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Accion de la rHUEPO sobre la hemorreologia
de los pacientes en hemodialisis cronica
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RESUMEN

Es clara la eficacia de la eritropoyetina humana recombinante (rHUEPO) en el trata-
miento de la anemia de los pacientes con insuficiencia renal. Sin embargo, se han des-
crito algunos efectos adversos, de los cuales el mas importante es un peor control de la
hipertension arterial. En este estudio analizamos las variaciones que la rtHUEPO puede in-
ducir en algunos pardmetros hemorreolégicos. Se estudiaron 11 pacientes en hemodialisis
crénica, no tratados con rHUEPO. El mismo estudio se realizé en 21 pacientes en hemo-
dilisis tratados con rHUEPO. Se consideré un grupo control de 12 individuos normales.
En cada grupo se determiné: Hto, deformabilidad eritrocitaria (filtrabilidad), agregacion eri-
trocitaria y viscosidad plasmitica. Ademés, debido a su influencia sobre la hemorreologia,
se determin6 también: 2-3 DPG eritrocitario, fibrindgeno y haptoglobina plasméticos.

Encontramos que en el grupo de pacientes hemodializados no tratados con rHu-
EPO, la deformabilidad eritrocitaria, viscosidad plasmatica y haptoglobina estaban dentro
de los limites de la normalidad. El 2-3 DPG y el fibrindgeno estaban aumentados respec-
to al grupo control (p < 0,01), asi como la agregacion eritrocitaria (p < 0,05). No hubo di-
ferencias significativas entre los grupos tratados y no tratados, a excepcion de un aumen-
to en la deformabilidad eritrocitaria y una disminucion en la agregacion eritrocitaria con
el tratamiento con rHUEPO. Con estos datos concluimos que la rHUEPO no sélo induce
cambios cuantitativos en los hematies, sino también cualitativos, capaces de mejorar su
comportamiento hemorreologico.
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ACTIONS OF rHuEPO THERAPY ON BLOOD RHEOLOGY OF THE PATIENTS ON
CHRONIC HEMODIALYSIS

SUMMARY

The efficiency of recombinant human erythropoietin (rHUEPO) in treating renal ane-
mia has been clearly established. However some adverse effects have been attributed to
its action, being hypertension the most frequent of side effects. In this study we analyze
the variation with rtHUEPO therapy of some hemorheological parameters wich could be
implicated in these effects.

Twenty-one hemodialyzed patients with rHUEPO treatment were studied. The period
of rHUEPO administration took over 8 months (16 + 8 months). The same study was car-
ried out in 11 hemodialyzed patients without rHUEPO therapy. A third grou consisted
of 12 normal individuals. In every group, hematocrit, erythrocyte deformability (filterabi-
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lity), erythrocyte aggregation, and plasma viscosity were measured. Besides these hemor-
heologycal parameters, erythrocyte 2-3 DPG, plasma fibrinogen and haptoglobin were also
determined, due to their influence on the hemorheological parameters.

We found that in the group without rHUEPO erythrocyte deformability, plasma visco-
sity and haptoglobin were within the normal range. 2-3 DPG and fibrinogen were higher
than in normal group (p < 0,07) as well as erythrocyte aggregation (p < 0,05). There were
not significant differences between both groups of hemodia?yzed patients, except for the
increase in erythrocyte deformability and decrease in the enythrocyte aggregation in the
group under rHUEPO therapy. From these data we deduct than rHUEPO not only induces
guzntitative, but also qualitative changes in the red cell able to ameliorate its rheological

ehaviour.

Key words: Erythropoietin. Hemorheology. Hemodialysis.

Introduccién

El empleo de la rtHUEPO en el tratamiento de la ane-
mia de los pacientes con insuficiencia renal ha supuesto
un avance indiscutible en el manejo clinico de los mis-
mos™2. Su eficacia es reconocida, consiguiéndose en la
practica totalidad de los casos una evidente mejoria de la
‘anemia. Sin embargo, los primeros trabajos publicados
describian, como efectos adversos mas preocupantes, un
peor control tensional y una aparente mayor incidencia
de trombosis de los accesos vasculares. La ulterior expe-
riencia ha demostrado que ello puede suceder cuando se
consigue un incremento rapido en la tasa de hematocrito.

