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RESUMEN

Se estudia electroforéticamente la composicion proteica de la membrana eritro-
citaria de 10 pacientes en programa de hemodidlisis comparandola con la de 12
individuos control. Los resultados obtenidos muestran en el grupo de pacientes

urémicos:

1. Presencia de una anomalia electroforética en una proteina de caracter esta-

bilizante-estructural.

2. Significativos cambios cuantitativos en las proteinas con caracter enzimati-

co-catalitico.

3. Ausencia de variaciones significativas en las proteinas con caracter recep-

tor.

Se desconoce si estos hallazgos pudieran tener algun significado patogénico
en la anemia de la insuficiencia renal crénica. Asimismo, tampoco es posible dilu-
cidar actualmente si aquellos cambios se deben a la influencia de las toxinas ure-
micas sobre el hematie o si obedecen a un problema de diseritropoyesis.
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SUMMARY

Electrophoretic analysis of the erithrocyte membrane proteins was performed
in twelve normals and ten patients on regular diaiysis.

The main differences found were:

1) The presence in the uremic patients of an electrophoretic abnormality in a
protein of stabilizing structural nature.

2) Significant quantitative changes in the proteins of enzymatic catalytic kind.

3) Normality of the receptor proteins.

The role of these abnormalities in the anemia of chronic renal insufficiency is
not known. Wether those changes are due to the influence on the erithrocyte of
some uremic toxins or caused by a disturbance of erithropoyesis is also ignored.
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INTRODUCCION

En pacientes con insuficiencia renal terminal la vida
media eritrocifaria es un 50 % menor que en individuos
sanos '. Al parecer este aspecto hemolitico de la anemia
de la uremia puede relacionarse con alteraciones en la
estructura y en la funcion de los eritrocitos producidas
por elevadas concentraciones de sustancias toxicas exis-
tentes en el plasma 2®. Concretamente, se ha atribuido
un papel hemolitico importante a los derivados guanidini-

cos retenidos en el plasma de los pacientes urémicos ”.
Inclusive se ha podido investigar este efecto hemolitico
del plasma urémico en experimentos con hematies
normales 8%,

En el campo de la hemolisis de los pacientes urémicos
es un hecho ya conocido la existencia de alteraciones de
la membrana eritrocitaria '°. Concretamente, se han des-
crito trastornos en la distribucién de los lipidos membra-
narios que se han relacionado con hemdlisis ulterior '''2.
En lo que concierne a las proteinas de la membrana exis-
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ten estudios sobre la ATP-asa que muestran su anémalo
funcionamiento en los hematies de los pacientes
urémicos '*'*. Sin embargo, no existen aun datos en la
literatura concernientes a la distribucién protéica de las
proteinas de la membrana eritrocitaria de pacientes con
insuficiencia renal.

El objetivo del presente trabajo es aportar alguna infor-
macion al respecto mediante la comparacion de los pa-
trones electroforéticos de las proteinas de la membrana
eritrocitaria de un grupo de pacientes en hemodidlisis
cronica con los patrones de un grupo de individuos con-
trol.

MATERIAL Y METODOS
Individuos

El estudio se ha realizado en un trupo de controles normales
(n = 12) y en un grupo de pacientes en hemodialisis periddica
con anemia (n = 10), siendo ambos grupos homogéneos en
cuanto a la edad y el sexo.

En el grupo de pacientes no se ha incluido ninguno cuya insu-
ficiencia renal fuese el resultado de una enfermedad vasculo-
microangiopética. Del mismo modo, ninguno habia sido trans-
fundido en los cuatro meses previos.

En el momento det estudio el tiempo promedio de permanen-
cia en programa de hemodialisis del grupo de pacientes era de
33,81 * 20,01 meses, siendo su homoglobina de 7,12 g/dl.
(6,13 mmol/l.) y su creatininemia predidlisis de 12.8 mgy/dl.
(1.131,5 mmol/t.) como valores medios.

Método

La recogida de muestras se han realizado mediante puncion
venosa (que en el grupo de pacientes se ha efectuado previa-
mente al inicio de la sesién de hemodidlisis).

Las muestras de sangre han sido recogidas en tubos silicona-
dos sobre citrato sddico 3,8 g/di. en la proporcion 9:1, conser-
vandose en nevera hasta el momento de realizar el estudio
(tiempo nunca superior a las 3 horas).

