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Evolucion de las subpoblaciones linfocitarias
durante el tratamiento con eritropoyetina
en enfermos en hemodialisis
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RESUMEN

Se ha realizado un estudio prospectivo para valorar la influencia del tratamiento con
eritropoyetina sobre las subpoblaciones linfocitarias.

Completaron el estudio 19 enfermos politransfundidos (sobre 20 inicialmente inclui-
dos), con una edad media de 43,6 + 11,6 arios (entre veinte y sesenta y cuatro arios); 10
eran hombres y nueve mujeres. La dosis inicial de eritropoyetina fue de 150 Ul/kg/se-
mana, administrandose i.v. después de cada didlisis. Se realizd hemograma semanalmen-
te. Se hizo estudio de subpoblaciones linfocitarias mensualmente durante los primeros
tres meses y al ano de comenzar el tratamiento.

Al final del tercer mes de estudio, Hb y Hcto. habian aumentado significativamente
(Hb, 6,7+ 0,9 vs 9,7 1,4 g/dl; Hcto., 20,6 + 2,6 vs 28,6 £ 4,3, p< 0,001). No se detec-
taron variaciones en los recuentos de CD3, CD4, CD8 y CD19 ni en el indice CD4/CD8,
pero el recuento de células «natural-killer» aumentd significativamente después del tercer
mes (15,6 + 8,4 frente a 21,8+ 9,6, p < 0,05), para volver a niveles semejantes a los basa-
les al afo de tratamiento. Las células CD11* no mostraban aumento significativo los tres
primeros meses, pero si al ario del comienzo del estudio (15,4 £ 0,9 frente a 20,9 1,6,

. p<0,07). En los pacientes tratados con calcitriol no se encontré aumento significativo de
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CD16 a los tres meses. Por el contrario, el incremento de CD11b a los doce meses s6lo
alcanzo significacion estadistica en los enfermos tratados con dicho farmaco.

El tratamiento con eritropoyetina parece tener poca influencia sobre las subpoblacio-
nes linfocitarias. La importancia clinica del aumento de células «natural-killer» y monoci-
tos podria merecer estudios posteriores.

Palabras clave: Eritropoyetina. Subpoblaciones linfocitarias. Hemodiélisis. Inmunidad.
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EFFECTS OF TREATMENT WITH HUMAN ERYTHROPOIETIN ON LYMPHOCYTIC
SUBPOPULATIONS IN CHRONIC HEMODIALYSIS PATIENTS

SUMMARY

This prospective study was conducted to evaluate the influence of human recombi-
nant erythropoietin therapy on lymphocytic subpopulations in 19 patients on chronic he-
modialysis (10 male, 9 female). Initial dose was 150 U/Kg/week, administered i.v. after eve-
ry dialytic treatment. Lymphoaytic subpopulations were evaluated monthly during 3
months and 12 months after the beginning of the study. Haematologic values were mea-
sured weekly. All patients had been transfused from 2 to 15 times during the year before
the study (mean 5.4 + 3.2 transfusions).

At the third and the twelfth month hemoglobin and hematocrit had increased signi-
ficantly (Hb 6.7+ 0.9 vs 9.7+ 1.4 and 85+0.2 g/dl., p<0.001); Het. 20.2+ 2.6 vs
28.8+ 4.3 and 254+ 0.6; p< 0.007). No change was detected in OKT3, OKT4, OKTS,
OKT4/OKT8 ratio and OKla subsets. Natural killer cell (OKNK) count was significantly in-
creased (15.6 + 8.4 vs 21.8 + 9.6, p < 0.05) after the third month, but not at the 12 month.

OKMT cells were not increased at the third month but they had increased after one year
of treatment with erythropoietin (15.4 + 0.9 vs 16.6 £ 2.3 and 20.9¢1.6, p <0,01).

EPO therapy seems to have little influence on lymphocytic subpopulations. The in-
crease in natural killer cell and OKM?1 cell counts may deserve further detailled research.

Key words: Erythropoietin. Lymphocytic subpopulations. Haemodialysis. Immunity.