Los parametros hemormeoldgicos tratan de definir la di-
ferente respuesta de la sangre ante una fuerza laminar
aplicada®. El Hto, la viscosidad plasmatica, la deformabi-
lidad y la agregacion eritrocitaria configuran ese compor-
tamiento. La deformabilidad eritrocitaria va a facilitar el flu-
jo sanguineo en la microcirculacion. La agregabilidad eri-
trocitaria que se produce cuando el flujo laminar es pe-
queio va a favorecer a su vez el estasis sanguineo, lo que
provoca una mayor permeabilidad capilar con la consi-
guiente hemoconcentracion, perjudicial para una adecua-
da circulacion de la sangre.

Al ser el Hto uno de los determinantes fundamentales
del comportamiento reologico de la sangre, es importan-
te conocer como el tratamiento con rHUEPO puede mo-
dificar la hemorreologia de los pacientes urémicos trata-
dos con esta hormona, con su posible participacion en
las modificaciones tensionales y/o mecanismos de coa-
gulacion. Nuestro trabajo pretende analizar la posible va-
riacion de varios parametros hemorreologicos en pacien-
tes hemodializados en tratamiento con rHUEPO.

Material y métodos

El grupo de estudio lo constitufan un total de 34 pa-
cientes en hemodidlisis cronica, 14 mujeres y 20 varones,
con una edad media de 51 + 13,1 afios. Se dividieron en
dos grupos, uno de 11 pacientes que no habian recibido
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rHUEPO (no tratados) y otro de 23 pacientes tratados con
rHUEPO por via intravenosa (tratados) y un tiempo de tra-
tamiento superior a los ocho meses (media, 16 + 8 me-
ses), en fase de estabilizacién de la dosis de rHUEPO. Nin-
gln paciente habia recibido transfusion alguna por lo me-
nos un mes antes del estudio. Del total de pacientes solo
habia dos del grupo tratado con tHUEPQ que eran diabé-
ticos. Como va%ores control se utilizaron los obtenidos de
una poblacién sana.

El estudio se realizd en sangre extraida del acceso vas-
cular antes de iniciar una hemodialisis intrasemana. Se de-
terminaron los siguientes parametros:

Hematécrito mediante autoanalizador H1 de Techni-
con.

Deformabilidad eritrocitaria, determinando la filtrabili-
dad de hematies lavados suspendidos en tampon fosfato
isotonico a pH 8, hasta conseguir un hematocrito aproxi-
mado del 10 %. Se realiz6 en sangre anticoagulada con
EDTA, mantenida a temperatura ambiente hasta su pro-
cesamiento, siempre antes de dos horas. Se utilizé un fil-
trometro St. Georges de Carrimed (Inglaterra). La suspen-
sibn de hematies lavados se filtra a presion constante a
través de filtros verticales de policarbonato con poros de
5 micras de didmetro. Medimos el tiempo de transito de
los hematies (RCTT) entre dos detectores 6pticos, expre-
sandolo en milisegundos. El RCTT dependera de la velo-
cidad de paso de los hematies a través de los poros, y
ésta de la capacidad de deformarse de los hematies para
atravesarlos.

El 2-3 DPG se midi6 mediante método colorimétrico
de la casa Boheringer Mannheim, expresandose en
mmol/l hematies.

La agregabilidad eritrocitaria se determiné mediante un
agregometro Myrenne MA 1. Se utilizo sangre anticoagu-
lada con EDTA, procesandola antes de dos horas de la ex-
traccion. Se midio la agregacion a alta y baja velocidad de
cizallamiento o laminar después de cinco segundos de ce-
sar ésta (chigh shear rate: M-5, y low shear rate: M1-5).
Se expresa en unidades MEA (Mean Extent Aggregation).

