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Effetti precoci e tardivi
dell’eritropoietina sul metabolismo
glicidico in pazienti emodializzati

V. Allegra, L. Martimbianco, A. Vasile

Servizio Emodialisi, Ospedale di Palmanova, Regione Friuli-Venezia Giulia

l /i eritropoietina ricombinante

umana (rHuEPO) ¢ una tera-
pia efficace nel trattamento dell’anemia
dell’insufficienza renale cronica (1-4),
ma le alte dosi necessarie per far aumen-
tare i valori di emoglobina (Hb) nei pa-
zienti emodializzati (MHP) possono
esplicare effetti significativi anche su or-
gani diversi dalle cellule eritroidi. Alcuni
studi hanno segnalato che il trattamento
con rHUEPO nei MHP ¢ in grado di in-
durre significative modificazioni del me-
tabolismo proteico (5,6) e lipidico (7-9).
Al contrario pochi e contrastanti lavori
sono riportati in letteratura sugli effetti
dell’rHuEPO sul metabolismo glicidico
(10-13). Alcuni Autori hanno trovato un
miglioramento della secrezione insulini-
ca (10, 11) o della sensibilita all’insulina
(12) in MHP dopo terapia con rHuEPO,
ma questi risultati non sono stati confer-
mati da altri (13).
E inoltre ancora controverso se gli effetti
dell’THUEPO sul metabolismo glicidico
siano da attribuire alla correzione dell’a-
nemia o ad un’azione diretta dell’rHuE-
PO su alcune tappe metaboliche. Recenti
studi hanno dimostrato che i globuli ros-
si partecipano attivamente all’omeostasi
glicidica (14) e che I’ipossia altera la se-
crezione insulinica in pancreas isolati e
perfusi di cane e di ratto (15). Alcuni
Autori nei MHP in terapia con rHUEPO
hanno trovato una correlazione positiva

tra miglioramento del metabolismo glici-
dico ed aumento dei valori di Hb (11) o
della pO, capillare (12). Al contrario al-
tri Autori, in pazienti uremici dializzati e
non dializzati, non hanno trovato alcuna
correlazione tra anomalie del metaboli-
smo glicidico e grado dell’anemia (16) e
nessun effetto della correzione dell’ane-
mia mediante emotrasfusioni sul meta-
bolismo glicidico in MHP (13,16).

Lo scopo di questo studio ¢ di valutare gli
effetti acuti e cronici della terapia con
rHUEPO sul metabolismo glicidico in
MHP e se questi effetti sono dovuti alla
correzione dell’anemia o ad un’azione del-
I’rTHUEPO su alcune tappe metaboliche.

Materiali e metodi

Sono stati studiati 20 pazienti (8 maschi
e 12 femmine) di eta compresa tra 21 e
70 anni (49.6 £ 3.2; media + SE) e di eta
dialitica compresa tra 5 e 155 mesi
(51£10). Tutti presentavano anamnesi
negativa per malattie epatiche ed endo-
crine, anamnesi familiare negativa per
diabete, non presenza di diabete prima
dell’inizio dell’insufficienza renale. Tutti
erano esenti da malattie ematologiche.
La deficienza marziale ¢ stata esclusa
con la formula di Allegra et al (17). La
loro malattia primitiva era glomerulone-
frite in 10 casi, nefroangiosclerosi in 3,

sindrome di Alport in uno, nefropatia
ostruttiva in uno, pielonefrite in uno, ne-
fropatia da reflusso in uno, rene policisti-
co in uno, displasia renale in uno, scono-
sciuta in uno. Gli schemi di dialisi erano
i seguenti: 4 h tre volte la settimana, fil-
tro capillare o a piastra con membrana in
cuprophan di 0.96-1.3 m® di superficie e
6.5-8 pm di spessore, flusso ematico
300-350 ml/min, flusso dialisato 500
ml/min. L’eparinizzazione ¢ stata esegui-
ta come segue: priming 1000 IU, seguita
da infusione continua di 17 IU/min nella
linea arteriosa. Nessun paziente assume-
va farmaci quali calcio antagonisti o B3-
bloccanti, tutti assumevano chelanti del
fosforo, calcio e calcitriolo. Un paziente
in terapia antiipertensiva con captopril
ha interrotto il trattamento due giomi pri-
ma di ciascun test.

