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CAPITULO |

RESUMEN

Antecedentes: Cuando un paciente presenta insuficiencia renal cronica terminal,
el tratamiento de eleccion serd el trasplante renal, ya que tiene grandes beneficios
en la supervivencia y en mejorar su calidad de vida. En 2019 se realizaron en
México 2,939 trasplantes renales. En nuestro hospital se realizaron 230

trasplantes renales entre el 2001 y el 2020.

Después de realizado el trasplante renal, si el donador y el receptor no son
idénticos genéticamente, el sistema inmune del receptor va a reconocer al 6rgano

COmo un cuerpo extraio y desencadenara la respuesta inmune de rechazo.

La distincién entre el rechazo humoral agudo y el rechazo celular agudo en los
trasplantes renales es de crucial importancia para el tratamiento, pero es un reto
diagnoéstico para el patdlogo. Se ha venido utilizando desde hace décadas la
escala de clasificacion de Banff para determinar el tipo de rechazo, en este
sistema se toman en cuenta algunas variantes morfologicas, sin embargo, no
considera el tipo de linfocitos que se presenta. La prevencion, diagndstico
temprano y tratamiento oportuno del rechazo agudo son de vital importancia en los

equipos interdisciplinarios de trasplante renal.




Objetivo: Inmunotipificar los linfocitos presentes en biopsias renales por rechazo y

descripcion de los tipos de linfocitos presentes en rechazo humoral o celular.

Materiales y métodos: Se incluyeron 22 casos de biopsias de injerto renal con
diagnéstico de rechazo, se realizaron estudios de inmunohistoquimica para CD20,

CD3, CD4 y CD8.

Resultados: De todas las células que resultaron positivas para CD20, el promedio
en las biopsias renales por rechazo humoral fueron 102 linfocitos (90%), y en
rechazo celular 12 linfocitos (10%). De las células positivas para CD4, el promedio
en las biopsias renales por rechazo humoral fueron 61 linfocitos (54%), y en
rechazo celular 52 linfocitos (46%). Las células positivas para CD3, el promedio en
las biopsias renales por rechazo humoral se contaron 5 linfocitos (8%), y en
rechazo celular 60 linfocitos (92%). Y por dltimo de las células CD8 positivas, el
promedio en las biopsias renales por rechazo humoral fueron 8 linfocitos (14%), y

en rechazo celular 50 linfocitos (86%).

Conclusiones: Es posible definir en presencia de rechazo el mecanismo humoral
o celular mediante la inmunotipificacion de las células linfoides. La
inmunotipificacion de las células linfoides en las biopsias de injertos renales en
cuanto a su caracteristica de linfocito B, y T cooperador y citotoxico coincidié con
el diagndstico previo de rechazo humoral o celular. Para rechazo celular es mas
atil CD3 y CD8; para rechazo humoral CD20; CD4 se expresa en ambos. La
inmunotipificacion de linfocitos funciona como una forma complementaria para
llegar al diagnostico de rechazo celular o humoral, sin embargo, son necesarias

investigaciones con mayor numero de casos.




CAPITULO Il

INTRODUCCION

SISTEMA INMUNITARIO

El sistema inmunitario se divide en dos tipos: el innato y el adaptativo. En el
innato se encuentran involucrados el complemento, los neutréfilos, macréfagos y
las células NK. El sistema inmunitario adaptativo es capaz de distinguir estructuras
propias y extrafias al organismo; las células B, T y células presentadoras de
antigeno son los encargados de llevar este tipo de respuesta inmunitario y
reaccionan a la presencia de antigenos. Esta reaccién esta dada por la produccion
de anticuerpos o inmunoglobulinas, las cuales se unen al antigeno. Se le llama
respuesta humoral cuando esta depende de anticuerpos y respuesta celular

cuando es citotdxica (por células T) (1).

Cuando las células inmunitarias son expuestas a un antigeno por primera
vez, reaccionan de forma lenta y leve; sin embargo, en ocasiones subsecuentes la
respuesta inmune es rapida y muy intensa, debido a que nuestro sistema tiene
memoria inmunitaria. Los linfocitos B y T son inocentes antes de estar expuestos a
antigenos, pero una vez que entran en contacto, esta célula prolifera y forma

células activadas y de memoria (2).




Estas células activadas estan encargadas de ejecutar una respuesta
inmune; las células plasmaticas provienen de las células B y secretan anticuerpos;

las células T liberan citocinas o destruyen las células alteradas (3).

Los linfocitos B, se capacitan en la médula 6sea, una vez que se activa se
divide y forma células plasmaticas y células B de memoria. La primera vez que los
linfocitos B inocentes son activados secretan IgM que a su vez activa el sistema
de complemento; ya que se produjo IgM esta célula es capaz de producir otra
clase de inmunoglobulina, que se determina por las citocinas (liberada por células
T cooperadoras) que estan en el microambiente de este linfocito B. La mayoria de
los antigenos necesitan de una célula T intermediaria para inducir una respuesta

humoral.

Los linfocitos T se capacitan en el timo, mediante la expresién de moléculas
en la superficie celular. EI CD3 se expresa en todas las células T, mientras que el
CD4 en las células cooperadoras y el CD8 en las citotoxicas. Las células
cooperadoras liberan citocinas para modular la actividad inmunitaria de otras

células; mientras que las citotoxicas reconocen células extrafias y las destruyen.




