262 "~ Al'V-lea Congres de Urologie, Dializa si Transplant Renal din Republica Moldova cu participare internationala ~

Nr.2 (45),2011 o #nta

Editie speciald Medica

MODIFICARILE HEMATOLOGICE $1 ALE IMUNITATII CELULARE
LA PACIENTII UREMICI CU DIFERITE REGIMURI DE TRATAMENT

HEMATOLOGICAL AND CELLULAR IMMUNITY CHANGES IN PATIENTS
WITH UREMIA UNDERGOING DIFFERENT TREATMENTS

Natalia Cornea, Adrian Tanase, Natalia Isac, Sergiu Gaibu,
Dorian Visterniceanu, Larisa Evdochimov, Lilia Postolachi, Petru Cepoida

Centrul Dializd si Transplant Renal IMSP Spitalul Clinic Republican
Catedra Urologie si Nefrologie Chirurgicald USMF “N.Testemitanu”

Summary

Patients with chronic kidney failure suffer from severe disorders of T and B lymphocyte function. Existing data confirm the absence of
intrinsic defects of T and B cells, and shows major influence of urea and uremic toxins in the development of cellular immunodeficiency.
In dialysis patients was determined predominance of T- suppressor lymphocytes (25.4% in study group) and 23.8% in the control group
and values below the normal for total and active T lymphocytes (46.1% and 14.92 % in the study group, 46.8% and 14.9% in the control
group, respectively). Hemodiafiltration led to a statistically significant decrease (p = 0.03) of T-suppressor lymphocytes - 18.7%, increase
in T helper lymphocytes up to 41.6% (p = 0.003), and the total number of T lymphocytes, which increased from 46.1% to 60.0% (p =
0.004), number of active T cells increased from 14.92% to 21.2% (p = 0.02), T-morules - from 15.6% to 24.3% (p = 0.03)

Introducere

Infectiile microbiene sunt cauzele principalele ale letalitatii
pacientilor cu insuficientd renald terminala, situAndu-se pe
locul doi, dupa patologia cardio-vasculara. In SUA septicemia
este depistatd la 75% din pacientii decedati, indiferent de var-
sta, rasa si prezenta diabetului. [1] Riscul majorat al infectiilor
bacteriene si virale la pacientii cu insuficientd renald cronica
(IRC) este conditionat de o imunodeficienta celulara dobandita.
Deficitul sistemului imun clinic se manifesta prin regenerarea
intarziata a leziunilor cutanate, incidenta crescuta a neoplasme-
lor, rezultatelor nesatisfacatoare ale vaccinarilor (de ex. Contra
hepatitei B si tetanosului)[2-4]

Rolul de frunte il au T limfocitele. La pacientii cu IRC
terminald si la cei aflati la tratament prin hemodializa se
depisteaza micsorarea numdrului T limfocitelor si dereglarea
proliferarii T celulelor [5].

Deficitul imun, in special cel mediat celular, poate fi o
consecinta directa a tratamentului prin dializa. Alte infectii pot
fi cauzate de cateter, locul punctiei, tehnica efectudrii dializei.
Incidenta inalté a infectiilor virale si/sau bacteriene la pacientii
aflatila hemodializa cronicé o perioadd lunga de timp sugereaza
implicarea deficitului imunitatii gazdei in dezvoltarea acestor
sindroame [6]. Activarea specifica a T-celulelor este depistata
in cazul implantrii cateterelor in ventriculul stang si in alo-
transplantul alogrefei [7-9]

Cateva dereglari a imunitétii pacientilor dializati sunt res-
ponsabile pentru aparitia complicatiilor clinice. Printre ele se
numadrd fagocitoza granulocitara cu defect si scaderea activarii
celulare antigen-specifice, responsabile pentru dereglarea imu-
nitatii antivirale si raspunsul insuficient la vaccinare. [10,11]. La
acesti pacienti se observa scaderea capacitatii celulelor accesorii
(in special a monocitelor) sd activeze T-celulele [12]. Sistemul
receptor ligand B7-CD28 in conexiune cu stimularea comple-
xului receptor — T celula stabilizeaza ARN-mesager pentru Il-2,

ceea ce majoreazd proliferarea T-celulelor [13]. Sinteza crescuta
a I1-6 si micsoratd a I1-10 de catre monocite in vitro coreleazi
strans cu deficitul clinic imun la pacientii dializati [14].

