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INTRODUCCION

Las enfermedades renales, como grupo genérico, aparecen co-
mo uno de los mis serios depredadores de los seres humanos. Aun
que, en anos recientes, se ha producido un avance importante en
el conocimiento y la comprensi6n de muchos aspectos de las enfer-
medades renales y sus consecuencias, poco se ha podido hacer para
establecer un método de alivio permanente una vez que la enferme-
dad ha sido confirmada y ain no se han podido fijar pautas claras

para posibilitar su cura.

La insuficiencia renal crdnica (IRC) tiene numerosas etiolo
gias, algunas de las cuales provocan sintomas sistémicos o rena-
les evidente. Sin embargo, en la mayoria de los casos, la pérdi-
da difusa de la funcibn renal se desarrolla como un proceso silen
cioso hasta estados moderadamente avanzados, a tal punto gque el
mismo paciente no percibe que se estd operando un proceso grave e
irreversible. Este estadio silencioso de la IRC puede reconocerse
en exdmenes fisicos o de laboratorio rutinarios, aunque muchas ve
ces pequefias modificaciones en los niveles sangufneos de nitr6ge-
no ureico (BUN) y de creatinina, leves alteraciones en el sedimen
to urinario o proteinuria y anemia ligeras pueden pasar desaperci

bidos. Los primeros sintomas orgdnicos de la IRC generalmente apa



recen tarde en el curso de la enfermedad y también son vagos e i-
nespecificos. A medida que progresa el estado urémico se exacer -
ban los sintomas y se cgeneran trastornos que transforman a la al-
teracién, primitivamente renal, en un sindrome con amplia repercu
sib6n general con manifestaciones tales como hiperparatiroidismo
secundario, anemia,polineuropatfa periférica, osteodistrofia, al-
teraciones en los sistemas inmunol&6gico, de coaqulacién, y en los
metabolismos de hidratos de carbono, de lipidos, de proteinas, de
aminodcidos, mineral e hidrico, signos que configuran las caracte
risticas del sindrome urémico.

La expectativa de vida de los pacientes con IRC terminal ,
cambifé radicalmente cuando se incorporaron a la terapfutica diali
tica las cdnulas permanentes (Quinton et al., 1960). Este hecho
permiti6 acceder a la hemodiélisis cr6nica con la cual se ampliéd
el terreno de la nefrologlfia clinica como con ninguna otra innova-
cibén terapéutica. Este procedimiento, no s6lo constituye un medio
apropiado para el mantenimiento de la vida cuando desaparece 1la
funcibn renal sino que permitif, ademds, la introduccién de otra
importante modalidad terapé&utica, el trasplante renal.

El empleo de la hemodiflisis en el tratamiento de la enfer-
medad renal ha sido, casi siempre, empirico. La efectividad de la
técnica empleada se determina por el bienestar que presenta el pa

ciente, ya que todavia no se ha podido identificar nincuna toxina



urémica con significado clfinico. Teniendo en cuenta las funciones
fisiol6gicas extremadamente complejas que cumple el rin6n, resul
ta sorprendente el éxito que ha tenido esta técnica terapéutica
ya que el proceso de dijlisis puede reemplazar alqunas funciones
excretoras del rinbén pero no puede esperarse que cumpla con las
funciones de sintesis, catabolismo y regulacifn homeostética que
realiza dicho 6rgano (Henderson et al., 1979).

La ausencia, hasta el presente, de una modalidad terapéuti
ca con bases fisiol6gicas para resolver la complejidad del proble
ma planteado en la IRC hace resaltar la importancia de la bGsque
da de la(s) causa(s) gque la generan.

Sin embargo, debe destacarse, que con la incorporacién de
las diflisis crbnicas y el trasplante renal se ha acelerado, en
los Gltimos diez a guince afos, la investicacibén relacionada con
la IRC, avanzéndose en la comprensibén de algunas alteraciones y
sintomas de este complejo sindrome.

Se cree que los numerosos sintomas, signos fisicos, hallaz
gos de laboratorio y perturbaciones bioquimicas y fisiol6gicas de
la uremia no son producidas por uno sino por mfiltiples mecanis -
mos, algunos de los cuales parecen haber sido elucidados. Varias
manifestaciones pueden ser atribufdas a causas conocidas; por e-
jemplo, la hipertensibén y posiblemente, los des&rdenes lipidicos

contribuirfan al desarrollo acelerado de ateroesclerosis, gue con



duce a la produccibén de oclusiones coronarias y enfermedad vascu

lar periférica. Otros hallazgos, como edema, hiponatremia, arrit

mias derivadas de la hiperkalemia e hiperventilacifn como respues
ta a la acidosis serian el resultado de la incapacidad del rinén

enfermo para mantener un balance hidroelectrolitico y &cido-base

adecuado (Depner et al,, 1979),

Son comunes, especialmente en la uremia avanzada,tanto la
deficiencia como el exceso, es decir, el disbalance de nutrien -
tes debido a des6rdenes metabblicos y a una alimentacién defi-
ciente. Los hallazgos mds frecuentes incluyen una ingesta calSri
ca disminuida, pérdida de proteinas tisulares y de grasas de re-
serva, intolerancia a la glucosa, hipertrigliceridemia, altera -
cién en el metabolismo de la vitamina D e inadecuada absorcién
de calcio, entre otros (Feldman et al.,1975).

A medida que progresa la insuficiencia renal disminuye la
masa renal funcionante y los nefrones sobrevivientes deben sufrir
adaptaciones para cumplir con la funcifén renal e impedir,asi, 1la
aparici6én de des6rdenes sistémicos severos que se producirfan en
ausencia de tal compensacifn.Si el elemento de control del siste
ma es una hormona,la concentracifn de la misma aumentari en la
sangre al evolucionar la enfermedad renal.Si la hormona es capaz
de influir en procesos de transporte o sobre otras funciones de

6rganos extrarrenales -ademds de su accibén sobre el rinén- ello



podria producir efectos adversos de grandes dimensiones.

Este concepto de control biolb6gico mediado por hormonas
transmisoras, indujo a Bricker (1972) a sugerir la posibilidaddel
"comercio fisiol6aico" en la uremia. En algunos casos, un mecanis
mo compensatorio produce efectos beneficiosos sobre un sistema
nientras perjudica a otros; es decir, que el organismo deberia
"pagar un precio" por las adaptaciones considerables que sufre la
funcibn renal para regular la concentraci6n de solutos claves pa-
ra el organismo.Si la ingesta del soluto particular no se restrin
ge a medida que disminuye el nGmero de unidades excretoras, la a
daptaci6n para evitar su acumulacién se producirfa a expensas de
la aparicién de alguna anormalidad caracteristica del sindrome u
rémico. Se ha propuesto que, a medida que disminuye la capacidad
funcional de los nefrones, se producirfia un aumento en la concen
tracibn del fosfato sérico por fallas en la excrecibn;esto condu
ciria a un aumento en la secrecibén de hormona paratiroidea (PTH).
Esta hormona estimularfa la adaptacibén de los nefrones residua -
les sobrevivientes para aumentar la excrecifn de fosfato, contro
lando, de esta manera, los niveles séricos del anibfn. Pero el au
mento progresivo de la PTH durante el curso de la enfermedad,con
duce al desarrollo de hiperparatiroidismo secundario. El1 efecto

beneficioso para el orcanismo de la regulacibén de la concentra -

cién de fosfato, "se pacaria", en este caso, con un excesiva re-



sorcibén 6sea debida al aumento de PTH.

Actualmente se reconoce que las funciones del rinbén no es-
tan limitadas a la excrecib6n de productos de deshecho, electroli
tos y agua. Cada vez se le atribuye mis importancia como 6rgano
endrocrino, que afecta la regulacibén de la presibén sanguinea, la
homeostasis cilcica y la eritopoyesis, También se ha establecido
que los rifones catabolizan un nGmero importante de hormonas pep
tidicas. Teniendo en cuenta esto, algunos de los sintomas y sig-
nos de la uremia se pueden adjudicar a perturbaciones endocrinas,
ya sean de origen renoprivo o secundarias a alteraciones en laho
meostasis (Bergstrdm et al., 1978 a.). La produccién insuficiente
de eritopoyetina parece ser una causa importante de la anemia de
la IRC y la sintesis excesiva de renina constituiria la causa de
hipertensi6én severa en muchos pacientes con uremia avanzada. De-
fectos en el metabolismo de insulina y en la conversifén de la vi
tamina D en su metabolito activo, 1,25-dihidroxi-colecalciferol,
son otras perturbaciones de este tipo (Giovannetti et al.,1975).

Numerosas sustancias orgdnicas e inorgdnicas que son pro -
ductos de deshecho o son ingeridas en cantidades inadecuadas,las
gue normalmente son eliminadas via excrecibén urinaria, se acumu-
lan en el organismo debido a la disminucién del FG por el dete -
rioro funcional durante el transcurso de la IRC. Se ha sugerido

gue esos compuestos ejercerfan una accién tb6xica sobre algunos



sistemas del organismo (de transporte celular, enzimdticos,etc.)
y son muchos los des6rdenes urémicos atribuidos a la acumulacién
de estas toxinas en los liquidos corporales.

En consecuencia, a la retencifn de productos t6xicos dque
no pueden ser eficientemente eliminados por el rin6n incapacita-
do se suman la acumulaci6tn de sustancias que son normalmente ca-
tabolizadas por el rin6n sano y la aparicién o incremento de o-
tras, producto de la alteracifén de la homeostasis o de perturba-

ciones endocrinas.

La teoria ' quimica como causa del sindrome urémico comenzb
con Prévost y Dumas (1821) quienes descubrieron que la extirpa-
cién de los rinones producfia un aumento de la concentracién de
urea plasmitica.. Desde ese momento, investigadores de todo el mun
do han buscado las bases de las alteraciones urémicas en la pre-
sencia de sustancias retenidas en los liquidos del organismo.Hoy,
después de 160 aros todavia no se han podido explicar todas las
manifestaciones t6xicas de la uremia por la simple acumulaciébn de
compuestos conocidos..

Se sabe que el sindrome clinico de la uremia, sea agudo o
crbnico, es una perturbacibn en parte reversible. Esta evidencia
se basa en las observaciones de que los pacientes con insuficien

cia renal pueden ser mantenidos asintomdticos mientras dure el



fallo funcional agudo y por varios anos, en la IRC, mediante he-
modidlisis con rin6n artificial (Hegstrom et al.,1961). Estos re
sultados implican que la diflisis produce la remocibn de ciertas
sustancias difusibles, las cuales, cuando se encuentran presen -
tes en elevadas concentraciones en los liquidos corporales, pro-
ducirian los sintomas clinicos de la uremia (Balestri et al.,1970)
También se sabe que el suministro de dietas pobres en proteinas
provoca la disminucibén de algunos sintomas urémicos, especialmen
te de aquéllos del tracto gastrointestinal y se asocia con una
disminucibn de la concentracibén de urea sanguinea. De esta obser
vacibn se puede deducir que por lo menos algunas de las toxinas
urémicas podrian ser producto del catabolismo proteico.

La flora bacteriana del intestino también parece estar in-
volucrada en la patogénesis de la toxicidad urémica. Se ha visto
gue ratas libres de gérmenes a las que se les ha inducido uremia
aguda experimental,sobreviven mds que ratas con la misma enferme
dad y su flora intestinal intacta. Es interesante destacar que
varios metabolitos de los que se encuentran retenidos en el plas
ma urémico, tales como fenoles, aminas alifiticas y-arom&ticas,
poliaminas, indoles y derivados, son producto del metabolismo
bacteriano en el tracto intestinal (Bergstrém et al.,1978 a.).

Con el empleo de técnicas analiticas més sofisticadas, se

encuentra cada vez un mayor nfimero de sustancias cuyos niveles



estén incrementados en el plasma urémico (Schreiner et al.,1961;
Bergstrbm et al.,1969, 1978 b) y, la mavoria de ellas, ha sido
postulada en algGn momento como la "toxina urémica". Una lista
bastante completa de "candidatos" a toxinas se presenta en la Ta
bla I (BergstrSm et al.,1978 b; Schreiner et al,.1969).

El éxito de la didlisis en aliviar los sintomas urémicos
mostré que, por lo menos, algunos de los productos t6xicos acumu
lados en la uremia deberian tener pesos moleculares (PM) por de-
bajo de 5 000 g/mol, ya que las membranas convencionales emplea-
das son virtualmente impermeables a moléculas de tamano mayor
(BergstrSm et al., 1976).

El control homeost&tico del agua y de los iones inorgénicos
y el balance &cido-base en el organismo se lleva a cabo,princi-
palmente, a través de los rinones. Cuando la funcibén renal se de-
teriora ese control no puede ejercerse eficazmente y se producen
desequilibrios gue pueden generar algunos de los sintomas urémi-
cos tales como edema, convulsiones, insuficiencia cardiaca o per
turbaciones neuromusculares (Schreiner gt al.,1961; Randall et al.
1964; Arieff et al,. 1976). Sin embargo, no se les puede atribuir
el rol de verdaderas toxinas urémicas ya que muchos de los sinto-
mas de la IRC ocurren en ausencia de severas alteraciones en 1los
metabolismos hidrico y electrolftico.

Es muy probable, entonces, que otras sustancias acumuladas
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sean tb6xicas y afecten el transporte transmembrana de solutosyel
metabolismo intermedio (por accibén sobre sistemas enzimdticos).

Todas las sustancias presentadas en la Tabla I se han encon
trado en mayor concentraci6n en los liquidos corporales de los pa
cientes urémicos en comparacifén con la de sujetos controles,aun -
que, en algunos casos, es diffcil evaluar la validez de esa aseve
racibn debido a la imprecisibén e inespecificidad de los métodos
empleados para su determinacibn.

A rafz de la observaci6n de que moléculas pequenas, del ti-
po de urea y creatinina, difundfan r&pidamente a través de las
membranas de didlisis, se supuso en un principio, que las toxinas
urémicas deberfan ser de tamano similar a las nombradas.

En varios estudios se observaron correlaciones entre la con
centracién plasmidtica de alguna sustancia y la aparicién de deter
minado sintoma urémico, adjudic&ndole una relacién causa-efecto.
Sin embargo, tales correlaciones, aungque positivas, no prueban la
responsabilidad "t6xica" de una sustancia especifica, ya gue gran
nGmero de compuestos, normalmente excregados por los rirones,tien
den a retenerse en conjunto a medida que se deteriora la funcibn
renal.

En algunos casos -creatinina (Shannon, 1935), derivados del
triptofano y &cido fGrico (Folin et al.,1924)- no se ha podido de-

mostrar claramente la producci6én de un efecto téxico.
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Se encontraron numerosas anormalidades en los niveles de
aminodcidos -aumento de la concentracién de alqunos aminodcidos
no esenciales y disminuci6n de la de esenciales (Young et al.
1970, 1973, 1975; Mc Gale et al. 1972), disminucién en las rela
ciones fenilalanina/tirosina (Young et al.,1970,1973; Pickford
et al. 1973; Giordano et al.,1968; Kopple et al.1972; Jones et
al., 1975) ,disminucibén de histidina que se transforma en aminod
cido esencial (Furst, 1972) pero es poco probable que se deban
a una disminufda excrecibén renal de aminodcidos sino, mas bien,
a una alteracibén secundaria debido al inadecuado estado nutri -
cional, a cambios t6xicos en el metabolismo proteico y/o absor-
cibén intestinal alterada (Young et al.,1975; Condon et al.,1971;
Gulyassy et al., 1970; Swendseid et al., 1973; Smith et al.,1974).
Esta perturbacién en el balance aminoacidico puede ejercer un e-
fecto perjudicial por aumento de los requerimientos de amino&ci-
dos, utilizacién anormal del nitr6geno e inhibici6én del creci -
miento celular,pero no existe evidencia de que los amino&cidos,
de por si, ejerzan efectos t6xicos diregtos ({Davies et al.,1975).

Algunas sustancias fueron suministradas a animales de ex-
perimentacién o agregadas a tejidos, cultivos celulares o siste-
mas enzimticos "in vitro" para registrar sus efectos téxicos.Mu
chas de esas experiencias -cuando se probaron aminas (Young et

al., 1964; Quastel et al.,1933), fenoles (Hicks et al. 1964) y



algunos compuestos guanidinicos (Balestri et al.,1972; Ku et al.,
1974; Goubeaud et al.,1976; Leber et al.,1979)- s6lo mostraron po
sitividad cuando se emplearon concentraciones de las sustancias
en cuestién mucho mayores que las que se encuentran en la IRC,
aCin en el estadfio terminal.

La urea es la sustancia que mds se ha investicado en swu po
sible rol como "toxina" urémica. Estudios "in vitro" (Somer et
al.,1968; Kersting et al.,1977) e "in vivo" en animales de expe-
rimentacién y en humanos (Schreiner et al.,1961) mostraron evi-
dencias de que la urea ejerce efectos t6xicos. La administraci6n
de diversas dosis de urea (Gilboe et al.,1964; Balestri et al.,
1970) o el agregado de la misma en el bano de diflisis (Grollman
et al.,1959) provocaron la aparicién de algunos sintomas urémi-
cos como dolor de cabeza, fatiga, nfuseas, vOmitos, intolerancia
a la glucosa y tendencia al sangrado. No se observaron, sin em-
bargo, las severas alteraciones gastrointestinales, cardiovascu-
lares, inmunoldgicas y neurolb6gicas de la uremia (Merrill et al.,
1953). Si bien no puede explicarse el qmplio espectro de sintomas
urémicos solamente por la acumulacibén de urea se la puede consi-
derar como una "toxina" urémica leve (Bergstrom et al.,1978 b).

La validez de muchos de los primeros estudios es dudosa de
bido a la utilizaci6n de métodos guimicos poco especificos. Con

la creciente incorporaci6n de técnicas mis elaboradas para la se
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paracién y el anflisis de compuestos orgdnicos se podrdn diluci-

dar muchos aspectos inciertos.

Como ya se ha expuesto, afin en los casos de solutos en los
que se ha demostrado claramente su retencifén -como urea y creati
nina- no se ha podido determinar fehacientemente una relaci6n
causa-efecto para alguna faceta del sindrome urémico. Esta dis-
crepancia entre la acumrulacibn de sustancias de bajo peso molecu
lar (BPM) y la presencia de sintomas urémicos se hizo m&s mani-
fiesta en pacientes tratados con diflisis peritoneal crénica,
los que, a pesar de una poco eficiente remocién de sustancias de
BPM, mantenian un buen estado clinico y desarrollaban menos neu-
ropatfa gque los hemodializados (Tenckhoff et al.,1965 b, 1970).
Scribner (1965) sugiri6 que la membrana peritoneal serfa mis per
meable a sustancias de peso molecular mayor, las cuales resulta-
rian, de esa forma, m&s eficientemente removidas. La mayor per-
meabilidad de la membrana peritoneal con respecto a solutos més
grandes fue confirmada mediante el empleo de 59Co-Vitamina B12

14C-Inulina (5200 g/mol) como marcadores de peso

(1 355 g/mol) e
molecular medio (Babb et al.,1973).
Se postulS que las diflisis inadecuadas provocaban la re-

tencibn de compuestos de mayor peso molecular. Estos podrian ser

removidos mediante di&lisis prolongadas empleando una membrana de
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poco espesor pero no lo serian mediante di&lisis, ya fueran cor-
tas o prolongadas, que emplearan membranas de gran espesor con ba
ja permeabilidad para los compuestos de peso molecular medio (Shal
don,1966). La observaci6bn de que la modificaci6n del tiempo de la
duracibn de la didlisis podfa prevenir o revertir los sintomas de
polineuropatia periférica, independientemente de los valores, pre-
didlisis de urea y creatinina plasmiticas (Jebsen et al.,1967),
fortaleci6 la hipbtesis que atribufia un rol t6xico a las "molécu-
las medias". Estos hallazgos clinicos condujeron a Babb et al. a
postular, en 1971, la Hipdtesis del metro cuadrado-hora que rela-
cionaba la eficacia de la di&lisis para prevenir el desarrollo de
neuropatia urémica con el nGmero de horas de tratamiento y con la
superficie activa de la membrana empleada. Posteriormente, los
mismos autores la denominaron Hip&tesis de las Moléculas Medias
(Babb et al.,1972 a). Para probar esta hip6tesis se ensayaron di-
versas estrategias dialiticas especialmente disenadas para aumen- .
tar o disminuir los "presumibles" niveles de "moléculas medias"
(MM) en los liquidos corporales, relacionando estos cambios de
concentracién con la sintomatologfa de los pacientes. Estos estu-
dios condujeron a resultados controvertidos. Algunos atribuyeron
a las MM un rol importante en el desarrollo de los sintomas uré-
micos, avalando la hipbtesis (Millora et al.,1972; Shinaberger et

al.,1972; Man et al.,1973 a; Manji et al.,1974; Mirahmadi et al.,
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1974; Rattazzi et al.,1974; Teschan et al.,1975) mientras que o-
tros concluyeron lo contrario (Cambi et al.,1972; Kjellstrand et
al.,1973; Maiorca et al.,1974). Se disenaron modelos mateméticos
para calcular las concentraciones de MM end6genas (Kjellstrand

et al.,1972 a; Sargent et al.,1974; Popovich et al.,1974, 1975),
para cuyo desarrollo debian establecerse varias suposiciones' ta-
les como los compartimientos del organismo en que esas sustancias
estarian distribufdas, su velocidad de generacién y el valor del
clearance renal, ya que, en los pacientes con IRC, la funcifn re
nal, aGn minima, cumple un rol muy importante (Babb et al.,1972
b; Milutinovic et al.,1974). No siempre las suposiciones propues
tas fueron correctas ni se tuvieron en cuenta las grandes dife-
rencias individuales en las velocidades de produccibn de las dis-
tintas fracciones de MM.

La hip6tesis de las MM ha producido un gran impacto en la
tecnologia dialftica. Se probaron nuevas membranas con resulta-
dos diversos (Cross et al.,1971; Stenzel et al.,1971; Kjellstrand
et al.,1972 b; Fisher et al., 1973; Reiger et al.,1974; Barbour
et al.,1975). La membrana de poliacrilonitrilo (PAN, RP-6, Rhone
Poulanc) resultd6 ser muy permeable a las MM vy, acoplada a un sis
tema de recirculacién cerrado, podfa mantener, simultineamente,
una concentracién plasmidtica relativamente elevada de sustancias

de BPM, mientras en los pacientes se observaba mejoria en su neu



ropatfia ( Funck-Brentano et al.,1972; Man et al.,1973 a, 1973 b,
1974).

Se introdujeron nuevas técnicas para la remocién de sustan
cias. Asi se incorporaron la ultrafiltracién (Henderson et al.,
1967; hemodiafiltraci6n (Hamilton et al.,1971; Silverstein et al.,
1974), adsorcién empleando carb6n activado microencapsulado -
(Chang et al.,1973, 1974) y di&lisis peritoneal continua ambula-
toria (CAPD) (Popovich et al.,1978), entre otras. Sin embargo re-
sulta dificil evaluar los resultados debido a que la mejoria o
bienestar de los pacientes es una determinacifén subjetiva, por
lo tanto dificil de estimar y a que no se han podido medir, si-
multineamente, variaciones de las concentraciones de una o de va-
rias toxinas especificas en los liquidos corporales. Adem&s, como
se desconoce la estructura quimica de la(s) sustancia(s) a ser re
movida(s) no se pueden establecer los factores gue pudieran in-
tervenir en el transporte de los compuestos a través de membranas
biolSgicas y sintéticas. Tampoco se conocen los espacios de dis-
tribucién de las sustancias ni su veloqidad de difusibn, por 1lo
tanto, no se puede predecir si van a ser removidas mis eficazmen
te por di&lisis cortas con elevados flujos de dializado o por did
lisis prolongadas, del tipo de las peritoneales, que permiten al-

canzar estados de equilibrio a ambos lados de la membrana.



Como se ha mencionado, numerosas sustancias han sido postu-
ladas como "toxinas urémicas" pero, hasta ahora, no se han encon
trado buenas correlaciones entre sus concentraciones en los 1li-
quidos del organismo y los sintomas de la enfermedad. Sin embar-
coc, existen pruebas indirectas de la toxicidad urémica.Se han re
alizado numerosos ensayos, la mayoria de ellos "in vitro", aie
mostraron que el plasma, el suero, sus ultrafiltrados y los 1li-
quidos de dializado de los pacientes urémicos podrian afectar va
rios procesos biol6gicos.

Un aporte importante, en ese sentido, fueron los estudios
de Smith y Welt (1970) gquienes observaron gque el plasma de pa-
cientes urémicos, cuyos eritrocitos contenian una elevada concen
tracibn de sodio,inhibia la ATPasa de los gl6bulos rojos norma-
les. Este defecto fue atribuido a un soluto desconocido, el cual
podrfa ser responsable, ademds, de la inhibici6én del transporte
mediado por ATPasa a nivel del intestino y del cerebro (Minkoff
et al.,1972; Kramer et al.,1974). Es probable que perturbaciones
generalizadas en el transporte de solutos a través de las membra
nas celulares constituyan el comGn denominador de los des&rdenes
que afectan a tantos 6rganos en la uremia. Apoyarfan esta suge-
rencia los hallazgos de inhibicién de diversos sistemas de trans
porte cuando se ensayaron en presencia de suero total o ultrafil

trado de suero urémico. Estos estudios incluyen los transportes
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de sodio a través de membranas celulares (Buckalew et al.,1974;
Kramer et al.,1976), de calcio en mitocondrias (Russell et al.,
1974), de fosfato en el gl6bulo rojo (Kuroyanagi et al.,1964),
de &cido firico en cortes de higado (White et al.,1975), de deri-
vados del &cido hipGrico en tejidos renal y hep&tico (Bricker et
al.,1968; Ciccone et al.,1968; Bourke et al.,1970; Orringer et
al.,1971) y de amino&cidos en el mfisculo (Cernaek et al.,1976).
Los efectos de los mecanismos de transporte de membrana mediados
por enzimas y que involucran sistemas hormonales tienen especial
interés con respecto a la hip6tesis del "comercio" de Bricker,
mencionada anteriormente. Segfin €sta, la adaptaci6én homeost&ti-
ca frente a la retencién del sodio y a la expansi6n del volumen
corporal estimularia la liberaci6n de un factor humoral para pro
vocar la disminucién de la reabsorcién tubular de sodio (Bricker
et al.,1978). La hiperproduccién de este factor podria cumplir
un importante papel en la toxicidad urémica al causar la inhibi-
cibn del transporte de sodio transmembrana, simult&neamente, en
otras células, provocando alteraciones de la concentracién i6ni-
ca, el metabolismo, la respiracién y la funcionalidad celular.
En otras investiacaciones se observé que la presencia de

suero urémico en el medio producia la inhibicién "in vitro" de
la eritropoyesis (Fisher et al.,1968; Lamperi et al.,1974; Mori-

yama et al.,1975), del crecimiento de fibroblastos (Rachmilewitz



- 20 -

1941), de la transformacidn linfocitaria (Newberry et al.,1971;
Touraine et al.,l1975a;Musatti et al.,1979) y de la funcibén pla-
quetaria (Horowitz et al.,1967) y provocaba la estimulacibn de
la autohem6lisis de los alSbulos rojos normales (Giovanetti et
al.,1966).

Una amplia variedad de procesos metab6licos mostraron alte
racibén en presencia de suero urémico cuando se estudiaron median
te modelos "in vitro". Se encontr6 inhibicién de la utilizacibn
de la glucosa y de la glic6lisis (Morgan et al.,1964; Dzdrik et
al.,1967), de la gluconeogénesis en higado (DzGrik et al.,1969),
en riinén y en cerebro (Renner et al.,1965), del metabolismo mito
condrial (Glaze et al.,1967), de la fibrinolisis (Bennett et al.,
1970 ),de la lipolisis (Boyer et al.,1970) y de la sintesis pro-
teica (Delaporte et al.,1981). Tambi&én se han reportado resulta-
dos que muestran la inhibici6én de diversas enzimas por accién
del suero urémico. Entre ellas se encuentran lactato deshidroge-
nasa (Morgan et al.,1963; Emerson et al.,1965), lipasa (Bover et
al.,1970; Murase et al.,1975; Bagdade e; al.,1976), xantina oxi-
dasa (White et al.,1975), fenilalanina hidroxilasa (Young et al.,
1973), ATPasa (Cole et al.,1968; Minkoff et al.,1972) y timidina
guinasa (Korz et al.,1977).

Algunos resultados de inhibici6n no pudieron ser reproduci

dos por otros autores cuando se realizaron nuevos estudios.
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La disparidad entre los procedimientos de extraccibn y los
modelos biolbgicos experimentales proporciona una reproducibili-
dad limitada de las diferentes perturbaciones metab6licas que o-
peran en la uremia.

Los resultados mencionados muestran que una variedad de al
teraciones clinicas tales como anemia, deficiencia inmunol6gica,
tendencia al sangrado, desb6rdenes de los metabolismos de lipidos
y de carbohidratos podrfan relacionarse con sustancias t6xicas o
inhibidores presentes en la sangre y otros lfiquidos corporales
de los pacientes urémicos.

