NEFROLOGIA. Vol. XIV. Num. 1. 1994

Efecto del tratamiento con eritropoyetina
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RESUMEN

Es un hecho conocido que el tratamiento con eritropoyetina recombinante humana
(rHUEPOQ) para la correccion de la anemia en los pacientes urémicos se asocia a un
riesgo incrementado de trombosis. Sin embargo, los mecanismos por los cuales se in-
crementa el riesgo trombdtico no estan totalmente esclarecidos. El objetivo de este es-
tudio fue valorar el efecto del tratamiento con rHuUEPO sobre la coagulacion y la fi-
brindlisis en 19 pacientes hemodializados. Los estudios se realizaron antes del
tratamiento y después de que los pacientes alcanzaran un hematdcrito >30 % con
rHUEPQO, incluyendo la determinacion de tiempo de protrombina y de cefalina, nive-
les plasmaticos de fibrindgeno, factor VIII coagulante (FVIII:C), factor von Willebrand
antigénico (FYW:Ag), factor von Willebrand cofactor ristocetina (FYvW:RCo), proteina C,
proteina S, antitrombina Il (ATIll), plasminégeno, activador del plasminégeno tisular
(t-PA) e inhibidor del activador de/ plasminégeno (PA/). Después del tratamiento no se
observaron cambios en el tiempo de protrombina o de cefalina o en los niveles de fi-
brinégeno, FVIII:C, FYW:Ag, FvW:RCo, plasmindégeno, t-PA o PAIl. Se observaron
descensos significativos de los tres reguladores naturales de la coagulacion: proteina C
(77,1% 14 % vs 99,5t 18 %, p < 0,05 proteina S (784 * 14 % vs 98,9+ 12 %,
p<0,05yATII (77,1 £ 13 % V5§ 95,5+ 18 %, p < 0,05 Nuestros resultados indican
que el tratamiento con rHUEPO no modifica la coagulacién ni la fibrindlisis, aunque el
descenso de los tres reguladores naturales de la coagulacion podria favorecer, junto a
otros factores, la apariciéon de trombosis en pacientes de riesgo.
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EFFECT OF RECOMBINANT HUMAN ERYHTROPOIETIN TREATMENT ON
COAGULATION AND FIBRINOLYSIS IN UREMIC PATIENTS

SUMMARY

It is widely known that recombinant human erythropoietin treatment (rHUEPOQ) for
the correction of renal anemia in uremic patients in associated with an increased risk

Recibido: 10-111-93.
En version definitiva: 13-VII-93.
Aceptado: 13-VII-93.

Correspondencia: Dr. Aleix Cases
Servicio de Nefrologia.

Hospital Clinic iProvincial

C. Villarroel, 170.

08036 Barcelona.

87



A. CASES y cols.

of thrombosis. However, the mechanisms of this increased risk under rHUEPO therapy
are not fully elucidated. The aim of this study was to evaluate the effect of rHUEPO
treatment on coagulation and fibrinolysis in 19 transfusion-dependent hemodialyzed
patients. Studies were performed before treatment and when patients achieved an he-
matocrit >30 % with rHUEPO. The following parameters were evaluated: prothrombin
time, activated partial thromboplastin time (APTT), and plasma levels of fibrinogen, fac-
tor VIl coagulant activity (FVIII:C), von Willebrand factor antigen (vWF:Ag), von Wi-
llebrand factor ristocetin cofactor (vWF:RCo), protein C, protein S, antithrombin Il
(ATIll), plasminogen, tissue plasminogen activator (i-PA) and plasminogen activator in-
hibitor (PAI). After treatment no changes in prothrombin time, APTT or plasma levels of
fibrinogen, FVIII:C, vWF:Ag, vWF:RCo, plasminogen, t-PA or PAIl were recorded.
Changes in the plasma levels of the three endogenous inhibitors of coagulation were
observed: protein C (77.1 = 14 % vs 99.5 = 18 %, p ¢ 0.05), protein S (78.4 £ 14 % vs
98.9 £ 12 %, p < 0.05) andATIll (77.1 £ 73 % VS 95.5 £ 18 %, p < 0.05). These results
indicate that rHUEPO treatment has no significant effect on coagulation and fibri-
nolysis systems, although the decrease of the three endogenous inhibitors of the coa-
gulation may facilitate, in association with other factors, the appearance of thrombosis

in patients at risk.