La viscosidad plasmatica se estudi6 por el método de
la micropipeta, calculando la viscosidad relativa con res-
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Tablal. Valores hallados en los parametros hemorreolégicos estudiados. Estan expresados como media £ 1DS

Controles No tratados Tratados
Hto 43028 28,5t 3,5¢ 34,6 + 4,6
RCIT 10,108 10,3108 9,6 £0,9¢
M-5 73119 995t2,1% 9,63 +2,3*
M1-5 12,30+3,4 16,80 £ 3,3° 1520+ 3,6
M5/Hto 0,16 + 0,04 0,35+0,07°¢ 0,28 £ 0,07¢¢
M1-5/Hto 0,28 £ 0,07 0,59 +0,12°¢ 0,441 0,11%¢
Viscosidad plasmatica..........c..couimeevcsennes 1,601 1,96+ 04 1,85+0,13
Haptoglobina 200 + 50 194 +124 221109
Fibrinbgeno 325162 473 £ 134° 556 + 190“¢
2-3 DPG 4,37+0,43 6,37 +2,0° 5,97 0,99

Significacion estadistica entre los valores:
Respecto a controles sanos: 2 p < 0,05; ®p < 0,01; ¢p < 0,001.

Entre pacientes tratados con rHUEPO y los no tratados: 4p < 0,05; ¢ p <0,01; fp<0,001.

pecto al agua destilada (expresada como la relacion entre
la viscosidad del plasma problema/viscosidad del agua
destilada).

El fibrinogeno y la haptoglobina se determinaron me-
diante un nefelémetro de la casa Behring, expresandose
las concentraciones en mg/dl.

Resultados

La tabla | muestra los resultados obtenidos en los tres
grupos estudiados.

El Hto aument6 significativamente, p < 0,001, al tratar
los pacientes con rHUEPO, si bien se mantiene una cifra
inferior respecto a los controles sanos, con una p < 0,001.

La filtrabilidad eritrocitaria, expresada mediante RCTT,
no mostré una diferencia significativa entre los controles
sanos ¥ los pacientes hemodializados no tratados con
rHUEPO. En el grupo de tratados aumenta significativa-
mente con respecto a los no tratados, con una p < 0,05.
Aunque el RCTT es menor en los pacientes hemodializa-
dos tratados con rHUEPO que en los controles normales,
no hay diferencias significativas entre ellos.

Se considera la agregacion a «alta y baja shear rates».
En una ( otra condicion se observd una mayor agrega-
cion en los pacientes hemodializados respecto a los con-
troles sanos, con una p < 0,05. En aquellos que estaban
bajo tratamiento con rHUEPO disminuyo algo la agrega-
cién, aunque sin significacion estadistica, si bien sigue es-
tando significativamente mas alta que en los sujetos nor-
males, p < 0,05, solo a «alta shear rate» (fig. 1). El Hto no
esta estandarizado como uno de los factores a tener en
cuenta en la agregacion eritrocitaria. Existen, sin embar-
go, algunos trabajos que muestran una posible influencia
del mismo sobre la agregabilidad®. El tratamiento con rHu-
EPO incrementa de una forma significativa el Hto de los
pacientes tratados. Si tenemos en cuenta esta circunstan-
cia a la hora de valorar la agregacion eritrocitaria, dividien-
do los valores hallados por los Hto correspondientes en
cada momento, observamos que se mantienen las dife-

rencias arriba expuestas para la agregacion eritrocitaria,
pero con una significacion estadistica mucho mayor:
p < 0,001. Ademés aparece una diferencia altamente sig-
nificativa (p < 0,001) entre los Eacientes tratados y los no
tratados tanto a «alta como a baja shear rates» (fig. 2).

Por lo que respecta a la viscosidad plasmatica, no en-
contramos diferencias significativas entre ninguno de los
grupos analizados. Tampoco se altera con el tratamiento
con rHuEPO.

Los valores referidos a las proteinas plasmaticas estu-
diadas muestran que la haptoglobina no se diferencia en
ninguno de los grupos, mientras que no ocurre lo mismo
para el fibrindgeno. La concentracion de fibrindgeno es
significativamente mayor en los pacientes hemodializados
respecto a los controles, p < 0,001. Ademas, el grupo tra-
tado tiene una cifra de fibrinégeno superior al no tratado,
con una diferencia significativa, p < 0,001 (fig. 3).