Péana in prezent nu sunt cunoscute pe deplin toate modi-
ficarile functiilor biologice in IRC terminala. I1-10 reprezinta
o citochind ce inhiba activarea celulelor Th1 si a productiei
citochinelor pro-inflamatorii, asa ca I1-2, I1-8, TNF-a si INF-y
[15]. I1-10 produs endogen, dar si cel administrat din exterior
inhibd raspunsul imun celular antigen-indus, intarzie apoptoza
celulelor T si B si poate creste sensibilitatea la infectiile micro-
biene in IRC terminal. Deoarece T celulele Thl sunt selectiv
sensibile la moartea celulard indusa prin activare, reprezintd
o explicatie aditionald a predominarii citochinelor originare
din Th2. [16]

Pacientii dializati, in comparatie cu voluntarii sanatosi,
prezinta cresterea expresiei IL2 ale T limfocitelor CD3+
(36,3+19,6% comparativ cu 19,5+11,5%, p<0,0001). Prolife-
rarea T-limfocitelor, TNF-a, CD25+, CD71+ nu a provocat
modificiri considerabile. In plus, nu existi o corelatie sem-
nificativd intre expresia biomarcherilor, varsta pacientilor
aflati la hemodializi §i durata dializei. Majorarea expresiei
IL-2 eventual se datoreazd membranei dializatorului, care
stimuleaza T-limfocitele. Diferite membrane poseda capacitate
diferitd de stimulare a expresiei IL-2. In contrast cu majorarea
expresiei IL-2, expresia receptorilor IL-2 pe T-limfocite este
neschimbatd. [17-19]

Existd putine date despre influenta dializei asupra imunita-
tii. Anterior initierii hemodializei, dereglarile homeostaziei in-
terne sunt maxime. Tratamentul prin HD prin sine amelioreazd
multe semne §i simptome, de aceea se presupune ameliorarea
imunitatii celulare si a eliberarii citochinelor pro-inflamatorii.
Opus insa, pe parcursul dializei organismul (si sistemul imun
in particular) vine in contact cu membrana dializatorului si
a circuitului extracorporeal, ce este urmatd de producerea
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citochinelor pro-inflamatorii — I1-1p si I1-6 [14,20]. Cauza
principala a inducerii producerii citochinelor este activarea
complementului, §i, intr-o misura mai micé - activarea directd
a celulelor la suprafata artificiald [21]. Un rol minim il joacd si
fragmente de lipopolisaharide si componenti ai dializatului cu
proprietati de inducere a secretiei citochinelor.

Obiective

Evaluarea schimbarilor imunitatii celulare la pacientii
cu IRC st.terminal care se afld la tratament prin dializd in
cadrul Centrului de Dializa si Transplant Renal, IMSP SCR la
schimbarea regimului de dializi si includerea in programul de
tratament a sedintelor de hemodiafiltrare.

Materiale si metode

S-a studiat un grup de 48 pacienti cu IRC ce urmeaza tra-
tament prin hemodializa programata in Centrul de Dializa si
Transplant Renal, IMSP SCR. Toti pacientii au fost supusi unei
hemodialize similare, la aparate de tip Fresenius 4008 Bsi S, cu
utilizarea solutiei dializante de tip bicarbonat. In toate cazurile
au fost utilizate dializoare Hemoflow, membrana polisulfon
(Fresenius), in conformitate cu planul standard de tratament.
In conformitate cu efectuarea hemodiafiltririi, pacientii au fost
impartiti in loturi: 1- cei ce in regimul obisnuit de dializa au
efectuat hemodializé si hemodiafiltrare (a fost modificat pro-
gramul de tratament: o sedintd de hemodializa in sdptdmana
a fost schimbata cu o sedintd de hemodiafiltrare, fird modi-
ficarea frecventei, pe parcursul a 6 siptimani), 2 — pacientii
ce au urmat doar hemodializd. La toti pacientii s-a efectuat
investigatia hematologica generald desfasurata si s-a apreciat
imunitatea celulard pana la initierea studiului si la finisarea lui.