Key words: Erythropoietin. Coagulation. Fibrinolysis. Protein C. Protein S. An-

tithrombin 111,

Introduccion

La eficacia de la eritropoyetina recombinante huma-
na (rHUEPO) en la correccion de la anemia de origen
renal esta ampliamente demostrada '2. Sin embargo,
uno de los efectos secundarios méas frecuentemente
descritos con este tratamiento es el riesgo incrementado
de trombosis, especialmente a nivel del acceso vascu-
lar 2. asi como un aumento de los requerimientos de he-
parina para evitar la coagulacién del circuito extracor-
poreo durante la hemodialisis35.

Esta mayor incidencia de fenémenos trombdtioos
durante el tratamiento con rHUEPO fue inicialmente
atribuida al incremento de la viscosidad sanguinea aso-
ciado al numero del hematdcrito, aunque posterior-
mente se ha demostrado que otros factores podrian
contribuir al mismo. Asi, se ha observado que el tiempo
de sangria, que se halla frecuentemente alargado en
estos pacientes®, se acortaba e incluso se normalizaba
en la mayoria de los pacientes tratados con rHuE-
PO 7', Asimismo se ha descrito un incremento del re-
cuento plaquetario 35810 y de la agregabilidad plaque-
taria espontanea '? o inducida por agonistas %20, asi
como de la adhesién de las plaquetas al subendotelio
vascular en estudios de perfusion in vitro, antes de ob-
servarse aumentos significativos del hematdcrito °; de-
mostrando que el tratamiento con rHUEPO mejora tam-
bién la alteracion del funcionalismo plaquetario
presente en la uremia.

Sin embargo, existen pocos estudios que hayan ana-
lizado el efecto del tratamiento con rHUEPO sobre la
coagulacion y la fibrindlisis, la mayoria de los cuales
son limitados y discrepantes. El objetivo de este estudio
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fue evaluar el efecto del tratamiento con rHUEPO para
la correccion de la anemia renal sobre estos dos siste-
mas en un grupo de pacientes hemodializados.

Pacientes y métodos

Se estudiaron de forma prospectiva 19 pacientes
afectos de insuficiencia renal crénica terminal en pro-
grama de hemodialisis (13 hombres y 6 mujeres, con
una edad media de 50,6 =+ 16 afos, intervalo 30-68
afos; tiempo medio en hemodidlisis 79 + 64 meses,
intervalo 12-194 meses; hematdécrito promedio,
21,7 £ 2,4 %) (media £ DS). Todos los pacientes dieron
su consentimiento por escrito y el trabajo fue aprobado
por el Comité de Ensayos Clinicos de nuestro centro.
Las causas de insuficiencia renal de los pacientes eran:
glomerulonefritis cronica (seis pacientes), poliquistosis
renal (tres), nefroangiosclerosis (tres), nefropatia diabé-
tica (dos), sindrome hemolitico urémico (uno), uropatia
obstructiva (uno) y desconocida (tres). Los pacientes se
dializaban durante cuatro horas tres veces por semana a
través de una fistula AV. Las hemodidlisis se realizaron
con filtros capilares de acetato de celulosa (CA 150,
Nissho Corp, Osaka, Japon) y con bafio de bicarbonato
en todos los pacientes.

La pauta de administracion de rHUEPO (Erantin,
Boehringer Mannheim, Alemania) fue una dosis inicial
de 4 U/kg de peso por via e.v. tres veces por semana al
final de la sesibn de hemodidlisis, la cual era incre-
mentada en 40 U/kg de peso cada cuatro semanas si no
se observaba un aumento significativo (>3 %) o hasta
alcanzar el hematécrito deseado.



Los estudios se realizaron antes de recibir rHUEPO y
después de alcanzar un hematdcrito igual o superior al
30 % e incluian: tiempo de protrombina, tiempo de
cefalina, niveles de fibrindgeno, factor VIl coagulante
(FVII:C), factor von Willebrand antigénico (FvW:Ag),
factor von Willebrand cofactor ristocetina (FvW:RCo),
antitrombina Ill (ATIII), proteina C, proteina S, plasmi-
négeno, activador del plasmindgeno tisular (t-PA) e in-
hibidor de la activacién del plasmindégeno (PAI). Todos
los estudios se realizaron antes de la sesion de hemo-
didlisis (al menos 48 horas después de la ultima admi-
nistracién de heparina).

