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RESUMEN

Hemos determinado, mediante técnica de enzimoinmunoensayo (ELISA), niveles
plasméticos basales e intradialiticos de interleuquina-1 alfa (IL-1) y beta-2 microglobulina
(B2-M), en nueve pacientes en hemodialisis tratados secuencialmente durante cinco se-
manas con cinco diferentes membranas: cuprofan (CU), poliacrilonitrilo tipo AN-69
(PAN), polisulfona (PSF), etinilvinilalcohol (EVAL) y acetato de celulosa (AC). Se valoran
niveles en los momentos inicial (1), medio (M) y final (F) de la Gltima diélisis de cada se-
mana.

Las membranas de PAN, CU y AC indujeron una produccién significativa de IL-1 in-
tradialisis: | = 98,5 + 57,46; M= 129 + 51,11; F= 98,5 + 54,6 para el PAN. | = 86,1 #
27,48, M= 104,6 + 28,84; F= 81,4 + 20,04 para el CU. I = 56,42 + 14,96; M= 75,14
+20,78; F= 75,42 + 26,49 para el AC. (Test de Wilcoxon: p < 0,05 para M vs. I; medi-
cion en pgs/ml). Las membranas de EVAL y PSF no exhibieron cambios significativos:
I=69,62 17,95, M= 72,12 + 15,51, F= 75,5 + 16,66 para el EVAL. | = 75,28 + 10,
M= 76 +17,43; F= 84 + 13,67 para la PSF.

Los niveles intradialiticos de B2-M disminuyeron significativamente con PSF:
I'=35+1213; M= 27,3 + 12,2; F= 24 + 10,4, por contra, se incrementaron con
el CU: I= 32,7 £11,02; M= 37,2 + 10,4; F= 39,4 10,3 (test de Wilcoxon: p <0.05
para M vs. I; medicién en mgs/l). No se observaron cambios sustanciales con PAN
(1= 32,12 + 8,06; M= 30,6 + 10,9; F= 29,7 + 10,5), EVAL (30,3 #+ 10,1, M= 32,8 + 7,07;
F=3361+7)yAC(I= 38 +10,4; M= 43,1 +13,9; F= 45,2 + 13,4).

La interaccion membrana-monocito puede actuar como inductor de la produccién
intradialitica de IL-1. Las membranas de EVAL y PSF son las que se comportan mas
biocompatibles desde este punto de vista. En nuestra experiencia no parece existir una
correlacion entre los cambios intradialiticos de la B2-M y la produccion aguda de IL-1.
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PRODUCCION DE INTERLEUQUINA-1

INTERLEUKIN-1 PRODUCTION AND CONCOMITANT EVALUATION OF BETA-2
MICROGLOBULIN LEVELS IN HEMODIALYSIS. «IN VIVO» STUDY WITH HVE
DIFFERENT MEMBRANES

SUMMARY

9 Hemodialysis patients were sequentially treated during a 5 weeks follow-up time
with 5 different membranes: Cuphrofane (CU), Polyacrilonitrile type AN-69 (PAN), Poly-
sulfone (PSF), EthinyMinylalcohol (EVAL) and Cellulose Acetate (CA). We determined by ELI-
SA basal and intradialytic plasmatic levels of alfa interleukin-1 (IL-1) and Beta-2 Microglo-
buline (B-2M) at 3 moments, Initial (I), Half (H) and Final (F), of every week last dialysis.

PAN, CU, and CA membranes induced a significative intradialytic IL-1 production:
1= 98515746, H= 129 + 51.11; F= 985 + 54.6 for PAN. | = 86.1 + 27.48; H =
104.6 + 28.84; F= 81.4 + 20,04 for CU. I = 56.42 + 14.96; H= 75.14 + 20.78; F =
75.42 + 26.49 for CA (Wilcoxon Test: p < 0.05 for H vs. I; level measures in pgs/ml).
EVAL and PSF membranes did not show significative changes: |1 = 69.62 + 17.95; H =
7212 + 1551, F= 75.5 + 16.66 for EVAL. 1= 75.28 + 10, H= 76 + 17.43; F= 84 ¢
13.67 for PSF.