Rezultate si discutii

Etiologia IRC in ambele grupuri de studiu a fost relativ
uniforma (p>0,05). Din 24 pacienti ai grupului 1 (HDF) la 16
(67%) persoane patologia primara ce a dus la dezvoltarea IRC
a fost Glomerulonefrita Cronica Difuza (GNC), in 4 (17%) ca-
zuri — Pielonefrita Cronicd (PNC), in 1 (4%) caz - Polichistoza
Renald, in 1 (4%) caz — nefropatia diabetica, iar in 2 (8%) IRC
a fost provocatd de alte patologii si la moment sunt in stare
renopriva (Figura 1)

Figura 1. Etiologia IRC in grupul HDF
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Figura 2. Etiologia IRC in grupul HD
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In grupul 2 (HD) etiologia IRC a fost aseminatoare: la
15 (63%) persoane patologia primard ce a provocat IRC a fost
Glomerulonefrita Cronica Difuzi (GNC), la 6 (25%) bolnavi —
Pielonefrita Cronicd (PNC) sila cate 1 (4%) pacient — Polichis-
toza Renala, nefropatia diabeticd si starea renopriva (Figura 2).

Figura 3. Repartizarea pacientilor dupa sex in grupurile HDF si HF

Grup HDF

Grup HD

In grupul examinat au predominat barbatii, in raport de 3:1
fatd de femei: 37 barbati si 11 femei, fiind caracteristic pentru
structura populatiei pacientilor ce urmeazd tratament prin
dializa in Republica Moldova. (Figura 3)

Vérsta pacientilor a fost cuprinsa intre 25 si 67 ani (vérsta
medie 41,6+2,4) in grupul cu tratament prin HDF si intre 27
si 64 ani (varsta medie 40,1+2,1) in grupul de control.

Durata aflarii bolnavilor la tratament prin epurare ex-
trarenala in grupul 1 a fost de 0,7-16,4 ani (durata medie 6,8
+0,8 ani). 29,2% (7 pacienti) urmeazi tratament de epurare
extrarenal intre 6 si 10 ani, iar 20,8% (5 pacienti) au un anam-
nestic de peste 10 ani de tratament prin dializd. In grupul de
control durata tratamentului prin dializa a constituit 0,8-17,2
ani (durata medie 6,4 +1,2 ani).

Rezultatele investigatiilor hematologice au ardtat modifi-
céri caracteristice pacientilor dializati: anemie, imbétranirea
formulei leucocitare, majorarea VSH-lui (Tabelul 1). Rezul-
tatele sunt nespecifice grupurilor si nu au variat considerabil
pe parcursul tratamentului (p>0,05) cu exceptia numarului
eritrocitelor intr-un ml, care s-a majorat de la 3,2 la 3,3 x10°/
ul (p=0,03), hematocritului, ce a crescut de la 29,7 la 31,25%
(p=0,03), continutului mediu de hemoglobina intr-un eritrocit
29,7, ce adiminuat la 29,2 pg (p<0,001) si MCHC s-a micsorat
dela32,1 panala31,4 g/dl (p<0,05) in grupul de studiu. Astfel,
in grupul pacientilor ce au urmat tratament si cu hemodiafil-
trare aditional la hemodializi s-a observat cresterea numérului
eritrocitelor si a hematocritului, insa tratamentul cu preparate
de fier nu a fost modificat, din care cauza continutul de hemo-
globini intr-un eritrocit s-a micsorat.

