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Estudio del efecto de la eritropoyetina humana
recombinante (EPOrHu) sobre el sistema de
defensa frente a la oxidacion de los hematies
de pacientes urémicos en hemodialisis
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RESUMEN

En ocho pacientes con anemia debida a insuficiencia renal crénica, y someti-
dos a régimen de hemodialisis, se estudiaron pardmetros biolégicos relacionados
con la supervivencia eritrocitaria, peroxidacién lipidica y los mecanismos de de-
fensa contra la agresion oxidativa antes y después de establecer un tratamiento con
EPOrHu. La vida media eritrocitaria mejoré tras el tratamiento. La actividad de
superoxido dismutasa y el contenido de glutacién reducido, asi como de dcido
malonildialdehido, valorados antes del tratamiento, fueron superiores.a los de he-
maties de sujetos normales; después del tratamiento estos valores iniciaron un des- -
censo, sin alcanzar limites de significacion estadistica. La actividad de glutacion
peroxidasa fue normal antes y después del tratamiento.
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EFFECT OF RECOMBINANT HUMAN ERYTHROPOIETIN ON THE
ANTIOXIDANT DEFENSE SYSTEM IN RED BLOOD CELLS OF CHRONIC
RENAL FAILURE PATIENTS UNDERGOING HEMODIALYSIS

SUMMARY

Parameters related to erythrocyte (RBC) survival, lipid peroxidation and defense
mechanisms against oxidative injury were studied in eight patients with anemia of
chronic renal failure, ‘undergoing hemodialysis, before and after therapy with
r-HuEPO. Life span of RBC improved after treatment. Superoxide dismutase
activity, reduced glutathione and malonyl-dialdehyde acid content were higher in
these patientes before treatment compared to normal RBC; after treatment, these
values were lower although not in a significant way. Glutathione peroxidase
activity was normal before and after treatment.
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Introduccién

La anemia en la insuficiencia renal crénica (IRC) se
debe principalmente a una inadecuada secrecién de
eritropoyetina (EPO). Este hecho ha sido demostrado
al obtenerse una clara recuperacion de la anemia en
pacientes urémicos ‘tratados con eritropoyetina hu-

mana recombinante (EPOrHu)' 2, Sin embargo, en-

la génesis de esta anemia, ademas de |a hipofuncién
medular, atribuible al déficit, parece desempenar un
papel importante > *. Asimismo, la ferropenia provo-
cada por las pérdidas sanguineas frecuentes, el posi-
ble efecto toxico inhibidor de la eritropoyesis de cier-
tos metabolitos y las situaciones de hiperesplenismo,
hiperparatiroidismo, sobrecarga de aluminio y déficit
de folatos, pueden ser factores sobreafiadidos que
empeoren la anemia de la IRC®.

Recientemente se ha demostrado un aumento de la
peroxidacion de los lipidos de membrana en los he-
matiés de 165 pacientes Urémicos, tanto en régimen
de hemodialisis como en los sometidos a tratamiento
conservador, cuyo origen permanece poco claro® 7.
Estos cambios bioquimicos de la membrana eritroci-
taria se traducirian en una pérdida_de_elasticidad de
la_ misma con alteracion en |3 deformabilidad del he-
matie y como resultado en una mayor tendencia a la
hemdlisis 8.

El hematie se defiende de la accién oxidativa de
los radicales libres hidréxilo y peréxido mediante un
potente sistema enzimatico reductor, del que forman
parte el ciclo de las pentosas fosfato y_la_enzima_su-

er6xido dismutasa como principales agentes. En los
pacientes urémicos se ha comprobado Ia existencia
de alteraciones en estos sistemas de defensa °.

El presente trabajo tiene por objeto estudiar, en pa-,

‘cientes con IRC en hemodialisis y con anemia, el

- efecto que ejerce el tratamiento con EPO sobre la pe-
roxidacién de los lipidos de membrana del hematie y
sobre sus mecanismos de defensa frente a la agresién
oxidativa, comprobando, a su vez, la posible rela-
cion de estos hechos con el componente hemolitico
de la anemia de estos pacientes.

