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Influencia de las membranas de dialisis
sobre los factores urémicos inhibidores
de la proliferacion linfocitaria
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RESUMEN

La inmunodeficiencia que adquieren los pacientes con insuficiencia renal cro-
nica se ha tratado de explicar por la presencia en el suero de las denominadas
toxinas urémicas. El grado de depuracién que experimentan estos factores séricos,
segin el tipo de membrana utilizada en la didlisis, explica, en parte, las diferentes
evoluciones clinicas de estos pacientes.

Estudiamos el efecto inmunosupresor del suero urémico mediante cultivos Iln-
focitarios de donantes de sangre estimulados con fitohemaglutinina. Los tipos de
suero testados procedian de 10 pacientes en programa de didlisis peritoneal conti-
nua ambulatoria (DPCA) y cinco en hemodiélisis, sometidos éstos a tres didlisis
consecutivas con cuprofan, polisulfona y AN-69. Mientras el suero de los urémi-
cos en DPCA no mostraba diferencias significativas con el suero control (FCS) en la
suplementacién de los cultivos linfocitarios, el suero de aquéllos en hemodialisis
inhibia la linfoblastogénesis (p < 0,001), sin importar qué tipo de membrana se
habia utilizado. El suero posdidlisis tenia mayor capacidad supresora que el pre-
diélisis, aunque la diferencia no era estadisticamente significativa. Esta observa-
cién apunta a la aparicion durante la hemodidlisis de algdn factor o potenciacién
de los ya existentes que se ahade a las propias toxinas urémicas, en probable
relacién con los productos generados por el contacto sangre- -membrana (biocom-
patibilidad), que en este caso concreto no parece verse influido por las diferentes
membranas en su empleo agudo, aun siendo mds biocompatibles polisulfona y
AN-69 que el cuprofin.

Palabras clave: Factores séricos inmunosupresores. Membranas de hemodidlisis.
Diilisis peritoneal continua ambulatoria. Biocompatibilidad.

THE INFLUENCE OF PERITONEAL AND DIALYSIS MEMBRANES
ON THE UREMIC INHIBITORY FACTORS OF LYMPHOCITE
PROLIFERATION

SUMMARY

Patients with chronic renal failure develop an immunodeficiency status that has
been ascribed to the retention of uremic toxins. According to the membrane used
for the dialysis these serum factors are reduced to a varying degree, leading to
diverse clinical features.

We have studied the immunosuppressive capacity of uremic serum by culturing
lymphocytes from blood donors stimulated with phytohaemagglutinin. We tested
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serum from 10 patients on continuous ambulatory peritoneal dialysis (CAPD) and 5
on haemodialysis who received 3 consecutive dialysis with cuprophan,
polysulphone and AN-69. Serum from patients on CAPD maintained lymphocyte
cultures in a similar manner to control serum (FCS). Serum from patients on
haemodialysis inhibited lymphoblastogenesis (p < 0.001) whatever the mem-
brane used in the dialysis. Postdialysis serum showed higher suppressor capacity
than predialysis serum although the difference was not statistically significant.

This observation suggests the appearence during the haemodialysis of some
'~ factors, or potentiation of previous ones, perhaps in relationship with the products
generated by blood-membrane contact (bio-incompatibility). We could not find
any acute influence on the results when we used two membranes, polysulphone
and AN-69, more biocompatible than cuprophan.

Key words: Immunosuppressive serum factors. Haemodialysis membranes.

Continuous ambulatory peritoneal dialysis. Biocompatibility.

Introduccion

Asociadas a la insuficiencia renal aparecen una se-
rie de alteraciones inmunitarias, mas concretamente
déficit, que sitdan a la uremia como una de las cau-
sas de inmunodeficiencia adquirida. La primera ob-
servacion fue la de una mayor supervivencia de los
injertos renales en animales urémicos comparados
con los controles con funcién renal normal. La
mayor incidencia de neoplasias entre la poblacién ya
sometida a un programa de dialisis crénica es otro
indicativo de que el sistema inmune mantiene una
situacion deficitaria en estos pacientes ' 2.

