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RESUMEN

Con objeto de evaluar si el tratamiento corni eritropoyetina humana recombinante in-
fluye sobre la poblacién linfocitaria, realizamos un estudio de recuento y subpoblaciones
linfocitarias de 15 pacientes en hemodialisis tratados con eritropoyetina durante al me-
nos seis meses (7,4 + 1,2), comparando los resultados obtenidos con los de un grupo si-
milar de 19 pacientes no tratados con dicha droga y con los de un grupo control forma-
do por 37 voluntarios sanos.

Entre los grupos no existian diferencias significativas en edad. El tiempo de estancia
en hemodialisis y el hematécrito eran similares en los pacientes de los dos primeros. Las
muestras fueron extraidas a las nueve horas. Las subpoblaciones linfocitarias se determi-
naron por marcaje con anticuerpos monoclonales, siendo posteriormente separadas por
unhcitémetro de flujo. Las comparaciones estadisticas se realizaron con el test de Mann-
Whitney.

El grupo tratado con eritropoyetina present6 un descenso significativo en el nimero
absoluto de linfocitos, linfocitos T (CD,), linfocitos T Helper (CD,) y linfocitos T supresores
(CD,) respecto al resto. La cifra de linfocitos B (CD;) fue menor que en el grupo control,
pero similar a la de los pacientes en hemodialisis no tratados con eritropoyetina. El nd-
mero absoluto de leucocitos y el cociente CD,/CD; no representaron cambios. El signi-
ficado de estos datos es desconocido, pero sugiere que el tratamiento con eritropoyeti-
na, a pesar de mantener estable el nimero de leucocitos, no restablece los valores ab-
solutos normales de linfocitos ni de las distintas subpoblaciones linfocitarias.

* Palabras clave: Eritropoyetina, Subpoblaciones linfocitarias.

EFFECT OF HUMAN RECOMBINANT ERYTHROPOIETIN ON LYMPHOCYTE SUBSETS IN
HEMODIALYSIS PATIENTS

SUMMARY

Abnormal values of Lympohocyte subsets has been found in hemodialysis patients.
To evaluate the effect of human recombinant erythropoietin treatment on lymphocyte sub-
sets in hemodialysis patients, blood samples of 15 patients in hemodialysis treated with
erithropoietin (Group A) and 19 patients in hemodialysis without this treatment (Group B)
were analyzed and were compared with a control group of 37 healthy volunteers
(Group C). Patients were matched for age. Hematocrit and time on hemodialysis were si-
milar for groups A and B. Samples were drawn at 9 AM in all patients, before de hemo-
dialysis session in Groups A and B. Peripheral lymphocyte subpopulations were measur-
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ed by immunofluorescent staining

with monoclonal antibodies. Statistical analysis was per-

formed with Mann-Whitney-test.

In the Group A, the absolute number of lymphocytes, T-cells (T-CD,), T-CD, cells and
T-CD; cells was significantly reduced with respect to Group B and C. The absolute num-
ber of B cells (T-CD;,) was lower in Groups A and B than in Group C total count of white

blood cells and CD, cells/CD,

cells ratio were unchanged.

In our experience, the treatment with human recombinant Erythropoietin doesn’t seem
to have influence in the restore of the values of lymphocytes and their subsets.

Key words: Erythropoietin, Lymphocyte subsets.

Introduccién

La respuesta inmune est4 reducida en la uremia’. Este
deterioro inmunitario ha sido implicado en el mayor de-
sarrollo de complicaciones infecciosas? y neoplasicas?, asi
como en la reduccion de reacciones de hipersensibilidad
retardada frente a antigenos comunes* y en la prolonga-
da supervivencia de los injertos®. No se conoce bien el
mecanismo responsable de esta inmunosupresion, pero
es probable que jueguen un papel la linfopenia y las al-
teraciones encontradas en las subpoblaciones linfocita-
rias®7. _

Desde que se inici6 el tratamiento con eritropoyetina

humana recombinante (HrEPO) para la correccion de la
anemia de los pacientes urémicos, hemos asistido a una
mejoria de su calidad de vida que podria ser explicada,
ademés de por lo anterior, y al menos hipotéticamente,
a través de la modificacion de las alteraciones inmunita-
rias.
El objetivo de nuestro estudio fue evaluar los cambios
inducidos por el tratamiento con HrEPO sobre los linfoci-
tos y las subpoblaciones linfocitarias de los pacientes en
hemodidlisis (HD).