TRASPLANTE RENAL

Cuando un paciente presenta insuficiencia renal cronica terminal, el
tratamiento de eleccion sera el trasplante renal, ya que tiene grandes beneficios

en la supervivencia y en mejorar su calidad de vida.

Cuando una persona recibe un trasplante renal, si su donante y el no son
idénticos genéticamente, su sistema inmune lo reconocera como agente extrafio y
desencadenara una respuesta, lo que se conoce como rechazo (4), que es la
principal complicacién del trasplante renal; sin embargo, también hay que tomar en
cuenta la enfermedad de base y la nefrotoxicidad de algunas drogas

inmunosupresoras (5).

El rechazo agudo, que esta dado principalmente por inmunidad celular,
aparecera durante el primer mes (6) aunque puede aparecer meses e incluso afios
posteriores al trasplante, al disminuir o cesar la terapia inmunosupresora. Si
persiste esta respuesta de rechazo agudo, se instaurard el rechazo crénico, quien
compromete la supervivencia del injerto (7). La prevencion, diagndéstico temprano
y tratamiento oportuno del rechazo agudo son de vital importancia en los equipos

interdisciplinarios de trasplante renal.




BIOPSIA RENAL

La biopsia es el gold standard para evaluar el injerto, tiene un alto valor
diagndstico y pronéstico, ya que las decisiones terapéuticas estan basadas en su

resultado (8).

Las biopsias a injertos renales se realizan en tres tiempos:

- Biopsia tiempo cero: al momento del trasplante

- Biopsia de protocolo: a intervalos predefinidos

- Biopsia indicada: en cualquier momento, para determinar la extension de
cicatriz tubulointersticial o bien, para definir la causa de falla del injerto (ej.
rechazo, dafo tubular agudo, enfermedad renal recurrente, infecciones,

toxicidad a medicamentos)

La interpretacion de la biopsia es retadora ya que varios procesos patoldgicos
pueden ocurrir al mismo tiempo. Ademas de que debe realizarse con premura ya
gue se tomaran decisiones terapéuticas basadas en diagndésticos preliminares,
incluso antes de que se hayan practicado todos los estudios pertinentes al

espécimen.




La distincién entre el rechazo humoral agudo y el rechazo celular agudo en los
trasplantes renales es de crucial importancia para el tratamiento, pero es un reto
diagndstico para el patdlogo (9). Se ha venido utilizando desde hace décadas la
escala de clasificacion de Banff para determinar el tipo de rechazo, en este
sistema se toman en cuenta algunas variantes morfologicas, sin embargo, no

considera el tipo de linfocitos que se presenta (10).

Antes de realizar la biopsia se deben tener en cuenta la suficiencia del
espécimen, el diametro de la aguja recomendado es de 16-gauge, ya que no
aumentan la morbilidad del estudio y proporcionan cantidad de tejido adecuado
para realizar una interpretacion confiable; deben contener por lo menos 10
glomérulos y 2 segmentos arteriales; se recomienda, cuando sea posible, tener
dos cilindros, para incrementar el rendimiento diagndéstico, ya que en estadios
tempranos se pueden tener cambios focales y si se evalla solo un cilindro, podria
ser no representativo de la patologia que esta ocurriendo en ese momento. En
nuestro servicio, al ser tomada una biopsia renal, es valorada inmediatamente por
los patbélogos para saber si contaremos con el material suficiente tomando en
cuenta cuales son los estudios solicitados (microscopia de luz,
inmunofluorescencia, microscopia electrénica); de no ser asi se comunica al
médico intervencionista para que vuelva a puncionar al paciente. Cuando la
muestra es suficiente, los cilindros son distribuidos para fijar en formaldehido al
10% (ML), otro fragmento es congelado (IF) y uno mas es colocado en

glutaraldehido (ME).




Una vez que tenemos la muestra, los cilindros destinados para ML se procesan
con la técnica histolégica y se obtienen cinco laminillas, de las cuales dos
laminillas se tifien en Hematoxilina y Eosina, una con acido periodico de Shift, una

con Tricrémico de Masson y una mas con Metenamina de Plata.

Al fragmento para IF se le realizan anticuerpos anti-IgG, IgM, IgA, C3c, Clq,

Fibrinbgeno, Kappa y Lambda, usando albamina como control.

En el caso de ME, el tejido es embebido en resina epoxy y se realizan cortes
semifinos de 1 micrémetro los cuales se tifien con azul de toluidina y se valora el
tejido por ML para asegurar la presencia de glomérulos antes de su interpretacion

por ME.




ANTECEDENTES

En 2019 se realizaron 2939 trasplantes renales en México (11); mientras que

en nuestro hospital se han realizado 260 trasplantes del 2001 al 2020.

Los principales blancos antigénicos del injerto renal son los antigenos ABO (de

los grupos sanguineos) y los antigenos HLA.

El rechazo se da cuando las células T y los anticuerpos que se producen
contra antigenos del injerto interaccionan contra el tejido y lo destruyen. Las
células B también pueden reconocer antigenos en el injerto, su activacion requiere
la ayuda del linfocito T. Los linfocitos T estan implicados en el rechazo agudo y

cronico.

El rechazo celular agudo los linfocitos T CD4+ activados secretan citocinas y la
inflamacion aumenta la permeabilidad vascular y se acumulan linfocitos y
macrofagos, estos ultimos se activan y producen el dafio tisular. Y en el rechazo
cronico el dafio se produce por la secrecion de citocinas que conllevan inflamacion

local y proliferacion de células endoteliales y de musculo liso.