Intradialytic B2-M levels significantly decreased with PSF: | = 35 + 12.13; H= 273
12.2; F= 24 # 10.4. In the other hand they increased with CU: I = 32.7 + 11.02; H=
37.2 +10.4; F= 39.4 + 10.3 (Wilcoxon Test: p <0.05 for H vs. I; level measures in mgs//).
No significative changes were seen with PAN (I = 32.12 + 8.06; H = 30.6  10.9; F=
29.7 # 10.5), EVAL (30.3 + 10.1, H= 32.8 + 7.07; F= 33.6 + 7) and CA (I= 38 + 10.4;
H=4314+139; F= 452 + 13.4).

Membrane-Monocyte interaction can be a inducer of IL-1 intradialytic production. EVAL
and PSF membranes are the most biocompatible membranes from this point of view. In
our experience there is not an apparent correlation between intradialytic B2-M changes

and acute IL-1 production.

Key words: Interleukin-1. Beta-2 microglobulin. Biocompatibility. Hemodialysis.

Introduccion

En pacientes en hemodilisis periddica (HD) de largo
tiempo de evolucion es conocida la tendencia a niveles
plasmaticos elevados de B2-M. En relacion con ello se en-
cuentra la incidencia de un tipo de amiloidosis provoca-
do por polimerizacion de depositos de B2-M fundamen-
talmente en ligamento del tinel carpiano, partes blandas
periarticulares, zona 6sea yuxtaarticular y capsula sino-
via|1,2,10-12.

La IL-1 es un auténtico mensajero proinflamatorio, a
la que se le imputan multiples efectos biologicos, entre
los que destaca el de actuar como un reactante de fase
aguda®*.

En 1983 se introduce la hipotesis de que muchos de
los efectos indeseables de la HD a largo plazo, como la
debilidad muscular, la pérdida progresiva de masa 6sea
y la propia amiloidosis dialitica, pueden tener su origen
en la estimulacion de monocitos humanos activados tras
su adherencia a las membranas de didlisis y en la libera-
cién de monokinas, en particular, la IL-1%35.6.8,

En otro punto de vista relacionado, se ha demostrado
en cultivos «in vitro» de monocitos la produccion de
beta-2 microglobulina’. Resulta, en consecuencia, como
posibilidad atrayente, el que la estimulacion generadora
de beta-2 microglobulina tenga su punto de partida en
la liberacion de IL-1 por los monocitos activados.

En el presente trabajo hemos realizado un estudio
comparativo «in vitro» de niveles plasmaticos de IL-1y
B2-M en un grupo de pacientes en HD tratados con cin-
co diferentes membranas, valorando conjuntamente di-
chas sustancias com marcadores de biocompatibilidad y
evaluando el posible papel de la IL-1 en la génesis de la
B2-M de una manera aguda.

Material y métodos

Se seleccionaron aleatoriamente nueve pacientes (cin-
co hembras y cuatro varones), clinicamente estables, con
un tiempo medio de estancia en HD de 53 £ 51 (seis
ciento cuarenta y uno) meses y con una edad media de
44 * 14 (veintitrés - sesenta y siete) afos.

Todos los sujetos fueron sometidos a un protocolo de
tratamiento prospectivo y secuencial durante cinco se-

“manas con cinco diferentes membranas y en el siguien-

te orden: cuprofan (CU), poliacrilonitrilo tipo AN-69
(PAN), polisulfona (PSF), etinilvinilalcohol (EVAL) y acetato
de celulosa (AC). Los dializadores empleados tenian una
superficie de membrana no superior a 1,2 m2. Los flujos
sanguineos no superaron nunca los 250 ml/min y las
pautas de HD, por lo demas, seguian criterios conven-
cionales, sin emplear técnicas de dialisis cortas. Se com-
prob6 la inexistencia de contaminacién bacteriana en el
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bario de dilisis mediante bacteriologia y realizacion del
test Limulus para descartar la presencia de toxinas bacte-
rianas. El bitfer empleado fue acetato en siete sujetos y
bicarbonato en otros dos.

Se realizaron mediciones, mediante técnica de enzi-
moinmunoensayo (ELISA), de niveles plasmaticos de in-
terleuquina-1 fraccion alfa (IL-1) y beta-2 microglobulina
(B2-M) cuantificados en pgs/ml y mgs/! respectivamente.