Tutti i pazienti sono stati sottoposti a
IVGTT prima dell’inizio della terapia.
La tecnica dell’TVGTT e stata descritta
in precedenti indagini (18, 19). In 8 pa-
zienti 'TVGTT é stato ripetuto, la setti-
mana successiva, 14-20h dopo una sin-
gola somministrazione endovenosa di 50
IU di rHuEPO. In 12 casi I'IVGTT ¢ sta-
to ripetuto dopo 3 mesi di terapia con
rHuEPO, alla dose di 50 IU/kg insieme a
20 mg di Fe™ sotto forma di Fe-glucona-
to-Na alla fine di ciascuna seduta dialiti-
ca e due settimane dopo una sospensione
temporanea della terapia con rHuEPO.



Tutti i test sono stati eseguiti il mattino
successivo al secondo trattamento dialiti-
co settimanale. Nel campione basale di
ciascun test sono stati dosati Hb, emato-
crito (Ht), globuli rossi (RBC) e piastri-
ne, azoto ureico (BUN), creatinina sieri-
ca (s-Cr), acido urico (s-UA) e fosforo
inorganico (Pi) mediante autoanalyzer,
eritropoietina plasmatica (pEPO) me-
diante dosaggio radioimmunologico. Nei
due giorni precedenti ciascun test sono
stati calcolati il Kt/V e il Protein Catabo-
lic Rate (PCR) mediqnte la formula di
Gotch e Sargent (20). E stato considerato
peso corporeo secco (DBW) il pill basso
peso raggiunto alla fine del trattamento
dialitico nella settimana precedente cia-
scuna valutazione.

Il glucosio plasmatico (G) ¢ stato dosato
con il metodo della glucosio ossidasi,
I’insulina immunoreattiva (IRI) e il C-
peptide (C-p) con metodo radioimmuno-
logico (Biodata). Per ciascun test & stata
calcolata la costante di utilizzazione del
glucosio (K-G). G, IRI e C-p sono stati
inoltre espressi come area di risposta so-
pra la linea di base, calcolata con il me-
todo dell’integrazione trapezoidale. La
produzione insulinica inoltre ¢ stata va-
lutata in relazione all’entita della stimo-
lazione glicidica della B-cellula pancrea-
tica, mediante calcolo dell’indice insuli-
nogenico (IGI; rapporto Area IRI/Area
G). L’indice di insulinoresistenza (RI) &
stato calcolato mediante rapporto Area
IRI/K-G.

I sopramenzionati parametri, derivati dal-
I'IVGTT, sono ritenuti degli indici abba-
stanza sensibili e molto utili per la valuta-
zione del metabolismo glicidico, soprat-
tutto in esperimenti appaiati e in studi cli-
nici (18, 21-23). I1 K-G ¢ un indice molto
sensibile per misurare 1’utilizzazione del
glucosio da parte dei tessuti periferici ed
¢ ampiamente usato per valutare la tolle-
ranza glicidica (22, 23). L’area IRI espri-
me il bilancio netto tra produzione e de-
gradazione insulinica in un definito inter-
vallo di tempo, mentre 1’area C-p espri-
me solo il rilascio insulinico da parte del-
le B-cellule pancreatiche. La valutazione
comparata di questi due parametri & co-
munemente ritenuta un valido metodo
per la stima della produzione insulinica
globale. L’IGI misura il rilascio insulini-
co in relazione allo stimolo esercitato a
livello della B-cellula pancreatica e pud
essere assunto come misura della sensibi-
lita al glucosio della B-cellula pancreatica
(18, 22). L’RI derivato dall'IVGTT & me-

no sensibile di quello derivato dall’hyper-
glycemic o dall’euglycemic clamp tech-
nique. Tuttavia la sua sensibilita ¢ abba-
stanza elevata in esperimenti appaiati, per
la bassa variabilita di risposta all’IVGTT
nello stesso paziente (18, 22). Inoltre
I’'IVGTT ¢ ben accettato dai pazienti an-
che in studi in cui sia necessario eseguire
diversi test.

Tutti i dati sono presentati come media +
SE. Per I'analisi statistica sono stati uti-
lizzati il test t di Student per dati appaiati
(effetti acuti), ed il test di Student-New-
mann-Keuls per gruppi randomizzati (ef-
fetti cronici).

Risultati

Effetti precoci
Sedici-venti ore dopo una singola dose
di rHuEPO, i livelli di pEPO sono au-

mentati significativamente (da 12.2 £ 4.5
a 149 + 38.8 ng/ml; p<0.01), ma i valori
di Hb non si sono modificati (9.7 + 0.4
vs 9.6 £ 0.5 g/dl). Le curve di G e IRI
(Fig. 1) e i parametri del metabolismo
glicidico (Tab. I) non hanno mostrato va-
riazioni significative.