Material y métodos

El estudio se ha realizado en ocho pacientes, dos
varones y seis hembras, con edades comprendidas
entre cincuenta y sesenta y ocho afos (media de
60,35 anos), afectos de insuficiencia renal terminal y
en tratamiento con hemodialisis desde cinco hasta
cincuenta y cuatro meses (media de treinta + diecio-
cho meses). En todos ellos la cifra de hemoglobina
(Hb) era igual o inferior a 8 g/dl y su anemia no tenia
otra etiologia que no fuese su insuficiencia renal cré-
nica. No eran fumadores ni tomaban andrégenos u
otras drogas que pudieran influir en su anemia o en
el tratamiento de la misma.
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Todos los pacientes se trataron con EPOrHu, con
una dosis inicial de 50 U/kg tres veces a la semana,
seguida, segln necesidades, de un incremento de
25 U/kg cada tres semanas hasta alcanzar una Hb
entre 10 y 12 g/dl. La administracién se efectué por
via endovenosa al final de la hemodialisis.

En todos los casos se estudiaron los siguientes pa-
rametros: hemograma completo con recuento de reti-
culocitos, dosificacién de ferritina sérica (método
ELISA}, estudio de la vida media eritrocitaria con
Cr’!, actividad de glutation peroxidasa (GPX) y de
superoxido dismutasa (SOD) y dosificacién de gluta-
tién reducido (GSH) '°. Ademas se determiné la sus-
ceptibilidad a la peroxidacién de los lipidos de mem-
brana eritrocitaria mediante la dosificacion, tras trata-
miento de la muestra con peroxidacién de los lipidos
de membrana eritrocitaria mediante la dosificacion,
tras tratamiento de la muestra con peréxido de hidré-
geno, del 4cido malonildialdehido (MDA)''. Todos
estos parametros se determinaron basalmente y a las
veinte semanas de tratamiento con EPOrHu. El he-
mograma, recuento de reticulocitos y ferritina se rea-
lizaron ademas de forma periddica mensual a fin de
controlar mas estrechamente los efectos inmediatos
de la EPOrHu.

Como estudio estadistico se aplicé el test t de Stu-
dent para muestras apareadas.

Resultados

Los parametros hematimétricos estan reflejados en
la tabla 1. A lo largo del tratamiento todos los pacien-
tes incrementaron sus cifras de hematies, hematécrito
y hemoglobina de forma progresiva. Este ascenso se
inici6 en general ya en el primer mes de tratamiento,
con un pico el tercero y cuarto mes y posterior esta-
bilizacién de sus cifras. Respecto a las caracteristicas
morfolégicas de la anemia, el volumen corpuscular
medio (VCM) no se modificé a lo largo de todo el
tiempo (92,38 + 8,6 vs 90,5 = 10 fL); la concentra-
cion de hemoglobina corpuscular media (CHCM) se
mantuvo igualmente constante (33,58 + 0,68 vs
32,00 = 0,57 g/dl), mientras que la hemoglobina
corpuscular media (HCM) sufrié un descenso a partir
del cuarto mes del ensayo (31,01 % 2,8 vs 28,84 +
3,38 pg). La cifra de reticulocitos, que estaba descen-
dida para el grado de anemia (18,16 + 15,97 X
10%L) se elevé ya al primer mes de tratamiento
(35,29 + 14,82 x 10%L), con un pico maximo a los
dos meses (69,95 * 42,48 x 10%L) y un descenso
paulatino a partir del cuarto mes.

La ferritina sérica que presentaba, excepto en un-

caso, valores normales o elevados (media:

411,00 = 492,66 ng/ml) descendié siempre (media:
200,76 £ 266,12 ng/ml).

La vida media eritrocitaria, valorada al principio y
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Tabla I. Evolucién de los parametros hematimétricos y de reticulocitos en los pacientes durante el
tratamiento con EPOrHu

Hb Hties Hto. VCM HCM CHCM Retic
(g/dl) (x 10'%L) (%) (fL) (pg) (g/dl) (x 10°/L)

Basal . ......cooiviinnns 7,20 2,37 21,46 92,38 31,01 33,58 18,16
(+ 0,98) (£ 0,38) (% 3,08) ( 8,60) ( 2,80) ( 0,68) (+ 15,97)

MesT .oooiieiieans 8,54 * 2,72 * 25,54 * 94,13 31,52 33,45 35,29 *
(£ 0,83) (£ 0,25) (% 2,56) (£ 8,42) ( 3,38) (£ 0,62) (£ 14,82)

MeS2 ..o, 10,09 * 3,26 * 30,59 * 94,13 31,04 32,96 69,95 *
(£1,21) (£ 0,33) (% 3,60) (+9,32) (3,62 (£ 0,89) ( 42,48)

