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INTRODUCCION

Los pacrentes con insuficiencia renal crénica (IRC), sometidos
0 no a procedimientos dialiticos, presentan una gran variedad
de anormalidades en su respuesta inmune!. Desafortunada-
mente los informes de las diversas alteraciones no ofrecen
consistencia sobre todo con respecto alos valores porcentuales
o absolutos de los linfocitos T y B en la sangre periférica 25, 0 la
respuesta in vitro de los linfocitos a estimulos antigénicos o
mitogénicos *1° o los niveles de inmunoglobulinas séricas3%1L12,
Un hallazgo constante en todas las publicaciones es el alto
porcentaje de anergias en sujetos urémicos 37%13-17,

El estudio de la respuesta inmune en los pacientes con IRC es
importante debido alaaltaincidencia de infecciones en ellos ! y
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ademas, porque se conoce la correlacién que existe entre la
supervivencia de quienes reciben injertos renales y el estado
inmunolégico pre-transplante 13,17,

El presente trabajo describe los hallazgos inmunolégicos en
pacientes con IRC (candidatos a transplante renal) compa-
rados con un grupo control de individuos sanos.

MATERIALES Y METODOS

Sujetos estudiados: Las 24 personas que se estudiaron se
encontraban en el programa de hemodialisis crénica, 3 veces
por semana, en la Unidad Renal del Departamento de Medicina
Interna de la Facultad de Medicina (Universidad de Antioquia)
y el Hospital Universitario San Vicente de Patl, Medellin. El
tiempo de permanencia en didlisis vari6 de 3 a 34 meses. La
edad oscilaba entre 19 y 42 afios. Ninguno de los pacientes
estudiados presentaba anticuerpos antinucleares por inmuno-
fluorescencia indirecta y no se suministraba terapia inmuno-
supresora alguna en el momento del estudio. Ademas de la
hemodiélisis el tratamiento consistia en las siguientes drogas,
segun el caso, sulfato ferroso, valium, pepsamar, aldomet vy
gentamicina.

Como controles se utilizaron 20 sujetos elegidos entre el

personal médico y paramédico, clinicamente sanos, con edades
entre los 21 y los 38 afios.

Obtencién de suero y linfocitos: Las muestras de sangre
venosa se tomaron en ayunas. Una parte de la muestra se
coloc6 en un tubo seco y luego se separ6 el suero que se
conservo a —20°C hasta su estudio. A otra parte de la muestra
se adicionaron 20 U/ml de heparina (F. Hoffman-La Roche,
Suiza). El recuento de leucocitos se hizo en un hemocitémetro

y para la férmula diferencial se usaron extendidos coloreados
con Wright.

Para separar los linfocitos, la sangre heparinizada se colocé con
200 mg de hierro carbonilo (GAF Corporation, New York) por

30 min a 37%C con agitacién manual cada 5 min y posterior-
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mente se separaron los linfocitos por medio de grdientes de
densidad de ficoll-hypaque!®. La capa de mononucleares se
lavé 3 veces y luego se resuspendi6 a una concentracién de

2 x 106 cels/ml en medio RPMI-1640 (Difco, Detroit)
adicionado con 30 mM/1 de hepes (Calbiochem, La Jolla), 10%
de suero bovino fetal inactivado y antibiéticos. Segtn las
tinciones de Wright, los linfocitos correspondieron a 95%-
98% de las células. La viabilidad fue siempre mayor de 95%

segtin la exclusién de azul de tripano.

Formacion de rosetas E: Las células formadoras de rosetas
E totales y activas se estudiaron de acuerdo con una técnica
previamente descrita %29, mezclando los linfocitos con
globulos rojos de carnero al 0.5% v/v. Después de centrifugar
la mezcla a 125 g por 5 min se contaron las rosetas E activas
mientras que las rosetas’E totales se incubaron 1 h a 4°C. Los
linfocitos que unian 3 6 mas eritrocitos de carnero fueron
considerados como positivos.

Formacion de rosetas de eritrocitos-anticuerpos-com-
plemento (EAC)2!: A fin de descubrir los linfocitos con
receptores para C3b, se utilizaron eritrocitos de carnero tripsi-
nizados y luego sensibilizados con IgM anti-gl6bulos rojos
de carnero (Cappel Lab.) a una concentracién subaglutinante y
suero de ratén previamente absorbido con eritrocitos de
carnero (como fuente de complemento no hemolitico). La
mezcla de linfocitos y glébulos sensibilizados EAC se incub6
por 5 min a 372C y luego se centrifugé a 225 g por 5 min. Ll
porcentaje de rosetas EAC se determiné en igual forma que
para las rosetas L.

