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Resumen

Antecedentes: Recientemente se inicio el estudio de farmacos capaces de inhibir la
pérdida de agua y K+ del glébulo rojo dependiente de Ca++, mediante el bloqueo del
Canal de Gardos, como medida terapéutica para evitar el fenémeno de falciformacion.
Nuestro estudio intenta establecer el rol de la nitrendipina en el control de las
manifestaciones clinicas y paraclinicas en drepanocitosis. Métodos: Se realizd un
estudio clinico controlado con placebo, randomizado, bajo protocolo simple ciego, de
grupos en paralelo, con dos niveles de dosis, de 10 semanas de duracion. Se incluyeron
26 pacientes (16 mujeresy 10 hombres) aleatoreamente distribuidos en tres grupos para
recibir placebo o nitrendipina a 20 mg/dia o nitrendipina a 30 mg/dia. Resultados: En
ambos grupos de tratamiento con nitrendipina se apreci6 una tendencia hacia una menor
frecuencia de eventos vaso-oclusivos con una menor proporcién de pacientes afectados,
pero sin lograr una diferencia estadisticamente significativa en las medias de evento por
paciente, ni de intensidad media en cada grupo. La nitrendipina logr6é una reduccion
significativa en el porcentaje de reticulocitos y en los niveles de bilirrubina indirecta
basales en ambos niveles de dosis con respecto al placebo (comparacién intergrupo e
intragrupo: p < 0.05). El resto de los parametros no se modificaron. La droga fue bien
tolerada. Conclusiones: La nitrendipina redujo algunos marcadores de hemolisis (% de
reticulocitos y BI). El verdadero potencial terapéutico de este agente debe ser
confirmado en nuevos protocolos clinicos controlados.

Palabras Clave: Nitrendipina, Anemia drepanocitica, Estudio controlado, Canal de
gardos, Pérdida Potasio intraglobular.

ABSTRACT

Antecedents: Recently began the study on drugs able to inhibit the loss of water and
K+, dependent of calcium from the red cell, by means of the blockade of Gardo’s
Channel, as a therapeutic measure to avoid the sickling phenomenon. Our study tries to
establish the rol of the nitrendipin in the control of the clinical and paraclinical
manifestations in sickle cell disease. Methods: We carried out a randomized, placebo
controlled clinical trial, on single blind fashion with groups in parallel, two dose levels,
of 10 weeks of duration. Twenty six patients were included (16 women and 10 men)
distributed at rabdom in three groups to receive placebo or nitrendipin to 20 mg/day or



nitrendipin to 30 mg/day. Results: In both treatment groups with nitrendipin, a tendency
was appreciated toward a lower frequency of occlusives events with a smaller
proportion of affected patients, but without achieving a statistically significant
difference in the mean of events per patient or in mean intensity of pain in each group.
The nitrendipin achieved a significant reduction in the reticulocite percentage and in the
basal levels of indirect bilirrubina at both dose levels with regard to the placebo group
(intergroup and intragroup comparison: p <0.05). The rest of the parameters didn’t
modify. The drug was safe and well tolerated. Conclusions: The nitrendipin reduced
some haemolitic markers (% of reticulocites and indirec bilirrubin). The true therapeutic
potential of tris drug should be confirmed in new controlled trials.

Key Words: Nitrendipin, Sickle cell disease, Controlled study, Gardos channel,
Intraglobular Potassium.

INTRODUCCION

La anemia drepanocitica, descrita por primera vez por James Henrick en 1910,
caracterizada por una alteracion genética en la que se produce la substitucion de timina
por adenina en el codén de ADN, que conlleva a la substitucion de valina por acido
glutdmico en la posicion 6 de la cadena beta de la hemoglobina(l). La forma
homozigota de la enfermedad genera altas proporciones de hemoglobina S con una
fuerte tendencia a agregarse en condiciones de desoxigenacion, formando polimeros
moleculares de menor solubilidad, que llevan a la gelificacién de la hemoglobina
intracorpuscular, generando eritrocitos poco deformables, con alteraciones morfologicas
(drepanocitos irreversibles), que son las bases de las manifestaciones clinicas dado por
fendmenos vaso-oclusivos en diversos 6rganos y los procesos de hemolisis crénica y/o
agudizada. Donde pequefios aumentos en la concentracion intraglobular de Hb S,
potencian la polimerizacion de la misma, con la formacion de células falciformes. En
este sentido, la deshidratacion celular juega un papel crucial como mecanismo iniciador
del proceso de falciformacion que todavia en fase reversible, pasan por etapas de
oxigenacion-desoxigenacion de la Hb S, hasta generarse el drepanocito irreversible(1,2).

En los ultimos 30 afios se han investigado varias opciones terapéuticas en la
enfermedad, como la induccion de hiponatremia y expansion celular con
desmopresina(3), disminucion de la concentracion de Hb S por un aumento de la
hemoglobina fetal mediante hidroxiurea(1,4), sola o en combinacién con
eritropoyetina(5) o con derivados del butirato(6,7,8).

No obstante, en el presente existe un mayor entendimiento de los mecanismos de
transporte ionico e hidrico en la membrana globular que deriva un diferente abordaje
terapéutico destinado a evitar la deshidratacion celular del eritrocito, por un bloqueo
especifico del eflujo de potasio y agua intraglobular(9). En el eritrocito existe una alta
cantidad de potasio, bajo contenido de sodio y calcio, con una cantidad variable de
cloro. Para mantener estas condiciones son necesarios una serie de mecanismos, como
la membrana globular, sistemas de transporte activo dependientes de ATP, destacando
la bomba de Na+-K+ y la bomba de calcio; sistemas de transporte pasivo como el
Cotransporte de Na+-K+-Cl-, y el Cotransporte de K+-Cl-(1,9,10), sistemas de
intercambio Na+-H+, intercambiadores i6nicos 11 y una variedad de canales
transmembrana, donde destacan los canales de agua mediados por proteina integral
AQP1, canales activados por voltaje, canales de K+ de conductancia intermedia



(canales IK activados por Ca+) y canales de K+ activado por calcio o canal de
Gardos(11,12).