Agregacion eritrocitaria en HD.
Tratamiento con rHUEPO

* p<0,05

M5
R Control

M1-5

Sin rtHUEPO Con rHuEPO

Fig. 1.—Valores de la agregacion eritrocitaria en los distintos grupos
estudiados. Expresados como unidades MEA (Mean extent
aggregation), M5 a alta shear rate y M1-5 a baja shear rate.
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Agregacion eritrocitaria en HD.
Tratamiento con rHuEPO

U. MEA/Hto

0,7

0’6 [—— *x

0,5
0,4
0,3 4
0,2 4
0,1 4o

0.
M5/Hto M1-5/Hto
R Control Sin rtHUEPO Con rHuEPO
*p<005  *p<0O01 e p < 0,001

Fig. 2.—Valores de la agregacion eritrocitaria en los distintos grupos
estudiados, exgresados como unidades MEA/Hto. M-5 a alta shear
rate y M1-5 a baja shear rate.

En los pacientes hemodializados, los valores hallados
de 2-3 DPG estan significativamente elevados respecto a
los controles sanos, con una p < 0,01 para los no trata-
dos y de 0,001 para los tratados con rHUEPO. Aunque la
cifra es inferior en el grupo tratado, no hubo diferencia sig-
nificativa con el grupo de pacientes no tratados.

La agregacion eritrocitaria, en los pacientes que no es-
taban siendo tratados con rHUEPO, mostré una correla-
cién positiva con las cifras de fibrinogeno y el 2-3 DPG, a
baja y a alta shear rate, con una p < 0,05 en todos los ca-
sos (tabla lI, fig. 4). Por el contrario, en el grupo de pa-
cientes tratados, aquéllas desaparecen y, en cambio, lo
hacen entre la agregacion y haptoglobina, con una
p <0,05 (tabla I, fig. 5).

Fibrinbgeno (mg/dl)

800
p<0,01 I

600

p < 0,001 il
400 L
‘Hr U

200
| p < 0,001 S
0 1 1 1

Control Sin rHUEPO Con rHUEPO

Fig. 3.—Valores del fibrinégeno en los distintos grupos estudiados
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Tablall. Correlaciones entre la agregacion eritrocitaria
a alta y baja shear rate y el fibrinogeno,
2-3 DPG y haptoglobina
Fibrin6geno 23DPG  Haptoglobina
NT T NI T NI T
M5, 065 NS 074 NS NS 062
M15..... . 070 NS 073 NS NS 072
M-5/Hto.... . 074 054 08 NS NS 062
M1-5/HEO. v 073 NS 073 NS NS 067

NT: pacientes no tratados con rHUEPO; T: pacientes tratados con rHUEPO.
Los niimeros indican el valor de la r para una significacién estadistica de p <0,05.

Discusion

Desde que el tratamiento con rHUEPO se instaur6 en
los pacientes con insuficiencia renal, son pocos los estu-
dios hemorreologicos realizados en este tipo de pacien-
tes*%. Su andlisis permite concluir que no existe unanimi-
dad en los datos obtenidos. Lo mas constante es el ha-
llazgo de un aumento de la viscosidad total sanguinea, ex-
presion del incremento en la cifra de Hto® . Los que ana-
lizan las variaciones de la viscosidad plasmatica encuen-
tran unos valores normales en los pacientes dializados, Y
no se modifica con el tratamiento con rHUEPO*6.7.10,
Nuestro trabajo lo confirma.

Bajo el concepto de deformabilidad eritrocitaria se en-
globan una serie de propiedades estéticas y dinamicas del
globulo rojo, que, como su nombre indica, le permiten
cambiar de forma al estar sometido a determinadas fuer-
zas. Propiedades estaticas que sefialan la mayor o menor
respuesta segun la magnitud de la fuerza aplicada, y di-

Agregacion eritrocitaria en HD.
Grupo no tratado

Fibrindgeno (mg/dl)
B 5 4 800

2,3-DPG (mMol/l)
2

Y=-14+22 .

