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OBJETIVOS

Objetivo General

Estandarizar e implementar parcialmente las técnicas para la clasificacion de la nefritis
lGpica certificada por la Organizacion Mundial de la Salud en el Hospital Infantil del

Estado de Sonora.

Objetivos Particulares

¢ Realizar la histoquimica en tejido renal, utilizando las tinciones de hematoxilina-
eosina, acido periddico de Shiff, tricromica de Masson y metilamina de plata.
e Estandarizar e implementar la técnica de inmunohistoquimica en cortes

histol6gicos de tejido renal para la busqueda de IgG.
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RESUMEN

El lupus eritematoso sistémico es un padecimiento de caracter autoinmune,
multisistémico y multiorganico, que se caracteriza por la produccién de anticuerpos
antinucleares. Esta enfermedad se presenta principalmente en mujeres, con
predominacion en raza asiatica y africana. No se conoce cura. Los sintomas se tratan
principalmente con dosis bajas de corticosteroides, inmunosupresores y antipaltudicos.
Este padecimiento viene acompafiado de un gran numero de complicaciones
secundarias, que van desde enfermedades cardiovasculares hasta problemas a nivel de
sistema nervioso central. La principal complicacion en este padecimiento es la nefritis
lGpica, la cual consiste en hematuria y/o proteinuria variable con o sin sindrome
nefrético y/o insuficiencia renal. La Organizacion Mundial de la Salud disefid6 una
estrategia de clasificacion para este padecimiento, la cual consiste en la evaluacién de
dafios renales a nivel histolégico empleando diferentes técnicas de microscopia para
poder determinar la severidad de la afeccién, ya que de esto dependen las decisiones
terapéuticas. El objetivo de este proyecto fue estandarizar e implementar parcialmente
estas técnicas de microscopia en el Hospital Infantil del Estado de Sonora, para con ello
poder coadyuvar en el diagnéstico de lupus eritematoso, y los pacientes puedan recibir

un tratamiento mas especifico segln la severidad de su afeccion.
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INTRODUCCION

El lupus eritematoso sistémico (LES) es el prototipo de enfermedad multisistémica de
origen autoinmunitario y se caracteriza por la presencia de una gran variedad de
anticuerpos, principalmente anticuerpos antinucleares. Es una enfermedad de inicio
agudo o insidioso, de evolucién crénica, con remisiones y recaidas, con frecuencia
febril, que se caracteriza principalmente por lesién en la piel, las articulaciones, los
rifiones y las membranas serosas. Sin embrago, también se pueden afectar
practicamente todos los demas 6rganos del cuerpo.

Las caracteristicas clinicas y la afectacion de los diferentes 6rganos varian
dependiendo de la edad de presentacion, el sexo y la raza. En general, los nifios con
LES desarrollan formas mas graves de la enfermedad con un curso clinico mas
agresivo en comparacion a los adultos con LES. La tasa de afectacion de los diferentes
6rganos implicados en la enfermedad es también superior en nifios con LES.

El rasgo definitivo de la enfermedad es la produccién de autoanticuerpos.
Algunos de estos anticuerpos reconocen diversos componentes nucleares vy
citoplasmaticos de la célula que no son especificos de érgano ni especie, y otros se
dirigen contra antigenos de la superficie de células de la sangre. Aparte de su utilidad
para el diagndstico y tratamiento de los pacientes con LES, tienen una gran importancia
patogénica, como, por ejemplo, en la glomerulonefritis medida por inmunocomplejos,
gue es tan tipica de esta enfermedad.

Como se menciond anteriormente el rifidn es uno de los érganos implicados con
mas frecuencia en el LES. La mayoria de los enfermos con LES presentaran afectacion
renal en algin momento de su evolucién. La lesion renal en el LES es debida tanto al
proceso inflamatorio desencadenado por los mecanismos autoinmunes, como a la
respuesta de los diversos componentes del tejido renal a dicha inflamacion.

Una caracteristica de la nefritis lipica (NL) es la existencia de depésitos inmunes
y de infiltrados celulares. Los depdsitos inmunes pueden localizarse en el glomérulo, en
los vasos y a lo largo de la membrana basal tubular. Los depésitos inmunes pueden ser

debidos a la interaccion de autoanticuerpos con antigenos renales o al agrupamiento
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renal de autoantigenos como inmunoglobulinas o nucleosomas sobre los que
posteriormente se unen los autoanticuerpos.

Los infiltrados celulares renales son debidos principalmente a linfocitos T y su
localizacién es fundamentalmente intersticial. En respuesta a los depdésitos inmunes y a
la infiltracion por linfocitos T, las células renales enddgenas reaccionan con procesos de
proliferacion y de produccién de citocinas y quimiocinas que contribuyen tanto a los
procesos de inflamacién como a la posterior aparicion de fibrosis. La coexistencia por
una parte de lesiones renales agudas correspondientes a fendbmenos de inflamacioén y
proliferacion celular y por otra de lesiones cronicas de fibrosis, caracterizan de forma
decisiva las manifestaciones clinicas de la NL, la respuesta al tratamiento y la posible
evolucion hacia la insuficiencia renal irreversible.

La afectacion renal del LES se caracteriza por su gran variabilidad morfoldgica.
Casi todas las formas de glomerulonefritis se pueden encontrar en el LES. La
naturaleza y la distribucion de estas lesiones varian de glomérulo a glomérulo dentro de
la misma biopsia e incluso puede ser polimorfa dentro de un mismo glomérulo. Con gran
frecuencia hay afectacion tubulo-intersticial y vascular. Lesiones agudas inflamatorias
pueden coexistir con lesiones crénicas cicatriciales. Todo ello hace que la interpretacion
de la biopsia renal sea en ocasiones muy complicada y que hayan sido multiples los
intentos de clasificaciones anatomo-patol6gicas de esta enfermedad.