Muchos otros trabajos,presentes en la bibliografia, con di
versos resultados respecto de la presencia o no de inhibidores ,
son poco consistentes debido al empleo de disefios experimentales

poco adecuados y/o a la falta de estudios controles paralelos.

Como respuesta a tantos estudios poco concluyentes se in -
tent6,en los Gltimos anos, la investigacidn de grupos de compues
tos aislados de orina y suero de sujetos controles y de pacien -
tes urémicos.Se prestd especial atencibén a compuestos llamados de
peso molecular medio (PMM), comprendidos supuestamente entre 500
y 5000 g/moly de naturaleza peptidica, basdndose en el hecho de
que las diflisis y las dietas pobres en protefnas disminuian las

concentraciones séricas de tales solutos y habiéndose descartado,
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practicamente, la toxicidad de las "molé&culas pequenas".

Los primeros reportes se encuentran en 1957 y 1958, antes
de la postulacidn de la hipStesis de las MM, cuando Desi et al.
y Feh&r et al. aislaron, mediante resinas de intercambio ibénico,
una fraccifén del plasma urémico que result6 ser un péptido de ba
jo peso molecular extremadamente t6xico para animales de experi-
mentacifén. Durante varios afios no se prest6 atencibn a la bfisque
da de sustancias PMM hasta que Bricker et al., en su investiga -
ci6én de la hormona natriurética, encontraron, mediante filtracibn
por ageles de suero y orina de pacientes urémicos, una fraccibn de
peso molecular menor de 1 000 g/mol que tenfa la propiedad de in
hibir el transporte transepitelial de sodio e inducir natriuresis
en la rata (Bourgoignie et al.,1971, 1972, 1974; Kaplan et al.,
1974).

Desde 1971, numerosos grupos de investigadores han intenta
do establecer métodos para la determinacién de las "MM" en los 11
quidos biol6gicos. Las sustancias desconocidas fueron usualmente
detectadas por sus propiedades de absorcifén de la luz ultraviole
ta a distintas longitudes de onda (206,240,254 y 280 nm) o por su
capacidad para reaccionar con diversos reactivos (ninhidrina, re
activo de Folin o fluorescamina).

Independientemente de la discusi6én de las MM, DzGrik et al.

reportaron en 1971 la presencia de péptidos en orina y suero de
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pacientes urémicos, no detectables en sujetos normales. La meto-
doloofa empleada -electroforesis por alto voltaje- s6lo permitié
una valoracibn semicuantitativa y no provey6 informacién acerca
del peso molecular del material peptidico. En otro estudio, los
mismos autores separaron cuatro fracciones, empleando cromatogra
ffa de exclusibn por Sephadex G-15, a partir de plasma y orina de
pacientes urémicos no dializados. Encontraron que la fraccibén 3,
ausente en los sujetos controles, pertenecfa al rango de "PMM"
(DzGrik et al.,1973 a.). Mediante procedimientos preparativos se
cuenciales de cromatografia en Sephadex G-25 y DEAE-A 25 separa-
ron y purificaron un factor inhibitorio de la utilizacién de 1la
alucosa "in vitro" por diversos tejidos de rata (DzGrik et al.,
1973 b.). Concluyeron que se trataba de un péptido de naturaleza
b&sica -por hidr6lisis, electroforesis por alto voltaje y reac -
cibén con ninhidrina- con PM entre 1 000 y 1 500 g/mol (determina
do por el tiempo de retencién en la columna). Encontraron, ade -
mds, que la acumulacibén de la fraccibn se relacionaba inversamen
te con el clearance de creatinina. Los mismos autores estudiaron
la presencia y liberacién de "MM" en tejidos de ratas (DzGrik et
al.,1978, 1981), observando grandes variaciones de los conteni -
dos de sustancias de PMM en los distintos tejidos. No qued6 to-
talmente aclarado si esas fracciones,obtenidas por cromatocrafia

en Sephadex G-15, son equivalentes a las encontradas en liguidos
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orgdnicos urémicos, si bien los autores revortaron aue la frac -
cibén 2 tisular contenia todas las subfracciones encontradas en
suero urémico por cromatograffa de intercambio.

Dall'Aglio et al,,(1972) y Migone et al, (1974) fracciona-
ron suero, orina y liquidos de dializado de pacientes urémicos ba
jo tratamiento conservativo con hemodiflisis,empleando cromato -
grafia en distintos tipos de Sephadex (G-100, G-75, G-25, G-15 y
G-10) combinada con ultrafiltracifn a través de membranas selec-
tivas (Amicon UM-05). Aislaron una fraccifén cuyo peso molecular,
estimado por comparacifn con sustancias de referencia, se encon-
tr6 entre 500 y 3 500 g/mol. La determinacibn de amino&cidos -me
diante cromatografia bidimensional y electroforesis por alto vol
taje- después de hidr6lisis,mostr6 que dicha fraccibén conteniama
terial peptfdico, Sin embargo, la recuperacifén de amino&cidos
constituy6 s6lo parte del peso seco y del contenido de nitr6aeno
total. Mediante estudios seriados de concentrados de liquidos de
hemodiflisis, los mismos autores, mostraron que la velocidad de
remocibén de sustancias de PMM a través de la membrana empleada
(Cuprophan) se mantenia a lo largo de 4 horas de tratamiento (Mi
gone et al.,1974).

Man et al. (1973 b, 1974 ) y Funck-Brentano et al,(1975)
estudiaron el fraccionamiento de liquidos de dializado de pacien

tes con tratamiento de hemodidlisis empleando membranas de poli-
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acrilonitrilo (PAN). Mediante cromatografia en Biogel P-2 y Se -
phadex G-25 y G-15 aislaron una fraccibn de peso molecular supues
to entre 1 300 y 1 700 g/mol aue producia efectos t6xicos sobre
cultivos de fibroblastos de células WI-38 y sobre crias de pesca
do. Iqual respuesta, pero en diluciones menores, se observ6 al em
plear la misma fraccibn obtenida a partir de orina normal. Los re
sultados iniciales fueron diffciles de evaluar porque no se espe-
cificaron las condiciones de la separacifn cromatogré&fica, losda
tos se compararon con los de un solo control (¢liquido de diali-
zado del individuo control?) y no se emplearon sustancias de re-
ferencia. Posteriormente, los mismos autores encontraron una frac
cibn (b4_2) cuyo tamano era comparable al de la vitamina B, Vv
cuya concentracifn estaba mds elevada en el suero de los pacien-
tes urémicos con neuropatia gue en el de aguéllos que no presen-
taban tal alteracién (Man et al., 1976; y Funck-Brentano et al.,
1978 a). Para realizar el fraccionamiento emplearon un sistema
combinado de cromatograffa de exclusifén y de intercambio ibnico
(Cueille, 1978). Los ensayos "in vitro" de una prueba neurot&xi-
ca fueron positivos cuando se emplearon sueros de pacientes uré-
micos con neuropatia y también con la fracci6n b4_2, por lo que
se sugiri6 aque, dentro de esa fraccibn, se encontraban sustan -
cias con actividad neurotéxica.,

El grupo de Hanicki et al. (1974) separ6, por cromatografia
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en Sephadex G-25 de plasma y de intercambio i6nico en Dowex 50
WxB de liguido de diflisis de pacientes urémicos bajo tratamien-
to,fracciones ninhidrina positivas que fueron sometidas a didli-
sis para eliminacibn de los aminodcidos libres. El residuo nodia
lizable -conteniendo las sustancias de PMM, supuestamente, entre
1 500 y 5 000 g/mol- mostr6 la presencia de diversas fracciones
peptidicas cuando se lo someti6 a electroforesis en capa delga-
da sobre Sephadex G-25. Analizadas posteriormente por Biogel P-6
las diferentes fracciones peptidicas, obtenidas a partir de 1f -
quido de dializado, mostraron perfiles semejantes y la presencia
de un pico caracteristico con propiedades de reaccibén positiva
con ninhidrina y pobre absorcifén de la luz a 260 nm (Klein et al.
1978) . E1 peso molecular de la fraccibn, calculado por extrapola
cibn en la curva de calibracibén con sustancias de referencia, fue
muy diferente al estimado a partir de la composicibn de aminodci
dos y los autores interpretaron que tal fraccibén estaria compues
ta por una mezcla de péptidos de estructura estrechamente seme-
jante. La fraccibn de "MM" del dializado de dos pacientes urémi-
cos produjo un efecto inhibitorio sobre el cultivo de linfocitos
estimulado con fitohemoaglutinina (Hanicki et al., 1976) y sobre
la migraci6n leucocitaria (Cichocki et al., 1980).

Chang et al. (1974), empleando filtracibén por geles a tra-

vés de Sephadex G-25 y G-15, también encontraron sustancias de
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PMM -entre 300 y 500 g/mol por comparacibén con marcadores de PM-
presentes en el suero urémico. Reportaron aue el tratamiento de
2 horas de hemoperfusi6n, empleando carbf6n activado microencapsu
lado, produjo una reducci6n del nivel sérico de "MM" mayor que el
obtenido con 6 a 10 horas de tratamiento dialftico convencional,
observdndose, ademds, mejorfia en los signos de neuropatia cuando
el tratamiento se prolona6 durante 3-6 meses. Lamentablemente,el
estudio se realiz6 en un solo paciente y no se investio6 una po-
blacibn mds representativa y a larqo plazo.

M&s consistentes fueron los resultados mostrados por el gru
po de Fiirst et al. (1974, 1975, 1976) y Gordon et al. (1975)quie
nes estudiaron 500 muestras de plasma, orina, lIquidos de hemodii
lisis y de diflisis peritoneal provenientes de 81 pacientes uré-
micos y no urémicos (incluyendo sujetos normales). Emplearon un
sistema de filtracibn por geles de Sephadex G-15 por alta veloci
dad y encontraron una fracci6n (Fracci6én 7) presente en elevada
concentracifén en el plasma de los pacientes urémicos no tratados
y ausente del plasma normal, en pequena concentracién en el plas
ma de individuos urémicos bajo tratamiento dieté&tico, en orinas
urémicas y normales y, lo m8s impactante, en mayores concentracio
nes en el lfiquido de didlisis peritoneal que en el de hemodifli-
sis. Esto apoyaria las primeras sugerencias que indicaban la exis

tencia de una mayor permeabilidad de la membrana vperitoneal para



moléculas de PMM. Observaron evidencias de que esta fraccibn -de
PM estimado por comparacién con marcadores entre 1 200 y 1 400q/
mol- inclufa una mezcla peptidica. Por sucesivo fraccionamiento
cromatogrifico por eluci6n con gradiente en Sephadex DEAE A-25
encontraron que la subfraccibn 7c estarfa estrechamente relacio-
nada con el sindrome urémico, siendo su nivel sérico independien
te de las concentraciones plasmidticas de urea y de creatinina,pe
ro con grandes variaciones entre los diferentes individuos
(Bergstrom et al., 1980). Los resultados mostraron que los enfer
mos con sintomas urémicos tales como pericarditis, neuropatias,
mal nutricién y grave retencién de ligquido, tendfan a acumular
sustancias de PMM (7C) mientras que aquéllos pacientes urémicos
asintomé&ticos (dializados adecuadamente o en tratamiento conser-
vativo exitoso) tenian menor proporcién de fracciones en el ran-
go de las "MM", Este hallazgo podrfa indicar cue las sustancias
estudiadas actuarian como toxinas urémicas, Los mismos autores
encontraron gue los sueros de los pacientes urémicos hemodializa
dos que producfan inhibicibn "in vitro" del cultivo mixto de lin
focitos contenfian una elevada concentracién de la subfraccibn 7C
mientras que €sta era significativamente mis baja en agquéllos
que no producfar inhibicién (Fehrman et al., 1980). Recientemen-
te el mismo orupo de investigadores realiz6 la identificacién del

principal comnonente de la fraccibn 7c’ detectando un doble con-
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jugado del &cido o-hidroxibenzoico con &cido alucurbnico y qli -
cina con un PM de 371 g/mol, rmucho menor gque el calculado, ini -
cialmente, para la misma fraccibén. Para la caracterizacién emple
aron electroforesis por alto voltaje, isotacoforesis , espectro-
metria de masa e hidr6lisis enzimdtica (BergstrSm et al.,1981 ;
Zimmerman et al.,1981).

Otros autores intentaron separar y caracterizar fracciones
en el rango de PMM, a partir de diferentes medios -plasma, liqui
dos pericdrdico, cefalorraquideo y peritoneal(Mamdani et al.,1979),
suero, orina y hemolizado de gl6bulos rojos (Chapman et al.,1980)-
empleando técnicas de filtracién molecular, electroforéticas o
de cromatograffa de intercambio ifnico para la separacifn y espec
trofotométricas y espectrofluorométricas para la deteccién de los
compuestos (Peters et al.,1974). Estos estudios apoyarian a) el
hallazgo de concentraciones elevadas de sustancias con presumi-
bles PMM en la uremia, b) la presencia de una mezcla de compues
tos en cada fraccibén y c) el comportamiento semejante al de pép-
tidos de algunas sustancias de PMM . (Peters et al.,1974, 1975 ;
Mamdani et al.,1979). Sin embargo, en algunos casos, las técni -
cas empleadas para la purificaci6én y el anflisis no fueron las
apropiadas para obtener resultados determinantes (Menyhdrt et al.,

1981).

Adem8s de los mencionados, muchos investicadores emplearon



cromatograffa de filtraci6n por geles y de intercambio ib6nico pa-
ra separar fracciones urémicas en el rango de las "MM" con el pro
pb6sito de estudiar su toxicidad, Se encontr6 gue alaqunas fraccio -
nes, obtenidas a partir de plasma, orina y/o dializados, produci-
an efectos inhibitorios sobre sistemas enzim&ticos involucrados
en la sintesis de hemoglobina (Goubeaud et al.,1976; Leber et al.,
1979) y sobre la respiraci6n mitocondrial (Rinaudo et al.,1979) o
provocaban accibn t6xica "in vivo" después de administradas a a-

nimales de experimentacién (Menyhlrt et al.,1977).

Hasta ahora, s6lo unos pocos compuestos, de los llzmados
"MM" han sido aislados en forma relativamente pura y, menos afn,
se ha llegado a una identificaci6n completa con conocimiento de
la composicién de los mismos.

Adem&s de los compuestos mencionados, aislados por los in-
vestigadores de Estocolmo (Bergstrom et al.,1981; Zimmerman et
al.,1981) y Paris (Cueille et al.,198l1), se encuentran los repor
tados por Lutz et al. (1976). Estos aislaron cuatro péptidos, me
diante cromatografia de particibén y electroforesis sobre papel.
Estimaron el rango de PM -entre 1300 y 1800 g/mol- y determina
ron las relaciones molares de los componentes aminoacidicos pero
no establecieron su secuencia. Encontraron que uno de los pépti -

dos contenia espermina y otro, un arupo guanidina y un resto alu
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cfdico. Los compuestos peptfidicos mostraron poseer fuerte capa -
cidad de unibn con la insulina y uno de ellos inhibi6 la lipasa
estimulada por la insulina.

Abiko et al., empleando ultrafiltraci6n por membranas se -
lectivas, cromatografia de filtracibén por geles y de intercambio
i6nico, aislaron un dipéptido con efecto inmunosupresor sobre la
proliferacifn celular, a partir de suero urémico (Abiko et al. ,
1978a)y tres péptidos, a partir de ultrafiltrados de liguidos de
didlisis extracorp6rea de pacientes con uremia severa. Un hepta-
péptido, coincidente con las posiciones 13-19 de 1la ﬁz—microglg
bulina (Abiko et al.,1978c ) y un pentapéptido, correspondiente
a las posiciones 123-127 de la cadena P del fibrin6geno (Abiko
et al.,1979p ) produjeron un efecto inhibitorio sobre la forma-
cién de rosetas entre linfocitos humanos y eritrocitos de carne-
ro (Abiko et al.,1979 a), sugiriendo qgue podrian ser la causa o
contribuir a la alterada respuesta inmune de la uremia. Un tri -
péptido, también obtenido del liquido de dializado, pareceria te
ner algn efecto neuroté6xico "in vitro" (Abiko et al.,1978 b).
En todos los casos determinaron la secuencia aminoacidica y sin-
tetizaron los andloaos, comparando la accién biol6gica. Estos
son los primeros reportes en los gue se demostr6 la estructura
completa de nuevos péptidos, biol6Sgicamente activos, en el rango

de PMM y gue coinciden con fraagmentos de protefnas habituales



del organismo. Sin embargo, cada uno de estos compuestos fue ob-
tenido de material proveniente de un solo paciente y no es posi-
ble evaluar su rol como toxina urémica, ya que no se ha reporta-
do su presencia en el plasma normal, no se conocen las concentra
ciones en plasmas urémicos ni su relacibn con la severidad de 1la
enfermedad.

En un cuidadoso trabajo -el finico en que se ha caracteriza
do totalmente una toxina- se muestra gue la espermina es la res-
ponsable de la inhibici6én de la eritropoyesis "in vitro" (detec-
tada por inhibici6én de la formaci6én de colonias eritroides CFU-E)
por accién del suero urémico. Para su identificacifn se emplea -
ron 14C-espermina y antisuero anti-espermina (Radtke et al.,1981).

Los resultados de algunos de los estudios precedentes, a
veces, resultaron contradictorios y no fueron del todo compara -
bles debido a que se emplearon muestras provenientes de distintas
fuentes (plasma, orina, liquidos de dializado, etc.) de pacientes -
en diferentes estadios de la enfermedad (no siempre bien deter -
minados en los reportes), algunos de e;los sometidos a tratamien
tos dietéticos y/o dialfticos. Ademds, existen factores que in -
fluyen sobre el procedimiento metodolégico empleado, gue no fue-
ron concordantes en todos los estudios, tales como dimensiones v
relleno de la columna de cromatografia, composicibn y concentra-

ciones de las soluciones eluyentes, velocidad de flujo del elui-



do, lonoitud de onda de la deteccibn o tratamiento previo de las
muestras.

La separacibn de las "MM" por cromatografia de exclusi6n
se bas6 en la posibilidad de gue esta técnica discriminara dife
rentes compuestos de acuerdo con su tamaifo molecular. Sin embarco,
esto es s6lo aproximadamente cierto, ya que alaunos compuestos
(especialmente aquéllos ciclicos y aromdticos) pueden ser reteni
dos en las columnas mientras que otros eluyen antes de lo espe-
rado por su tamafo molecular. De esta manera, parece adue algunas
fracciones de "MM", aisladas en el rango de PM telricos de 1000 -
2000 g/mol, podrian tener PM mis bajos. Por la misma razbén, se
podria pensar que las sustancias de BPM no queden totalmente ex-
cluidas de las fracciones que incluyen las "MM" y serfan estima-
das junto con los compuestos de PMM. Tampoco se puede descartar
su influencia sobre las pruebas de actividad biol6aica "in vitro".

Algunos autores intentaron la bfisqueda de sustancias acumu
ladas en el plasma durante el transcurso de la IRC empleando, pa
ra ello, otros métodos analiticos muy sensibles y con elevado po
der de resolucifn, los gue permiten la detecci6n de numerosos
compuestos presentes en una muestra.

Mediante la utilizacién de una técnica de cromatograffia oga
seosa de elevada resoluci6n se encontraron 79 ovicos en el suero

urémico. Los perfiles cromatogr&ficos de los sueros extraidos an



tes y después de una hemodiflisis mostraron la remocifn de va -
rios componentes por el tratamiento dialitico. Mediante espectro
metrfia de masa se identificaron 26 fracciones, la mayoria de e -
llas, formadas por sustancias relacionadas con el metabolismo hi
drocarbonado tales como aldosas, &cidos ald6nicos y polioles. A-
demds, se identificaron algunos &cidos orgénicos y compuestos ni
trogenados (Schoots et al.,1979).

Bultitude et al. (1975) describieron un método para compa-
rar muestras de sujetos normales con las de pacientes urémicos
(en un caso, antes y después de una sesifn de hemodiflisis). Des
pués de un fraccionamiento preliminar por cromatografia de exclu
sién, empleando Sephadex G-10, estudiaron las fracciones por cro
matografia gas-liquido. Detectaron entre 150 y 200 metabolitos i
dentificando, mediante espectrometria de masa, 10 compuestos; a-
guéllos que aparecian especificamente o estaban incrementados en
la uremia.

Los métodos que emplean cromatograffa gas-lfquido esté&n 1i
mitados a la deteccibn de compuestos vol&tiles o que, pueden, fa
cilmente, transformarse en volé&tiles por derivatizaci6n.

En otro trabajo se separaron mis de 50 componentes con ab-
sorbancia en UV, presentes en sueros urémicos y liquidos de hemo
didlisis, mediante cromatografia liquida de alta presi6n. Aproxi

madamente,la mitad de esas sustancias fueron identificadas por



sus espectros de absorci6én en el UV y por su comportamiento
(tiempo de retencibn en las columnas) en cromatografias lfquida
Yy gaseosa por comparacibén con compuestos testigos.

La informacifn presentada en esos trabajos estd limitada a
la enumeracibn de compuestos detectados en el suero o liquido de
dializado de pacientes urémicos. En algunos casos se investiga -
ron las condiciones para lograr una mejor separacifn y se identi
ficaron algunas sustancias, pero &stas no fueron aisladas, no se
estudiaron sus propiedades t6xicas ni se proveyS6 informacién a -
cerca de sus tamanos moleculares. La sola presencia de esas sus-
tancias en el plasma urémico no implica un rol t6xico de las mis
mas , alin cuando no hayan sido detectadas en sujetos normales.

La incorporaci6én de nuevas técnicas en la investigaci6n de
"toxinas urémicas" contribuy$ a ampliar enormemente la informa -
ci6én acerca del nGmero de compuestos retenidos en la uremia, ya
presentados en la Tabla I, nimero que puede incrementarse toda -
via mds a medida que se utilicen técnicas méds sensibles, ya que
algunas sustancias se detectan en cantidades infimas. Sin embar-
go, toda esa informacifén no ha contribufdo, todavia, a avanzar
en el conocimiento del aspecto causal de los diversos sintomas
de la enfermedad.

Hasta el momento no se ha podido identificar una sustancia

que pueda ser incriminada como "toxina urémica", es decir, aqué-



lla que cumpliera con los siguientes postulados:

1) Que sus concentraciones plasmaticas y/o tisulares sean
significativamente mayores en los pacientes urémicos que en los
sujetos normales.

2) Que se puedan establecer correlaciones entre sus concen
traciones y el grado de severidad de la IRC y la presencia de
sintomas urémicos especificos.

3) Que se puedan reproducir sus efectos t6xicos en ensayos
experimentales apropiados empleando concentraciones de la toxina
comparables con las halladas en los liquidos corporales de los
pacientes urémicos.

4) Que sea un compuesto quimicamente identificable y que

se pueda cuantificar en forma especifica.

Entre los diversos sfitomas que pueden presentar los pacien
tes con IRC, -en el presente trabajo se ha prestado especial aten
cibén a) a los inmunoldgicos, como causa importante de incidencia
de muerte secundaria a infecciones interrecurrentes y b) a los
neuroldgicos por las limitaciones individuales y sociales que in

t~oducen debido a la instalaci6én de severos cuadros G& invi_.lCZ

Existen evidencias de que la incidencia de las infecciones

estd aumentada en la uremia. Algunos factores, presentes en la
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IRC severa, apoyan la impresién de que hay una disminucién de
las defensas, tanto en el mecanismo humoral (Boulton-Jones et
al.,1973) como en el celular, siendo éste el mds afectado.

Varios son los hallazgos que muestran que la inmunidad celu
lar estd deprimida en la IRC:

1) Reducida respuesta de la hipersensibilidad retardada a
una variedad de antigenos inyectados por via intracuténea (PPD y
antigenos de Cadndida, entre otros) (Wilson et al.,1965).

2) Prolongada sobrevida del injerto de piel (Hume et al.,
1955; Dammin et al.,1957; Wilson et al.,1965).

3) Pronunciada linfopenia.

4) Pobre respuesta inflamatoria frente al toxoide diftéri-
co (Lang et al.,1966).

5) Deficiente funcibn linfocitaria.

A partir de esos datos no se puede distinguir si la altera
ci6én de la funcibn linfocitaria se debe a un defecto celular pri
mario o a una accién del medio que rodea a las células, es decir,
a la presencia de sustancias circulante§ con accién tbéxica o in-
hibitoria sobre la funcién celular.

La inmunidad celular se puede estudiar "in vitro" por 1la
aeterminacifén de una serie de respuestas que involucran a los
linfocitos T y a mediadores liberados de esos linfocitos frente

a estimulos apropiados: cé€lulas alogeneicas y activadores ines -
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pecificos como fitohemoaglutinina (PHA) o concanavalina A (Con-A)l

Algunos investigadores reportaron hallazgos de disminucibn
de la funcibn linfocitaria "in vitro" por accifén de suero o plas
ma urémico provenientes de humanos (Newberry et al.,1971; Tourai
ne et al 1975a; Musatti et al.,1979) o de animales con insufi -
ciencia renal crénica experimentalmente inducida (Raskova et al,
1978) . Sin embargo, Kasakura et al. (1967) no pudieron demostrar
una disminucién de la proliferacién celular de los linfocitos de
sangre periférica normales suspendidos en el plasma de pacientes
con IRC.

El suero de pacientes con otras enfermedades cré6nicas no
mostr6 efecto supresor alguno.

Existe poca informacifén acerca de la naturaleza del factor
o factores inhibidores.

Miyakoshi et al. (1979) encontraron una fraccibn sérica in
munosupresora con accién mids pronunciada inmediatamente después
de la hemodidlisis. El compuesto activo tendria PM mayor de 50000
g/mol, de probable naturaleza proteica y no seria dializable.Ras
kova et al. (1981) encontraron que una fraccibn lipoproteica de
muy baja densidad (VLDL) con PM mayor de 200 000 g/mol, aislada
del suero de ratas urémicas, producfa inhibici6én de distintas
funciones inmunol6gicas celulares "in vitro".

Varias fracciones en el rango supuesto de "pesos molecula-
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res medios", obtenidas a partir de plasma, suero, orina o liqui-
dos de dializado de pacientes urémicos, tendrian un rol importan
te en la inmunodeficiencia de la IRC. En presencia de tales frac
ciones se encontr6:

a) Inhibici6n de la proliferacién linfocitaria inducida
"in vitro" por mit6genos inespecificos (PHA o Con-A) o por c€lu-
las alogeneicas en el cultivo mixto de linfocitos (MLC) (Touraine
et al 1975a; Hanicki et al.,1976; Abiko et al.,1978 b ; Fehrman
et al.,1980).

b) Disminuci6n de la velocidad de migracién de los leucoci
tos (Cichocki et al., 1980).

c) Bloqueo de la actividad fagocitica de la sangre (Rin -
goir et al., 1980).

d) Inhibici6n de la formacién de rosetas E (Abiko et al.,
1979 a ; 1979 b ).

e) Inhibici6n de la proliferacién de lineas celulares de o
rigen normal o tumoral y lineas celulares leucémicas derivadas
de leucemia linfobl&stica aguda (Navarro et al., 1979).

f) Prolongacién de la tolerancia al injerto de piel en ra-
tas mantenidas con infusién continua de sustancias de "PMM" (Na-
varro et al., 1977).

g) Disminucién significativa de la respuesta "injerto vs.

huésped", inducida en ratones por la inyeccibn de linfocitos alo



geneicos previamente incubados con sustancias de "PMM" (Navarro
et al., 1977).

En los estudios nombrados existen controversias acerca del
tamano molecular de los inhibidores, de su difusibilidad a tra -
vés de las membranas convencionales de diflisis y del posible me
canismo de accién t6xica. Este es, afin, desconocido; no obstante,
pareceria que la inhibicibén de la proliferacifn celular es el co
min denominador de los efectos inmunosupresivos encontrados " in

vitro" e "in vivo".

El compromiso neuroldgico en los pacientes con IRC puede
ser extenso, afectando tanto al sistema nervioso central (SNC)
como al periférico y conduciendo a los enfermos, durante la eta-
pa final de la enfermedad, a severos cuadros de invalidez que
los limitan funcionalmente, con las consecuencias individuales y
sociales que de ello derivan.

Los signos de la patologia neuromuscular se desarrollan en
las fases terminales del fallo renal crdénico e involucran tras -
tornos musculares del neurén periférico.

Las primeras descripciones que caracterizaron adecuadamen-
te los trastornos neuromusculares fueron hechas hace, aproximada_
mente, 25 anos con referencia a pacientes no dializados (Asbury

et al.,1963) y en plan de hemodidlisis (Hegstrom et al.,1961) ,
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siendo los rasgos de ambos grupos, similares.

Dyck et al. (1971) seflalaron que los dos tercios de los pa
cientes sometidos a terapéutica convencional, dieta, restriccién
hfidrica y hemodidlisis presentan neuropatia periférica moderada,
concordando estos resultados con otros publicados previamente
(Preswick et al.,1964).