Anterior initierii tratamentului prin hemodiafiltrare s-a
efectuat testarea statutului imun al tuturor pacientilor. La fel ca
si din datele literaturii s-a apreciat o stare de imunosupresie cu
predominarea limfocitelor T-supresor (25,4+4,0% in grupul de
studiu, 23,8+3,7% in grupul de control).(Tabelul 2)

Limfocitele T helper la initierea studiului erau micsorate
siau constat 29,2+5,2% in grupul 1 si 27,1+4,6% in grupul 2.
Dupa 6 saptdmani de tratament la pacientii ce au urmat HDF
s-a observat o micgorare statistic semnificativd (p=0,03) a
limfocitelor T-supresor - 18,7+0,8%. In grupul de control
limfocitele T-supresor au variat nesemnificativ - 22,4+3,5%
(p>0,05). La sfarsitul tratamentului prin HDF limfocitele
T helper s-au majorat pana la 41,6+1,9% (p=0,003), iar in
grupul de control au scdzut pana la 25,5+4,1% (p>0,05).
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Tabelul 1
Rezultatele investigatiei hematologice in grupurile de studiu
Grupul pacientilor Grupul 1 (HDF) Grupul 2 (HD)

Parametri hematologici | Panalatratament | Dupa tratament p Pana la tratament | Dupa tratament p
WBC (x103/ul) 6,83+0,6 6,71£0,7 >0,05 6,97+0,7 6,82+0,6 >0,05
LY(x103/ul) 2,40+0,2 2,47+0,2 >0,05 2,48+0,2 2,5240,2 >0,05
MO(x103/ul) 0,47+0,05 0,53+0,05 >0,05 0,45+0,05 0,50+0,05 >0,05
GR(x103/ul) 3,731£0,4 3,66+0,5 >0,05 3,61£0,5 3,62+0,5 >0,05
LY (%) 37,68+1,7 38,36+2,0 >0,05 354+15 36,33+1,8 >0,05
MO (%) 71703 8,08+0,4 >0,05 7,2510,3 7,9+0,3 >0,05
GR (%) 55,16%1,9 53,5721 >0,05 58,1123 54,7122 >0,05
RBC(x106/ul) 3,2340,1 3,3340,1 =0,03 3,1£0,1 3,1240,1 >0,05
Hgb (g/dl) 9,59+0,4 9,68+0,4 >0,05 9,24+0,3 9,3+0,4 >0,05
HCT (%) 29,7241,2 31,25+1,5 =0,03 28,5+1,1 39,713 >0,05
MCV (fl) 92,49+1,3 93,18+1,2 >0,05 94,2+1,6 95,1£1,3 >0,05
MCH (pg) 29,7104 29,19+0,4 <0,001 28,6+0,4 29,104 >0,05
MCHC (g/dl) 32,4403 31,3740,2 <0,05 343403 33,9403 >0,05
RDW (%) 12,7240,3 12,4910,2 >0,05 12,68+0,3 12,5+0,2 >0,05
PLT(x103/ul) 232,1£31,2 194,8+21,0 >0,05 274,2+28,7 217,8+25,4 >0,05
PCT (%) 0,19+0,02 0,160,01 >0,05 0,18+0,02 0,16+0,01 >0,05
MPV(fl) 8,19+0,2 8,20+0,2 >0,05 8,2+0,2 8,19+0,2 >0,05
PDW(fl) 16,11+0,5 15,14+1,2 >0,05 15,940,6 15,20,7 >0,05
Nesegmentate(%) 1,42+0,3 1,58+0,4 >0,05 1,620, 1,740,3 >0,05
Segmentate(%) 63,90+1,8 61,42+1,8 >0,05 62,717 60,8+1,9 >0,05
Eozinofile(%) 2,96+0,6 2,26+0,6 >0,05 3,140,5 2,4+0,6 >0,05
Bazofile(%) 0,67+0,2 0,40+0,2 >0,05 0,7£0,2 0,5+0,2 >0,05
Limfocite(%) 25,27+1,5 28,37+1,7 >0,05 26,4+1,6 29,7418 >0,05
Monocite(%) 6,4610,6 6,16+0,7 >0,05 6,7+0,8 6,2+0,6 >0,05
VSH (mm/h) 30,21+4,1 29,53+4,4 >0,05 32,0443 30,8+3,8 >0,05