10 =080 1700
8 " 1600
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e 8 1500
4r . Y=64+1.237x
2t - . * r= 0,74 4 400
0 1 _* 1 I i 300
0,1 02 03 04 05 0,6
M-5/Hto

——23-DPG  —— Fibrinbgeno

Fig. 4—Correlaciones entre la agregacion eritrocitaria corregida por el
Hto, a alta shear rate (M-5/Hto) y el 2-3 DPG (p < 0,05, r= 0,80) y
fibrinégeno (p < 0,05, r= 0,74) en el grupo de pacientes no tratados
con rHuUEPO.



Agregacion eritrocitaria en HD.
Grupo tratado con rHuEPO
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00 2P gl g/

Y= 616+ 1.034x
500 %
r=10,62
400 * //
300 -
. *
200 SR W __‘ ............ Fa—
100 =" .
0 1 1 1 1 i 1
015 02 025 03 035 04 045 05
M-5/Hto

Fig. 5.—Correlaciones entre la agregacion eritrocitaria corregida por el
Hto, a alta shear rate (M-5/Hto) y fa haptoglobina (p < 0,05, r= 0,62)
en el grupo de pacientes tratados con rHUEPO.

namicas, que expresan el tiempo en que se efectiia la res-
puesta. Las propiedades dinamicas intervienen en la re-
cuperacion de la forma original, una vez que cesa dicha
fuerza. Los diferentes métodos de que disponemos para
medir la deformabilidad pueden analizar distintos aspec-
tos implicados en este amplio concepto. No es de extra-
far por ello la diversidad de resultados obtenidos en dis-
tintas publicaciones*#2. Quiza la medida mas simple y
mas difundida sea la de la filtrabilidad, si bien su meto-
dologia presenta numerosas variantes de unos trabajos a
otros. Otro factor a considerar es el momento del trata-
miento con rHUEPO en que se efectua el estudio. En las
fases iniciales del tratamiento se produce un incremento
en la tasa de reticulocitos y hematies jovenes?, que pue-
den influir sobre las determinaciones de la deformabili-

dad. Estas células no solo tienen distinto volumen, sino’

diferentes caracteristicas en sus membranas respecto a he-
maties de mayor edad. Nuestro trabajo obvia esta faceta
al estar realizado en una fase de estabilizacion del trata-
miento: media, 16 £ 8 meses.

Nuestro estudio muestra un ligero incremento en la de-
formabilidad eritrocitaria en los pacientes tratados con
rHUEPO, si bien no existe diferencia significativa entre los
controles y los pacientes dializados. De todos modos, el
tratamiento con rHUEPO aumenta la deformabilidad eri-
trocitaria, con lo que coincidimos con Lerche y cols.®, aun-
que los métodos empleados por ellos son muy distintos
a los nuestros.

Tal vez donde nuestros resultados difieran més de lo
publicado sea en lo referente a la agregacion eritrocitaria.
Coincidimos con la mayoria de los autores en que los he-
modializados tienen una agregacion eritrocitaria mayor

.que los sujetos sanos. Encontramos que el tratamiento
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con rHUEPO reduce la agregacion. Si ademas tenemos en
cuenta la variacion del Hto, expresando la agregacion de
la forma MEA/Hto, las diferencias observadas entre los
grupos alcanzan una mayor significacion estadistica, lo
que indica que el nimero de células existentes condicio-
na de algiin modo la agregacion de las mismas.