Cuando se discrimina entre inmunidad humoral y
celular, es esta (ltima la que aparece mas compro-
metida en el paciente urémico. Asi, en lo que se re-
fiere a la inmunidad humoral, se observan respuestas
diversas en la produccién de anticuerpos, segin el
antigeno de que se trate. Incluso se ha sugerido que
los déficit en las respuestas humorales dependen de
alteraciones en los linfocitos T, lo que centra el pro-
blema de nuevo en los mecanismos celulares. Una
situacién clinica muy comin es la escasa respuesta
en los test dependientes de la hipersensibilidad cuta-
nea retardada: tuberculina, tricofitina, etc. 3 *

La causa de esta inmunodeficiencia se trata de ex-
plicar actualmente mediante la hipétesis de las toxi-
nas urémicas, es decir, por la presencia en el suero
urémico de una serie de factores inhibidores. Facto-
res que no sélo han sido retenidos debido a la pérdi-
da de filtrado glomerular, sino que tampoco se ven
depurados por las técnicas sustitutivas extrarrenales.
Por ltimo, podria tratarse de sustancias que apare-
cen de novo, en relacién a las mencionadas técni-
cas de dialisis, sustancias derivadas de los materiales
con los que se pone en contacto la sangre, o bien de
las reacciones biolégicas dependientes de ese con-
tacto sangre-membrana (bioincompatibilidad). Como
comprobacién de la existencia de estos factores séri-
cos toxicos existen una serie de ensayos in vitro en

los que el suero urémico inhibe |a respuesta de linfo-
citos normales a mitégenos o células alogénicas * 7.

Fueron Babb y Scribner  quienes sospecharon la
existencia de unos factores séricos distintos a las cla-
sicas toxinas urémicas (urea, creatinina, acido uri-
co...) al comprobar que los pacientes en dialisis peri-
toneal intermitente, a pesar de tener valores mas al-
tos de urea-creatinina (los marcadores ¢lasicos de la
eficacia dialitica) que los incluidos en un programa
de hemodialisis, presentaban, sin embargo, una me-
nor incidencia de polineuropatia. Asi surge la hipéte-
sis de las moléculas medias (MM), sustancias con un
peso molecular mayor que la urea y la creatinina (pe-
quenas moléculas), lo que dificultaria su paso a tra-
vés de las membranas clasicas de hemodialisis (cu- -
profan), a las que, por el contrario, el peritoneo se
mostraria permeable. Aunque en un principio se les
hizo responsables a las MM de la neuropatia, poste-
riormente se ha tratado de valorar su papel en otros
de los miltiples estigmas urémicos, como la inmuno-
depresion. Estas fracciones, obtenidas mediante dife-
rentes técnicas de cromatografia, dan lugar in vitro a

-inhibicién de la formacién de rosetas por los linfoci-
"tos, a inhibicién en la linfoblastogénesis dependiente

de mitégenos o del propio cultivo mixto °.

Por tanto, si las MM corresponden a los factores
séricos inhibitorios, o al menos forman parte de los
mismos, y, por otro lado, su mayor o menor depura-
cién esta en funcion del tipo de membrana empleada
en la dialisis, esperaremos encontrar diferencias entre
la capacidad inmunodepresora del suero del urémico
sometido a hemodialisis y del incluido en dilisis pe-
ritoneal, y en el caso de la hemodialisis, segin el
grado de permeabilidad de la membrana.

Material y métodos

En este estudio se pretende evaluar la presencia en
el suero urémico de factores inhibitorios para la pro-
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liferacién linfocitaria, considerando el tipo de mem-
brana utilizada en la didlisis: cuprofan (CU), polisul-
fona (PS), AN-69 y el propio peritoneo en aquellos
pacientes que seguian programa de didlisis peritoneal
continua ambulatoria (DPCA).

Pacientes

Cinco pacientes en programa de hemodialisis cro-
nica que fueron sometidos a tres didlisis consecutivas
en el plazo de una semana, utilizando en la primera
CU, en la segunda PS y en la dltima AN-69. Las ex-
tracciones para la obtencién de suero se realizaron
inmediatamente antes y después de cada sesién. Du-
rante la misma se recogié ultrafiltrado (UF) mediante
transporte convectivo.

Diez pacientes en DPCA, de los que se obtuvo
suero y liquido de dialisis al finalizar el intercambio
nocturno.