La clasificacién de la NL mas universalmente aceptada es la de la OMS. Fue
formulada inicialmente en 1974 y modificada posteriormente en 1982 y 1995. Es una
clasificacion simple y facilmente reproducible. Proporciona una idea de la severidad y
del pronéstico de la afectacion renal, y ayuda a seleccionar el tratamiento mas
adecuado. Con el tiempo se comprobd que para un mismo tipo de NL, la evolucién
puede ser muy diferente porque hay aspectos de la patologia renal que no estan
incluidos y que han demostrado tener importancia prondstica. Por lo que es necesario
estandarizar e implementar las técnicas necesarias para llevar a cabo esta clasificacién
en un hospital de Sonora, como lo es el Hospital Infantil del Estado de Sonora, en
donde se reporta un indice elevado de pacientes con este padecimiento. Esto con el fin
de mejorar el diagnostico y clasificacion ya que de esto dependen las decisiones

terapéuticas.
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ANTECEDENTES

Lupus Eritematoso Sistémico

El lupus eritematoso sistémico (LES) es una enfermedad multisistémica autoinmune con
manifestaciones variables, con una etiologia que aun no ha sido completamente
descrita, pero se cree que es multifactorial (Danchenko y col. 2006). Es una
enfermedad de inicio agudo o insidioso, de evoluciéon crénica, con remisiones y
recaidas, con frecuencia febril, que se caracteriza principalmente por lesion de la piel,
las articulaciones, el rifién y las membranas serosas (Robbins y col. 2010).

La prevalencia del LES varia con la raza, el sexo y la edad, la mayor incidencia
es en mujeres afroamericanas. Un aumento con incidencia de LES en las familias,
también sugiere una predisposicion genética (Seshan y Jenette, 2009).

Los estudios epidemiolégicos sobre el LES muestran como marcadores
desencadenantes de esta enfermedad, el género, la edad, la raza, variaciones
regionales temporales, indicadores hormonales, factores genéticos y ambientales, entre
otros (Danchenko y col., 2006).

El LES es una enfermedad bastante frecuente, con una prevalencia que puede
ser tan elevada como 1 por cada 2500 en algunas poblaciones. De forma similar a
muchas enfermedades autoinmunes el LES afecta predominantemente a mujeres, con
frecuencia de 1 por cada 700 en mujeres en edad fértil y una relacion mujeres-hombres
de 9:1 (Robbins y col., 2010).

Aunque afecta principalmente a mujeres jovenes, el 10-20% de los pacientes
debutan en la infancia. Es una de las enfermedades reumaticas mas frecuentes en la
infancia. Las investigaciones revelan que la edad de inicio de la enfermedad puede
modificar la expresion clinica de la misma (Blanca y col., 2009).

Es una enfermedad crénica grave, con importantes efectos no sélo sobre el
funcionamiento fisico, sino también en los pacientes con bienestar psicolégico. La

importancia de este ultimo efecto se ilustra por el hallazgo de que la salud relacionada
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con la calidad de vida (CVRS) tiende a ser menor en los pacientes con LES que en

pacientes con otras enfermedades crénicas (Daleboudt y col., 2011).

Etiologia

AUn sigue sin conocerse la causa del LES, aunque la existencia en estos pacientes de
nameros aparentemente ilimitados de anticuerpos frente a constituyentes propios indica
que el defecto fundamental del LES es el fallo de los mecanismos que mantienen la
autotolerancia. Como ocurre en la mayoria de las enfermedades autoinmunitarias, los
factores tanto genéticos como ambientales participan en la patogenia del LES (Robbins
y col., 2010).

Fisiopatologia

El Lupus Eritematoso Sistémico (LES) es un ejemplo de enfermedad producida por una
alteracion de los mecanismos de tolerancia inmunolégica. La lesion inicial consiste en la
aparicion de linfocitos B periféricos autorreactivos que escapan a los habituales
procesos de regulacién. Estos linfocitos B dan lugar a la aparicion de una enfermedad
autoinmune mediante la produccion de autoanticuerpos y también a través de la
activacion de linfocitos T igualmente autorreactivos (Inmaculada, Carlos, y Josefina,
2002).

La producciéon de estos autoanticuerpos es el rasgo definitorio de esta
enfermedad. Algunos de estos anticuerpos reconocen diversos componentes nucleares
y citoplasmaticos de la célula que no son especificos de érgano ni de especie, y otros
se dirigen frente a antigenos de la superficie celular de las células de la sangre
(Robbins y col. 2010). Los anticuerpos antinucleares (ANA) se dirigen contra los
antigenos nucleares y se pueden dividir en cuatro categorias: 1) anticuerpos contra el
ADN; 2) anticuerpos contra las histonas; 3) anticuerpos contra las proteinas distintas de
las histonas unidas al ARN, y 4) anticuerpos contra los antigenos nucleolares (Robbins
y col., 2010).
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Diagnéstico

Para el diagnéstico del LES se lleva a cabo un gabinete completo de examenes, que
van desde un examen fisico, un examen neuroldgico y un examen cardiaco, buscando
el roce pleural, pero mas importante aun, se realiza una bateria de pruebas de
laboratorio, que incluyen conteo sanguineo completo, andlisis de orina, proteina C
reactiva, factor reumatoide, entre otras. Pero sin duda la prueba de laboratorio con
mayor valor diagndstico para este padecimiento, es la determinacion de anticuerpos
antinucleares (ANA).

El método més utilizado para detectar ANA es la inmunofluorescencia indirecta, que
puede identificar anticuerpos que se unen a diversos antigenos nucleares, como ADN,
ARN, proteinas (llamados en conjunto ANA genéricos). El patron de fluorescencia
nuclear indica el tipo de anticuerpo presente en el suero del paciente. Se reconocen
cuatro patrones basicos:

e La tincion nuclear homogénea o difusa habitualmente refleja anticuerpos contra

cromatina, las histonas y ocasionalmente el ADN bicatenario.

e Los patrones de tincién anular o periférica son indicativos la mayoria de los
veces de anticuerpos dirigidos contra ADN bicatenario.

e EIl patron moteado se refiere a la presencia de puntos de tamafio uniforme o
variado. Este es uno de los patrones de fluorescencia que se observan con mas
frecuencia, por lo que es el menos especifico. Refleja la presencia de
anticuerpos contra componentes nucleares distinto al ADN. Los ejemplos
incluyen el antigeno Sm, la ribonucleoproteina, y los antigenos reactivos SS-A y
SS-B.

e EIl patron nucleolar se refiere a la presencia de algunos puntos definidos de
fluorescencia dentro del nucleo y representa anticuerpos contra el ARN. Este
patron se ha descrito la mayoria de las veces en pacientes con esclerosis

sistémica (Robbins y col., 2010).
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Nefritis Lupica

La nefritis lUpica es una enfermedad renal secundaria al lupus eritematoso sistémico.