Inicialmente se compararon los valores basales de IL-1,
previos al estudios con la primera membrana, frente a
dos grupos controles, de edad media similar, de ocho su-
jetos sanos (S) y siete en situacion de insuficiencia renal
cronica sin tratamiento dialitico y con valores inferiores
a 15 ml/min de aclaramiento de creatinina (IRC).

Con posterioridad, en cada uno de los pacientes en
HD se extraian, durante la tercera sesion de la semana
de tratamiento con la correspondiente membrana, de-
terminaciones en los momentos inicial, medio y final de
la dialisis. Cada paciente fue en todo momento control
de si mismo con respecto a la membrana utilizada.

Todas las determinaciones intradialiticas fueron corre-
gidas, para obviar el factor de hemoconcentracion, se-
gun la relacién de variacion concomitante en las protei-
nas totales plasmaticas. Asimismo, todas las determina-
ciones se realizaron por triplicado, observandose una va-
riacion intraensayo minima (inferior a 5 %), dandose por
valida la media de los tres valores de una misma deter-
minacion. Con el fin de evitar también la variacion inte-
rensayo el andlisis de todas las muestras lo efectuamos
el mismo dia y con reactivos pertenecientes al mismo
lote.

Los andlisis estadisiticos en la evaluacion de los cam-
bios agudos de los valores de IL-1 y B2-M intradialisis se
-efectuaron mediante el test de Wilcoxon para muestras
no paramétricas. En el caso de comparacion intergrupos
se realizo mediante la prueba de Mann-Whitney.

INTERLEUQUINA-1
VALORES BASALES

Fig. 1.—Cuantificaciones de valores medios globales de IL-1 en tres
grupos de sujetos: sanos, insuficientes renales cronicos y hemodidlisis
(previos al estudio con las cinco membranas).
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Tabla 1. Valores de Il-1 con las 5 membranas
estudiadas
INICIAL MITAD FINAL

cu 86,1 +27,48 1046 +2884* 814 £2004
PAN 98,5 £5746 129 51,11 98,5 54,66
PSF 75,28 £ 10 76 +£17.43 84 13,67
EVAL 69,62+17,95 72,12+ 15,51 75,5 16,66
AC 56,42+1496  7514+2078* 7542+ 26,49 *

* p<0,05.* p<0,01. Mitad vs. inicial. Test de Wilcoxon.

Resultados
Niveles basales de IL-1 (figura 1):

Los valores de IL-1 en el grupo HD, previos al estudio
del compartimiento intradialitico, fueron de 88,2 + 11,4
(56-110), mientras que en el grupo S las determinacio-
nes eran de 150,5178,8 (69-303) y en el de IRC
108,1 £ 48,3 (64-195). Sin embargo, la comparacién me-
diante analisis estadistico no mostr6 diferencia significa-
tiva, probablemente porque existia una mayor dispersion
de resultados en los grupos S e IRC. No existia una co-
rrelacion apreciable entre el tiempo de estancia en HD
y el nivel de IL-1, asi como tampoco entre esta Gltima y
el grado de deterioro de funcion renal en el grupo IRC.

Comportamiento intradialitico de la IL-1 con las
diferentes membranas (tabla | y Figs. 2 a 6)

Observamos una aparente produccién intradialitica de
IL-1 fundamentalmente con las membranas de CU, PAN
y AC en la muestra tomada a mitad del tiempo de dura-
cion de la sesion de HD, para posteriormente al final de
la dialisis retornar a valores similares a los del momento
inicial.

La variacion fue mas importante en el caso del PAN
(129 £ 51,11 vs. 98,5 £ 57,46. p <0,01) que con el CU
(104,6 + 28,84 vs. 86,1 + 27,48. p <0,05). La membrana
de AC fue la Gnica que mostré una persistente elevacion
de los niveles de IL-1, tanto a mitad (75,14 + 20,78.
p <0,05) como al final (75,42 + 26,49. p <0,05) de diali-
sis con respecto al inicio (56,42 + 14,96). Las elevaciones
intradiélisis menos marcadas con los valores del inicio co-
rrespondieron a las membranas de PSF (76 + 17,43 vs.
75,28 £ 10) y EVAL (72,12 £ 15,51 vs. 69,62 + 17,95).