La ausencia de uniformidad de criterio en el diagnéstico
clinico de la neuropatia periférica ha hecho diffcil la evalua -
ci6n de esta complicacibn, asf como también, el andlisis de los
resultados terapéuticos. Entre las diferencias que entorpecen la
comparacién de los datos de los distintos centros deben destacar
se el empleo de diferentes aparatos (con caracteristicas especi-
ficas de sus membranas de didlisis) y las modalidades terapéuti-
cas disimiles, entre las cuales tienen especial significado las
referidas a las horas semanales de hemodidlisis, velocidades de
flujo sangufneo y del bano de didlisis; adem&s, pueden influir
la composicién de la dieta, medicacibén suplementaria y otras dro
gas indicadas por patologfas intercurrentes (Kopple et al.,1978).

Hasta el momento no ha sido dilucidado el mecanismo que
produce los reconocidos trastornos neurol6gicos en la IRC. La co
rrelacibén entre los resultados de los ex&menes clinicos, electro
miogr&ficos, histopatolfgicos y enzimdticos no siempre fue clara.

Se ha postulado gue alguna o varias de las sustancias acu-
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muladas en la uremia provocarfan cambios estructurales y/o fun -
cionales que culminarfan con el establecimiento de la neuropatia
(Formo et al., 1967). Esta posibilidad estaria apoyada por la me
jorfia observada luego del tratamiento con didlisis adecuada (Ko-
notey-Ahuler et al.,1965;Tenckhoff et al.,1965a)y, mis claramen-
te aGin, después del trasplante renal (Funck-Brentano et al.,l963;
Tenckhoff et al.,1965a),condiciones que sustentaron la formula -
cién de la hipb6tesis de las "MM", mencionada anteriormente (Babb
et al., 1972 a ).

Se ha realizado una extensa y cuidadosa revisib6n de los di
ferentes mecanismos que pudieran estar involucrados en el desa -
rrollo de la neuropatfa urémica y una amplia discusién de los re
sultados reportados en la bibliografia sobre el tema (Delbong et
al., 1982).

Funck-Brentano et al. estudiaron pacientes polineuriticos
con IRC terminal,tres previamente dializados y uno no dializado.
Los introdujeron en un plan de hemodidlisis cr6nica empleando
membranas de poliacrilonitrilo (PAN) y una frecuencia de 9h sema
nales. A los seis meses de tratamiento los pacientes presentaban
un estado satisfactorio, siendo posible la locomocibén (aungque
subnormal en todos ellos), menor la debilidad y mayor la sensa -
ci6én de bienestar. La velocidad de conducci6n nerviosa (VCN) fue

notablemente superior, aunque lejos, todavia, de los valores nor
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males. Los autores concluyeron que las responsables de la poli -
neuritis serfan sustancias cuyos PM se hallarfan dentro del ran-
go de las "MM", ya que las mismas dializaban f&cilmente a través
de membranas de PAN (Funck-Brentano et al., 1975).Los mismos au-
tores evaluaron la neurotoxicidad de plasma y de dializados de
pacientes renales cr6nicos polineuriticos mediante el empleo de
un modelo "in vitro" de nervio aislado de rana (Man et al., 1973
b). Expresaron la capacidad de las muestras para disminuir la am
plitud del potencial de accib6n evocado por un estimulo electrico
mediante el denominado Indice de inhibicién (I.I.). Este Indice
fue elevado para los plasmas de tres de cuatro pacientes y, en
general, se correlacioné con la severidad de los sfintomas neuro-
l6gicos. E1 I.I. fue cercano a cero cuando se emple6 plasma de
sujetos normales y de pacientes con IRC sin polineuritis. Corre-
lacionaron los resultados de los ensayos de neurotoxicidad del
plasma de los pacientes polineuriticos con la presencia de com -

puestos de "presumible PMM", la subfraccién b obtenida por

4-2
cromatografia de exclusibén estérica y de intercambio iénico
(Funck-Brentano et al.,1978 b ). Atribuyeron la accién neurotéxi
ca a algun componente del pico b4_2. Posteriormente, ese grupo
de investigadores desarroll6 un proceso para purificar e identi-

ficar los componentes de dicha fraccién. Los resultados prelimi-

nares indican la presencia de un poliol acfdico (conjugado glucu



rénico) de 500-600 g/mol de PM, con una parte de la molécula
cuya estructura no han podido identificar todavia (Cueille et
al.,1981).

Ante la apariencia tan concluyente de los datos anteriores
se oponen los resultados de Kjellstrand et al. (1973) quienes in
vestigaron los factores que podian influir en el establecimiento
de la neuropatia en 30 pacientes nefrectomizados. Los controlaron
durante cinco meses y concluyeron que los factores méds importan-
tes a tener en cuenta para iﬁpedir la polineuropatfa consistfan
en a) iniciar el tratamiento dialitico tempranamente, b) contar
con la cooperacién del paciente previniendo groseros cambios del
peso corporal, c) evitar variaciones importantes de los niveles
del potasio sérico y d) mantener un estricto control de la pre -
si6n arterial. Agregaron que las sustancias de "PMM" no son indi
vidualmente t6xicas y que los niveles de las mismas no constitu-
yen un indicador confiable de la neuropatfa clinica, resultados
también apoyados por Maiorca et al. (1974).

A pesar de todos los esfuerzos todavia no se ha podido elu
cidar el origen del dano neuropatico de la insuficiencia renal
crbnica ni ha sido bien documentada la disminucibén de sintomas u
rémicos por el empleo de membranas mds permeables que las conven

cionales de celulosa.



OBJETIVOS

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Calibracién de una técnica para el estudio de las sustancilas
retenidas en la uremia, que permita diferenciar entre sustan-

cias de BPM y de PMM,
Comprobacién de la validez de la hip6tesis de las MM.

Caracterizacibén de perfiles cromatogréficos plasmdticos de pa
cientes con IRC, IRA, pacientes no renales y sujetos contro -
les, para tratar de determinar la selectividad de la retencibn
y el efecto que, sobre la misma, ejerce el tiempo de evolucién

de la enfermedad renal.

Determinacifén de algunas propiedades de las sustancias urémi-
cas, tales como mecanismos de excreci6én, difusibilidad a tra-
vés de distintos tipos de membranas y velocidad de acumula -

cibn.
Caracterizacibn quimica de compuestos acumulados en la uremia.

Investigaci6én de la toxicidad de compuestos urémicos , "in vi
tro" e "in vivo", para determinar su accifn sobre sistemas in

munol6gicos y neurolbgicos.
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MATERIALES Y METODOS

1)

2)

3)

Determinacién de creatinina. M&todo de Brod y Sirota (1948).

La técnica se basa en la reaccién de Jaffé. Se produce un com
puesto coloreado entre la creatinina y el picrato alcalino ,
de composicifén no establecida, que se mide espectrofotométri-

camente.

Determinacién de urea. Mé&todo de Yatzidis et al. (1964).

Se desproteinizan las muestras con una mezcla de carb6n acti-

vado y &cido tricloroacético, etapa que permite, ademids, la e

liminacién de sustancias interferentes. Al filtrado se le a

grega reactivo de Ehrlich (p-dimetilaminobenzaldehido en me
dio &cido), produciéndose un compuesto coloreado que se mide

espectrofotométricamente.

Determinaci6n de inulina. Mé&todo de Hubbard et al. (1942).

El plasma, desproteinizado seglGn la técnica de Somogyi, se
trata con solucién alcoh6lica de resorcina en medio clorhfdri
co. La determinacifn se basa en la reaccién de Seliwanoff pa-

ra los grupos fructosa del polisacédrido.



4)

5)

6)
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Medicibn de pH. Método potenciométrico.

Se emple6 un pHimetro Metrohm Modelo 632 (Metrohm, Suiza)

Determinacién de sodio y potasio. Técnica de fotometria de

llama.
Se emple6 un espectrofotbémetro de emisién de llama, con dilu-

tor automidtico IL modelo 143 (USA).

Determinaci6n de osmolaridad. Método de descenso criosc6pico.

Se determina el nGmero de particulas en solucién en las mues-
tras por medicibn del descenso del punto de congelacidn de la
solucién comparado con el del agua.

Se emplearon los siguientes instrumentos:

Osmémetro Fiske, modelo G (para 2 ml de volumen de muestra) y
Microosm6metro Fiske (para 0,2 ml de volumen de muestra) (Fis-

ke Associates, Inc., Conn., USA).

Determinacién de &cido Grico. (Kageyama, 1971).

El &acido Grico sérico, en presencia de uricasa, se oxida a a-
lantofna y H202. Esta, en presencia de catalasa, produce la

oxidacién de metanol a formaldehfdo, el que reacciona con 2-a
cetilacetona para formar 3,5-diacetil-1,4-dihidrolutidina. El1

producto se mide espectrofotométricamente.
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Determinacién de calcio. Método de espectrofotometria por ab-

sorcibn atbmica.
Se empleb6 un espectrofot6metro de absorcién atbémica Perkin -

Elmer, modelo 303 (Perkin-Elmer, Alemania).

Determinacién de fosfato inoralnico. Mé&todo de Fiske y Subba-

row (1925).

Se desproteiniza el plasma con &cido tricloroacético, se fil-
tra y, a una alicuota del filtrado, se le agrega reactivo de
molibdato de amonio. Este reacciona con el fosfato para for -
mar fosfomolibdato aménico. El agregado de un agente reductor
suave (&cido aminonaftolsulfénico) produce color azul de hete

ropolimolibdeno, que se mide espectrofotométricamente.

Determinaci6tn de pé€ptidos y proteinas.

a) Método de Lowry et al. (1961).
Se basa en dos reacciones: 1) una interaccibn inicial de la
proteina y los Cu2+ en medio alcalino (relacionada con la
reaccidn del biuret) y 2) una reduccibn de los &cidos fos-
fotGngstico y fosfomolibdico a azul de tungsteno y de mo -
libdeno, respectivamente, debida a la accién del complejo
Cu-proteina. El producto final se mide espectrofotométrica

mente,
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b) Determinacifn espectrofluorométrica. (Udenfriend et al.,
1972; Nakamura et al.,1976; Lai, 1977).
A 0,2 ml de muestra (conteniendo 0,2-5 nmol de péptidos)
se le agrega 1 ml de solucién reguladora de borato 0,5
mol/l, de pH 8,5. Se agrega a la mezcla 0,15 ml de solu-
ci6én de fluorescamina (20 mg/100 ml de acetona anhidra)
con agitacibn vigorosa. Se mide la fluorescencia a una
longitud de onda de excitaci6n de 390 nm y una de emisibn
de 475 nm.
Se empled un espectrofotofluorébmetro Aminco Bowman (Ame -

rican Instrument Co., Silverspring, M.D., USA).

Los resultados obtenidos con ambas técnicas se refieren a la

curva de calibracién con albtmina bovina.

11) Estudios hematol6gicos.

a) Volumen globular: macrohematocrito segfin Wintrobe, emple-

ando EDTA dis6dico como anticoadgulante.

b) Recuento de leucocitos: en cdmara de Neubauer, utilizando

dcido acético-violeta de genciana como lfquido diluyente.

¢) Recuento diferencial de leucocitos: observaci6n microscé-

pica de frotis de sangre capilar tefidos con colorante de
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May Grinwald-Giemsa.

Determinacién de amino&cidos totales. Método de Kachadurian

et al.(1960), modificado por Siest et al.(1961).

A las muestras, desproteinizadas con &cido tGngstico y en un
medio con solucibén reguladora de EDTA (pH:3,7), se les agre-
ga reactivo de ninhidrina en etilenglicol. Los grupos amino
libres reaccionan con la ninhidrina para formar amonfaco e
hidrindantina. Estos dos productos reaccionan con m&s ninhi-
drina produciendo un compuesto coloreado que se mide espec -

trofotométricamente.

Fraccionamiento de amino8cidos y péptidos. Té&cnica de elec -

troforesis por alto voltaje (EAV). (Nesse et al.,1971).

Se emplearon las siguientes condiciones:

Soporte: papel de filtro SS 2043 b (Carl Schleicher & Schull,
Dassel, Alemania), de 20 x 46 cm.

Siembra: 50-200 pl de muestra desproteinizada, cuando fue ne
cesario, con acido picrico.

Electroforesis:

Solucibn reguladora: dcido f6rmico 0,75 mol/l - &cido acéti-
co 1l mol/l (1:1, v/v); pH = 2.

Sistema de refrigeraci6n: solvente Stoddard (Shell) o Var -
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sol (Esso), refrigerado a 2-4°C.

Intensidad de corriente: 20-30 mA. Se empleS una fuente de
alta tensién con voltaje variable de 0-2 000 volts (Vefben,
Argentina).

Duraci6n de la corrida: 50 min.

Reactivo de revelado: ninhidrina 0,25% (p/v) en metanol: co-
lidina (95:5, v/v).

Desarrollo de color: 20 min a 100°C. Se utiliz6 una estufa
de esterilizacién F.B.R. (Ferndndez, Berlusconi y Rocca, Ar-
gentina).

Reactivo de perpetuacién: 2,45 g de Cu(N03)2.6 H,0 en HNO,

10%:H,0:metanol (0,2:4:95, v/v/v).

2
Reactivos de coloraci6tn especifica:
a) Histidina: reactivo de Pauly (4cido sulfanflico, NaNOz,

Na2CO3). Coloracibén roja. (Merck-Darmstadt).

b) Amino&cidos sulfurados:

1) Reactivo de ioduro de potasio y cloruro de platino. To
dos los aminodcidos sulfurados producen manchas blan -
cas sobre un fondo pGrpura. (Nesse et al.,1971).

1i) Reactivo de nitroprusiato de sodio y cianuro de sodio.
Los amino&cidos que poseen grupos tioles y disulfuros

aparecen de color rojo. (Nesse et al.,1971).

c) Urea y derivados del triptofano. Reactivo de Ehrlich (p-
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dimetilaminobenzaldenido en medio &cido). Coloracién ama-
rilla. (Merck-Darmstadt)

d) Compuestos fosforados. Se emplea el siquiente reactivo:
1l g de molibdato de amonio en H20:HC1 conc.:HClO4:acetona
(8:3:3:86, v/v/v/v). Se revela por vaporizacibn, se ca -
lienta a 80°C durante 3 min y se irradia con luz UV. Co-

loracién celeste.

Hidr6lisis de péptidos

Se hidrolizaron los ultrafiltrados con PM entre 500 y 10000

g/mol, con HCl 6 N a 100°C. Se prob6 el grado de hidr6lisis

después de diferentes tiempos -2, 5, 8, 12 y 24 h- comprob&n
dose que a las 12 h la hidr6lisis ya se habia completado. E-
se tiempo se emplel para el resto de los procedimientos. Pos
teriormente, se lavaron los residuos hidrolizados con solu -
cibén de NaCO3H 20 mmol/l y con agua destilada hasta pH neu -

tro, evaporando al vacio en cada etapa.

Separaci6n de péptidos. Técnica de electroforesis en disco

con gel de poliacrilamida, segln técnica de Ornstein.
Procedimiento: (Castagnino, 1968)
Preparaci6én del gel: para preparar 6 discos de poliacrilami-

da al 15% se emple6 la mezcla siguilente:



- 53 -

-8 ml de solucibn reguladora Lower TRIS (36,3 g de TRIS, 48 ml
de HC1l 1N, llevados a 100 ml con aqua destilada; pH:8,8)

-16 ml de solucibén de acrilamida-bis-acrilamida (30 g de acril
amida, 0,8 g de bis-acrilamida llevados a 100 ml con agua des
tilada)

-8 ml de solucién de persulfato de amonio (10% p/v), recién
preparada

-0,015 ml de TEMED

Siembra: 50-100 pl de muestra, por cada tubo, mezclados con
una gota de azul de bromofenol 5% (p/v) y una gota de glice-
rina.

Condiciones de la electroforesis:

Solucién reguladora: TRIS-glicina; pH:8,5 (28,8 g de glicina,
6 g de TRIS, llevados a 1000 ml con agua destilada). Antes
de usar se diluye 1:2.

Intensidad de corriente: 4 mA/tubo. Voltaje: 100 V. Se emple
6 una fuente de poder Chemar modelo CHF-I-3 (Chemar, Argenti
na).

Tiempo de corrida: 5 h.

Revelado: azul de Coomasie R-250 (0,05% p/v, en metanol:aci-
do acético:Hzo , 48:9:43, v/v/v). Tiempo de coloracién: 1 h.

Decoloracién: sucesivos lavados con soluci6n acuosa de acido

acético 7% (v/v).
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Separacibén de nucle6tidos. Té&cnica cromatogrdfica de Wyatt.

Se emplearon las siguientes condiciones:

Soporte: tiras de papel de filtro Whatman N° 1, de 11,5 x 46
cm.

Preparacifn de la muestra: hidr6lisis &cida con HCl 2 N en
bano de agua a 100°C a reflujo durante 3 h. Tres lavados de
los residuos con agua destilada y evaporacifén a sequedad en
vacfo después de cada etapa.

Siembra: siembra de todo el residuo seco disuelto en el me -
nor volumen de agua destilada, a 5 cm del borde inferior, de
jando 3 cm entre caaa muestra.

Solvente de desarrollo: isopropanol:HC1l conc.:H20 (170:41:39,
v/v/v).

Desarrollo de la cromatograffa: 17 h a temperatura ambiente
(20-25°C) . Secado en estufa a 50°C.

Deteccifn: observacibn de compuestos fluorescentes a 254 nm.

Ensayos cualitativos para diversos grupos quimicos.

Ensayos de toque sobre papel de filtro.

a) Amino&cidos y péptidos. (Nesse et al.,1971).

Se utiliza reactivo de ninhidrina 0,25% (p/v) en metanol
con el cual se vaporizan las muestras sembradas en papel.

El color desarrolla por calentamiento a 100°C.
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b) Monosacéridos y alcoholes de monosaclridos. (Stahl,1969).

Se emplean los siguientes reactivos:

i) NaIo, 0,1% (p/v)

4
ii) 2,8 g de bencidina y 1,5 ml de HZSO4 1N en etanol:HZO:
acetona (80:70;30, v/v/v)

Se vaporizan las muestras, sembradas sobre el papel, con

los reactivos i) e 1ii), sucesivamente.

c) Mucopolisaclridos. (Block et al.,1958).

Se sumerge el papel, con las muestras sembradas, en una

solucién de azul de toluidina 0,125% (p/Vv).

d) Sustancias reductoras. (Block et al.,1958).

1) Se vaporiza el papel, con las muestras sembradas, con
una mezcla de volGmenes iguales de AgNO3 0,1 Ny NH4OH
5 N. El desarrollo de color se lleva a cabo durante 5-
10 min a 105°C.

2) El reactivo es una solucibn de &cido 3,5-dinitrobenzoi

co 1% (p/v) en NaZCO 2 N. Se vaporiza el papel con las

3
muestras sembradas; el color desarrolla a 100°C duran-

te 5-10 min.

e) Desoxi-azficares y glicoles.(Stahl,1969).

Las muestras, sembradas sobre el papel, son vaporizadas

con una solucibn acuosa de HIO4 33% (p/v). Después de la
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oxidaciébn con periodato, se vaporiza con solucién alcoh6-

lica de p-nitroanilina 1% (p/v).

Fraccionamiento de sustancias con absorbancia en UV por cro-

matoarafia liquida de alta presi6n (HPLC). (Senftleber et al

1976; Assenza et al.1980)

Se emple6 un equipo para cromatografia lfiquida por alta pre-
sifn Waters (Waters Associated, Milford, Mass., USA):

2 bombas de flujo Waters modelo 6 000 A

Inyector Waters modelo U6K

Detector de absorbancia (2547280 nm) Waters modelo 440
Columnas: a) Precolumna

b) Columna pBondapak/C 4 mm (d.i.) x 300 mm; ta

18’

mano de particula 10 pm
c) M6dulo de compresifén radial Waters y cartuchos

para compresifn radial (8 x 100 mm) rellenos
con microparticulas esféricas de octadecilsila-
no (ODS)

Control de sistema Waters modelo 730

Condiciones de la cromatograffa:

Siembra: 10-50 pl , empleando jeringas Hamilton serie 800,

801 N y 805 N.

Solventes de desarrollo:
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a) Acetato de sodio 25 mmol/l; pH : 4,5 .

b) Gradiente c6ncavo programado durante 90 min empleando so

c)

lucibn acuosa de acetato de sodio 25 mmol/l1 (pH : 4,5) co
mo eluyente inicial y &cido acético 0,1 mol/l en metanol
como eluyente final. Flujo de solvente de 1,0 ml/min.
Gradiente lineal empleando KP04H2 20 mmol/1 (pH : 5,7),
como eluyente inicial y una solucifn de metanol:HZO

(3:2; v/v) como eluyente final. El gradiente lineal fue
programado de 0 a 40% del eluyente final durante un perio

do de 35 min. Flujo de solvente de 1,5 ml/min.

Temperatura de desarrollo de la cromatografia: 15-20°C.

Detecci6n: absorbancia en UV (254 nm).

Deteccibn de compuestos fluorescentes.

Después de cada fraccionamiento de sustancias sobre papel

-por cromatoaraffa o electroforesis- se investig6 la presen-

cia de compuestos fluorescentes, bajo luz UV de loncgitud de

onda de excitaci6tn de 254 nm, empleando una l&mpara UV Mine-

ralight, onda corta, UVS-11 (Ultra-Violet Products Inc.,

San Gabriel, California, USA).
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20) METODO CROMATOGRAFICO PARA LA SEPARACION DE FRACCIONES EN

LIQUIDOS BIOLOGICOS

20.1. Estudios previos para establecer las condiciones experimen

tales de fraccionamiento

ELECCION DEL RELLENO Y DIMENSIONES DE LA COLUMNA PARA EL

FRACCIONAMIENTO

Se emplearon columnas de vidrio de diferentes dimensiones
-1,5x30cm; 1,2 x 60 cmy 2,4 x 100 cm- rellenas con Se
phadex G-75 para fraccionar muestras de plasmas controles
y urémicos. Con las dos primeras no se pudo obtener una
buena separacifn de las distintas fracciones con absorban-
cia en UV. Con la columna de 2,4 x 100 cm se obtuvieron
los resultados que se muestran en la Figura 1l: a) Buena se
paracién entre las sustancias de alto PM (que incluyen las
proteinas plasmiticas) y las de PM bajo, detectadas por su
absorbancia a 280 nm; b) diferencias entre los perfiles co
rrespondientes a los sujetos controles y a los pacientes u
rémicos. En una etapa posterior se concentraron los eluf -
dos correspondientes a las fracciones de BPM (suma de 1los
elufdos de las fracciones II y III) a través de membranas

Diaflo UM-05 y se recromatografiaron en columnas de Sepha-
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Figura l1l.- Perfiles cromatogréficos de sustancias con ab -
sorbancia a 280 nm, presentes en los plasmas de
un sujeto control y de pacientes con IRC e IRA.
Fraccionamiento: columna de Sephadex G-75; elu-
yente NaCl 30 mmol/l; siembra 3,5 ml de plasma.
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dex G-25 o G-15, de 1 x 60 cm, completindose la secuencia
que se esquematiza en la Figura 2. Se obtuvieron, por este
procedimiento, perfiles correspondientes a sustancias con
absorbancia en UV, cuyos PM estaban acotados entre 500 y
5000 g/mol. Los datos de PM de las sustancias fueron cal-
culados en base al lfimite de exclusibn molecular de la co-
lumna de Sephadex y al tamafio de retenci6én de las membra -
nas UM-05,

Mediante este esquema se procesaron B8 muestras de plas-
ma control, 10 muestras de plasma de pacientes con IRC y 3
muestras de plasma de pacientes con IRA,

Los resultados de los perfiles cromatogrédficos de los
concentrados de la suma de las fracciones II y III se ob-
servan en la Figura 3 y muestran: a) diferencias entre los
plasmas urémicos y los controles; b) similitud entre los
dos tipos de patologfa urémica (IRC e IRA),

Se obtuvieron perfiles semejantes en la recromatograffa
en Sephadex G-25 y en G-15,

Los resultados de aplicar el andlisis completo descrip-
to en la Fig. 2 no fueron muy satisfactorios y el procedi-
miento result6 demasiado laborioso y prolonaado como para

ser empleado en estudios clinicos.

Se ide6, entonces, un sistema combinando ultrafiltra -
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SANGRE HEPARINIZADA

Centrifugacidn

PLASMA

Sephadex G-75

2,4 x 100 cm
FRACCION 1 \FRACCION Il FRACCION IIL
nVan
ALTO PM
Concentracidn
+ Membranas Diaflo
Descartada UM=05

CONCENTRADO ( IT4III) PM > s00

Sephadex G-25
1,0 x 60 cm

SUBFRACCIONES

PM entre 500 y 5 000

Figura 2.- Secuencia del fraccionamiento de sustancias con ab -
sorbancia en UV (280 nm) y PM entre 500 y 5000 g/mol
presentes en el plasma de sujetos controles y de pa -

cientes urémicos.
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Figura 3.- Perfiles cromatogrdficos de los concentrados, con
PM < 500 g/mol, de las fracciones II + III (Fig.?2)
Fraccionamiento: columna de Sephadex G-25 (1 x 60
cn); eluyente NaCl 30 mmol/l; deteccién a 280 nm.



cibén por membranas de limite de retencién conocido y cro-
matografia de filtraci6én por geles.

Después de probar distintos tipos de Sephadex se encon-
tr6 la mejor resolucién empleando dos columnas sucesivas,
una con Sephadex G-25 de grado fino y la otra con Sephadex
G-15 (ambas de 1 x 60 cm), sistema que se emple6 en este
trabajo para realizar la mayoria de los estudios (Figura 4).

En algunos casos,que se mencionan especificamente y pa-
ra efectuar comparaciones con los datos obtenidos por otros
autores, se emple6 , para la cromatoorafia, una Gnica co -
lumna con Sephadex G-15 v dimensiones de 0,9 x 100 cm.

4

ELECCION DEL TRATAMIENTO PREVIO DE LAS MUESTRAS POR ULTRA-

FILTRACION

Este procedimiento fue necesario para eliminar las pro-
teinas de aquellas muestras que las contuvieran, evitando
una sobrecarga de compuestos de alto PM en la columna, ya
que la presencia de esas sustancias interfiere con las con
diciones analiticas.

Para obtener los ultrafiltrados se emplearon celdas Ami
con (Amicon Corporation Scientific Systems Division, Lexing
ton, Mass., USA) de 12 y 50 ml de capacidad, segfin el volu

men de muestra. El proceso se llevé a cabo con presibén de
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nitr6geno gaseoso a 3,5 kq/cm2 (343 kPa), a una temperatu-
ra menor de 10°C y con aaitacibén constante , empleando un
agitador magnético Amicon, modelo 500.

Se probaron membranas Diaflo (Amicon, USA) XM-50, PM-30
y PM-10, empledndose esta Gltima para realizar los estudios
posteriores. Se eligif la membrana que, por su limite de
retencibn (pesos moleculares mayores de 10 000 g/mol), per
mitfa eliminar la mayor cantidad de sustancias que, por su
tamano, no presentaban interés para ser estudiadas en este
trabajo. Por eso y para uniformar el tratamiento de las

muestras, todas se procesaron de la misma manera.

ELECCION DEL ELUYENTE

Los resultados de los perfiles cromatogrdficos fueron i
dénticos cuando se emplearon como eluyentes soluciones de

Na C1 30 mmol/l o de NH,CO.H 20 mmol/l. Se eligib, para

473

el trabajo, este Gltimo eluyente para evitar la presencia
de una elevada concentracién de Na+ en las muestras evapo-
radas a sequedad de los eluidos, ya que dicho ion consti -

tuiria un interferente importante en los ensayos biol6gi -

cos posteriores,
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ELECCION DE LA LONGITUD DE ONDA DE LA DETECCION

Se realizaron estudios de absorbancia de los eluidos a
230, 251, 260 y 280 nm. Se encontr6 un mayor nGmero de
fracciones que presentaban absorcién de la luz a 251 nm vy,
también, mayor sensibilidad en la deteccifn a esa longitud
de onda, por lo cual se la eligi6 para la realizacibn de

todos los estudios.

Descripcién del procedimiento analftico

En base a los resultados de las experiencias previas se
eligib6 el procedimiento analitico que se muestra en la Fi-
gura 4. Mediante el mismo, se pudieron obtener, en la IRC,
las fracciones A, B, C y/o Dy P que se observan en la Fi-
gura 5.