El rifdn es uno de los organos implicados con mas frecuencia en el LES. La
mayoria de los enfermos con LES presentaran afectacion renal en algin momento de
su evolucion. La lesion renal en el LES es debida tanto al proceso inflamatorio
desencadenado por los mecanismos autoinmunes, como a la respuesta de los diversos
componentes del tejido renal a dicha inflamacion (Inmaculada y col., 2002).

Casi el 50% de los pacientes con LES desarrollan enfermedad renal en el primer
afio del diagnéstico. Aproximadamente el 20% de los pacientes con LES con
enfermedad renal incluyen a nifios y adultos mayores. Lesiones glomerulares y
microvascular similares a lupus puede ocurrir aunque con menos frecuencia en
asociacion con otras enfermedades autoinmunes, tales como artritis reumatoide,
esclerosis sistémica progresiva, dermatomiositis, fiebre reumética, enfermedad mixta
del tejido conectivo, y diversas vasculitis no infecciosas (Seshan y Jenette, 2009).

Como en la mayoria de las enfermedades crénico-degenerativas, una vez que el
dafio llega a nivel renal, el indice de mortalidad aumenta en la mayoria de los pacientes.
Esto no es diferente para el LES, donde el paso a la nefritis IGpica implica un mayor

riesgo para los pacientes (tabla 1).

Fisiopatologia

Una amplia gama de cambios patoldgicos renales en el LES implican alteraciones
glomerulares  (figura 1), compartimentos tuabulo-intersticiales, y vasculares
caracterizados por lesiones proliferativos, no proliferativas, inflamatorias, y escleroticas,
con diferentes niveles de gravedad. Estos pueden o no caer estrictamente en
determinadas perfiles clinicos, y ayudan a orientar el tipo de tratamiento y el prondstico.
Las caracteristicas patoldgicas son muy variables de paciente a paciente. (Seshan y
Jenette, 2009).
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Figura 1. Representacion de un glomérulo. En esta figura se observa la
representacion de un glomérulo y sus partes, se observa el epitelio (Epi), el endotelio

(Endo) y una célula mesangial (Mes) (Seshan y Jenette, 2009).
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Tabla 0. Porcentaje de supervivencia en series publicadas en LES en nifios. En
esta tabla se muestra un analisis de datos de la morbimortalidad en pacientes infantiles

con lupus y con nefritis lupica (Blanca, et al., 2009).

Autores Pacientes
Afios n 5 afios 10 afios 15 afios 20 afios

Meislin and Rothfield, 1968 42 2[7n
Walravens and Chase, 1976 50 60-70
Abeles et al., 1980 67 89/100
Careiro et al. 1981 42 59/83 48/76 77
Platt et al., 1982 70 90 85 77
Glidden et al., 1983 55 92 85
Lacks and White, 1990 32 85
Yang etal., 1994 167 91
Wang L et al., 2003 153 75 63
Candel Chalom et al., 2004 64 94 87 79
Miettunen et al., 2004 51 100 26
Appenzzeller et al., 2005 61 80 48
Gonzalez B et al., 2005 50 95 90

*Porcentaje con enfermedad renal/porcentaje sin enfermedad renal
*Todos los pacientes tienen nefritis lupica
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Diagnéstico

Al igual que en otras enfermedades médicas del rifion, la biopsia renal en el LES es
rutinariamente examinada por microscopia de luz, microscopia de inmunofluorescencia,
y microscopia electronica, tras un procesamiento previo, seccionado del tejido fino, y el
uso de colorantes especiales para evaluar exhaustivamente todos los compartimentos

del parénquima renal (glomérulos, tdbulos, vasos e intersticio) (Seshan y Jenette, 2009).
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Clasificacion de la Organizacién Mundial de la Salud.

Aunque la enfermedad renal en el LES se ha observado desde hace mas de un siglo, la
clasificacion de todo el espectro de las lesiones glomerulares se intent6 por primera vez
por un grupo de patélogos en Buffalo, Nueva York, en 1974 (tabla 2), bajo los auspicios
de la Organizacion Mundial de la Salud, basandose en la patologia caracterizada en la
biopsia (Seshan y Jenette, 2009). Esto fue posteriormente modificado y revisado en
1982, asi como 1995 (tabla 3), teniendo en cuenta la microcopia O6ptica,
inmunohistoquimica, y hallazgos en microscopia electronica. Cada clase y subclase se
hizo para reflejar la variabilidad de las lesiones renales, asi como para identificar los
parametros de importancia prondstica. Las biopsias renales se llevan a cabo en
pacientes con LES para proporcionar un diagnéstico, y dar una idea de la gravedad y la
actividad (reversibilidad) de la enfermedad renal, para proporcionar informacién
pronédstica y para guiar la terapia (Seshan y Jenette, 2009).

Los cambios morfolégicos en la biopsia renal de un paciente con LES
comprenden un amplio espectro de lesiones, vasculares, glomerulares y tabulo-
intersticiales. La clasificacién de la nefritis lUpica se ha desarrollado durante los Gltimos
40 afios a medida que se han identificado y definiendo un mayor tipo de lesiones. Ha
sido un reto cada vez mayor para aplicar nuevos conocimientos patogénicos a la
interpretacion de la biopsia renal en el LES y correlacionar los hallazgos patolégicos con
los sintomas clinicos, la eleccion del tratamiento y el prondéstico (Weening y col., 2004).

