NEFROLOGIA. Vol. VII. Nim. 2. 1987

Distribucion plasmatica de ciertos elementos
traza y medianas moléculas en hemodialisis

J. Bustamante, M. C. Martin, A. Rocher y A. Palencia
Catedra de Nefrologia. Hospital Universitario. Valladolid.

RESUMEN

Tras la utilizacién prolongada de la hemodidlisis han ido apareciendo una serie
de disturbios metabélicos por acimulo de toxinas urémicas y ciertos metales. To-
davia no es posible evaluar el papel exacto de las medianas moléculas, existiendo
numerosos problemas sin resolver, siendo uno de ellos la interaccion de los com-
puestos metalicos y los orgdnicos téxicos. Por ello estudiamos en 23 hemodializa-
dos la distribucién plasmatica del cadmio (Cd), cobre (Cu) y plomo (Pb) y los ami-
nodcidos en las medianas moléculas urémicas. £l fraccionamiento sérico se realizé
por cromatografia de exclusion molecular con Sephadex G-150. Las determinacio-
nes de los metales en el fraccionamiento sérico se hicieron por espectrofotometria
de absorcién atémica. Se determinaron los aminodcidos con un aparato Beckman
121 BM, en las medianas moléculas obtenidas por fraccionamiento con Sephadex
G-25. Aparecen elevados los tres metales en plasma. El 60 % del Cd, el 20 % del
Cu y el 90 % del Pb van unidos a los componentes de bajo peso molecular;. las
medianas moléculas, descritas como una compleja mezcla de compuestos peptidi-
cos téxicos, van unidas a metales, por lo que se plantea que estos metales también
puedan jugar un cierto papel en la toxicidad de las medianas moléculas.

El comportamiento de los aminodcidos en las medianas moléculas urémicas es
diferente, dependiendo de la membrana de didlisis utilizada; la disminucién de los
aminoacidos que entran a formar parte.de los péptidos mds toxicos en estas media-
nas moléculas, con membranas de poliacrilonitrilo, con el mantenimiento del
efecto téxico, podria apoyar la toxicidad metilica, ademds de la toxicidad organi-
ca de dichas moléculas.
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PLASMA DISTRIBUTION OF CERTAIN TRACE ELEMENTS
AND MIDDLE MOLECULES IN HEMODIALYSIS

SUMMARY

After prolonged use of hemodialysis a series of metabolic disturbances have
appeared due to an accumulation of uremic toxins and certain metals. It is still not
possible to evaluate the exact role of the middle molecules; there are numerous
problems to solve, including the interaction of the metallic and the toxic organic
compounds. For this reason we studied the plasma distribution of cadmiun (Cd),
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copper (Cu) and lead (Pb) and the aminoacids in the uremic middle molecules in 23
patients undergoing haemodialysis. The serum fractionation was carried out by
molecular exclusion chromatography with Sephadex G-150. The metals in the
serum fractions were measured by atomic absorption spectrophotometry The .
aminoacids. . were determined with a 121 BM Beckman apparatus in the middle
molecules obtained by fractionation with Sephadex G-25. The levels of the three
metals in the plasma appear high. Sixty per cent of the Cd, 20 % of the Cu and 90 %
of the Pb are bound to plasma components of low molecular weight. Middle
molecules, described as a complex mixture of toxic peptidic compounds, are bound
to metals raising the question whether these meta/s also play a certain part in their

toxicity.

The amino acid content in the uremic middle molecules is different depending
on the dialysis membrane used. These variations in the middle molecules may alter
their reaction with toxic metals as well as their intrinsic toxicity.

Key words: Hemodialysis. Metals. Aminoacids. Middle molecules.

Introduccion

Los trastornos del metabolismo de ciertos elemen-
tos traza constituyen un hecho constante durante la
insuficiencia renal crénica (IRC) '3, Las técnicas de
depuracnon extrarrenal han supuesto una mayor su-
pervivencia de los pacientes urémicos; sin embargo,
tras su utilizacién prolongada se ha evidenciado un
creciente nimero de efectos secundarios indesea-
bles, destacando, entre otros, los dlsturblos metabdli-
cos por actimulo de toxinas urémicas *® y las anor-
males concentraciones de determinados metales > 7~
Los metabolitos como la” urea, creatinina, scido
drico tienen un peso molecular inferior a los 500 dal-
ton y atraviesan con facilidad las membranas de dia-
lisis.

