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Cambios morfolégicos en la médula 6sea del
insuficiente renal crénico durante el tratamiento
con eritropoyetina
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RESUMEN

Utilizando las tinciones de May Grunwald y Perls describimos los cambios ocurridos
en las médulas 6seas de 14 pacientes con IRCT tratados durante veinticuatro semanas
con eritropoyetina humana recombinante via i.v., a dosis adecuada para conseguir y man-
tener el hematécrito en 30 %.

Pretratamiento encontramos una débil respuesta medular a la severidad de la anemia
aun teniendo buenos niveles de B,,, 4cido folico y depésitos de hierro. Pero, iniciada la
terapéutica, se manifiesta un incremento de los nidos eritroblasticos y células rojas en sus
formas mas jovenes, dispersas o rodeando a las células reticulares. No apreciamos cam-
bios evidentes en la serie blanca y megacariocitos.

La dosis semanal de eritropoyetina muestra una correlacién 0,48 (p < 0,05) con el por-
centaje de células rojas, que se incrementa en un grupo de cinco pacientes.
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MORPHOLOGIC CHANGES IN BONE MARROW DURING ERYTHROPOIETIN
TREATMENT IN CHRONIC RENAL PATIENTS

SUMMARY

Using the May-Griinwald and Perls stains, we describe the changes observed in the
bone marrow of fourteen patiens treated with human recombinant erytropoietin intrave-
nously for twenty-four weeks, in appropiate dose to obtain and maintain an hematocrit
over 30 %.

Prior to the treatment, the marrow is found to respond weakly to the severity of the
anemia despite of good folate and By, levels and iron deposits. However, when therap
is started, an increase is seen in the erythroblastic nests and younger red cell forms, whicK
are either scattered or surrounding the reticular cells. No evident changes in the white
and megakaryoqytic series are noted.

The weekly dose of erythropoietin shows a correlation 0.48 (p < 0.05) whit the per-
centage of reJ cells, which is increased in a group of five patients.
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Introduccién

De las sustancias conocidas que favorecen la eritropo-
yesis —interleukina 1-a, interleukina 3, factores estimula-
dores de colonias, acido retinoico-cis y eritropoyetina
(EPO)—, la mas conocida es la Gltima por su aplicacion y
buenos resultados en el tratamiento del sindrome anémi-
co de la insuficiencia renal cronica (IRC)"2. Sin embargo,
la mayoria de las publicaciones referentes a los efectos en
médula osea (MO) de esta glicoproteina se basan en es-
tudios in vitro, habiéndose comprobado su actividad so-
bre las CFU-E>7, BFU-E maduras®” y proeritroblastos®.
Otros estudios encuentran también un efecto sobre las
células progenitoras multipotenciales CFU-GEMM? 1, [as
unidades formadoras de colonias granulomonociticas
CFU-GM™ y salida de reticulocitos a sangre periférica™2.

Pero las técnicas de cultivos celulares no nos permiten
apreciar la morfologia de la MO y sus cambios, ya que
los precursores identificables con ‘ellas no son reconoci-
bles con las tinciones habituales del aspirado medular.

Por este motivo diseiamos un estudio prospectivo
longitudinal en un grupo de pacientes con IRC tratados
con eritropoyetina humana recombinante (tHUEPO) y en
el que correlacionamos los cambios morfologicos obser-
vados en MO con la dosis de hormona administrada, ni-
vel de EPO y respuesta en sangre periférica.

Material y métodos

Pacientes

Sobre una poblacion de 133 pacientes en IRC y pro-
grama de hemodialisis (HD) establecimos unos criterios
de seleccion que incluian tener hematécrito igual o infe-
rior a 23 %, llevar mas de seis meses en programa y reci-
bir al menos una transfusion al mes. Al tiempo excluimos
los que presentaban pérdidas sanguineas, trombosis, hi-
pertension arterial moderada-grave, insuficiencia respira-
toria, procesos infecciosos, hepatopatias, tumores, trata-
miento con citostéticos y niveles de aluminio superiores
a 175 meg/litro. Estos criterios los cumplian 26 pacientes
de los que, debidamente informados, aceptaron 23 y ter-
minaron el estudio 14 (tasa de participacion = 0,54).

