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RESUMEN

En este trabajo se ha estudiado el efecto del tratamiento con eritropoyetina hu-
mana recombinante (rHUEPO) sobre la actividad del sistema nervioso simpatico
en los pacientes hemodializados. Se ha determinado la presién arterial, los nive-
les de catecolaminas plasmaticas y la densidad de los receptores a,-adrenérgicos
en 9 pacientes hemodializados antes y después de tres meses de tratamiento con
rHUEPO. Las catecolaminas plasmaticas se han determinado por radioenzimo-
andlisis. El estudio de los receptores a,-adrenérgicos se ha realizado en plaqueta
entera mediante la técnica de «radioligand binding» utilizando [PH]-metilyohim-
bina.

Después de 3 meses de tratamiento, el hematocrito aumenté (p < 0,01), como
era de esperar, mientras no se observaron cambios significativos en la presion ar-
terial media. Los niveles plasmaticos de catecolaminas aumentaron (p < 0,05),
mientras que la densidad de los receptores a,-adrenérgicos disminuyé (p < 0,01)
con respecto al estudio pretratamiento con rHUEPO. No se objetivaron cambios
en la afinidad de los receptores a,-adrenérgicos (Kd).

En conclusion, el tratamiento con rHUEPO aumenta la actividad simpatica (es-
timada a través del aumento de los niveles de noradrenalina), e induce secunda-
riamente una «down-regulation» de los receptores a,-adrenérgicos en los pacien-
tes hemodializados. Esta disminucion en la densidad de los receptores a,-adre-
nérgicos podria atenuar el esperado aumento de la presién arterial relacionado
con el aumento de la actividad simpatica asociado a la terapia con rHuEPO.
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EFFECT OF rHUEPO ON THE SYMPATHETIC ACTIVITY
AND o,~ADRENOCEPTORS IN HEMODIALYSIS PATIENTS

SUMMARY

This study was undertaken to evaluate the effect of recombinant human eryth-
ropoietin (rtHuEPO) given for correction of renal anemia, on the sympathetic func-
tion in hemodialyzed patients. Blood pressure, plasma catecholamine levels and
platelet a,-adrenoceptor density were measured in 9 hemodialyzed patients be-
fore and after three months on rHuEPO therapy. Plasma catecholamines were me-
asured by a radioenzymatic assay. a,-adrenoceptor characteristics were measured
in intact platelets by radioligand binding assay using [?H]-methylyohimbine.

After 3 months of treatment, hematocrit increased (p < 0.01), as expected, while
mean blood pressure showed non significant changes. Plasma catecholamine le-
vels increased (p < 0.05), whereas platelet o,-adrenoceptor density decreased
(p < 0.01) with respect to the control period. No changes in a,-adrenoceptor af-
finity (Kd) were observed.

We conclude that rHUEPO treatment increases sympathetic activity which in
turn leads to a compensatory down-regulation of a,-adrenoceptors in hemodialy-
sis patients. This decrease of a,-adrenoceptor density may attenuate the expected
blood pressure increase because of the sympathetic activation associated with

rHUEPO therapy.

Key words: Erythropoietin. Blood pressure. a-adrenoceptors. Sympathetic ac-

tivity.

INTRODUCCION

La utilizacién de eritropoyetina humana recombi-
nante (rHUEPO) para el tratamiento de la anemia se-
cundaria a la insuficiencia renal ha mejorado la ca-
lidad de vida de los pacientes con insuficiencia renal
cronica terminal (IRCT) en programa de hemodiali-
sis (HD). Sin embargo, el tratamiento con rHUEPO
puede ocasionar efectos adversos. Uno de los efec-
tos secundarios mas comunes descritos en pacientes
hemodializados tratados con rHUEPO es la aparicion
de hipertension arterial (HTA) o el agravamiento de
una HTA ya existente! 2.

La patogénesis de la HTA asociada al tratamiento
con rHUEPO no estd bien aclarada, aunque se ha
descrito un aumento en las resistencias vasculares
periféricas®. Los mecanismos implicados en el au-
mento de las resistencias vasculares periféricas du-
rante el tratamiento con rHUEPO son: 1) la pérdida
de la vasodilatacion inducida por la hipoxia después
de la correccién de la anemia?, 2) el aumento en la
viscosidad sanguinea secundaria al aumento de la
masa eritrotocitaria®, 3) un aumento en los niveles
plasmaticos de endotelina-1%7, 4) el efecto vaso-
constrictor directo de la rHUEPO?®, o 5) cambios en
la actividad del sistema nervioso simpatico durante
el tratamiento con rHUEPO? 10,
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Con el fin de determinar el efecto de la terapia
con rHUEPO para la correccién de la anemia sobre
el sistema nervioso simpatico en los pacientes uré-
micos, evaluamos el efecto de este tratamiento sobre
la presion arterial, los niveles plasmaticos de cate-
colaminas y la densidad de los receptores a.,-adre-
nérgicos plaquetarios en pacientes con IRCT en pro-
grama de hemodiélisis.