No se apreci6 tampoco diferencia significativa entre
los valores iniciales de las diferentes membranas, si bien
la impresion inicial lo sugeria en algin caso como el de
PAN (98,5 + 54,66) vs. AC (56,42 + 14,96).

Niveles basales de B2-microglobulina

Los niveles globales de B2-M en el grupo de pacien-
tes en HD fueron de 32,8 + 11,47, altamente significati-
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VALORES de IL-1y B2-M
CUPROFAN
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IL-1 (pg/mi) B2-M (mg/l)
* p <0,05 vs. inicio (test de Wilcoxon)

Fig. 2.—Cuantificaciones de valores medios globales en los pacientes
estudiados con la membrana de cuprofan.

VALORES de IL-1y B2-M
POLISULFONA
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* p <0,05 vs. inicio (test de Wilcoxon)

fig. 4.—Cuantificaciones de valores medios globales en los pacientes
estudiados con la membrana de polisulfona.

VALORES de IL-1y B2-M
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** p <0,01 vs. inicio (test de Wilcoxon})

VALORES de IL-1y B2-M
ETINILVINILALCOHOL

INICIO MITAD FINAL

IL-1 (pg/ml) B2-M (mg/l)

fig. 3.—Cuantificaciones de valores medios globales en los pacientes
estudiados con la membrana de poliacrilonitrilo.

Fig. 5.—Cuantificaciones de valores medios globales en los pacientes
estudiados con la membrana de etinilvinilalcohol.
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VALORES de IL-1y B2-M
ACETATO DE CELULOSA
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*p <0,05 vs. inicio {test de Wilcoxon)

Fig. 6.—Cuantificaciones de valores medios globales en los pacientes
estudiados con la membrana de acetato de celulosa. :

vos en su elevacion con respecto a los valores normales
establecidos en nuestro laboratorio de control (4,5 £ 2,3).

Comportamiento intradialitico de la B2-microglobulina
con las diferentes membranas (tabla 1)

Los valores de B2-M mostraron una tendencia a la ele-
vacion con la membrana de CU y al descenso con la de
PSF, si bien solo alcanzaban significacion estaditica en las
determinaciones del final de fa HD comparadas con las
del inicio (39,4 +10,3 vs. 32,7+1,02 para el CU.
p <0,05; 24 £ 10,04 vs. 35 + 12,13 para la PSF. p <0,05).
No resultaron ser estadisticamente significativas las mo-
dificaciones existentes con las otras tres membranas, al
alza en el caso de AC (45,2 + 13,4 vs. 38 + 10,4) y EVAL
(33,6 £7vs. 30,3 £ 10,1) y a la baja ¢on PAN (29,7 £ 10,5
vs. 32,12 £ 8,06).

Tabla Il. Valores de B2-Microglobulina con las 5

membranas estudiadas

INICIAL MITAD FINAL
CU 32,7 +£11,02 37,2+£10,4 394+10,3*
PAN 32,12+ 8,06 30,6 £ 10,9 29,7 £10,5
PSF 35 +12,13 27,3+12,2 24 +104*
EVAL 303 +101 328+ 7,07 336+ 7
AC 38 104 4521134

43,1139

* p <0,05 Final vs. inicial. Test de Wilcoxon.
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Discusion

En 1983 el grupo de Shaldon introduce la hipotesis de
que muchos de los efectos indeseables de la HD a largo
plazo, como la pérdida de masa 6sea, el catabolismo
proteico, la amiloidosis e incluso también fenémenos
agudos como las tendencias hipotensivas y las reaccio-
nes piréticas, pueden ser debidas al estimulo de mono-
citos humanos, con la liberacion de citoquinas como la
"__1 1.3,5, 6,8.

La Interleuquina -1 es una citoquina que posee un
peso molecular de 17.000 a 18.000 Daltons (no dializa-
ble) y que esta dotada funcionalmente con caracteristi-
cas g’e sustancia reactante de fase aguda*.