Material y métodos
1. Grupos de estudio

Estudiaremos los linfocitos y subpoblaciones linfocita-
rias de 71 sujetos clasificados en tres grupos:

1) Grupo A: Integrado por 15 pacientes en HD, trata-
dos con HrEPO durante al menos seis meses (74 £1,2).
2) Grupo B: Integrado por 19 pacientes en HD que no re-

cibian HrEPO. 3) Grupo C: Integrado por 37 controles sa-
nos.

Las caracteristicas de los grupos se detallan en la ta-
blal. No existian diferencias significativas en edad y el
tiempo de estancia en HD era superponible para los gru-
pos A y B. Existia una diferencia llamativa en la composi-
cion de sexos entre los dos primeros grupos. Ninguno de
los pacientes habia sido transfundido en los seis altimos
meses.

Los pacientes del grupo A habian sido tratados con
HrEPO, administrada por via intravenosa tras cada sesion
de hemodidlisis. La dosis inicial fue de 120 U/kg por se-
mana, ajustandose la misma cada dos semanas segin la
respuesta, buscando como objetivo un hematécrito (Hto)
alrededor del 30 %. La dosis dle mantenimiento se habia
fijlado en la minima capaz de mantener este Hto estable.
Ningdn paciente habia abandonado el tratamiento. En sie-
te de ellos habia sido necesario aumentar el nimero y/o
dosis de antihipertensivos.

Los pacientes del grupo B, por mantener Htos estables,
alrededor de 30, no habian sido incluidos en este proto-
colo terapéutico. ’

2. Extraccién de las muestras

La sangre fue extraida mediante cuidadosa venopun-
cion, inmediatamente antes de comenzar la primera se-
sion de hemodidlisis de la semana. Se utilizo la sal tripo-
tasica del acido etilendiaminotetraacético (EDTA) a la con-
centracion del 7,3 % como anticoagulante.

3. Tipaje y recuento

El marcaje de las distintas subpoblaciones linfocitarias
estudiadas: CD,, CD,, CD, y CD,, se realizé en sangre to-

Tablal. Caracteristicas de los grupos de estudio

Grupo A Grupo B Grupo C
(HDH[+]EPO) (HDH[-]EPO) (control)
N 15 19 37
Edad 51,9+173 57 +£10,3 57+10
Sexo 7% 83 3Q 1648 * 209 178
T estancia HDH (meses) 56 69 63 59 -
Membrana cU12 PAN 3 CU15 PAN 4 -

60



EPO Y SUBPOBLACIONES LINFOCITARIAS

Tablall. Parametros hematologicos

Grupo A Grupo B Grupo C
Hematbcrito 287+43 27,7¢53 39162
Leucocitos 4.640 £ 583 7.872 + 600 7.274 £ 532
Plaquetas 21 P. 6.466 * 92.000 215.000 + 79.000 221.000 + 54.000

tal, mediante enzimoinmunoandlisis homogéneo indirec-
to, segin el método descrito por Kim y cols.®. Utiliza-
mos un kit comercial (Technicon Diagnostics, Tarrgtown,
New York) para cada una de ellas. Todas las muestras, jun-
to con los controles negativos, se analizaron por dupgica-
do dentro de las primeras doce horas de la extraccion. La
lectura se realizé por citometria directa en el canal de pe-
roxidasas del citometro de flujo adaptado al contador ce-
lular Hg (Technicon Instruments Corporation. Tarrgtown,
New York). El calculo corregido de los resultados se reali-
76 siguiendo las instrucciones del fabricante.

£l estudio estadistico se realizo con el test de Mann-
Whitney para variables cuantitativas, y la prueba de la chi?
para comparacion de variables cualitativas.

Resultados

Los valores de los parametros hematologicos estan re-
cogidos en la tabla Il. No se objetivaron diferencias signi-
ficativas en el Hto de los dos grupos de pacientes.en HD.
Las cifras de leucocitos y plaquetas eran similares en los
tres grupos de estudio.

Ajustandonos a los linfocitos y subpoblacion linfocita-
rios (tabla Ill), objetivamos que no existian diferencias en-
tre el grupo control y el grupo no tratado con HrEPO en:
namero absoluto de linfocitos, linfocitos T(T-CD;), linfo-
citos T Helper (T-CD,) y linfocitos T supresores (T-CDy),
existiendo Gnicamente diferencia en cuanto al nimero de
linfocitos B (B-CD,q), que estaban claramente disminuidos
en los pacientes urémicos (grupos A y B). Sorprendente-
mente, los pacientes tratados con HrEPO presentaron un
namero significativamente inferior de linfocitos y subpo-
blaciones T que los urémicos no tratados con esta droga.
La cifra de linfocitos B fue similar en ambos grupos. Por