MeS3 ..o 10,69 * 3,56 * 32,73 * 92,00 30,29 32,60 39,40 *
(+ 1,30 (+ 0,30) (% 3,67) (£ 10,0) ( 3,68) (£ 0,47) (£ 11,00)

Mes4 .. ..o, 10,85 * 3,79 * 33,66 * 89,25 28,84 * 32,24 45,51 *
(+1,01) (% 0,45) (% 3,11) (* 8,35) (£ 3,38) (£ 1,08) (+ 24,60)

MESS oo 11,10 * 3,89 * 34,69 * 90,50 28,83 * 32,00 31,38
(£ 0,70) (£ 0,54) (+2,14) (+10,0) (% 3,50) (£ 0,57) (+13,97)

) Diferencias significativas (p < 0,001) respecto del valor basal.

Hb: Hemoglobina; Hties: Hematies; Hto: Hematécrito; VCM: Volumen corpuscular medio; HCM: Hemoglobina corpuscular media; CHCM: Concentra-

ci6én de hemoglobina corpuscular media; Retic: Reticulocitos.

al final del estudio, se prolongé significativamente
(17,38 = 1,51 vs 24,75 * 5,95 dias), llegando a al-
canzar en tres casos valores dentro del rango de nor-
malidad (fig. 1).

El grado de susceptibilidad a la peroxidacién de
los lipidos de membrana eritrocitaria, que esté eleva-
do en los pacientes urémicos, y que fue medido en
concentracion de MDA en los hematies sometidos in
vitro a una agresién oxidativa, no se modificé sen-
siblemente tras el tratamiento con EPO
(557,75 * 78,09 vs 479,75 + 111 nmol/g Hb). La
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Fig. 1.—Vida media eritrocitaria cuantificada con *'Cromo en
ocho pacientes anémicos con IRC y sometidos a hemodilisis:
antes de iniciar tratamiento con EPOrHu y después, cuando las
cifras de hemoglobina alcanzaron valores entre 10 y 12 g/dl.

concentracion de GSH intraeritrocitario que se en-
contraba elevado en el estudio basal (97,25 * 16,88
mg/100 ml) no se modificé tras ‘el tratamiento
(89,63 * 19,28 ng/100 ml). Lo mismo ocurrié con la
actividad de GPX (36,63 £ 12,51 vs 32,86 + 10,22
U/g Hb) y la actividad de SOD (3.074,25 + 435,75
vs 2.513,63 % 459,13 U/g Hb). Sin embargo, aun-
que las diferencias no son estadisticamente significa-
tivas, se observa en todos los casos un acercamiento
hacia los valores de normalidad (tabla I).

Discusion

La recuperacion de la anemia en los pacientes es-
tudiados sigue una evolucién similar a la observada
en trabajos previos' 2. En esta recuperacién juega
un papel importante el aumento de los reticulocitos,
que refleja una mejoria en la actividad de la médula
Gsea. '

En el periodo de tiempo estudiado no se modifica
el tamano de los hematies. Sin embargo, si que se
inicia un descenso de la HCM, que es un buen indi-
cador de la disminucién de la sintesis de hemoglobi-
na por falta de hierro. El hierro de depésito, valorado
mediante la dosificacién de ferritina sérica, descien-
de rapidamente cuando existe mayor actividad eritro-
poyética. La consecuencia de este hecho es la vigi-
fancia periédica a que deben ser sometidos estos pa-
cientes por si fuera necesario, en algin caso, la su-
plementacién con hierro para evitar la generacién de
una anemia ferropénica secundaria al tratamiento
con EPO. .

La causa que justifique la existencia de un compo-
nente hemolitico en la anemia por insuficiencia renal
crénica no se conoce bien todavia. Estudios realiza-
dos hasta ahora ' '3 sugieren la posibilidad de que
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Tabla Il. Efecto de la EPOrHu en los parametros relacionados con los sistemas de defensa del hematie
contra la oxidacion
Ferritina * VM * MDA GSH GPX SOD
(ng/ml) (dias) (nMol/gHb) (mg/100 ml) (U/gHb) (U/gHb)
Pre . ..o 411,00 17,38 557,75 97,25 36,63 3.074,25
(+ 492,66) (£ 1,51) (+ 78,09) (+ 16,88) (£ 12,51) (+ 435,75)
POSt .o 200,76 24,75 479,75 89,63 32,86 2.513,63
(£ 266,12) (£ 5,95) (£ 111,05) (* 19,28) (% 10,22) {+ 459,13)
Normales ................... 20-300 > 27 472,33 65,08 37,67 2.667,10
(£ 68,02 (£ 15,01) (+10,22) (£ 309,48)
(+) (+) (++) (++) (++) (++)

(*) Diferencias significativas {p < 0,001) entre pre y postratamiento.
(+) Valores de referencia del laboratorio. :
(++) Valores de un grupo control de 12 sujetos adultos sanos.

