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Funcién del receptor Fc(lgG) monocitario
en pacientes urémicos en hemodialisis
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Los pacientes con insuficiencia renal crénica (IRC) en programa de hemodiélisis periédica (HDP) tienen
una elevada incidencia de infecciones debidas tanto a las fistulas arteriovenosas externas que desbordan
las barreras cutaneomucosas del huésped, como a la inmunodepresion celular que estos enfermos
padecen.

Se ha demostrado que el sistema fagocitario mononuclear de estos pacientes tiene una capacidad de
fagocitosis inespecifica normal. Sin embargo, el reconocimienta monocitario especifico mediado por

que estudiamos in vitro dicha funcién monocitaria en 56 pacientes con IRC en HDP para detectar las
posibles alteraciones existentes y observar su reversibilidad con la hemodialisis. Por ello, el presente
trabajo se ha realizado en el periodo inmediato posterior a la hemodidlisis, asi como tras incubacion de
los monocitos de sangre periférica con el suero autélogo (inactivado por el calor) procedente de una
extraccion realizada al inicio de la sesién de hemodidlisis.

Existe un deterioro significativo de la capacidad de reconocimiento monocitario dependiente de
receptores Fc(IgG) en los pacientes con IRC en HDP en comparacion a los voluntarios sanos (p<0,005}
para todas las concentraciones de IgG-antiD revistiendo los hematies (D) que se usaron como células
blanco. Esta alteracién monocitaria se hace mas patente tras incubar (4 h a 37 °C) los monocitos de
sangre periférica (MSP) de los pacientes con IRC con el suero autélogo inactivado por el calor, que se
obtuvo antes de |la hemedialisis. Las alteraciones referidas no se deben a la existencia de
inmunocomplejos circulantes, que sélo se hallaron en tres de los 56 pacientes estudiados, ni tampoco se
asociaban con determinados haplotipos del HLA (B8/B18/DR3).

En conclusion, nuestros resultados demuestran una marcada alteracion de la capacidad de
reconocimiento monocitario mediado por receptores Fc(lgG) en 1a IRC que no se normaliza por la HDP y
que, ademds, empeora tras incubar los MSP con el suero autélogo de la predialisis (inactivado por el
calor), lo cual podria deberse a factores metabélicos extramonocitarios que, al ser dializables,
desaparecerfan con la HDP, ademas de a otros factores intramonocitarios o bien ne dializables cuya
ocurrencia seria multifactorial y que obviamente no revierten con la didlisis.

Function of the monocyte receptor Fe(lgG) in uremic patients
on periodical hemodialysis

The patients with chronic renal failure (CRF) undergoing periodical hemodialysis (PHD) show a high
incidence of infections; these are secondary to both the external arteriovenous fistulae, that disrupt the
cutaneomucosal barriers of the host, and the cellular immunodepression present in this type of patients.
It has been shown that the phagocytic/mononuclear system of these patients has a normal capacity of
non-specific phagocytosis. However, the specific recognition by the monocytes of the Fc fragment of IgG,
mediated by membrane receptors, has not yet been tested. This is the reason why we have studied this
monocytic function «in vitron», in 56 patients with CRF undergoing hemodialysis, so as to detect the
possible abnormalities and their reversibility with hemodialysis. Therefore, the present study was
performed in the period immecitely after hemodialysis, and, on the other hand, after incubation of
peripheral blood monocytes in autologous heat-inactivated serum from blood drawn at the start of
hemodialysis.

A significant deterioration of the recognition capacity of monocytes depending on Fe(lgG) receptors was
found in patients with CRF on PHD when compared to healthy volunteers (p<0,005), for all the
concentrations of the anti-D-1gG that coated erythrocytes (D) used as target cells. This monocyte
abnormality was more apparent after incubation (at 37° during 4 hours) of the peripheral blood
monacytes (PBM) of patients with CRF with autologous heat-inactivated serum obtained before
hemoadialysis. The mentioned abnormalities were not caused by circulating immunocomplexes, that were
present in only 3 of the 56 studied patients; they were not associated either with certain HLA haplotypes
(B8/B18/DR3).