Tabelul 2
Modificarea parametrilor imunologici la pacientii uremici din grupurile de studiu
Grupul pacientilor Grupul 1 (HDF) Grupul 2 (HD)

Parametri hematologici | Panalatratament | Dupa tratament p Panalatratament | Dupa tratament p
Tactiv 14,92+1,5 21,2416 =0,02 14,2+1,0 14,9+1,0 >0,05
Ttoate 46,1433 60,0+2,0 =0,004 445+3,1 46,8+3,0 >0,05
Tmorule 15,6+2,5 243+18 =0,03 14,5+2,2 13417 >0,05
Tsupresor 25,4140 18,7+0,8 =0,03 23,8137 22,4135 >0,05
Thelper 29,245,2 41,6119 =0,003 27,1£4,6 25,5141 >0,05
Blimf 15,75+3,7 25,0+4,2 >0,05 20,1+1,8 20,8+1,9 >0,05

Numarul total de T limfocite a crescut de la 46,1+3,3% la
60,0+2,0% (p=0,004). Restul grupurilor T-limfocitelor au su-
ferit schimbari semnificative in urma tratamentului convec-

tiv: celulele T active au crescut dela 14,92+1,5% 1a 21,2+1,6%
(p=0,02), T-morule s-au modificat de la 15,6+2,5% péna la
24,3+1,8% (p=0,03) (Tabelul 2, Figura4).
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Figura 4. Variatia T si B limfocitelor la pacientii din grupul 1
(HDF)

70

60 i

50
40
30

20

Blimf%1 E—|

Blimf%2

[=] Mean
“T" Meant0,95*SE

3
Tactivi%1 [ 1

Tactiv%2 E}-|

Ttoate%1
Ttoate%2

Tmorule%1 EH

Tmorule%2 E-|

Tsupres%1

Tsupres%2 E1

Thelper%1
Thelper%2

Figura 5. Variatia T si B limfocitelor la pacientii din grupul
2(HD)
55

50
45 T H
40
35
30
25

20

15 |§| %
10
0O 0O 0O 0O 0O O 0O 0O O 0 O o
- N = N v N = &N v« N «~
I IR
228 e222% %% % EE
T 5 8 8 22 5522 = 2 [S] Mean
8 @« 2 2 56 6 2 2% T mm T «
- E E g £ % 1:13 e £ Mean+0,95*SE
- - F R FF

B limfocitele acestor pacienti, precum si toate populatiile
T limfocitelor in grupul ce a urmat doar hemodializd standarta
nu au suferit schimbari semnificative (Tabelul2, Figura 5).

Pacientii cu IRC prezinté dereglari profunde ale functiei T
si B limfocitelor. Mecanismul acestor alterari in special este in-

direct. In urma experientelor ex vivo s-a stabilit ci ambele linii
celulare functioneazi satisfacator, ceea ce confirma lipsa unor
defecte intrinseci ale T si B celulelor, si presupune influenta
majora a uremiei. Ca consecinta ale acestor disfunctii, activarea
T si B celulelor este inhibata in vivo. Disfunctia imund poate fi
corijatd prin diverse interventii terapeutice: majorarea eficientei
dializei, utilizarea tehnicilor convective si modificarea echipa-
mentului de dializd. Utilizarea hemodiafiltrarii, pe parcursul
unei perioade restranse de timp a dus la ameliorarea statutului
imun prin micsorarea numarului T-supresorilor, majorarea
numadrului T limfocitelor si subpopulatiilor efectorii.

Concluzii

In urma tratamentului cu hemodiafiltrare s-a observat ma-
jorarea numarului eritrocitelor intr-un ml, dela 3,2 1a 3,3 x10¢/
ul (p=0,03), a hematocritului, de la 29,7 1a 31,25% (p=0,03), si
micsorarea continutului mediu de hemoglobina intr-un eritro-
cit de la 29,7 la 29,2 pg (p<0,001) iar MCHC s-a micsorat de
la 32,1 pana la 31,4 g/dl (p<0,05). In grupul ce a urmat doar
hemodializd modificéri semnificative nu au fost observate.