El rechazo mediado por anticuerpos, también conocido como rechazo humoral
se puede ver como rechazo hiperagudo, agudo y crénico. En general se conocen

los siguientes tipos de rechazo del injerto renal:

RECHAZO HIPERAGUDO

Los antigenos ABO se expresan en las células endoteliales y eritrocitos. Se
presenta en minutos después de realizado el trasplante. Ya que los anticuerpos
contra estos antigenos fueron preformados, al unirse a las células endoteliales del
injerto causan rechazo inmediato. Aparecen depdsitos de complemento e
inmunoglobulinas en la pared de los vasos, que ocasiona dafio endotelial y
formacion de trombos de plaquetas y fibrina. En los glomérulos, arteriolas y
capilares peritubulares se acumular neutrofilos, que conlleva a una trombosis de

los capilares y necrosis fibrinoide en las paredes de las arterias.

RECHAZO HUMORAL AGUDO

Histopatol6gicamente puede no tener cambios o estos ser muy discretos.
Hay anticuerpos contra el donante, que se producen después del trasplante; estos
causan dafio en manera importante a la vasculatura del injerto de varias formas,

como por complemento, inflamacién y citotoxicidad que depende de anticuerpos.

10

——
| —



Los neutréfilos y linfocitos incrementan en cantidad en los tubulos, capilares
glomerulares y peritubulares. ElI C4d (producto de activacién del complemento) se
localiza en las paredes de estos capilares. El 1% de los casos presenta arteritis
necrotizante con necrosis fibrinoide de la media; a un afio, a pesar de
inmunosupresién, UGnicamente el 30% de los injertos sobrevive. El principal
hallazgo histolégico es glomerulitis e inflamacion de los capilares peritubulares con

deposito de C4d.

El rechazo del injerto renal se clasifica segun su histopatologia, evolucion
clinica y etiopatogenia; se debe tener en cuenta que se pueden presentar

diferentes tipos de rechazo en el mismo momento.

RECHAZO CELULAR AGUDO

Es el tipo mas frecuente de rechazo del injerto renal. Estd dado por
infiltrado inflamatorio de linfocitos T y macrofagos en los tubulos, glomérulos,

arteriolas o intersticio.

La tubulitis se observa como células linfoides en el epitelio o la membrana
tubular. La arteritis se caracteriza por presencia de linfocitos T y monocitos, que

pasan a través del endotelio, expanden la intima. Los pacientes con tubulitis, con

11
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y sin endoarteritis, tienen supervivencia del injerto a 1 afio en el 80% y 60%

respectivamente.

RECHAZO CRONICO

Afecta las arterias de todos los tamafios. Hay engrosamiento de la intima
por depésito de matriz. Puede haber células espumosas. Se observa
engrosamiento de los capilares peritubulares y reduplicacibn de la membrana
basal. Tambien se presenta fibrosis e inflamacion intersticial y atrofia de los

tubulos por el estrechamiento de las arterias que condiciona isquemia.

Las paredes de los capilares glomerulares se engruesan por la expansion
de la zona subendotelial y reduplicacion de la membrana basal glomerular. El

mesangio se expande.

El fallo en el injerto renal ocurre en el 30% en el primer afio postrasplante;
disminuye del 2 al 4% cada afio. Los hallazgos de la biopsia modifican el

diagnéstico clinico en el 36% de los casos.

12
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SISTEMA DE CLASIFICACION DE BANFF

Cada dos afios se relne un comité que esta encargado de establecer los
criterios para evaluar las biopsias por rechazo y clasificarlas. La mas reciente es la
XV Conferencia Banff para Patologia del injerto, que se llevé a cabo en septiembre

de 2019 en Pittsburgh, PA. (12)

Existen cinco categorias diagndsticas de rechazo renal:

Categoria 1: Biopsia normal o cambios no especificos.

Categoria 2: Cambios mediados por anticuerpos (CMA)

Categoria 3: Cambios sospechosos de rechazo agudo mediado por células T

Categoria 4: Rechazo mediado por células T (RMCT)

Categoria 5: Nefropatia por poliomavirus

13
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La categoria 2 corresponde a cambios mediados por anticuerpos y se divide en

tres tipos:
AGUDO
Debe cumplir con los 3 criterios siguientes:

1. Evidencia histoldgica de lesion tisular aguda con 1 o mas de los siguientes:

- Inflamacion microvascular (g>0 y/o ptc>0), en ausencia de glomerulonefritis
recurrente o de novo

- Arteritis transmural o intimal (v>0)

- Microangiopatia trombética aguda

- Dafio tubular agudo

2. Evidencia de interaccion actual o reciente de anticuerpos con el endotelio
vascular, que incluya por lo menos 1 de los siguientes:

- Tincién de C4d lineal en capilares peritubulares o vasa recta medulares.

- Inflamacion microvascular ([g + ptc] mayor o igual a 2) siempre y cuando no
haya glomerulonefritis recurrente o de novo. (aunque en presencia de
TCMR agudo, infiltrado borderline o infeccion ptc mayor o igual a 2 por si
misma no es suficiente y g debe ser mayor o igual a 1)

- Expresion incrementada de genes transcriptores/clasificadores en el tejido
de la biopsia, asociado fuertemente con CMA.

