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RESUMEN

Las interacciones locales entre linfocitos Ty macrofagos estan demostradas en las glo-
merulonefritis experimentales inducidas por anticuerpos antimembrana basal glomerular
y por inmunocomplejos. En 14 biopsias de glomerulonefritis rapidamente progresivas
(GNRP) (tres clase I, seis clase ll, cinco clase Il) hemos identificado la infiltracion glome-
rular de células inmunocompetentes con anticuerpos monoclonales (AM) dirigidos con-
tra el antigeno coman de los leucocitos (CD45), linfocitos T (CD3), subpoblacién colabo-
radora-inductora (CD4), supresora-citotoxica (CD8) y monocitos-macrofagos (CD14) con
técnica de avidina-biotina. Hemos contado el nimero de células+ con cada AM en to-
dos los glomérulos y expresado el indice nimero de células+/nimero de glomérulos.
El indice de leucocitos fue 14+ 5 (£ ES), 13+ 5, 1,5+ 0,6, 2,7+ 1,6; el indice de ma-
crofagos fue: 5,3+ 2,6,8 5,3, 2,8+ 0,4, 1,4 £ 1,4, y el indice de linfocitos T fue 3,6 £ 1,4,
1£0,7,04+0,3, 1,51 0,7 en las biopsias de clase I, clase Il primitivas, clase Il secunda-
rias y clase lll, respectivamente. La infiltracion de linfocitos T presenté tanto el fenotipo
CD4* como el CD8" en las biopsias de clase I y de clase Il. Ninguna biopsia de clase lil
mostré células CD8*. Asi, los monocitos-macréfagos predominan sobre los linfocitos T en-
tre la infiltracion celular intraglomerular en las GNRP y aparecen mucho mas numerosos
en las GNRP de clase | y de clase Il primitivas que en el resto. La presencia de macrofagos
y de linfocitos T con el fenotipo CD4* y su deteccion en ausencia de depbésitos inmunes
(clase 1) apoyaria el papel local de la inmunidad celular.
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INTRAGLOMERULAR LEUKOCYTE ANALYSIS IN RAPIDLY PROGRESSIVE
GLOMERULONEPHRITIS
SUMMARY
Local interactions between macrophages and T lymphocytes have been shown in both

experimental anti-glomerular basement membrane antibody and immune complex indu-
ced-glomerulonephritis (GN). We have identified immunocompetent cell intraglomerular
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INFILTRACION INTRAGLOMERULAR DE LEUCOCITOS EN GN

infiltration by avidin-biotin-immunoperoxidase technique using monoclonal antibodies
(MA) for common leukocyte antigen (CD45), all T lymphocytes (CD3), helper/inducer
T cells (CD4), cytotoxic/suppressor T cells (CD8) and monocytes-macrophages (CD14) in
14 renal biopsies from patients with rapidly progressive glomerulonephritis (RPGN)
(3 type |, 6 type Il and 5 type Ili). Positive cells identified with each MA were counted wi-
thin all glomeruli. The number of positive cells: number of glomeruli ratio was calculated.
The leukocyte ratio was 14+ 5 (R+ ES), 13+ 5, 1.5+ 0.6, 2.7 + 1.6; the macrophage ratio
was 5.3t 2, 6.8+ 5.3, 2.8+ 04, 1.4+ 1.4; and the Tlymphocyte was 3.6 + 1.4, 1+ 0.7,
0.4+ 0.3, 1.5+ 0.7 for respectively: type I, primary type lI, secondary type Il, and type Il
RPGN. T lymphocytes were equally represented by CD4* cells and CD8' cells in type I-II
RPGN. No CD8" cells were seen in type Il biopsies. Thus, monocytes-macrophages clearly
predominated over T-cells on intraglomerular cell infiltration, and were more numerous
in type I and primary type Il GNRP than in the remaining types. The finding of macrophag-
es as well as T-cells bearing CD4* phenotype, and its detection without evidence of im-

mune deposits (type Ill) suggests that cellular immunity may play a role in RPGN.

Key words: RPGN. Cellular immunity.