Pacientii cu insuficienta renala cronici la dializa suferd de
deregléri severe ale sistemului imun, cu predominarea limfoci-
telor T-supresor (25,4+4,0% in grupul de studiu) si, 23,8+3,7%
in grupul de control si valori sub cele normale ale T limfocitelor
totale si active (46,1£3,3% si 14,92+1,5% in grupul de srudiu;
46,8+3,0% si 14,9+1,0% in grupul de control, respectiv)

Hemodiafiltrarea a condus la micsorarea statistic semni-
ficativa (p=0,03) a limfocitelor T-supresor - 18,7+0,8%, ma-

jorarea limfocitelor T helper pand la 41,6+1,9% (p=0,003), si a
numadrului total de T limfocite, care a crescut de la 46,1+3,3%
la 60,0£2,0% (p=0,004); numérul celulelor T active a crescut
de la 14,92+1,5% la 21,2£1,6% (p=0,02), T-morule s- de la
15,6£2,5% péana la 24,3+1,8% (p=0,03)

Implementarea hemodiafiltrérii in programul de tratament
al pacientilor uremici imbunitateste starea de imunosupresie
existenta la acesti bolnavi.
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Summary

The prospective 3-months study of the influence of p-erythropoietine (Repretine®) administration on the quality of life in 20 dialyzed
patients is described. Treatment dose was 6,000 Ul/week. After the treatment hemoglobin levels increased significantly and 70% patients
reported the quality of life amelioration. As the physical component of the quality of life index increased from 33,81+1,56 points (M£m)
til| 38,51+1,49 points (p<0,05) and the psychological component decreased insignificantly from 45,71+6,97 points till 44,77+6,5 points
(p>0,05), than composed health index increased due to the amelioration of the physical stage of the patients, that positively correlated

with increased hemoglobin values.

Introducere

La moment nu sunt studii, care ar demonstra clar si
fara echivoc cresterea duratei asteptate a vietii pacientilor
dializati sub tratament cu eritropietine [1]. In acelasi timp
astfel de tratament creste semnificativ pretul deservirii unui
pacient dializat [1,2]. In lipsa evolutiei pozitive a indicatori-
lor negativi ai sdnatétii sub tratamentul mentionat este logicd
apelarea la studiul indicatorilor pozitivi ai sdnatatii, inclusiv
calitdtii de viatd. Mai multe cercetiri stiintifice anterior
efectuate au demonstrat eficacitatea unor astfel de abordari,
deoarece administrarea eritropoietinei a condus la ameli-
orarea certd a calitatii vietii pacientilor tratati. Indicatorii
bunastarii pacientilor pot fi utili si in precizarea niveluri-
lor-tinta a hemoglobinei, eritrocitelor si hematocritului [3].
De asemenea, este importanta aprecierea corelatiei dintre
calitatea vietii si incidenta complicatiilor cardiovasculare
[4]. In acelasi timp numarul asemenea studii privind efectul
administrarii eritropoietinelor generice este mult mai redus.

Studiul clinic actual este orientat spre acoperirea acestei
lacune a nefrologiei moderne.

Obiectiv

Evaluarea efectului administrarii preparatului generic
B-eritropoietina (Repretine®) in doza de 6,000 Ul/saptaimana
asupra calitétii vietii pacientilor dializati.

Material si metode

Studiul prospectiv deschis, comparativ, a examinat efectul
tratamentului cu Repretina® in doza de 6,000 Ul pe saiptiméana
timp de 12 sdptdmani asupra calitatii vietii pacientilor tratati
prin hemodializa cronica. Acest studiu a cuprins 20 de pacienti
din Centrul de Dializa §i Transplant Renal IMSP Spitalul Clinic
Republican: 11 (55%) barbati si 9 (45%) femei. Varsta medie
a acestor pacienti a fost 46,35+2,7 (M+m) ani, durata medie
a tratamentului prin dializd programatd - 5,40+0,66 (M+m)
ani. La 14 din 20 de pacienti, inrolati in studiu, au fost depistati
anticorpii anti-HCV.