MATERIAL Y METODOS

Se incluyeron en el estudio nueve pacientes con
IRCT hemodializados y con anemia secundaria a la
insuficiencia renal. Se trataba de 4 mujeres y 5 hom-
bres, con una edad media de 43 + 22 afios, y un
tiempo medio de permanencia en HD de 2,4 + 2
afos (media = DS). Las causas de la insuficiencia
renal eran: nefritis intersticial (3), glomerulonefritis
crénica (2), nefroangioesclerosis (2) y desconocida
(2). Todos los pacientes fueron diagnosticados de
anemia secundaria a la insuficiencia renal con ni-
veles de hematocrito repetidamente inferiores al
25% y la presencia de niveles séricos normales o
elevados de ferritina.

Ninguno de los pacientes era anéfrico, tenia evi-
dencia de enfermedad cardiaca o pericardica, o evi-
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dencia de otras enfermedades sistémicas, tales como
diabetes mellitus o amiloidosis. Todos los pacientes
recibian hemodialisis durante 4 horas tres veces por
semana con monitores de ultrafiltraciéon controlada
y baio de diélisis con bicarbonato. La medicacién
recibida se reducia a quelantes del fosforo, vitami-
na D y suplementos vitaminicos. Todos los pacien-
tes eran normotensos antes de empezar el trata-
miento y no recibian tratamiento hipotensor ni va-
sodilatador.

La eritropoyetina era administrada por via endo-
venosa a una dosis inicial de 40 Ul/kg de peso des-
pués de cada sesion de HD. Si la respuesta no era
adecuada, la dosis de rHUEPO se aumentaba 20
Ul/kg peso cada 4 semanas, hasta conseguir un nivel
de hematocrito entre el 30% y el 35%. La dosis de
rHUEPO se reducia a razén de 20 |U/kg peso si el
hematocrito excedia del 35%.

La presion arterial, el hematocrito, los niveles plas-
maticos de catecolaminas y las caracteristicas de los
receptores plaquetarios o,-adrenérgicos se determi-
naron antes y después de tres meses bajo tratamiento
con rHuUEPO.

Los estudios se realizaron por la mafiana en ayu-
nas entre las 8,00 y las 9,00 horas, antes de iniciar
la sesion de hemodiéalisis. Previo al estudio, se in-
sert6 una canula en una vena anterocubital para la
extraccion de la sangre. Después de 45 minutos en
reposo en dectbito supino se determind la presion
arterial mediante un esfigmomamoémetro de mercu-
rio. La presion arterial se determiné 2 veces con un
intervalo de 5 minutos. La presion arterial media
(PAM) se calcul6 como la suma de la presion arte-
rial diastélica y el tercio de la diferencia entre la
presion arterial sist6lica y diastélica.

La sangre se recogié en tubos conteniendo citra-
to trisédico 3,5 g/100 ml como anticoagulante, y se
centrifugd a 4° C. Los niveles plasmaticos de cate-
colaminas se determinaron por un método radioen-
zimético seguido de cromatografia en capa fina'l,
utilizando un kit comercial (Cat-a-kit, Amersham
Lab, Amersham, United Kingdom) (Valores de nor-
malidad de un grupo control de 17 sujetos sanos:
noradrenalina 225 + 18 [1,33 = 0,11 nmol/L], adre-
nalina 47 + 3,5 pg/ml [0,256 = 0,07 nmol/l] (coefi-
ciente de variacion intraensayo 4%, interensayo
10%). A fin de evitar la variacién interensayo, las
muestras plasmaticas pre y post rHUEPO se guarda-
ron congeladas a —20° C hasta su determinacién con-
junta utilizando el mismo kit.