Effetti tardivi

Dopo tre mesi di terapia con rHuEPO
11/12 pazienti hanno riferito migliora-
mento della foro sensazione generale di
benessere, dell’attivita fisica e dell’ap-
petito. In Tabella II sono riassunti i pa-
rametri di laboratorio e gli indici dialiti-
ci prima e dopo la terapia con rHuEPO
e dopo la sua sospensione temporanea.
Al momento del secondo IVGTT, tre
mesi dopo I’inizio della terapia, 1’Hb,
I’Ht e la pEPO erano significativamente
pil alti rispetto alla stimolazione basale.
C’era un leggero aumento dei valori del

TAB. I - PARAMETRI DEL METABOLISMO GLICIDICO, DERIVATI DAL-
L’IVGTT, IN 8 PAZIENTI EMODIALIZZATI PRIMA E 16-20 H DO-
PO UNA SINGOLA INIEZIONE ENDOVENOSA DI rHuEPO

K-G Area IRI Area C-p IGI RI
mU/ml x min  ng/ml x min
Prima 147+0.15 1.92+0.33 217 +£30 046+0.07 133+0.18
Dopo 145+0.17 1.74+0.31 194 + 31 045+0.06 1.29+0.21

TAB. II - PARAMETRI CLINICI E DI LABORATORIO E INDICI DIALITICI
IN 12 PAZIENTI EMODIALIZZATI PRIMA E DOPO TRE MESI DI
TERAPIA CON rHuEPO E DOPO LA SUA SOSPENSIONE

Basale Terapia con Sospensione

rHuEPO rHuEPO

Emoglobina g/dl 67103 113406 11.0+£0.6

Ematocrito % 203+ 1.1 342+19° 335+ 1.7
Eritropoietina plasmatica ng/ml 8.9 +2.8 136.5 + 48.6" 72£24°

Urea ematica mg/dl 41.0+4.0 45.0+2.0 50.0+4.0

Creatinina sierica mg/dl 6.7+0.3 74+0.2 7.7%+04
Acido urico sierico mg/dl 4.89 +0.47 5.31+047 5.68 £ 0.48
Fosforo sierico mg/dl 3.60 £ 0.24 3.83+0.50 3197 £ 0.55
KtV 1.14 £ 0.05 1.11 £0.05 1.12 £0.05
Protein catabolic rate g/kg/day  0.98 + 0.05 1.07 £ 0.06 1.07 £ 0.05

Peso secco kg 60.1 £2.8 60.5 2.8 60.5 +£2.8

bp < 0.01 vs Basale; ‘p < 0.01 vs Terapia (test di Student-Newmann-Keuls)
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Fig. 1 - Valori plasmatici di glucosio e insulina durante IVGTT, prima e dopo
somministrazione endovenosa di una singola dose di rHuEPO (50 Ullkg) in 8
paczienti emodializzati.

Fig. 2 - Valori plasmatici di glucosio e insulina durante IVGTT, prima e dopo
3 mesi di terapia con rHUEPO e dopo 2 settimane di sospensione temporanea
della terapia, in 12 pazienti emodializzati.

a=p<0.05 b=p<0.0] by Student-Newmann-Keuls test

TAB. III - PARAMETRI DEL METABOLISMO GLICIDICO, DERIVATI DALL'IVGTT, IN 12 PAZIENTI EMODIALIZZA-
TI, PRIMA E DOPO TRE MESI DI TERAPIA CON rHuEPO E DOPO DUE SETTIMANE DI SOSPENSIONE

TEMPORANEA DELL’rHuEPO :
K-G Area IRI Area C-p IGI RI
(mU/ml)min (ng/ml)min
Basale 1.07 £ 0.10 1.65+0.15 245 + 35 0.35+0.05 1.61 £0.14
Terapia tHUEPO 1.39+0.14° 1.35+0.13" 182 + 26" 0.33+0.05 1.00 +0.07°
Sospens. rHUEPO 1.36 + 0.14° 1.41 £0.16° 201 +24° 0.33 £ 0.06 1.04 +0.08"

“p<0.05 bp < 0.0 vs Basale (test di Student-Newmann-Keuls)