Células con inmunoglobulinas de superficie (slg T):
Los linfocitos se incubaron con suero de cabra anti-inmuno-
globulinas humanas anti-IgG-IgA-IgM (Behringwerke AG.
Marburg) y el porcentaje de células fluorescentes se examino
con un microscopio Ortholux (Leitz) con filtros BG- 12y

530 nm 22

Células nulas: Para cada sujero estudiado se calcul6 el
nimero de células sin marcadores de membrana sustrayendo
de 100 el porcentaje de células formadoras de rosetas L totales
més el valor mayor de rosetas EAC o de slg +.

Inmunoglobulinas séricas: La inmunoglobulinas G (IgG),
A (IgA) y M (IgM) se midieron en el suero utilizando la técnica
de la inmunodifusién radial por el método de Mancini y col.
Los antisueros y los sueros con concentraciones conocidas se
obtuvieron comercialmente (Behringwerke, Marburg).

Complemento sérico: El complemento hemolitico total
(CH .,) se determiné por la técnica de Kabat y Mayer 24, con las
siguientes modificaciones: se basa en la medicién de la
hemoglobina liberada por los eritrocitos después de una
reacci6on de un anticuerpo especifico contra determinantes
antigénicos de la membrana del eritrocito mas el complemento.

1. Glébulos rojos de carnero al 5% en solucién salina.
2. Solucién de hemolisina (segin el titulo) en solucién salina

boratada.

Mezclar estas soluciones a partes iguales y dejar en reposo 10
min, para que ocurra lareaccion antigeno-anticuerpo. El suero
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se diluye 1:20 en solucién salina boratada; a 0.3 ml de dilucién
del suero se agregan 0.2 ml de sistema hemolitico. Se incuba a
372C por 30 min luego se agrega a cada tubo 0.5 ml de solucién
salina fria. Se centrifuga y se lee la hemélisis frente a una
escala hemolitica que se prepara asi:

Una solucién A compuesta por hematies de carnero al 5% en

solucién salina y una solucién B compuesta por glébulos rojos
de carnero al 5% a los que se les agrega agua destilada. Se
congela y se agrega solucién salina hiperténica 1.71. Luego se
hacen mezclas de estas dos soluciones empezando por 1 ml de
solucién A y 0 ml de solucién B (que es el tubo de hemo-
lisis 0%). Las otras soluciones se preparan aumentando la
solucién B y disminuyendo la A hasta llegar al tubo que da

100% hemolisis.

En papel semilogaritmico, se aplica la ecuacién de von Krough
para buscar la relacién entre el porcentaje de hemélisis y la
concentracién de complemento. La lectura se da en unidades
por mililitro de suero.

Sensibilizaciéon con dinitroclorobenzeno (DNCB): Se
sensibilizaron 78 pacientes urémicos con IRC con 2 mg de
DNCB, segtin el trabajo de Spitler 2°. Después de 3 semanas se
les aplicé en la cara anterior del antebrazo como dosis de reto,
3, 10, 30 y 50 ug de antigeno y lareaccién cutanea se ley6 a los 4
dias.

Analisis estadistico: Los resultados se expresan como la
media *+ limites de confianza de 95%. Las comparaciones entre
los pacientes y los grupos controles se hicieron por medio de la
prueba de Student.

RESULTADOS

Poblaciones de linfocitos: No se encontraron diferencias
significativas entre el grupo de pacientes y los controles con
respecto al niimero de leucocitos o de linfocitos por mm?® ni al
porcentaje de linfocitos (Cuadro 1). Los linfocitos T puestos de
presente por laformacién de rosetas E totales o lasubpoblacién
formadora de rosetas E activas presentaron valores similares
en ambos grupos. -

Los linfocitos B descubiertos por las rosetas KAC no mostraron
diferencias significativas en el grupo de pacientes con IRC al
compararlos con los controles sanos. En cambio se observé una
disminucién significante en las cifras absolutas y relativas de
las células con inmunoglobulinas de membrana en los
pacientes que tenian 154 cels/mm?® (7%), contra 366
cels/mm3 (14.8%) en el grupo control. Los valores de los
linfocitos nulos fueron semejantes en los enfermos y en los
controles.

Inmunoglobulinas séricas: Los niveles de IgG estaban
disminuidos en los pacientes con IRC mientras que los de IgA e
[gM eran maés altos que en el grupo control (Cuadro 2); sin
embargo, las diferencias no fueron significativas.