En el plasma de los urémicos se encuentran eleva-
das una serie de sustancias cuyo peso molecular esta
comprendido entre 500 y 5.000 dalton que consti-
tuyen las llamadas medianas moléculas, cuya toxici-
dad ha quedado demostrada en numerosos traba-
jos

Todawa no es posible evaluar el papel exacto de
las medianas moléculas, existiendo varios problemas
a resolver, como, por ejemplo, la interaccién de los
compuestos metélicos y los orgadnicos toxicos. Los
trabajos publicados sobre cadmio (Cd), cobre (Cu) y
plomo (Pb) se refieren a las determinaciones plasma-
ticas de los mismos, por lo que nos parecié intere-
sante estudiar la distribuciéon proteica y el transporte
de estos metales, asi como la estructura de las media-
nas moléculas y su relacién con estos elementos traza.

Material y métodos

Se han estudiado 8 personas sanas y 23 pacientes
~ en hemodidlisis (7 mujeres y 16 hombres), con eda-
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des comprendidas entre veintiocho y sesenta y tres
anos. Su tiempo en el programa oscilé entre seis y
cincuenta y nueve meses. La dieta era libre en cuan-
to al consumo de proteinas y restringida para el sodio
y potasio. El agua de los barios de dialisis provenia
de un sistema de desionizacién.

Para el estudio de los aminoécidos en las medianas
moléculas el grupo se dividié en dos subgrupos: 13
dializados con membrana de cuprophan y 10 dializa-
dos con membrana de poliacrilonitrilo. La hemodiéli-
sis fue de cuatro horas diarias, tres veces por semana,
con una superficie de membrana de 1 m?.

Métodos

a) Mineralizacién de sueros: La desproteiniza-
cion de los sueros se efectué mediante mineraliza-
cién por via himeda '2

b) Fraccionamiento sérico por cromatografia de
exclusién molecular. Se ha realizado con gel Sepha-
dex G-150 tratado con BH,Na. El fraccionamiento
produce cuatro picos, siendo el del volumen de elu-
cion entre 40-50 ml. el que comprendé a las media-
nas moléculas.

c) Distribucion de cadmio, cobre y plomo en las
fracciones séricas. Se determina la concentracion de
los tres metales antes y después de la hemodialisis en
cada una de las fracciones colectadas mediante un
espectrofotémetro de absorcién atdmica Perkin-

" Elmer, modelo 2380, equipado con camara de grafi-

to HGA-400 Programer, siendo las longitudes de on-
da para el Cd 228,8 nm., Cu 324,8 nm. y Pb
283,3 nm.

d) Determinacion de aminoacidos en las media-
nas moléculas. El volumen de elucién entre 40-50 ml.
obtenido en el fraccionamiento con el Sephadex G-
150 es pasado por Sephadex G-25, con lo gue se ob-



tienen cuatro picos en los que los volimenes de elu-
cion entre 50-70 ml. corresponden a los pesos mole-
culares de 500-5.000 dalton, son recogidos en
conjunto para cada grupo de membranas vy liofiliza-
dos, estudiandose en ellos la composicién de ami-
noacidos en el grupo dializado con membrana de cu-
prophan y de poliacrilonitrilo previa disolucién del
liofilizado en buffer base. La determinacién de ami-
noacidos en las medianas moléculas fue realizado
con un aparato Beckman 121 MB con programador,
el cual es capaz de determinar 27 aminoacidos. La
senal de absorcion analdgica que proporciona el
aparato es conducida a un registrador de forma que
los aminoacidos son visualizados como picos dife-
rentes. Por otra parte, la sefal analégica es convertida
en un integrador digital que permite conocer el area
de cada pico; esta drea es proporcional a la concen-
tracion del aminoacido.

e) Método estadistico. Fue realizado en una cal-
culadora Canon 167 P, determinindose las medias,
desviacién estandar y la t de Student.

Resultados

Los niveles plasmaticos se exponen en la tabla I,
apareciendo una elevacion significativa p < 0,005
para el cobre y plomo, siendo la-del cadmio menor,
con una p < 0,05. .

La distribucion plasmatica del cadmio (fig. 1) se
hace en trespicos del fraccionamiento, estando en los
componentes plasmaticos de bajo peso molecular en
un 60 %, no variando su distribucién después de la
hemodialisis.