De todos los sistemas antes mencionados los mas importantes en proporcion y funcién
son el cotransporte de K-CL y el Canal de Gardos. El primero expulsa potasio y cloro
fuera de la célula, es dependiente de volumen y pH, siendo indispensable la presencia de
cloro en su funcionamiento, puede ser activado por estrés hipotonico, ademés de N-etil-
maleimida y Acetil-fenil-hidrazina. Es altamente inhibido por cationes divalentes, como
Mg+, Mn2+ y Ca2+. Este efecto ha sido logrado "in vivo" en pacientes drepanociticos
mediante la administracion de pidolato de magnesio a 42 mEg/dia(9,12). Por otro lado,
el canal de Gardos es el canal de baja conductancia mas abundante del glébulo rojo con
120 + 36 unidades/cel siendo de gran importancia en el control del flujo de K+ y agua
hacia el espacio extracelular, tanto en sujetos sanos como drepanociticos(9,11,13).

Desde su descubrimiento por Gardos en 1958(14), la actividad fisiol6gica de este canal
no ha sido completamente dilucidada, pero indicios experimentales plantean un rol
protector contra la hemdlisis coloidosmotica inducida por la activacion de la cascada del
complemento(15), asi como también podria inducir a los eritrocitos a participar en la
formacion de trombos. Este Gltimo fendmeno parece estar mediado por la
prostaglandina E2 de plaguetas activadas(16). En 1987 se demostré que pequefios y
bruscos aumentos en la concentracion del Ca+ intracelular, disminuyen el volumen y la
deformabilidad de eritrocitos humanos sanos, donde aumentos en rango micromolar del
Ca+ citosdlico (K50 = 0.3 a 2 mM), son suficientes para activar el canal de Gardos(17).
Estos procesos parecen estar regulados a través de la fosforilacion del AMP, inducida
por procesos de desoxigenacion ciclicos(18).

Entre los primeros agentes con potencial terapéutico, capaces de bloquear el canal de
Gardos figuran el Citiedil(19), la Quinidina, Efaroxan y el Bepridil(20,21,22), que en
general demostraron una baja actividad anti-falciformacion, solo en altas
cocentraciones, >10-4 M(19). En 1989 se identifico6 la charidotoxina (toxina
escorpionica de la especie Leiurus), como el inhibidor méas potente del canal de Gardos
hasta entonces, desarrollandose luego derivados sintéticos como la iberotoxina, péptidos
recombinantes de ChTX y Charidotoxina sintética, siendo esta Ultima la mas potente
(CI50 4.1 + 3 nM)(20). A inicios de los 90, Brugnara y col. sefialan al antimicotico
clotrimazol como un potente inhibidor del canal de Gardos(21), con una capacidad
inhibitoria independiente de receptores imidazolinicos 11 e 12(22).

Se demostré en estudios experimentales in vivo, con ratones transgénicos SAD1 y
ratones Hbbd/Hbbthal SAD1 (modelos de hemoglobinopatia SS y bthal/SAD,
respectivamente), en que la administracion oral de clotrimazol (160 mg/kg) y miconazol
(a 100 mg/kg), permitio el blogueo del canal de Gardos (CI50= 75 + 2.2nM), logrando
un aumento del K+ intraglobular, con descenso en la concentracion de hemoglobina
corpuscular media y elevacién del volumen corpuscular medio, ademas de la elevacion
en la hemoglobina y el hematdcrito de esos ratones, luego de 7 dias de tratamiento.
Estos efectos se mantuvieron con dosis de clotrimazol de 80 mg/kg/dia, durante 28 dias.
que fueron revertidos al suspender el farmaco(23). Hallazgos similares fueron obtenidos
con cepas de ratones DBA/2J B-thal (modelo murino de pB-talasemia intermedia
humana), en los cuales aumentd el K+ globular, disminuyé la CHCM vy la densidad
celular, pero sin cambios significativos en Hb y Hto, efecto que si fue logrado en la



combinacion de clotrimazol + hidroxiurea + eritropoyetina, con diferencia significativa
frente a la combinacion hidroxiurea + eritropoyetina(24).

En voluntarios sanos, el clotrimazol oral a 15 mg/kg/dosis, demostrd una inhibicién del
canal de Gardos de un 51 a 92%, entre 2 y 4 horas luego de la toma. El efecto fue
logrado por metabolitos de la droga sin el anillo imidazélico con mayor potencial
toxico(3). Posteriormente Brugnara en un estudio clinico abierto administré Clotrimazol
5 pacientes con anemia drepanocitica en dosis de 10 mg/kg/dia, aumentando 10
mg/kg/dia cada semana durante 21 dias A dosis de 20 mg/kg/dia, todos los sujetos
presentaban inhibicion del canal de Gardos, evidenciada por un aumento del K+
globular, reduccion en el numero de células densas y elevacion en los niveles de Hb y
Hto, sin modificacion del CHCM, VCM, reticulocitos; planteando mayor actividad en
eritrocitos maduros(25).

El empleo a largo plazo de clotrimazol, presenta problemas de toxicidad hepatica
relativa con eventual inhibicion del citocromo P-450, en este sentido, se dirigio la
busqueda hacia otros agentes bloqueantes del canal de Gardos y a comienzos de los 90,
Kaji (1990) y Ellory (1992) demuestran que las 1,4-dihidropiridinas como la nifedipina
y la nitrendipina no solo inhiben los canales L del calcio, sino que son potentes
bloqueantes del Canal de Gardos(26). Esta ultima es un reconocido antihipertensivo que
se compard in vitro junto a otros calcio-antagonistas, demostrando una capacidad
inhibitoria del canal de Gardos superior a la quinidina, cetiedil, fendilina, bepridil y sus
esteroisdbmeros, siendo incluso 200 veces méas potente que la nifedipina, evidenciando a
concentracion 1 uM un 97% de inhibicion del canal de Gardosn, en 0.1 uM genera un
67% de inhibicion. El efecto antihipertensivo se logra en rango de 0.01 a 0.1 uM(26).
Otros andlogos de la nitrendipina, con menor actividad cardiovascular no han
demostrado el mismo potencial anti-Gardos(27).