El estudio de los receptores a,-adrenérgicos se rea-
liz6 en plaqueta entera. La sangre se centrifugd a
200 x g durante 10 minutos para obtener plasma
rico en plaquetas (PRP), el cual se lavaba por dos
veces mediante centrifugacién a 1.700 x g durante

20 minutos y resuspension en CCD conteniendo
adenosina vy teofilina (citrato trisédico 0,1 M, acido
citrico 7mM, dextrosa 0,14 M, adenosina 5 mM, teo-
filina 3 mM, pH 6,5), a fin de eliminar el plasma.
Finalmente las plaquetas se resuspendieron en tam-
pon HEPES (NaCl 140 mmol/L, KCL 5 mmol/L,
HEPES 15 mmol/L, citrato trisédico 5 mmol/L, glu-
cosa 5,5 mmol/L, hirudina 1 u/ml, pH 7,4) y se ajus-
taron a una concentracion final de 900 x 10° pla-
quetas/ml.

Para la reaccion de ligado se utilizé el ligando
[*H]-metilyohimbina (NTR-659, actividad especifica
82 Ci/mmol, New England, Du Pont Germany)'2. La
reaccion se realiz6 en 500 pl totales conteniendo
tampon HEPES con 9 x 107 plaquetas a las que se
anadieron concentraciones crecientes de [*H]-metil-
yohimbina (entre 0,15 y 10 mM) a 252 C durante 1
hora. La reaccion finaliz6 por filtracién en filtros de
fibra de vidrio de borosilicato (11734, Skatron ins-
truments, Inc, Lier, Norway), en un aparato Cell-Har-
vester (Skatron Instruments AS, Lier, Norway). Los fil-
tros se lavaron dos veces con tampon HEPES y se
depositaron en viales que contenfan liquido de cen-
telleo (Optiphase Hifase II, LKB Scintillation Pro-
ducts, Loughborough, Reino Unido), y la radioacti-
vidad se midi6 a través de un contador beta Beck-
man LS 3801 (Beckman Instruments, Fullerton, Ca,
USA).

Se defini6 como ligado inespecifico aquel no des-
plazado tras la adicién de fentolamina 10 uM. Se
definié como ligado especifico la diferencia entre el
ligado total y el ligado inespecifico.

La densidad de los receptores a-adrenérgicos, ex-
presada como sitios de union por célula, y la cons-
tante de disociacion (Kd) se calcularon de acuerdo
con el método de Scatchard'3, utilizando el progra-
ma LIGAND'4.

Los datos se expresaron como la media + esm.
Para la comparacion entre los valores antes y des-
pués del tratamiento se utiliz el test de Wilcoxon.
Los coeficientes de correlacion se calcularon a par-
tir del test de Spearman. Se consider6 como signifi-
cativa una p < 0,05.

RESULTADOS

La dosis media de rHUEPO prescrita después de
tres meses de tratamiento fue de 54 + 6,3 Ul/kg tres
veces a la semana. El peso seco permaneci6 estable
(60,1 = 1,3 vs 59,7 = 1,4 kg, p = NS) durante el
tratamiento.

Los cambios en la PAM, el hematocrito, los nive-
les plasmaticos de catecolaminas y la densidad y afi-
nidad de los receptores a,-adrenérgicos después del
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tratamiento con rHUEPO se muestran en la tabla I.
Los niveles de hematocrito aumentaron después de
los tres meses del tratamiento con rHUEPO, como
era de esperar (p < 0,01). La PAM aument6 leve-
mente durante la terapia con rHUEPO, pero las di-
ferencias no fueron significativas. Un paciente desa-
rrollé hipertensién arterial y 3 pacientes tuvieron un
aumento de la PAM superior a 5 mmHg.

Los niveles plasméticos de noradrenalina y adre-
nalina aumentaron durante el tratamiento con rHuE-
PO (p < 0,05), mientras que la densidad de los re-
ceptores a,-adrenérgicos disminuy6 (p < 0,01). No
se observaron cambios en la afinidad de los recep-
tores a,-adrenérgicos (Kd) durante el tratamiento con
rHUEPO.

La densidad de los receptores a,-adrenérgicos no
mostré correlacion con los niveles plasméaticos de
adrenalina ni noradrenalina, ni antes ni después del
tratamiento con rHUEPO. No se observé ninguna co-
rrelacion entre la PAM y la densidad de los recep-
tores a,-adrenérgicos. Tampoco se observé correla-
cion entre el aumento de los niveles de catecola-
minas (adrenalina o noradrenalina) y los cambios en
la densidad de receptores a,-adrenérgicos antes y
después del tratamiento.