En todos los casos estudiados, la permanencia en
sus respectivas técnicas de didlisis era superior a un
ano, siendo la membrana utilizada en hemodiélisis
de forma crénica el CU, pues la PS y el AN-69 sélo
se testaron en su efecto agudo.

Cultivos linfocitarios

Tras obtener de cinco donantes sangre hepariniza-
da, se someti6 ésta a un proceso de separacién de
sus elementos celulares mediante gradiente de densi-
dad sobre Ficoll (Béyum, 1968). Posteriormente se
depositaron los linfocitos (y monocitos) en placas Mi-
crotiter de fondo plano, a una proporcion de
100.000 células en 200 lambdas de medio de cultivo
por cada pocillo. Cada réplica se realizé por triplica-
do. El medio de cultivo fue RMP1-1640, suplementa-
do con glutamina y penicilina-estreptomicina. Como
mitégeno se utilizé fitohemaglutinina al 1 %.

Se incubaron los linfocitos a 37° C en una atmésfe-
ra con 5 % de CO, durante tres dias, al cabo de los
cuales se afiadié timidina marcada con tritio. Diecio-
cho horas después se recogié el cultivo mediante fil-
tros Millipore, midiendo la radiacién en un contador
beta. Los resultados se expresaron en cuentas por mi-
nuto {c.p.m.).

En la suplementacién de los cultivos se utilizaron
los siguientes tipos de sueros:

—— Suero de ternera fetal (FCS) en las réplicas con-
sideradas como basales.

— Suero predialisis, posdialisis y UF en los casos
en hemodialisis.

EFECTO AGUDO DE LA DIALISIS
(segiin membranas)
Pre-HD Post-HD Basal
(RTXXXXY —
EE (cpm x 1.000)
125
-
o -
d 4
100 p <
- ﬁ
75 F -
50 p / )
L / 1
25 4
ol -
o r
o -
O -
Basal Cuprofan Polisulfona AN-69

Fig. 1.—EE = X de la estimulacién especifica.
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Tabla I. Efecto del suero sobre la linfoblastogénesis

Hemodialisis

Predialisis Posdialisis DPCA
Indice de inhibicién 34 % 51 % 15 %
Relacién con el cultivo
basal (FCS) .......... p < 0,001 p < 0,001 NS

Tabla Il. Indice de inhibicién del suero urémico
sobre cultivos linfocitarios de donantes.

Relacién con el tipo de membrana

Cuprofan Polisulfona  AN-69
Predialisis ................ 31 % 33% 38 %
Posdialisis ................ 41 % 53 % 54 %
Ultrafiltrado (*) ............ 16 % 11 % 4 %

FCS: suero de ternera fetal.

(*) Son las Unicas réplicas cuya relacion con el basal fue NS (test t de
Student).

— Suero urémico vy liquido de dialisis en aquellos
en DPCA. Las réplicas con liquido de diélisis o con
UF eran suplementadas también con FCS.

Moléculas medias

Se determinaron en el suero y UF de los pacientes
en hemodiilisis y en el suero y liquido de dialisis de
cinco de los incluidos en DPCA. La técnica fue la
cromatografia de gel (Sephadex G-15). Los UF se ha-
bian sometido, asimismo, a cromatografia liquida de
alta resolucién (HPLC) '°,

Métodos estadisticos

La comparacion entre medias se realiz6 con el test
t de Student.

Resultados
Hemodialisis

1. El suero urémico tiene capacidad inhibitoria
sobre la blastogénesis linfocitaria (tabla 1).

2. Elsuero posdialisis tiene mayor caracter supre-
sor que el predilisis, sin valor estadisticamente signi-
ficativo, pero presente en todos los casos (15 dialisis
en total) tabla ).

3. No existen diferencias segun el tipo de mem-
brana utilizada en cada sesion (fig. 1).

4. El ultrafiltrado en ningn caso demostré cardc-
ter inhibitorio. La determinacién de MM en estas

muestras no mostraba diferencias segin la membrana
utilizada '°.

DPCA

No se observa efecto inhibitorio debido al suero
urémico en los pacientes en DPCA (tabla ).