Las diferentes etapas realizadas se detallan a continua -

cién:

ULTRAFILTRACION POR MEMBRANAS

Las muestras de plasma, orina, dializado peritoneal, ul
trafiltrado de hemofiltracifn y concentrado de ligquido de
hemodi&lisis fueron sometidas a un procedimiento de ultra-
filtraci6n a través de membranas Diaflo PM-10, con limite

de retencifn para sustancias con PM de, aproximadamente ,
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MATERIAL BIOLOGICO

-

FRACCION PM < 10000

FRACCION
Bomba Eluyente
PM > 10 000 O peristiltica NH,CO,H 20 mmol/1
Descartada (:Jj
Sephadex G-25 Sephadex G-15

1 x 60 cm 1 x 60 cm Registrador

Ti) 251nm
[ ]l Detector UV

H Colector de fracciones

ELUIDOS
Concentracién [:SE::ff;7

(evap. en vacio)

RESIDUO
Estudios de Ensayos neurofisioldgicos
identificacidn
Ensayos
inmunoldgicos

Figura 4.- Esquema del procedimiento analitico empleado para se-
parar, detectar y estudiar sustancias con absorbancia
a 251 nm y PM < 10000 g/mol en muestras biol6gicas.
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10 000 g/mol (tamaio de poro aparente: 200 nm).

FILTRACION MOLECULAR

Se emple6 un sistema de dos columnas de vidrio consecu-
tivas (de 1 x 60 cm cada una) rellenas con Sephadex G-25 y
G-15, respectivamente,

El menor volumen de siembra que permitif6 detectar sus -
tancias con absorbancia a 251 nm result6 dependiente del
tipo de muestra. Se sembr6 la mayor carga aceptable para
el sistema cromatoardfico empleado -3 a 4 ml- de aquellas
muestras con baja absorcibén (plasmas controles) y cantida-
des menores -desde 1,5 6 2 ml- de las muestras patolSoi -
cas, mientras aue de las muestras de orinas, tanto contro-
les como patolb6gicas, se sembraron volfimenes de 0,3 a 1 ml.

La elucién se llev6 a cabo con una solucién de NH4CO3H
20 mmol/l, de pH 9, empleando una bomba peristdltica (LKB
12 000 , LKB, Suecia, o Pharmacia P-3, Pharmacia Fine Che -
micals, Suecia), a una velocidad de flujo de 20 ml/h.

Los eluidos correspondientes a las sustancias separadas
por la cromatografia fueron recolectados en fracciones de
2,5 ml/tubo mediante un colector de fracciones automiatico
Ultrorack LKB 7 000 (LKB, Suecia).

Todo el proceso se realizé a una temperatura de 4-6°C



- 69 -

dentro de un gabinete refrigerado Combi Cold Rac LKB 5 201

(LKB, Suecia) y demandb6, en total, entre 8 y 10 h.

DETECCION DE LAS SUSTANCIAS CON ABSORBANCIA EN UV

Las sustancias eluifidas se detectaron mediante la lectu-
ra de sus absorbancias a 251 nm, empleando un Uvicord II
LKB 8 300 (LKB, Suecia), con celda de cuarzo de 0,1 ml de
capacidad y 3 mm de camino 6ptico (A-4711, LKB, Suecia).
Los resultados fueron registrados simult&neamente, en for-
ma continua, mediante un Chopper Bar Recorder LKB 6 520
(LKB, Suecia) a una velocidad de 10 cm/h, araficdndose las
curvas de absorbancia a 251 nm en funcibén del tiempo o del

volumen de elucié6n.

SEMICUANTIFICACION

Se determin6 la absorbancia a 251 nm en cada tubo del
eluido empleando un espectrofotbmetro Beckman DB, con cel-
das de cuarzo de 1 y 2,5 ml de capacidad y 10 mm de camino
6ptico (Beckman Instruments Inc., California, USA). Se gra
ficaron los datos de absorbancia en funci6n de los volGme-
nes de eluci6bn. Las &reas totales y las de cada una de las
fracciones se determinaron por el método de pesada con a -

proximacién de 0,05 mg, empleando una balanza Mettler (Zu-



rich, Suiza).

Se utiliz6 siempre la misma escala. Los estudios de re-
producibilidad se detallan mds adelante.

Los resultados se expresaron en unidades arbitrarias de
drea integrada (UAAI/l) por litro. Estas corresponden a u-
nidades de concentracibn, ya que expresan medidas de peso,
equivalentes a las de superficie, por unidad de volumen de

muestra sembrada.

CARACTERIZACION DE LAS FRACCIONES

Las diferentes fracciones se caracterizaron por sus VvoO-
lGmenes de elucibn y por sus espectros de absorcién en el
UV (entre 230 y 320 nm) obtenidos en cada uno de los estu-

dios.

PROCESAMIENTO DE LOS ELUIDOS

a) Concentracidn

Los eluidos cromatogrdficos correspondientes a las frac
ciones con absorbancia a 251 nm -en conjunto o cada una
por separado, detalle que se especifica particularmente
en cada estudio- fueron evaporados a sequedad en vacio

a una temperatura de 37°C o menor, empleando un evapora

dor rotatorio F.B.R. (Fernéndez, Berlusconi y Rocca, Ar



b)

gentina) y una bomba para vacio Cientifica Central (Ar-
agentina).

Reconstitucidn de las muestras

Se emplearon distintos disolventes seqGn el ensayo para
el que fuera a emplearse el residuo:

Estudios de Identificacidn de Sustancias

Se reconstituyeron en el minimo volumen de agua destila
da indispensable para lograr una disolucifn completa de
los residuos secos.

Ensayos inmunolégicos '"in vitro"

Se reconstituyeron en medio de cultivo RPMI-1640 hasta
el volumen original de muestra; luego, se ajust6 el pH.

Ensayos neurotisiolfgicos "in vitro"

Se redisolvieron en solucifn de Ringer hasta el volumen
original de la muestra. Se ajustaron pH, osmolaridad y
las concentraciones de los iones Na+ Y K+.

Ensayos neurofisioldgicos "in vivo"

Para inyectar en las ratas se redisolvieron, hasta su
volumen oriaginal, en solucib6n fisiol6aica o solucibn
alucosada, isotbnicas con el plasma. Luego, se ajusta -

ron pH, osmolaridad y las concentraciones de los iones

+
NaT y K.
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Estudios de calibracifn del procedimiento analitico emple-
ado
CALIBRACION DE LA FILTRACION MOLECULAR

a)

Mediante el empleo de sustancias de referencia

Todos los sistemas de filtracibn ensayados en los es
tudios preliminares fueron calibrados, para determinar
el volumen de exclusifén del sistema y los volGmenes de
elucibén de sustancias de PM conocido, empleando azul
dextrano (2 x 106 g/mol), vitamina B12 (1355 g/mol) y
tirosina (183 g/mol).

El sistema de doble columna, empleado en la mayoria
de los estudios del éresente trabajo, fue calibrado con
una serie de compuestos de PM conocido. La elucibén de
dichas sustancias fue detectada por su absorbancia a di
ferentes longitudes de onda o por métodos quimicos. Los
resultados se muestran en la Tabla II. A partir de los
datos se puede determinar el volumen de exclusibn del
sistema, correspondiente a 55-60 ml.

En la Figura 6 se muestra el gr&fico del logaritmo
de los PM de las sustancias estudiadas en funcidén de
los correspondientes volfimenes de elucifén en el siste -

ma cromatoar&fico empleado. No se encontr6 correlacibn
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Tabla II.- VolGmenes de elucién de sustancias de referencia en

el sistema de cromatografia en Sephadex G-25 y G-15

%*

SUSTANCIA PM V.E. DETECCION
(g/mol) (ml)

Azul dextrano 2 x 106 53 + 3,8 UV - Visible
Inulina(polifructosan) 9 x 103 54 + 4,0 Mét .quimico
Vitamina By, 1 355 90 + 6,8 UV - Visible
Bradiquinina 1061 91 + 2,2 UV - Mét.qco.
Glutation 614 69 + 2,1 UV 240 nm
Leu-encefalina 556 108 + 5,2 UV - Mé&t.gco.
ATP 507 75 + 3,1 UV 260 nm
ADP 427 98 + 3,6 UV 260 nm
AMP 347 140 + 2,5 UV 260 nm
p-aminohipurato de sodio 227 135 + 5,1 UV 270 nm
Arginina 211 95 + 3,7 UV 240 nm
Tirosina 183 160 + 2,5 UV 280 nm
Acido drico 168 198 + 3,1 UV 280 nm
Creatinina 113 114 + 2,2 UV 250 nm
Guanidina.ClH 96 268 + 3,6 UV 240 nm
Urea 60 118 + 4,5 Mét.quimico

* Métodos usados para la deteccibén de cada compuesto en los eluf

dos cromatogré&ficos.

Los V.E. se expresan como X + s.
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Figura 6.- Calibracién del sistema de fraccionamiento.
Logaritmo de los pesos moleculares de sustancias
de referencia en funcién de los volGmenes de e -
lucib6n en el sistema cromatogrdfico descripto en
la Fig.4.
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lineal entre ambas variables. Se observa el comporta -
miento anémalo de algunos compuestos. Bradiquinina y,
principalmente, vitamina B12 son retenidas en la colum-
na, mientras que creatinina y urea eluyen en un volumen

mucho menor que el que les corresponderfia por su tamano

molecular.

Mediante el empleo de membranas selectivas

Se estudiaron 2 muestras de plasmas provenientes de
sujetos controles, 5 de pacientes con insuficiencia re-
nal (3 con IRCy 2 con IRA) y 3 de liquidos de dializa-
do peritoneal.

Las muestras se fraccionaron mediante ultrafiltra -
ci6én a través de membranas Diaflo de distinto poder de
retenci6n, seqan el esquema presentado en la Figura 7.
Las fracciones (1), (2), (3) y (4) se cromatografiaron,
posteriormente, en el sistema de dos columnas de Sepha-
dex (Figura 4) y se compararon los registros obtenidos
en cada caso. En la Figura 8 (a) se presentan los cro -
matogramas correspondientes a las muestras de plasma de
IRC (resultados coincidentes con los de los lfiquidos pe-
ritoneales) y en la Fiaqura 8 (b), los de los plasmas de

IRA.
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PLASMA' 10 ml

Ultrafiltracidn

Diaflo PM-10

FRACCION PM > 10000 FRACCION PM < 10000 ¢ 1)

Diafiltracion (Diaflo UM-02

Descartada + 50 ml de Hy0 destilada)

FraccIon® 2 FRACCION PM < 1000
10 000 > PM > 1 000

Diafiltracidn (Diaflo

UM-05 + 50 ml HZO dest.)

rraccion® 3!

1000 > PM> 500 1iquidos de lavados

FRACCIONFPM<SOO

Concentracidn

\evap., en vacio)

FRACCION PM<500¢ 4

5 ml

Figura 7.- Fraccionamiento de sustancias plasmiticas por ultra-
filtracibn a través de membranas Diaflo de distinto
poder de retencién, mediante el cual se obtienen las
fracciones (1), (2), (3) y (4), acotadas entre deter

minados PM.
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Los resultados de calibraci6n de las fracciones cro-
matogrdficas mediante el empleo de membranas selectivas
mostraron que a) las fracciones que se obtienen al se -
parar sustancias con PM mayores de 1000 g/mol no se su
perponen, en el diagrama cromatoardfico, con las corres
pondientes a PM menores de 500 g/mol; b) las fracciones,
cuyos PM se encuentran comprendidos entre 500 y 1000
g/mol se superponen, en parte con las de mayor y, en
parte, con 'las de menor PM.

La diafiltraci6n de las fracciones se realizé con 50
ml de H,0 destilada o de solucibn reguladora de NH,CO,;H
de pH 10, debido a gque las membranas Diaflo UM-05 no
son inertes; parecen tener diferente capacidad de reten
cibn a distintos pH. Los resultados con ambos procedi -
mientos no mostraron diferencias,lo que implicaria que,con
cualquiera de las dos condiciones de pH, la membrana UM-

05 presenta su minimo poder de retencifn para especies

i6bnicas de BPM.

REPRODUCIBILIDAD DE LOS VOLUMENES DE ELUCION

Se realizaron 10 fraccionamientos cromatoardficos de u-
na misma muestra de mezcla de plasmas correspondientes a

pacientes con insuficiencia renal. En todos los casos se
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mantuvieron constantes los volGmenes de siembra y todas
las condiciones de la separacibn. Se utiliz6 el mismo sis-
tema de fraccionamiento (Fig.4) empleado en casi todos los
estudios presentados en el trabajo.

Los resultados se presentan en la Tabla III. Las desvia
ciones de los volfmenes de elucibn con respecto a su valor
medio, para cada fraccibén, fueron calculadas mediante la

siguiente f6rmula:

) @-a?

d =  Siendo

n -1 _ _ 7
d = (xi X)

El coeficiente de variacibn se determiné como porcentaje

del valor medio:

Coeficiente de variaci6én % = —_— x 100
X
Los coeficientes de variacién de los volimenes de elucibén

fueron menores del 4% para todas las fracciones.

DETERMINACION DE LA VALIDEZ DEL METODO DE SEMICUANTIFICACION

a) Estardarizacion de los grdficos para la integracidn por

pesada

Se determin6 la relacibén peso/drea para cada partida



b)

de papel milimetrado empleado para graficar e integrar

los cromatogramas. Fueron descartados aquéllos que di -
ferian en + 5% respecto del peso promedio por unidad de
drea del papel empleado al comienzo del trabajo. Ademds,

se utiliz6 siempre la misma escala.

Reproducibilidad de las areas

Se realizaron 10 fraccionamientos cromatoocr&ficos de
una misma muestra de mezcla de plasmas correspondientes
a pacientes con insuficiencia renal. En todos los casos
se mantuvieron constantes los volfimenes de siembra y to
das las condiciones de la separacifn. Se utilizé el mis
mo sistema de fraccionamiento (Fig.4) empleado en casi
todos los estudios presentados en el trabajo.

Se determinaron las &dreas correspondientes a las sus
tancias de BMPM totales y a cada una de sus fracciones
mediante el método de integracién por pesada. Los resul
tados se presentan en la Tabla IV.

Para calcular los coeficientes de variacién porcen -
tual se emple6 el mismo cllculo que para estudiar la re
producibilidad de los volGmenes de elucién.

Los coeficientes de variacién fueron, aproximadamente,

iguales o menores de 10%.
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Tabla III.- Reproducibilidad de los volGmenes de elucibén de

los diferentes picos obtenidos por cromatograffa

de filtraci6n en gel

FRACCIONES
A B C
N° de observaciones 10 10 10
VolGmenes de elucién: X (ml) 92,8 115,5 137,0
S4 1,84 1,81 5,03
Coef. de variacién % 1,98 1,56 3,67

Tabla IV.- Reproducibilidad de las &reas integradas de las

diferentes fracciones obtenidas por cromatogra-

ffa de filtraci6n en gel

BMPM FRACCIONES

totales A B C
N° de observaciones 10 10 10 10
Area integrada: X (UAAI/1) 191 44 134 13
Sd 16,2 9,6 11,7 2,5
Coef. de variacién % 3,6 10,4 4,5 10,4




c) Proporcionalidad entre las ireas y los volumenes de

muestra sembrada

Se realizaron fraccionamientos cromatogr&ficos de u-
na misma muestra de mezcla de plasmas de pacientes con
IRC. Se estudiaron, por triplicado, diferentes volfme -
nes de siembra de la muestra, manteniéndose constantes
todas las demds condiciones. Se utiliz6 siempre el sis-
tema de fraccionamiento descripto en la Fig.4.

Se semicuantificaron las sustancias de BMPM totales
y las distintas fracciones por integracibén de las &reas
por pesada. La Figura 9 muestra los resultados obteni -
dos. Se observa que, para las cantidades de muestra sem
bradas, el &rea integrada es funcién de la concentra -
cibén, tanto para las sustancias de BMPM totales como pa
ra cada una de las fracciones A, B y C. El mayor valor
de 8dreas arbitrarias integradas de esta figura supera a
todas las obtenidas con cualgquiera de las muestras pro-

cesadas en el desarrollo de este trabajo.

CONSERVACION DE LAS MUESTRAS

Con una mezcla de plasmas controles y otra mezcla de
plasmas de pacientes con IRC se realizaron fraccionamien -

tos seriados a lo larco de varios meses para determinar
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BMPM TOT.
0,9-
FRACCION B
0,6-
0,3
FRACCION A
- % FRAcCION C
x— %
1 ) |
1 3 5

VOLUMEN DE SIEMBRA (ml)

Figura 9.- Proporcionalidad entre las &reas integradas
y los volidmenes de muestra sembrados.
Se representan los valores promedios de en-

sayos triplicados y una desviacién estdndar.



posibles modificaciones en la composicién y/o la concentra
cién de las sustancias con absorbancia en UV, gque podrfan
ser provocadas por el almacenamiento prolonaado de las
muestras congeladas.

Los resultados se presentan en la Tabla V. Para calcu -
lar los coeficientes de variaci6n porcentual se emplef el
mismo cdlculo que para estudiar la reproducibilidad de los
volGmenes de elucibn.

Si bien se observan diferencias en las determinaciones,
los coeficientes de variacifn son aproximadamente iguales
0 menores de 10%.

No se observa una tendencia decreciente en las concen -
traciones de sustancias de BMPM ni de sus fracciones a lo
largo del tiempo; por lo tanto, se podria deducir que no
se produce pérdida o descomposicibn del material debido a
la conservacién de las muestras congeladas por un lapso de,
al menos, un ano.

En base a los resultados precedentes, las muestras de
plasmas heparinizados, los liquidos de dializados o sus ul
trafiltrados a través de membranas Diaflo PM-10 y las mues
tras de orinas, filtradas inmediatamente después de la re-
coleccibn a través de membranas Millipore (0,22 a de di&me
tro), se guardaron congeladas a -20°C hasta el momento de

de ser procesadas.
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Tabla V.- Efectos de la conservaci6n de las muestras sobre

los fraccionamientos cromatogrdficos

Mezcla de plasmas controles

Fecha del fraccionamiento

6- 6-79
7- 7-79
10-10-79
25- 3-80
10- 5-80

Coef. de variacién %

Mezcla de plasmas de IRC

Fecha del fraccionamiento

20-3-78
30-4-78
6-8-78

20-4-79

Coef. de variacién $%

Area Integrada

(UAAI/1)

BMPM totales

11
8
8

11

12

Area Integrada (UAAI/])
BMPM FRACCIONES
totales A B
155 23 96
151 18 111
162 30 93
150 25 88
1,9 11,0 10,2

36
30
39

36

10,7
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20.4. Muestras empleadas para la determinacién de perfiles

cromatograficos

20.4.1. SUJETOS NO UREMICOS

a)

b)

Controles

Sujetos sin sionos de enfermedad actual y sin antece-
dentes de haber padecido alteraciones renales.
Plasma: n = 20; 9 hombres, 11 mujeres

Edad: entre 20 y 50 anos

Orina: n = 6

Ninguno habfia ingerido medicamentos en los 3 dfas

previos a la toma de muestra.

Pacientes con enfermedades severas sin compromiso

renal

Plasma: n = 11; 6 hombres, 5 mujeres

Alounos pacientes mantuvieron la medicaci6n durante
la prueba.

Fueron elegidos aduellos pacientes aue presentaban en
fermedades metabélicas y/o aguéllos que mostraban al-
cunos sintomas tambi&n presentes en la IRC:

Diabetes 2



Hipertensidn arterial 3
Cirrosis 1
Sindrome nefrdtico 1

Hiperparatiroidismo primario 1
Diabetes insipida 1

Otros 2

20.4.2. PACIENTES UREMICOS

a)

b)

Pacientes con IRC sin tratamiento dialitico

Edad: 42 + 13,6 (entre 18 y 72) afos

Filtraci6n glomerular: 8,8 + 5,90 (entre 2 y 30) m%{n
Plasma: n = 43; 23 hombres, 20 mujeres

Orina: n = 11; 7 hombres, 4 mujeres

La mayoria de los pacientes ingerfia una dieta conte -
niendo 30 g de proteinas/dfa y medicamentos, especial
mente, diversos antibifticos y diuréticos. Estas varia

bles fueron tabuladas para cada uno de los pacientes.

Pacientes con IRC en . tratamiento dialitico

I) Hemodialisis

Plan de hemodi&lisis: 4-5 h x 3 veces/semana

Membrana de Cuprophan, 1 m2 de superficie
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Flujo sancuineo: 350 ml/min
Flujo de dializado: 500 ml/min

Plasma pre-diflisis: n = 20; 14 hombres,6 mujeres

Plasma post-didlisis: n = 20, id.

Orina: n = 6

Liguido de hemodidlisis: n = 2 (Para comparar, se

realizaron los estudios cromatoardficos del bano
de didlisis comercial empleado).

II) Hemodidlisis + Hemofiltracidn

Hemodi&lisis convencional m&s ultrafiltracién.

4-5 h x 3 veces/semana.

Membranas de diflisis: 2 filtros planos, de 1,36 y
1 m2 de superficie y 11,5 pm de diametro de poro.
Flujo sanguineo: 400 ml/min

Flujo de dializado: 500-600 mli/min

Plasma pre-didlisis: n = 6

Plasma post-diflisis: n = 6, id.

Ultrafiltrado: n = 6, 1id.

IITI) Dialisis Peritoneal

Plasma pre-didlisis: n = 4

Plasma post-di&lisis: n = 4

Liquido de dializado peritoneal: n = 2 (Como ensa-

yo"blanco" se estudiaron, por cromatocrafia, los ba



c)

d)
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nos comerciales para didlisis peritoneal, con dife

rentes concentraciones de dextrosa (1,5 y 4,25%).

Paciente trasplantado

Un paciente con IRC terminal, en tratamiento dialiti-
co, fue trasplantado con rin6n de dador vivo.

Se obtuvieron muestras de plasma y orina antes del
trasplante y después, casi diariamente.

Plasma: n = 8

Orina : n 7

Pacientes con IRA sin tratamiento dialitico

Plasma: n = 32; 7 hombres, 25 mujeres

Edad: 37 + 14,3 (entre 20 y 74) aifos

Las muestras se obtuvieron al ingresar el paciente al
centro asistencial, antes de ser sometido a tratamien
to dialftico.

Factores etiol6aicos:

Complicaciones obstétricas: Total : 18
a) Abortos sépticos 14
b) Post parto 2

c) Post parto + transfusibn

incompatible 1
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d) Eclampsia 1
Complicaciones quirfirgicas: Total : 5
Hombres 4
Mujeres 1

Sindrome de hiperviscosidad en

mieloma mGltiple 1
Leptospirosis 1
Causa no determinada 4
Pre-renal 2
IRA en paciente con IRC 1

Los iltimos 3 pacientes, por poseer diferentes carac-
teristicas, no fueron incorporados al estudio estadis

tico de los perfiles cromatoar&ficos de la IRA.

Pacientes con IRA en tratamiento dialitico

(Hemodidlisis o dialisis peritoneal intermitente)

Plasma pre-diflisis: n = 5

Plasma post-diflisis: n = 5

Liguido de dializado peritoneal: n = 3

IRA en recuperacidn

Plasma: n = 3

Orina: n = 3
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Variables tabuladas para el andlisis factorial de

correspondencias (A.F.C.)

Para cada paciente de los grupos con IRC y con IRA sin
didlisis (n = 43 y n = 32, respectivamente) y para los su-
jetos controles (N = 20) se tabularon 32 variables corres-
pondientes a las caracteristicas de los pacientes, signos
clinicos y estudios bioquimicos para analizar las posibles
relaciones entre las mismas.

Las variables se expresan por el indicador alfabético y
por el c6digo correspondiente con el que van a ser repre -
sentadas a la salida del programa.

Las variables tabuladas son las siguientes:

Edad (ED)

Sexo (SX)

Etiologfia de la IRA (ET)

Etiologfa probable de la IRC (EP)

Dias de evolucibén de la IRA (TP)

Tiempo de evolucién probable de la IRC (TM)
Tratamiento y dieta (MP)

Alteraciones neurol6gicas (NU)

Alteraciones 6seas (0S)

Tensi6n arterial (HT)
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Grado de anemia (AN)

Presencia de oliguria en la IRA (OL)

Datos de las determinaciones citol6gicas y quimicas deta -
lladas en la Tabla VIII:

Concentracifn plasmitica de urea (UR)

Concentracién plasmatica de creatinina (CR)

Clearance de creatinina (CC)

Concentraci6n plasmitica de &cido Grico (AU)
Concentracidén plasmatica de fosfato (PP)

Concentraci6n plasmiatica de calcio (CA)

Concentracién plasmédtica de sodio (NA)

Concentracién plasmitica de potasio (KP)

NGmero de leucocitos (GB)

NGmero de linfocitos (LF)

Concentraciones plasmiticas de las sustancias de BMPM to-
tales (BM) y de las fracciones A (AZ), B (Bz), C (C2) ,
D (DR) y P (PR)

Distribucibén porcentual de las fracciones A (AO), B (BO)
y C (CO)

Grupo al que pertenecen los individuos:

C (IR 01)

IRC (IR 02)

IRA (IR 03)
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Toma y procesamiento de las muestras

A continuacib6n se detalla la forma de recoleccibn de los
distintos tipos de muestras empleadas en el presente tra-
bajo y el procesamiento de las mismas hasta su conserva -
cibén a -20°C.

a) Plasma: se obtuvo sanare heparinizada por puncién veno-

sa. Se separ6 el plasma por centrifugacifn.

b) Orina: se obtuvieron muestras de 24 h, sin conservador,
mantenidas a 2-4°C durante la recoleccibn. Después de medi
da la diuresis, una alficuota se filtr6 a través de membra-

nas de Millipore (0,22 Pm).

c) Liguido de hemodidlisis: después de 45 min de comenzada

la didlisis se recolect6 un volumen de dializado correspon
diente a 15 min. Del total obtenido (se midi6 el volumen)
se tom6 una alicuota que se concentr6 por evaporacién en

vacio.

d) Ultrafiltrado de hemofiltraci6n: dentro de la primera

hora de hemodi&lisis convencional se realiza una ultrafil-
tracifén en seco durante 10 min. Se recolect6 el ultrafil -
trado total, se midi6 el volumen y una alicucta se separd

para ser procesada iqual cque el plasma.
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e) Liquido de di&lisis peritoneal: se tomd una alfcuota

del liquido extraido de la cavidad peritoneal después de
la didlisis. Cuando fue necesario, se concentr6 por evapo-
racién en vacfo. Se proces6 en la misma forma que el plas

ma.

Procedimiento cromatogréfico para la separacién de frac-

ciones eritrociticas

Para comparar con ovublicaciones anteriores, los perfi-
les cromatoar&ficos de las sustancias de BMPM presentes en
los eritrocitos se obtuvieron con una Gnica columna de vi-
drio de 0,9x100 cm, rellena con Sephadex G-15, con un volu
men total de 75 ml.

Se obtuvo sangre heparinizada por puncifén venosa. Se se
pararon los glé6bulos rojos, después de centrifugar. Se la-
varon con solucibn fisiol6gica (NaCl 0,9%, p/v) hasta la
obtencién de un sobrenadante limpido. Se hemolizaron por
congelamiento a -20°C y descongelamientos repetidos. El he
molizado se centrifua6 y se descart6 el sedimento.

Las muestras hemolizadas se ultrafiltraron a través de
membranas Diaflo PM-10 (PM de retenci6n >10 000 g/mol).

La elucibn cromatoar&dfica se llev6 a cabo con solucibn
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de NH4CO3H 20 mmol/l, con una velocidad de elucién de 8 -
10 ml/h.Se recolectaron fracciones de 1,2 ml/tubo y se re-
gistr6 la presencia de sustancias con absorbancia a 251 nm

Se emple6 el mismo instrumental LKB y Pharmacia utiliza
do para la cromatografia con dos columnas (Fig.4).

Se obtuvieron los perfiles cromatogr&ficos de ultrafil-
trados (PM < 10000 g/mol) de plasma control (n = 2), de
plasma de IRC terminal (n = 2), de lisados de eritrocitos
controles (n = 8) y de lisados de eritrocitos de IRC termi:

nal con anemia severa, con valor promedio de volumen glo -

bular de 20 + 8,1 % (n = 8).

21) TECNICAS PARA ESTUDIAR LA RESPUESTA LINFOPROLIFERATIVA

Cultivo mixto de linfocitos (MLC) y cultivo de linfocitos

estimulado por fitohemoaglutinina (PHA)

Técnica de O'Leary et al. (1977)

21.1.

Reactivos

a) Medio de cultivo

RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute 1640) suplemen
tado con l-glutamina (2 mmol/l), penicilina (50 UI/ml) y

estreptomicina (50 Pg/ml).
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b) Mezcla de Ficoll-Hypaque (Boyum, 1966)

Se mezcla la solucibén acuosa de Ficoll 9% (p/v) con la de
Hypaque 33,9% (p/v, disuelto en H20 a 56°C) en una propor-
ci6bn 2,4 : 1 (v/v). Se ajusta la densidad a 1075- 1076

a/ml. Se esteriliza por filtracibn.

c¢) Suero humano AB

Se obtiene suero humano de dadores sanos, no transfundidos,
de grupo sancuineo AB. Antes de usar se inactiva por calen
tamiento a 56°C durante 30 min. Se esteriliza por filtra -
cién.