BUN, s-Cr, Pi e PCR, ma le differenze
non raggiungevano la significativita sta-
tistica. Due settimane dopo la sospen-
sione dell’rHUEPO, la pEPO ¢ ritornata
ai valori basali ma gli altri parametri
non si sono modificati. I livelli plasma-
tici di G e IRI durante gli IVGTT sono

mostrati in Figura 2 e i parametri del
metabolismo glicidico, derivati dagli
IVGTT, sono riassunti in Tabella III.
Dopo tre mesi di terapia con rHuEPO, i
valori di G sono risultati significativa-
mente pil bassi a 15, 30, 45 e 60 min, e
i valori di IRI piu bassi a 5 e 15 min, ri-

spetto alla stimolazione basale. Il K-G &
aumentato significativamente, 1’Area
IRI, I’ Area C-p e I’RI sono diminuiti si-
gnificativamente, mentre i valori dell’I-
GI sono rimasti immodificati. Queste
variazioni sono risultate pressoché
uniformi in tutti i pazienti. Solo il caso



che non ha riferito variazioni della sen-
sazione generale di benessere e dell’at-
tivita fisica non ha mostrato variazioni
del metabolismo glicidico. Nessuna cor-
relazione ¢ stata trovata tra modifica-
zioni dell’Hb o dell’Ht e variazioni dei
parametri del metabolismo glicidico.
Due settimane dopo la sospensione del-
I'’tHUEPO non si sono verificate ulterio-
ri variazioni dei parametri del metaboli-
smo glicidico.

Discussione

I nostri dati confermano un effetto posi-
tivo del trattamento a lungo termine con
rHuEPO sul metabolismo glicidico nei
pazienti emodializzati, principalmente
legato ad una riduzione dell’insulinoresi-
stenza. Dopo tre mesi di terapia con
rHuEPO, tutti i pazienti, eccetto uno,
hanno mostrato all’IVGTT una riduzione
dei valori plasmatici di G e un migliora-
mento dei valori del K-G, insieme ad
una riduzione delle aree IRI e di C-p e
dei valori dell’RI. In contrasto con quan-
to riportato da altri Autori (10, 11, 13), il
nostro studio non ha rilevato alcun effet-
to dell’rHuUEPO sulla secrezione insulini-
ca. Kokot et al (10) in 5 MHP, esaminati
con il test del pasto standard, hanno tro-
vato un miglioramento dell’utilizzazione
glicidica e della secrezione insulinica do-
po terapia con rHUEPO e questi risultati
sono stati confermati da Navino et al in
12 MHP (11). Al contrario Chagnac et al
(13), in 10 MHP esaminati con oral glu-
cose tolerance test, hanno trovato un
peggioramento dell’utilizzazione glicidi-
ca e della secrezione insulinica dopo tre
mesi di terapia con rHUEPO. Nella no-
stra esperienza la sensibilita al glucosio
della B-cellula pancreatica non sembra
essere influenzata dalla terapia con
rHuEPO, come dimostrato dalla mancan-
za di modificazioni dell’IGI. Il migliora-
mento dei valori del K-G puo essere at-
tribuito solo ad una migliore utilizzazio-
ne del glucosio da parte dei tessuti peri-
ferici, come dimostrato dalla riduzione
dei valori di RL

La diminuzione del rilascio di IRI e C-p,
durante IVGTT, & la conseguenza fisio-
logica della minore richiesta insulinica
da parte dei tessuti periferici. Questi ri-
sultati sono confermati da Borissova et
al (12) che in 5 MHP diabetici, esaminati
mediante euglycemic hyperinsulinemic
clamp technique, hanno trovato un au-

mento della sensibilita all’insulina del
50.7% dopo trattamento con rHuEPO. Il
contrasto con i risultati di Kokot et al
(10), Navino et al (11) e Chagnac et al
(13) potrebbe dipendere dai differenti te-
st utilizzati per studiare il metabolismo
glicidico. I sopramenzionati Autori han-
no condotto i loro esperimenti con il test
del pasto standard (10, 11) o con I’oral
glucose tolerance test (13) ed ¢ noto che
la secrezione insulinica da stimolazione
orale ¢ influenzata dalla percentuale di
assorbimento del glucosio e dagli ormoni
intestinali. E stato dimostrato che la tera-
pia con rHUEPO puo influenzare molti
bersagli oltre alle cellule eritroidi (24-
29), per cui non puo essere esclusa un’a-
zione sulla funzione intestinale.
L’TVGTT elimina le interferenze intesti-
nali e puo permettere una migliore valu-
tazione della capacita secretiva della
3-cellula pancreatica.