Introduccion

La glomerulonefritis rapidamente progresiva (GNRP) es
un sindrome dlinico caracterizado por un descenso rapi-
do de la funcién renal, acompanado de una glomerulo-
nefritis con proliferacion extracapilar aguda y generaliza-
da. En la patogenia de las GNRP estan bien demostrados
dos mecanismos inmunes humorales: la formacion de an-
ticuerpos dirigidos contra antigenos de la membrana ba-
sal glomerular (MBG), que da lugar a las GNRP con dep6-
sitos inmunes lineales localizados en los capilares glome-
rulares, y la formacion de complejos inmunes circulantes
constituidos por antigenos no relacionados con las estruc-
turas glomerulares y anticuerpos contra aquellos que ac-
tuaria en las GNRP con depositos inmunes granulares’.
No obstante, un grupo de GNRP sin evidencia de dep6-
sitos inmunes, que por lo menos es tan numeroso como
los anteriores, no puede ser atribuido a la mediacion de
ninguno de los mecanismos mencionados.

Las interacciones entre macrofagos y linfocitos T que
conforman la denominada inmunidad celular (IC) estan
demostradas en modelos experimentales mediados por
la inmunidad humoral (IH)%3. En la GN aguda inducida
por anticuerpos anti-MBG a dosis nefritbgenas en anima-
les previamente sensibilizados frente al anticuerpo hete-
rélogo, lo que permite desarrollar una respuesta inmune
ceIu?ar, los linfocitos T afluyen al glomérulo* y preceden
al acimulo de macréfagos que provocan la proteinuria
durante la fase autéloga de la enfermedad®¢. El sobrena-
dante de los glomérulos eluidos contiene factor inhibito-
rio de la migracion del macréfago, una linfoquina cuya de-
teccion y actividad son paralelas al nimero de linfocitos T
presentes en el interior del glomérulo’. El mismo meca-
nismo se ha demostrado en un modelo de GN aguda in-
ducida por inmunocomplejos circulantes?.

El andlisis de la infiltracion de linfocitos T y de macro-
fagos mediante la aplicacion de anticuerpos monoclona-

les a las biopsias con GNRP permite la maxima aproxima-
cion morfologica al estudio del posible papel de la IC en
esta situacion.

Material y métodos

Biopsias renales

Se han estudiado las biopsias renales de 14 pacientes
seleccionados, esencialmente, en base a: la presencia de
cinco o més glomérulos en el tejido incluido en parafina
y/0 en el tejido congelado, la presencia de proliferacion
extracapilar de caracter celular o fibrocelular en un por-
centaje de glomérulos superior al 50 %, la disponibilidad
de suficiente material para la aplicacion de anticuerpos
monoclonales y la ausencia de dificultades técnicas en el
procedimiento histoinmunologico. Cuatro biopsias re-
nales obtenidas con fines diagnosticos, que resultaron
normales, fueron utilizadas como control tisular. Las ca-
racteristicas clinicas de los pacientes, asi como las carac-
teristicas 'histologicas de las biopsias procesadas para
microscopia Optica e inmunofluorescencia indirecta ruti-
narias, estan recogidas en la tabla I. Los tres primeros pa-
cientes, que mostraron titulos de anticuerpos antimem-
brana basal glomerular séricos superiores a 10+ 2
(x £ DS) %, detectados por radioinmunoensayo®, asi como
depositos fluorescentes de inmunoglobulinas y de com-
plemento de carécter lineal en los capilares glomerulares,
eran portadores de una GNRP de clase 1°. Dos de estos
pacientes (nims. 1y 3) que presentaron una hemorragia
pulmonar fueron diagnosticados de sindrome de Good-
pasture. Seis pacientes (nims. 4-9) mostraron depositos

inmunes granulares en los capilares glomerulares y fueron

clasificados como GNRP de clase II. Las semilunas epite-
liales acompanaban a lesiones de glomerulonefritis agu-
da en un paciente (nim. 6) y de nefropatia mesangial por
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Tablal. Caracteristicas clinicas e histologicas

Paciente Edad/ Anticu erpos Microsc_opia optica Inmunofluorescencia
sexo ant-MBG N. glomérulos % PEt %PEgest Ig Complemento  Fibrin6geno
1 19/M 60 % 13 85 85 Lineal Lineal +
2 75/V 32% 14 65 35 Lineal Lineal +
3" 20/M 33% 1 100 100 Lineal Lineal -
4 45/M 1% 13 54 38 Granular Granular +
5 47/M 11% 10 50 33 Granular Granular -
6 52/V nd 11 46 27 Granular Granular -
7 19/V nd 10 80 20 Granular Granular -
8 45/V 10% 8 60 60 Granular Granular +
9 40/M nd 16 44 20 Cranular Granular -
10° 75/V nd 2 50 0 — - +
11 75V nd 12 50 40 - — -
12 74NV nd 6 80 0 - - -
13 76/V 0% 13 54 46 - — +
14" 78/V nd 4 50 0 - - —

* Titulo de anticuerpos antimembrana basal glomerular en suero.
t Porcentaje de glomérulos con proliferacion extracapilar (PE) celular o fibrocelular.

