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RESUMEN

Se estudia electroforéticamente la composicién proteica de la membrana eritro-

citaria de 10 pacientes portadores de un injerto renal normofuncionante comparan-
dola con la de 20 individuos control. Dos tipos de alteraciones se objetivan en el
grupo de trasplantados:
- 1. Un incremento significativo de la cuantia de una proteina fundamentalmen-
te implicada en el transporte idnico transmembranario.

2. Una disminucion significativa de la cuantia de una proteina cuya funcién no
esta bien tipificada.

Palabras clave: Proteinas membrana eritrocitaria. Electroforesis. Trasplante re-
nal.

ALTERATIONS IN THE PROTEIN COMPOSITION OF THE ERITHROCYTE
MEMBRANE IN TRANSPLANTED PATIENTS

SUMMARY

The protein composition of the erythrocyte membrane was studied in ten su-
cessfull transplanted patients (mean haemoglobin > 11.8 mmol/l., mean
creatinin < 123.76 umol/l.) and in twenty normal subjects.

The erythrocyte membrane proteins were solubilized with sodium dodecyl sul-
fate (SDS) and separated by sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrop-
horesis. The gels were stained with Coomasie blue for proteins and Schiff reagent
for glycoproteins. The electrophoretic bands were evaluated by densitometry.

The statistical analysis of the fractions showed:

1. A significant increase (p < 0.001) of a protein involved in ion transport.

2. A significant decrease (p < 0.005) of a protein whose function is unknown.

3. There were no differences between the glycoproteins of the patients and the
normal controls. :

Key words: Erithrocyte protein membrane. Electrophoresis. Renal transplan-
tion.

(1) Direccién actual: Servicio de Hematologia. Ciudad Sanitaria Enrique Sotomayor. Bilbao.

Recibido: 11 de mayo de 1983.
En forma definitiva: 20 de diciembre de 1983.
Aceptado: 21 de diciembre _de 1983.

Correspondencia: Dr. A. Purroy.
Servicio de Nefrologia.

Clinica Universitaria.

Avda. Pio XN, s/n. Pampiona.

27



J. DIEZ, B. ARRIZABALAGA

INTRODUCCION

Una de las causas principales de la anemia de fa insu-
ficiencia renal cronica (IRC) la constituye la hemolisis se-
cundaria al efecto téxico de la uremia sobre la membrana
eritrocitaria '. Concretamente se han descrito diversos ti-
pos de alteraciones en la membrana de los hematies de
sujetos urémicos: cambios en la distribucién de los lipi-
dos de la membrana 23, trastornos de! funcionamiento de
la bomba de sodio - y modificaciones electroforéticas
de las proteinas membranarias ’.

En los pacientes portadores de un injerto renal normo-
funcionante los valores del hematécrito y de la hemoglo-
bina suelen ser normales &, habiéndose descrito incluso
‘casos de eritrocitosis, muchas veces en asociacién con
rechazo °.

El objetivo del presente trabajo es investigar la compo-
sicion proteica de la membrana del hematie de trasplan-
tados renales mediante la comparacién de los patrones
electroforéticos de las proteinas de la membrana eritroci-
taria de un grupo de pacientes portadores de un injerto
renal normofuncionante con los patrones de un grupo de
individuos control.

MATERIAL Y METODOS

Individuos

El estudio se ha realizado en un grupo de controles normales
(n = 20) y en un grupo de pacientes portadores de un injerto
renal normofuncionante (n = 10), siendo ambos grupos homo-
géneos en cuanto a la edad y el sexo.

En el momento del estudio el tiempo promedio de postras-
plante del grupo de pacientes era de 27,7 £ 23 meses, siendo
la hemoglobina media superior a 11,18 mmol/l. y a la creatinine-
mia media inferior a 123,76 umol/l. Todos los pacientes recibian
tratamiento a base de prednisona (0,20 mg/kg/dia) y azatioprina
(1,5-2 mg/kg/dia).

Métodos

La recogida de muestras se ha realizado mediante puncion
venosa a primera hora de la mafana.

Las muestras de sangre han side recogidas en tubos silicona-
dos sobre citrato sodico 3,8 g/dl., en la proporcién 9:1, conser-
vandose en nevera hasta el momento de su procesamiento
(tiempo nunca superior a las tres horas).

