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Estudio del factor endégeno similar a la
digoxina y el transporte de Na' eritrocitario
en la insuficiencia renal cronica
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RESUMEN

Existen considerables. pruebas de que la expansion del volumen extracelular pro-
mueve la produccion de factores humorales natriuréticos. Uno de estos factores es el
factor endogeno, similar a la digoxina (FESD), sobre el que se ha sugerido sea un inhi-
bidor endégeno de la bomba de Na* (NaP). EL FESD ha sido implicado en la adapta-
cibn que acompania a la insuficiencia renal cronica y en la patogenia de la hipertension.

Hemos estudiado fa razén constante (Rc) de la actividad de la NaP y los niveles plas-
maticos de un factor endbgeno similar a la digoxina (FESD) mediante inmunoensayo por
polarizacién de fluorescencia previa cromatografia del plasma en 15 sujetos control (C),

- 10 pacientes con insuficiencia renal crénica (IRC) pre y post-hemodidlisis (HD), cinco nor-
motensos (NT) y cinco hipertensos (HT) y en 10 pacientes con trasplante renal (TR) (crea-
tinina <1,4 mg/dl) (cinco NT y cinco HT) en tratamiento con azatioprina y ciclosporina A.

No se hallaron diferencias significativas en la RC de la NaP entre los grupos C
0,332+ 0,8) e IRC (NT pre-HD 0,283 +0,06; HT pre-HD 0,289 + 0,06; post-HD
0,289 £ 0,06) ni en TR (NT 0,277 + 0,06; HT 0,299 1 0,08). EL FESD se detectd sélo en
pacientes con IRC y fue similar en ambos grupos, tanto antes como después de la HD
(pre-HD, HT 34 £ 26 pg/ml digoxina equivalente, NT 40 + 28, NS; post-HD, HT 23 + 18,
NT 25 + 15, NS). La concentracién plasmatica de FESD tendio a disminuir con la HD sin
significacion estadistica.

En conclusion: la existencia de un FESD ha sido hallada s6lo en pacientes con insu-
ficiencia renal. No hemos hallado correlacién entre la presencia de un FESD y la activi-
dad de la NaP. EL FESD y la actividad de la bomba de Na* eritrocitaria no parecen ser
marcadores de hipertension en estos pacientes.

STUDY OF THE ENDOGENOUS DIGOXIN-LIKE FACTOR AND THE ERYTHROCYTE Na*
TRANSPORT IN CHRONIC RENAL FAILURE

SUMMARY

Endogenous inhibitors of the Na*pump have been implicated in the pathogenesis
of hypertension and in the physicologic adaptation to chronic renal failure (CRF). We
have studied the rate constant for erytﬁrocyte Na* pump (NaP) and plasma levels of en-
dogenous digoxin-like immunoreactivity (EDLI) by fluorescence polarization immunoas-
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say after gel chromatography in 10 controls subjects (C), 10 patients with CRF before and
after hemodialysis (HD), 5 normotensive (NT) and 5 hypertensive (HT), and 10 renal al-
lograft receivers (RA) (creatinine <1.4 mg/dl) (5 NT and 5 HT) in treatment with azathio-
prine and cyclosporine A. .

No diferences in the rate constant for NaP between C(0.323 £ 0.08) and CFR (NT be-
fore HD 0.280 + 0.06, after HD 0.283 + 0.03; HT before HD 0.298 + 0.06, after HD
0.292 £ 0.06) or RA (NT 0.77 + 0.06, HT 0.299 + 0.08) were found. EDLI was only detect-
ed in CRF patients and the plasma concentration was similar in both groups before HD
(HT 34 * 26 pg/ml digoxin equivalents, NS) and after HD (HT 23 + 18, NT 25 + 15, NS).
Although the plasma levels of EDLI tended to decrease after HD, this fall did not reach

statistical significance.