Complemento sérico total: El complemento medido por el
CH ., no varié significativamente en los 2 grupos. Los pacientes
presentaron 184.2 U/ml mientras en los controles se
encontraron 198.9 U/ml.
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Cuadro 1. Poblaciones de Linfocitos en Pacientes
con Insuficiencia Renal Crénica (IRC).

Pacientes Controles
(24) (20)
No. ul s No. ul /e
Leucocitos 5, 579 6, 143
+ 719 + 021
Linfocitos 1, 980 36.5 2, 326 38.6
4. 342 +4.9 + 361 + 50
Rosetas E 1. 209 61.3 1, 479 62.9
totales + 165 L 32 +~ 272 1+4.1
Rosetas E 789 39.8 919 41.1
activas + - 165 15.2 + 2T 16.8
slg+ ] 54** 1.0 %42 366** 14.8 ***
e & 60 -_}:2._2 +— 106 +2.7
Rosetas 387 19.8 492 20.6
EAC e 90 +4.0 + 146 +3.9
"Nulos 382 18.9 437 19.7
. PR R +6.0 +. 132 +5.7
*  Media + limites de confianza de 95%
** p < 0.001
s cucdng P < 0.00005

Cuadro 2. Inmunoglobulinas Séricas en Pacientes
con Insuficiencia Renal Crénica (IRC).

Sujetos IgG IgA IgM
mg/100 ml mg/100 ml mg/100 ml

Pacientes 1,464 261 208

[IRC (35) 1249 143 157

Controles 1,540 236 150

(53) +143 - 122 125

e

* Media + limites de confianza de 95%

__—____—ﬂ

Respuesta al DNCB: La capacidad de responder a un
antigeno nuevo se probé por medio del DNCB en 78 pacientes
urémicos. ks notable que con la dosis de reto mas baja (3 pg)
s6lo 7 (9.0%) pacientes fueron positivos (Cuadro 3). Aungue
el nimero de reactores aument6 a medida que subia la dosis de
reto, con una dosis tan elevada como 50 pg inicamente 48 de

los 78 enfermos (62.0%) respondieron con reacciones
cutaneas positivas.

DISCUSION

kl estudio del estado inmunolégico de los pacientes en insufi-
ciencia renal crénica es importante no solo por la alta
frecuencia de infecciones que ellos presentan, sino también
porque algunas de las anormalidades que se han descubierto se
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Cuadro 3. Sensibilidad Cutanea al DNCB

en 78 Pacientes con Insuficiencia Renal Crénica (IR().

S LT

DOSIS DE RETO

= == s e T T

Respuesta 3 ng 10 ug 30 ng 50 ng
Negativo
—/ + 71 * 53 44 30
(91)** (68) (06) (38)
Positivo
++ / +++ 7 25 34 48
(9) (32) (44) (62)

*  Nuamero de pacientes

** Porcentaje

relacionan con el pronéstico de los aloinjertos renales. Sin
embargo, los diferentes trabajos publicados hasta el momento
presentan datos muy variables!. Varios autores’%!% han
encontrado linfopenia pero parece que el tratamiento con
hemodialisis induce un aumento a valores cercanos a los
normales®. Aunque en los pacientes de este estudio no fue
posible demostrar alteraciones en los valores absolutos o
relativos de linfocitos, hay que aclarar que todos estos
enfermos se encontraban en tratamiento de hemodialisis.

Al 1gual que los linfocitos totales, los linfocitos T se han visto
disminuidos tanto en niimero como en porcentaje 25, mientras

que otros autores han descrito valores normales independien-
temente del tratamiento dialitico 15,

Los hallazgos del presente trabajo se ubican dentro de esta
altima categoria pues no se pudo evidenciar diferencias
significativas entre el grupo normal y los pacientes con IRC
bien fuera para las células T totales descubiertas por las rosetas
E-totales o la subpoblacién formadora de rosetas E-activas, que
descubren linfocitos con una mayor afinidad por los eritro-
citos de carnero y que de acuerdo con miltiples informes

representan linfocitos T con un mayor grado de activacién
imunolégica 26,

Los linfocitos B se estudiaron por 2 métodos diferentes: las
rosetas EAC que revelan células con receptores para la fraccién
C3b2! y por medio de la imunofluorescencia directa para
descubrir células con inmunoglobulinas de superficie(slg +) 22