A pesar de que la capacidad inhibitoria in vitro de la nitrendipina sobre el canal de
Gardos es equivalente al clotrimazol(28), existe escasa experiencia clinica en el uso de
calcio antagonistas en pacientes con anemia drepanocitica. Rodgers, et al, emplearon
nifedipina en 11 pacientes drepanociticos, clinicamente estables, sin transfusiones en 4
meses previos. En forma gradual recibieron la droga a 10 mg/dia, luego 10 mg c/8 horas
y de acuerdo a respuesta se llevo a 60 mg/dia, durante 5 dias. EI 80% de los pacientes
toleré6 mas de 60 mg/dia. Un grupo control con 10 sujetos no fueron tratados. En ese
periodo se observd reduccion significativa en la bilirrubina indirecta y hemoglobina
plasmaética, aunado a mejoria en la perfusion retiniana y conjuntival, asi como en la
vision a color. Curiosamente, los autores atribuyeron estos hallazgos a efectos
vasodilatadores de la droga(29).

La uUnica experiencia con nitrendipina fue un estudio abierto con 7 pacientes
drepanociticos, que recibieron la droga a razén de 10 mg/dia durante una semana y
luego a 20 mg/dia por 5 semanas mas. La nitrendipina fallo en producir mejoria
significativa en parametros reoldgicos in vitro y en algunos marcadores de hemolisis
paraclinicos. No se investigd la evolucion clinica en el estudio(30). Este resultado se
atribuy¢ al perfil farmacocinético de la droga, con absorcidn oral superior al 95%, un
elevado metabolismo de ler paso, una biodisponibilidad absoluta cerca del 25% vy
elevada union a proteinas plasmaticas. La toma de nitrendipina en dosis de 10 a 20 mg,
genera niveles séricos 0.01 y 0.1, que equivale al rango terapéutico como
antihipertensivo(31).



Siendo la nitrendipina una droga con alta capacidad inhibitoria del canal de Gardos in
vitro, es necesario plantear las siguientes interrogantes: ¢Es realmente capaz la
nitrendipina de evitar la deshidratacion celular y la consecuente formacion de
drepanocitos irreversibles in vivo, empleandose a dosis mayores?; ademas ¢Es esta
droga util en el control de las manifestaciones clinicas vaso-oclusivas y los procesos de
hemolisis en pacientes con anemia drepanocitica, utilizandose a dosis mayores?. Por
esta razon, considerando la farmacocinética lineal de la droga decidimos realizar un
estudio clinico controlado contra placebo empleando dosis mayores de nitrendipina,
dado que el bloqueo del canal de Gardos debe lograrse con niveles séricos superiores al
rango antihipertensivo.

La nitrendipina ha sido empleada con seguridad en pacientes sanos, normotensos,
durante estudios farmacocinéticos y farmacodindmicos, en dosis entre 20 y 40 mg/dia,
con una excelente tolerancia. Solo 5% presentO cefaleas y palpitaciones leves que no
obligan a suspender el tratamiento(31,32, 33), incluso la forma racémica se ha empleado
en dosis hasta de 80 mg/dia, sin observarse efectos adversos significativos(34). La
experiencia clinica en pacientes normotensos, asmaticos(35) y con EBPOC, nos dio
confianza para realizar este protocolo en pacientes drepanociticos, que son por lo
general normotensos.

POBLACION Y METODOS

Fueron seleccionados 31 pacientes del Banco Municipal de Sangre del Distrito Federal
y el servicio de Hematologia del Hospital Universitario de Caracas, siendo elegibles
para integrar el estudio. Del grupo inicial de treinta y un pacientes, 26 eran
drepanociticos (HbSS) y 5 casos presentaban sindrome drepanocitico Hb SC. Al final
del estudio se excluyeron 4 pacientes por incumplimiento de protocolo y uno por
farmacodepencia. Todos eran adultos con edades entre 16 y 48 afios (media de 26 +
8.1), 10 de sexo masculino y 16 de sexo femenino. En todos los casos el diagnostico
estaba confirmado por electroforesis de hemoglobina en acetato de celulosa a pH 8.6 y
gel de agar a pH 6.4, acompariados de prueba de solubilidad en buffer de alto contenido
de fosfato, niveles de Hb A2 y determinacion de hemoglobina fetal por los métodos
tradicionales. En tres casos se confirmé Hb SC y en 23 Hb SS.

No fueron incluidos pacientes menores de 16 afios, mujeres embarazadas o en la
lactancia, evidencia reciente de procesos infecciosos (< de una semana de evolucion),
transfusiones de concentrados globulares en los Gltimos 3 meses previos al estudio,
insuficiencia cardiaca congestiva y/o uso de drogas vasodilatadoras, hipotension
ortostatica, tension arterial diastolica menor de 60 mm de Hg, alergia a las
dihidropiridinas y pacientes bajo tratamiento con hidroxiurea, eritropoyetina, derivados
del butirato, L-carnitina, nifedipina y clotrimazol. También se excluyeron pacientes con
farmacodependencia y/o drogadiccién.

El estudio se realiz6 bajo protocolo clinico controlado con placebo, aleatorio, en simple
ciego, con grupos en paralelo, bajo dos niveles de dosis, durante diez semanas, donde
los pacientes fueron designados al azar para conformar tres grupos: e Grupo con
nitrendipina 20 mg/dia, « Grupo con nitrendipina 30 mg/dia y * Grupo Placebo. El grupo
que recibid nitrendipina a 20 mg/dia fue integrado por 9 pacientes, que inicialmente



recibieron tabletas de nitrendipina de 10 mg, V.O una vez al dia (9:00 am), durante 7
dias. Luego se aumento la dosis a 10 mg cada 12 horas (20 mg/dia) desde la segunda a
la décima semana. ElI grupo de nitrendipina a 30 mg/dia, incluyé 8 pacientes que
recibieron 10 mg/dia (9:00 am), en la primera semana, luego 10 mg cada 12 horas (20
mg/dia) en la segunda semana y 10 mg cada 8 horas (30 mg/dia) de la tercera a la
décima semana. El grupo placebo recibié un esquema similar al grupo de tratamiento,
con tabletas idénticas que solo contenian excipientes.

El esquema de dosificacion progresiva se disefid para mejorar la tolerancia en pacientes
anémicos ante farmacos vasodilatadores. El disefio en protocolo simple ciego, facilitaria
la vigilancia y seguimiento de pacientes de riesgo de un estudio clinico fase I. Luego de
la distribucion al azar en los tres grupos, se presentd un mayor numero de mujeres en el
grupo placebo y proporciones equivalentes en los grupos de tratamiento, no
apreciandose diferencia estadisticamente significativa en la edad de los pacientes (p <
0.05). En la evaluacion clinica basal, se encontraron tres pacientes con elevada
morbilidad en el grupo de tratamiento con 30 mg, que presentaban crisis vasooclusivas
severas con 2 a 3 hospitalizaciones al afio, mientras que el resto de la muestra estaba
conformada por pacientes de baja morbilidad, con crisis de baja intensidad, ameritando
una hospitalizacién o menos al afio(36).