In conclusions: 1) EDLI are presents only in CRF patients, 2) There is no correlation-
ship between EDLI and the erythrocyte NaP, 3) neither of these® parameters seems to
be a marker of hypertension in these patients. )

Existen pruebas en favor de que la expansion del vo-
lumen extracelular promueve la produccion de factores
humorales natriuréticos 2. Numerosos estudios han se-
gerido que una de estas sustancias es un factor endoge-
no similar a la digoxina (FESD), con capacidad de inhibir
la Na*, K* ATPasa en diversos tejidos, incluyendo el ri-
fidn3, y que modula la excrecion renal de Na**®. Diver-
sos autores han sugerido la presencia en la uremia de
un factor circulante con capacidad de modular la activi-
dad de la bomba de Na**>. Este inhibidor seria sensible
a los cambios de volumen extracelular. Antes de la dia-
lisis, la hipervolemia promoveria su produccion, y la dis-
minucion del volumen extracelular inducido por la diali-
sis conduciria a su disminucion. '

El FESD ha sido implicado en la adaptacion que acom-
pafa al aumento del volumen extracelular en la insufi-
ciencia renal cronica y en la patogenia de la hipertension
arterial esencial’. Sin embargo, Kelly y cols.® han sugeri-
do que el incremento en la actividaJl de la Na*, K* AT-
Pasa durante la dialisis no confirma la hipétesis de que
este inhibidor es producido en respuesta al aumento del
volumen extracelular.

Aunque estos compuestos han sido intensamente es-
tudiados, tanto su estructura quimica como su significa-
do fisiopatologico han sido completamente dilucidados.

El objetivo del trabajo ha sido evaluar la hipotesis de
que el FESD vy la actividad de la bomba de Na* en eri-
trocitos pueden ser considerados como marcadores de
la hipertension secundaria a insuficiencia renal, asi como
la posible correlacion entre el FESD y la actividad de la
bomba de Na* en estas células. Ademas, hemos estudia-
do el efecto de la dialisis y el trasplante sobre estos
parametros. '

Material

Los estudios se realizaron en tres grupos de sujetos:
un grupo control, un grupo de pacientes con insuficien-
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cia renal crénica (IRC) y un grupo de pacientes con tras-
plante renal (TR).

Grupo control: Se estudiaron 15 sujetos normales
como controles, siete mujeres y ocho hombres, con una
edad media de treinta y ocho afios (rango, veinticuatro-

sesenta afios). Todos eran sanos, sin antecedentes per-

sonales ni familiares de hipertension arterial esencial o
secundaria. _

Grupo IRC: Formado por 10 pacientes diagnosticados
de insuficiencia renal cronica terminal, seis hombres y
cuatro mujeres, con una edad media de cuarenta y cin-
co afos (rango, dieciséis-treinta y tres anos), en progra-
ma de hemodidlisis periédica durante al menos seis me-
ses (rango, seis-ciento cuarenta y cuatro meses). La etio-
logia de la insuficiencia renal cronica fue glomerulonefri-
tis cronica (cinco casos), nefropatia intersticial (dos ca-
sos), nefroangiosclerosis (dos casos) y nefropatia no filia-
da (un caso). Cinco de los pacientes cumplian los crite-
rios de hipertension arterial (> 145/90). Todos los pacien-
tes recibian una pauta de hemodialisis de cuatro horas
tres veces por semana. Se emplearon dializadores de fi-
bra hueca de cuprofan (0,8-1,3 m?). El liquido de dialisis
(renofundina 920) contenia en mmol/l: Na*, 137; K*, 2;
Ca*, 3,5; Mg*, 0,75; Cl, 1-, 104; acetato, 40. Los estu-
dios se realizaron antes y después de la misma sesion
de hemodiélisis (HD). En ninglin caso se infundieron so-
luciones salinas. Todos los pacientes recibian suplemen-
tos de calcio e hidréxido de aluminio.