A pesar de esto la correlacion de las caracteristicas clinicas y serolégicas
renales subyacentes con hallazgos patoldgicos renales no es absoluta, tiene un valor
predictivo pobre en casi un 30% a un 50% de los casos. (Seshan y Jenette, 2009).

Como ya se mencion0 anteriormente, la clasificacion actual de la OMS para la
clasificacion de la nefritis lUpica, se basa en la correlacion del uso de tres técnicas de
microscopia (figura 2), las cuales son, la microscopia Optica, donde se evalla la
morfologia glomerular principalmente, la inmunofluorescencia, donde se evalla el
depoésito de diferentes tipos de inmunocomplejos, (como son IgG, IgM, IgE, Clqg, C3y
C5), y la microscopia electrénica de transmision (donde se evallan las lesiones a nivel

de ultra estructura de los glomérulos, y la ubicacion de inmunocomplejos).
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Tabla 2. Clasificacién Original de la OMS. En esta tabla se muestra la clasificacion

original realizada por primera vez por un grupo de patdlogos en 1974, bajo los auspicios

de la Organizacién Mundial de la Salud, basada en los hallazgos de la biopsia renal

(Inmaculada y col., 2002).

Tipo Caracteristicas
Tipo | Glomeérulos normales (por MO, IF, ME)
Tipo Il Enfermedad Mesengial pura
a) Mesangio normocelular por MO, con depositos mesangiales po IF
y/o ME
b) Mesangio hipercelular con depositos mesangiales por IF y/ ME
Tipo I Glomerulonefritis proliferativa focal y segmentaria
Tipo IV Glomerulonefritis proliferativa difusa
Tipo V Glomerulonefritis membranosa
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Tabla 3. Clasificacion modificada de la OMS (1982). En esta tabla se muestra la

clasificacion modificada por la OMS en el afio de 1982 donde se consideran los

hallazgos,

la microcopia Optica, la inmunofluorescencia, y la microscopia

electrénica.(Inmaculada y col., 2002).

Tipo

Caracteristicas

Tipol

Tipo ll

Tipao I

Tipo 1%

Tipo W

Tipo ¥l

a) Glornéruloz normales (MO, IF, ME)

b) Glormérulos normales con MO pero con depadsitos en IF wo MME
Alteraciones nmesangiaes puras [mesangiopatial

a) Mesangio ensanchado wo hipercelul aridad leve [+]

b] Hipercelularidad moderada [+++]

Glormerulonefritiz focal v segrmentaria

[azociada con alteraciones mesangiales leves o moderadaas]

a] Con lesiones necratizantes activas

b] Con lesiones aactivaaz v esclerozas

c] Con lesiones esclerosas

Glomerulonefritiz difusa [proliferacion mesangial grave, endocapilar
wo mernbranopraliferativa, wo exthzos depdsitos subendaoteliales]
Hay depdsitos meszangiales siernpre v subepiteliales con frecuencia
u pLeden ser nUMerozos

a) Sin lesiones segrmentari az

b) Con lesiones necrotizantes activas

] Con lesiones activas v esclerozas

d] Con lesiones esclerozas

Glornerulonefritiz rmernbranosa

a) Pura

b] Aszociada con lesiones de cateqgoria |l [a o b)

c] Azociada con lesiones de categonialll [a, b o c]™

d] A=sociada con lesiones de categoria | [a, b, oo d]
Glormeruloesclerosiz avanzda

™ Retiradaa en |a clasificacion modificada de 1335
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Figura 2. Comparacion de las técnicas de microscopia. En esta figura se muestran
las tres técnicas de microscopia en las que se basa la clasificacion actual de la OMS
para la clasificacion de la nefritis lapica, 1A. Evaluacidon por microscopia 6ptica de un
glomérulo tefiido con H-E, 1B. Evaluacién de depdsitos de inmunocomplejos por
microscopia de inmunofluorescencia, 1C. Evaluacion de un glomérulo por microscopia
electronica de transmision, 1D. Representacion de un glomérulo con pequefios

depositos mesangiales (Seshan & Jenette, 2009).
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Microscopia Optica

En general, un haz de una radiacién de una longitud de onda determinada no puede
utilizarse para examinar detalles estructurales mucho mas pequefios que su propia
longitud de onda. Esto supone una limitacion fundamental de los microscopios. Asi
pues, el limite de resolucién de un microscopio Optico esta determinado por la longitud
de onda de la luz visible, que abarca desde 0.4 micrometros (para el violeta) hasta 0.7
micrometros (para el rojo lejano). En la practica, las bacterias y las mitocondrias, que
tienen aproximadamente 0.5 micrémetros de didmetro, son las estructuras mas
pequefias que se pueden observar nitidamente al microscopio 6ptico; los detalles mas
pequefios que estas dimensiones quedan oscurecidos por los efectos de la naturaleza
ondulatoria de la luz (Alberts, 1996).

Microscopia de Fluorescencia

Las moléculas fluorescentes absorben la luz de una determinada longitud de onda y
emiten luz a otra longitud de onda mayor. Si un componente de ese tipo es iluminado a
su longitud de onda absorbente y visualizado a través de un filtro que sélo permita pasar
la luz de longitud de onda igual a la luz emitida, el componente aparece brillante sobre
el fondo oscuro. La intensidad y el color de la luz es una propiedad caracteristica de la
molécula fluorescente utilizada.

Los colorantes fluorescentes utilizados para la tincion celular son detectados con
la ayuda del microscopio de fluorescencia. Este microscopio es similar al microscopio
Optico convencional, a excepcion de que la luz incidente, procedente de una fuente,
atraviesa dos series de filtros, uno para interceptar la luz antes de que llegue a la
muestra y otro para filtrar la luz obtenida a partir de la muestra.

La microscopia de fluorescencia se utliza habitualmente para detectar
especificamente proteinas u otras moléculas en células y tejidos. Una técnica muy

utilizada y potente consiste en acoplar covalentemente un colorante fluorescente a
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moléculas de un anticuerpo, el cual se puede utilizar entonces como un reactivo muy
especifico y versatil que se une selectivamente a las macromoléculas que reconoce en

las células o en la matriz extracelular (Alberts, 1996).