3. Evidencia seroldgica de anticuerpos especificos del donador circulantes.

14
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CRONICO ACTIVO

Debe cumplir con los 3 criterios para realizar el diagnéstico:

1. Evidencia morfolégica de dafio tisular cronico, que incluya uno o mas de los

siguientes:

Glomerulopatia del trasplante (cg>0) si no hay evidencia de CMA o
glomerulonefritis recurrente o de novo; incluye cambios solo evidentes por
microscopia electrénica (cgla)

Severa multilaminacion de la membrana basal capilar peritubular (ptcml1)
Fibrosis arterial intimal de novo, excluyendo otras causas.

El mismo criterio 2 para CMA activa.

El mismo criterio 3 para CMA activa.

CRONICO (INACTIVO)

1.

2.

cg>0 y/o ptcml severa

Ausencia de criterio 2 de interaccion de anticuerpos con el endotelio actual
0 reciente

Diagnostico previo documentado de CMA activa o cronica activa y/o DSA.
Tincion C4d sin evidencia de rechazo con las siguientes caracteristicas
presentes:

Tincion de C4d lineal en capilares peritubulares (C4d2 o C4d3 por IF o

C4d>0 por IHQ)
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- Criterio 1 para CMA activa o crénica activa no se cumple
- No evidencia molecular de CMA como en criterio 2 para CMA activa y
cronica activa

- No RMCT agudo o crénico activo, o cambios sospechosos

La categoria 3 corresponde a cambios sospechosos para rechazo mediado por

células T agudo y debe cumplir los siguientes criterios:

1. Focos de tubulitis (t1, t2 o t3) con inflamacion intersticial leve (il), o tubulitis
leve (t1) con inflamacion intersticial moderada o severa (i2 0 i3)

2. No arteritis intimal o transmural (v=0)

La categoria 4 corresponde a rechazo mediado por células T y se divide de la

siguiente manera:

AGUDO

GRADO I|A: Inflamacién intersticial en >25% del parénquima cortical no esclerético
(i2 o0 i3) con tubulitis moderada (t2) que involucra 1 o mas tubulos, sin incluir

tubulos severamente atroficos.
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GRADO 1B: Inflamacién intersticial en mas del 25% del parénquima cortical no
esclerético (i2 o i3) con tubulitis severa (t3) que involucra 1 0 mas tubulos, sin

incluir tibulos severamente atréficos.

GRADQO lIA: Arteritis intimal leve a moderada (v1), con o sin inflamacion intersticial

y/o tubulitis

GRADO 1IB: Arteritis intimal severa (v2), con o sin inflamacién intersticial y/o

tubulitis

GRADO llI: Arteritis intimal y/o necrosis arterial fibrinoide que involucra la capa
medial de musculo liso acompafiada de arteritis intimal mononuclear (v3), con o

sin inflamacion intersticial y/o tubulitis.

CRONICO ACTIVO

GRADO 1A: Inflamacién intersticial en mas del 25% del parénquima cortical
esclerotico (i-IFTA2 o i-IFTA3) Y mas del 25% del parénquima cortical total (ti2 o
ti3) con tubulitis moderada (t2 o t-IFTA 2) que involucra 1 o mas tubulos, sin incluir

tubulos severamente atréficos; se deben descartar otras causas de i-IFTA.

GRADO 1IB: Inflamacién intersticial en mas del 25% del parénquima cortical
esclerotico (i-IFTA2 o i-IFTA3) Y mas del 25% del parénquima cortical total (ti2 o
ti3) con tubulitis moderada (t2 o t-IFTA 2) que involucra 1 o mas tabulos, sin incluir

tubulos severamente atroéficos; se deben descartar otras causas de i-IFTA.
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GRADO II: Arteriopatia cronica del trasplante (fibrosis arterial intimal con
inflamacion mononuclear en la fibrosis y formacién de neointima). Esto también
puede corresponder a una manifestacion de ABMR crénica o crénica activa o

ABMR/TCMR mixta.

La CATEGORIA 5 corresponde a Nefropatia por poliomavirus y se clasifica de la

siguiente manera:

PVN CLASE 1

- pvilyciO-1

PVN CLASE 2

- pvilyci2-30
- pvi2yci0-30

- pvi3dyciO-1

PVN CLASE 3

- pvi3yci2-3

18

——
| —



TABLA 1. Esquema de estandarizacién de reporte de Banff.

AGUDO CRONICO CRONICO ACTIVO

i (inflamacion) ci (fibrosis intersticial en corteza) ti  (inflamacién cortical
total)

t (tubulitis) ct (atrofia tubular en corteza) i-IFTA (inflamacion en
corteza cicatrizal)

v (endarteritis) cv (fibrosis arterial intimal) t-IFTA (tubulitis en

corteza cicatrizal)

g (glomerulitis)

cg (glomerulopatia crénica)

pvl (nivel de carga de

poliomavirus intrarrenal)

ptc (capillaritis

peritubular)

ptcml  (multilaminacion de la

membrana basal capilar

peritubular)

C4d lineal en ptc
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TABLA 2. Puntuaciones de Banff individuales utilizadas en la clasificacién de CMA

y RMCT agudos y cronico activos.