Diez eran hembras y cuatro varones, con edad media
de 51,41 afios (0: 17,52) y aclaramiento de creatinina re-
sidual 0,73 cc/mn (o: 1,09).

La etiologia de la IRC fue: pielonefritis cronica, cuatro
casos; glomerulonefritis cronica en cinco, una vasculitis,
un sindrome de Alport y en tres la etiologia era descono-
cida.

Todos recibieron rHUEPO (Cilag o Boehringer Mann-
heim) por via iv. a una dosis inicial de 50 Ul/kg/postse-
sion HD, que se iba modificando hasta conseguir y man-
tener una hematocrito igual a 30 %. También recibieron
aporte de hierro oral para mantener la ferritina sérica en-
tre 30 y 300 ng/ml, y acido folico posthemodialisis.
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Determinaciones analiticas

Realizadas en las semanas cero, tercera, novena, dieci-
séis y veinticuatro.

Dos observadores «ciegos» sobre 500 células de MO,
obtenidas por puncion esternal y tefidas con May Grun-
wald y Perls, cuantificaron el porcentaje de células rojas,
células blancas y variedades, y calcularon la relacion mie-
loeritroide. También, sobre 100 células rojas, determina-
ron la proporcion de proeritroblastos, eritroblastos baso-
filos, eritroblastos policromatfilos y eritroblastos ortocro-
maticos.

Hicieron una valoracion cualitativa (bajo-normal-alto)
de la celularidad global, nidos eritroblasticos, hierro reti-
cular, hierro sideroblastico y megacariocitos.

Paralelamente en sangre periférica determinamos al ini-
cio de la semana correspondiente y predialisis: hemato-
crito, hemoglobina, reticulocitos absolutos, indice de pro-
duccion reticulocitaria (IPR), ferritina (RIA), eritropoyetina
(RIA-INCSTAR), vitamina B, y 4cido félico.

Estudio estadistico

Una vez comprobado con la prueba de Kolmogorov-
Smimov que las variables cuantitativas seguian una distri-
bucion normal, aplicamos el test de Student (muestras
apareadas), coeficiente de correlacion, regresion lineal y
ajuste de curvas. En el caso de las cualitativas utilizamos
el test de comparacion de dos proporciones. Todos los
calculos se hicieron con el programa R-Sigma.

Para ver la concordancia entre los observadores deter-
minamos el coeficiente Kappa, que oscil entre 0,5 y0,7
segin el parametro cualitativo analizado, mejorando
cuando fusionamos las categorias normal y alta.

Resultados

Pretratamiento (tablas 1y II)

A pesar de la anemia tan importante de nuestros pa-
cientes (Hto: 20,1 %; o: 1,6) es evidente una escasa rege-
neracion medular, lo que se refleja en una relacion mie-
lo-eritroide algo elevada (M/E: 3,6; 0:0,9), nidos eritro-
blasticos disminuidos en el 90 % de los pacientes e IPR
por debajo de la normalidad (0,27; o: 0,2). A su vez, los
reticulocitos absolutos (25.409 mm3; o: 15.500) y EPO sé-
rica (14,57 mU/ml; o: 7,5) muestran unos valores despro-
porcionadamente bajos en relacion a la anemia. Todo ello
a pesar de tener las células reticulares con hierro normal
0 alto en el 75 % de los casos y feritina, 4cido folico y
vitamina B, normales o elevados.

Postratamiento (tablas 1 y 1)

Con este modelog método no hemos observado efec-
tos sobre las células blancas y megacariocitos. Tan solo se
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Tablal. Evolucion de los parametros en MO y sangre periférica durante el tratamiento con r-HUEPO i.v.