Microscopia Electrénica de Transmisién

La relacion entre el limite de resolucion y la longitud de onda de la luz que se utiliza
para iluminar la muestra es cierta para cualquier forma de radiacion, con independencia
de que sea un haz de luz o un haz de electrones. Sin embargo, en el caso de los
electrones el limite de resolucion puede hacerse muy pequefio. La longitud de onda del
electron disminuye a medida que aumenta su velocidad. Ademas, los problemas de
preparacion de la muestra, de contrastado y de lesién por la radiacién, limitan
claramente la resolucion normal para los objetos bioldégicos a unos 2nm, unas 100
veces mayor a la resolucion de un microscopio éptico.

El microscopio electrénico de transmision es, en sus rasgos generales, parecido
a un microscopio Optico, aunque es de mayor tamafio e invertido. La fuente de
iluminacion es un filamento o catodo situado en la parte superior de una columna
cilindrica de unos dos metros de altura, que emite electrones. Puesto que los electrones
son dispersados al colisionar con las moléculas del aire, se ha de extraer el aire de la
columna, para producir un vacio en ella. A continuacion, los electrones son acelerados
desde el filamento mediante un anodo, que pueden atravesar a través de un diminuto
orificio, y forman un haz de electrones que se dirige hacia la parte inferior de la
columna. Unas bobinas magnéticas situadas a intervalos a lo largo de la columna
enfocan el haz de electrones, como las lentes enfocan la luz en un microscopio 6ptico.
La muestra se coloca en el vacio de la columna a través de una antecamara de
compresion, y se sitia en el camino del haz de electrones. Como en el caso del
microscopio Optico, normalmente la muestra se contrasta, en este caso mediante un
material electrodenso. Algunos de los electrones que atraviesan la muestra son
dispersados por estructuras contrastadas con el material electrodenso; el resto de
electrones son enfocados formando una imagen, de una manera analoga a como se
forma la imagen en el microscopio 6ptico, sobre una placa fotogréfica o sobre una

pantalla fluorescente o hacia una camara CCD (charge-coupled device). Puesto que los
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electrones que han sido dispersados han desaparecido del haz, las regiones densas de
la muestra aparecen como aéreas de un flujo de electrones, que aparecen negras
(Alberts, 1996).
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MATERIALES Y METODOS

Disefio Experimental

Para este trabajo se utilizaron muestras renales frescas y fijadas, obtenidas en el
Hospital Infantil del Estado de Sonora. Las muestras fueron previamente fijadas con
formaldehido buffer y sometidas al procedimiento de embebido con parafina.

Se manejaron tres tipos de muestras:

e La primera muestra obtenida de un rifion sano.

e La segunda muestra obtenida de un rifién con nefropatia, con esclerosis
focal y segmentaria.

e Latercera muestra obtenida de un rifién con nefritis lUpica.

Cada una de estas muestras se sometid al mismo procedimiento, el cual fue
dividido en tres técnicas fundamentales de microscopia, histoquimica e
inmunohistoquimica.

Para la histoquimica, se baso6 en cuatro tinciones especificas: hematoxilina-eosina,
acido peryadico de Shiff, tricromica de Masson y metilamina de plata.

Para la inmunohistoquimica, se bas6 en una inmuno-tincién utilizando anticuerpos

anti-lgG unidos a peroxidasa.

Histoquimica

Tincién con Hematoxilina-Eosina

Las muestras se fijaron previamente a la tincion con formaldehido buffer, se
deshidrataron utilizando un deshidratador automatico (Thermo-Scientific, Shandon

Citadel 2000) toda la noche. Después las muestras se embebieron en bloques de
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parafina utilizando un embebedor (Thermo-Electron Corporation, Shandon Histocentre
3). Como siguiente paso, éstas se sometieron a enfriamiento en un congelador para su
posterior corte con el microtomo (Leica, Leica-RM2145). El corte fue hecho a 4 micras
(que es el corte estandar para el estudio de muestras en estudios histolégicos),
utilizando un bafio maria con alcohol y grenetina, obteniendo las muestras en un
portaobjetos. Posteriormente, las muestras se colocaron en un horno a 56°C para
desparafinar el tejido, para con esto proceder a realizar la tincion especifica.

Para realizar la tincion con hematoxilina-eosina, la muestra se hidraté utilizando el
carro de tinciones, el cual esta formado por xilol, alcohol concentrado, alcohol al 98 % y
alcohol al 96 % vy finalizando con agua. Después de esto la muestra se lavé con agua
corriente y se someti6 al colorante de hematoxilina por 5 minutos, se volvio a lavar con
agua corriente y se sometié a unas cuantas sumergidas en alcohol &cido, se lavé con
agua de nuevo y se sometié a unas cuantas sumergidas de agua amoniacal, se lavé
con agua y se sumergio en colorante eosina por 20 segundos. Seguido se deshidraté
utilizando el carro de tinciones en sentido contrario: alcohol al 96, alcohol al 98, alcohol

absoluto y xilol. Por dltimo la muestra se mont6 utilizando resina (Meck, Resin solution).

Tincion con Acido Peryddico de Shiff

Las muestras se fijaron previamente a la tincion con formaldehido buffer, se
deshidrataron utilizando un deshidratador automatico (Thermo-Scientific, Shandon
Citadel 2000) toda la noche. Después de esto las muestras se embebieron en bloques
de parafina utlizando un embebedor (Thermo-Electron Corporation, Shandon
Histocentre 3). Como siguiente paso, éstas se sometieron a enfriamiento en un
congelador para su posterior corte con el microtomo (Leica, Leica-RM2145). El corte fue
hecho a 4 micras (que es el corte estandar para el estudio de muestras en estudios
histolégicos), utilizando un bafio maria con alcohol y grenetina y obteniendo las
muestras en un portaobjetos, posteriormente, las muestras se colocaron en un horno a
56°C para desparafinar el tejido y proceder a realizar la tincion especifica.