GRADO 0O GRADO 1 GRADO 2 GRADO 3
LEVE MODERADO SEVERO
[ Ausente o 10-25% 26-50% >50%
<10% en
corteza no
cicatrizal

t Ninguno

1-4 leucocitos

mononucleares

5-10 leucocitos

mononucleares

>10 leucocitos

mononucleares

por tabulo 0 10 por tabulo por tabulo
células epiteliales
tubulares

v Ninguno 1 omas 1 omas Necrosis arterial
leucocitos leucocitos fibrinoide o
directamente directamente inflamacioén
entre el endotelio | entre el endotelio | transmural

de 1 o mas

arterias; menos

de 1 0o mas

arterias; mas del

de 25% de 25% de oclusién
oclusién luminal luminal

g Ninguno Mayor oiguala 1l | 25-75% Mas del 75% de
leucocito Y glomérulos los glomérulos
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edema endotelial | afectados afectados

asociado

ocluyendo mas

del50% de 10

mas de las luces

capilares en al

menos 1 pero

menos del 25%

de los glomérulos

ptc | Minima con 3 0mas 5 a 10 leucocitos | Mas de 10
menos de 3 leucocitos en la en la corteza leucocitos en la
leucocitos en corteza mas mas corteza mas
la corteza mas | severamente severamente severamente
severamente dafadaY lo dafiadaY 1o dafadaY lo
dafiada y/o mas leucocitos en | mas leucocitos mas leucocitos
leucocitos en mas del 10% de | en mas del 10% | en mas del 10%
menos del capilares de capilares de capilares
10% de peritubulares peritubulares peritubulares
capilares corticales corticales corticales
peritubulares
corticales
C4d | Ninguna Tincién del 1-10% | Tincién del 10- Tincién en mas

de PTC

50% de PTC

del 50% de PTC
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Ci Minima Menos | 6-25% 26-50% Mas del 50%
oigualab

ct Ninguna 1-25% 26-50% Mas del 50%

cv | Ninguna 1-25% de 26-50% de Mas del 50% de
estrechamiento estrechamiento estrechamiento
de area luminal de area luminal de area luminal
en la arteria mas | en la arteria mas | en la arteria mas
afectada afectada afectada

cg | Ninguna, no la Leve temprano | Dobles contornos | Dobles contornos

doble contorno
de membrana
basal
glomerular por
microscopia de

luz o ME

no dobles
contornos de
GMB por ML pero
neo-densa
subendotelial en
3 o capilares
glomerulares por
ME con
agrandamiento
endotelial
asociado.

1b Leve dobles
contornos por ML

en 1-25% de

por ML en 26-
50% de capilares
glomerulares por
ML en el
glomérulo mas

afectado

por ML en mas
del 50% de
capilares
glomerulares por
ML en el
glomérulo mas

afectado
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capilares
glomerulares por
ML en el

glomérulo mas

afectado
ptcml | ME no 7 0 mas capas en
realizada la membrana
basal del PTC
mas afectado Y
mas de 5 capas
en dos PTC
adicionales
ti Ausente 0 10-25% 26-50% Mas del 50%
minima menor
al 10%
i- Ausente o 10-25% 26-50% Mas del 50%
IFTA | minima menor
al 10%
t- Ausente 1-4 leucocitos 5-10 leucocitos Mas de 10
IFTA mononucleares mononucleares leucocitos

por tabulo 0 10
células epiteliales

tubulares

por tabulo 0 10
células

epiteliales

mononucleares
por tabulo 0 10

células
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tubulares

epiteliales

tubulares

pvl

Células positivas
en el 1% de los

tubulos o menos

Células positivas
en menos del 1
al 10% de los

tubulos

Células positivas
en mas del 10%

de los tdbulos
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CAPITULO Il

JUSTIFICACION

En la actualidad no hay un estudio que identifigue el inmunofenotipo de
linfocitos que se presentan en las biopsias de rifidon por rechazo. A pesar de que
han realizado investigaciones para inmunotipificar el infiltrado linfocitico en
trasplantes de algunos 6rganos como corazon o higado, aun no hay un estudio

donde se haya aplicado a los injertos renales.

En el 2020 Hyeon Joo Jeong (12) sugiere que inmunoatipificar los linfocitos
en injertos renales conlleva algunos beneficios como ayudar en el entendimiento y

en distinguir las fases de la actividad inflamatoria que se esta llevando a cabo.
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CAPITULO IV

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Inmunotipificar los linfocitos presentes en biopsias renales por rechazo y

descripcion de los tipos de linfocitos presentes en rechazo humoral o celular.

OBJETIVO SECUNDARIO

Inmunoatipificar los linfocitos con CD20, CD4, CD3 y CD8 para describir como se

presentan en los diferentes tipos de rechazo.
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CAPITULO V

HIPOTESIS

Es posible definir, en presencia de rechazo, el mecanismo humoral o celular

mediante la inmunotipificacion de las células linfoides.

HIPOTESIS NULA

No es posible definir, en presencia de rechazo, el mecanismo humoral o celular

mediante la inmunotipificacion de las células linfoides.
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CAPITULO VI

MATERIALES Y METODOS

DISENO METODOLOGICO DEL ESTUDIO

Estudio observacional, transversal, descriptivo y retrospectivo.

TIPO DE ESTUDIO

Encuesta o cohorte transversal (estudio poblacional).

POBLACION DE ESTUDIO

Para la realizacién de este estudio se incluyeron todos los casos de biopsias
renales por rechazo de trasplante que se encontraron en la base de datos del
Servicio de Anatomia Patolégica y Citopatologia del Hospital Universitario “Dr.

José Eleuterio Gonzalez”, durante los afios 2013 al 2018.

- CARACTERISTICAS DE LA POBLACION:

a) CRITERIOS DE INCLUSION: Todos los casos de sospecha de rechazo

renal que se encuentren en la base de datos PATHOX del 2013 al 2020.