Se emplea en una concentracifn final de 20% (v/v)(en el MLC).

d) Liquido de Turk

Se emplea para el recuento de linfocitos.
Se agregan 0,3 ml de azul de metileno 1% (p/v) a 100 ml de

una solucibén acuosa de &cido acético 3% (v/v).

e) Azul tripan

Soluci6bn acuosa de azul tripan 0,14% (p/v).

f) Solucidn reguladora de fosfato (PBS)

NaPO,H, 0,01 mol/1l; NaCl 0,15 mol/l; pH = 7,2

42

g) Fitohemoaglutinina (PHA)

PHA 0,1% (p/v) en solucibn reguladora de fosfato
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h) 3H—timidina

Actividad especifica: 2 Ci/mmol (74 GBg/mmol)
Para emplear, se diluye en medio de cultivo, hasta una con

centracién de 2 PCi/ml (74 kBq/ml).

i) Solucidn centelladora

4 g de PPO y 0,2 g de dimetil-POPOP se disuelven, por sepa
rado, en tolueno, se mezclan y se completa con tolueno a

700 ml. Finalmente, se agregan 300 ml de etanol.

Para mantener la esterilidad del procedimiento los reacti-
vos empleados en el cultivo celular y las muestras en es -
tudio fueron esterilizados por filtracibén a través de fil-

tros Millipore de 0,22 pm .

Técnica

PREPARACION DE LAS SOLUCIONES TESTIGOS Y DE LAS FRACCIONES

CONTROLES Y UREMICAS

Se ensayaron las siguientes muestras:

a) Ultrafiltrados conteniendo sustancias con PM < 10000
g/mol obtenidos a partir de plasma de pacientes urémicos
(IRC e IRA) mediante ultrafiltracibén a través de membranas

Diaflo PM-10.
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b) Residuos evaporados a sequedad de los eluidos de las co
lumnas de Sephadex, correspondientes a las sustancias de

BMPM totales o a sus fracciones, resuspendidos en medio de
cultivo hasta volfimenes iguales a los originales plasmati-

cos y ajustados los pH de las soluciones finales a 7,2 +0,1.

c) Soluciones, en medio de cultivo, de: creatinina (1,8
mmol/l), urea (0,15 mol/l), &cido firico (0,9 mmol/l), aqua-
nidina (0,1lmmol/l), metilguanidina (0,1 mmol/l), espermi -
na (0,03 mmol/l), espermidina (0,04 mmol/l), putrescina
(0,06 mmol/l), cadaverina (0,4 mmol/l), ATP (0,02 mmol/l),

glutation (1,2 mmol/l).
En los cultivos en los que se empleS PHA para la estimula-
cibén, la misma se agreg6 a las muestras en estudio en una

concentracién final de 25 pg/ml.

PREPARACION DE LOS LINFOCITOS

Todo el procedimiento se llev6 a cabo en condiciones de
absoluta esterilidad.

Se extrajo sangre de dos dadores sanos no relacionados
(para el MLC) o de un dador (para los cultivos estimulados
por PHA) en una jeringa estéril conteniendo 10 UI de hepa-

rina/ml de muestra.
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Se diluyb6 la muestra de sanare 1:2 con medio de culti -
vo. En sendos tubos se colocaron 2 ml de la mezcla de Fi -
coll-Hypaque y se aaregaron cuidadosamente, 5 ml de la
muestra de sanare diluida, tratando de mantener intacta la
interfase.

Se centrifugaron los tubos a 400 x g durante 40 min a
temperatura ambiente (20-25°C).

Se removid la capa enriquecida en linfocitos y se la a-
greg6é a un tubo que contenia medio de cultivo. Se mezclé6,
se centrifuab durante 10 min a 150 x g (Centrffuga Interna
tional), se descart6 el sobrenadante y se resuspendif el
residuo en medio de cultivo. Este procedimiento se repitié
otras dos veces.

Se realiz6 el recuento de linfocitos de la suspensibn
en cdmara de Neubauer. La contaminacifn con monocitos y po
limor fonucleares fue menor del 5%.

Se resuspendieron las cé&lulas en un volumen apropiado
para obtener una concentracién final de 2 x 106 células/ml
de medio de cultivo conteniendo solucién reguladora de HE-
PES y suero AB en una concentracién final de 40%. La sus-
pensién empleada para MLC contenfa las dos poblaciones ce-

lulares.
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MICROCULTIVO

Se emplearon microplacas plésticas estériles con tapa, de
96 cavidades Microtest II Plate (Falcon, Oxnard, Ca.,USA).
Se utilizaron micropipetas autom&ticas con puntas descar-
tables Eppendorf (Hamburgo, Alemania).

En cada cavidad de la placa se colocaron:

100 pl de la suspensibn de células y

100 pl de la solucibn en estudio

Cada uno de los ensayos se realiz6 por triplicado.

La concentraci6n final fue de 1 x 105 de cada poblacién
celular y 20% de suero AB.

La placa se incub6 a 37°C en una atm6sfera hGmeda con 5%
de CO2 Yy 95% de aire, en una estufa gaseada.

El perfodo de incubacibén se prolong6 por 3 dias para los
cultivos estimulados con PHA y 6 dfas para los MLC.

18 h antes de finalizar el perfodo de incubacifén se agre-
g6, a cada celda, 0,1 pCi (3,7 kBg) de 3H—timidina.

Al finalizar las restantes 18 h de incubacibfn se procedié
a la recoleccién del material celular tritiado mediante
un cosechador automdtico (Harvester Titertek), quedando
las células depositadas sobre filtros. Estos fueron seca-

dos en corriente de aire y colocados en la mezcla cente -

lladora.
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Se realiz6 la deteccién de la timidina incorporada utili-
z&ndose un espectrbmetro para centelleo liquido Packard
modelo 3 320 con contador automadtico (Packard Instruments
Co.,USA).

Los resultados se expresaron como promedios (de los ensa-
yos triplicados) en c.p.m. Se determinaron los porcenta -
jes de crecimiento (o0 estimulacién) con respecto al culti
vo control (que no contenfa sustancias en estudio) consi-

derado como 100% de estimulacién.

Otros ensayos "in vitro"

ESTUDIOS MORFOLOGICOS

Finalizada la incubacién se realizaron estudios de ob-
servacibn morfolégica para comparar con los datos de in -
corporacién de 3H-timidina. Se realizaron extendidos celu
lares que se tineron con colorante de May Griinwald-Giemsa.
Se observ6 la morfologfa celular en un microscopio 6pti-

co (Leitz, Alemania).

ENASAYOS DE VIABILIDAD CELULAR

Finalizada la incubaci6n una suspensitn de células se

coloc6 sobre un portaobjetos y se le agregb6 colorante su-
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pravital azul tripdn. El preparado se observ6 al micros -
copio 6ptico para determinar la presencia de células vi -

vas.

21.4. Muestras empleadas para los estudios de toxicidad sobre

sistemas inmunol6gicos "in vitro"

ULTRAFILTRADOS PLASMATICOS

Muestras de plasma heparinizado ultrafiltradas a través
de membranas Diaflo PM-10, conteniendo sustancias con PM
menores de 10 000 g/mol.

IRC n =2

IRA n= 2

ELUIDOS DE SUSTANCIAS DE BMPM TOTALES

Eluidos cromatogrdficos,evaporados a sequedad y redisuel-
tos, correspondientes a las fracciones plasméticas de
BMPM en conjunto.

Control n =8

IRC n 10

IRA n= 2
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ELUIDOS DE LAS FRACCIONES A, B, C Y D DE BMPM

Eluidos cromatogrdficos, evaporados a sequedad y redisuel
tos, correspondientes a cada una de las Fracciones plasmd
ticas A, B, C y D (Fig.5) por separado.

IRC n = 10

IRA n= 2

SUBFRACCIONES DE BMPM

Eluidos cromatogréficos,evaporados a sequedad y redisuel-
tos, correspondientes a cada una de 11 subfracciones plasmd
ticas de sustancias de BMPM con y sin asorbancia en UV
(Fig. 36).

Control n=3>5

IRC n=25

FRACCIONES ACOTADAS POR PESOS MOLECULARES

Eluidos , evaporados a sequedad y redisueltos, correspon-
dientes a las suwb fracciones cromatogrédficas c tenidas a

partir de los ultrafiltrados plasmiticos (2), (3) y (4) ,
acotados por pesos moleculares mediante membranas selecti

vas (Figs. 7 y 8).

IRC n 6 sw fracciones de 1 paciente

IRA n 4 sw fracciones de 1 paciente
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22) METODOS PARA ESTUDIAR LAS PROPIEDADES NEUROTOXICAS DE LAS

SUSTANCIAS DE BMPM

22.1. Reactivos

a) Soluciodon Fisioldgica

NaCl 0,9 % (p/v) = 0,15 mol/l. Osmolaridad: 300 mOsm/l

b) Solucidn glucosada isotdnica

Glucosa 5 % (p/v) = 0,28 mol/l. Osmolaridad: 300 mOsm/1

¢) Solucidn de Krebs-Ringer

NaCl 137 mmol/1l
KC1 5 mmol/1
CaCl2 2 mmol/1
MgCl, 1 mmol/1
NaPO4H2 1 mmol/1
NaCO3H 1 mmol/1
pPH = 7,4

22.2. Estudios de toxicidad sobre la actividad neuromuscular

Se emplearon 27 ratas Wistar con peso corporal promedio

de 175 (entre 143 y 235) g.
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Se procedi6 segfin el siguiente protocolo:
1. Anestesia con é&ter
2. Nefrectomia bilateral Tiempo 0
3. Inyecci6n i.v. (vena de la cola)

de 2 ml de soluciones controles

0 muestras en estudio. Tiempo de

inyeccibn: 5-10 min. Tiempo 60 min

4. Estimacién de la eficiencia muscular Tiempo 180 min

5. Estudios de las propiedades mec&ni-
cas del mGsculo y de velocidad de

conduccién nerviosa. Tiempo 360 min

6. Sangrado de los animales por puncifn
cardiaca.

7. Determinaciones plasmiticas de osmo-
laridad, concentraciones de Na® y K"
y fraccionamiento de sustancias de

BMPM.

Los animales fueron divididos en 4 grupos, de acuerdo al
tipo de inyeccibn recibida:

7). Solucibn glucosada 5 %.

1) RATAS CONTROL 1 (n
2) RATAS CONTROL 2 (n = 7). Solucibn de fracciones cromato

grdficas plasmaticas de sustancias de BMPM provenientes
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de sujetos controles. La cantidad inyectada fue de 0,02
+ 0,008 UAAI/100 g de peso, equivalente, aproximadamen-
te, a 2,2 ml de ultrafiltrado de plasma control/100 g.
RATAS IRC (n = 8). Solucibn de fracciones cromatografi-
cas plasmiticas de sustancias de BMPM provenientes de
pacientes con IRC terminal, con neuropatia periférica.
Esta se determiné por examen clinico y por medida de la
velocidad de conduccibn nerviosa de los nervios mediano
y sural. Se emplearon, en el presente estudio, las mues
tras de aquellos pacientes que presentaron algGn grado
de debilidad y/o déficit sensitivo y cuyos estudios de
VCN mostraron velocidades disminuidas y aumento del nG
mero de fases del potencial de accién evocado.

La cantidad inyectada fue de 0,15 + 0,028 UAAI/100 g de
peso, equivalente, aproximadamente, a 1,5 ml de ultra -
filtrado plasm&tico de IRC/100 g.

RATAS IRA (n = 5). Soluci6n de fracciones cromatografi-
cas plasmiticas de sustancias de BMPM provenientes de
pacientes con IRA (No se realiz6 estudio neurolégico) .
La cantidad inyectada fue de 0,25 + 0,200 UAAI/100 g de
peso, equivalente, aproximadamente, a 2 ml de ultrafil-

trado plasmatico de IRA/100 g.
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Las fracciones cromatogrificas de sustancias de BMPM fue -
ron obtenidas a partir de plasma de sujetos controles y de
pacientes urémicos (IRC e IRA) seglin el método descripto
en la Fig.4. Los eluidos fueron evaporados a sequedad en
vacio y los residuos redisueltos en un volumen, igual al
plasmdatico original, de solucibn fisiol6gica o soluci6n
glucosada isot6nicas. Fueron ajustados los valores de pH a

7,4 + 0,1 y los de osmolaridad entre 320 y 360 mOsm/1.

ESTIMACION DE LA EFICIENCIA MUSCULAR

Después de 2 horas de la inyecci6n i.v. de soluciones
controles y de sustancias en estudio, las ratas fueron eva
luadas por su capacidad para mantenerse colgadas de una ba
rra metdlica suspendida a una altura de 50 cm. El1 tiempo
de permanencia fue tomado como un iIndice indirecto de la e
ficiencia muscular. Se realizaron 10 ensayos con cada ani-
mal, con intervalos de 2-3 min entre cada uno y se calcula

ron los valores promedios.

ENSAYOS PARA ESTUDIAR LAS PROPIEDADES MECANICAS DEL

MUSCULO

Después de 3 horas de la inyeccibn i.v. de las solucio-

nes controles y de sustancias en estudio, los animales fue



- 110 -

ron anestesiados con pentabarbiturato de sodio (50 mg/kg
de peso) mediante inyeccién intra peritoneal. El mlsculo
extensor digitorum longus (EDL) fue desecado y colocado en
una cdmara con solucién de Krebs-Ringer, aireada constante
a una temperatura de 23 -

mente con 95% de O, y 5% de CO

2 27
24,5°C. El tend6n distal del mGsculo EDL fue clampeado con
un broche de acero inoxidable. El tend6én proximal fue in -
sertado en el extremo de un resorte unido a la extensién
rigida de un transductor de fuerza (Grass Force Displace -
ment Transducer, FT 03C) conectado a un poligrafo (Grass ,
modelo 7). Todo el equipo de registro fue montado en un ma
nipulador que permitfa movimientos controlados en la di -
reccién del eje longitudinal del midsculo.

Los mGsculos aislados fueron estimulados (Grass SD 5)
con un pulso de onda cuadrada de corriente alterna por me-
dio de electrodos de platino ubicados paralelamente al eje
longitudinal del mGsculo.

Una vez colocado el mGsculo en el bano se dejé estabili
zar el sistema durante unos minutos y, luego, se ajust6 la
longitud del mGsculo. Se tom6 como longitud O6ptima (LO) a
aquélla a la cual el potencial de tensibn era maximo.

Se realizaron las siguientes determinaciones:

a) Tensi6n de la contraccibén simple (Ts).
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b) Tiempo de contraccién (TC) : es el transcurrido desde
el principio de la contraccién hasta el pico de la res-
puesta de la contraccibn isométrica al estimulo supra -
maximo aplicado al misculo.

c) Tiempo medio de relajacibén (T1/2R): es el tiempo ne-
cesario para que la tensib6n decaiga a la mitad de su va
lor del pico midximo de tensibn de la contraccifén isomé-
trica.

d) Tensibén de la contraccibn teténica(Tt). El estimulo
teténico, cada uno,de 3 ms de duracibén con un voltaje
20% superior al umbral, se mantuvo durante 2 segundos.
e) Duracibn del estado activo (EA): es el intervalo de
tiempo desde el cese de la estimulacifén hasta el comien
zo de la declinacibén de la tensibn teténica.

f) Para comparar la funci6én mecdnica de msculos EDL de
diferentes tamanos la tensifn se corrige por el &rea de

seccibn transversal y se expresa en g/cm2 (TS/A Yy Tt/A).

CONTRACCION SIMPLE

T TC T1/2R

Estimulo
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CONTRACCION TETANICA

t
>

Estimulo

ESTUDIOS DE VELOCIDAD DE CONDUCCION NERVIOSA

En 6 animales, 2 de cada uno de los grupos 1), 2) y 3).
tratados en forma similar a los anteriores, se realizaron
estudios de VCN "in situ".

Para asegurar una longitud fija entre los electrodos de
estimulacién y de registro (17 mm) se empleé una tubuladu-
ra pléstica, conteniendo un par de electrodos de estimula-
cién, un par de registro y, entre ellos, un electrodo de
descarga a tierra.

El nervio cidtico de las ratas fue expuesto y montado
"in situ" sobre los electrodos. Se impidi6 la desecaci6n
mediante el recubrimiento de la superficie del nervio con
una delgada capa de aceite mineral.

Los pulsos de estimulacién fueron realizados con un es-
timulador Textronix a una frecuencia de 1/s,con una inten-

sidad igual al doble de la necesaria para obtener el umbral
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La senal fue amplificada y observada en un osciloscopio
(Textronix , modelo 564 B). Se midi6 el retardo de los
distintos componentes (1°y 2° ) del potencial nervioso

evocado y su amplitud.

22.3. Ensayos controles

Debido a la falta de respuesta en los estudios preceden
tes se realizaron ensayos para controlar la sensibilidad
del método empleado y para determinar la cantidad de sus -

tancias de BMPM en circulacién.

CONTROL DE SENSIBILIDAD DEL METODO

En 5 experimentos se aplic6 sobre el nervio ciitico ex-
puesto un papel de filtro de 2 mm2 embebido con soluciones
de xilocaina de diferentes concentraciones (entre 0,2 y 2%)
y con eluidos plasmiticos de pacientes con IRC.

Se obtuvo un r&pido bloqueo del potencial de accibn evo
cado con cualquier concentracién de xilocafna. La aplica -
cibén local de eluidos de las fracciones de BMPM plasmati -

cas de IRC no produjo cambios en el potencial de accifbn.
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DETERMINACION DE LOS NIVELES DE SUSTANCIAS DE BMPM EN

CIRCULACION

de

ma

1)

2)

3)

Se emplearon 23 ratas Wistar con peso corporal promedio
207 (entre 195 y 225) g.

Se determinaron las fracciones cromatogrdficas del plas
de las ratas distribuidas en tres grupos:

GRUPO 1 (n = 4). Ratas controles: Los animales fueron
desangrados sin tratamiento previo.

GRUPO 2 (n = 8). Ratas agudamente urémicas: Los anima-
les fueron anestesiados, sometidos a nefrectomfa bila-
teral y desangrados por puncibén cardfaca a distintos
intervalos -20, 45, 180 y 360 min- después de la opera
cibén.Los animales presentaron grados progresivos de la
enfermedad con el tiempo, apreciacibn clinica corrobora
da con los datos de las concentraciones de urea plasma-
tica.

GRUPO 3 (n = 11). Ratas binefrectomizadas e inyectadas
con sustancias urémicas de BMPM para realizar estudios
de recuperacibén. Los animales fueron anestesiados, some
tidos a nefrectomia bilateral, canalizados, inyectados
con sustancias urémicas de BMPM y desangrados por pun-

ci6n cardiaca a los 20, 45 y 360 min despué€s de la ope

racidn.
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Las sustancias urémicas para inyectar fueron obtenidas
por fraccionamiento del plasma de pacientes con IRC ter
minal, seglGn la metodologia descripta en la Fig.4. Los
eluidos cromatogr&ficos recolectados fueron evaporados
a sequedad en vacfo y redisueltos en agua destilada has
ta la mitad de su volumen plasmitico original. Se con-
trolaron y ajustaron los valores de osmolaridad (entre
320 y 360 mOsm/kg) y las concentraciones de sodio y po-
tasio (135 y 4,5 mEq/l, respectivamente). La cantidad de
sustancias de BMPM inyectada fue de 1,05 + 0,352 UAAI
por animal,equivalente a 5-10 ml de ultrafiltradode plas
ma urémico por cada animal.

Para cada inyeccibn se utilizaron muestras provenientes
de mis de un paciente. Debido a la gran cantidad de sus
tancias disueltas, el volumen total de inyeccidén fue de
4,5 a 7 ml; por lo tanto, la misma se efectu6 a través
de la vena yugular canalizada, empleando para el proce-
dimiento, una bomba de infusi6n continua (Harvard Appa
ratus, modelo 901, Ma., USA), con una velocidad de infu

si6én de 0,3 ml/min.

22.4. Ensayos de velocidad de conduccidn nerviosa en ranas

Se emplearon ranas de 80-120 g de peso. Se aisl6, en ca-
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da experimento, el nervio sural. Se lo montdé en una cémara
de dos compartimientos provistos de electrodos de platino
para la estimulacién y el registro.

Las soluciones en estudio -en volumen de 11 ml- se colo
caron dentro de la cémara banando el nervio.

Se registrd el potencial de accifén (PA) del nervio esti
madndose la amplitud, la latencia y la duraci6én del mismo.
La senal biolb6gica fue amplificada y medida en la pantalla
de un osciloscopio. La estimulacibén fue efectuada con pul-

sos supramaximos a 1 Hz y 0,5 ms de duracifn.

POTENCIAL
Amplitud
DE ACCION

Duracién

Las muestras de plasma y orina fueron ultrafiltradas a
traves de membranas Diaflo PM-10 y se emplearon, para los
ensayos, los ultrafiltrados (UF) conteniendo sustancias con
PM < 10 000 g/mol.

Los grupos experimentales fueron los siguientes:

1) Grupo 1l: UF de plasma de sujetos controles (n = 3)



2)

3)

4)
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Grupo 2: UF de plasma de pacientes con IRC sin polineu-
ropatfa (n = 3). Los pacientes presentaron valores de
velocidad de conducci6n nerviosa motora dentro de los
lfmites normales: (valores expresados como X + sx )
Nervio mediano (M): 54 + 6 m/s.

Nervio ciftico popliteo externo (CPE): 47 + 3 m/s.

Grupo 3: UF de plasma de pacientes con IRC con polineu-

ropatfa (n = 3). Los valores de VCN motora fueron:

Paciente D :M = 43 m/s; CPE 38 m/s.

Paciente Di:M = 43 m/s; CPE 27 m/s.

Paciente B :M = 47 m/s; CPE = 43 m/s.

Grupo 4: UF de orina de sujetos controles:

a) sin corregir (n = 3)

b) corregida (n = 3). Se ajustaron los valores de pH a
7,4 + 0,1; la concentracibn de Na+ a 140 + 5 mEq/1;
la concentraci6n de K+ a4,2 +0,2 mEq/l y la osmo -
laridad a 310 + 20 mOsm/1.

Para disminuir la concentracién de K' urinario sin di -

luir las muestras se emplearon resinas de intercambio

catibnico Dowex 50 x 8,

Se obtuvieron los perfiles cromatogrificos de los UF de

las muestras de orina corregidas, empleando el sistema

de una columna de Sephadex, de 0,9 x 100 cm.
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23) METODOS ESTADISTICOS EMPLEADOS

~ Verificacibén grafica de normalidad (método de Probits).

- Prueba de t para diferencias de medias en casos dependien-

tes e independientes con igualdad de varianzas.

~ Prueba para diferencias de medias de dos muestras con va -

rianzas distintas.

- Andlisis de varianza de un factor con posteriores contras-

tes de Scheffé.

- Andlisis de varianza de tres factores con posteriores con-

trastes de Scheffé.

- Anflisis factorial de correspondencias (A.F.C.).

Programa MULTM (Lebart et al., 1977).

- Determinacién de coeficientes de correlacibfn lineal.
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24) DROGAS EMPLEADAS

Las sales y &cidos org&nicos e inorgénicos ,como asi tam-
bién los solventes empleados fueron de grado analitico. Otras
drogas se detallan a continuacibn:

Abbot Laboratories (Argentina)

Heparina (5000 U F.E.U.)
Inulina
TEMED (N,N,N',N'-tetrametilendiamina)

Boehringer (Argentina)

ATP
Urica-quant, para determinacifn cuantitativa de &cido Grico

Calbiochem

Solucibn reguladora de HEPES (N-2- hydroxyethylpiperazine-
N'-2- ethanesulfonic acid)

Difco

Fitohemoaglutinina (PHA)

Fluka

Acido 1l,amino- 2,naftol- 4,sulfbnico

Bisacrilamida (N,N', metilen-bis-acrilamida)

F.B.R. (Fernandez, Berlusconi y Rocca, Argentina)

Carb6n activado
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Grand Island Biological Co.

Medio de cultivo RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute,
1640)

Lowens

Solucidén colorante segfin Giemsa

Solucidén colorante segfin May-Griinwald

Mann Research Laboratories

Fenilalanina
Glutamina

May & Baker

Urea

Merck Darmstadt

Acido Grico

Acrilamida

Alanina

Azul de bromofenol

Colidina

Creatinina

Histidina

Lisina

Metanol para cromatografia liquida de alta presibn
Ninhidrina

PPO (2,5-difeniloxasol)
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POPOP (2,2'~p-fenilen bis (5-feniloxasol) )
Reactivo de Folin-Cicolteau

Serina

Taurina

Tirosina

Microbiological Associates, Inc.

Estreptomicina
Penicilina

New England Nuclear Corp. (Boston, Mass. USA)

3g-timidina ( [3H] Td R : 2 Ci/mmol)

Nutritional Biochemical Co. (Cleveland, Ohio, USA)

l-glutamina

Pharmacia Fine Chemicals (Suecia)

Dextrano Azul (PM = 2 x 106)
Sephadex G-100, G-75, G-25 Fino y G-15

Roche Diagnostics (Nueva Jersey, USA)

Fluorescamina (Fluram)

Sharp & Dome (Filadelfia, USA)

p-aminohipurato de sodio

Sigma Chemical Co.

Acido glutémico
Albfimina bovina

Azul brillante de Coomasie
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Azul tripén

Cadaverina

Clorhidrato de guanidina

Diclorhidrato de putrescina

Espermina

Ficoll (PM 4 x 105)

Glicina

Leucina encefalina (L-tirosil-glicil-glicil-L-fenil-alanil-
L-leucina)

Metilguanidina

Negro Amido 10 B

Triacetato de bradiquinina ( L-arginil-L-prolil-L-prolil-
glicil-L-fenilalanil-L-seril-L-prolil-L-fenilalanil-L-argi -
nina).

TriclorhidratO'de espermidina

TRIS ( (hidroximetil) amino metano )

Violeta de genciana

Vitamina B12

Waldhorf

Glutation



- 123 -

RESULTADOS

1. Fraccionamiento y caracterizacifn de sustancias de BMPM en 1la

uremia.

1.1.

PERFILES CROMATOGRAFICOS PLASMATICOS

En la Figura 10 se pueden ver los perfiles cromatogr&fi-
cos de las fracciones de BMPM, con absorbancia de 251 nm,ca
racteristicos de los pacientes urémicos no dializados (IRC
e IRA) y los correspondientes a sujetos controles. El grafi
co muestra los resultados obtenidos en un paciente de cada
grupo representativo del conjunto.

Los perfiles cromatoarificos correspondientes a todos los
pacientes estudiados (n=11) que presentaban diferentes pato
logfas sin insuficiencia renal fueron similares a los de los
sujetos controles.

A diferencia de los sujetos controles, los pacientes urg
micos mostraron la presencia de 3 picos (A, B y C) con voll
menes de elucién de 92,8 + 3,30, 115,5 + 1,91 y 147,0+5,03
ml, respectivamente (Figura 10) .

La Tabla VI presenta las concentraciones, expresadas en
UAAI/]1 (unidades arbitrariaa de area integrada por litro),

de las sustancias de BMPM y de sus fracciones para los dife
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251 mm

0,54

0,47

0,3

0,24
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CONTROL

A—A [RC

o---0 IRA

100
V-E' (ml)

Figura 10.- Perfiles cromatogrdficos (sustancias de BMPM)

de ultrafiltrados plasmdticos (PM < 10000 g/mol)
de sujetos controles y de pacientes urémicos.
El fraccionamiento se realiz6 seglGn el método

descripto en la Fig.4.
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rentes grupos de individuos.

La estimacibén semicuantitativa permiti6 determinar que
las concentraciones plasm&ticas de las sustancias de BMPM
de los pacientes con IRC e IRA son significativamente mayo-
res que las de los sujetos controles (p<0,001, en ambos
casos).

Las concentraciones de sustancias de BMPM totales fueron
mayores en los pacientes con IRA que en los pacientes con
IRC, cuando se procesaron los datos obtenidos con todos los
individuos con IRC estudiados (p<0,05). En cambio, no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas cuan
do se compararon los valores promedios de las concentracio-
nes de sustancias de BMPM de los pacientes con IRA con los
de los pacientes con IRC en el estadfo terminal (con Cop Me
nor de 10 ml/min).

Las conclusiones precedentes se obtuvieron después de some
ter los datos a una prueba para dos muestras con varianzas
diferentes (Sokal et al., 1969) . Dicha prueba se impuso al
observar la no homocedasticidad, tanto para los datos origi
nales como para los transformados logaritmicamente (test de
Bartlett).

La Tabla VII muestra la distribucién porcentual de las

fracciones A, B y C en los pacientes urémicos. Aqui si seen
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Tabla VII.- Distri bucién porcentual y comparacién estadistica

de las fracciones plasmiticas A, By C en los

pacientes urémicos

GRUPO (N° Indiv.) A% B % C %
IRC (n = 43) 27,0+ 8,84|64,0410,81| 9,0+8,17
IRA (n = 29) 40,0+12,72|50,9+11,19 | 9,1+7,34

* Los valores se expresan como X + s

Diferencias significativas dentro y entre los grupos:

A% Irc Y B %IRC p <0,01
A% Ira Y B %IRA p<20,01
A% oo YA R0 p < 0,01
B% ;pc ¥ B %ipa p < 0,01
C 3 % N.S.