Los recuentos de sangre total se realizaron en sangre
anticoagulada con EDTA (4 mM concentracion final),
utilizando un contador automatico (Technicon H-I™,
Technicon Instruments Corporation, Tarrytown, New
York, USA). La determinacion del tiempo de protrom-
bina y tiempo de cefalina se realizaron mediante kits
comerciales, La actividad FVIII:C se determind por el
método del tiempo parcial de tromboplastina activada
en dos tiempos utilizando plasma deficitario en factor
VIIl (Baxter Healthcare Corporation, Miami, Florida).
El FYW:Ag se determin6 por ELISA con suero de conejo
anti-FVYW humano y el FYW:RCo se determind por agre-
gometria en plaquetas fijadas en formaldehido y 1
mg/ml de ristocetina '3 El fibrinbgeno se determiné
segun el método de Clauss modificado™. La proteina C
se determind por un método cromogénico ' (Kabivi-
trum, Estocolmo, Suecia). La proteina S se determind
por enzimoinmunoensayo '® (Behringwerke, Marburg,
Alemania) y la ATIl se determind por un método cro-
mogénico (Behringwerke). El plasminégeno (Kabivi-
trum) 7 t-PA 18 (Kabivitrum) y PAI-1 1 (Kabivitrum) se
determinaron por métodos cromogénicos.

Los resultados se expresan como media * DS. Los
datos se analizaron mediante el test de la t de Student
para datos apareados. Se consideraron estadisticamen-
te significativos valores de p < 0,05.

Resultados

Los pacientes alcanzaron el hematdcrito objetivo tras
9,1+ 3,5 semanas (intervalo, 4-14 semanas) y tras una
dosis media de rHUEPO de 65=* 23 U/kg (intervalo, 40-
120 U/kg).

Se registraron dos problemas clinicos de tipo trom-
bético: una trombosis del acceso vascular en una pa-
ciente al cabo de una semana de recibir rHUEPO (ter-
cera dosis) y un infarto agudo de miocardio mortal en
un paciente portador de una cardiopatia isquémica,
después de seis semanas de tratamiento y coincidiendo
con un incremento de la dosis de rHUEPO (en este pa-
ciente no se pudo realizar el estudio post-rHUEPO).
Siete de los 18 pacientes que acabaron el estudio re-
quirieron un aumento de la dosis de heparina durante
la hemodialisis para evitar la coagulacion del circuito y
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las necesidades medias de heparina también aumenta-
ron significativamente (de 4.583 £ 492 Ul a 5.139 £
1.026 Ul, p <0,05). También se observd un aumento
del recuento plaquetario después del tratamiento
(p <0,01), aunque ningun paciente desarrollé6 trom-
bocitosis (> 500.000 plaquetas/ul) (tabla ).

No se observaron cambios en los valores de tiempo
de protrombina, tiempo de cefalina o niveles de FVIII:C,
FvW:Ag, FvW:RCo, fibrinégeno, plasminégeno, t-PA o
PAI. Se registraron descensos significativos de los tres
inhibidores naturales de la coagulacion: ATIIl, proteina
C y proteina S (p < 0,05) (tabla I). Ademas, la paciente
que presentd trombosis de su FAVI fue uno de los dos
pacientes que presentaron los descensos mas marcados
de proteina C y proteina S (hasta niveles de alrededor
del 60 %).

Discusion

Nuestros resultados confirman que el tratamiento
con rHUEPO para la correcciéon de la anemia renal no
modifica los parametros de coagulacion (tiempos de
Quick y de cefalina), de acuerdo con lo observado en
estudios previos 72023, Tampoco se observaron au-
mentos de los niveles plasmaticos de las proteinas ad-
hesivas (fibrinbgeno y FvW), confirmando resultados
previos 7-920. aunque algunos autores han descrito au-
mentos de los niveles de fibrinogeno32324 y de factor
von Willebrand 23 cuya significacion clinica seria du-
dosa. Por otra parte, tampoco se han descrito cambios
en la estructura multimérica del factor von Willebrand