¥ Porcentaje de glomérulos con PE celular o fibrocelular en més del 50 % del espacio de Bowman.
El tejido congelado procesado para inmunofluorescencia e inmunohistoquimica contaba con 2 5 glomérulos.

depésitos inmunes de IgA en otro paciente (nim. 9). En
dos casos, la GNRP fue secundaria a una enfermedad de
Schénlein-Henoch (ndm. 7) y a un lupus eritematoso sis-
témico (nim. 8). Cinco pacientes (nims. 11-14) no pre-
sentaron depositos inmunes en el glomérulo y fueron cla-
sificados como GNRP de clase Ill o pauci-inmune ™.

Histoinmunologia

Las muestras de tejido renal fueron congeladas en ni-
trogeno liquido, cortadas en el criotomo a —20 °C en sec-
ciones de 4 micras, fijladas en acetona y guardadas a
-80 °C hasta su utilizacion. Las secciones de tejido renal
fueron procesadas con la técnica inmunoenzimatica de
avidina-biotina-peroxidasa, siendo tratadas con incubacio-
nes sucesivas de: suero normal de caballo a dilucién de
1/75, anticuerpo monoclonal (AM) a dilucién apropiada,
anticuerpo de caballo anti-IgG de raton conjugado con
biotina a dilucion de 1/100 y complejo avidina-biotina-
peroxidasa (Vector Laboratories Inc., Burlingame, Califor-
nia, USA). Se utilizaron AM dirigidos contra el antigeno co-
min de los leucocitos (CD45, 200 KD, AM 72-5-D3)%,
monocitos-macrofagos (CD14, 50 KD, AM Cris-6) ™ (genti-
leza ambos del doctor R. Vilella), linfocitos T (CD3, 22 KD,
AM Leu 4) (Becton Dickinson, Mountain View, California,
USA), linfocitos T colaboradores/inductores (CD4, 55 kd,
AM Leu 3a) y linfocitos T citotoxicos/supresores (CD8,
33 KD, AM Leu 2a)™. La solucion de diaminobencidina al
0,05 % (Sigma Diagnostics, St. Louis, Missouri, USA) fue el
sustrato revelador, y la hematoxilina de Harris fue aplica-
da como contratincion. Se utilizaron secciones de amig-
dala palatina como control positivo de cada uno de los
AM mencionados. Las células positivas intersticiales en el
 tejido renal también sirvieron como control positivo de
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los AM en las secciones que nos mostraron celularidad in-
traglomerular positiva. Como control negativo de los AM
se utilizaron secciones de cada muestra renal incubada
con ascitis de mieloma NS1 o de PBS procesadas de la
forma descrita, pero sin AM. Las secciones sucesivas de
la misma muestra procesadas con cada uno de los AM
fueron analizadas en un microscopio Leitz a 250 aumen-
tos.

Evaluacion

Las células positivas fueron identificadas por la obser-
vacion de una tincion de membrana marrén uniforme al-
rededor de un niicleo azulado (fig. 1). Se contaron las cé-
lulas identificadas con cada uno de los AM en el interior
de todos los glomérulos de la muestra. En los glomérulos
con infiltracion celular periglomerular s6lo se contaron las
células que aparecieron claramente en su interior. La ubi-
cacion exacta de las células positivas intraglomerulares en
el floculo o en la zona de proliferacion extracapilar fue di-
ficil de precisar en los glomérulos con semilunas epitelia-
les celulares o fibrocelulares (fig. 1b). Los resultados fue-
ron ei(presados como numero de células positivas por glo-
mérulo.