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

Para el estudio electroforético de las proteinas de la membra-
na eritrocitaria se ha utilizado la técnica de FAIRBANKS y cols. '3,
modificada por nuestro laboratorio y basicamente consistente
en:

— Centrifugacion de las muestras (20 ¢.c. sangre venosa) a
"1.500 revoluciones por minuto durante 5 minutos, liberandose
ulteriormente el botén de hematies de la capa superficial de leu-
cocitos y plaquetas.

— Lavado por tres veces de los hematies en tampén fosfato
(buffer fosfato 5 mM, pH 8, 150 mM CINa).

— Los hematies asi obtenidos se resuspenden en 100 c.c.
de tampén fosfato (5 mM, pH 8), siendo agitados durante 60
minutos a 4° C hasta conseguir su lisis completa (sombras eri-
trocitarias).

— Los hematies lisados se centrifugan a 25.000 x g. durante
20 minutos a 0-4° C. Esta operacion, rechazando el sobrena-
dante, se realiza dos veces. Finalizandose con una dltima cen-
trifugacién a 50.000 x g. durante 30 minutos. De esta forma se
obtiene un «paquete» de sombras eritrocitarias cuya concentra-
cion proteica es de 3-4 mg/c.c.
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— A continuacién se procede a la electroforesis sobre gel de
poliacrilamida en sodio-duodecil sulfato (SDS-PAGE) a una con-
centracion de 7.5 g/dl. .

— Una vez realizada la electroforesis y previa extraccién de
los geles se procede a su tincion. Para el estudio de proteinas
se emplea la tincién de azul de Coomasie R-60 al 0,025 %. Pa-
ra el estudio de glicoproteinas la tincién empleada ha sido el
acido periddico de Schiff (Figs. 1 y 2).

— Tras la tincién, los geles se someten a densitometria para
la evaluacién de las bandas proteicas y a una longitud de onda
de 560 mm. El densitémetro utilizado fue un modelo Beckman
R.112. De esta forma se obtienen unos densitogramas en los
que se distinguen las diferentes curvas correspondientes a las
distintas bandas proteicas electroforéticas (Figs. 1 y 2). Sobre
dichas curvas se efectuaran los estudios cualitativos (morfologia
de las curvas correspondientes a las distintas bandas) y cuanti-
tativos (valoracion del 4rea correspondiente a cada curva).

Célculos estadisticos
Para el andlisis cuantitativo se han usado como referencia los

resultados del grupo de controles, empleandose para la valora-
cion estadistica el test de Student.

1 2 32 33 41 442 4DS § 7
N
t ENFERMO

LI

N ¥

T2

32 33 41 4B 425 & 7

Fig. 1.—Tincién de proteinas. A la izquierda, los geles tras la
electroforesis. A la derecha, los densitogramas correspondien-
tes.
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Fig. 2 —Tincion de glicoproteinas. A la izquierda, ios geles tras
la electroforesis. A la derecha, los densitogramas correspon-
dientes.
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TABLA |

RESULTADOS OBTENIDOS TR
DESINTOGRAMAS CORR

AS EL ESTUDIO CUALITATIVO Y CUANTITATIVO DE LOS
ESPONDIENTES A LA TINCION PARA PROTEINAS

Controles Pacientes
Bandas t p Valoracion
X% * s v% + s cuantitativa
T o 23,38 3,47 20,77 3,84 1,67 > 0,05 N
Banda anémala — — 2,50 0,44 — — —
2 3,86 0,59 4,26 0,76 0,79 > 0,05 N
31 .o 3,88 1 2,84 0,77 2,70 < 0,02 )
32 ... 19,02 1,52 23,07 6,07 2,15 < 0,05 1
33 ... 6.67 0,62 6,68 0,66 0,05 > 0,05 N
41 ... 7.83 1,38 10,26 1,97 3,39 < 0,005 1
4-2a ......... 4,33 0,65 5,49 0,51 5 ¢ < 0,001 0
4-2b ......... 4,88 0,67 6,15 1,12 . 3.2 < 0,005 )
5 e 2,78 0,46 4,07 0,79 4,76 < 0,001 0
6 ... 3,99 1,29 4,90 1,77 1,39 > 0,05 N
7o 2,60 0,69 3,81 1,41 2,63 < 0,02 i)

X %,y % 004 Porcentaje del area total.
N = Sin cambio estadisticamente signif
estadisticamente significativa.

s = Desviacién estandar. t = t de Student. P
icativos. 1 = Aumento estadisticamente signi

= Probabilidad estadistica.
ticativo. | = Disminucion

TABLA 1l

RESULTADOS OBTENIDOS TRAS
DENSITOGRAMAS CORRESPON

EL ESTUDIO CUALITATIVO Y CUANTITATIVO DE LOS
DIENTES A LA TINCION PARA GLICOPROTEINAS

Controles Pacientes
Bandas , t P Valoracion
X% *s y% = s - cuantitativa
1. 52 1,35 7,06 1,99 1,12 > 0,05 N
2 ... 45,48 2,30 45,49 2,70 0,002 > 0,05 N
3....... 49,40 1,84 47,65 3,35 " 0,31 > 0,05 N

X %,y % = Porcentaje del area total. s =
= Sin cambios estadisticamente significativos.