VM: Vida media eritrocitaria; MDA: Acido malonildialdehido; GSH: Glutatién reducido; GPX: Glutatién peroxidasa; SOD: Superéxido dismutasa,

algunas moléculas de mediano tamafio, presentes en
el plasma de estos pacientes, puedan causar deterio-
ro en los hematies, con la consiguiente predisposi-
cion a la hemdlisis. Uno de los mecanismos propues-
tos por el que estas sustancias podrian favorecer la
hemolisis seria la accién oxidante que ejercerian so-
bre los_ hematies 3. En nuestros resultados se confir-
ma la existencia de un acortamiento de la vida media
eritrocitaria de estos pacientes antes de ser sometidos
a tratamiento. Tras la administracion periédica de
EPOrHu se produce una notable mejoria en la super-
vivenciaa eritrocitaria, lo que también ha sido recien-
temente comprobado por Esbach'* al estudiar una
serie de ocho pacientes tratados con EPOrHu. Dado
que la agresion exdgena a la que estan sometidos los
hematies en los pacientes urémicos no debe modifi-
carse por el tratamiento con EPO, el alargamiento de
la vida media observado debe ser consecuencia de
una modificacion en el metabolismo intrinseco del
hematie, la cual podria ser inducida por un mejor
proceso madurativo de los precursores eritroides en
la médula 6sea. '

Si la prolongacion de la vida media eritrocitaria es-
td relacionada con cambios en los mecanismos de
defensa que el hematie posee frente a la agresién oxi-
dﬁma—e?ammro-
citario de estos pacientes esta elevado en condicio-
nes basales, y persiste todavia alterado tras el trata-
miento con EPO. El hallazgo de un MDA elevado en
los pacientes urémicos, que ya fue descrito en un tra-
bajo previo® 7, indica que el hematie esta sometido
a una mayor agresion oxidativa o que sus sistemas de
defensa frente a esa agresion estan alterados o bien a
la conjuncién de ambos hechos a la vez. En nuestros
resultados del estudio basal se observa una alteracién
de estos sistemas de defensa con un aumento de
GSH y de la actividad de SOD, contribuyendo este
hecho a mantener la discrepancia de valores obser-

. vada hasta ahora por otros autores'? '>. El incre-.
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mento de la actividad enzimética puede traducir la
existencia de una poblacién eritroide joven con
mayor carga enzimatica global como consecuencia
del acortamiento de la vida media eritrocitaria en es-
tos pacientes, al igual que ocurre con otras enzimas
en patologias con predominio de hematies jévenes ®.
Podria ocurrir ademas que esta carga enzimatica au-
mentara como resultado de una maduracién eritroide
en un ambiente urémico con mas elementos oxidan-
tes en el medio. Tras el tratamiento con EPO, la acti-
vidad enzimatica tiende a normalizarse, aunque las
diferencias encontradas en este ensayo no sean esta-
disticamente significativas, y ademds, como hemos
visto, se produce un alargamiento en la vida media
de los hematies. La concordancia de estos dos he-
chos daria mayor fuerza a la teoria de que las modifi-
caciones enzimaticas encontradas fueran la conse-
cuencia de las variaciones en la edad de la poblacién
eritroide.

Se desconoce la relacién que pueda existir entre
los cambios que se producen en la peroxidacién de
los lipidos de membrana y la mejoria de la vida me-
dia, asi como de los mecanismos de defensa antioxi-
dante de los eritrocitos tras el tratamiento con EPO.
Sera necesario en un futuro realizar estudios en gru-
pos mas amplios de pacientes para poder llegar a de-
terminar cual es el efecto que la EPO ejerce sobre el
mecanismo de hemdlisis y su posible relacién con el
metabolismo oxidativo del hematie. No obstante, to-
do ello podria ser debido al efecto que la EPO posee
sobre la proliferacién y maduracién de los precurso-
res eritroides en la médula ésea.
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