El cobre (fig. 2) aparece distribuido en cuatro pi-
cos, siendo el mds importante el que corresponde a
la ceruloplasmina, con el 70 %, y los otros con el
5%, 20 % y 5 %, elevandose después de la hemo-
dialisis el que corresponde a la ceruloplasmina, aun-
gue no significativamente. '

El plomo (fig. 3) aparece en un pico que corres-
ponde a los componentes plasmaticos de bajo peso
molecular. En la tabla Il se exponen las concentracio-
nes para cada uno de los aminodcidos en las media-
nas moléculas en el grupo de dializados con mem-
brana de cuprophan, antes y después de la hemodia-
lisis, comprobando que presentan una elevacién del
aspartato, serina, glutamina, valina, lisina y arginina;
no se modifican treonina, prolina, glicina, fenilalani-
nay leucina y descienden alanina, metionina, isoleu-
cina, tirosina e histidina. Las variaciones antes y des-
pués de la didlisis demuestran que la glicina e isoleu-
cina se elevan; el-resto de los aminoacidos desciende.
nina;

En los pacientes dializados con membrana de po-
liacrilonitrilo (tabla 11l) se encuentran elevadas la seri-
na, glicina e isoleucina, no se modifican el aspartato,

ELEMENTOS TRAZA Y MEDIANAS MOLECULAS
EN HEMODIALISIS

Tabla I. Elementos traza en hemodiélisis
Controles

Cadmiomegr. % ..... 0,5+ 0,1 0,80+ 0,2*

Cobre megr. % ....... 106 =+ 11 13 + 22%*

Plomo mcgr. % ...... 23 £ 3 72,4 % 19,7**

*p <005 * p < 0,005

Tabla Ii. Composicion de aminoacidos en M.M.
de hemodializados (nmol/10 pg. de

proteinas
‘ Membrana de cuprophan
Aminodcidos Controles

Antes  Después
Aspartarto ............. 2,87 3,26 2,08
Serina ................ 1,03 1,61 1,06
Glutamina ............ 4,07 - 4,25 1,66
Arginina ... 1,29 1,51 0,67
Valina* ............... 1,57 2,13 1,52
Lisina* ................ 2,27 2,84 0,84
Treonina* ............. 1,52 1,60 1,47
Prolina ............... 1,48 1,46 1,06
Glicina ............... 0,86 0,81 1,33 1
Fenilalanina* .......... 1,47 1,49 1,47
Leucina* .............. 3,44 3,49 1,83
Alanina ............... 3,14 2,62 1,67
Metionina* ............ 0,49 0,29 0,14
Isoleucina* ...... A 0,44 0,38 0,52 ¢
Tirosina .. ............. 0,71 0,66 0,26
Histidina* ............. 1,40 0,95 0,35

* Esenciales: 1.000-2.000 dalton.

treonina, prolina, valina, metionina, y descendidos
la glutamina, alanina, leucina, tirosina, fenilalanina,
lisina, histidina y arginina. Después de la diélisis se
elevan la glicina, fenilalanina, lisina, histidina y argi-
nina, el resto de los aminoacidos descienden mas in-
tensamente que en el grupo anterior.

Discusion

Los valores de los elementos traza estudiados,
comparados con el grupo control, estan elevados sig-
nificativamente. El acimulo patolégico del Cd puede
producir trastornos en la reproduccién '* e hiperten-

-si6én arterial. Schroeder '* postula que el cadmio es

un factor decisivo en la génesis de la hipertensién ar-
terial, comprobandose que la excrecién urinaria de
cadmio en los hipertensos es significativamente mas
alta que en los normotensos.
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Fig. 1.—Distribucion plasmatica del cadmio realizando el
fraccionamiento con gel de Sephadex G-150.
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Fig. 2.—Distribucion plasmética del cobre realizando el
fraccionamiento con gel de Sephadex G-150.

Tabla IH.

Composicion de aminoacidos en M.M.

de hemodializados (nmol/10 pg. de

proteinas)

Membrana de
poliacrilonitrilo

Aminodcidos Controles

Antes Después
Serina ................ 1,03 " 1,63 1,07
Glicina ............... 0,86 1,75 1,88 1
Isoleucina* ........... 0,44 0,84 0,39
Asparfato ............. 2,87 2,64 1,59
Treonina* ............ 1,52 1,54 1,19
Prolina ............... 1,48 1,20 0,98
Valina* ............... 1,57 1,42 1,19
Metionina ............ 0,49 0,47 0,12
Glutamina ............ 4,07 2,73 1,65
Alanina .............. 3,14 1,67 1,64
Leucina* ............. 3,44 1,93 1,43
Tirosina .............. 0,71 0,48 0,47
Fenilalanina* .......... 1,47 0,34 0,42 1
Lisina* ............... 2,27 0,94 0,97 1
Histidina* ............ 1,40 0,20 0,41 1
Arginina .............. 1,29 0,64 0,66 1