Antes de iniciar el protocolo, se realizé una valoracion cardiovascular con Rx de térax y
E.K.G, historia clinica detallada en antecedentes y patron clinico de morbilidad
(hepatitis viral, frecuencia y severidad de eventos vaso-oclusivos, numero de
hospitalizaciones al afio, consultas a facultativos y consumo de analgésicos. En la
semana 0 se realizé evaluacion basal de laboratorio que incluyé hematologia completa
con sistema COULTER STKS / ANA, (Coulter Corporation, Hialeah, Fl) resefiando los
pardmetros hematimetricosn (Hb, Hto, VCM, CHCM), porcentaje de reticulocitos
absoluto y corregido en laminas de azul brillante de cresil. Bioquimica sanguinea con
deshidrogenasa lactica, transaminasas, urea, creatinina bilirrubina total y fraccionada;
utilizando equipo Express-Plus (Ciba-Corning Diagnostic Corporation, Medfield, MA)
y reactivos de Chiron Diagnostics Corporation (East Walpole, MA).

Se realizaron evaluaciones semanales durante el primer mes, luego quincenales, hasta
completar la semana 10 del estudio. En cada evaluacion se registro el nimero de
eventos vaso-oclusivos menores y mayores de cada semana del estudio, indicando la
fecha y naturaleza del evento ya sea un sindrome doloroso, sindrome toraxico agudo,
etc. En cada episodio se especificd la intensidad bajo una escala visual analoga, donde
se precisd la necesidad de analgesia, consulta a facultativos y/u hospitalizacion. En
dicha escala los valores del 1 al 3 se correspondieron a dolor de baja intensidad que no
amerit6 consulta a facultativos y es resuelto con analgesia ambulatoria, siendo el #1, el
dolor de menor intensidad. Los valores del 4 al 7 equivalen a dolor de mayor intensidad
que si amerita consulta a médicos tratantes, para la administracion de analgesia oral o
endovenosa, aunado a hidratacion parenteral ambulatoria sin requerir hospitalizacion.
Los valores en la escala del 8 al 10, corresponden a eventos vaso-oclusivos de
intensidad tope que requieren hospitalizacion, donde el #10 equivale al evento de mayor
intensidad experimentado por ese paciente. Escalas semejantes a ésta han sido
empleadas en el pasado por otros autores(37,38). Solo se registraron en las evaluaciones
el ndmero de consultas a médicos tratantes y de hospitalizaciones por causas
relacionadas a la enfermedad de base, ya sea crisis dolorosas y/o hemoliticas; no
incluyéndose los procesos infecciosos sin eventos vaso-oclusivos asociados.



También se registro semanalmente la frecuencia cardiaca y presion arterial (en posicion
decubito dorsal), asi como reporte completo de efectos adversos relacionados a la
nitrendipina, estableciendo indice de tolerancia. Es importante sefialar que la mayoria de
los pardmetros basales de laboratorio de cada grupo no presentaron diferencias
estadisticamente significativas, con la excepcion del % de reticulocitos en el grupo de
nitrendipina 20 mg/dia, con cifras inferiores en relacion al grupo placebo y nitrendipina
30 mg/dia (p < 0.05). Ademas, en la bilirrubina indirecta y TGP se apreciaron discretas
tendencias (p = 0.08), sin alcanzar significancia estadistica.

Los resultados obtenidos fueron analizados con el sistema de software Graph PAD
INSTAT 1989, version 1.0 de H. Mothlsky; empledndose método ANOVA de una sola
via en la comparacion de medias de los tres grupos por método. El tamafio de la muestra
planted la inclusion de un minimo de 10 pacientes por grupo, para un total de 30 casos,
lo cual se definid en base a un nivel a de 0.05 y un nivel b de 0.20, con un poder de la
muestra de 0.80, como es convencionalmente aceptado. También se utilizd sistema
SPSS versién V, adaptada para estudiantes (released 6.0.1; October 21. 1991), para los
andlisis de test de Student (t test) en la comparacion de medias de muestras pareadas en
datos de laboratorio basal vs final de cada grupo, estableciendo nivel de significancia
estadistica con p menor de 0.05.

RESULTADOS

De los 31 pacientes del grupo inicial, fueron excluidos 5 pacientes, uno por
farmacodependencia a agentes opiaceos, dos por no acudir a las citas programadas y dos
por no cumplir tratamiento. Finalmente los grupos se conformaron con 9 casos en el
grupo placebo, 9 en el grupo de nitrendipina a 20 mg/dia y 8 en el grupo de nitrendipina
a 30 mg/dia. En el aspecto clinico, la frecuencia de eventos vaso-oclusivos de los
grupos en 10 semanas, indica una mayor frecuencia de episodios en el grupo placebo,
con un total de 15 eventos y una media de eventos / caso de 1.66 + 2.12, donde el 55,5%
(5 casos) de los pacientes presentd al menos un evento. La media en intensidad de
eventos (escala EVA) fue de 3,53 £ 1,30 puntos. Esta frecuencia fue superior a la
observada en ambos grupos de tratamiento, dado que el grupo que recibié 20 mg/dia
presentd un total de 5 eventos, con una media de eventos por caso de 0.55 + 1.01,
siendo afectados un 33,3% (3 casos) de los pacientes, por al menos una crisis. Se
registré una media de intensidad en escala EVA de 3,8 £ 1,30 puntos. Se debe sefialar
que 4 de los 5 eventos ocurrieron en las 2 primeras semanas del estudio, en la fase de
aumento de dosis. En el grupo que recibio 30 mg/dia ocurrieron 4 eventos, con una
media de evento / caso de 0.50 £ 0.75, siendo afectados un 37,5% (3 pacientes) de los
pacientes por al menos un evento, la media en escala intensidad fue 6 + 3,1 puntos. En
este grupo se produjeron dos eventos con la mayor intensidad, siendo de 8 y 9 puntos
respectivamente, requiriéndose en ambos casos la hospitalizacion de los pacientes.