In conclusion, our results show a marked impairment in the Fc(lgG) receptor-mediated recognition
capacity of monocytes in CRF; this impairment is not reversed by hemodialysis, and it is accentuated
after incubation of PBM with heat-inactivated autologous serum from the predialysis period. This might
be due to dialyzable extramonocytic metabolic factors, that would disapear with PHD; in addition, other
intramonocytic or non-dialyzable factors would be present. The occurrence of the latter would be
multifactorial and, obviously, would not be reversed by dialysis.
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receptores de membrana para el fragmento Fc de la IgG no se ha evaluado hasta la actualidad. Es porello |

La hipétesis de que la respuesta inmune
en la uremia se encuentra alterada fue
avalada por primera vez a raiz de los tra-
bajos de Hume et all, quienes apreciaron
una prolongacion de la supervivencia de
los injertos en estos pacientes.

Desde entonces, se han publicado dife-
rentes estudios®> sobre el estado inmu-
nolégico de estos enfermos, los cuales
demuestran un marcado deterioro de las
defensas inmunes en estos pacientes.
Todo ello, unido a la disrupcién de las ba-
rreras mucocuténeas del huésped con el
entorno, debido a los mecanismos de ac-
ceso vascular (fistulas arteriovenosas) va
a favorecer el aumento de la incidencia y
morbilidad de los procesos infecciosos,
que ademas constituyen la primera causa
de mortalidad en estos pacientes®®,
Una vez sobrepasadas las barreras cuta-
neamucosas, la primera linea defensiva
del organismo esté constituida por los
macrdfagos del sistema reticuloendote-
lial, cuya funcion de fagocitosis inespeci-
fica parece estar conservada’ o incluso
aumentada®, conforme se ha demostrado
mediante el aclaramiento de albimina
humana polimerizada y marcada radiacti-
vamente. Sin embargo, la funcidn de los
receptores macrofagicos especificos para
el fragmento Fc de algunas inmunoglobu-
linas y para el complemento no han sido
evaluados hasta la fecha en estos en-
fermos.

Es por ello gue nos propusimos estudiar
in vitro la capacidad de reconocimiento
monocitario dependiente de receptores
para el fragmento Fc de la IgG [Fc(lgG)],
con el objetivo de determinar si estos en-
fermos padecen una mala funcionalidad
de dichos receptores gue contribuyera a
la morbilidad y mortalidad exacerbada
debida a procesos infecciosos que tienen
estos pacientes.

Material y método

Fueron objeto de estudio 56 pacientes (36 mujeres y
20 varones), con una edad media de 44,62 + 12,33
afios y con una estancia media en hemodialisis perid-
dica (HDP) de 45,07 + 15,37 afos. El grupo control
estaba integrado por 20 voluntarios sanos (VS), 14
mujeres y 6 varones, cuya edad media era de
42,09 + 16,18 anos.
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Fig. 1. Porcentaje (X +
DE} de reconocimiento
de ff;s D-antiD por los mo-
nocitos de sangre perifé-
rica de voluntarios sanos
{MSP-‘VS), de pacientes
con insuficiencia renal
crdnica (MSP-IRC) y por
los MSP de estos mismos
enfermos tras la incuba-
cion con suero autdlogo
inactivado por el calor pro-
cedente del periodo pre-
diglisis (MSP-IRC+S).

MSP-VS

MSP-IRC

MSP-IRC+S

300 600

N.° de moléculas
de IgG-AntiD/Hematies (D)

1.200

La HDP se ajusto al esquema de 4-5 horas, tres veces
por semana, con dializadores de membrana tipo cu-
profano. Ninguno de los pacientes evaluados presen-
taban infeccion o habian tomado sustancias inmuno-
depresoras al menos durante los dos meses previos a
la realizacidn del presente estudio.

Al final del dia de la sesion de HDP elegido para
hacer los experimentos, se les extrajo sangre a cada
uno de los pacientes y voluntarios sanos para realizar
las siguientes determinaciones: 1) glucemia basal,
nitrégeno ureico en sangre (BUN), sodio, potasio,
clora, calcio total, fosforo, creatinina, hemograma
completo, dcido urico, lipidos totales, triglicéridos,
colesterol total y proteinograma; 2) prueba de cribaje
para inmunocomplejos circulantes (ICC), mediante
precipitacién con polietilenglicol, segun técnica ya
descrita®, y 3) estudio in vitro sobre la capacidad de
reconocimiento monocitario dependiente de recepto-
res Fc(lgG). Para ello se prepararon monocapas con-
fluentes de monocitos de sangre periférica (MSP)