* Esenciales: 1.000-2.000 dalton.
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Experimentalmente, las lesiones en las arteriales re-
nales y los cambios glomerulares producidos por la in-
toxicacion con Cd no se diferencian de las lesiones que
produce la hipertension arterial en el riién . Los tra-
bajos sobre Cd y depuracién renal aparecidos en los
Gltimos afos > 7 se refieren a las determinaciones plas-
maticas del metal, por lo que consideramos estudiar la
distribucién plasmatica (fig. 1), estando el 60 % del
Cd en los ‘componentes plasméticos de bajo peso
molecular, descendiendo este pico después de la he-
modidlisis, aunque no significativamente. Este hecho
pone de manifiesto un dato no recogido en la litera-
tura. Las medianas moléculas denominadas toxinas
urémicas, por ser una de las causantes del efecto t6-
xico de la uremia, y descritas como una compleja
mezcla de compuestos peptidicos * ©, no se conocia
que fuesen ligadoras de ciertos elementos traza, por
lo que planteamos si son los péptidos los que tienen
el efecto téxico, como se cree, o los metales unidos a
ellos también pueden jugar un cierto papel en esta
toxicidad.

El Cu aparece elevado en sangre; diferentes auto-
res llamaron la atencién sobre la contaminacién del
agua utilizada, tuberias de cobre empleadas '®, liqui-
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do de dialisis 7 ‘0 efecto contaminante de la mem-
brana de cuprophan '. Este aumento de cobre puede
jugar un cierto papel en la aparicién de hepatopatias,
crisis hemoliticas y anemia que estos enfermos pa-
decen.

La distribucién del Cu (fig. 2) aparece en cuatro
picos, siendo el mas importante el que corresponde a
la ceruloplasmina en el 70 %, pero existe un 20 %
en las medianas moléculas.

El Pb se acumula lentamente con la edad, lo que
implica que la capacidad para excrecién no es ade-
cuada para mantener la homoestasis en su totalidad.
Encontramos elevado este metal frente a autores '
que lo encuentran normal; el actimulo del mismo
puede producir anemia, hepatopatia, asi como lesio-
nes tubulares renales y trastornos del crecimiento en
los nifios 19 20

Con el Pb (flg. 3) se recoge lo mismo que para el
cadmio, una distribucién no descrita, la aparicién de
un pico que corresponde a las medianas moléculas
que nos vuelve a plantear la hipétesis téxica metéli-
ca, junto a la organica.

El identificar los aminoé4cidos que corresponden a

las medianas moléculas, donde, como hemos visto, va

ELEMENTOS TRAZA Y MEDIANAS MOLECULAS
EN HEMODIALISIS

distribuido el cadmio, parte del cobre y el plomo, ha
sido el paso final de la hipotesis del trabajo. En los
dializados con cuprophan (tabla 1l) la elevacién del
aspartato, serina, glutamina y arginina, coinciden
con otros autores °; no asi los valores de valina y
lisina, que en nuestros pacientes estan elevados y

otros autores los encuentran descendidos 2

Los niveles de alanina, metionina, lsoleucma, tiro-
sina e histidina estan descendidos; el descenso de la
tirosina fue puesto de manifisto por Furst 22, el cual
indica que podria ser debido a la deficiente conver-
sién de fenilalanina en tirosina o a la oxidacién in-
crementada en tirosina.

Dentro de las medianas moléculas se consideran
con efecto mas téxico los compuestos peptidicos con
peso molecular entre 1.000 y 2.000 dalton, encon-
trdndose en ellos aspartato, glutamina, fenilalanina,
leucina y tirosina; estos cinco aminoacidos descien-
den con la dialisis, por lo que es posible que los
compuestos peptidicos integrados por ellos también
desciendan.

En los pacientes depurados con membrana de po-
liacrilonitrilo (tabla 1ll) se encuentran elevados més
aminodacidos esenciales que el grupo con cuprophan;
asimismo después de la didlisis se elevan la glicina,
fenilalanina, lisina, histidina y arginina. Se comprue-
ba también que las concentraciones de los aminodéci-
dos que se encuentran en los péptidos toxicos, aspar-
tato, glutamina, leucina y tirosina, estin mas bajos.
El significado de los aumentos o disminucién de cier-
tos aminodacidos, en las medianas moléculas, es poco
claro, pero pudiera indicar alteraciones en la activi-
dad enzimética 23
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