Tabla HI. Subpoblaciones linfocitarias

Grupo A  Grupo B Grupo C
LiINfOCItOS ... reererrnrrerrereneceensenne 1.432 2.019° 2.012¢
Linfocitos B .. 123 . 125 193b:¢
tinfocitos T... 1.096 1.5512 1.415°
Linfocitos T-CD4.. 537 8952 853>
Linfocitos T-CD8.. 369 456° 465"
CDA4/CDB......oovvrrenrerrsererenenns 1,65 2,25 1,96

2 p<0,05 AvsB; P p<0,05Avs G < p<0058vsC

altimo, y a pesar del descenso en el grupo A de las sub-
poblaciones CD, y CD, el cociente CD,/CDy no se mo-
difico significativamente, ya que el descenso fue muy pa-
recido para ambas.

Discusion

Existen pocas publicaciones que muestren las modifi-
caciones de las subpoblaciones linfocitarias inducidas por
el tratamiento con HrEPO en pacientes con hemodiali-
sis®11. Todas ellas analizan la evolucion a lo largo de un
periodo de seguimiento. En nuestra serie solo contamos
con una determinacion realizada a tres grupos de pacien-
tes, comparables los dos primeros en edad, tiempo en he-
modialisis y Hto. Si asumimos que nuestro grupo A co-
mesponderia al evolutivo de las series publicadas y el B al
periodo basal de las mismas, podriamos construir la ta-
bla IV, en la que objetivamos que, aunque con algunas di-
ferencias, los resultados son bastante superponibles.

En nuestra serie, el grupo no tratado con HrEPO incluia
una proporcion superior de hombres, mientras que el gru-
po tratado en nuestra experiencia y en todas las revisadas
muestra una distribucion de sexos similar. Esto vendria a
apoyar el tedrico efecto de los andrégenos, ya que la EPO
se indico en pacientes que estaban originalmente mas
anémicos. En cuanto a los leucocitos, éstos se mantienen
constantes de forma homogénea, no objetivandose tam-
poco leucopenia en relacion con los controles. Los linfo-
citos B, que basalmente estin descendidos en la insufi-
ciencia renal cronica'?, no muestran tampoco modifica-
ciones con este tratamiento.

Por el contrario, los linfocitos T, asi como las subpobla-
ciones CD,, disminuyen en todas las series, aunque la dis-
minucion relativa de cada una de ellas varia, lo que da lu-
gar a que el cociente se mantenga constante'' o, por el
contrario, aumente®, .

En resumen, la HrEPO podria ejercer un efecto selecti-
vo sobre los linfocitos Ty las subpoblaciones CD, y CDs.

La causa de esta respuesta linfocitaria aGin no esta acla-
rada. En primer lugar, podria existir una accion directa de
la HFEPO sobre las subpoblaciones linfocitarias. En segun-
do lugar, esta droga podria ejercer un efecto indirecto a
través de la anulacion de la necesidad transfusional; las
transfusiones tienen una accion inmunosupresora cono-
cida cuya inhibicion podria justificar las alteraciones en-
contradas 3. Al comparar los datos objetivados en estos
pacientes con los obtenidos en otros pacientes urémicos
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TablaIV. Resultados comparativos de las series

publicadas
B A
Leucocitos:
7.872 + 600 6.464 + 583
6.400 + 1.500 5.900 + 100
6.600 + 600 7.000 + 400
2.019 + 300 1.432 + 285*
26,555 258+85
125 £30 123 £40
169 £ 99 208 + 175
156 £ 1,2 129+ 1,6
1.551+ 182 1.096 + 285*
12711423 1.024 £ 470*
895 + 300 587 + 250*
941 £ 363 751+ 595*
36127 341+£19
456 + 180 269 £ 170*
491 £ 203 315%159*
219+2 194+15
2,25 1,65
2 2,8*
19 19
1: nuestra serie; 2: Pfall y cols.”; 3: Robles y cols."'.

* p<0,05.

con Hto estable, no transfundios (grupo B), hemos queri-
do excluir este factor.

Otros tedricos factores etiopatogénicos, como el esta-
do de los depositos de hierro o el tratamiento’ con calci-
triol, no fueron valorados en nuestro estudio.

Aunque indudablemente se precisan estudios prospec-
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tivos de mayor duracion y nimero de pacientes que los
descritos, los datos publicados hasta el momento apoya-
rian la hipétesis de que la HrEPO induce cambios en las
subpoblaciones linfocitarias, sobre todo en la poblacion
de linfocitos T. E significado clinico de lo anterior tampo-
Co se conoce.
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