TABLA 1

mediante centrifugacidn a través de un gradiente de
Ficall-Diatrizoato y posterior adherencia a placas de
Petri (Nunc, Madrid), segin técnica que ya hemos
descrito!®. Como células blanco usamas siempre los
hematies de una misma persona Rh+(D), tras mar-
carlos con *'Cr (Dicromata potdsico, Amersham, Ma-
drid) y revertirlos con una |gG-antiD moncespecifica
{Labs. Ortho, Madrid}, como ya hemos indicade'®. Se
determind el numero de moléculas de IgG-antiD re-
vistiendo a los hematies (D}, mediante radicinmunoa-
nalisis empleando una antiinmunoglobulina humana
marcada con ‘291, segln técnica ya descrital. La
1gG-antiD no contenia IgM, 1gA ni C3, segln se deter-
mind mediante inmuncdifusion doble (Quchterlony) y
radial (Behring Diagnostics, Madrid). Los hematies
(D) marcados y sensibilizados (D-antiD) se afadieron
en 1 ml de solucidn de Hank (Flow labs., Madrid} a
cada una de las monocapas de MSP, las cuales con-
tenian 5 x 107 células mononucleares y posterior-
mente se incubaron durante 40 min a 37 °C en una

Reconocimiento en porcentaje (X + DE) dependiente de receptores Fc(lgG) de los monocitos
de sangre periférica (MSP) de voluntarios sanos (MSP-VS), pacientes con insuficiencia renal
cronica (MSP-IRC) y estos mismos pacientes cuando sus MSP se incuban (4 horas a 37 °C)
con suero autdlogo inactivado por el calor, que se obtuvo inmediatamente antes de la sesién

de hemodialisis (MSP-IRC+S)

N.? de moléculas de IgG-antiD por hematie (D)
Grupo estudiado
300 600 1.200

1) MSP-VS 2,81 +0,21 5,76 +0,52 8,63 + 0,87
2} MSP-IRC 1,61 £ 0,11 2,96 + 0,23 521 + 0,77
3) MSP-IRC+S 0,75 + 0,07 1,81 £0,12 3,72 £ 0,57
Significacién estadistica (p)
(2) frente a (1) <0,005 <0,005 <0,005
(3) frente a (1) <0,001 <0,001 <0,001
(3) frente a (2) <(0,001 <0,005 <0,01

[23]

EN HEMODIALISIS PERIODICA

atmdsfera con el 5 % de CO,. Se lavaron las monoca-
pas con 2 ml de solucién de Hank para recuperar la
fraccién de los D-antiD no reconocidos por los MSP,
tratandose fuego las monocapas con EDTA 0,086M,
para asf recuperar todas las células adheridas a la
placa de Petri.

Los resultados se expresan como porcentaje del total
de los hematies marcados y sensibilizados anadidos a
cada monacapa que fueron reconocidos por estas Ul-
timas, segun la siguiente férmula: porcentaje de D-
antiD reconocidos por los MSP =

= MN.° de D-antiD adheridos a la monacapa ,, 1qq
N." de D-antiD afadidos a la monocapa :

Asimismo y para comprobar el efecto que los factores
séricos asociados a la insuficiencia renal crénica po-
seen sobre el reconocimiento monocitario dependien-
te de receptores Fc(lgG), se incubaron (4 h a 37 °C)
monacapas de MSP de los pacientes con el suero au-
télogo inactivado por el calor (50 °C durante 40 min),
el cual se habia obtenido inmediatamente antes de la
sesion de hemodialisis. Después se sometieron estas
monocapas de MSP al mismo protocolo experimental
que se ha descrito mas arriba.

Tanto los pacientes como los voluntarios sanos firma-
ron su consentimiento escrito para la realizacion del
presente estudio, tras detallada explicacion de los
pracedimientos y fines del mismo.

El tipaje HLA de los pacientes se obtuvo a partir de
sus historias clinicas, ya que a todos ellos se les
habia rezlizado por el Servicio de Inmunologia de la
Ciudad Sanitaria Virgen del Rocio de Sevilla, en pre-
visién de un posible homoinjerto.

Los resultados se analizaron estadisticamente segun
la prueba de Wilcoxon para datos no apareados, en lo
referente a las comparaciones entre grupos y se em-
plearon los coeficientes de correlacidn de Spearman
para correlacionar la capacidad de reconocimiento
monccitario mediado por receptores Fe(lgG) con los
demds pardmetros bioquimicos e inmunalégicas que
se determinaron.