Introduccién

La introduccién de la eritropoyetina (Epo) entre nues-
tras posibilidades terapéuticas ha dado lugar a importan-
tes beneficios para el enfermo renal y, como contrapeso,
al reconocimiento de una serie de complicaciones aso-
ciadas al tratamiento, como por ejemplo la hipertension
arterial'. Aunque los efectos de la Epo sobre ciertos cam-
Pos, como la capacidad de esfuerzo, la funcién cardiaca,
a coagulacién o el bienestar del enfermo, han rellenado
innumerables paginas de las publicaciones médicas 4, sus
hipotéticos efectos sobre el estado inmunitario del sujeto
no han recibido tanta atencion .

En el enfermo urémico existen diversas alteraciones in-
munitarias: linfopenia T y B, disfuncién linfocitaria, dismi-
nucion de células «natural-killer y anergia en los estudios
de hipersensibilidad retardada, entre otras’-¢. Simultanea-
mente, el paciente puede ser sometido a una estimula-
cion antigénica periodica con transfusiones, las cuales, cu-
riosamente, pueden tener un paradojico efecto inductor
de tolerancia inmunologica® ™.

Aunque los estudios experimentales previos tanto in vi-
tro como in vivo en animales de experimentacion sugie-
ren escasos efectos intrinsecos de la Epo sobre las células
sanguineas diferentes al eritrocito, la seguridad clinica de
su uso exige que sus efectos inmunoldgicos sean evalua-
dos especialmente con respecto al trasplante renal. En
consecuencia, hemos evaluado la evolucion de las sub-
poblaciones linfocitarias en un grupo de pacientes previa-
mente politransfundidos tras iniciar tratamiento con Epo.
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Material y métodos

Participaron en el estudio 11 hombres y nueve muje-
res entre veinte y sesenta y cuatro afios de edad (media,
43,6 £3,7), sin que hubiese diferencias de edad entre
hombres y mujeres. Todos los enfermos recibian trata-
miento cronico con hemodidlisis entre dos y noventa y
siete meses antes de comenzar el estudio (media,
41,3 £ 6,6), habiendo recibido entre cinco y 40 transfusio-
nes en total (media, 18,4 * 2,6) (entre dos y 15 transfusio-
nes en el tltimo afno; media, 5,4 + 3,2). La causa de la in-
suficiencia renal era nefritis intersticial en ocho casos, glo-
merulonefritis cronica en cuatro casos, poliquistosis renal
del adulto en uno, nefroangiosclerosis en uno y descono-
cida en cinco casos. Diecisiete enfermos eran dializados
con membrana de cuprofan y dos con membrana de po-
liacrilonitrilo. Uno de los enfermos debié abandonar el
tratamiento por hipertension arterial grave rebelde.

Los enfermos fueron tratados con Epo humana recom-
binante, suministrada siempre por via endovenosa des-
pués de cada sesion de hemodidlisis. La dosis inicial fue
150 U/kg por semana, ajustandose la dosis cada tres se-
manas segun la respuesta, buscando como objetivo tera-
péutico inicial (tres meses) un hematécrito entre 30 y 35 %
y una hemoglobina entre 10 y 12 g/dl; posteriormente se
ajust6 el hematocrito deseabza entre el 25y el 30 % (a los

oce meses). Se excluyeron los enfermos con causas co-
nocidas de resistencia al tratamiento con Epo. La dosis
media a los tres meses era de 190 + 100 U/kg, y al ario,
de 178 £ 105 U/kg.



Al comienzo del estudio, siete enfermos estaban en tra-
tamiento con calcitriol (Rocaltrol® y el resto no recibian
este.farmaco. Las dosis no fueron modificadas a lo largo
del estudio y solamente un enfermo inici6 tratamiento
con calcitriol en el periodo estudiado.