El liquido de didlisis tampoco ejerce efecto supre-
sor sobre el crecimiento celular (indice de inhibi-
cion = 5 %).

Se determinaron mediante cromatografia de gel las
MM del suero y del liquido de didlisis de cinco de
estos pacientes, siendo los perfiles superponibles en-

tre si y en relacion a los obtenidos con suero de pa-
cientes en hemodialisis.

Discusion

En los estudios realizados_acerca_del_efecto agudo
de la™dialisis sobre los factores séricos inhibidores de
la linfoblastogénesis se han obtenido resultados muy
diversos. Para Touraine “,estos factores no son diali-
zables; lo son parcialmente segin Kamata '' o inclu-
s0, y de acuerdo con los trabajos de Mezzano >, se
dializan totalmente, perdiendo el suero urémico su
poder inhibitorio tras la dialisis. Todos los ensayos
anteriores fueron realizados con un (nico tipo de
membrana: cuprofan, y en los dos Gltimos la dialisis
se realizaba in vitro tras la obtencion del suero uré-
mico, es decir, evitando la aparicién de los supuestos
factores derivados de las reacciones biolégicas que
tienen lugar durante la sesioén, precisamente en los
dos casos en que se le atribuye a ésta capacidad de-
puradora para los factores toxicos.

En nuestro estudio, la capacidad supresora del sue-
ro urémico se ve incrementada al final de cada he-
modialisis, aunque sin alcanzar valores estadistica-
mente significativos con relacién al efecto del suero
predialisis. En un trabajo similar '? realizado con cu-
profan, el efecto inhibitorio del suero posdiélisis si
ofrece diferencias con valor estadistico con respecto
a la muestra predialisis. Sin que sepamos de qué se
trata, asistimos a un empeoramiento del efecto inmu-
nosupresor del suero urémico tras la hemodialisis.
No podemos invocar a una falta de dialisancia de las
toxinas urémicas o a una «concentracién» de las mis-
mas como causa de este fendmeno, pues hemos de
recordar el minimo efecto inmunosupresor del suero
procedente de los urémicos en DPCA, asi como del

.UF y del liquido de los intercambios peritoneales, a

pesar de la presencia en éstos de MM. Se sugiere si
esa mayor capacidad inhibitoria sérica de los pacien-
tes en hemodiilisis depende de la aparicién o libera-
cién de nuevos factores durante la didlisis, pudiendo
ser alguno de los mdltiples mediadores que forman
parte de las cascadas puestas en marcha por el con-
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tacto sangre-membrana, es decir, los fenémenos atri-
buidos a la no biocompatibilidad, que se inician por
la activacidn del complemento (al menos segin lo
aceptado hasta el momento actual) y van a dar lugar
a la sintesis y/o liberacién de diversas inmunohormo-
nas: interleukina-1, interleukina-2, prostaglandinas
(PGs)...; del balance entre las diversas acciones de
éstas se derivara el efecto final obtenido. Debemos
recordar que entre las mencionadas sustancias regu-
ladoras de los mecanismos inmunes se encontraban
las PGs, entre las que destaca la PGE2 como uno de
los factores implicados en los fenémenos de inmuno-
deficiencia en la uremia (ensayos in vitro) '3 4.

En conclusién, podemos afirmar que entre hemo-
dialisis y DPCA, ademis de las ya cldsicas diferen-
cias en incidencia de neuropatia y control de la ane-
mia y de la hipertensién arterial, existen también re-
sultados dispares en el efecto inmunosupresor del
suero urémico, al igual que en los casos anteriores
favorables para la dilisis por el peritoneo.

En cuanto a la_hemodidlisis, el hecho_de-utilizar
membranas mds permeables_y blocompatlbles no.su-
pone ninguna modificacidn en la capacidad_inmuno-
supresora_sérica in vifro, a pesar de que_la didlisis
meatlbles -no-activa-el-comple-
mento o al menos no en la cuantia que lo hace el
‘cuprofan 'y, por tanto, no existiria_esta_via para la
pUesta en marcha de las cascadas inmunomodulado-

, las que se interrelacionan con la del_complemento.
kSenan necesarios estudios sobre el efecto de estas

nuevas membranas en tratamientos a largo plazo.
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