RESULTADOS

La tabla | muestra los resultados obtenidos al estudiar
los densitogré'mas correspondientes a la tincion para pro-
teinas. Se otf)servan dos tipos de cambios:

Cualitativamente se aprecia en el grupo de pacientes'
la aparicién de una banda anomala, de origen dudoso,
no presente "",e'n los densitogramas del grupo de contro-
les, y con un area correspondiente al 2,50 + 0,44 % del
4rea total del densitograma.

Desde el punto de vista cuantitativo se aprecia un au-
mento signiffcativo (p < 0,05) de la cuantia de las areas
correspondiéntes a las bandas 3-2, 4-1 4-2a, 4-2b,5y 7.
Por el contrario, la banda 3-1 muestra una disminucion
significativa (p < 0,05) de la cuantia de su area. Las ban-
das 1, 3-3 y 6 no muestran cambios significativos (p
> 0,05).

- En la tabla Il se recogen los resultados obtenidos en
los densitogramas correspondientes a la tincion para gli-
coproteinas. No se observan cambios - cualitativos ni
cuantitativos de interés. :

Desviacion estandar. t = t de Student. P = Probabilidad estadistica. N

DISCUSION

Es bien sabido que la vida media eritrocitaria en los
pacientes con IRC es aproximadamente el 50 % de la
vida media normal '. Se piensa que tal efecto es conse-
cuencia de la incidencia de toxinas urémicas, no bien co-
nocidas, sobre el hematie 6. Aun cuando se han descrito
cambios en la distribucién de los lipidos de la membrana
que podrian explicar la hemolisis de la uremia .12 ge
desconoce todavia cual es la distribucién proteica de la
membrana eritrocitaria de pacientes urémicos. '

Con el fin de estudiar este Gltimo aspecto se analizan
en este trabajo las posibles modificaciones electroforéti-
cas que podrian producirse en l|a composicién proteica
de la membrana eritrocitaria de pacientes en hemodiali-
sis cronica. -

Desde el punto de vista funcional, se describen tres
tipos distintos de proteinas en la membrana del
hematie '7:

1. Glicoproteinas con funcion receptora o de contac-

to.
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2. Proteinas encargadas de dar soporte o estabilizar
la estructura de la membrana.

3. Proteinas involucradas en funciones cataliticas.

La electroforesis permite diferenciar fres bandas glico-
proteicas, designadas como PAS-1, 2 y 3 que correspon-
derian a sialoglicopéptidos distintos a los gue se atri-
buyen unos pesos moleculares respectivos de 83.000,
45.000 y 25.000 daltons '5. Los datos disponibles permi-
ten afirmar que Ia configuracion de las tres glicoproteinas
es transmembranaria y que en conjunto no representan
més del 30 % del contenido total de proteinas de la
membrana eritrocitaria '®. Su funcién seria la de actuar
como moléculas de contacto, mediadoras de la interac-
cion de la célula con su entorno 7. Los datos obtenidos
en este estudio no permiten apreciar cambios significati-
vos en las bandas glicoproteicas de los hematies de pa-
cientes urémicos.

Actualmente se admite que al menos seis polipéptidos
de la membrana eritrocitaria desempefan algun papel
confiriéndole estabilidad estructural. Se trataria de ias
proteinas correspondientes a las bandas electroforéticas
1, 2, 41, 4-2a, 4-2b y 517

Las bandas 1 y 2 constituyen la llamada espectrina.
Se le atribuye un Pm de 250.000 daltons y supone el
20-25 % del total de proteinas de la membrana del he-

“matie '°. Se orienta hacia la superficie citoplasmatica de
la membrana 7.