Grupo 1R renal: Estudiamos diez pacientes con tras-
plante renal (seis mujeres y cuatro hombres) con una
edad media de treinta y nueve afnos (rango, veinticuatro-
cincuenta y nueve anos). La nefropatia de base fue glo-
merulonefritis cronica (cinco casos), glomerulonefritis ra-
pidamente progresiva (un caso), poliquistosis renal (dos
casos) y nefropatia no filiada (un caso). El tiempo medio
de tratamiento previo en hemodialisis fue de veintiséis
meses (rango, cuatro-sesenta). En ocho casos se trataba
de trasplante renal de cadaver y en dos casos de donan-
te vivo. Todos los pacientes presentaban en el momen-



to del estudio una funcién renal normal (creatinina, <1,4
mg/dl; aclaramiento de creatinina, >70 ml/minuto). El
tiempo medio de evolucion del trasplante fue de diecio-
cho meses (rango, doce-treinta y seis). Cinco de los pa-
cientes cumplian los criterios de hipertensiéon arterial
(>145/90). Como medicacion inmunosupresora recibian
azatioprina (1-2 mg/kg peso/dia) y ciclosporina A (3-5
mg/kg peso/dia).

Con autorizacién, previo informe de los pacientes, la
medicacion antihipertensiva fue suspendida dos sema-
nas antes de realizar el estudio.

Métodos
Na* y K* intracelular

Los eritrocitos se obtuvieron por centrifugacion, dese-
chandose los leucocitos. El plasma se aspir6 y almacené
a -20° C. Los eritrocitos se lavaron tres veces con Cl,Mg
(110 mM, pH 7,4) a una temperatura no superior a 4° C.
Los eritrocitos lavados se hemolizaron en agua destilada
en una proporcion 1:15 (v:V), y se determino la concen-
tracion de Na* y K* en el hemolizado mediante un es-
pectrofotometro de absorcion atémica (Perkin-Elmer mo-
delo 2380, Norwalk, Connecticut, USA)é7.

Transporte eritrocitario de Na*

Se determiné el transporte mediado por la bomba de
Na* (inhibible por ouabaina) segun el método descrito
por Garay y cols.8, con ligeras modificaciones®. Los eri-
trocitos se lavaron tres veces en un medio de CIMg**
(110 mmol/l, pH 7,4) y se resuspendieron en 250 pl con
un hematécrito entre 20-25 %, y se diluyeron en 1 ml de
un medio con la siguiente composicibn en mmol/I:
CI,Mg 100, MOPS 10, TRIS 10 y glucosa 10, pH 7,4. Las
alicuotas (en una suspension c}; 4-5 % de hematdcrito)
se incubaron una hora a 37° C, con el agregado de los
siguientes medios (composicion en mmol/l): medio (I)
CIK 2, 10 ul; medio (ll) ouabaina 0,15 ul. Un par de tu-
bos con medio | no se incubaron para determinar el eflu-
jo basal de Na* {tiempo 0). Después de la incubacion se
realizo una centrifugacion a 1.700 g/min, recogiéndose
el sobrenadante. La concentracion de Na* del sobrena-
dante se determiné mediante un espectrofotometro de
absorcion atomica (Perkin-Elmer, modelo 2380, USA).

El transporte de Na* resulta de la siguiente ecuacion:

Eflujos de Na* =

D [Na*] x 1/hematdcrito
Hematocrito x t (horas) x 0,85

Donde se expresa el hematocrito en el medio de in-
cubacion; 0,85 es el factor de correccion del espectrofo-
tometro; D [Na*] (umol/| sobrenadante) es la diferencia
entre la concentracion externa de Na* antes {tiempo 0)
y después de la incubacién. El transporte de Na* resulta
de la diferencia .entre el eflujo de Na* después de una
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hora de incubacién y el eflujo basal en el tiempo cero
(tubos no incubados{. La actividad de la bomba de N*
se calcula como la diferencia del eflujo en ausencia y en
presencia de ouabaina (medios 1y 2, respectivamente).
Todos los experimentos se realizaron por duplicado.

FESD en plasma

Se determiné previa centrifugacion de la sangre a
1.700 g diez minutos ?/ posterior aspiracion y fracciona-
miento del plasma (volumen, 3-4 cm/l) en gel de Sepha-
dex G 25 fino, en columnas cromatograficas (Pharmacia
Fine Chemical, Suecia) de 2,5 x 40’ cm®. El volumen de
exclusion de la columna fue de 85-90 ml, estimado me-
diante la elucién de azul dextrano. Se utilizd como elu-
yente acetato de amonio (10 mM, pH 6,5) a un flujo de
elucion de 1,5 mi/minuto. Las fracciones fueron recogi-
das en volimenes de 5 ml, en tubos de poliestileno, me-
diante un colector de fracciones automatico (LKB Ultro-
rac), y la concentracion de Na* se determind mediante
un analizador con electrofos selectivos (Astra 4, Beckman,
Schilla Pork, IL, USA).