No obstante, la comparacion en las medias de eventos por paciente de los tres grupos
(ANOVA, una via) mostro tendencia a una mayor frecuencia de eventos del grupo
placebo, pero sin alcanzar diferencia estadisticamente significativa entre los grupos (f =
1.81; p = 0,18). Por otro lado, el analisis en la medias de intensidad de eventos, tampoco
demostr6 una diferencia significativa en los grupos (f = 3.37; p = 0.053), aunque fue
evidente la tendencia a una mayor media de intensidad en el grupo tratado con
nitrendipina a 30 mg/dia. Tampoco hubo diferencias en la frecuencia de consultas a
facultativos entre los tres grupos.



En relacion a variables paraclinicas, se tomaron puntos de corte en las semanas 4, 8 y
10. El analisis estadistico (ANOVA, una via), de los niveles de hemoglobina en los tres
grupos no evidencid diferencia significativa durante la semana 4 (p = 0.36), semana 8 (p
= 0.62) y semana 10 (p = 0.32). Resultados semejantes se observaron en valores de
hematocrito (p = 0.55, p = 0.51 y p = 0.54, respectivamente) y concentracién de
hemoglobina corpuscular media (p > 0.8, p = 0.55 y p = 0.35, respectivamente). La
comparacion de los niveles basales de Hb, Hto y CHCM con relacion a los valores
finales del estudio en cada grupo, tampoco demostrd una diferencia significativa (p >
0.05; t test, doble cola).

En el parametro de reticulocitos corregidos, se determind un menor porcentaje en la
evaluacion basal del grupo con nitrendipina a 20 mg/dia (7.55 + 2.86), en comparacion
al grupo placebo y al grupo de 30 mg (11.54 + 5.46 y 15.83 + 4.10, respectivamente, p =
0.0024). Sin embargo, en las evaluaciones sucesivas se pudo observar un descenso
notable en el % de reticulocitos del grupo a 20 mg/dia, siendo aun mayor en la semana 8
y 10, manteniendo diferencia muy significativa con respecto a los otros grupos (p <
0.0001). En este sentido, se tomo en cuenta el valor bajo inicial de reticulocitos de ese
grupo, porque se comparoé el % de reticulocitos en la semana 0 vs semana 10 del grupo
con nitrendipina a 20 mg/dia, detectdndose diferencia significativa (p < 0.001).

Igualmente, en el grupo tratado con 30 mg/dia, se observé descenso en el %
reticulocitos, que no fue tan marcado como en el otro grupo, pero mostré diferencia
significativa en la comparacion de valores basales vs finales (p = 0.009; t test, doble
cola). En el grupo placebo se observo discreto descenso en % de reticulocitos, que no
alcanzo significancia estadistica (p = 0.103). Sin embargo, la comparacién intergrupo de
los valores de reticulocitos en el grupo placebo y de tratamiento con 30 mg/dia, no
evidencio diferencia en ninguna semana del estudio (p > 0.05, ANOVA de una via). La
comparacion intergrupo en LDH sérica, no demostré diferencias en las evaluaciones de
la semana 0, 4, 8 y 10 (p > 0.8; ANOVA de una via). En la comparacién intragrupo se
aprecio discreta disminucion en LDH del grupo placebo y de tratamiento con 30 mg/dia,
observandose descenso mas pronunciado en el grupo de 20 mg de nitrendipina al dia.
En ninguno de los tres grupos se observé una diferencia notable al comparar valores
basales en relacién a finales. (p > 0.05, t test, doble cola).

Con respecto a la bilirrubina indirecta, se registraron valores basales equivalentes en los
tres grupos. Posteriormente se observo descenso paulatino en la Bl de los tres grupos
que fue mas significativo en el grupo de tratamiento con 30 mg/dia y en menor grado en
el grupo de 20 mg/dia. De hecho, en la octava y sexta semana del protocolo se
apreciaron niveles significativamente inferiores en el grupo de nitrendipina a 30 mg/dia,
con relacion a los otros dos grupos (p < 0.0001). Sin embargo, en la comparacion basal
vs final del grupo de 30 mg/dia, se observd también un descenso no significativo (p =
0.32). En el analisis de los valores basales frente a los finales del grupo de nitrendipina
a 20 mg/dia, se aprecid notable descenso en cifras de bilirrubina indirecta, estableciendo
diferencia intragrupal (p < 0.006 t test, doble cola), pero no intergrupal (p < 0.05;
ANOVA). Este fendmeno no se produjo en el grupo placebo (p = 0.066). Los niveles de
bilirrubina directa, no mostraron modificaciones en ningun grupo durante el estudio, en
analisis intragrupo o intergrupo (p > 0.05).

En la tabulacion de tolerabilidad se encontrd en el grupo de nitrendipina a 20 mg/dia
una frecuencia de efectos adversos en 66% (6 de 9 casos) de los pacientes, con un total



de 23 eventos y una media de 2.5 eventos por caso. Datos semejantes se registraron en
el grupo con nitrendipina a 30 mg/dia, en 75% (6 de 8 casos) de los casos. El sintoma
mas comunmente reportado fue la cefalea con 43.4 y 75% (respectivamente),
palpitaciones 21,7%, mareos 8.6 y 10% (respectivamente), somnolencia 10% y rubor
facial 8.6%). En menor grado se observd temblores, nauseas, edemas y congestién
nasal, todos con un 4.3% (un evento). En general, el 65,2%(15) de los eventos fue de
leve intensidad y solo el 34.7%(8) fue de intensidad moderada, en el grupo de 20 mg/dia
y un 85%(17) de los eventos fue de baja intensidad y el 15%(3) fue de intensidad
moderada en el grupo de 30 mg/dia. Pero esta frecuencia de eventos adversos en ambos
grupos de tratamiento, no fue significativamente diferente a la observada en el grupo
placebo, ya que un 77.7% (7 de 9 casos) de los pacientes reportd eventos adversos con
un total de 37, siendo mas comun la cefalea con 54% (20 eventos), luego mareos y
somnolencia con un 13.5%(5), seguido de nauseas 8.1%(3), hipotension y rubor facial
5.4% (2 eventos). El 64.8%(24) de los eventos fue de intensidad leve y el 35.14% fue de
intensidad moderada(13).