Resultados

En la figura 1 se representa graficamente
la capacidad de reconocimiento mediado
por receptores de membrana Fc(lgG) de
los monocitos de sangre periférica (MSP)
de los pacientes en hemodialisis periddi-
ca (HDP), en presencia o no de suero au-
tologo inactivado por el calor, que se ob-
tuvo inmediatamente antes de iniciar la
HDP, en comparacion con los MSP ae los
voluntarios sanos. Se pudo apreciar que
los MSP de pacientes urémicos, extraidos
recién acabada la HDP, presentan un de-
terioro cuantitativo del reconocimiento
dependiente de receptores para el frag-
mento Fc de la 1gG, en comparacién a los
MSP de voluntarios sanos (p<0,005 para
300, 600 y 1.200 moléculas de IgG-
antiD revistiendo los D). Ello sugiere la
presencia de alteraciones intrinsecas al
MSP en la insuficiencia renal crdnica,
que no pueden ser revertidas por la he-
modialisis.

Cuando los MSP obtenidos de pacientes
con insuficiencia renal cronica nada mas
finalizar la sesidn de hemodialisis se in-
cuban (4 h a 37 °C) con suero autdlogo
inactivado por el calor (extraido justo
antes de la sesion de dialisis), observa-
mos una disminucion significativa del re-
conocimiento monocitario dependiente
de receptores Fc(lgG), en comparacion a
los MSP de voluntarios sanos (p<0,001
para 300, 600 y 1.200 moléculas de
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|gG-antiD revistiendo los D) o los MSP de
estos mismos pacientes en ausencia del
suero autélogo inactivado por el calor
(tabla 1), lo cual sugiere la existencia de
factores séricos (extramonocitarios) en la
uremia que lesionan la funcionalidad del
receptor Fc(lgG) de la membrana mono-
citaria.

La tabla 1 recoge los datos cuantitativos
del reconocimiento monocitario mediado
por receptores Fc(lgG) en la insuficiencia
renal crénica, asi como el grado de la sig-
nificacion estadistica en las comparacio-
nes entre los distintos grupos que se estu-
dian.

Se detectaron inmunocomplejos circu-
lantes en tres de los 56 pacientes urémi-
cos en hemodidlisis. Sin.embargo, ello no
guard6 relacion estadistica alguna con el
grado de reconocimiento monaocitario de-
pendiente de receptores Fc(lgG), ni en
presencia ni en ausencia del suero auto-
logo inactivado por el calor.

De los 56 pacientes habia diez en cuyo
haplotipo figuraba al menos uno de los si-
guientes foci: HLA B8/B18/DR3, sin que
pudiéramos apreciar diferencias signifi-
cativas entre el grado de reconocimiento
monocitario dependiente de receptores
Fc(lgG) de estos pacientes, en compara-
cion con los otros que no poseian dichos
loci.

Discusion

Durante estas ultimas décadas y, con el |

perfeccionamiento de la hemodialisis
como terapia médica, se ha mejorado el
prondstico de los enfermos con insufi-
ciencia renal cronica (IRC)Y. No obstan-
te, las complicaciones infecciosas conti-
nuan siendo la mayor amenaza en este
tipo de pacientes®®. Es incuestionable
que el tipo de infeccion mas frecuente es
aquella relacionada con el mecanismo de
fistulas arteriovenosas externas que con-
lleva a una disrupcion de las barreras
cutaneomucosas del huésped con el en-
torno y a una continuada estimulacion
antigénica y acceso de gérmenes oportu-
nistas.

Nuestros resultados sugieren que la alte-
racion detectada en el reconocimiento
monocitario dependiente de receptores
para el fragmento Fc de la 1gG seria una
mas de las causas contribuyentes al dete-
rioro inmune global que presentan los
pacientes con IRC y a la mayor suscepti-
bilidad para padecer y fallecer por infec-
ciones de los enfermos incluidos en un
programa de hemodialisis periddica. Ade-
mas, los resultados obtenidos concuer-
dan con el deterioro del aclaramiento del
sistema fagocitario mononuclear media-
do por receptores Fc(lgG) gue anterior-
mente habiamos publicado'®. En defini-
tiva, seria el sistema fagocitario mononu-
clear la primera linea de defensa inmuno-
l6gica en este tipo de enfermos cuyas ba-
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rreras cutaneomucosas han sido artifi-
cialmente desbordadas.