Irc ¥ © *1Rpa



- 128 -

contr6 una diferente distribuci6bn de las fracciones entre los
pacientes con IRA y con IRC, cualquiera fuere el grado de e
volucibn de la enfermedad. Se observa que el pico A consti-
tuye una proporcibén sianificativamente mayor de las sustan-
cias de BMPM en los pacientes con IRA que en los pacientes
con IRC (p<0,01).

Tres pacientes con IRC (7% del total) no mostraron el per
fil cromatogrdfico caracteristico de ese grupo, sino que se
asemejaron a los de los pacientes con IRA, mientras que, a
la inversa, siete pacientes con IRA (24% del total) presen-
taron perfiles cromatoaqrdficos muy semejantes a los de 1la
IRC,

Los estudios estadisticos de los datos presentados en la
Tabla VII, después de someterlos a un ANOVA de 3 factores y
posteriores contrastes de Scheffé&, mostraron gue:

a) los resultados son independientes de los individuos.

b) hay diferencias significativas entre las sustancias y

c) existe relacibn entre las sustancias y los grupos de pa-
cientes,

En algunos pacientes se detect6 la presencia de sustan -
cias con absorbancia en UV con volGmenes de elucibn menores
que el del pico A (Fraccibn P) y mayores que el del pico C

(Fracci6bn D), como se observa en la Figura 5.
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La Tabla VIII muestra los valores promedios de varias de
terminaciones sanquineas de interés,citol6gicas y quimicas,
encontradas en los pacientes urémicos estudiados. Los resul
tados se expresan en las unidades convencionales y en el nue

vo sistema de unidades internacionales (SI) (Bertello, 1980).

Conclusiones: (A)

- Se detectaron sustancias de BMPM, con absorbancia en UV ,
en el plasma de los pacientes urémicos a diferencia de los
sujetos controles y de los pacientes no renales.

- Se observaron diferencias entre los perfiles cromatografi

cos plasmaticos de los pacientes con IRC y con IRA,

MECANISMO DE EXCRECION DE SUSTANCIAS DE BMPM

En la Figura 11 pueden verse los perfiles cromatogqraficos
de las sustancias de BMPM, con absorbancia en UV, caracterig
ticos de orinas de sujetos normales y de pacientes con IRC.
El diagrama de ambos perfiles es semejante y comparable con
los perfiles plasmdticos obtenidos en la IRC.

La cantidad de sustancias de BMPM totales, eliminadas en
la orina de 24 horas por los pacientes renales, disminuyé
bruscamente cuando el filtrado aglomerular se encontr6 por de

bajo de los 5 ml/min (Figura 12 y Tabla IX). La excrecibn me
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Tabla VIII.- Determinaciones sanguineas citolbfgicas y quimicas

en los pacientes con insuficiencia renal

DETERMINACION IRC IRA
Urea g/1 2,2+ 0,87 2,3+ 1,30
mmol/1 37,3+14,49 38,2+21,63
Creatininap mg/dl 7,6+ 3,39 7,2+ 3,55
umol/1 669+299,7 634+313,8
ccr ml/min 8,8+ 5,9
ml/s 0,14+0,095
Acido Uricop mg/dl 8,0+ 2,56 11,2+ 3,76
umol/1 478+152,5 669+224,0
Ca Total, mg/dl 9,3+ 1,04
mmol/1 2,3+ 0,26
P, mg/dl 6,3+ 1,63
mmol/1 2,1+ 0,52
Na+p mEq/1
= o1/ 137+ 5,8 132+10,4
+
“p - mEq/1 4,7+ 0,84 4,5+ 1,23
mmol /1
Leucocitos n°/ul 88004 800 15800 +10 000
ne /1 (8,8+4,8)x10° (15,8 + 10,0)x10°
Linfocitos n°/ul 1400+ 600 1 600 +1 300
he 1 (1,440,6)x10° (1,6+1,3)x10°

Volumen Glcbular 3 (v/v) 28+ 8,5 26 + 5,9



CONTROL

Abs
—--= IRC

251 nm

T
100 200

Figura 11.- Perfiles cromatogr&ficos urinarios de las sustancias
de BMPM correspondientes a un sujeto control y a un
paciente con IRC. El fraccionamiento se realiz6 se -
gGn el método descripto en la Fig.4. Siembra: 0,3 ml
de UF-PM 10 de las muestras de orina de 24 h.



- 132 -

o
Opmpm * V
URAL/ gy |
1 5001 °
° o
° ° 0
o °® o
- o o
°
°
500 S
o®
™
°
I T 1 T
50 100

Cer ml/min

Figura 12.- Relacifn entre la excrecifn diaria de las
sustancias de BMPM y el Ccr en los sujetos
controles ( o ) y en los pacientes urémi -

cos (e ).
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Tabla IX.- Excrecibn urinaria de sustancias de BMPM y clearances

de sustancias de BMPM y de creatinina en sujetos con-

troles y pacientes urémicos

OBMpM Osmpu*Y CBMPM Cor
UAAI/1 UAAI/24h ml/min ml/min
CONTROLES
1 1016 1170 119,0 110,0
2 1239 1239 97,8 117,5
3 1727 1123 119,5 110,0
4 1168 934 99,5 92,9
5 1200 1209 98,7 105,0
6 604 2 480 108,0 87,0
X +s 1159+ 363,1 13591559,6(*) 107,1+10,11 103,7+11,61
UREMICOS C_>5ml/min )
1 2213 1438 53,1 74,0
2 961 1 249 54,1 73,5
3 983 2 005 38,6 54,6
4 438 840 34,3 38,0
5 471 1124 13,1 13,4
6 496 942 19,2 11,6
7 487 1168 6,1 9,5
8 230 607 10,5 8,7
9 722 1097 5,2 6,3
X+s 1163+ 396,8 ")
UREMICOS Ccr< 5ml/min (**%)
10 157 223 0,8 4,6
11 2 006 662 8,7 4,5
12 694 191 0,9 1,1
13 766 100 0,5 0,4
14 2152 86 0,3 0,4
X+s 252+236,3 %)
(***)
(*) N.S.

(%%) y (***): p < 0,001
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dia diaria en los pacientes urémicos con CCr mayores de 5ml/
min no difirié significativamente de la de los sujetos con-
troles, siendo los valores iguales a 1 163 + 3Y6,8 y 1359 +
559,6 UAAI/24 horas, respectivamente. Se encontraron dife -
rencias estadisticamente significativas entre cada uno de
los valores anteriores y la excrecibn diaria de sustancias
de BMPM en los pacientes urémicos con Ccr menores de 5 ml/
min (p<0,001, en ambos casos).

No se encontraron diferencias significativas entre el clea
rance de las sustancias de BMPM y el de creatinina. La corre
lacibén lineal entre ambos datos (r= 0,98; p<0,001) se mues
tra en la Figura 13. También se encontr6 correlacién lineal
de los clearances de las Fracciones urémicas A y B con el
C (Tabla X ). No se encontr6 correlacién lineal entre el

cr

clearance de la Fraccibn C y el Ccr'

Conclusiones: (B)

- Se observd que las sustancias de BMPM son excretadas, norx
malmente, por orina.

- No se encontraron diferencias estadisticamente significa-

tivas entre los C correspondientes a sujetos con

sMpM Y Cer

troles y a pacientes urémicos en diferentes estadios de la

enfermedad.
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Compm

Inl/mn y = ax + b 00
b =-0,68 + 1,05
a=0,98 + 0,06 o

100 - o A

r = 0,97 °©
n = 20
p < 0,001

100
CcrR  (ml/min)

Figura 13.- Correlacibén entre el CBMPM y el Ccr en sujetos

controles ( o ) y en pacientes urémicos ( e ).
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Tabla X.- Clearances de creatinina y de las fracciones urémicas

AysB

PACIENTES CA CB Ccr
UREMICOS ml/min ml/min ml/min
1 11,0 80,3 74,0

2 28,3 75,0 73,5

3 12,4 114,7 54,6

4 7,6 67,7 38,0

5 11,6 12,4 13,4

6 7,9 21,7 11,6

7 5,2 6,3 9,5

8 10,5 10,7 8,7

9 3,9 4,7 6,3

10 1,0 0,7 4,6
11 4,0 11,0 4,5
12 0,7 0,9 1,1
13 0,5 0,03 0,4
14 0,2 0,3 0,4

Correlaci6n lineal:

14

C C T r

A Y or 0,81; p<0,001; n

14

cC,yZ¢cC HE o 0,94; p<0,001; n

B cr
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Los CBMPM ’ CA y CB se correlacionaron linealmente con el

cr’

DIFUSIBILIDAD DE LAS SUSTANCIAS DE BMPM

El perfil cromatoarafico plasmitico correspondiente a las
muestras obtenidas inmediatamente antes de comenzar la di&-
lisis en pacientes con IRC sometidos a tratamiento hemodia-
litico crbnico presenta las mismas fracciones que el de los
pacientes urémicos no dializados.

La concentraci6n de sustancias de BMPM totales pre-didli
sis fue de 122 + 39,9 UAAI/1 (n=20). No se encontraron dife
rencias estadisticamente significativas entre las concentra
ciones plasmiticas de las sustancias de BMPM pre-didlisis y
las de los pacientes con IRA e IRC terminal sin didlisis.

En muestras de plasma extrafidas inmediatamente después de
la didlisis se observ6 la disminucibén de todas las fraccio-
nes, aunque no en la misma proporcifn, como se puede ver en
la Figura 14.

La difusibilidad de las fracciones urémicas estudiadas se
demostr6 por el hallazgo de las mismas en los liquidos de
hemodi&lisis, en los ultrafiltrados obtenidos por hemodia-
filtracibn y en los banos de dializado peritoneal estudiados

por cromatografia. Los perfiles cromatogrdficos de dichos 11
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qguidos fueron semejantes a los que presentaron los plasmas
pre-didlisis para cada paciente,

En la Tabla XI se muestran las concentraciones plasmati -
cas de sustancias de BMPM, de sus fracciones y de urea prey
post-didlisis en 20 pacientes con IRC en tratamiento hemodia
lftico extracorpb6breo. En la misma tabla se presentan, tam -
bién, las disminuciones porcentuales de dichas concentracio
nes (provocadas por la didlisis) relativas a las concentra-
ciones pre-diflisis de cada una. Se observ6 mayor dialisanza
de la Fraccién B (45,4%), con un valor concordante con el de
la disminucién de la urea por el mismo proceso (43,2%). Sin
embargo no se encontr6 correlacibén entre ambas variables (Fi
gura 15c ).

La Fiqgura 15 (a,b,c y d) muestra los valores de la dismi
nucién relativa de las sustancias de BMPM totales y de cada
una de sus fracciones (A, B y C) graficados en funcifén de la
disminucién relativa de urea en cada paciente. En ninaglin ca
so se encontrS correlacién lineal entre las mencionadas va-
riables, siendo los picos A y C los que mostraron mayor dis
persi6n, Tampoco se encontr6 correlacifn entre la dialisan-
za de las sustancias de BMPM totales o de sus fracciones y
la de creatinina.

La Figura 16 muestra la correlacién lineal hallada entre
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Tabla XI.- Concentraciones plasmiticas pre y post-didlisis y

porcentajes relativos de la disminucién de los ni-

veles plasmiticos de las fracciones de BMPM y de

la urea en pacientes sometidos a tratamiento hemo-

dialftico crénico

BMPMtot A B C UREA
UAAI/1 UAAI/1 UAAI/1 UAAI/1 g/l
Conc. pl.
pre-dial. 122+39,9 49+21,2 64+27,9 9+6,0 1,9+0,57
n = 20
Conc. pl.
post- di4l. 77+430,7 38+19,7 33+13,8 6+3,9 1,1+0,50
n = 20
Porcentaje de disminucién relativa
BI\’PMtot A B C UREA
PRE - POST

PRE

x 100 | 37,7+22,58| 21,9+44,0 |45,4+17,10 ( 24,0+54,65 | 43,2+420,57
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la disminucién de las sustancias de BMPM como resultado de
una diflisis y la concentracién plasmitica de las mismas, de_
terminada antes de comenzar la diflisis (r = 0,66 ; 0,001 <
< p < 0,01). La recta descripta es la que resulta mds Gtil
desde el punto de vista préactico. Podrfan haberse invertido
las variables ya que ambas son aleatorias, por lo tanto, no

se puede inferir una relacibén causa-efecto.

Conclusiones: (Cc)

- Se demostrd que las sustancias plasmdticas de BMPM, con ab
sorbancia en UV, son dializables a través de las membranas
convencionales de hemodiilisis y de la membrana peritoneal.

- No se encontrd correlacidn lineal entre la disminucidn re-
lativa porcentual de sustancias de BMPM y las disminucio -
nes de urea y creatinina, producidas por la didlisis.

- Se observd que la cantidad de sustancias de BMPM totales
depuradas en una sesidn de hemodidlisis estd directamente
relacionada con la concentracidn plasmitica pre-didlisis de

dichas sustancias.

l1.4. VELOCIDAD DE ACUMULACION DE LAS SUSTANCIAS DE BMPM

En la Tabla XII se presentan datos correspondientes al
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volumen minuto urinario (V) y a las concentraciones y depu-
raciones plasmiticas de las sustancias de BMPM totales, de
las Fracciones A, B y C, de urea y de creatinina. Las deter
minaciones se realizaron previo al trasplante renal recibi-
do por un paciente con IRC y en los dfas sucesivos al mismo
hasta que se produjo el rechazo irreversible del 6roano.

La Figura 17 (a) muestra las variaciones diarias de las
determinaciones mencionadas. Después del trasplante se ob -
serv6é una disminucibn de sustancias de BMPM plasmiticas del
85-90% con reséecto a los niveles previos al trasplante,(Fi
gura 17 (a) III),alcanz&ndose valores normales ya al difa si
guiente de la operacifn, mientras que las concentraciones de
urea y creatinina alcanzaron valores normales entre el 2do.
y 3er. dia. La concentraci6n de las sustancias BMPM se in -
crement6 progresivamente a medida que disminufa la funcibn
renal.

Las modificaciones porcentuales entre dos datos sucesivos
de las diferentes determinaciones realizadas se agrafican en
la Figura 17 (b). Se observa un incremento precoz de las sus’
tancias de BMPM totales (Figura 17 (b), III) del 143% y, en
particular, de la Fraccién A (Fiqura 17 (b), IV) del 300% en
tre el 3°y 5°dia posterior a la operacibn. Durante ese perio
do las restantes determinaciones no muestran, todavia, modi

caclones bruscas.
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(a) Variaciones de determinaciones realizadas en un

paciente con IRC antes y en dfas sucesivos al tras-

plante renal. (b) Modificaciones porcentuales entre

2 datos sucesivos de las diferentes variables.
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También se observ6é que, ya en 7 dias, se alcanzan nive -
les plasméticos de las sustancias de BMPM totales y de la
Fraccibn A que constituyen 36% y 50%, respectivamente, de
los valores promedio encontrados para las mismas durante
el curso de la enfermedad, previo al trasplante renal.

La Figura 18 muestra que existe correlacién lineal entre

el C (r = 0,99; p<0,01), no encontrédndose co

smpm Y €1 Cyur

rrelacién entre el C MY el CCr ni entre el C MY las

BMP BMP

concentraciones plasmiticas de urea o de creatinina.

La concentracibén plasmética de las sustancias de BMPM se
correlacioné directamente con las concentraciones plasmati-
cas de creatinina (r = 0,92; p<0,01) y de urea (r = 0,95;
p<0,01l) e inversamente con el Ccr(r = -0,94); p<0,01).

La concentracién plasmitica de la Fraccién A no se co -
rrelacion6 con las variables Ureap, Cr , C y C

p’ Tur
La concentracifn plasmitica de la Fraccién B se correla

cr’

cioné directamente con las concentraciones plasmiticas de
creatinina (r = 0,97; p<0,001) y de urea (r = 0,98; p <

< 0,001) e inversamente con el C- (r = -0,91; p<0,01).

cr
Se realiz6 una curva de calibracién de &reas integradas
-de los picos cromatograficos correspondientes a diferentes

soluciones testigos de creatinina- en funci6n de las concen

traciones de creatinina. Considerando que la creatinina elu
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después de un trasplante renal frente al rechazo

del 6rgano.
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ye dentro de la Fracci6én B de las sustancias de BMPM,se cal
cularon los valores de creatinina a partir de las &reas de
los picos B, utilizando la curva de referencia mencionada.
Se observa, en la Tabla XIII gque los valores de creatinina
calculados de esa manera, coinciden con los datos de crea-
tinina plasmitica determinada por el método quimico, difi -
riendo, ambos valores, en el momento en que el dano es més
importante (antes del trasplante o después del mismo cuando
el rechazo fue irreversible).

Tres pacientes con IRA se estudiaron en forma secuencial
hasta la recuperacién.

La Figura 19 muestra los perfiles cromatogrdficos plasmé
ticos de un paciente, correspondiente al comienzo de la en-
fermedad y al perfiodo de recuperacibén, cuando se ha resta -
blecido la diuresis. Se observa que en esta Gltima etapa,
la concentraci6én de sustancias de BMPM descendié hasta valo
res normales. En ese momento los datos de concentracién de
creatinina plasmitica y de C cr €ran 1,8 mg/100 ml y 38ml/
min, respectivamente.

Los otros dos pacientes presentaron resultados similares
al anterior.

Conclusiones: (D)

- Se observdé que la concentracidn plasmitica de sustancias
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Datos de creatinina calculada a partir de las

dreas de los picos B. Comparacibén con los va-

lores de creatinina plasmética determinada por

método quimico, antes y después del trasplante

renal
Creatininapl Creatininapl
MUESTRAS determinada calculada
(mét.quimico) (mét.cromat,)
mg/dl mg/dl
PRE TRASPL. 9,1 21,6
POST TRASPL.
Dfa 1 2,6 2,8
2 1,3 0,7
3 0,3 1,0
5 1,2 1,3
7 1,3 2,1
8 2,2 2,1
9 4,3 6,9




- 152 -

Abs
251 nm

0,57

0,4 -

0,37

0,2

0,17

ViEi (m1)
Figura 19 .- Perfiles cromatogrdficos plasmiticos de un paciente
con IRA, correspondientes al comienzo de la enferme
dad (e—e) y al perfodo de recuperacién (x----x).
El fraccionamiento se realiz6 segln el método des-

cripto en la Fig. 4.
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de BMPM se normaliza cuando se restablece la funcién renal,
después del trasplante.

- En el caso estudiado, se encontrd que la Fraccidn A aumen
td precozmente frente a un rechazo del 6rgano trasplanta-
do.

- Al comenzar la evolucidn desfavorable del trasplante 1la
creatinina parecid ser el Gnico componente de la Fraccidn
B, agregiandose otras sustancias en dicha fraccidn, a me-
dida que progresa el danio renal.

- La concentracidn plasmatica de sustancias de BMPM aumentéd
rapidamente con la disminucidn progresiva de la funcidn
renal y disminuyd hasta valores normales con el restable-

cimiento de la misma.

2. Estudios de identificaci6n de las sustancias de BMPM

2.1. SEPARACION DE LOS COMPONENTES DE BMPM MEDIANTE CROMATOGRAFIA

LIQUIDA POR ALTA PRESION

Las Figuras 20 y 21 muestran los fraccionamientos de ultra
filtrados plasmaticos (PM < 10000 g/mol) de sujetos contro-
les (a) y de pacientes urémicos (b) cuando se emple§ croma-
toografia liquida por alta presién (HPLC) en fase reversa.Se

observa el diferente contenido de sustancias con absorban -



Figura 20.- Fraccionamiento de ultrafiltrados plasmiticos
(PM < 10000 g/mol) de un sujeto control y de
un paciente con IRC, mediante cromatografia
liquida de alta presién.

Condiciones de la cromatografia:

Columna: p-Bondapak C18 (m6dulo de compresibn
radial).

Eluyente: acetato de sodio 25 mmol/l, pH=4,5.

Detector: UV (254 nm); escala 0,1.

Flujo: 1,0 ml/min.

Temperatura ambiente.
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Figura 21.- Fraccionamiento del ultrafiltrado plasmidtico
(PM < 10000 g/mol) correspondiente a un pa -
ciente con IRC, mediante cromatografia liqui
da de alta presi6n.

Condiciones de la cromatografia:

Columna: p-Bondapak Cig (m6dulo de compresibn
radial),

Volumen de inyeccibn: 25 pl.

Eluyente: a) inicial: acetato de sodio 25 mmol/l

de pH= 4,5; b) final: 4cido acético 0,1 mo/l1l en

metanol. Gradiente cbncavo en 90 min.

Flujo: 1,0 ml/min.

Detector: UV (254 nm).

Temperatura ambiente.
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FRACCION 2

6,37
13,60

3,28

. Tiempo de retencidn (min)

Figura 22.- Separacién, por cromatograffa liquida de alta pre-
sibén, de sustancias con absorbancia en UV de las
fracciones plasmidticas de IRC acotadas por PM se -
gGn el procedimiento descripto en la Fig.7.
Condiciones de la cromatografia:

Columna: p-Bondapak C18 (m6dulo de compresidén ra-
dial).

Volumen de inyeccién 25 pl

Eluyente: a) inicial: KPO4H2 20 mmol/l1 (pH=5,7);
b) final: metanol:HZO (3:2, v/v).Gradien
te lineal , de 0 a 40% del eluyente fi -
nal en 35 min. Flujo: 1,5 ml/min.

Detector: UV (254 nm).

Temperatura ambiente.



- 157 -~

(utw) ugroualaa ap oduwaty

99°8¢

8L —
9L‘¢
6€°€

¥ NOIDOWYJ

‘UQTOBNUIUOD -°zz eanbrg

(utw) uordU3Ia1 ap odwatl

A7

859

LL'Y

9Z°‘9
69°€

€ NOIDOWYa

g9‘¢

86°1



- 158 -

cia en UV entre ambos grupos (C e IRC) y la aran cantidad
de componentes de BMPM en las muestras urémicas. El pico CR,
presente en los sujetos controles y, en mayor concentracién,
en los pacientes urémicos corresponde a la creatinina ( por
comparacibn con testigos).

En la Figura 22 se observa la composicién de sustancias
con absorbancia en UV de las fracciones plasmdticas de IRC
acotadas por pesos moleculares mediante membranas de ultra-
filtracibén selectiva (PM-10 UM-02 y UM-05) como se mostr6 en
la Fig. 7. E1 fraccionamiento se realiz6 por cromatoarafia
liquida por alta presifn. Se observa la presencia de varias

sustancias componentes de cada fraccifbn.

ESPECTROS DE ABSORCION EN EL UV DE LAS FRACCIONES CROMATO-

GRAFICAS
La Fraccib6n B present6, en todos los estudios efectuados

en orinas normales y en diversas muestras de pacientes uré-

micos (plasma de IRA e IRC, sin y con tratamiento dialftico,
orinas, liIiquidos de hemodidlisis y de dializado peritoneal)

un espectro de absorci6n caracteristico con un finico miximo
de absorci6én a 240-250 nm (Figura 23 (a)). Si bien la crea-

tinina, que eluye dentro de esta fraccifén, presenta un es -

pectro parecido con un fnico méximo de absorcién a 260 nm,
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Abs (a) Abs (b)

— Fracci6n B — Fraccién D

Amcw A Creatinina A__..A Acido fGrico

Figura 23.- Espectros de absorcibén en el UV de las Fraccio-
nes B (a) y D (b); comparaci6én con los de solu-
nes testigos de creatinina y &cido Grico, res -

pectivamente.
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el mismo no es afectado por grandes variaciones de pH como
lo es el de la Fraccién B.

La Fraccién D mostr6 un espectro de absorcibn caracteris
tico con dos maximos de absorcibén en el rango de longitudes
de onda estudiado, uno a 240 y otro a 290 nm (Figura 23 (b)).
El &cido Grico con volumen de elucibén dentro de la Fraccibn
D tiene el mismo espectro de absorcién que dicha fraccién y
ambos espectros se modifican en el mismo sentido frente a
alteraciones dristicas de pH.

Las Fracciones A y C no presentaron valores maximos carac
teristicos en su espectro de absorcitn en el UV, entre 230
y 320 nm, o, bien, en algunos casos, peguenos picos que no

se reprodujeron siempre a la misma longitud de onda,

DETECCION DE SUSTANCIAS PEPTIDICAS

a) Con el método de determinacién cuantitativa de amino&ci-
dos empleado , por reaccib6n con ninhidrina, no se encontra-
ron diferencias estadisticamente significativas entre las
concentraciones de N d-amfnico libre de los ultrafiltrados

plasmdticos (PM < 10 000 g/mol) de los sujetos controles vy
de los pacientes urémicos crbnicos. Los resultados obteni -

dos fueron los siguientes:
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UF sujetos controles:

3,0 + 1,32 mg N A&A- a§./100 ml (n 5)
UF pacientes IRC :
3,3+1,68 mgN A~ a8./100 ml1 (n = 8)

No se detectaron sustancias ninhidrina positivas en los
eluidos cromatogrdficos obtenidos de plasma de pacientes uré
micos (IRC e IRA) ni de plasmas controles.

b) Se pudieron detectar péptidos, en los elufdos urémicos,
mediante el reactivo de Folin-Cicolteau.

La Figura 24 muestra una curva de elucibn caracteristica
de sustancias de BMPM presentes en el plasma de un paciente
con IRA antes de comenzar con el tratamiento dialftico. Se
graficaron las absorbancias a 251 y 280 nm y la concentra-
cibn peptidica de cada fraccibén recolectada.

El mdximo de absorcifn a 280 nm se encontr6 en la Frac -
cibn A, mostrando el andlisis quimico de los péptidos el mis
mo perfil. Este paralelismo entre la curva de absorcibén a
280 nm y la concentracidén peptidica se encontr6 en todos los
pacientes con IRA (sin didlisis) estudiados (n = 5),

La concentracifn de las sustancias peptidicas fue menor
en los eluidos cromatoagrdficos de las muestras plasmiticas
obtenidas inmediatamente después de una didlisis en los mis

mos pacientes con IRA,
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Los plasmas de pacientes con IRC que nunca recibieron dii
lisis (n = 5) presentaron perfiles cromatoar&ficos en los
gue la curva de absorcibén a 280 nm y la de concentraci6n pep
tfdica son coincidentes con la Fracci6n A a 251 nm (Figura
25) . Las concentraciones peptidicas fueron en todos los ca-
sos, menores que las de los pacientes con IRA. Esquemas se-
mejantes presentaron las muestras pre-didlisis de 10 de 16
pacientes con IRC sometidos a tratamiento de hemodidlisis
crbnica. En los. 6 restantes no se pudieron detectar sustan-
cias peptidicas.

El estudio de las muestras del plasma de estos pacientes
después de la didlisis mostr6, en 2 de los 10 pacientes que
presentaban sustancias peptfdicas, cantidades no detectables
de las mismas y, en los 8 restantes, concentraciones pepti-
dicas menores con respecto a las de pre-didlisis.

La Figura 26 muestra el hallazgo de compuestos peptidicos
en un liquido de dializado peritoneal y en un ultrafiltrado
de hemofiltracibn,

c) Los resultados de las determinaciones cuantitativas de
péptidos realizadas en los elufidos cromatogrdficos son con
sistentes con los que mostraron las fracciones (2+3) de PM
intermedio, entre 500 y 10 000 g/mol, obtenidas por fraccio

namiento a través de membranas selectivas (Fig.7).
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Figura 24.- Curva de elucién de sustancias de BMPM del plasma

de 1 paciente con IRA, sin didlisis.Fraccionamien
to seglin el método descripto en la Fig.4.
Deteccifn: 0—0 absorbancia a 251 nm; x- - -x absor -

bancia a 280 nm;A— a4 determinacién de péptidos.
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Figura 25.- Curva de elucién de sustancias de BMPM del plasma
de 1 paciente con IRC, sin didlisis. Fraccionamien
to segfin el método descripto en la Fig.4.
Detecci6bn: 0—o0 absorbancia a 251 nm; x---x absor-

bancia a 280 nm; A——a determinaci6n de péptidos.
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Figura 26.-= Curva de elucién de sustancias de BMPM de lfiquidos

de dializado: (a) de hemofiltracién (conc.x 2); (b)
peritoneal (conc.x 3) de pacientes con IRC en tra-

tamiento dialitico. Fraccionamiento segin el mé&todo
descripto en la Fig.4.

Deteccibn: 0——0 absorbancia a 251 nm; X-- -x absor

bancia a 280 nm; A——a determinacién de péptidos.
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Los valores en estas fracciones fueron los siguientes:
IRA sin di&lisis: 81,0 + 3,2 pg/ml (n = 5)

IRC sin dialisis: 42,5 + 2,9 pg/ml (n

5)
IRC pre-didlisis: 20,5 + 3,8 pg/ml (n = 5)
Los valores se refieren a la albfimina empleada como testiago.