En cuanto a la presién arterial del grupo tratado con nitrendipina a 20 mg/dia, no se
registraron variaciones significativas en las cifras de presion arterial sistolica y
diastolica, en ningin momento del protocolo (p > 0.05). Patron similar se aprecié en el
grupo tratado con 30 mg/dia, donde las cifras de presion arterial diastélica no mostraron
fluctuaciones significativas cuando se compararon los valores basales contra los finales
(p> 0.05). Sin embargo, las cifras de presion arterial sistdlica registraron un descenso de
9 mm de Hg (promedio) al compararse cifras basales vs finales (p = 0.004).
Curiosamente, se observo en el grupo placebo descenso discreto de la presion arterial
sistolica en la semana 6 y 8 con respecto a valores basales (p > 0.05), pero si fue
significativamente menor en la semana 10 (p = 0.035). Por el contrario, en la presion
arterial diastolica del grupo placebo presentd importante aumento en las 2 semanas
finales del estudio (p > 0.0001). Con relacion a la frecuencia cardiaca, las cifras basales
y finales de cada grupo fueron equivalentes en los tres grupos (p > 0.05). En la
evaluacion de laboratorio, se pudo comprobar que la nitrendipina no produjo
modificaciones en los niveles de aminotransferasas (TGO y TGP), asi como tampoco,
en las cifras de urea y creatinina en ningin momento de los grupos estudiados (p >
0.05).

DISCUSION

En el analisis de los resultados en este protocolo deben considerarse aspectos relativos a
la anemia drepanocitica, la cual posee una gran variabilidad de expresiones clinicas y
paraclinicas que estan determinadas genéticamente, estas manifestaciones que son
expresion de un proceso vaso-oclusivo, pueden tener un patron diferente de paciente a
paciente(39). De hecho, en datos obtenidos del grupo cooperativo de estudio de la
enfermedad de células falciformes, con més de 3500 casos evaluados, evidencio una
frecuencia de crisis vaso-oclusivas dolorosas en pacientes Hb-SS de 0.8
crisis/paciente/afio; en sujetos Hb SC de 0.4 episodios/ paciente/afio y en sujetos Hb
SbO tal, presentaron 1 episodio/paciente/aiio. No obstante, 39% de los pacientes de ese
grupo no presentaron crisis, contrastando con una minoria del 1% que presento hasta 6
eventos al afio. También hubo una mayor incidencia de eventos entre los 5 y 30 afios de
edad, con alta correlacion entre el numero de crisis vaso-oclusivas y la mortalidad(36).



A ésto debemos agregar que tradicionalmente ha existido una carencia de criterios
objetivos para evaluar las crisis vaso-oclusivas, en términos de intensidad, duracion e
incluso frecuencia de eventos, lo cual ha constituido un gran impedimento en la
investigacion de estrategias terapéuticas en crisis dolorosas(40). Este aspecto es de
particular importancia, dado que la definicion de crisis vaso-oclusivas ha sido muy
discutida(41). En nuestro estudio se utilizo una escala visual analoga (EVA) para
estudiar la intensidad de los eventos vaso- oclusivos mayores 0 menores, con criterios
de puntuacién bien establecidos en base a la necesidad de analgesia oral o parenteral,
consulta o no a su medico tratante, con eventual necesidad de hospitalizacion o atencion
en salas de emergencia en forma ambulatoria, que representan un grupo importante de
casos. Escalas semejantes, compartiendo los mismos criterios, han sido utilizadas en
experiencias previas con drepanocitosis(37,38), siendo ademas aceptadas en estudios
clinicos controlados fase Il y fase Il para evaluar procesos dolorosos de cualquier
etiologia.

En otras experiencias que investigaron la frecuencia y severidad de eventos vaso-
oclusivos en drepanociticos adultos, se determind que hasta un 63% de los eventos no
requieren hospitalizacion, siendo un 33% de corta duracion (de 2 a 48 horas), donde
mas del 20% de los casos duraron menos de 24 horas. También, se comprob6 que los
eventos "menores” se relacionaron notablemente a clima frio e infecciones(37).
Adicionalmente se plante6 la presencia de reactantes de fase aguda en el estado estable
de pacientes drepanociticos, que sugirieren presencia proceso inflamatorio de bajo
grado, en el contexto de episodios isquémicos subclinicos(42).

Todas estas consideraciones, justifican la investigacion a fondo de los aspectos clinicos
en protocolos con medicamentos empleados para modificar la historia natural de la
enfermedad. En nuestro estudio se observo un menor nimero de eventos vaso-oclusivos
de baja intensidad (puntuacion EVA del 1 al 6) en los grupos de tratamiento con
nitrendipina a 20 y 30 mg/dia, con relacion al grupo placebo (5 y 4 eventos
respectivamente, vs 15). que en el andlisis estadistico no establecid diferencia
significativa entre las frecuencias medias de eventos por paciente de los grupos.

Hallazgo similar se observé en el anélisis de medias de intensidad, donde tampoco hubo
diferencia estadisticamente significativa, a pesar de una tendencia a favor de mayor
intensidad media del grupo con nitrendipina a 30 mg/dia (6 = 3.1). Estos resultados
deben evaluarse con sentido critico, considerandose cuatro factores. El primero dado
por el tamafio de la muestra, donde en muestras pequefias, inevitablemente se debilita el
poder estadistico imposibilitan captar pequefias modificaciones en los grupos, por lo
cual se plantea el empleo un nimero mayor de casos.

El segundo factor esta determinado por la distribucion heterogénea de los patrones de
morbilidad de los tres grupos, donde el grupo placebo y el grupo tratado con
nitrendipina a 20 mg/dia presentaban pacientes con muy baja morbilidad, incluso con
casos que no han presentado crisis vaso-oclusivas en afios. Pero en cambio, en el grupo
tratado con nitrendipina a 30 mg/dia, estaban incluidos tres casos de muy alta
morbilidad; de hecho, 2 de los 4 eventos registrados en ese grupo presentaron la
intensidad mas elevada (8 y 9 pts, respectivamente), requiriéndose incluso la
hospitalizacion de esos casos. Aunque debe recordarse que no se observaron diferencias
estadisticamente significativas cuando se compararon las medias de intensidad de
eventos en los tres grupos. En todo caso, es necesaria una distribucion mas homogenea



de los patrones de morbilidad entre los grupos a estudiarse. Un tercer elemento lo
constituye la duracion del estudio, ya que en un protocolo clinico con pacientes de
anemia drepanocitica, con baja frecuencia de eventos anuales, es imprescindible una
evaluacion durante largos periodos, un afio como minimo. El protocolo fue de 10
semanas, lo cual permitié un muestreo limitado de eventos, aunque en un estudio piloto
controlado con placebo, las tendencias observadas en los resultados son utiles en la
planificacion de futuros estudios.