El contenido de los tubos desde el inicio de la apari-
cion de Na* hasta su terminacion se reunié como frac-
cion Il (fraccion de las sales), y los siguientes 18 tubos
como fraccion IV (fraccion posterior a las sales)® . Las
muestras fueron liofilizadas y posteriormente resuspen-
didas en 300 pl de un tampén de CINa (composicion: al-
bimina bovina, 0,1% [W/V]; CINa 0,9 %; azida, 0,01
W) (pH 7,4).

La concentracion de equivalentes de digoxina fue de-
terminada mediante inmunoensayo por polarizaciéon de
fluorescencia (Abbot TDX, Abbott Laboratories, North
Chicago, IL, USA). Los resultados se expresan como equi-
valentes de digoxina en picogramos/ml®1.

Estadistica

Todos los datos estan expresados como medias + SD.
Todos los grupos se estudiaron mediante un analisis de
la varianza y la prueba de Kurskal Wallis. Los valores pre

post-HD se compararon con el test de Wilcoxon. Se uti-
iz6 el test de Mann Whitney para comparar los valores
de NT e HT. Todos los estudios estadisticos se realizaron
en une)x base de datos estadistica (Sigma, Horus Hardwa-
re Co.).

Resultados

El peso perdido durante la sesion de HD fue similar
en NTyHT (2,2 £ 1 kg vs 1,9 £ 0,5, respectivamente; NS).
Los valores correspondientes a la concentracion de Na*
y K* intracelular y la actividad de la bomba de Na* fue-
ron similares a los de los sujetos control, tanto en los pa-
cientes sometidos a hemodialisis como en los pacientes
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trasplantados. No se hallaron diferencias entre los pa-
cientes normotensos e hipertensos (figs. 1, 2, 3 y 4).

El FESD fue detectado solo en los pacientes en IRC so-
metidos a hemodialisis, y su concentracién plasmatica
fue similar en ambos grupos, tanto antes como después
de la didlisis. Predialisis NT, 34 + 26 pg/ml, equivalentes
de digoxina; HT, 40 + 28, NS; posdialisis NT, 23 + 18; HT,
25 £ 15, NS). Aunque la concentracion plasmatica tendio
a disminuir con la hemodidlisis, esta caida no tuvo signi-
ficacion estadistica. Cabe destacar que uno de los pa-
cientes trasplantados fue estudiado durante su estancia
en hemodidlisis. El FESD antes de la dialisis fue de 11
pg/ml, y no se detectd después de la dialisis.

Discusién

Hace mas de veinticinco afios que Welt y cols. " des-
cribieron alteraciones en el transporte iénico celular en
la uremia. Desde entonces diversos investigadores han
hallado alteraciones en el transporte i6nico celular en pa-
cielntes urémicos® '3 y en la hipertension arterial esen-
Cia 15,16.

Es importante destacar que ya en esta descripcion ori-
ginal los autores sefalaron que el incremento en la con-
centracion intracelular de Na* y la disminucion en la ac-
tividad de la bomba de Na* en eritrocitos era un hallaz-
go inconstante en los pacientes urémicos.

lzumo y cols.™ describieron una inhibicion en la acti-
vidad de la bomba de Na* en eritrocitos de pacientes
urémicos por la presencia de un factor circulante y su
aguda correccion por hemodidlisis. Sin embargo, Cheng
y cols.™ no han hallado una sustancia circulante que in-
terfiera con la union de la ouabaina a su receptor. Estos
autores hallaron un incremento en la concentracion in-
tracelular de Na* en algunos, pero no en todos los pa-
cientes con IRC, y clasificaron a los pacientes segin la
concentracion'de Na* eritrocitario en: 1) IRC con incre-
mento de la concentracién de Na*, y 2) IRC con normal
concentracion de Na*. En los pacientes con incremento
de la concentracion de Na*, estos autores han hallado
una disminucién del namero de unidades de [a Na*, K*
ATPasa en eritrocitos. Cheng y cols.™ concluyen que la
disminucion del nimero de unidades enzimaticas es el
evento inicial que conduce al aumento de la concentra-
cion intracelular de Na*. ‘