Las subpoblaciones linfocitarias fueron estudiadas al ini-
cio, uno, dos, tres y doce meses de tratamiento. Todas
las muestras fueron obtenidas a primera hora de la ma-
fiana el primer dia de la semana entre la primera y segun-
da sesion de hemodialisis. Las células mononucleares se
aislaron de sangre periférica mediante un gradiente de
densidad con Ficoll-Hypaque. A continuacion, y una vez
convenientemente lavadas y ajustadas a 5 mil?:)nes por
mililitro, se utiliz6 la técnica de linfocitotoxicidad de Van
Vauwe™ con los anticuerpos monoclonales CD3, CD4,
CD8, CD11b, CD16 y CD19, todos ellos suministrados por
la casa Ortho. Durante los tres primeros meses se reali-
zaron hemogramas semanales y posteriormente mensua-
les. Todas las muestras se extrajeron antes de comenzar
la sesion de didlisis.

Los resultados han sido tratados estadisticamente me-
diante el programa informatico SIGMA, realizandose las
comparaciones estadisticas mediante el uso de la prueba
t de Student para muestras apareadas. Los resultados se
expresan en media t error estandar de la media.

Resultados

Los valores de los parametros hematolégicos (recuento
eritrocitario, hematocrito, hemoglobina, VCM, HCM,
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CHCM, recuento plaquetario y leucocitario) han sido re-
cogidos en la tabla | inicialmente y a los tres y doce me-
ses del comienzo del estudio. El hematécrito medio al co-
mienzo del estudio era de 20,2 £ 0,6 tanto a los tres me-
ses (28,8 £ 1,1) como al afio (25,4 £ 0,6); la diferencia era
significativa, con p < 0,01. No se encontraron variaciones
en el resto de los parametros hematologicos reflejados en
la tabla I, salvo la hemoglobina corpuscular media (HCM,
r < 0,05). Ning(in enfermo requiri6 ser transfundido a lo
argo del periodo que abarco el estudio.

Los valores de las subpoblaciones linfocitarias han sido
reflejados en la tabla II. Los recuentos de células CD3,
CD4 y CD8, asi como el cociente CD4/CD8, no sufrieron
variaciones significativas a todo lo largo del estudio (figu-
ra 1). Por el contrario, el recuento de las células natural
killer (CD16) aumento significativamente (p < 0,05) hacia
el tercer mes, volviendo posteriormente (doce meses) a ni-
veles semejantes a los basales. Las células B (CD19) mos-
traron un ligero aumento no significativo hacia el tercer
mes, que tampoco persistia al final del estudio. En cuan-
to a las células CD11b, éstas no mostraban cambios en
los tres primeros meses, pero habian aumentado signifi-
cativamente al final del estudio (p < 0,01) (fig. 2).

Cuando se examinan por separado los resultados del

rupo que recibia tratamiento con calcitriol y los de aque-
os pacientes que no recibian esta medicacion se apre-
cian algunas diferencias de comportamiento respecto a
las subpoblaciones linfocitarias (tablas Il y IV}, aunque la
;espuesta de los valores eritrocitarios a Epo no parece di-
erir.

La evolucion de las subpoblaciones linfocitarias si es di-

Tablal. Recuentos hematologicos, hemoglobina y hematécrito

Basal 3 meses 12 meses
Hematies (x 10'%/ml) 23+ 0,1 34t 03* 28+ 03*
Hematocrito (%) 202+ 06 288+ 1,0* 254+ 06°
HemOﬁIobina (g/dh 67t 0,2 97+ 0,3* 85+ 08°
VCM (fl) 86,2+ 16 8541 17 829+ 19
HCM (pg) 288+ 08 283+ 07 268+ 0,6@
CHCM (g/d)) 332+ 02 33,1+ 03 329+ 0,3
Plaquetas (x 10°/ml) 208,1+ 19,1 208,3+19,2 215,21+ 16,2
Leucocitos (% 10°/ml) . 66t 06 65+ 03 70+ 04
Valores expresados en media + SEM. * p < 0,001 respecto a basal. @p < 0,05 respecto a basal.
Tabla ll. Subpoblaciones linfocitarias