El cuarto factor se relaciona a cuadros infecciosos intercurrentes en los pacientes
evaluados; de hecho, en el grupo con nitrendipina a 30 mg/dia, se demostré una
infeccion entérica por Shiguella ssp en un caso. Debe recordarse que los pacientes
drepanociticos poseen elevada predisposicion a infecciones(36,37,43), por lo cual
deberia incorporarse esta variable en el analisis de protocolos mas prolongados, en
forma de analisis multivariado.

En las variables paraclinicas, se presenta la misma situacion planteada anteriormente,
dado que varios parametros han sido propuestos en la evaluacion y seguimiento de
pacientes drepanociticos y que ademas puedan monitorizar la actividad terapéutica de
un agente en particular(40). En este sentido, se empled el contaje de drepanocitos
irreversibles (ISCs), el % de células densas, aspectos hematimétricos como: amplitud de
distribucion eritrocitaria (ADE), amplitud de distribucion de hemoglobina (ADH),
Volumen corpuscular medio (VCM), concentracion de hemoglobina corpuscular media
(CHCM), niveles séricos de deshidrogenasa lactica, mioglobina y creatina fosfokinasa,
asi como otros indices de destruccion globular y/o tisular. Algunos estudios hacen
énfasis en pruebas reoldgicas como ektacitometria, determinacion de viscosidad
sanguinea, flujo sanguineo localizado con velocimetria doppler laser, RMN, etc(40).
Inicialmente se prestd gran interés al % de células densas para el monitoreo de
enfermedad, pero evidencias actuales indican que el % de células densas durante la fase
de estado estable, no predice la incidencia de crisis dolorosas, ni son indicadores de
severidad de la enfermedad, lo que indica participacion de otros fendémenos a nivel de
microcirculacion(44). Solo es de utilidad el descenso intracrisis vasoclusiva del contaje
para predecir un futuro evento en la mitad de los casos(45,46). Estas pruebas en general
tienen un valor potencial y solo se han utilizado en estudios con muestras pequefas,
siendo ademas costosas y muy complicadas(47).

Con respecto a la concentracion de hemoglobina corpuscular media y la proporcion de
células densas, algunos autores han sefialado una correlacion positiva débil (p < 0.001,
r2 < 0.20)(45,48). Asi como también, una correlacion positiva significativa entre la
amplitud de distribucion de hemoglobina y el porcentaje de células densas (p < 0.001,
r2 < 0.48)(45). Por esta razon, los parametros antes mencionados se consideran
indicadores de hidratacion globular, que son pertinentes en un protocolo con
nitrendipina. En estudios con hidroxiurea se ha demostrado un aumento en el volumen
corpuscular medio, que ocurre a expensas del aumento en hemoglobina fetal y por ende
del agua intraglobular(49).

En la evaluacion de parametros de laboratorio en nuestro estudio, consideramos el lapso
de diez semanas como suficiente para demostrar cambios en los aspectos
hematimétricos. Este razonamiento parte del mecanismo de accion de farmacos con
inhibicién del canal de Gardos(25) y en la fisiopatologia de la anemia drepanocitica,
donde la vida media globular del drepanocito irreversible es notablemente mas corta con



relacién a sujetos normales, permaneciendo pocos dias en la circulacion sistémica(50).
En el estudio no se registraron variaciones estadisticamente significativas en los niveles
de hemoglobina y hematocrito, cuando fueron comparados ambos grupos de tratamiento
con el grupo placebo y los niveles iniciales de Hb y Hto de cada grupo frente a los
resultados finales. Estos resultados no reproducen los incrementos de hemoglobina y
hematocrito evidenciados con el clotrimazol en estudios de farmacodinamia
experimental de ratones transgénicos SAD(23) y en pacientes con anemia
drepanocitica(25). Pero debe aclararse que la unica experiencia en humanos con la
enfermedad fue un estudio abierto de solo cinco pacientes, donde no se precisé grado de
morbilidad, ni niveles basales de hemoglobina fetal.

En el contexto clinico de factores de riesgo para crisis vaso-oclusivas se determind que
aumentos del hematocrito con bajos niveles de hemoglobina fetal se asocian con un
incremento en la frecuencia de crisis vaso-oclusivas, por lo que el verdadero beneficio
clinico quizés resida en mantener niveles estables de hemoglobina y hematocrito, con
una reduccion significativa de las demandas transfusionales, tal como lo demostré la
hidroxiurea en un estudio clinico controlado con placebo, donde se evidencié un
aumento neto de la hemoglobina fetal, manteniendo niveles relativamente estables del
hematocrito(51).

La CHCM no mostré cambios en los grupos en ninguna fase del estudio, pero debe
destacarse que los valores medios de CHCM de los tres grupos, tanto al comienzo como
al final del estudio, oscilaron entre 31.9 + 2.62 y 33.9 + 3.18 gr/dl, los cuales no difieren
significativamente de los registrados en sujetos sanos; ademas todas las muestras se
tomaron en el estado estable de un grupo con predominio de individuos de baja
morbilidad. Con respecto al contaje de reticulocitos corregido, se pudo observar en
niveles basales de los grupos que existia un % significativamente menor en el que fue
tratado con 20 mg/dia con respecto a los otros dos grupos (p = 0.0024), no obstante, en
determinaciones siguientes se aprecio un descenso aun mayor en el % de reticulocitos,
siendo la diferencia aun mas significativa hacia el final del estudio (p < 0.0001). Incluso
al compararse % basal vs final, en el grupo de 20 mg/dia, también existio diferencia
importante (p < 0.001). Igualmente, en el grupo con 30 mg/dia, se aprecié descenso en
% de reticulocitos iniciales vs finales (15.9 £ 4.1 vs 13.1 + 3.7), que fue significativo (p
= 0.009). En el grupo placebo no hubo modificaciones. La variacion en el grado de
disminucion del % medio de reticulocitos del grupo de nitrendipina a 20 mg/dia con
relacion al tratado con 30 mg/dia, podria estar en relacién con diferencias en categorias
de morbilidad observadas en los grupos, a pesar de haber suministrado dosis mayores en
este altimo.