Las rosetas KAC presentaron valores normales, lo cual
confirma comunicaciones previas’ mientras que los linfocitos
con Igs de membrana se encontraron disminuidos tanto en
términos relativos como en los valores absolutos, lo cual a su
vez estd de acuerdo con los resultados de otros investiga-
dores %2%28, Desafortunadamente ni en el estudio actual ni en
los otros trabajos se utiliz6 el fragmento F (ab), conjugado
anti-inmunoglobulina como reactivo para manifestar estas
células, lo cual descartaria en forma directala absorcién pasiva
del antisuero a los receptores Fc existentes en la membrana de
los linfocitos B, de los linfocitos nulos y de los posibles




monocitos residuales?®; sin embargo el antisuero utilizado en
el presente trabajo se obtuvo de cabra, siendo conocido que la
IgG de esta especie tiene muy baja afinidad por el receptor
Fc humano 2930, Si se toman estos datos en conjunto, es posible
sugerir que en los pacientes con IRC hay una deficiencia de
células circulantes con inmunoglobulina en su membrana,
posiblemente linfocitos B.

Los informes sobre los niveles de inmunoglobulinas séricas en
los pacientes con IRC ofrecen variaciones considerables. Por
ejemplo, los nifios en diélisis tienen niveles bajos de IgG con
[gM alta cuando hay proteinuria asociada!l. kn los pacientes
que van a recibir transplantes no es raro encontrar IgM normal

con niveles disminuidos de IgG e IgA, cifras que regresan a
valores normales después del injerto 2. Los resultados en este
tipo de trabajos son muy variables como lo demuestran los
informes de un mismo grupo de estudio. En efecto, Casciani
et al. 3 encontraron niveles normales de IgA e IgM con IgG alta
en una tercera parte de pacientes. Luego, en otro articulo los
mismos investigadores’ comunican niveles ligeramente dis-
minuidos de las 3 inmunoglobulinas. En el presente trabajo se
encontraron niveles normales de IgG con una elevaciéon no

significatica de IgA e IgM.

Con respecto al complemento hemolitico total en este estudio,
las cifras fueron normales pero como en otros parametros
también hay informes de valores disminuidos”.

Quizas el Ginico hallazgo que no tiene variaciones se refiere a la
disminucién en las respuestas de lainmunidad celular medidas
bien sea por la linfoblastotransformacién in vitro 619 o por las
reacciones cutidneas in vivo!317, En el primer caso se ha
descrito la presencia de factores séricos que inhiben la
respuesta a mitégenos o antigenos especificos y que se han
caracterizado como moléculas de peso molecular inter-
medio3!32, Este efecto también se ha interpretado como

secundario a las alteraciones de electrolitos existentes en los

sueros urémicos 33, o como una falladefactores timicos’*y aun
como una consecuencia de los anticuerpos linfocitot6xicos que
frecuentemente se observan en este tipo de enfermos >, pero
asimismo hay que insistir en la posible existencia de células
supresoras >°.

La anergia cutidnea que se demostré en 38% de los pacientes
pues no fueron capaces de responder a una dosis de reto de 50
ug de DNCB que normalmente induciria respuestas en més de
90% de los individuos normales, se puede explicar por las
mismas razones que las respuestas in vitro disminuidas.

Se ha encontrado que la anergia cutidnea al DNCB se
correlaciona con un significativo mejor pronéstico de los
injertos !4!7 lo cual hace que este estudio tenga gran utilidad
practica.

Como la IRC es el producto final de una gran variedad de
procesos patologicos es natural que las anormalidades inmu-
nolégicas que se descubren correspondan a 2 tipos diferentes:
las primeras secundarias a las miltiples alteraciones meta-
bolicas que se presentan por no existir una funcién renal
adecuada y las segundas debidas a los procesos inmunolégicos
inherentes a las entidades de base que llevan a la IRC como
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puede ser el caso de la glomerulonefritis o el LES. Esto, lo
mismo que la falta de uniformidad en las técnicas empleadas
hace que los hallazgos sean confusos y hasta contradictorios.

Por tanto, es importante realizar estudios nuevos en los cuales
se discrimine con mayor claridad el estado metabélico de los
pacientes y la etiologia de la IRC con el fin de obtener un
cuadro mas comprensible de estos problemas.

SUMMARY

Patients with chronic renal failure (CRF) under maintenance
hemodialysis were compared with a group of healthy controls
with respect to the following immunological parameters: T, B
and null lymphocytes values, serum IgG, IgM and IgA, total
hemolytic complement (CH ;) and skin reactivity to dinithro-
chlorobenzene (DNCB) sensitization. Patients with CRF
showed decreased numbers and percentages of B lymphocytes
(surface immunoglobulin positive cells, slg +) as measured by
direct immunofluorescence. Most of the patients exhibited
cutaneous anergy to DNCB.
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