En la Figura 27 se muestran los diaaramas electroforéti-
cos correspondientes a las fracciones plasm&ticas (2 + 3) ,
con PM > de 500 g/mol y (4) con PM < 500 g/mol. Estas fue-
ron obtenidas, segfin el diagrama de la Fig. 7, del plasma de
pacientes con IRA (n = 5) y con IRC (n = 5).

El fraccionamiento electroforé&tico se realiz6 empleando
EAV. En la fracci6én (2 + 3) se encontrd una banda "X" ninhi-
drina positiva, con movilidad electroforética semejante a
la de la glutamina. En la fraccibén (4) se encontraron los a
mino&cidos libres caracteristicos del plasma.

En la Figura 28 se pueden comparar los diaqramas electro
foréticos de las fracciones (2 + 3) correspondientes a plas
ma y orina controles con el diagrama de la fracci6n(2 + 3)
del plasma de un paciente con insuficiencia renal. Se obser
va que la banda "X" en estudio est8 ausente del plasma del
sujeto control mientras que se encuentra en la orina de di
cho individuo.

La banda "X" no se encontr6 en el dializado peritoneal.
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Diagramas electroforéticos (EAV) correspondientes
a UF totales plasmdticos (PM<10000 g/mol) y a
las fracciones (2+3), de PM >500 g/mol y (4), de
PM <500 g/mol, de pacientes con IRC y con IRA, ob

tenidas como se describe en la Fig.7,
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=

Figura 28,- Diagramas electroforéticos (EAV) correspon-
dientes a las Fracciones (2+3) de plasma (PC)
y orina (OC) controles y de plasma de un pa-

ciente con IRA (P ) &

IRA
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El hidrolizado de la fracci6n (2 + 3), proveniente del
plasma de pacientes con IRA, produjo la liberaci6n de dis-
tintos amino&cidos, cuyas velocidades electroforéticas y
propiedades de tincifn coincidieron con las de testigos de
aglutamina, serina, alanina, glicina e histidina (Figura 29).
Estudios cualitativos con reactivos de revelacidn especifi-
cos confirmaron la presencia de histidina y permitieron de-
tectar aminodcidos sulfurados, como cistina o cistefina (in-
distinquibles porque ambos tienen la misma movilidad elec-
troforética en el medio empleado).

El hidrolizado de la fracci6én (2 + 3) proveniente del
plasma de pacientes con IRC mostrd la presencia de varios a
minodcidos, los que no se pudieron individualizar por reac-
tivos de tincibn especificos.

Cuando la electroforesis por alto voltaje se realiz6 em-
pleando soluci6n reguladora de piridina, de pH 4,7, la frac
cién (2 + 3) se desplaz6 hacia el c&todo junto con los testi
gos b&sicos ornitina, lisina y arginina.

d) La electroforesis en gel de poliacrilamida de los ultra-
filtrados totales (PM <10 000 g/mol) y de la fraccibn (2 + 3)
(PM entre 500 y 10 000 g/mol), provenientes de las mismas
muestras del plasma de los pacientes con IRA utilizadas para

la separacibn por EAV, permitieron detectar la presencia de
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Figura 29.- Diagramas electroforéticos (EAV) correspondientes
al hidrolizado de las fracciones (2+3), provenien
tes de plasmas con IRC y con IRA,

Las muestras de IRC se pueden comparar con las coO
rridas electroforéticas de los UF totales y de las

fracciones (2+43) y (4).
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Figura 30.- Electroforesis en gel de poliacrilamida del UF
total, PM < 10 000 g/mol y de la fraccién (2+3),
de PM entre 500 y 10 000 g/mol, provenientes del

plasma de un paciente con IRA,
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3 bandas, coloreadas con azul de Coomasie, en el ultrafil-
trado total y de una banda nfitida y dos mis tenues en la
fraccibn (2 + 3) (Figura 30).

No se detectaron bandas electroforéticas en la fraccién
(2 + 3) ni en el ultrafiltrado total de los plasmas de los
pacientes con IRC mediante electroforesis en gel de polia-

crilamida.

ENSAYOS CUALITATIVOS

a) Las reacciones cualitativas sobre papel de filtro fueron
realizadas en los residuos reconstituidos de las Fracciones
A, B y C. Resultaron negativas las pruebas para los siquien
tes grupos: monosacdridos, alcoholes de monosacéridos, sus-

tancias reductoras, desoxiazficares y mucopolisaciridos.

b) Ya se mencion6 la presencia de sustancias ninhidrina po
sitivas detectadas después de la EAV de fracciones obtenidas
por ultrafiltracién. Se encontraron aminodcidos libres en la
fracci6én (4) de PM < 500 g/mol y compuestos peptidicos en la

fraccibn (2 + 3) de PM > 500 g/mol

c) Se detect6 la presencia de f6sforo (debido a fosfatos 1i

bres o a compuestos orgdnicos fosforados) en el residuo re-
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constituido de la Fracci6én B del cromatograma plasm&tico de

pacientes con IRA e IRC.

d)Después del desarrollo de la cromatografia de Wyatt para
separacibn e identificaci6n de nucleb6tidos se observaron va
rias manchas con fluorescencia a 254 nm en los residuos re-
constitufdos de las Fracciones A y B de los pacientes urémi
cos, pero los Rf de las mismas no coincidieron con los de

las bases pfiricas ni pirimidinicas.

e) Se encontraron varios compuestos con intensa fluorescen-
cia con excitacibn a 254 nm al exponer los papeles del frac
cionamiento por EAV de las fracciones (1) (2 +3)y (4) de
los pacientes urémicos. Dicha fluorescencia estuvo ausente
en los controles.

Esos compuestos no pudieron ser identificados, afin cuando
se los compararon con diversas sustancias que presentaban
fluorescencia similar a esa longitud de onda. No parecieron
corresponder a vitaminas ni otros medicamentos recibidos por

los pacientes.,

f) Urea: dentro del volumen de elucién correspondiente a la

Fracci6bn B se detect6 la presencia de urea mediante:
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- Mé&todo quimico

- Fraccionamiento por EAV y deteccién con el reactivo de
Ehrlich. Se caracteriz6 por su velocidad de miagracién e-
lectroforética y propiedades de tincién en comparacibn

con testigo de urea.

g) Se detect6 la presencia de creatinina dentro de los e-

luidos de la Fracci6én B mediante:

- Cromatografia de elucifn de una solucibn testigo de crea
tinina en el sistema empleado para el trabajo (Fig.4).Se
determinS, por este medio, el volumen de elucién corres-
pondiente,

- Espectro de absorcién en UV entre 230 y 320 nm: ya se men
cion6 la comparacién entre los espectros de absorci6én de la
creatinina y el de la Fracci6én B (Fig. 23 (a)).

- Mé&todo gquimico.

h) En los eluidos correspondientes a la Fraccibén D se detec

t6 la presencia de &cido firico mediante:

- Mé&todo quimico.

- Espectros de absorcibn en UV: ya se mencion6 la concordan
cia del espectro de absorci6n del &acido Grico con el de

la Fraccién D (Fig.23 (b)).
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Conclusiones: (E)

Se determind la presencia de:

- Urea y creatinina en la Fraccidén B

- Acido tGrico en la Fraccidn D

- Componentes peptidicos -algunos de cuyos aminodcidos cons
tituyentes fueron identificados- en la Fraccidn A, en ma-
yor concentracidn en los pacientes con IRA que en los con
IRC.

- Diversos compuestos fluorescentes sin identificar en frac

ciones correspondientes a distintos rangos de PM.

3. Fraccionamiento y caracterizacifn de sustancias de BMPM en

eritrocitos

La Figura 31 muestra los perfiles cromatogrdficos caracte-
risticos obtenidos por fraccionamiento de los ultrafiltrados
plasmaticos de sujetos controles y de pacientes con IRC me -
diante el sistema de una sola columna de Sephadex G-15 (0.9 x
100 cm) . Se observ6 una mayor concentracibén de sustancias de
BMPM con absorbancia en UV en los plasmas de IRC. Los resulta
dos fueron concordantes con los obtenidos con el método croma
toagr&fico de dos columnas detallado en la Fig.4.

La Figqura 32 (a, b y c) muestra los perfiles cromatografi-



Abs

251 nm A

0,64

0,31

—+===== CONTROL
IRC

V.E. (ml)

Figura 31.- Perfiles cromatogrdficos plasmidticos de sustan-

cias de BMPM correspondientes a un sujeto con -
trol y a un paciente con IRC.
Fraccionamiento: columna de Sephadex G-15 (0,9 x

100 cm); eluyente NH,CO_H 20 mmol/l; siembra 1 ml

4773
de ultrafiltrado plasmidtico PM-10.
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cos correspondientes a los ultrafiltrados de lisados de eri-
trocitos de sujetos controles.La Figura 33 (a,byc) muestra los
perfilescorrespondientes a los pacientes con IRC. En ambas fi
guras s6lo estén representados aquellos diagramas que mostra-
ron diferencias entre si, ya que los demds presentaron perfi-
les similares.

En los diacramas se diferencian 4 zonas de sustancias con
absorbancia en UV: A,B,C y D. La fraccién A estd formada por
varios picos dificiles de resolver.

En la Tabla XIV se presentan los valores medios correspondien
tes a las &reas integradas de cada fraccif6n.

Los resultados de los estudios de identificacibén para las
diferentes fracciones se muestran en la Tabla XV. Se detecta-
ron sustancias ninhidrina positivas y pé&ptidos (Folin positi-
vos) s6lo en la fracci6bn A, confirmado el fraccionamiento
electroforético por EAV de compuestos peptidicos en esa frac-
ciébn.

Se comprob6, también, en la fraccibn A la presencia de glu
tation mediante las siguientes pruebas:

a) Tiempo de retencifn en la columna cromatogréfica: se encon
tr6 concordancia entre el volumen de elucibén de la fraccibén A
y el de testigo de glutation.

b) Electroforesis por alto voltaje revelada con reactivo de i
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(a) D (b)
Abs Abs
251 nm ] 251 nm
A C
0,64 0,6- |
D
B C B
0,3 A 0,3
T 1 T | 1 1 1
20 60 20 60
V.E. (ml) V.E, (mb)
Abs ¢
251 mm
ﬂ (c)
0,6-
B D
0,34 A
1

20 60
V.E. (ml)

Figura 32.- Perfiles cromatogrdficos de ultrafiltrados
(PM < 10 000 g/mol) de eritrocitos lisados
correspondientes a sujetos controles.
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A (a) A (b)
Abs Abs
251 nm D 251 nm ﬂ
ﬂ C

0,6 T 0,6 -

: |

C
0,3 4 0,3 B
D

20 60 20 60
V.E. (ml) V.E,(ml)
Abs
(c)
251 nm
7] C
A
0,3 B
D
20 60
V+E, (ml)

Figura 33.- Perfiles cromatogré&ficos de ultrafiltrados
(PM < 10 000 g/mol) de eritrocitos lisados

correspondientes a pacientes con IRC.
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dentificacién para grupos tioles: la velocidad de miaraciobn e
lectroforética y las caracteristicas de tinci6én de los elui -
dos de la fraccibn A fueron similares a las de una muestra
testigo de glutation.

c) Espectro de fluorescencia: se observ6 concordancia de los
espectros de fluorescencia que mostraron los eluidos de la
fraccién A con el de una solucibn testico de glutation. Los
maximos de excitacifén y emisifn se obtuvieron, en ambos casos,
a las longitudes de onda de 420 y 435 nm, respectivamente.

En la fraccién B se detect6 la presencia de creatinina y
se la determiné cuantitativamente por método quimico. Se en -
contraron valores significativamente mis elevados en la frac-
cibn correspondiente a los lisados de eritrocitos de los pa -

cientes con IRC con respecto a los controles (Tabla XV).

Conclusiones: (F)

- Se encontraron sustancias de BMPM con absorbancia en UV (pi
cos A, B, C y D) presentes en los lisados de eritrocitos
controles y urémicos.

- Los perfiles cromatograficos eritrocitarios mostraron dife-
rencias individuales, tanto entre los sujetos controles co-
mo entre los pacientes con IRC.

- Se detectd la presencia de glutation, péptidos, creatinina

y dcido Grico dentro de las fracciones de BMPM
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Estudios de toxicidad

1.

EFECTOS DE LAS SUSTANCIAS DE BMPM SOBRE LA RESPUESTA LINFO-

PROLIFERATIVA

a) Los ultrafiltrados plasmiticos (PM 10000 g/mol) corres
pondientes a los pacientes urémicos (IRA e IRC; n = 4) mos-
traron una importante inhibicién de los cultivos estimula -
dos por células alogeneicas (MLC). La incorporacién de 3H -
timidina fue de 10% para la IRA y 12% para la IRC, en compa

racién con el control de suero humano normal.

b) La Ficura 34 muestra los resultados obtenidos en uno de
los ensayos de toxicidad, donde los cultivos de linfocitos
estimulados por PHA y por células aloaeneicas (MLC) fueron
realizados en presencia de sustancias de BMPM totales plas
maticas provenientes de un sujeto control y de un paciente
con IRC, La estimulacifn celular se determiné por la incor-
poracién de 3H-timidina y se midi6 en cpm. En la figura se
puede observar la importante inhibici6én de la proliferacibn
celular causada por las fracciones urémicas plasmiticas ,
tanto en el cultivo mixto de linfocitos como en el estimula
do por PHA (68% y 54% de inhibici6n, respectivamente, con

respecto al control realizado en ausencia de fracciones).
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La Fig.34 es representativa de los resultados obtenidos
con todos los pacientes, cuyo resumen se muestra en la Ta -
bla XVI y en la Figura 35. Los valores estan expresados co-
mo promedios y una desviacibén est&ndar de los porcentajes
de estimulacién calculados con respecto al cultivo control
-gue no incluy6 sustancias de BMPM- considerado como 100%.

El ensayo aut6loco corresponde a una sola poblacién de
linfocitos (sin estimulacibén) y el ensayo blanco, al medio
de cultivo con nutrientes pero en ausencia de poblaciones
celulares. Ambos ensayos constituyen controles de la técni-
ca empleada y fueron incorporados en todos los estudios.

Las fracciones de BMPM totales urémicas s6lo permitieron
un pobre crecimiento celular en el MLC (25 + 10,9 % las de
IRC y 11 + 8,5 % las de IRA). Las fracciones provenientes
del plasma de sujetos controles no afectaron, en promedio,
el crecimiento celular normal (94 + 46,5 % de estimulacién).
Se encontraron variaciones en las respuestas de las fraccio
nes controles debido a que, en cada cultivo, se emplearon
muestras correspondientes a diferentes individuos. AGn asf{,
en todos los estudios las fracciones de BMPM del grupo con-
trol produjeron mayor incorporacién de 3H-timidina que las
del grupo urémico ensayadas en el mismo cultivo.

La Fracci6n A, de la IRC, produjo una leve estimulacién
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Tabla XVI.- Efectos producidos por las fracciones de BMPM

sabre la proliferaci6n celular "in vitro"

(*)

Cultivos estimulados con PHA $ de estimulacibn
BMPM oo n =3 94 + 1,4
BMPM n = 3 48 + 16,5
Cultivo Mixto de Linfocitos % de estimulacidn(*)
Blanco n =18 1+ 0,3
Autdlogo n = 18 3+ 1,5
BMPM .\ reoL n =7 94 + 46,5
BMPM_ . n=9 25 + 10,9

Alpc n =9 110 + 32,5

Bire n = 10 27 + 17,4

Clire n = 11 19 + 12,1

Dirc n =2 14 + 2,8

Plre n =2 13 + 2,1
BMPM_ o\ n = 2 11 + 8,5

Alra n = 2 10 + 1,4

Bipa n =2 22 + 9,2

Clpa n =2 4 + 1,4

Diga n =2 7+ 2,8

(*) X + s de la incorporacidn de 3H—timidina con respecto al

cultivo control que no incluyd fracciones.
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celular (110 + 32,5%). Las restantes fracciones de la IRC y
todas las de la IRA produjeron distintos arados de inhibi -
cién de la proliferacién celular.

Se encontraron efectos inhibitorios producidos por las
fracciones P y D , cuando se emplearon muestras en las que
se encontraban presentes.

Se trataron de establecer las correlaciones entre las
concentraciones de las sustancias de BMPM totales y de cada
una de sus fracciones con los efectos producidos sobre la
proliferacién celular. Se encontré6 que s6lo la Fraccién A ,
de los plasmas provenientes de pacientes con IRC, mostraba
correlacién lineal directa con el arado de estimulacién del
MLC (r = 0,97; p< 0,001; n = 8).

Las observaciones morfolbaicas se realizaron, en varios
estudios, simult&neamente con la determinacién de incorpora
ci6én de timidina radiactiva. Los resultados mostraron una
pobre transformacién bléstica (27 + 15,3 %) cuando las célu
las se incubaron con fracciones de BMPM urémicas, a diferen
cia de la hallada cuando los cultivos se realizaron en pre-
sencia de fracciones provenientes de sujetos controles , cu
yo valor fue de 83 + 5,8 %.

La viabilidad celular se mantuvo inalterada en todos los

casos.
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La dilucib6n de las muestras en estudio produjo la dismi-
nucibn de los efectos, tanto de estimulacién como de inhi -
bicién.

No se encontraron correlaciones entre los efectos produ-
cidos por las fracciones plasmédticas A, B y C y el nGmero

de linfocitos circulantes en la sangre de los pacientes.

c) La Figura 36 muestra los volGmenes de elucibén correspon-
dientes a 11 subfracciones de sustancias de BMPM, con y sin
absorbancia en el rango de UV, provenientes de pacientes
con IRC, en las que se investig6 la accibn tb6xica. En la
misma Figura se presentan los resultados de los efectos que
sobre la proliferacibn celular, produjeron cada una de las
subfracciones.

Los ensayos efectuados con plasma de pacientes con IRC
(n = 5) mostraron una estimulacibén celular muy marcada (en-
tre 119 y 500 %) por accibén de la subfraccibn ¥ y una im
portante inhibicién (9 + 8,4 % de incorporacibn de 3H—timi-
dina) cuando se estudi6 la subfracci6n F . Ambas, K y P '
est8n incluidas dentro de los volGimenes de elucibn corres -
pondientes al pico A.

Las subfracciones W , f y W , con volGmenes de elu -

cibn correspondientes a los de sustancias con BPM, produje-
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ron inhibicién de la proliferacibén celular (20 + 13,4% de
incorporacidn de 3H—timidina).

Los resultados obtenidos con las restantes fracciones
mostraron gran dispersifn debido a diferencias individuales
produciendo, en algunos ensayos, inhibicién y, en otros,
ningGn efecto.

Las mismas 11 subfracciones, obtenidas a partir de plas-
ma de sujetos controles (n = 3) no produjeron un efecto im-
portante 'sobre el crecimiento celular, encontr&ndose valo -

res de estimulacién entre 50 y 105 % .

d) Los eluidos cromatogr&ficos (Figs. B8(a) y 8 (b)) de las
fracciones obtenidas por ultrafiltracién de plasma urémico

(IRC e IRA) a través de membranas selectivas, segfin el pro-
cedimiento descripto en la Fig. 7, mostraron los siguientes
resultados cuando fueron incubados con los linfocitos en el
MLC:

IRC (Figura 8 a)

Fracci6n 2 (10000 > PM > 1 000)

Pico finico (dentro de la Fraccién A) Sin efecto sobre el

crecimiento

Fracci6n 3 (1000 = PM > 500)

Pico 1° (dentro de la Fraccién A) T Estimulaci6n
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Pico 2° (dentro de la Fraccién B) li Inhibici6n ++

Fracci6n 4 (PM < 500)

Pico 1°(dentro de la Fraccién B) T Estimulacibn
Pico 2°(dentro de la Fraccién C) LJ Inhibici6n ++
Pico 3°(dentro de la Fracci6n D) l Inhibicibn +

IRA (Figura 8 b)

Fraccién 2 (10000 > PM > 1 000)

Pico Gnico (dentro de la Fraccién A) ¢¢ Inhibicién ++

Fracci6n 3 (1000 > PM > 500)

Pico inico (abarca A + B + C) ¢L Inhibicibn ++

Fraccién 4 (PM < 500)

Pico 1° (dentro de la Fraccién B) i Inhibici6n +

Pico 2° (dentro de la Fraccién C) L¢ Inhibicibn ++

En los estudios en los que se empleS plasma de IRC, dos
fracciones, de diferentes PM,mostraron estimulacién del cul
tivo , una no afect6 el crecimiento celular y las restantes
produjeron inhibicién en distintos grados.

Todas las fracciones provenientes del plasma de IRA pro-

dujeron inhibici6n marcada de la proliferacibén celular.

e) La Tabla XVII muestra los resultados de los efectos que



Tabla XVII.-

SUSTANCIA PM CONCENTRACION
Creatinina 113 1,8 mmol/1l
Urea 60 0,15 mol/l
Acido QGrico 168 0,9 mmol/l
Guanidina.ClH 96 0,1 mmol/l
Metilguanidina.ClH 111 0,1 mmol/1
Espermina(ClH)4 348 0,03 mmol/1
Espermidina(ClH)3 255 0,04 mmol/1
Putrescina(ClH)2 161 0,06 mmol/1l
Cadaverina 102 0,4 mmol/1
ATP 507 0,02 mmol/1l
Glutation 614 1,2 mmol/1l
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Efectos producidos por sustancias testigos sobre

la proliferacién celular en el PMLC

(*)

X + s de la incorporacidn de

con respecto al cultivo control,

cias en estudio.

3 e oas
H-timidina en cada ensayo

% DE ESTIMULACION

75

63

25

51

70

38

60

93

21

112

I+ I+ I+ 1+ |+ |+ I+ I+ I+ I+

I+

35,9

que no incluyd sustan-

(*)
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presentaron diversas sustancias testigos sobre la prolifera
cibn celular estudiada por el MLC.

Se destaca la importante inhibicibén producida por el glu
tation y, en menor proporcién, por el &cido Grico y por las

poliaminas espermina y cadaverina.

Conclusiones: (G)

Las fracciones y subfracciones, conteniendo sustancias de
BMPM, provenientes de plasma de sujetos controles no afec

taron la respuesta linfoproliferativa.

- Una subfraccidn (f§) de plasma de IRC, ubicada dentro de

los eluidos del pico A, produjo estimulacidn del MLC.

- Varias subfracciones de plasma de IRC , de diferentes
PM (con y sin absorbancia en UV), produjeron diversos gra

dos de inhibicidn del MLC.

- Todas las fracciones y subfracciones, provenientes de

plasma de IRA , produjeron inhibicidn del MLC.
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EFECTOS DE LAS SUSTANCIAS DE BMPM SOBRE LA ACTIVIDAD

NEUROMUSCULAR

La Tabla XVIII muestra los resultados obtenidos en la es
timacién de la eficiencia muscular y los correspondientes a
los estudios de las propiedades mecdnicas del mGsculo y a
los de velocidad de conduccibn nerviosa:

EM: eficiencia muscular, tiempo de permanencia durante el
cual los animales se mantienen colgados de una barra suspen
dida a 50 cm de altura, hasta la caida.

Is: tensibén de la contraccifén simple.

gt: tensibén de la contraccibn teténica.

TC: tiempo de contraccién.

T1/2R: tiempo medio de relajacibn.

EA: duracibn del estado activo.

é(PA): amplitud del potencial de accién evocado.
Retardos de las primera y segunda deflexiones.
Duraci6n de las primera y segunda deflexiones.
Duracién total del complejo.

VCN: velocidad de conduccibn nerviosa.

Se presentan los datos correspondientes a los cuatro gru

pos experimentales estudiados:
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RATAS CONTROL 1: inyectadas con solucibn glucosasa isoténica.
RATAS CONTROL 2: inyectadas con sustancias de BMPM plasmati
cas correspondientes a sujetos controles.

RATAS IRC: inyectadas con sustancias de BMPM plasmdticas co
rrespondientes a pacientes con IRC.

RATAS IRA: inyectadas con sustancias de BMPM plasmiticas co

rrespondientes a pacientes con IRA,

No se redujo la VCN ni se presentaron modificaciones en
los distintos cbmponentes del potencial de accién cuando
los animales fueron inyectados con sustancias urémicas.

Los datos de la osmolaridad plasmitica de las muestras
de las ratas, obtenidas al final de la experiencia, se mues
tran a continuacién:

RATAS CONTROL 1: 331 + 73,9 mOsm/1
RATAS CONTROL 2: 311 + 17,7 mOsm/1

RATAS IRC

312 + 47,8 mOsm/1
RATAS IRA : 314 + 4,8 mOsm/1
No se encontraron diferencias estadisticamente signifi -

tivas.

Para el estudio estadistico entre los distintos grupos
se empleb analisis de varianza de un factor, con posterio-

res contrastes de Scheffé.
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Los siguientes datos corresponden a las concentraciones
de sustancias de BMI'M presentes en el plasma de las ratas
inyectadas con sustancias de BMPM provenientes del plasma
de pacientes con IRC. Se comparan con las concentraciones de
las sustancias urémicas retenidas en el plasma de las ratas
por efecto de la nefrectomia.

Para el fraccionamiento se empleb una mezcla de las mues

tras correspondientes a cada grupo

BMPMtOt. A B C D
Sin nefr. ni inyec. UAAL/] 14,4 2,3 1,5 4,9 5,7
20 min nefr.sin iny. UAATI/1 21,6 5,3 4,3 7,3 4,7
cantidad inyectada UAAIL 0,5
20 min nefr.+ iny.IRC UAAIL/1 15,3 2,3 2,3 4,3 6,4
45 min nefr.sin iny. UAAI/1 20,6 7,4 4,2 9,0 0
cantidad inyectada UAAI 1,1 0,4 0,6 0,1 0
45 min nefr.+ iny.IRC UAAI/1 23,6 7,0 11,0 5,6 0
180 min nefr.sin iny. UAAI/1 23,7 4,7 5,1 8,4 5,5
360 min nefr.sin iny. UAAT/1 43,9 10,2 15,5 18,2 0
cantidad inyectada UAAI 0,2 0,06 0,13 0,01 0

360 min nefr.+ iny.IRC UAAI/1 49,2 16,9 14,7 17,6 0
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No se pueden diferenciar las variaciones entre los trata
mientos de las debidas al comportamiento individual de cada

animal

EFECTOS DE LAS SUSTANCIAS DE BMPM SOBRE NERVIO AISLADO DE

RANA

En la tabla XIX se muestran los resultados del porcenta-
je de la disminucién de la amplitud, del porcentaje del au-
mento de la latencia y de la duracidén del potencial de ac-
cidn.

La comparacién entre los grupos 1 y 3 no mostré6 diferen-
cias en lo referente a las modificaciones de la amplitud vy
de la latencia del potencial de accibén, mientras que se ob-
servaron diferencias significativas con respecto a la dura-
cibén del mismo (p < 0,05).

Los grupos 2 y 3 no presentaron diferencias significati-
vas para ninguna de las variables determinadas.

La importante disminucién del PA provocada por las mues-
tras del Grupo 4a fue reversible, luego del lavado del ner-
vio con solucibén de Ringer.

Después del ajuste del pH, osmolaridad y de las concentra
ciones de Na+ 3% K+ las disminuciones de la amplitud del PA
fueron mucho menores. Uno de los ensayos, aqui inclufido, no

produjo modificaciones del PA después de la normalizacibn de
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Tabla XIX.- Modificaciones de la duracib6n, amplitud y latencia

del potencial de accion en los ensayos sobre nervio

sural aislado de rana.

Disminucibn Aumento de .
Duracién
de la amplitud la latencia
% % ms
Grupo 1
Control 0 0 1,4 hl 1,43
Grupo 2
IRC s/neurop. 0 0 16,4 + 10,61
Grupo 3
IRC c/neurop. 0 12,5-60-100 23,2 + 4,79
Grupo 4 a 88,6 + 6,01 | 35,9 + 32,16 | No se midi6
Orina s/corr.
Grupo 4 b
. 29,0 + 18,9 33,3 + 24,06 20,1 + 8,54
Orina corr. — - -

Los resultados se expresan como promedio y error est&ndar
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la muestra.

Se encontraron diferencias estadisticamente sionificati-
vas (p < 0,05) cuando se compararon los resultados de la dis
minucién de la amplitud del PA producida por los Grupos 4a

y 4b.

La Figura 37 muestra los perfiles cromatogrédficos corres
pondientes a las muestras del grupo 4b (UF de orinas norma-
lizadas).

Las concentraciones de sustancias de BMPM totales en las
muestras empleadas para estudiar la toxicidad sobre nervio

aislado de rana fueron:

Muestra N°3 : 49 UAAI/1

Muestra N°5 : 39 UAAI/]
Muestra N°2 :212 UAAI/1l

No se observ6 correlacifén entre las concentraciones de
sustancias de BMPM presentes en las muestras y las modifica

ciones del PA que é&stas produjeron en el ensayo "in vitro".