Para realizar la tincibn con acido peryddico de Shiff, la muestra se hidratd
utilizando el carro de tinciones, el cual est4 formado por xilol, alcohol concentrado,

alcohol al 98 % y alcohol al 96 % vy finalizando con agua, y se lavé con agua destilada.
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Después de esto se sumergié en acido peryodico por 5 minutos, después de lavd con
agua corriente y se enjuag6 con agua destilada, para posteriormente sumergir en el
reactivo de Shiff por 15 minutos. Después se lavlé con agua corriente y se enjuagé con
agua destilada, y para finalizar se contrastd sumergiendo la muestra en colorante
hematoxilina por 2 minutos, se lavé con agua corriente y se deshidraté utilizando el
carro de tinciones en sentido contrario: alcohol al 96 %, alcohol al 98 %, alcohol

absoluto y xilol. Por dltimo la muestra se monté utilizando resina (Meck, Resin solution).

Tincién Tricromica de Masson

Las muestras se fijaron previamente a la tincion con formaldehido buffer, se
deshidrataron utilizando un deshidratador automético (Thermo-Scientific, Shandon
Citadel 2000) toda la noche. Después de esto las muestras se embebieron en bloques
de parafina utlizando un embebedor (Thermo-Electron Corporation, Shandon
Histocentre 3). Como siguiente paso, éstas se sometieron a enfriamiento en un
congelador para su posterior corte con el microtomo (Leica, Leica-RM2145). El corte fue
hecho a 4 micras (que es el corte estandar para el estudio de muestras en estudios
histol6gicos), utilizando un bafio maria de agua y alcohol con grenetina y obteniendo las
muestras en un portaobjetos, posteriormente, las muestras se colocaron en un horno a
56°C para desparafinar el tejido para proceder a realizar la tincion especifica.

Para realizar la tincion tricromica de Masson la muestra se hidrat6 utilizando el
carro de tinciones, el cual esta formado por xilol, alcohol concentrado, alcohol al 98 y
alcohol al 96 y finalizando con agua y lavando con agua destilada. Después de esto la
muestra se coloc6 en soluciéon de Bouin en un horno a 56°C por 1 hora, posterior a este
tiempo la muestra se dejé enfriar por 10 minutos y se lavé con agua corriente hasta que
el color amarillo de la soluciéon Bouin desaparecié. Seguido se sumergio la muestra en
colorante hematoxilina por 5 minutos, se lavé con agua corriente y se enjuagé con agua
destilada. Posteriormente se sumergio en solucion de escarlata de Biebrich por 15
minutos y se lavo con agua destilada. Seguido se diferenci6é con la solucién de acidos
fosfotdngstico-fosfomolibdico durante 10-15 minutos. Para finalizar se contrasté con

azul de anilina por 10 minutos y se enjuago6 con agua destilada. Se deshidraté utilizando
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el carro de tinciones en sentido contrario: alcohol al 96, alcohol al 98, alcohol absoluto y

xilol. Por dltimo la muestra se mont6 utilizando resina (Meck, Resin solution).

Tincién con Metilamina de Plata

Las muestras se fijaron previamente a la tincion con formaldehido buffer, se
deshidrataron utilizando un deshidratador automético (Thermo-Scientific, Shandon
Citadel 2000) toda la noche. Después de esto las muestras se embebieron en bloques
de parafina utlizando un embebedor (Thermo-Electron Corporation, Shandon
Histocentre 3). Como siguiente paso, éstas se sometieron a enfriamiento en un
congelador para su posterior corte con el microtomo (Leica, Leica-RM2145). El corte fue
hecho a 4 micras (que es el corte estandar para el estudio de muestras en estudios
histol6gicos), utilizando un bafio maria con alcohol y grenetina y obteniendo las
muestras en un portaobjetos, posteriormente, las muestras se colocaron en un horno a
56°C para desparafinar el tejido para proceder a realizar la tincion especifica.

Para realizar la tincion de metilamina de plata la muestra se hidrat6 utilizando el
carro de tinciones, el cual esta formado por xilol, alcohol concentrado, alcohol al 98 % vy
alcohol al 96 % vy finalizando con agua y lavando con agua destilada. Después de esto
la muestra se sumergié en acido peryddico por 15 minutos, posterior a esto se lavé y
enjuagd con agua destilada, seguido, la muestra se coloco en solucién de metilamina en
un horno a 56°C por 1 hora o hasta que la muestra presentara un color café oscuro,
seguido se lavo y enjuagd con agua destilada. Después se sumergié en cloruro de oro
por 1 minuto y sin lavar se pas6 a la soluciéon de tiosulfato de sodio al 2.5% por 2
minutos mas y se lavd con agua destilada. Para finalizar se contrasto utilizando el
colorante verde claro por 5 minutos, se lavd y enjuagé con agua destilada. Se
deshidraté utilizando el carro de tinciones en sentido contrario, alcohol al 96, alcohol al
98, alcohol absoluto y xilol. Por ultimo la muestra se montd utilizando resina (Meck,

Resin solution).
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Inmunohistoquimica

Tincién con IgG

Las muestras se fijaron previamente a la inmuno-tincion con formalina buffer, se
deshidrataron utilizando un deshidratador automético (Thermo-Scientific, Shandon
Citadel 2000) toda la noche. Después de esto las muestras se embebieron en bloques
de parafina utlizando un embebedor (Thermo-Electron Corporation, Shandon
Histocentre 3). Como siguiente paso, éstas se sometieron a enfriamiento en un
congelador para su posterior corte con el microtomo (Leica, Leica-RM2145). El corte fue
hecho a 3 micras (que es el corte estandar para el estudio de muestras en estudios
inmuno-histoldgicos), utilizando un bafio maria con alcohol y obteniendo las muestras
en un portaobjetos cubierto con poli lisina, posteriormente, las muestras se colocaron en
un horno a 56°C para desparafinar el tejido para proceder a realizar la tincion
especifica.