La hemoglobina se ha determinado por espectrofotometria
(Coulter-Counter) y la creatininemia mediante la reaccién de
Jafté.

Para el estudio electroforético de las proteinas de la membra-
na eritrocitaria se ha utilizado una técnica ya descrita 7 y esque-
maticamente consistente en: )

— Centrifugacion de las muestras con ulterior liberacién del
boton de hematies.

— Lavado de los hematies en tampdn fosfato (5 mM, pH 7,4,
CiNa 0,15 M).

— Lisis completa de los hematies por agitacién durante 60
minutos a 4°C, en tampén fosfato (5 mM, pH 7.,4).

— Centrifugacion de los hematies lisados con obtencion de
un «paquete» de sombras eritrocitarias (membranas).

— Lavado y centrifugacion de las sombras hematicas en
tampon fosfato (5 mM, pH 7,4).
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— Electroforesis sobre gel de poliacrilamida en sodio duode-
cil suifato (SDS-PAGE).

— Extraccion de los geles de la electroforesis.

— Tincién de los geles con azul de Coomasie para las protei-
nas y con acido periédico de Schiff para las glicoproteinas.

— Los geles tehidos se someten a densitometria.

— Los densitogramas con las curvas correspondientes a las
distintas bandas proteicas electroforéticas son sometidos a valo-
racién cualitativa (morfologia de las curvas) y cuantitativa (su-
perficie de las curvas).

Calculos estadisticos

Para el analisis cuantitativo se han usado como referencia los
resultados del grupe control, empledndose para la valoracion
estadistica el test de Student.

RESULTADOS

La tabla | muestra los resultados obtenidos al estudiar
los densitogramas correspondientes a la tincién para pro-
teinas. No se aprecian cambios cualitativos, pero se
objetivan dos modificaciones cuantitativas: un incremen-
to significativo (p < 0,001) de la banda 3 y una disminu-
cién significativa (p < 0,005) de la banda 8.

La tabla Il muestra los resuitados obtenidos en los
densitogramas correspondientes a la tincién para glico-
proteinas. No se objetivan cambios cualitativos ni cuanti-
tativos con significacion estadistica.

En las figuras 1 y 2 se representan graficamente los
histogramas de las diversas tinciones para los dos gru-
pos estudiados.

DISCUSION

Se han descrito cambios en la distribucién electroforé-
tica de las proteinas de la membrana eritrocitaria de pa-
cientes en hemodialisis cronica 7. En este trabajo se des-
cribe la distribucién proteica de la membrana eritrocitaria
de pacientes con un trasplante renal con buena funcién.

La alteracién mas significativa se objetiva en la banda
3. Siendo, sin embargo, imposible delimitar el origen del
incremento observado en la cuantia de esta proteina en
los trasplantados renales. Esta banda corresponde a una
de las proteinas intrinsecas mayores de la membrana eri-
trocitaria humana '°. Se trata de una proteina
transmembranaria '' que atraviesa dos veces la mem-
brana *2. Se piensa que se une a otros componentes de
la misma, por lo que se le atribuye un papel en propieda-

- des relacionadas con la morfologia, elasticidad y topolo-

gia de la membrana '®. Se ha demostrado que interviene
de manera importante en el transporte transmembranario
de agua y cationes '*'®, también se ha descrito que la

proteina de la banda 3 contiene un intermediario fosfori-

lado necesario para el funcionamiento de la Na +, K +,
ATPasa '"'8, Asimismo, se le ha atribuido a esta protei-
na actividad colinesterasa '°. Tal diversidad de funciones
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TABLA |

RESULTADOS OBTENIDOS TRAS EL ESTUDIO DE LOS DENSITOGRAMAS CORRESPONDIENTES A LA TINCION
PARA PROTEINAS

Controles Pacientes Valoracién

Bandas X% +S Y%<S T P cuantitativa
1+2 40,81 5,24 38,78 5 0,89 > 0,05 N
3 21,32 1,18 25,35 1,83 6,01 < 0,001 1
4 7,48 1,73 8,85 1,61 1,81 > 0,05 N
4 -1 8,51 2,01 6,72 1,96 2,03 -> 0,05 N
4 -2 5,07 1,20 4,72 1,71 0,54 > 0,05 N
5 5,52 1,04 5,96 1,70 1,27 > 0,05 N
6 3,18 0,67 3,96 1,31 1,8 > 0,05 N
7 4,53 1,66 3,99 1,91 0,68 > 0,05 N
8 2,91 1,21 1,60 0,86 3,65 < 0,005 J

X%, Y% = Porcenta]e del 4rea total. S = Desviacién esténdar T = T de Student. P = Probabilidad estadistica. N = Sin cambio estadisticamente

significativo. 1 = Aumento estadisticamente significativo. |

= Disminucién estadisticamente significativa.