Basal 3 meses 12 meses
CD3 51,723 55618 517+21
CD4 36,127 37719 341+£19
CD8 21920 233+15 19415
Indice CD4/CD8 19402 1,6+0,1 1,902
CD11b 154109 16,6 2,3 201%16*
CD19 15619 21,8122 17,722
CD16 12,5+1,2 15,4 + 1,80 129+1,6

Valores expresados como tanto por ciento en media t SEM. * p < 0,01 respecto a basal. @ p < 0,05 respecto a basal.
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Tabla IV. Sﬁbpoblaciones linfocitarias y calcitriol

Sin calcitriol Con calcitriol
CD3 inicial 49,1 +42
3 meses .. 57,1 +28
Final .oovveeeeveee, 542 £45
CD4 inicial .oovoeroee e 337 £38
3 meses .. 38,1 +£3,0
11T 36,6 4,1
3 6 9 12 CD8 inicial ......ooveveerereecerennen, +25 218 +42
M 3 meses .. +23 21,3 +22
eses FINal e —— £19 2006 +31
EROKT4 EZ0KT8
CD4/CD8 inicial ........................ 1,94 +0,28 1,82 +0,30
3 meses . e 1,57 £0,14 1,50+ 0,29
Fig. 1.—Cambios de células T. Final .......ccooocovevmnnann. 1,75£0,18 1,98 £0,37
155 +1,2 147 +14
196 +3,6 11,1 £19
18,9 1,50 244 +33*
25
15,1 £3,0 150 24
241 +34* 17,7 +28
175 £34 17,7 +3,5
CD19 inicial ..o 14,1 £1,7 12,5 20
3 meses . - 137 21 176 +3,7
Final ..o, 11,0 t1,70 17,0 15

—— OKM1 — Natural Killer —la

Fig. 2.—Cambios de otras subpoblaciones.

Tabla lll. Parametros eritrocitarios y calcitriol
Con calcitriol Sin calcitriol
20,1£0,7 20310
280+15* 296+ 14"
24,4112@ 25,8 £ 0,6§
Hb inicial ..... 6,710,2 67103
3 meses 94+04" 99+0,5*
Final 8210,3@ 8,7+0,2§

*p<0,001. @p <0,01. § p < 0,05.

ferente. De esta forma, no parece haber diferencias sig-
nificativas respecto a los valores de CD3, CD4, CD8 y co-
ciente CD4/CD8; por el contrario, la serie CD11b mues-
tra un aumento significativo al afio en el grupo tratado
con calcitriol, pero no en el grupo que no era tratado
(p <0,01). De la misma manera, los valores de las células
natural killer (CD16) aumentan a los tres meses en los en-
fermos tratados con calcitriol, pero no lo hacen en el gru-
po no tratado (p < 0,01). No parece haber diferencias en
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§ p <0,05 respecto a inicial. g Casi significativo {p < 0,1) respecto a basal. * p < 0,01
respecto a inicial y tres meses.

el grupo CD19, aunque el descenso en el grupo que no
era tratado con calcitriol a los doce meses es casi signi-
ficativo.

Discusién

El amplio uso clinico de la Epo ha demostrado los nu-
merosos efectos beneficiosos de este farmaco y, como
contrapunto habitual en la terapéutica, algunos efectos in-
deseables generados casi siempre de forma indirecta a tra-
vés de la correccion del hematocrito™. Los estudios cli-
nicos han demostrado el escaso efecto sobre las lineas ce-
lulares hematicas diferentes al eritrocito como leucocitos
y trombocitos. Sin” embargo, es posible preguntarse si, a
nivel mas especifico, este tratamiento podria conllevar al-
teraciones de los subgrupos linfocitarios. Pocos estudios
parecen haberse realizado sobre este tema® ¢; nuestros re-
sultados parecen sugerir un aumento transitorio de las cé-
lulas natural killer y, tardiamente, de las células mononu-
cleares. . :

Sélo hemos encontrado en la literatura dos estudios si-
milares al nuestro. Los resultados de nuestro estudio son
muy similares a los publicados por Collart y cols.® en un
seguimiento de tres meses con un protocolo de trata-
miento similar al nuestro (aumento de células natural ki-
ller, descenso de linfocitos B, escasa accion sobre otras se-
ries linfocitarias).