DISCUSION

La correccion de la anemia con rHUEPO en los
pacientes con insuficiencia renal crénica terminal
sometidos a hemodialisis puede acompariarse de un
aumento de la presion arterial o del agravamiento
de una HTA vya existente!'2. La incidencia de esta
complicacién ha sido descrita entre el 30 y el 50%

Tabla 1. Presién arterial media, hematocrito, catecola-
minas plasmaticas y caracterfisticas de los re-
ceptores a.,-adrenérgicos, antes y después de
3 meses del tratamiento con rHUEPO en los
pacientes hemodializados

PRE POST
rHUEPO rHUEPO

Presion arterial media (mmHg) 81,5+9 88 +9
Hematocrito (%) 23 £ 0,6 30 + 0,7%*
Noradrenalina plasmatica (pg/ml) 329 £ 51 437 + 47*
(nmol/L) 1.944 £03 2,58 0,27
Adrenalina plasmatica (pg/ml) 936 161 = 10*
(nmol/L) 0,51 0,03 0,88 = 0,05
Densidad rec. a,-adrenérgicos

(receptores/plaquetas) 187 + 24 149 + 17,7*
Afinidad receptor a,-adrenérgico

(Kd) (nM) 092 %013 087 =0,13

* p < 0,05 ** p < 0,01 respecto a los valores pre-rHUEPO. Media + esm.
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de los pacientes hemodializados tratados con rHuUE-
PO?2 15, La aparicion de HTA se ha relacionado con
un incremento rapido en los niveles de hemoglobi-
na, este efecto puede atenuarse con la utilizacion de
dosis mas bajas de rHUEPO'> 1%, Los mecanismos a
través de los cuales se produce el incremento de la
presion arterial durante el tratamiento con rHUEPO
es controvertido. La pérdida del efecto vasodilatador
inducido por la hipoxia después de la correccion de
la anemia®, y/o el aumento en la viscosidad san-
guinea que se asocia al aumento de hematies® fue-
ron los factores inicialmente involucrados como re-
lacionados con el aumento de las resistencias vas-
culares periféricas durante el tratamiento con rHuE-
PO. A pesar del efecto vasoconstrictor directo de la
rHUEPO en la arteria renal descrito en estudios in
vitro'’, el efecto vasoconstrictor directo in vivo de
esta hormona no ha sido demostrado®.

Existen diferentes opiniones sobre el efecto del tra-
tamiento con rHUEPO sobre la actividad simpatica.
Mientras algunos investigadores han encontrado un
incremento en los niveles plasmaticos de catecola-
minas durante el tratamiento con rHuEPQO?%10.19,
otros no han observado cambios?°, o incluso una
disminucién en los niveles plasmaticos de catecola-
minas?21:22, Estas discrepancias pueden obedecer a
diferencias en las dosis utilizadas y en el tiempo de
evaluacioén entre los estudios, asi como a diferencias
metodolégicas en la determinacién de los niveles
plasmaticos de catecolaminas (catecolaminas totales
o libres, método radioenzimatico o cromatografia li-
quida de alta resolucion). Fritschka y cols.? descri-
bieron un aumento en la presion arterial diastélica
y en los niveles plasmaticos de norepinefrina durante
el tratamiento con rHUEPO, mientras que la densi-
dad de los receptores a,-adrenérgicos y la respues-
ta vascular a-adrenérgica (valorada a través de la
respuesta presora la noradrenalina exégena) dismi-
nuyeron, cuando se compararon los valores antes y
después del tratamiento. El aumento de los niveles
plasméticos de catecolaminas durante el tratamien-
to con rHUEPO sugiere un aumento en la actividad
simpatica®. En este sentido, la actividad de la do-
pamina-B-hidroxilasa, un indice de actividad del sis-
tema nervioso simpatico, se ha descrito que aumenta
durante el tratamiento con rHuUEPO?3. Contraria-
mente, Converse y cols. no observaron diferencias
en la descarga simpatica postinaptica en nervio pe-
roneo entre pacientes que recibfan eritropoyetina y
aquellos que no la recibfan, aunque en este estudio
no se analiz6 prospectivamente el efecto de la rHuE-
PO sobre la actividad simpatica. Debe destacarse
asimismo que en este Gltimo estudio algunos de sus
pacientes recibfan tratamiento hipotensor, lo que
podria alterar la descarga simpética. Los cambios en
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la actividad simpatica durante el tratamiento con
rHUEPO no parecen estar relacionados con un efec-
to directo de la hormona sobre el sistema nervioso
simpatico, ya que el aumento en los niveles plas-
maticos de catecolaminas no se ha observado al ini-
cio del tratamiento con rHUEPO, pero si en el curso
del mismo'® 19, Probablemente, cuando el hemato-
crito aumenta, el volumen plasmatico tiende a dis-
minuir debido al aumento de la masa eritrocitaria
total?2. La disminucion del volumen plasmatico po-
dria conducir a un aumento de la actividad simpa-
tica y, secundariamente, en la concentracion plas-
matica de noradrenalina. El aumento de los niveles
plasmaticos de catecolaminas puede a la vez pro-
ducir una «down-regulation» compensadora de los
receptores o.,-adrenérgicos.