Semana 0 3 9! 16. 24
r-HUEPO iv. {Ul/kg/sem.) oneerveiisenniens 0 129 + 14 197 + 64 183 £126 180 166
% células rojas (MO) .....c..orevemmsssensirenne 176 + 42 28 + 9 30 + 9 20 £ 7.2 23 N
Relacién M/E 36 £ 09 23 + 08 22 + 1,1* 35t 17 29 £+ 18
% proentroblastos........cceweceerirnareenanne 2 0t 21 3 + 26 43 + 2* 36t 21 31 ¢+ 1.8
% eritrob. basof. ........coovererveriencccenninns 135 ¢ 53 142 t 68 18,7 £ 6,1 174+ 63 142 + 54
% eritrob. PONCE. .....ovvvvvrmirveriiniererseesennee 364 t 79 357 + 88 387 + 54 433+ 75* 419 t 86
% enitroh. OROCE. ....c.covvveeecnverersincnnncniias 48 + 12,8 46,7 t 155 381 + 82 355+ 113 409 + 10
Hematécrito 20,1 £ 16 2 t 18 275 t 35* 309+ 45° 295 + 3*
Reticulocitos 25.409 40.854* 49.616* 49.949* 56.452*
IPR 027+ 02 045+ 0,22° 064t 0,36* 06+ 035" 082+ 0,5
EPO (mU/ml) 145 + 75 147 + 54 147 + 86 148+ 59 191 t 68°
Ferritina (ng/ml) 384,6 1574 340 1546 368 +623 331 3 224 1256

* Diferencia significativa respecto al tiempo cero {p < 0,05).

El porcentaje de proeritroblastos, E. baséfilos, E. policromatofilos y ortocromaticos es sobre 100 células rojas,

ridad global (500 células).

mientras que el de estas Gltimas es referemte a la celula-

Tabla Il. Evolucion de los parametros cualitativos en MO durante el tratamiento con r-HuEPO

Semana 0 3! 9.! 16. 24
Celularidad global baja.........ccoowwrvinneennens 41,6% 46,1% 15,38 % 25% 18,1%
Nidos eritrobléstico bajos.. 90 % 66,6 % 23,07 %* 33,3 %" 277 %
Hierro sideroblastico bajo. 75% 30,76 %* 333% 33,3% 18,2 %*
Hierro macrofagico bajo ......c..cveeceeneeees 25% 30,76 % 33,3% 25% 18 %

Los valores expresan el porcentaje de pacientes con el parametro disminuido. El resto lo tenia normal o alto.

* Diferencia significativa respecto a la semana 0 (pretratamiento).

ha encontrado sobre las células rojas, cuyo porcentaje au-
menta significativamente en la tercera y novena semanas,
manteniéndose por encima del nivel pretratamiento en la
veinticuatro.

Los proeritroblastos, eritroblastos basofilos y eritroblas-
tos policromatofilos incrementan sus porcentajes, pero lo
hacen de forma significativa: los primeros, en la novena
semana, y los altimos, en la dieciséis. En la veinticuatro
descienden las tres series, pero aun asi estan mas eleva-
das que al inicio.

Por el contrario, los eritroblastos ortocromaticos mues-
tran un descenso porcentual durante casi todo el trata-
miento y muestran una recuperacion incompleta al final.
Presentan una correlacion —0,7 y 0,68 (p < 0,05) con los
eritroblastos basofilos y policromatofilos, respectivamente.

Como se ha dicho, pretratamiento, la mayoria de los pa-
cientes tienen nidos eritroblésticos disminuidos o despo-
blados de células rojas, hecho que empieza a corregirse
muy pronto, se hace significativo en la novena semana,
manteniéndose estable posteriormente (fig. 1). Fenémeno
parecido ocurre, aunque no tan manifiesto, con los side-
roblastos. Sin embargo, no se aprecian cambios sustan-
ciales en el hierro reticular.

En el conjunto de pacientes existe una correlacion dé-
bil, 0,48 (p < 0,05), entre el porcentaje de céulas rojas en
MO vy la dosis semanal de rHUEPO (fig. 2). Curiosamente,

al realizarla por individuos hemos podido separar un gru-
po de cinco pacientes en los que ‘es mas fuerte
(r: 0,8-0,58), y buscando una ecuacion de regresion alter-
nativa a la lineal para ellos, la que mas se adapta es la re-
ciproca (fig. 3). Este mismo fenomeno lo hemos aprecia-
do respecto al hematocrito.