Los hematies de los pacientes urémicos estudiados
muestran una anomalia densitométrica de la banda 2 de
dificil valoracién. No parece posible que se trate de una
banda nueva, dado que resuita dificil admitir que la ure-
mia pueda comportar la sintesis de una nueva proteina
por los proeritroblastos. Seria factible pensar en un arte-
facto densitométrico, aunque su presencia constante en
los 10 pacientes estudiados desaconseja esta posible
explicacion. Mas probable, sin embargo, es que teniendo
en cuenta que se reconoce actualmente que la espectri-
na se halla compuesta por 12-15 subfracciones proteicas
distinguibles por su punto isoeléctrico '°, la anomalia de
la banda 2 constatada en este estudio representase una
disociacion de alguna de estas subfracciones que por
efecto de una posible carbamilacion, relacionable con to-
xinas urémicas (urea) adquiriese una mayor movilidad
electroforética. ,

Las bandas 4-1, 4-2a y 4-2b corresponden a proteinas
con pesos moleculares tedricos entre 50.000 y 80.000
daltons, orientadas hacia la superficie citoplasmatica y
con una distribucion correspondiente al 10-15 % de! total
de las proteinas de la membrana '’. Diversos estudips
apoyan la idea de que la espectrina se fijaria a estas
bandas que le servirian entonices a modo de
soporte 2027,

En el presente estudio se ha encontrado un aumento
significativo del area correspondiente a las bandas 4-1,
4-2a y 4-2b. Que tal aumento pudiera comportar una
andmala interrelacion con la espectrina y una deficitaria
fijacion de ésta a la membrana eritrocitaria es algo aun
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no aclarado y que podria relacionarse con una defectuo-
sa estabilidad de la membrana.

'La banda 5 corresponde a una proteina con un Pm ad-
mitido de 50.000, emplazada en la superficie citoplasma-

~tica de la membrana y que corresponde al 5 % dei conte-

nido proteico total de la misma 7. Segun algunos auto-
res, podria tratarse de una proteina que participaria en la
regulacion de los procesos energéticos que mantienen la
forma del hematie %, ,

En los pacientes urémicos estudiados se ha encontra-
do un aumento significativo de esta banda sin que se
conozca su significacion.

Cinco son las bandas que electroforéticamente se co-
rresponden con las proteinas de caracter enzimatico-ca-
talitico-transportador. Se trata de las bandas 3-1, 3-2, 3-
3,6y7".

Las bandas 3-1, 3-2 y 3-3, cuyo Pm seria de 90.000
daltons aproximadamente, muestran una orientacién
transmembranaria y representan el 30 % de todas las
proteinas de la membrana. Las evidencias disponibles
favorecen la idea de que Ios tres polipéptidos de la ban-
da 3 median movimientos aniénicos entre el interior y el
exterior del hematie 22,

‘Aunque; en este estudio la banda 3-1 se ha hallado

' disminuida, ia banda 3-2 incrementada y la banda 3-3 sin

cambios significativos, en conjunto los resultados obteni-
dos muestran un déficit significativo de este complejo en-
zimatico en la membrana de los pacientes urémicos. Que
este hecho traduzca posibles cambios en la concentra-
cién anidnica intraglobular que pudieran interferir desfa-
vorablemente con la resistencia osmatica del hematie y
con otros procesos metabolicos intracelulares es algo
por aclarar todavia. :

A la banda 7 se le atribuye un Pm aproximado de
30.000, estd emplazada en la superficie citoplasmatica
de la membrana, constituye el 5% de las proteinas
membranarias y se comporta enzimaticamente como una
gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa 23,

En los pacientes estudiados se ha objetivado un incre-
mento significativo de esta proteina. No hay datos dispo-
nibles para interpretar la significacién que pudiera tener
el hecho de que existan tasas elevadas de una enzima
que participa en la glicolisis del eritrocito, si bien con el
acortamiento de la vida media eritrocitaria observado en
la uremia es posible observar el simple incremento de
aquellas enzimas particularmente inestables.

- La banda 6 es otra proteina que opera como una glice-
raldehido-3-fosfato-deshidrogenasa. Su peso molecular
aproximado parece ser de 35.000 daltons, representa el

50 % de todas las proteinas de la membrana y se halla
-en su vertiente citoplasmatica '3,

No se ha encontrado ningin cambio significativo de
esta banda en los pacientes estudiados.

En conclusion: se describen los cambios hallados en Ia
distribucién de las proteinas de la membrana eritrocitaria
de pacientes en hemodislisis crénica. En conjunto, los
datos disponibles permiten argumentar que en la membra-



na eritrocitaria de pacientes en hemodialisis se pueden
encontrar alteraciones de su distribucion proteica que po-
drian hacer el hematie mas susceptible de sufrir hemdli-
sis ulterior. Estudios posteriores de nuestro laboratorio
con pacientes trasplantados con buena funcién renal y
en los cuales se normalizan la casi totalidad de aquellas
alteraciones permiten valorar el plasma urémico como
posible origen de los cambios descritos 24,
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