Por el contrario, los resultados del estudio de Pfaffl y
cols.® y el nuestro parecen contradecirse, puesto que es-
tos autores encuentran disminuciones de células CD3,
CD4, CD8 y cociente CD4/CD8 a las dieciocho semanas
de tratamiento, sin encontrar variaciones en el recuento
de células natural killer. No obstante, tanto la seleccion
de enfermos y el protocolo de administracion de Epo
como el disefio del estudio ofrecen notorias diferencias,
las cuales podrian justificar los diferentes resultados obte-
nidos.

La causa de la respuesta linfocitaria encontrada no deja
de ser oscura. Podria existir una accion directa de la Epo
sobre estos subgrupos de linfocitos y, consecuentemen-
te, una modificacion primaria de las subpoblaciones. De
hecho, se ha demostrado la interaccion de la Epo con las
interleukinas 4 y 62, e incluso se ha sugerido la existen-
cia de efectos estimuladores sobre las células formadoras
de colonias leucocitarias. Ademas, efectos moduladores
de los leucocitos Ty las interleukinas sobre la eritropoye-
sis han sido comprobados™ ™.

Una segunda aproximacion es considerar la posibilidad
de una accion indirecta de la Epo a través de la correc-
cion de la anemia del enfermo urémico. Todos nuestros
enfermos estaban politransfundidos antes de comenzar el
estudio, manteniendo hematécritos en tomo al 20 %. Nin-
guno de ellos ha requerido transfusiones posteriormente
durante el tiempo de seguimiento, aun cuando la respues-
ta a la Epo haya sido, como es légico, variable. Las mo-
dificaciones de la inmunidad inducidas por las transfusio-
nes sanguineas han sido, y son todavia, exhaustivamente
estudiadas para intentar comprender la accion inmuno-
supresora observada. Sin embargo, no se ha conseguido
an una hip6tesis universalmente aceptada que compren-
da los muy diversos resultados obtenidos en las observa-
ciones realizadas. De cualquier manera, parece probable
que este efecto sea mediado en buena parte por células
T supresoras® 0. 15%, cuya disminucion podria conllevar la
liberacion de sustancias inmunomoduladoras y, conse-
cuentemente, e} aumento de otras poblaciones celulares
relacionadas con la inmunidad. Es posible sugerir que
nuestros resultados podrian ser reactivos al cese del tra-
tamiento transfusional, sin poder confirmarlo por el mo-
mento.

No obstante, no deberian dejar de valorarse los cam-
bios en los depositos de hierro en el organismo ocasio-
nados por el tratamiento con Epo. De hecho, diversos
trastomos inmunitarios han sido relacionados con el es-
tatus organico del hierro"”. Desgraciadamente, no se han
valorado de forma pautada las variaciones de los parame-
tros ferroquinéticos a lo largo del estudio. Pese a todo,
los valores corpusculares han sufrido descensos en este
periodo, aun cuando éste sea un parametro poco espe-
cifico; ademas, solo el descenso de la hemoglobina cor-
puscular media (HCM) (tabla 1) alcanza significacion esta-
distica (p < 0,05).

El papel del calcitriol merece comentario aparte. Por un
lado, parece tener un efecto estimulante sobre las células
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CD11b (monocitos); por otro, parece inhibir la prolifera-
cion de células natural kifler (CD16). Ambos efectos pue-
den condiliarse con las acciones inmunomoduladoras ya
conocidas de esta hormona: estimulacién de la serie mo-
nocito-macrofago e inhibicion de las células linfoides (aun
cuando la naturaleza exacta de las células natural killer per-
manezca sin determinar) 8.

A modo de resumen, el tratamiento con Epo parece
ocasionar escasas modificaciones sobre las subpoblacio-
nes linfocitarias, cuyo mecanismo no hemos podido es-
tablecer. La importancia que estos cambios puedan indu-
cir a la larga en la supervivencia del enfermo renal o en
los resultados del trasplante permanecen por estudiar.
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