Le modificazioni del metabolismo glici-
dico dopo terapia con rHuEPO non pos-
sono essere attribuite alla correzione del-
I’anemia. In questo studio non abbiamo
trovato correlazioni tra modificazioni
dell’Hb e modificazioni del K-G o
dell’RI. E stato inoltre dimostrato che le
anomalie del metabolismo glicidico non
sono correlate al grado di anemia nei pa-
zienti uremici dializati e non (16) e che
la correzione dell’anemia mediante emo-
trasfusione non ha effetti sul metaboli-
smo glicidico (13, 16). Anche un effetto
diretto di alti livelli di pEPO su alcune
tappe metaboliche puo essere esclusa.
Non ci sono state variazioni del metabo-
lismo glicidico dopo somministrazione
acuta di rHUEPO e dopo la sua sospen-
sione, nonostante le signifilcative varia-
zioni dei valori di pEPO.

Esiste la possibilita che I’aumento del-
’attivita fisica e dell’appetito, indotti
dalla terapia con rHUEPO per alcuni me-
si, possano aver migliorato lo stato nutri-
zionale e aumentato la massa muscolare
con conseguente aumento del numero
dei siti di utilizzazione del glucosio e ri-
duzione dell’insulino resistenza. Un mi-
glioramento dello stato nutrizionale nei
MHP in terapia con rHuEPO ¢ ampia-
mente riportato in letteratura (30-32). In
questo studio noi non abbiamo trovato
modificazioni del peso corporeo secco
dopo tre mesi di terapia con rHUEPO ma
¢ stato dimostrato che 1’incremento del
peso secco nel primo anno di trattamento
con rHUEPO puo essere mascherato dal-
la migliore disidratazione legata alla mi-

gliore tolleranza dialitica (33). E interes-
sante il fatto che solo il caso che non ha
riferito variazioni della sensazione gene-
rale di benessere e dell’attivita fisica non
ha mostrato variazioni del metabolismo
glicidico.

Alternativamente la terapia a lungo ter-
mine con rHuEPO potrebbe indurre un
aumento della sintesi proteica e di conse-
guenza un miglioramento dell’attivita di
alcuni enzimi chiave della via glicolitica.
Fischer et al (5) hanno riportato un mi-
glioramento della percentuale di riten-
zione proteica in 8/10 MHP trattati con
rHuEPO, e Riedel et al (6) una normaliz-
zazione del pattern aminoacidico in 14
MHP dopo 12 mesi di terapia con rHuE-
PO. Inoltre il miglioramento dell’effica-
cia insulinica senza modificazioni del
numero e dell’affinita dei recettori insu-
linici dopo terapia con rHuEPO riportato
da Borissova et al (12), indica che I’au-
mento dell’utilizzazione glicidica ¢ prin-
cipalmente dovuto all’interferenza con
un evento essenziale postrecettoriale in-
sulino dipendente.

Riassunto

In 20 pazienti emodializzati (MHP) sono
stati valutati, mediante intravenous glu-
cose tolerance test (IVGTT), gli effetti
dell’eritropoietina ricombinante umana
sul metabolismo glicidico. In 8 casi gli
IVGTT sono stati eseguiti prima e dopo
una singola iniezione intravenosa di 50
Ul/kg di rHUEPO e in 12 casi prima e
dopo tre mesi di terapia con rHuEPO alla
dose di 50 Ul/kg 3 volte la settimana e
dopo 2 settimane di sospensione del-
I’THUEPO. Per ciascun test sono stati do-
sati glucosio, insulina (IRI) e C-peptide
(C-p) e sono stati calcolati la costante di
utilizzazione del glucosio (K-G), la pro-
duzione totale di IRI (Area IRI) e di C-p
(Area C-p), I’indice insulinogenico
(IGI), I’'indice di insulino-resistenza
(RI).

Dopo tre mesi di terapia con rHuEPO, il
K-G & aumentato significativamente,
I’Area IRI, 1’Area C-p e I'RI si sono ri-
dotti significativamente, mentre i valori
dell’IGI sono rimasti pressocché invaria-
ti. Nessuna correlazione ¢ stata trovata
tra le modificazioni dei valori dell’Hb e
quelle dei parametri del metabolismo gli-
cidico. La somministrazione acuta di
rHuEPO e la sua sospensione sono risul-
tate prive di effetti sul metabolismo gli-



cidico, nonostante le significative modi-
ficazioni dei valori plasmatici di eritro-
poietina.

La terapia prolungata con rHuEPO mi-
gliora significativamente il metabolismo
glicidico nei MHP, principalmente per
riduzione dell’insulino-resistenza. N¢€ la
correzione dell’anemia, né una azione
diretta dell'rHUEPO su alcune tappe me-
taboliche sembrano essere responsabili
di questi effetti.
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