Resultados

En ninguna biopsia de tejido renal normal hemos ob-
servado infiltracion intraglomerular de leucocitos. El indi-
ce entre el nimero de leucocitos intraglomerulares y el
namero total de glomérulos que hemos hallado con cada
uno de los AM en las biopsias renales de GNRP esta ex-
presado en la tabla Il. Cuando se analizd6 mas de una sec-
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Fig. 1.—a) Biopsia terida con el AM CD45: leucocitos intraglomerulares
e intersticiales. b) Biopsia teriida con el AM CD14:
monocitos-macréfagos en el fldeulo glomerular y probablemente en
una semiluna epitelial (flechas). c) Biopsia tenida con el AM CD3:
linfocitos T intraglomerulares y en acimulos intersticiales.
(Avidina-biotina-peroxidasa x 250.)
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cion con el mismo AM, la tabla recoge el valor medio de
los indices observados en cada seccion. Los leucocitos
(CD45%) contribuyen a la proliferacion celular intraglome-
rular caracteristica de las GNRP, siendo la infiltracion de
monocitos-macréfagos (CD14*) mucho mas numerosa
que la infiltracion de linfocitos T (CD3"). El valor medio del
indice de la infiltracion intraglomerular de leucocitos y el
valor medio del indice de la infiltracion intraglomerular de
monocitos-macrofagos fueron mucho mas elevados en las
GNRP de clase | y.en las GNRP de clase Il primitivas que
en las GNRP de clase Il secundarias y en las biopsias de
clase Il (fig. 2). Las biopsias de clase | y de clase Il primi-
tivas fueron también las que habian mostrado un mayor
porcentaje de glomérulos con semilunas epiteliales celu-
lares y/o fibrocelulares en mas del 50 % del espacio de
Bowman. El indice intraglomerular de linfocitos T fue mas
alto en las GNRP de clase | que en el resto de grupos, lo
que concuerda con la presencia mas numerosa de leuco-
citos en estas biopsias. La figura 3 muestra que células T
tanto inductoras/colaboradoras (CD4*) como supreso-
ras/citotoxicas (CD8*) contribuyen a la infiltracion intraglo-
merular de linfocitos T en las GNRP de clase | y en las
GNRP de clase Il. Ninguna de las cinco biopsias sin evi-
dencia de depésitos inmunes con el microscopio de fluo-
rescencia (clase 1ll) present6 células CD8* en el interior del
glomérulo.

Discusion

En el tejido renal normal no hemos observado leuco-
citos en el interior de los glomérulos con ninguno de los
AM utilizados; solo algunas células CD45* y CD14* fue-
ron identificadas ocasionalmente en el intersticio.

En las biopsias de GNRP hemos observado leucocitos
(CD45*) intraglomerulares, siendo los macrofagos (CD14)
sobre los linfocitos T {CD3*) los leucocitos predominantes
entre la infiltracion celular. La deteccion de macrofagos
en las lesiones glomerulares ya era bien conocida median-
te técnicas histoquimicas en las GNRP proliferativas '>'®. La
aplicacion histologica de AM dirigidos contra antigenos
de membrana que ofrecen una identificacion celular mas
nitida y permiten la evaluacion cuantitativa de la infiltra-
cion celular confirmando la presencia intraglomerular de
macrofagos en la GNRP2. Los macrofagos parecen el
principal componente de la proliferacion extracapilar ce-
lular?24, especialmente si existe disrupcion de la capsula
de Bowman?; aunque otros trabajos aplicando también
AM discrepan de esta observacion y consideran que las
semilunas recientes estan compuestas fundamentalmen-
te por células de origen epitelial®®. En nuestras biopsias
de GNRP, revelando los AM con la técnica de avidina-bio-
tina-peroxidasa, no hemos distinguido con exactitud en-
tre el floculo de capilares glomerulares y la semiluna epi-
telial en todos los glomérulos hipercelulares. No obstan-
te, la mayor infiltracion de macrofagos observada en las
biopsias que muestran una proliferacién extracapilar mas
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Tablall. Infiltracion intraglomerular de leucocitos en las GNRP

Paciente Clase CD 45+ CD 14+ CD 3+ CD 4+ CD 8+
1 | *9(2) 8(7) 6,3 (3) 43 0,2
2 | 19,25 6,5 44 14 11
3 | nd 15 (2) 0,3 0,1 0,1
4 Il 8(2) 12,2 (2) 0,35 0,5 0
5 I 8,11 1,55 1,85 0,5 2
6 1l 0,33 3(2) 02 0(2) 02
7 1l 1,2(3) 0,14 (2 03 nd nd
8 Il 1,5(3) 2(2) nd nd nd
9 ] 33 3,6 12 3,2 1

10 ] 14 nd 4 nd

1 n 7,5 5,6 1 2,2(2) 0(2)
12 n 1 0 0 0 0
13 1 nd 0,04 (2) 03(2) 0,1 0
14 n 1 0 nd nd 0

* Indice entre el nimero de células positivas y el namero total de glomérulos. Se expresa como valor medio cuando se analiza mas de una seccion (n).
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% glom. p. ext. 65-100 50-54 44-80 50-80
p.ext. >50%  35-100 30-38 20-27 0-40
9% glom. p. ext = % de glomérulos con proliferacion extracapilar (PE)
celular o fibrocelular.
p- ext. >.50 % = % de glomérulos con PE celular o fibrocelular en mas
del 50 % del espacio de Bowman.