Por otra parte Gejyo y cols. involucran a la B2-M, al
descubrir sus depositos a nivel del material amiloide,
como la sustancia responsable en la génesis del cuadro
de la amiloidosis del paciente en HD y, en particular so-
bre todo, del sindrome del tinel carpianoZ.

En nuestro trabajo hemos realizado un estudio com-
parativo del comportamiento «in vivo» de estas dos sus-
tancias a nivel de sus variaciones agudas intradialisis.
Nuestros resultados sugieren que existe una influencia di-
ferenciadora, seglin el tipo de membrana estudiada, para
la produccion de IL-1 presumiblemente por interaccion
monocito-membrana. Los materiales més biocompati-
bles, desde este punto de vista, son los de PSF y EVAL,
siendo las otras tres membranas claramente inductoras
de IL-1. Dos de ellas son de naturaleza celulésica. La ter-
cera, el PAN, tedricamente admitida como mas biocom-
patible, es sin mebargo la que experimenta una mayor
respuesta de IL-1.

Este dato sugiere que no existe una relacion entre la
liberacion de IL-1y otros fenébmentos de bioincompati-
bilidad ligados a células leucocitarias, como son la acti-
vacion del complemento (reconocido estimulo de la se-
crecion de IL-1 por los monocitos) o la liberacion de en-
zimas lisosomales (elastasa, lactoferrina, etc.) de los po-

‘limorfonucleares.

La actividad cuantificada de IL-1 en ensayos biologicos
de cultivos monocitarios obtenidos a partir de muestras
extraidas de pacientes en HD ofrece otra posibilidad de
estudio «in vivo» metodolégicamente diferente a la nues-
tra. Algunos autores, como Haeffner-Cavaillon y cols. han
hallado de esta manera indicios de produccion intradia-
litica de IL-1 tanto con membranas estimuladoras del
complemento, como con otras que no lo son®. Estos y
otros autores apuntan la posibilidd de que la IL-1 sinte-
tizada por los monocitos activados pueda permanecer in-
tracelular un tiempo indeterminado antes de su definiti-
va liberacion al medio plasmatico® .

Existen estudios «in vitro», como el de Amato y cols.,
que describen resultados aparentemente contradictorios
con los realizados en vivo: En sus experiencias refieren
que el simple contacto entre membranas de HD y mo-
nocitos no es suficiente estimulo para una produccién
abundante de IL-1, a menos que se afadan lipopolisa-



caridos exogenos. Con todo, describen una modesta
produccién de IL-1 con materiales sintéticos de PAN y
PSF y practicamente nula, curiosamente, con los de na-
turaleza celulésica, tipo CU. Los dializadores reusados
tampoco mostraron tendencia a ser inductores de IL-1.

En nuestro estudio la comparacion de los valores de
IL-1 con sujetos sanos y urémicos parecia hablar a favor
de una cierta tendencia a un déficit de funcién monoci-
taria a medida que avanza la uremia y que se llega a la
situacion de la necesidad clinica de HD. Sin embargo es-
tas diferencias no eran estadisticamente significativas. En
cualquier caso, parece estar ya admitido por estudios de
otros autores que no existe tal déficit inmunolégico en
el paciente en HD. No ocurre lo mismo en el caso de
otras linfoquinas como, por ejemplo, la IL-2, la cual es se-
cretada por linfocitos T - Helper®. Es decir, que el mayor
déficit funcional de células inmunocompetentes radica
sobre todo en la funci6n linfocitaria, estando preservada
la funcién monocitaria.

Por lo que hace referencia a la produccion de B2-M
solo hemos observado, en nuestra experiencia, una cla-
ra produccién intradialitica de dicha sustancia en el caso
derempleo de la membrana de CU y una disminucion
con el uso de PSF. _

La interaccion sangre-membrana ha sido admitida has-
ta hace poco como responsable de la generacion de
B2-M con membranas fundamentalmente del tipo celu-
l6sico y, en particular, de CU7- ™. La génesis de B2-M no
se ha podido explicar hasta ahora de una manera defi-
nitiva. Muchos piensan que su origen esta en un fen6-
meno de simple desprendimiento o «shedding» desde la

superficie celular de leucocitos estimulados por el con-

tacto con la membrana y no tanto de una produccién ce-
lular incrementada agudamente (la B2-M posee la estruc-
tura de las cadenas ligeras de los antigenos de histocom-
patibilidad clase ).