Para realizar la inmuno-tincién contra IgG la muestra se hidraté utilizando el carro
de tinciones, el cual esta formado por xilol, alcohol concentrado, alcohol al 98 y alcohol
al 96 y finalizando con agua y lavando con agua destilada. Después de esto la muestra
se sometié al desenmascaramiento del epitope utilizando calor quimico, para esto la
muestra se colocd en solucién de citrato buffer a 98°C en bafio maria por 20 minutos,
seguido se dejé enfriar a temperatura ambiente. Una vez fria la muestra se colocé en
una camara humeda, para evitar que la muestra se secara, y se lavd con PBS-BSA
0.2%. Seguido de esto se le agreg6 a la muestra peroxido de hidrégeno al 5% durante
10 minutos, esto para bloquear la peroxidasa enddgena eritrocitaria, ya que los
anticuerpos utilizados estaban unidos con peroxidasa. Después la muestra se lavd con
PBS-BSA al 0.2%. Posteriormente se le agreg6 el anticuerpo (Bethyl, Human IgG-heavy
and light chain Antibody, unido a HRP) por 40 minutos, evitando que la muestra se
secara en este tiempo. Posterior a esto la muestra se lavé con PBS-BSA al 0.2% y se
revel6 agregandole el cromégeno (DAB diluido con peréxido de hidrégeno) por 15

minutos. Seguido se lavé con PBS-BSA al 0.2% y para finalizar se contrasto utilizando
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el colorante hematoxilina por 2 minutos y se lavé con agua destilada. Se deshidraté
utilizando el carro de tinciones en sentido contrario, alcohol al 96 %, alcohol al 98 %,
alcohol absoluto y xilol. Por udltimo la muestra se monté utilizando resina (Meck, Resin

solution).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Después de montar y estandarizar las dos técnicas necesarias para el estudio
histologico de la nefritis lUpica, se sometieron a evaluacion las muestras previamente
seleccionadas, obteniéndose resultados variables para cada tipo de técnica que a

continuacion se presentan.

Histoquimicas

Tincién con hematoxilina-eosina

La muestra control sano, tefida con hematoxilina-eosina (fig. 3, a) se observé a
diferentes aumentos para apreciar su morfologia. Este mostré glomérulos en adecuada
cantidad, bien conservados, con el intersticio y tibulos sin alteraciones.

El control positivo, tefiido con hematoxilina-eosina (fig. 3, b) también se observo
a distintos aumentos. Este mostr6 adecuado numero de glomérulos, present6
proliferacion de células del mesangio a una magnificacibon de 20X, logrando
evidenciarse aun mas a un aumento de 63X.

La muestra correspondiente al caso problema tefiida con hematoxilina-eosina
(fig. 3, c) se observd en distintos aumentos. Este presentaba un nimero de glomérulos

adecuado, en un acercamiento (63X) se observo proliferacion de células mesangiales.
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Tincion con &cido peryddico de Shiff

La muestra de control sano, teflida con PAS (fig. 4, a) se observd a diferentes
aumentos, con la posibilidad de evidenciar la existencia de depdsitos de glucégeno. En
éste no se identificaron depositos.

El control positivo, tefiido con PAS (fig. 4, b) se observo a diferentes aumentos
con el mismo propésito. En éste no se localizaron depésitos de glucégeno.

La muestra del caso problema, tefiido con PAS (fig. 4, c) se observé a diferentes

aumentos, con el mismo propdésito. En éste no se observaron depositos de glucégeno.

Tincién tricromica de Masson

La muestra control sano, tefiida con la coloracién tricromica de Masson (fig. 5, a) se
observé a diferentes aumentos para lograr apreciar si existia proceso de fibrosis
glomerular. Este fue negativo a fibrosis, y se observé una buena delimitacion de la
membrana basal glomerular y tubular (20X).

El control positivo tefiido con la coloracién tricromica de Masson (fig. 5, b) se
observé a diferentes aumentos con el mismo proposito. Este mostro tres glomérulos,
uno parcialmente y dos totalmente fibrosados. En un aumento de 20X se observaron
glomérulos totalmente fibrosados y, en un aumento mayor (63X) uno parcialmente
fibrosado, también se aprecian hendiduras y algunas células.

La muestra del caso problema tefiida con la coloracién tricrémica de Masson (fig.
5, c) se observo a diferentes aumentos con el mismo propésito. Este presentd un

numero razonable de glomérulos total o parcialmente fibrosados.
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Tincion con metilamina de plata

La muestra control sano, tefiida con la coloracién de metilamina de plata (fig. 6, a) se
observd a diferentes aumentos para lograr apreciar si existia dafio en la cdpsula de
Bowman de los glomérulos. Este mostr6 un patron reticular conservado.

El control positivo tefiido con la coloracién de metilamina de plata (fig. 6, b) se
observé a diferentes aumentos con el mismo propdsito. Este presentd un patron
reticular conservado.

La muestra problema tefiida con la coloracion de metilamina de plata (fig. 6, c)
se observo a diferentes aumentos con el mismo propoésito. Este presento un patron

reticular conservado.

Inmunohistoquimica

Tincion con IgG

La muestra de biopsia de piel (control positivo) (fig. 7, a) se observé a diferentes
aumentos para la busqueda de complejos inmunolégicos. Este presento positividad (++)
difusa.

La muestra del caso problema con una dilucion del anticuerpo 1:200 (fig 7, b) se
observo a diferentes aumentos para el mismo propdsito. Este present6 negatividad.