22 casos
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b) CRITERIOS DE EXCLUSION: Casos de los que no se cuente con
blogues de parafina en el archivo del Servicio de Anatomia Patoldgica.

4 casos

c) CRITERIOS DE ELIMINACION: Casos de los cuales el tejido no se

encuentre adecuadamente preservado.

4 casos

En cuanto a los mecanismos de confidencialidad llevados a cabo para proteger la
identidad de los pacientes, el servicio de Anatomia Patoldgica utiliza un sistema de
enumeracion interna, el cual nos permite guiarnos para llevar a cabo la
investigacion sin tener que utilizar la informacion personal del paciente, por lo que
ningan dato personal como nombre, direccion o teléfono estaran en la base de

datos y/o publicacion que derive.

CALCULO DEL TAMANO DE MUESTRA

La muestra es por conveniencia, pareada, total, incluyendo todos los casos de

rechazo de trasplante renal.
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DESCRIPCION DEL DISENO

Al ser un estudio retrospectivo, todos los casos provienen de los archivos
de nuestro Servicio de Anatomia Patologica y Citopatologia del Hospital

Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez”.

Se realizé una busqueda en la base de datos Pathox (TESI INFORMATICA)
del 2013 al 2018 cumpliendo con los criterios de inclusion. Se obtuvieron de
archivo las laminillas y los bloques de parafina; se observaron las laminillas en el
microscopio y se reevaluaron los datos histolégicos de rechazo y se seleccionaron

los bloques para la realizacion de histoarreglos.

Los histoarreglos fueron tefiidos con hematoxilina y eosina y se realizaron
marcadores de inmunohistoquimica para CD20, CD3, CD4 y CD8 (Figuras 1y 2)
usando la plataforma automatizada Ventana Benchmark XT, con las clonas
mencionadas en la Tabla 1; posteriormente el material fue devuelto al archivo de
Anatomia Patolégica. Antes de realizar los histoarreglos, se verific6 que quede
material disponible en el blogque de parafina, los bloques que no tienen material

suficiente fueron eliminados del estudio.
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ANALISIS ESTADISTICO

Se realizé un analisis univariado de los datos por medio de frecuencias y
porcentajes para variables categoricas, y medidas de tendencia central y de
dispersién para variables continuas, segun corresponda, previa valoracion de

normalidad de los datos por medio de Kolmogorov — Smirnov.

Los resultados se reportan en tablas y se clasifican los casos en base a su

diagndstico histopatoldgico.

Tabla 3. Anticuerpos utilizados para la realizacion de inmunohistoquimica a los

histoarreglos.

ANTICUERPO TIPO CLONA | FUENTE | DILUCION
CD20 Monoclonal | L26 Ventana | 1:5
CD3 Monoclonal | SP35 Ventana | 1:1
CD4 Monoclonal | 2GV6 Ventana | 1:3
CD8 Monoclonal | C8/144B | Dako 1:50
[ =)
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Figura 1. Histoarreglos e inmunohistoquimica para CD20, CD4, CD3 y CD8

realizada a cada uno de ellos.

Se contaron los linfocitos que expresaron cada uno de los marcadores ya
mencionados en los vasos, los tubulos, el intersticio y los glomérulos de cada caso

(Figuras 3, 4y 5).

En los vasos se tomaron en cuenta los linfocitos endoteliales y
perivasculares; en los tdbulos, los linfocitos epiteliales, intramembranosos y
peritubulares; y en los glomérulos los linfocitos en la capsula de Bowman y en los

capilares glomerulares.

El conteo se realiz6 tomando en cuenta todos los linfocitos presentes en un

campo de alto poder (40x) en las localizaciones antes mencionadas.
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Figura 2. Ejemplo de un histoarreglo y de cada uno de los marcadores de

inmunohistoquimica realizados.
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Figura 3. Ejemplo de conteo de linfocitos y cantidad de vasos sanguineos en un

campo de alto poder (40x).




Figura 4. Ejemplo de conteo de linfocitos y cantidad de tabulos en un campo de

alto poder (40x).
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Figura 5. Ejemplo de conteo de linfocitos en un glomérulo, incluyendo los

presentes en capilares glomerulares y capsula de Bowman.




CAPITULO VII

RESULTADOS

De los 22 casos que se encuentran en la base de datos del servicio de
Anatomia Patoldgica y Citopatologia, 4 fueron excluidos ya que no se contaba con
los bloques de parafina en el archivo y 4 fueron eliminados ya que el tejido no era
suficiente para la realizacién de Inmunohistoquimica, quedando un total de 14
casos, de los cuales 11 tienen diagndstico histolégico de rechazo celular y 3 de

rechazo humoral.

El conteo de linfocitos se documentd y se hizo un calculo del promedio de la
cantidad de linfocitos expresados en cada localizacion (Tabla 4); al final se
promediaron segun los casos de cada tipo de rechazo (Tablas 5 y 6). Se
realizaron graficas de cada caso de rechazo celular y humoral (Graficas 1y 2),
una grafica comparativa entre ambos tipos de rechazo (Gréafica 3) y del promedio

(Gréfica 4).

Se correlaciono cuantas células que expresaron cada inmunomarcador se

presentaron en cada tipo de rechazo y por componente histolégico.
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El promedio de la cantidad de linfocitos CD20 en biopsias con rechazo
celular son 3 en vasos, 2 en tubulos, 6 en intersticio y 1 en glomérulos,
representando el 37%, 14%, 11% y 3% respectivamente; mientras que para
rechazo humoral fue de 5 en vasos, 13 en tubulos, 47 en intersticio y 37 en

glomérulos, representando el 63%, 86%, 89% y 97% respectivamente (Tabla 7).