La diferente agregacion entre controles y pacientes he-
modializados es concordante con las tasas de fibrinoge-
no halladas por nosotros en ambos grupos, mayor signi-
ficativamente (p < 0,001) en los hemodializados. La capa-
cidad de agregacion de los hematies depende de facto-
res intrinsecos a la membrana del hematie y de algunas
proteinas plasmaticas, capaces de establecer enlaces agre-
gantes entre las células. El fibrinogeno aparece como fa
principal proteina involucrada en estos fenémenos. Mas
dificil de explicar es la disminucion en la agregacion eri-
trocitaria de los pacientes dializados tratados con rHu-
EPO, teniendo este grupo tasas de fibrinbgeno mas altas
que los no tratados (p < 0,01). Cabe especular entonces
que la rtHUEPO no solo induce cambios cuantitativos, sino
también cualitativos, que afectarian a la membrana del he-
matie haciéndolo menos agregable. Este aspecto habria
que confirmarlo con estudios bioquimicos que pusiesen
de manifiesto modificaciones en la membrana del hema-
tie. También podrian modificarse otras proteinas plasma-
ticas implicadas en la agregacion, como son la alfa, ma-
croglobulina, la 1gM y haptoglobina. Esta dltima ha sido
analizada en nuestro trabajo y no varia con el tratamiento.

Apenas hay ningan trabajo que analice las posibles va-
riaciones del 2-3 DPG bajo la accion de la tHUEPO. Mae-
da lo hace en un trabajo experimental con ratas no uré-
micas, sin que encuentre variaciones significativas'. No-
sotros hallamos valores de 2-3 DPG aumentados en los
pacientes hemodializados frente a controles (p < 0,01),
hecho facilmente explicable dada la anemia e hiperfosfo-
remia de estos pacientes. Tras el incremento de la Hb,
como consecuencia del tratamiento con rHuEPO, el
2-3 DPG no sufre alteraciones significativas, manteniéndo-
se mas elevado de lo normal probablemente debido al
conocido aumento en la fosforemia en los pacientes he-
modializados tratados con rHUEPO?. Una tasa aumenta-
da de 2-3 DPG, junto a un aumento en la cifra de la Hb,
supondria una mejora evidente en la oxigenacion de los
tejidos con un menor gasto cardiaco, efecto ya demos-
trado en trabajos previos ',

" Las variaciones que el tratamiento con rHuEPO intro-
duce en las correlaciones de la agregacion con el fibrin6-
geno y el 2-3 DPG en los pacientes tratados, afnade varios
puntos de interés a nuestro trabajo. En el primer caso su-
pondria la afirmacién de un hecho ya demostrado, como
es la participacion de factores extracelulares en los meca-
nismos de agregacion, de los que el fibrinogeno es uno
de los mas importantes. La correlacion con el 2-3 DPG es
mas sorprendente, pues desconocemos que hasta la fe-
cha se le reconozca un papel destacado en los mecanis-
mos de agregacion. La tasa alta de 2-3 DPG en la pobla-
cion urémica obligara a investigar mas este campo para
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analizar su -participacion en los mecanismos de agrega-
cion eritrocitaria de los pacientes con insuficiencia renal.
En los pacientes tratados con rtHUEPO aparece una corre-
lacion positiva (p < 0,05) entre agregacion y haptoglobina,
desapareciendo la existente con el 2-3 DPG en los no tra-
tados. Puesto que el tratamiento no ocasiona variaciones
significativas en la cifra de haptoglobina, la explicacion
mas probable a este hallazgo, no referido en la literatura
a nuestro alcance, es que posiblemente dicho tratamien-
to no solo condiciona un aumento en la produccion de
globulos rojos por la médula ésea, sino que tal vez mo-
difique de alguna manera las caracteristicas de la mem-
brana de los hematies formados frente a los habituales
del paciente urémico no tratado. Esto haria que se com-
Forten de distinta manera ante los factores que regulan
a agregacion eritrocitaria. El hecho de que la haptoglobi-
na y la rtHUEPO sean proteinas glicosiladas podria ser el
nexo de unién de esta hipotesis.

Resumiendo, podemos afirmar que los parametros he-
morreol6gicos estudiados no se alteran negativamente al
tratar con rHUEPO a los pacientes en hemodidlisis. El au-
mento del Hto incrementa evidentemente la viscosidad
de la sangre, pero una mayor deformabilidad de los he-
maties y una menor agregabilidad de los mismos contra-
rrestarian, al menos parcialmente, ese efecto, sobre todo
en la microcirculacion, donde ms influencia ejercen es-
tos parametros.
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