Este estudio confirma nuestras observaciones pre-
vias en las que los niveles plasmaticos de catecola-
minas estan elevados mientras que la densidad de
los receptores o.,-adrenérgicos es normal en los pa-
cientes hemodializados?*. Ademas, nuestro estudio
confirma las observaciones previas aportadas por
Fritschka® de que los niveles plasmaticos de nora-
drenalina aumentan y la densidad de los receptores
a,-adrenérgicos disminuye durante el tratamiento
con rHUEPO. A diferencia de Fristchka y cols., no-
sotros utilizamos plaquetas intactas en lugar de
membranas plaquetarias para evaluar los receptores
a,-adrenérgicos. Ello permite determinar los recep-
tores que estan presentes en la superficie de la mem-
brana y por ello son susceptibles de ligarse al ago-
nista, mientras que la determinacién en membrana
mide tanto los receptores en superficie, como aque-
llos que estan internalizados y no susceptibles de li-
garse al agonista. La falta de un incremento signifi-
cativo de la presion arterial media en nuestro estu-
dio, a pesar del aumento de los niveles de cateco-
laminas puede ser debido (al menos en parte) a una
disminucion compensadora del niimero y funcién de
los receptores a,-adrenérgicos. En este sentido,
Fritschka y cols.? demostraron que la densidad de
los receptores o.,-adrenérgicos y la respuesta vascu-
lar a la noradrenalina estaba reducida durante el tra-
tamiento con rHUEPO. Sin embargo, mas reciente-
mente Hand y cols.?> han descrito que el tratamiento
con eritropoyetina aumenta la respuesta vascular a
la administracién intraarterial de norepinefrina en ar-
teria braquial. Estas diferencias pueden atribuirse a
diferencias metodoldgicas, ya que mientras en el pri-
mer estudio se estudi6 el efecto presor sistémico de
norepinefrina, en el segundo estudio se valor6 el
efecto local de la infusién intraarterial de norepine-
frina sobre un territorio vascular concreto (arteria
braquial). Curiosamente, en este Gltimo estudio los
cambios en la respuesta vascular a la noradrenalina

en la arterial con rHUEPO no se correlacionaron ni
con los cambios de presion arterial, ni lo que es mas
sorprendente con los cambios en las resistencias vas-
culares periféricas. Finalmente, queremos destacar
que el estudio de Hand se realiz6 a las 6 y 12 se-
manas, observandose que la respuesta vascular a la
infusion de norepinefrina aumentaba significativa-
mente a las 6 semanas, pero no a las 12 semanas.
Nuestro estudio se realizé a las 12 semanas y el de
Fritschka a 6 meses de tratamiento. Aunque nuestro
estudio adolece de la ausencia de un grupo control
que no recibiera rHUEPO, en el estudio de Fritsch-
ka y cols.? no observaron diferencias significativas a
los seis meses en los niveles plasmaticos de norepi-
nefrina y caracteristicas de receptores o.,-adrenérgi-
cos en su grupo control seguido durante 6 meses,
sugiriendo que los cambios observados son atribui-
bles al tratamiento con rHUEPO.

En conclusion, este estudio sugiere que el trata-
miento con rHUEPO induce un aumento en la acti-
vidad simpatica y una disminucién compensadora
en la densidad de los receptores a,-adrenérgicos en
los pacientes urémicos. Esta «down-regulation» de
los receptores a,-adrenérgicos, y probablemente la
disminucién de la respuesta a-adrenérgica, puede
atenuar el esperado incremento de la presion arte-
rial secundario a la activacién simpética.
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En el mes de Noviembre de 1998 qued6 instalada la pagina WEB LACER, en la cual tiene es-
pecial mencién la historia de LACER s.A., el 4rea de 1+D, la Division Farmacéutica, la Division
Personal Health, la Division Industrial y la Divisién Internacional.
Es intencion de la comparifa mantener la citada Web en permanente actualizacién, dando el mejor
servicio posible tanto a la comunidad médica como al consumidor final que consulte su Web.
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