TABLA It

RESULTADOS OBTENIDOS TRAS EL ESTUDIO DE LOS DENSITOGRAMAS CORRESPONDIENTES A LA TINCION
PARA GLICOPROTEINAS

Controles Pacientes Valoracion
Bandas X% + S Y%=+S T P cuantitativa
1 5,2 1,35 6,12 1,50 1,48 > 0,05 N
2 45,48 2,30 46 2,10 0,53 >0,05. N
3 49,40 1,84 47,88 1,95 1,83 > 0,05 N
X %, Y % = Porcentaje del 4rea total. S = Desviacion estandar, T = T de Student. P = Probabilidad estadistica. N = Sin cambio estadisticamente
significativo.
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Fig. 1.—Tincién de proteinas. Histogramas correspondientes a
" las bandas de los dos grupos de individuos estudiados.

se ha explicado sobre la base de que en realidad la ban-
da 3 representaria a un complejo de proteinas diferentes,
como se demuestra mediante estudios de inmunoelectro-
foresis cruzada y de inmunoafinoelectroforesis cru-
zada "®

CoLE y MALETZ 2 han hallado un incremento en la acti-
vidad de la Na +, K +, ATPasa de hematies de pacien-
tes con un trasplante renal con respecto a sujetos norma-
les. Por otra parte es sabido que el aumento de la activi-
dad transportadora idnica de la Na +,-K +, ATPasa es

! 2 3 | 2 3

Fig. 2—Tincién de glicoproteinas. Histogramas correspondien-
tes a las bandas de los dos grupos de individuos estudiados.

funcién de la cantidad de unidades transportadoras 2'. El
incremento observado en la cuantia de la banda 3 podria
asociarse a cambios en la actividad de dicha enzima.

El estudio electroforético de las proteinas de la mem-
brana eritrocitaria distingue con la tincién de azul de Coo-
masie 8 bandas '°. La banda 8 no se ha tipificado desde
el punto de vista funcional, se piensa que su peso mole-
cular estaria préximo a los 30.000-35.000 daltons y que
se- emplazana en la superficie citoplasmatica de la
membrana 25. En los pacientes trasplantados se aprecia
una disminucién significativa de la cuantia de esta ban-
da, sin que sea posible valorar el origen y significacion
de tal hallazgo.

Finalmente, cabe resefiar que al evaluar comparativa-
mente los patrones electroforéticos de las proteinas de la
membrana eritrocitaria de pacientes en hemcdialisis cro-
nica con los patrones de trasplantados renales con bue-
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na funcién renal se aprecia en este ultimo grupo la au-
sencia de las anomalias descritas en los pacientes en
hemodialisis 7. Este hecho podria reforzar la hipétesis de
gue la uremia ejerceria un efecto téxico sobre la mem-
brana eritrocitaria '?2. Ello sin excluir la posible influencia
sobre el sistema hematopoyético de los niveles normales
de eritropoyetina que generalmente se dan con un injerto
renal normofuncionante 2

En conclusion, se describen los cambios hallados en fa
distribucién de las proteinas de la membrana eritrocitaria
de pacientes portadores de un injerto renal normofuncio-
nante. Se plantea la posible interrelacion entre el incre-
mento cuantitativo de la proteina de la banda 3 y el incre-
mento ya descrito de la actividad de la Na +, K +, ATPa-
sa eritrocitaria de pacientes con un trasplante renal. Se
sugiere finalmente que la influencia del plasma urémico
en las anomalias electroforéticas de la membrana eritro-
citaria descritas en pacientes en hemodialisis y que no se
objetivan en los pacientes trasplantados y sin uremia.
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