El promedio de la cantidad de linfocitos CD4 en biopsias con rechazo
celular son 3 en vasos, 5 en tubulos, 38 en intersticio y 6 en glomérulos,
representando el 43%, 29%, 51% y 43% respectivamente; mientras que para
rechazo humoral fue de 4 en vasos, 12 en tubulos, 37 en intersticio y 8 en

glomérulos, representando el 57%, 71%, 49% y 57% respectivamente (Tabla 8).

El promedio de la cantidad de linfocitos CD3 en biopsias con rechazo
celular son 4 en vasos, 3 en tubulos, 50 en intersticio y 3 en glomérulos,
representando el 67%, 60%, 100% y 75% respectivamente; mientras que para
rechazo humoral fue de 2 en vasos, 2 en tabulos, ninguno en intersticio y 1 en

glomérulos, representando el 33%, 40%, 0% y 25% respectivamente (Tabla 9).

El promedio de la cantidad de linfocitos CD8 en biopsias con rechazo
celular son 4 en vasos, 2 en tubulos, 38 en intersticio y 6 en glomérulos,
representando el 80%, 67%, 88% y 86% respectivamente; mientras que para

rechazo humoral fue de 1 en vasos, 1 en tubulos, 5 en intersticio y 1 en
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glomérulos, representando el 20%, 33%, 12% y 14% respectivamente (Tabla 10;

Gréficas 5y 6).

Se observa una clara correlacion entre el tipo de infiltrado y el tipo de

rechazo diagnosticado segun la escala de Banff:

En el rechazo celular se contabilizaron 12 células CD20, 52 células CD4, 60
células CD3 y 50 células CD8, lo que representa el 7%, 30%, 34% y 29%
respectivamente (Tabla 11), mientras que en el rechazo humoral se contaron 102
células CD20, 61 células CD4, 5 células CD3 y 8 células CD8, lo que representa el

58%, 35%, 3% Yy 4% respectivamente (Tabla 12).

De todas las células que resultaron positivas para CD20, el promedio en las
biopsias renales por rechazo humoral fueron 102 linfocitos (90%), y en rechazo
celular 12 linfocitos (10%). De las células positivas para CD4, el promedio en las
biopsias renales por rechazo humoral fueron 61 linfocitos (54%), y en rechazo
celular 52 linfocitos (46%). Las células positivas para CD3, el promedio en las
biopsias renales por rechazo humoral se contaron 5 linfocitos (8%), y en rechazo
celular 60 linfocitos (92%). Y por ultimo de las células CD8 positivas, el promedio
en las biopsias renales por rechazo humoral fueron 8 linfocitos (14%), y en

rechazo celular 50 linfocitos (86%) (Tablas 13 y 14).
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Tabla 4. Conteo de linfocitos de cada caso segun inmunofenotipo y localizacién en

los componentes de la biopsia renal.

CASO LOCALIZACION | CD20 | CD4 | CD3 | CD8

CASO 1 | VASOS 2 6 5 2

TUBULOS 3 5 5 2

INTERSTICIO 50 60 |60 |40

GLOMERULOS | 3 7 7 8
CASO 2 | VASOS 0 1 1 3
TUBULOS 0 1 1 1
INTERSTICIO |0 3 10 |6
GLOMERULOS |0 0 0 0
CASO 3 | VASOS 2 5 2 3
TUBULOS 1 3 1 2

INTERSTICIO 15 50 |6 20

GLOMERULOS |2 1 2 4
CASO 4 | VASOS 3 3 6 4
TUBULOS 2 4 12 |2

INTERSTICIO 35 50 130 | 40

GLOMERULOS |0 8 4 11
CASO5 | VASOS 5 4 2 10
TUBULOS 2 2 3 3

INTERSTICIO 100 |95 120 | 120
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GLOMERULOS | 3 35 |6 30
CASO 6 |VASOS 1 2 2 3
TUBULOS 1 2 1 2
INTERSTICIO |3 15 |60 |20
GLOMERULOS |0 0 0 0
CASO 7 |VASOS 3 2 4 2
TUBULOS 4 3 2 2
INTERSTICIO | 50 60 |40 |40
GLOMERULOS |0 3 4 6
CASO 8 | VASOS 1 2 3 2
TUBULOS 1 1 1 4
INTERSTICIO | 10 12 (20 |14
GLOMERULOS |0 0 0 0
CASO9 |VASOS 7 2 4 3
TUBULOS 1 2 3 2
INTERSTICIO |20 60 |60 |50
GLOMERULOS |3 5 7 4
CASO 10 | VASOS 1 1 1 1
TUBULOS 1 1 1 1
INTERSTICIO |1 2 8 6
GLOMERULOS |0 0 0 0
CASO 11 | VASOS 1 1 4 2
TUBULOS 1 1 2 2

——
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INTERSTICIO |2 12 |30 |60
GLOMERULOS |0 0 0 0
CASO 12 | VASOS 2 2 3 1
TUBULOS 30 12 |3 1
INTERSTICIO |50 10 |10 |0
GLOMERULOS |1 2 0 0
CASO 13 | VASOS 7 3 1 2
TUBULOS 2 5 2 1
INTERSTICIO | 60 60 |20 |15
GLOMERULOS [100 |20 |3 2
CASO 14 | VASOS 5 6 2 1
TUBULOS 7 10 |2 2
INTERSTICIO | 30 40 |1 2
GLOMERULOS |0 0 0 0
(=)




Tabla 5. Promedio de cantidad de linfocitos segun inmunofenotipo y localizacién

en los componentes de la biopsia renal en casos de rechazo celular.