En ambos grupos de tratamiento se registrO descenso considerable en valores de
bilirrubina indirecta. De hecho, al comparar cifras de la semana 0 vs semana 10, se
alcanzé diferencia significativa en el grupo con 20 mg/dia (p = 0.006) y una clara
tendencia en el grupo tratado con nitrendipina a 30 mg/dia. Sin embargo, en este ultimo
se registraron valores significativamente inferiores con relacion a los observados en el
grupo placebo y el grupo de 20 mg/dia, siendo mas evidente desde la semana 8. En el
grupo placebo solo se registro discreto descenso no significativo. Debe recordarse que
en estudios sobre la farmacocinética y el metabolismo de la nitrendipina no se sefialan
propiedades inductoras del metabolismo en este farmaco, o sea, no hay efectos sobre
enzimas del citocromo p450(52,53); a diferencia del clotrimazol, que si es un
reconocido inductor del metabolismo, en cuyo caso los cambios en la concentracion de



bilirrubina indirecta podrian cuestionarse(54). Los cambios en el % de reticulocitos
corregidos y niveles de bilirrubina indirecta, sugieren una mejoria en los parametros de
hemolisis posiblemente relacionada al bloqueo del canal de Gardos, aunque llama la
atencion, la poca modificacion en los niveles séricos de deshidrogenasa lactica de los
grupos con nitrendipina (p> 0.05).

Con respecto a los efectos adversos, un 66% y 75% de los pacientes reportaron eventos
adversos en los grupos tratados con nitrendipina a 20 y 30 mg/dia, respectivamente,
pero estas frecuencias no difirieron significativamente de la reportada en el grupo
placebo (77.7%, p > 0.05). Ademas entre el 64 y 85% de los eventos adversos en los
grupos fueron de leve intensidad, no requiriéndose la suspension de la nitrendipina en
ningun paciente. No asi ocurrio en el grupo placebo, donde un paciente se retiré por
intolerancia. El tipo de evento mas cominmente reportado fue la cefalea, seguido de
mareos, palpitaciones y rubor facial. Esto sugiere una buena tolerancia del agente, como
ha sido descrito en reportes anteriores(55). El resto de las evaluaciones no reportaron
cambios importantes durante el estudio en ningun grupo.

Las modificaciones en variables de laboratorio como el contaje de reticulocitos y
niveles de bilirrubina indirecta, asi como una tendencia a una menor frecuencia de
eventos vaso-oclusivos menores luego de la administracion oral de nitrendipina en
pacientes con anemia drepanocitica, plantea un potencial terapéutico de medicamentos
capaces de disminuir la pérdida de potasio y agua intraglobular dependiente del canal de
Gardos. No obstante, las propiedades terapéuticas a largo plazo y algunos parametros de
laboratorio, no pudieron ser exploradas por las condiciones ya comentadas, lo cual deja
interrogantes, sobre todo en el contexto de un farmaco con limitaciones conocidas en el
area farmacocinética, dado por la biodisponibilidad de la nitrendipina (alrededor del
25%) que estd en relacion al metabolismo de primer paso hepético, de caracter no
saturable, incluso a dosis de 120 mg/dia(53). Esto podria limitar el mantener niveles
plasmaticos en rango terapéutico para bloqueo en canal de Gardos, lo cual podria limitar
la efectividad terapéutica de este medicamento.

En todo caso para poder comprobar la verdadera efectividad terapéutica de farmacos
como la nitrendipina o cualquier otro agente capaz de bloquear el canal de Gardos, es
imprescindible llevar a cabo mas estudios clinicos controlados contra placebo, en doble
ciego, con un namero significativo de pacientes que presenten categorias de morbilidad
uniformemente distribuidas, y realizado durante un periodo no menor de un afio.
Practicandose monitoreo terapéutico por escalas clinicas estandarizadas y métodos de
laboratorio que incluyan pruebas reoldgicas, deformabilidad globular y medicion de
cationes intraglobulares que sean revisadas y aceptadas por comités internacionales,
ademéas realizando ensayos comparativos en monoterapia 0 protocolos con
combinaciones de nitrendipina + hidroxiurea u agentes en investigacion como el
pidolato de magnesio, que es capaz de bloquear el sistema de Cotransporte K+-Cl+(56).
En un futuro deberan incorporar ensayos con nuevas opciones terapéuticas que exploran
las nuevas fronteras en la fisiopatologia de esta enfermedad, tal como lo es la
interaccidn con oxido nitrico(57) y la arginina, que se han planteado sobre la base de
mecanismos de disfuncion endotelial y las interacciones de célula a célula.

CONCLUSIONES



En los grupos tratados con nitrendipina se observé una tendencia hacia una menor
frecuencia de eventos vaso-oclusivos menores con respecto al grupo placebo,
observandose una menor proporcion de pacientes afectados; sin embargo, la media de
eventos por paciente de cada grupo, no demostréo una diferencia estadisticamente
significativa.

La nitrendipina administrada a 20 mg/dia produjo una reduccion significativa en el
contaje de reticulocitos corregidos al realizar la comparacién intragrupo e intergrupo.
Igualmente, en el grupo tratado con nitrendipina a 30 mg/dia también se produjo una
reduccidn significativa en el contaje de reticulocitos basales con respecto a los valores
finales, pero en la comparacion intergrupo no se aprecio diferencia significativa. En el
grupo placebo no se produjo modificacion importante. La concentracion de bilirrubina
indirecta disminuy6 en forma significativa en el grupo tratado con nitrendipina a 20
mg/dia cuando se compararon los valores basales vs finales. En el grupo tratado con
nitrendipina a 30 mg/dia se evidencié también una reduccion en los niveles de
bilirrubina indirecta con diferencia significativa en comparacion intergrupo desde la
semana 8 del tratamiento. El descenso en el grupo placebo no fue significativo.

No se observaron diferencias en los parametros de Hb, Hto, CHCM ni LDH en ninguno
de los grupos durante el estudio. El potencial papel terapéutico de la nitrendipina en el
tratamiento de la anemia drepanocitica necesita ser confirmado en nuevos protocolos
clinicos controlados.
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