Por su parte, las membranas de alta permeabilidad, asi
como las técnicas de HD con alto flujo sanguineo, son
las que promoverian una mejor eliminacién de la B2-M.
En la valoracion de estas variaciones intradialiticas hay
que tener también presente la correccion del efecto de
hemoconcentracion 12,

Para algunos autores la produccion de B2-M por el
simple contacto con la membrana tiene que estar ya de-
finitivamente excluida. Describen la ausecia de variacio-
nes séricas significativas de B2-M durante las dialisis fic-
ticias, en las que no existe una circulacion de liquido dia-
lizante "2, Probablemente, en la génesis de la B2-M in-
fluyan otros factores ademés del dializado, como son las
variaciones de la osmolaridad sanguinea .

La importancia del dializado en reacciones de bioin-
compatibilidad, nos lleva de nuevo a discutir su papel en
la liberacion de la IL-1. Hasta ahora parece haberse dado
una minima importancia al contacto sangre-membrana,
habiendo demostrado muchos autores su relacion con
la existencia de contaminaciones bacterianas del agua
con endotoxinas de naturaleza lipopolisacarida que, a

PRODUCCION DE INTERLEUQUINA-1 .

pesar de no traspasar la membrana de HD, puedan ejer-
cer influencia en el compartimiento sanguineo® ™. Por
otra parte, existen otras sustancias de origen bacteriano
y de pequeiio.peso molecular (con capacidad para tras-
pasar la membrana desde el dializado al compartimento
sanguineo), los muramil-dipéptidos, que no son detecta-
das por ensayos biol6gicos (test Limulus) ! que pueden
ser responsables de producir IL-1'%. Los fenémenos de
retrofiltracion, el empleo de acetato como tampén y las
particulas plasticas derivadas de los tubos de hemodiali-
sis son otros factores a los que se atribuyen importancia
en la induccion de IL-16.15%,

Sin embargo, al analisis de nuestros resultados pensa-
mos que no es desdenable la simple interaccion mono-
cito-membrana como responsable de una produccion
aguda de IL-1, aunque no sea especialmente cuantiosa.
El estudio lo realizamos de una manera secuencial, con
criterios de HD convencional, cambiando consecutiva-
mente diferentes tipos de membranas, sin existir apre-
ciables variaciones en el estado clinico del paciente y ha-
biendo descartado previamente la contaminacion bacte-
riana. Con todas estas circunstancias presentes el com-
portamiento de los niveles de IL-1 fue diferente segun la
membrana estudiada. Existen dos membranas, EVAL y
PSF, que son las que se comportan como no inductoras
de la produccién intradialitica de IL-1.

El ndmero limitado de enfermos que seguian trata-
miento de HD con bafio de bicarbonato (sélo dos del to-
tal de nueve) no nos permitia en el presente estudio va-
lorar un posible comportamiento diferente de la IL-1 en
los diferentes tipos de membrana segln qué buffer fue-
se utilizado.

En nuestro estudio observamos que las membranas no
inductoras de IL-1, EVAL y PSF, tampoco promueven la
aparicion de B2-M, siendo ademas la PSF aclaradora de
dicha sustancia. Entre las inductoras, PAN y AC son las
que no promueven a su vez una aparente produccion in-
tradialisis de B2-M, como si parece ser el caso de CU. No
obstante, somos conscientes de que estos datos han de
ser tomados con cautela, dado que al no haber medido
la B2-M en bario tras paso por el dializador, no podemos
descartar la tedrica situacion de que existiese en el caso -
de PAN, EVAL y AC una produccion equivalente a su acla--
ramiento.

Los resultados del estudio ‘comparativo entre la induc-
cion de IL-1y el comportamento intradialitico-de la B2-M
parecen desmentir el que tenga influencia, por lo menos
de una manera aguda e inmediata, la produccién de IL-1
en la generacién de B2-M. No podemos descartar, no
obstante, la posibilidad de un efecto retardado mas alla
del tiempo de la sesion de HD.
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