CD20 | CD4 | CD3 | CD8
VASOS 3 3 4 4
TUBULOS 2 5 3 2
INTERSTICIO |6 38 |50 |38
GLOMERULOS | 1 6 3 6

Tabla 6. Promedio de cantidad de linfocitos segun inmunofenotipo y localizacion

en los componentes de la biopsia renal en casos de rechazo humoral.

CD20 | CD4 | CD3 | CD8

VASOS 5 4 3 1

TUBULOS 13 12 |2 1

INTERSTICIO | 47 37 |0 5

GLOMERULOS | 37 8 1 1
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Tabla 7. Porcentaje de casos con rechazo celular y humoral que expresaron

linfocitos CD20 por localizacion.

RECHAZO CELULAR (%) | RECHAZO HUMORAL (%)
VASOS 37 63
TUBULOS 14 86
INTERSTICIO |11 89
GLOMERULOS | 3 97

Tabla 8. Porcentaje de casos con rechazo celular y humoral que expresaron

linfocitos CD4 por localizacion.

RECHAZO CELULAR (%) | RECHAZO HUMORAL (%)
VASOS 43 57
TUBULOS 29 71
INTERSTICIO |51 49
GLOMERULOS | 43 57
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Tabla 9. Porcentaje de casos con rechazo celular y humoral que expresaron

linfocitos CD3 por localizacion.

RECHAZO CELULAR (%) | RECHAZO HUMORAL (%)
VASOS 67 33
TUBULOS 60 40
INTERSTICIO | 100 0
GLOMERULOS | 75 25

Tabla 10. Porcentaje de casos con rechazo celular y humoral que expresaron

linfocitos CD8 por localizacion.

RECHAZO CELULAR (%) | RECHAZO HUMORAL (%)
VASOS 80 20
TUBULOS 67 33
INTERSTICIO |88 12
GLOMERULOS | 86 14
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Tabla 11. Cantidad y porcentaje del promedio de linfocitos CD20, CD4, CD3 y CD8

expresados en biopsias renales por rechazo celular.

CANTIDAD | PORCENTAJE
CD20 | 12 7%
CD4 |52 30%
CD3 |60 34%
CD8 |50 29%

Tabla 12. Cantidad y porcentaje del promedio de linfocitos CD20, CD4, CD3y CDS8

expresados en biopsias renales por rechazo humoral.

CANTIDAD | PORCENTAJE
CD20 | 102 58%
CDh4 |61 35%
Ch3 |5 3%
CD8 |8 4%
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Tabla 13. Cantidad del total de linfocitos CD20, CD4, CD3 y CD8 expresados en

biopsias renales por rechazo humoral y celular.

RECHAZO HUMORAL | RECHAZO CELULAR
CD20 | 102 12
Ch4 |4 3
CD3 |5 60
CD8 |8 50

Tabla 14. Porcentaje del total de linfocitos CD20, CD4, CD3 y CD8 expresados en

biopsias renales por rechazo humoral y celular.

RECHAZO HUMORAL | RECHAZO CELULAR
CD20 | 90% 10%
CD4 | 54% 46%
CD3 | 8% 92%
CD8 | 14% 86%
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Grafica 1. Cantidad de células por inmunofenotipo en rechazo celular y humoral.
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Grafica 2. Cantidad de células por inmunofenotipo en rechazo humoral.
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Grafica 3. Cantidad de células por inmunofenotipo comparadas en rechazo celular

y humoral.
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Grafica 4. Cantidad de células segun inmunofenotipo por localizacion en rechazo

celular y humoral.
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Grafica 5. Porcentaje de células segun inmunofenotipo en rechazo celular y

humoral.
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Grafica 6. Porcentaje de células segun localizacién en rechazo celular y humoral.
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CAPITULO VIII

DISCUSION

En la actualidad realizar el diagnostico de rechazo renal celular o humoral
es sumamente dificil y minucioso y requiere expertise en el tema ya que la
clasificacion de Banff es sumamente compleja, sin embargo, los resultados que
arroja el presente estudio demuestran que la inmunotipificacién los linfocitos

representa una herramienta Gtil para realizar dicho diagnostico.

Con base en nuestros resultados recomendamos realizar a las biopsias
renales por rechazo inmunohistoquimica para CD20, CD3 y CD8, ya que fueron
los marcadores que demostraron ser de mayor utilidad; el CD4 se expresa en
rechazo humoral y celular de forma muy similar, por lo que no se recomienda su

uso para dicho propasito.
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CAPITULO IX

CONCLUSION

Es posible definir en presencia de rechazo el mecanismo humoral o celular
mediante la inmunotipificacion de las células linfoides. La inmunotipificacion de las
células linfoides en las biopsias de injertos renales en cuanto a su caracteristica
de linfocito B, y T cooperador y citotoxico coincidié con el diagndstico previo de
rechazo humoral o celular. Para rechazo celular es mas util CD3 y CD8; para
rechazo humoral CD20; CD4 se expresa en ambos. La inmunotipificacién de
linfocitos funciona como una forma complementaria para llegar al diagnéstico de
rechazo celular o humoral, sin embargo, son necesarias investigaciones con

mayor nimero de casos.
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