Es importante destacar que recientes investigaciones
aportan pruebas en favor de los hallazgos de Cheng y
cols. En efecto, Fervenza y cols.” han hallado una inhi-
bicion en la actividad de la bomba de Na* eritrocitaria
en un 30 % de los pacientes en hemodialisis crénica,
mientras los pacientes con trasplante renal no presentan
diferencias con los sujetos controles. Ademas, estudios
previos en nuestro laboratorio han sefialado resultados
similares®. Estos datos pueden explicar que en el presen-
te trabajo no hayamos observado alteraciones en la ac-
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tividad de la bomba de Na* en eritrocitos de estos
pacientes.

Por otra parte, en el presente estudio hemos detecta-
do la presencia de un FESD en pacientes urémicos en he-
modiadlisis, mientras que no ha sido hallado ni en los su-
jetos control ni en los pacientes trasplantados con bue-
na funcién renal. Ademas, el FESD no se ha correlacio-
nado con los cambios agudos del volumen extracelular
inducidos por la dialisis ni con la actividad de la bomba
de Na* eritrocitaria.,

Muchos investigadores han estudiado mediante ra-
dicinmunoanélisis al FESD para investigar los niveles de
un posible inhibidor de la bomba de Na*. Estos datos se
basan en la premisa de que la sustancia que se une a un
receptor enddgeno especifico debe también unirse a un
anticuerpo contra dicha sustancia®. Sin embargo, recien-
temente diversos investigadores han aportado pruebas
en favor de que esta presuncién puede no ser universal-
mente vélida™. En efecto, Yamada y cols.™ han comuni-
cado la disociacion entre el FESD y la capacidad para in-
hibir la Na*, K* APTasa en suero de rata después de una
expansion del volumen extracelular. Stokes y cols.? su-
gieren que la presencia de un inhibidor de laNa*, K* AT-
Pasa en el plasma de pacientes urémicos no esta en re-
lacion ni con los cambios del volumen extracelular indu-
cidos por la dilisis ni con los niveles plasmaticos del
FESD. Ademas, en otra situacion clinica en que el FESD
esta presente, como.es el tercer trimestre del embarazo,
Poston y cols.?' no han hallado correlacion entre el FESD
y la actividad de la bomba de Na* en leucocitos.

En los Gltimos arios se han identificado diversas sus-
tancias que pueden actuar como FESD: &cidos grasos no
saturados (AGNS), fosfolipidos, hidrocortisona y sulfato
de dihidroepiandrosterona?2. Recientemente, Law y Val-
dés? han propuesto tres criterios empiricos para definir
la capacidad necesaria que debe tener un compuesto en-
dbgeno para ser considerado un FESD. Estos criterios in-
cluyen intensidad inmunorreactiva para existir en con-
centraciones fisiologicas, asi como las caracteristicas bio-
quimicas de unirse a las proteinas propias de estos com-
puestos. Sin embargo, se ha sugerido que los AGNS re-
gulan la actividad de.la bomba de Na* en leucocitos 2.
Por tanto, la bisqueda de un factor endogeno inhibidor
(regulador) de la Na*, K* ATPasa y su exacto mecanismo
de accion continda >%. Siguiendo a Goto y cols., la es-
timacion de la <hormona natriurética», solamente basa-
da en los niveles plasmaticos de un FESD, puede condu-
cir a error y debe interpretarse con precaucion. El pre-
sente trabajo no permite interpretar adecuadamente el
papel del FESD en la insuficiencia renal cronica.

En conclusion, el FESD estudiado en sujetos norma-
les, en pacientes urémicos y en pacientes con trasplante
renal s6lo ha sido hallado en los pacientes urémicos. No
existe correlacion entre los niveles del FESD y la activi-
dad de la bomba de Na* eritrocitaria. Estos parametros
no parecen ser marcadores de la hipertension arterial se-
cundaria a insuficiencia renal.
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