La muestra del caso problema con una dilucién del anticuerpo 1:100 (fig. 7, c) se
observé a diferentes aumentos para el mismo propésito. Este también presentd

negatividad.
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10X 20X 63X

a)H-E -

b)H-E +

c)L.E.S.
H-E

Figura 3. Hematoxilina-Eosina. En esta figura se pueden observar los resultados de
someter las tres muestras correspondientes a la coloracion con H-E. a) Se observa en
tres diferentes aumentos (10x, 20x y 63x) la morfologia de un glomérulo sano. b) Aqui
se logra observar glomérulos tefiidos con H-E, de un rifion con nefropatia focal y
segmentaria donde se alcanza a apreciar una ligera proliferacion mesangial. c) Aqui se
logra observar otro glomérulo tefiido con H-E, éste de la muestra con diagnéstico de
LES, en la cual se observa hipercelularidad mesangial.
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10X 20X 63XX

a)PAS -

b)PAS +

c)L.E.S.
PAS

Figura 4. Acido peryddico de Shiff. En esta figura se pueden observar los resultados
de someter las tres muestras a la coloracion con PAS a tres diferentes aumentos (10x,
20x y 63x). a) En la primera parte se logra observar la histologia del rifion sano, donde
se aprecia una coloracion rosa mexicano, deduciendo con esto que no existe una gran
proliferacion dentro del glomérulo. b) En esta segunda muestra se observa una
coloraciébn mas abundante con la cual se define una ligera proliferacion mesangial
aumentada, posiblemente ocasionada por los depésitos inmunolégicos. ¢) En esta
tercera muestra, la cual es positiva a LES, se logra observar una fuerte coloracion rosa,
incluso desde un punto de vista panoramico (10x), a 63X se observa una predominante
celularidad mesangial que sobresale en el glomérulo.
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10X 20X 63X

a)MASSON -

b)MASSON +

C)L.E.S
MASSON

Figura 5. Tricromica de Masson. En esta figura se logra observar las tres muestras
sometidas a la coloracion tricromica de Masson a tres diferentes aumentos (10x, 20x y
63x) la cual ayuda a evidenciar la fibrosis tisular gracias a la coloracion del colageno
(azul). a) En la primera muestra se logra observar glomérulos intactos. Se logra
apreciar colageno en la matriz extracelular, donde se encuentra normalmente en tejido
sano. b) En esta segunda muestra se observan algunos glomérulos fibrosados, tefiidos
completamente de azul, debido a la fibrosis, causado por depdsitos inmunolégicos. c)
De igual forma en esta tercera muestra se observa una gran cantidad de glomérulos

fibrosados causados también por depdésitos inmunoldgicos.
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Figura 6. Metilamina de plata. En esta figura pueden observarse las tres muestras
sometidas a la coloracién con metilamina de plata, la cual ayuda a apreciar la integridad
de la cdpsula de Bowman que recubre al glomérulo, el cual esta formado principalmente
de colageno tipo IV, a tres diferentes aumentos (10x, 20x y 63x). a) En la primera
muestra se logran observar glomérulos sanos, con su capsula de Bowman intacta. b) En
esta segunda muestra se observan las cpsulas de los glomérulos un poco mas
grandes, sin embargo conserva su patron reticular. c) En esta tercera muestra también
se logra observar las capsulas gruesas y obscuras, también conservando su patron

reticular.
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Figura 7. Inmunohistogimica IgG. En esta figura se observan tres muestras sometidas
a la inmuno-tincién con anti-IgG con el fin de localizar los depésitos inmunolégicos. a)
En la primera muestra se aprecia una biopsia de piel negativa a depdsitos
inmunologicos. b) En la segunda se observa una biopsia de piel positiva a dermatosis y
en la tincion positiva a complejos inmunolégicos 1gG; c¢) En la tercera muestra puede
observarse el rifion positivo a LES, en el cual no se observa positividad para la inmuno-
tincion para IgG.
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Estos resultados son comparables con los reportados por Weening en 2004, donde se
puede apreciar en las histoquimicas coloraciones similares en la técnica de
hematoxilina-eosina, donde se siguen patrones morfolégicos similares, al igual que en la
coloracién de acido peryddico de Shiff, donde varia un poco los resultados, en cuanto a
los depoésitos de glucégeno, pero aun asi se alcanza a apreciar una proliferacion
mesangial similar. El caso de las coloraciones de Masson y metilamina de plata, son
comparables con las reportadas por Weening en 2004 tan so6lo con la coloracién de
metilamina de plata, donde se observan los patrones reticulares conservados y en
alguno de los casos glomérulos fibrosados.

En el caso de las inmunohistoquimicas, éstas son comparables con los
resultados reportados por Inmaculada y col.,, en 2002 donde se puede apreciar un
glomérulo tefiido con una inmuno-tincion por fluorescencia contra IgG, para la
localizacién de depésitos inmunolédgicos, que a diferencia de los resultados obtenidos
en este trabajo se observa una positividad en el caso de la muestra con nefritis lUpica.
Esta positividad se puede comparar con el resultado de la muestra de piel con

dermatosis de este trabajo, la cual dio positivo a la tincion contra IgG.
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Figura 8. En ésta figura se observan los resultados reportados por Weening en 2004
con las coloraciones de PAS y metilamina de plata, en un caso e nefritis lUpica. En éste
se logra apreciar una proliferacion mesangial y algunos glomérulos fibrosados.

(Weening, y col., 2004).
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Figura 9. En esta figura se observan los resultados reportados por Inmaculada en
2002, con la inmuno-tincién por fluorescencia para IgG, utilizado para la determinacién
de inmunocomplejos en el espacio glomerular . En ésta se observan depdsitos de IgG,
en paredes vasculares, con cierto patron lobular y menos intensos en mesangio

(Inmaculada, y col., 2002).
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CONCLUSIONES

Las cuatro tinciones de histoquimica lograron estandarizarse e implementarse
correctamente.

Las histoquimicas implementadas, ayudan a evidenciar los criterios morfologicos
e histopatologicos que recomienda la OMS para una correcta clasificacion de la
nefritis lUpica.

Aunque tuvo que cambiarse el tipo de revelado en la inmunohistoquimica de
fluorescencia a colorimétrico, se obtuvieron los resultados esperados, ya que se
respetd el mismo principio (antigeno-anticuerpo).

La inmunohistoquimica implementada, ayudé a evidenciar los criterios
inflamatorios en cuanto a depdsitos de inmunocomplejos se refiere, como lo

recomienda la OMS para la clasificacién de la nefritis lUpica.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda implementar la técnica de microscopia electronica para el estudio
de muestras biolégicas, con el fin de complementar las técnicas ya
implementadas y obtener un estudio mas completo de la biopsia renal con
padecimiento nefritico.

Se recomienda emplear las técnicas de microscopia para evaluar muestras de
pacientes del Hospital Infantil del Estado de Sonora con diagndstico de Nefritis
Lupica.
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