No creemos que la deficiencia del recep-
tor Fc(1gG) se deba al blogueo del mismo
por inmunocomplejos circulantes, tal y
como ha demostrado el grupo de Michael
Frank'®'* para las enfermedades autoin-
munes, ya que solo hemos detectado la
presencia de inmunocomplejos circulan-
tes en tres de los 56 pacientes evaluados
y éstos no eran los que presentaban el
mayor deterioro de la capacidad de reco-
nocimiento monocitario dependiente de
receptores Fc(lgG). Tampoco pensamos
que la alteracion monocitaria descrita en
la IRC se deba a un componente fijo y he-
redable, asociado al HLA (B8/B18/DR3),
ya que los 10 pacientes que presentaban
alguno de estos loci en sus haplotipos no
eran los que menor capacidad de recono-
cimiento monocitario dependiente de re-
ceptores Fc(lgG) mostraron. La mencio-
nada alteracion monocitaria tambien po-
dria obedecer a la presencia de factores
séricos bloqme-:antes16 o anticuerpos con-
tra el receptor Fc(lgG) monocitario®”. Sin
embargo, el haber realizado los experi-
mentos /in vitro y por ello en ausencia de
suero y, ademads, el deterioro adicional
inducido por la incubacion con el suero
autdlogo de la predialisis, son hechas que
sugieren una alteracion intrinseca al mo-
nocito en lo tocante a la expresividad de
sus receptores Fe(lgG), la cual mejora sin
normalizarse con la hemodialisis y em-
peora tras la incubacion con suero autodlo-
go de la predidlisis. Es decir, también
existen factores extramonocitarios que le-
sionan la expresividad del receptor de
membrana Fc(IgG). Estos cambios en la
capacidad de reconocimiento dependien-
te de los citados receptores de membrana
son mas acordes con variaciones rapidas
en el niimero de los mencionados recep-
tores que con una alteracion fija (caso de
existir factores o anticuerpos bloguean-
tes) de dichos receptores, los cuales no
mostrarian unos cambios tan relativa-
mente rapidos como los descritos para la
pre y posdialisis.

Pensamos, con la mayoria de los auto-
res', que la deficiencia del reconoci-
miento monocitario dependiente de re-
ceptores Fc(lgG) no sélo se debe al factor
uremia per se, sino a la interaccion de un
gran nimero de alteraciones metabaolicas
que sucedenen los pacientes con IRC en
hemodialisis, tales como la acumulacion
de sustancias toxicas entre las que desta-
ca la metilguanidina y otros heptapépti-
dos de bajo peso molecular (de 500 a
5.000 dalton), que parecen ser fragmen-
tos de la beta,-microgobulina y no son
dializables por su bajo peso molecular'®,
los cuales, como han demostrado Lawley
et al'® disminuyen in vitro el numero de
receptores de membrana para la 1gG de
los linfocitos humanos. Asimismo, po-
driamos barajar otras consecuencias fi-

siopatoldgicas de la uremia como condi-
cionantes de la alteracion monacitaria
descrita y de la inmunodepresién celular
generalizada que estos pacientes mues-
tran, como: 1) disminucién de los niveles
plasmaticos de cinc?®, elemento traza
cuya deplecién se viene asociando a in-
munodepresion celular?'; 2) disminucion
de la concentracién sérica de la vitamina
Be2?, la cual actia como importante co-
factor enziméticoé cuya carencia induce
inmunodepresion 3. 3) elevacién de las
tasas plasmaticas de hormonas corticoi-
deas que se detecta en pacientes con IRC
en hemoadialisis®®, que deprimiria la fun-
cion del receptor Fc(lgG) monocitario?®,
y 4) elevada prevalencia de desnutricidn
energético-caldrica que los pacientes es-
tudiados presentan como norma®® y, que
desde hace tiempo, se sabe asociada al
deterioro de la inmunidad, particular-
mente de la celular®’, sin olvidar la posi-
ble participacion de otros factores inmu-
nodepresaores como el uso continuado de
heparina®®, la elevada tasa de transfusio-
nes y hepatopatias que estos pacientes
sufren como consecuencia de su enfer-
medad de base y las complicaciones del
tratamiento.

En conclusion, nuestros resultados de-
muestran una marcada alteracion de la
capacidad de reconocimiento monocita-
rio dependiente de receptores Fc(lgG) en
pacientes con insuficiencia renal crénica
en hemodialisis, la cual es mds intensa
antes de la dialisis, sin llegar a normali-
zarse después de la citada. Ello sugiere la
existencia de un factor monocitario in-
trinseco y no modificable por la hemodia-
lisis o bien de factores séricos no dializa-
bles que serian los responsables de la al-
teracidn descrita después de la hemodia-
lisis, asi como la existencia de factores
extramonocitarios (séricos), que al ser
dializables justificarian la mejoria funcio-
nal del receptor Fc{lgG) monccitario tras
la sesion de hemodialisis.
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