Tablal. Cambios de los diferentes parametros eva-
hados antes y después del tratamiento con

rHUEPO

Pre-rHUEPO  Post-rHUEPO

Hematocrito (%) ........coccvveeeeeeee. 21,7 £ 234 32,1 £25 **
Plaquetas (x 103/ul) .................. 165+ 63 197 & 59 **
T. protrombina (%) .......cc.......... 89,6 + 12 90,5 + 85
APTT (S€Q) <.veveevieieeiieiieie e 292 + 34 28529
FVIIEC (%) ... 175 + 46 181+ 51
FYW:Ag (%) .... 226 +93 215+ 89
FW:RCo (% .... 133+ 40 1451 43
Fibrinégeno (g/l) .......cocccvueennee. 3,57 +0,9 3,58 £ 0,8
Antitrombina Il (%) ................... 955+ 18 771+ 13 *
Proteina C (%) ..cccoovveveereeeene. 99,5+ 18 770+ 17 *
Proteina S (%) ... 98,9+ 12 78414 *
Plasminégeno (%) .......cccovee... 93,4 £ 23 89,7 + 14
t-PA (U/ml)........... 2,3£13 1,96 + 0,6
PAI-1 (UIml) e 95152 9928

APTT: Tiempo parcial de tromboplastina activa. FWW:Ag: Factor von Wille-
brand antigenico. FVW:RCo: Factor von Willebrand cofactor ristocetina. [-PA:
Activador del plasmindgeno tisular PA-1  Inhibidor del activador del plasmi-
nogeno. x + DS.

* 'p<0,05.

*p <0,01 con respecto al basal.
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durante el tratamiento con rHUEPQ!" que pudieran ex-
plicar el incremento del riesgo trombdtico.

No se apreciaron variaciones en los niveles plasmd-
ficos de los principales mediadores implicados en la fi-
brindlisis, confirando que el tratamiento con rHUEPO
fampoco parece inducir modificaciones en este siste-
ma?-2!, aunque un articulo reciente ha descrito des-
censos ciclicos de los niveles de inhibidor del activador
del plasminégeno en pacientes tratados con rHUEPO, lo
cual podria favorecer la aparicién de fendmenos trom-
boticos %,

Sin embargo, observamos un descenso estadistica-
mente significativo de los fres inhibidores naturales de
la coagulacién. Aunque los descensos medios fueron
moderados y de dudosa significacién clinica si hubie-
ran aparecido de forma aislada, se podria postular que
el descenso conjunto de los tres si podria tener conse-
cuencias clinicas para el paciente de riesgo. Por otro
lado, la paciente que presentd tfrombosis de su FAVI
presentd un descenso de los niveles de proteina C y
proteina S dentro de niveles considerados de riesgo de
trombosis. La formacién de tfrombina inicia la activa-
cion de la proteina C. La proteina C actividada se une a
la proteina S y este complejo cataliza la inactivacion
proteolitica de los factores Va y Vllla. La antitrombina
lll, por su parte, forma un complejo con la trombina,
inactivandola.

Nuestros resulfados coinciden con los publicados
por MacDougall y cols. 2 que han demostrado des-
censos transitorios de los niveles de proteina C y pro-
teina S, aunque otros autores no han observado cam-
bios en los niveles de estos inhibidores de la
coagulacion 225, Las discrepancias en los resultados
podrian explicarse por diferencias metodoldgicas, asi
como por las diferentes vias de administracion y dosis
de rHUEPO ufilizadas. En consonancia con estos re-
sultados, se han descrito aumentos también fransito-
rios del complejo frombina-antitrombina il (TAT) du-
rante el tratamiento con rHUEPQ 2 Estos descensos
parecen ser debidos a un efecto de la rHUEPO per se,
ya que la correccion aguda de la anemia mediante
fransfusiones sanguineas no inducia cambios en los ni-
veles de estas proteinas?® y porque el incremento de los
niveles del complejo TAT era independiente del au-
mento de los niveles de hemoglobina?é. La observacion
clinica de que los fendmenos trombdticos aparecen
generalmente en las fases iniciales del tratamiento 227
podria ser debido a la coincidencia en el tiempo del in-
cremento del nUmero y la mejoria del funcionalismo
plaguetarios® con el descenso de los niveles de los in-
hibidores enddgenos de la coagulacién. Se necesitan
estudios posteriores para aclarar los mecanismos de la
disminuciéon de los inhibidores enddgenos de la coa-
gulacion, su posible papel favorecedor de la aparicion
de frombosis y si estos cambios son transitorios o per-
manentes.

A raiz de todo lo anteriormente expuesto creemos
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aconsejable la utilizacidon de antiagregantes plaqueta-
rios de forma profildctica en las fases iniciales del tra-
tamiento con rHUEPO en aquellos pacientes con riesgo
elevado de frombosis.
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