Sorprendentemente no hemos encontrado correlacion
significativa entre los cambios observados en MO, el ni-
vel de EPO y la respuesta en sangre periférica.

Discusion

Nuestro trabajo demuestra, previo al tratamiento con
rHUEPO i.v., una MO con eritropoyesis poco efectiva aun
disponiendo de hierro reticular y factores vitaminicos.

Una vez iniciada la terapéutica ocurre un cambio lla-
mativo en la serie roja, con incremento de sus células y
el porcentaje de las formas mas jovenes. Es posible que
el descenso en las tltimas semanas de los proeritroblas-
tos, eritroblastos basofilos y policromatofilos, coincidien-
do con el aumento de los ortocromaticos, se deba al paso
de los primeros a la forma mas madura.

Otro cambio morfolégico a destacar es el aumento o
realce de los nidos eritroblasticos, lo que debe tener im-
portancia en la maduracion de los eritroblastos y capta-
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fig. 1.—Imagen de un nido

" eritroblastico pre y postratamiento con
r-HUEPO iv.: Mientras que antes de la
terapéutica la célula reticular est4 casi
despoblada de eritroblastos, tras Ia
administracién del firmaco se rodea
llamativamente por éstos,

POSTRATAMIENTO

cion de hierro por rofeocitosis. La mejora en la utilizacion
del hierro la apreciamos también por el incremento de
los sideroblastos.

Estos hechos expresan, sin lugar a dudas, el paso de
una mala a una buena eritropoyesis al administrar el far-
maco, situacion no conseguida con otros tratamientos.
No obstante, queremos recalcar que estos cambios pue-

den ser consecuencia de su accion a niveles anteriores y

no directamente sobre las células que hemos cuantificado.

La rHUEPO se considera tiene un efecto dosis-depen-
diente . Somos de la opinion que es més cierto para el
individuo que para el colectivo, pues no necesariamente
el de mayor dosis tiene mejor respuesta; sin embargo, en
un mismo sujeto si la hay a mayor cantidad administrada.

Valorado el efecto como porcentaje de células rojas en
MO, hemos encontrado una débil correlacion significati-
va con la dosis semanal y se ha podido aislar un grupo
donde la relacion es mas fuerte y predecible mediante
una ecuacion reciproca. El resto no tiene este comporta-
miento. Todo ello nos induce a pensar en la importancia
del componente individual en la respuesta, posiblemente
relacionado con los inhibidores de la eritropoyesis, hiper-
paratiroidismo, niveles de aluminio intracelular u otros fac-
tores desconocidos.

La falta de correlacién entre los cambios en MO y la
EPO sérica medida al inicio de semana, predidlisis, se pue-
de deber a que un nivel tardio no es representativo del
efecto conseguido, pues la cinética del farmaco es mo-
noexponencial, con una T1/2 en nuestros pacientes de
6,44 horas (0: 2,9)" y los niveles alcanzados tras la admi-
nistracion {Cmax) muy altos. Seguramente el efecto de-
pende de ellos, del area situada bajo la curva o al efecto
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convirtiéndose en una verdadera
«célula nodrizav.

acumulativo de las dosis. Por tanto, esta determinacién
aislada no tiene valor para predecir la respuesta.

Quiza lo més sorprendente de este estudio es la ine-
xistencia de correlacion entre los cambios morfologicos
en MO y la respuesta periférica. La explicacion puede es-
tar en el desfase de los fenémenos: lo que ocurre en MO
no se refleja inmediatamente en la sangre, y aqui de nue-
vo el factor individuo debe ser determinante.
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Fig. 2—Relacion dosis r-HUEPO semanal células rojas MO.

La nube de puntos en el conjunto de los 14 pacientes se ajusta
: a una recta (A); sin embargo, cinco pacientes lo hacen mejor a

(R = 0,93) CEL. ROJAS = 1/0,068 — 2,55E-06 " EPO-SEMANA una reciproca (B), y uno de ellos de forma Hlamativa (C).
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