Fig. 2.—Histograma de la infiltracién intraglomerular de leucocitos
(CD45%)[] y de monocitos-macréfagos (CD14') [l en las GNRP.

generalizada y difusa en la microscopia Optica, concorda-
ria con que aquellos formasen parte de su composicion.

La presencia intraglomerular de macrofagos en las
GNRP podria reflejar la respuesta a la liberacion de sus-
tancias quimiotacticas durante la activacion del sistema
del complemento y del sistema de la coagulacion con la
formaci6n final de fibrindgeno-fibrina, que resulta de la
reaccion antigeno-anticuerpo en los capilares glomerula-
res. La asociacion entre la presencia de macrofagos y la
deteccion de depositos de C3% y de depositos de fibri-
nogeno-fibrina?:2 en series de GN de diversos tipos his-
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% glom. p. ext = % de glomérulos con proliferacion extracapilar (PE) celular
o fibrocelular.

p. ext. > 50 % = % de glomérulos con PE celular o fibrocelular en mas

del 50 % del espacio de Bowman.

Fig. 3.—Histograma de la infiltracién intraglomerular de linfocitos T
(CD3") M y de las subpoblaciones colaborada/inductora (CD4*) W y
supresora/citotéxica (CD8') D> en las GNRP.

tologicos, asi como su asociacion con la presencia intra-
glomerular de polimorfonucleares en las GN agudas 2y
con la localizacion subendotelial de los depésitos inmu-
nes en series de GN seleccionadas, apoyaria que la in-
filtracion intraglomerular de macréfagos en las GNRP re-
sultase de la inflamacion local.

En este trabajo hemos detectado macrofagos en las
GNRP incluso en las biopsias de clase Ill que no reflejan
la participacion de un mecanismo inmune humoral. Ade-
mas hemos detectado linfocitos T en 10 de 12 biopsias
estudiadas con el AM CD3, correspondiendo esta celula-



ridad tanto a la subpoblacion inductora/colaboradora
(CD4*) como a la subpoblacion supresora/citotoxica
(CD8"*) en la biopsias de clase 1'y de clase II. Ninguna biop-
sia de clase Il present6 células CD8". La infiltracion intra-
glomerular de macréfagos y de linfocitos T en las GN con
proliferacion extracapilar, como han observado otros tra-
bajos3", y la asociacion entre su intensidad y la severidad
de la pérdida funcional®, sugieren un papel de la inmu-
nidad celular en las GNRP. La identificacion de células con
el fenotipo CD4* como el de la célula efectora de la reac-
ci6n de hipersensibilidad tardia®*, tal como sucede en el
rechazo al trasplante renal® %, y la deteccién intraglome-
rular de linfocitos T activados*:*” en las GN con semilu-
nas, apoyarian el papel de la IC en las GNRP. Ademas, a
nivel experimental en un modelo pasivo de GN aguda in-
ducido por anticuerpos anti-MBG? y en un modelo de
GN aguda inducido por inmunocomplejos®, se ha de-
mostrado que la actividad procoagulante (AP) del macré-
fago que activa la coagulacion por la via extrinseca a tra-
vés de los factores VI, X y fibrinogeno resulta en la for-
macion de depositos intraglomerulares de fibrina. La AP
depende de una glicoproteina de membrana cuya expre-
sion requiere la interaccion entre el macrofago y el linfo-
cito T activado. Asi, la asociacion entre la infiltracion intra-
glomerular de macrofagos y la deteccion de depositos de
fibrinégeno-fibrina observada en las GNRP# podria tam-
bién ser explicada por la respuesta inmune especifica.

En conclusion, la aplicacion histologica de AM a la
biopsias de GNRP es il para la identificacion de las cé-
lulas inmunocompetentes que contribuyen a las lesiones
proliferativas. La deteccion simultanea de macréfagos y de
linfocitos T, mostrando ademas el fenotipo colabora-
dor/inductor y en ausencia de depositos inmunes, tal
como sucede en las GNRP de tipo lll, sugiere que la infil-
tracion de macrofagos puede reflejar el papel de la inmu-
nidad celular en esta situacion.
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