Conclusiones: (H)

- No se encontraron alteraciones de la actividad neuromuscu
lar en ratas inyectadas con fracciones de BMPM de IRC y

de IRA, con respecto a las controles.
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Abs Muestra N° 3 Abs Muestra N° 5
251 nm 251 mm
0,47 0,41
0,2- 0,2-
/T T T L= ' :
20 40 60 20 40 60
V.E, ml V,E, mL
Abs Muestra N° 2
251 mm
0,61
0,44
0,21
Lﬂk—_T T T T
20 40 60 80
V.E.ml

Figura 37.- Perfiles cromatogr&ficos de las muestras de UF de
orinas normalizadas empleadas para estudiar la ac-
cién de sustancias de BMPM sobre nervio aislado de

rana.



5.

- 204 -

- No se encontraron diferencias de los efectos sobre el PA,
en nervio aislado de rana, producidos por las muestras
provenientes de pacientes con IRC con y sin polineuropa -

-

tla.

- Las modificaciones drasticas del PA producidas por algu -
nas muestras desaparecieron o disminuyeron significativa-
mente después de la correccidn de la composicidn de las

soluciones empleadas.

Resultados obtenidos al someter los datos a un andlisis

factorial de correspondencias (A.F.C.)

Los resultados se observan en las Figuras 38, 39 y 40.

Cuando se analizaron las variables de los individuos de
los tres grupos experimentales (C, IRC e IRA) se encontré
que con los 3 primeros ejes se explicaba el 82% de la varian-
za total, correspondiendo a los 2 primeros ejes la explica -
cién del 72% de la misma.

La Figura 38 corresponde a la proyeccibén sobre el plano
1-2 de las 32 variables correspondientes a los grupos C, IRC
e IRA. El primer eje (abscisas) caracteriza el estado de sa -

lud (separacib6n de sujetos controles, IR 01, de los pacientes
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urémicos, IR 02 e IR 03). El segundo eje (ordenadas) caracte-

riza el tipo de enfermedad (separacibn entre IRC e IRA).

Las Figuras 39 y 40 muestran las proyecciones sobre los

planos 1-2 y 1-3, respectivamente, de las variables correspon

dientes a los grupos IRC e IRA.

Se pueden resumir los resultados:

- Los valores mas elevados de las concentraciones plasmiticas

de sustancias de BMPM totales (BM 07, BM 08), de las frac -
ciones A (AZ 03,AZ 04) y B (BZ 04, BZ 05) y de los porcenta
jes del pico A (AO 05) se asociaron con la IRA (IR 03), con
periodos prolongados (TP 03) de 3 a 6 dias de oliguria (OL
02) y con etiologias de aborto séptico con sindrome de Mon-
dor (ET 03), post-quirGrgicas (ET 04) y post-parto (ET 05).
La mayor proporcién encontrada para la variable B% (BO 06)
se asoci6 con la IRC, independientemente de las concentra -
ciones totales de sustancias de BMPM.

Los valores de las concentraciones plasmiticas de sustan -
cias de BMPM totales encontrados en la IRC (BM 04), junto
con porcentajes bajos de la Fraccién A (AO 02) se asociaron
con periodos prolongados de evoluci6n de la enfermedad (TM
04, T 05), con HTA severa (HT 04, HT 05) y con la presen -

cia de alteraciones 6seas (0S 04) .

- Concentraciones elevadas de la Fracci6én A (AZ 03) se asocia
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ron con el tratamiento con antibi6ticos de los pacientes
con IRA (MP 03).

La variable etiologia de la IRA pre-renal (ET 07) se asociS
con porcentajes de la Fracci6n A mucho mayores (AO 05) que
los de la Fraccién B (AO 01).

Valores normales de las variables sodio (NA 02), potasio
(KP 02), calcio (CA 02) y &cido Grico (AU 02) plasméticos
se asociaron con valores moderadamente elevados de f6sforo
plasmdtico (PP 03, PP 04) y con valores de sustancias de
BMPM totales superiores a los valores normales (BM 02), co-
rrespondientes a pacientes con IRC.

La presencia de alteraciones neurol6gicas en la IRC no se
asoci6 con el tiemro de evolucién de la enfermedad ni con
la severidad de otros sintomas.

No mostraron relevancia las variables sexo, edad ni la pre-
sencia en el cromatograma de la Fraccién P,

La variable grado de anemia no aport6 informacibén para se -
parar las dos enfermedades (IRC e IRA) ni se asoci6 con la
severidad de la insuficiencia renal, medida por el clearan-

ce de creatinina y por la concentracifn de urea plasmitica.



DISCUSION

DISCUSION DE LA METODOLOGIA

La eleccibén de la separacib6n de sustancias en base a sus
pesos moleculares se fundamenta en la importancia atribufda a
la toxicidad potencial de las "moléculas medias", enunciada en
la hip6tesis de Babb et al. (1971, 1972 a).

En este trabajo se probaron diversos sistemas de columnas
de fraccionamiento para cromatograffa de exclusibén. El que se
muestra en la Figura 2 permite una buena separacién entre los
componentes de elevado peso molecular (proteinas plasméticas,
entre ellos) y los de bajo peso molecular, mediante el fraccio-
namiento en Sephadex G-75, pero la necesidad de concentrar los
elufdos -por evaporacibn al vacfo, ultrafiltracibn o liofiliza-
ci6bn- para proceder a un nuevo fraccionamiento cromatogréfico
en Sephadex G-15 o G-25 prolonga demasiado el tiempo de los and
lisis sin una buena justificaci6n para ello. La separacién de
componentes de alto peso molecular se puede lograr mediante ul-
trafiltracif6n inicial de las muestras a través de membrabas Dia
flo PM-10, de tamanho de poro tal que permiten la retencibén de
sustancias con pesos moleculares mayores de, aproximadamente ,
10 000 g/mol.

El fraccionamiento mediante cromatografia de filtraci6n
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por geles se basa en el principio de separacién por pesos mole-
culares pero es s6lo aproximadamente cierto. Lo anterior se co-
rrobora, en este trabajo, al intentar calibrar el sistema de
filtracibn con una serie de compuestos de PM conocido. Los da -
tos graficados en la Figura 6 muestran que si bien algunos com-
puestos se ubican en un orden esperado por su PM, otros presen-
tan un comportamiento anfémalo. Bradiquinina y vitamina B12' con
estructuras totalmente diferentes, son retenidas en la columna
debido, probablemente, a un efecto de interaccib6n de las sustan
cias con las particulas de Sephadex. En cambio, creatinina y u-
rea eluyen en un volumen mucho menor que el que les corresponde
ria por su PM. Este comportamiento es dificil de interpretar ,
no pudiéndose determinar que esos compuestos sufran agregaci6n
molecular durante el proceso de filtracién.

Los resultados obtenidos con los compuestos de PM conoci-
do utilizados muestran que el volumen de elucibn necesario para
separar varios solutos de la columna de Sephadex no guarda una
relacién inversa estricta con los logaritmos de los PM de los
solutos. Ya en otros trabajos se habian mencionado problemas si
milares con algunos marcadores de peso molecular (Cueille,1978;
Chapman et al.,1980).

Muchos de los compuestos empleados para la calibracién -

-creatinina, urea , &dcido Grico, guanidina- fueron elegidos por
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que se encuentran presentes en concentraciones aumentadas en la
uremia., La vitamina B12 se incluye, especialmente, en este estu
dio debido a que ‘es un maracador muy empleado para este tipo

de calibracibn y porque gran cantidad de investigaciones reali-
zadas en el tema adjudican un "peso molecular medio" a aquellas
fracciones que eluyen en las cercanias de la vitamina B12' sepa
rédndolas, de ese modo, de las sustancias de BPM.

En base a los resultados presentes se puede sugerir que e

sas fracciones, definidas de tal modo como "molé&culas medias"

-e

(DzGrik et al.,1973 a; Migone et al.,1974; Chang et al.,b1974

Man et al.,1976; Flirst et al,,1976; Mamdani et al.,1979), po
drfian corresponder a sustancias de tamano menor, como ya han de
mostrado algunos de esos investigadores, Es asi como, de la
fraccién 7c de First (asociada a los pacientes urémicos y ausen
te en los sujetos normales), que en un principio se ubic6 entre
1200-1400 g/mol de PM (Fiirst et al., 1976), se ha aislado, re-
cientemente, su principal componente con PM de 371 g/mol (Bergs-
trém et al.,1981; Zimmerman et al.,1981)., Tambi&n Chapman et al
(1981) obtuvieron para la fraccibn 7c de Fiirst un PM entre 500
y 700 g/mol mediante el estudio de la depuracién de la fraccién
7c en un dializador calibrado (MTSC 1,0; Fresenius, Franckfurt)
Yy por extrapolaci6n del valor del clearance obtenido en una

curva de calibracién (ln PM vs. Coust ). Lo mismo sucedié con
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la fraccibn b4_2 de Funck-Brentano, Mientras que, inicialmente,
se le adjudic6 un PM de 1200 g/mol por su comportamiento cro-
matogrdfico (Funck-Brentano et al.,1975), después de purificar-
la se determin6é que corresponderia a, aproximadamente, 500-600
g/mol (Cueille et al.,1981).

Luego de esas evidencias se puede suponer que otras frac-
ciones (reportadas por diferentes autores) cuyos PM fueron esti
mados por cromatografia de filtracibén por geles compar&ndolos
con los de marcadores conocidos, podrfan también corresponder a
tamanos menores.,

Por los datos obtenidos en el presente trabajo queda de -
mostrado que la vitamina B12 es un mal marcador de pesos mole -
culares para calibrar columnas de Sephadex G-25 y G-15. De la
misma manera, es probable gue tampoco sea un buen parimetro pa-
ra calcular el clearance de "moléculas medias" in vitro e in vi
vo, a través de membranas biolb6gicas o sintéticas, como se ha
empleado en algunos estudios (Babb et al,,1973), ya que el com-
portamiento de interacci6én de la vitamina B12 con tales membra-
nas no fue determinado.

A la luz de las demostraciones presentes, numerosos resul
tados publicados en la bibliografia deberian ser nuevamente dis
cutidos.

Ademds de los expuestos, otros hallazgos del presente tra



- 214 -

bajo confirman la falta de una estricta discriminacién de com -
puestos de diferente tamafno molecular mediante filtracibn por
geles:

- El1 hecho de que el espectro de absorcién de la Fraccién B no
se modifique con las variaciones del pH del medio en forma para
lela al de la creatinina y la ausencia de correlacién entre las
superficies integradas de los picos B (en la IRC) y las concen-
traciones plasmdticas de creatinina determinadas por método qui
mico indicarfa que dicha fraccibén estd constituida por mis de u
na sustancia, incluyendo, entre ellas, a la creatinina, Esta su
gerencia se corrobora al separar las fracciones por membranas
selectivas, técnica mediante la que se puede demostrar que algu
nos compuestos de la Fraccién B tienen PM entre 1000 y 500 g/mol
y otros, menores de 500 g/mol,

- Los resultados de la determinacién de péptidos en los eluidos
cromatogr&ficos corroboran la suposicibn de que las fracciones
separadas estin compuestas por un grupo de sustancias de dife -
rentes caracteristicas e indican que los compuestos peptidicos
no son los finicos responsables de la absorbancia a 280 nm, ya
gue ambas curvas -la de absorcifén a 280 nm y la de concentra -
ci6én peptidica- no se corresponden en muchos de los pacientes

con IRC sometidos a tratamiento hemodialitico.
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Los resultados de ultrafiltracién a través de membranas
con tamanos de retencibn calibrados permitirfan descartar la in
teraccidén de las sustancias con las membranas empleadas, des -
cripta por otros autores (Buckalew, 1972; Klein et al., 1981).
La buena reproducibilidad obtenida con una misma muestra a di -
ferentes pH y con muestras de distintos individuos, a pesar de
haberse empleado volimenes de muestra y tiempos de ultrafiltra-
cién muy diferentes, mostrarfa que el fraccionamiento es adecua
do y que, probablemente, no se producen fenbmenos de adsorcifn
0 se minimizan los de interaccifén con la membrana por la incor-
poracibn de la diafiltraci6bn dentro del proceso.

La combinacién de las técnicas de cromatografia de filtra
cibn por geles y la separacibén por membranas selectivas permite
determinar que algunas fracciones, preferentemente los picos B
y C, estarian compuestos por sustancias de muy diferente PM.

Los datos obtenidos evidencian que:

1) La filtracibn por geles no es una técnica analitica a-
propiada para determinar la concentracibn de "molé&culas medias",
conclusién que se desprende, también, de datos publicados re -
cientemente (Schoots et al., 1982) obtenidos empleando, ademé&s,
técnicas de cromatoaraffa gaseosa, espectrometria de masa, iso-
tacoforesis y cromatografia liguida de alta presibn, para carac

terizar las fracciones separadas previamente por Sephadex.
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2) La combinacidén de las técnicas de cromatografia de ex-
clusibn y ultrafiltracién por membranas selectivas permite obte
ner fracciones con pesos moleculares menores de, aproximadamen-
te, 2500 g/mol (ya que las sustancias mayores son, prdcticamen
te, excluidas del sistema) y establecer ciertos limites entre
las mismas. En la Fraccién A se encontrarian los componentes
con mayor PM, ya que no se hallaron, formando parte de la misma,
sustancias con absorbancia en UV con pesos moleculares menores
de 500 g/mol. En las Fracciones restantes, de menor PM (B, C y
D) no se encontraron sustancias con pesos moleculares mayores
de 1000 g/mol.

En base a esos resultados, el conjunto de las fracciones
obtenidas puede ser considerado como constitufdo por sustancias
de bajo y mediano peso rolecular (BMPM) y, como tal, estudiar
las caracteristicas y efectos t6xicos de las mismas, indepen -
dientemente de las diferencias entre los pesos moleculares de

las sustancias componentes de las distintas fracciones.

Para semicuantificar los resultados se emplea el método
de integracibn de &reas. Como se observa en la Figura 9, dentro
de un rango adecuado para la lectura de absorbancia, se encuen-
tra correlacifn lineal entre las cantidades de muestra utiliza-

das para realizar el fraccionamiento y las superficies de cada
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pico en el diagrama cromatogr&fico.

La metodoloafa empleada no permite comparar las &dreas de
los diferentes picos obtenidos dentro de un cromatograma, adju-
dicdndoles una relaci6én lineal drea-concentracién, debido a que
cada fraccib6n (A, B, C y D) estd constituida por diferentes sus
tancias con absorbancia en UV, cada una de ellas con distinta
absortividad molar a la longitud de onda a la que se estd detec
tando. Las dreas no s6lo estarian determinadas por la cantidad
de una sustancia dada sino también por las caracteristicas de
absorci6n de la luz que tiene esa sustancia, caracteristicas de
pendientes de la estructura quimica del compuesto y de las pro-
piedades del medio. Por lo tanto, s6lo pueden obtenerse datos
semicuantitativos,

Las magnitudes absolutas de las fracciones no pueden de -
terminarse debido a la imposibilidad de realizar curvas de refe
rencia con sustanclas testigos conocidas, ya que se desconoce
la estructura de los compuestos investigados. No se emplea una
sustancia de referencia para comparar las superficies de 1las
distintas fracciones pues ello no aportarfa informacibén adicio-
nal. Por lo tanto, se prefieren estudiar los diferentes croma -
togramas en su aspecto cualitativo y comparar los datos semi -
cuantitativos de cada fracci6én entre los distintos individuos ,

para lo cual se establece la suposicibén de que se comparan los
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mismos grupos de sustancias en cada muestra. Esta suposicibn pa
receria bastante acertada ya que los espectros de absorcién en

el UV y los volGmenes de elucibn de cada fraccibén coinciden bas
tante bien en todos los casos estudiados. De esta forma, se pue
den establecer comparaciones y diferencias y hacer discrimina -
ciones, aunque semicuantitativas, entre los diferentes pacien -

tes.

DISCUSION DE LOS RESULTADOS DE LOS PERFILES CROMATOGRAFICOS Y

DE LA CARACTERIZACION DE SUSTANCIAS

Mediante la aplicacifén de la técnica descripta a liquidos
biol6gicos obtenidos en situaciones clinicas especificas se pu-
dieron realizar andlisis comparativos de 1os resultados en un
intento por ampliar la informacién acerca de la naturaleza qui-
mica y del potencial significado clinico de los solutos detecta
dos.

Se estudiaron 287 muestras de liquidos biol6gicos que in-
cluyeron plasma y orina de sujetos controles y de pacientes uré
micos (con IRC y con IRA, previos o posteriormente a haber co -
menzado los tratamientos con hemodidlisis o diflisis peritoneal)
y de pacientes en recuperacibn después de una insuficiencia re-
nal aguda y en dias sucesivos a un trasplante renal, como asi

también, liquidos de hemodidlisis, hemofiltraci6n y de didlisis
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peritoneal y plasma de pacientes con diferentes patologifias sin

compromiso renal.

A

-~ Se detectaron sustancias de BMPM, con absorbancia en UV ,
en el plasma de los pacientes urémicos a diferencia de los
sujetos controles y de los pacientes no renales.

- Se observaron diferencias entre los perfiles cromatogriaficos
plasmaticos de los pacientes con IRC y los de IRA,

Los resultados obtenidos permiten demostrar la presencia
de sustancias de BMPM, con absorbancia en UV, en el plasma de
pacientes urémicos no dializados. Estos hallazgos concuerdan
con los obtenidos por otros autores, a pesar de diferir en al -
gunos detalles metodol6gicos (Dall'Aglio et al.,1972; DzGrik et
al.,1973 a; Man et al.,1973 b; Migone et al.,1974;Fiirst et al.,
1975; Mamdani et al.,1979; Chapman et al.,1980). Se podrfa su -
gerir que esa presencia se debe a acumulacifn de sustancias, co
mo producto de la supresibn de la funcibén renal por el hecho de
que no han sido detectadas en sujetos controles o en otros pa-
cientes no renales. Sin embargo, no se puede discriminar, por
estos resultados, si las diferencias halladas entre plasmas con
troles y urémicos se deben a la aparicibn de productos patol6-
gicos, provocada por la enfermedad, o a la acumulacién, como

consecuencia de la toxicidad urémica, de sustancias que normal-
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mente circulan en cantidades no detectables por los métodos em-
pleados.

Algunos trabajos publicados indicaron la presencia de un
mayor nGmero de fracciones urémicas cuando las muestras fueron
sometidas a la separacién cromatogrdfica en Sephadex G-25 o G-
-15, aunque muchos de los picos no fueron bien resueltos o sélo
se trataba de inflexiones en las curvas. En este estudio se in-
cluyen todas las subfracciones en tres picos principales (A, B
y C) -afin cuando en algunos cromatogramas parecerfan estar for-
mados por méds de una fraccibén- debido a que los tres picos men-
cionados estin bien resueltos, presentan volGmenes de elucibn
definidos y constantes que se reproducen en todas las muestras
provenientes de los diferentes individuos.

En dos pacientes con IRC moderada (CCr mayor de 25 ml/min)
se encontraron concentraciones de sustancias de BMPM totales en
el 1limite superior de los valores hallados para los sujetos con
troles. Sin embargo, los perfiles cromatogrificos se pueden di-
ferenciar perfectamente por su aspecto cualitativo; los de los
pacientes renales muestran, aGn en bajas concentraciones, las 3
fracciones caracteristicas de la IRC mientras que los pertene -
cientes a los sujetos controles presentan pequenas fracciones ,
no bien definidas, ninguna de las cuales tiene espectros de ab-

sorcibn caracteristicos como los de las fracciones urémicas A ,
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Algunos autores (Asaba et al.,1976) encontraron que para
poder detectar sustancias de "PMM" (la fracci6én llamada por e -
llos pico 7c) seria requisito indispensable que la filtracibn
glomerular estuviera sustancialmente disminuida. Si considera -
mos las sustancias de BMPM en su totalidad, tal como se determi
nan en el presente trabajo, se observa que los pacientes con

IRC moderada, con CC de, aproximadamente, 30 ml/min, ya presen

r
tan los perfiles cromatogr&ficos caracteristicos de la IRC, con
concentraciones plasmdticas de BMPM totales levemente superio -
res a las de los controles. La misma asociacibn, junto con valo
res normales de otras determinaciones plasm&iticas se encuentra,
también, por el A.F.C.

Es interesante destacar el hallazgo de cantidades compara
bles de BMPM totales en los pacientes con IRA (quienes padecen
una supresién brusca y casi total de la funcibn renal) y en los
pacientes con IRC terminal (quienes han sufrido una prolongada
evolucibn de la enfermedad). Sin embargo, los valores mis altos
de BMPM y de la Fracci6én A estdn asociados con la IRA y, dentro
de &sta, con los casos severos de abortos sépticos con sindrome
de Mondor, post-quirGrgicas y post-parto (A.F.C.).

Si se establece la suposicién de que cada una de las frac

ciones estd constitufda por los mismos componentes, las varia -
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ciones entre las distintas patologfas serian, s6lo, cuantitati-
vas. Si esta suposicibn no es totalmente cierta, podriamos suge
rir que lo que hace variar las 8reas de los cromatogramas es la
presencia de diferentes sustancias con absorbancia en UV en los
dos sindromes estudiados: IRC e IRA, y pondria de manifiesto la
importancia de una funcién renal residual, aGn minima, en la
IRC para la depuracib6n de determinados compuestos, especialmen-
te los de mayor PM (Fraccibn A),

Independientemente de las interpretaciones, el hallazgo
de una diferente distribucib6n de las fracciones urémicas en la
IRC y en la IRA (Figura 10) resulta muy importante, ya que, me-
diante esta metodologia se puede aportar un dato valioso para
el diagn6stico diferencial de la patologia renal.

La diferente distribucifn de sustancias de BMPM que se en
cuentra en la IRA y en la IRC podria tener relaci6n con el tiem
po de evolucibn de la enfermedad, La mayor cantidad y/o diferen
te calidad de compuestos de peso molecular mayor (pico A), asi
como la deteccibn de su naturaleza peptidica en los pacientes a
gudos podria indicar que, en estadios precoces de la insuficien
cia renal, se acumularian sustancias distintas de las que son
retenidas en el proceso mds lento de la IRC y que aquéllas po -
drian ser producto de un exagerado catabolismo proteico.

El mayor porcentaje de la Fraccifn B se asocia con perfo-
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dos prolongados de evolucibn de la IRC y con la presencia de sin
tomas tales como alteraciones 6seas e hipertensibn arterial se-
vera, que involucran mecanismos metab6licos y homeostdticos (A.
F.C.).

Poco interés fue demostrado en las investigaciones rela -
cionadas con la uremia en caracterizar las posibles toxinas acu
muladas en la etapa aguda, S6lo en dos trabajos, de los numero-
sos que componen la bibliografia relacionada con el tema, se
describieron perfiles cromatogr&ficos del plasma de pacientes
con IRA (Gordon et al.,1975; Mamdani et al.,1979). En ambos se
hace referencia, sin discutirlo, al hallazgo de diferencias con
respecto a los perfiles de la IRC. Si bien no pueden compararse
totalmente los resultados con los del presente trabajo por ha -
ber sido obtenidos con distinta metodologfia, se podrian estable
cer ciertas analogias, ya que los perfiles de la IRA mostrados

en dichos trabajos también presentarian mayor concentracién de
compuestos de PM mayor, aunque en fracciones no bien descriptas.

De acuerdo con los resultados que se presentan aqui se po
dria postular que en la IRC se encuentra una mayor proporcién
de sustancias de BPM. Esto seria consistente con la acumulacién
de metabolitos intermedios debido a alteraciones metabblicas co
mo resultado de inhibiciones enzimdticas, fallas nutricionales

o desequilibrios hormonales, establecidos a 1o largo de una en-



- 224 -

fermedad de prolongada evolucibn.

Los perfiles cromatogrdficos de algunos pacientes con IRC
y con IRA que no concordaron con l10s caracteristicos obtenidos
para cada uno de esos grupos no se asociaron con ninguna de las
variables analizadas por el A.F.C., tales como etiologia, grado
de evolucibn de la enfermedad, tratamiento, signos clinicos ni
otros datos bioqufimiccs.,

No se puede descartar totalmente la presencia de metaboli
tos de algGn medicamento, como artefacto de los perfiles croma-
togrdficos que no concordaron con los caracteristicos de su pa-
tologia. Chapman et al. (1980) encontraron varios artefactos
cuando emplearon fraccionamiento por intercambio ifnico de plas
mas con agregado de aminofilina, fursemida y metildopamina.

Algunos medicamentos, pero no sus metabolitos, se proba -
ron en el sistema cromatogrdfico empleado en este trabajo, sin
encontrar interferencias,

Valores elevados de la variable Fraccibén A se asocian con
la administraci6n de antibi6ticos (ATB) en la IRA (A.F.C.) pero
puede deberse a que es la medicacibén frecuente en la IRA con
sepsis severas en las que la Fraccifn A aparece elevada.

De los 7 pacientes con IRA cuyos perfiles se desvian de
los caracteristicos, 4 eran tratados con ATB y los 3 restantes

alln no recibian medicaci6n en el momento de la extraccitn de la
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muestra.
Ninguno de los 3 pacientes con IRC con perfiles cromato -

gr&ficos no caracteristicos recibia ATB y uno solo, corticoides.

(B)

- Se observd que las sustancias de BMPM son excretadas, normal-
mente, por orina.

- No se encontraron diferencias estadisticamente significativas

entre los C correspondientes a sujetos controles y

BMpM Y. Cer
a pacientes urémicos en diferentes estadios de la enfermedad.
- Los CBMPM , CA y CB se correlacionaron linealmente con el Ccr
La similitud de los perfiles cromatogrdficcs del plasma
de los pacientes urémicos con los de orina de los sujetos con -
troles (Figuras 5 y 14) indicaria que las sustancias de BMPM
son eliminadas por esa via. La falta de paralelismo entre las
concentraciones plasmdticas de sustancias de BMPM y las de crea
tinina en la IRC, indicaria que las sustancias de BMPM no se a-
cumulan s6lo pasivamente como resultado de una funcién renal
disminuida. Este mecanismo probablemente sea cierto para algu -
nas de ellas pero no ocurriria asi con todas las encontradas en
las fracciones cromatogrédficas, lo que permitirfa explicar la

pobre correlacifn encontrada. La falta de correlacién entre las

concentraciones plasmiticas de sustancias de BMPM y de creatini
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na también podrfa deberse a que la concentraci6n plasmitica de
creatinina no constituye un pardmetro totalmente confiable para
evaluar la funcibn renal, debido a que sus niveles dependen de
la edad, sexo, masa muscular, dieta y superficie corporal. Se
ha postulado como dato alternativo para calcular el filtrado
glomerular la determinacién plasmitica de F& - microglobulina
(Shea et al.,1981). Con el mismo fin podrfa utilizarse la deter
minacién de los niveles plasmidticos de las sustancias de BMPM
ya que las asociaciones de los mismos con el tiempo de evolu -
cibén de la IRC y con la severidad de ciertos sintomas (A.F.C.)
asf lo justificaria.

Bergstrdm et al.(1976) encontraron grandes variaciones en
la acumulacién y excrecibn de sustancias de "PMM" (pico 7C) en
un mismo individuo e, inclusive, en algunos pacientes urémicos
no encontraron fracciones plasmaticas de "PMM". En el presente
trabajo no se observan grandes variaciones entre distintas mues
tras de un mismo individuo tomadas en dias cercanos (coeficien-
tes de dispersi6n menores del 10%).Se encuentran variaciones in
dividuales cuantitativas en distintas etapas de la evolucibn de
la enfermedad correlacionadas con las modificaciones de otros
pardmetros indicadores de la acumulacién de sustancias.

TampocO se encuentran variaciones en la excrecibn diaria

de sustancias de BMPM totales entre los diferentes pacientes
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con distintos grados de severidad de la IRC, excepto en aque -
llos casos de uremia terminal muy descompensados (Tabla IX).Los

valores de (O X V) no difieren significativamente de los

BMPM
obtenidos en sujetos controles, lo que sugeriria, por lo menos
hasta ciertos limites de funci6én renal (Ccr < 5 ml/min), la pre
sencia de un sistema de adaptaci6n funcional para eliminar esas
sustancias, probablemente t6xicas para el organismo, corroboran
do la importancia del mantenimiento de una, aunque minima, fun-
ci6én renal residual.

La estrecha correspondencia hallada entre el CBMPM y el
Ccr (r = 0,98; p < 0,001), tanto en los sujetos controles como
en los pacientes urémicos dentro de un amplio rango del grado
de insuficiencia renal debida a diferentes etiologias, podria
indicar un mecanismo de excrecifn semejante de las sustancias
de BMPM y de la creatinina.Dentro de los compuestos de BMPM,las
dos fracciones mis importantes, A y B, también presentan una de
puracifén plasmitica linealmente relacionada con la de creatini-
na (r=0,92 y 0,94, respectivamente; en ambos casos, p < 0,001).

Pareceria que tanto las sustancias de BPM (Fraccibn B) co
mo las de tamano molecular mayor (Fraccifén A) tendrfan un meca-
nismo de excrecibn semejante al de la creatinina. Estos resulta

dos difieren de los hallados por DzGrik et al. (1973), quienes

observaron que una fraccién considerada de "peso molecular me -



dio" -pero con un volumen de elucién que pareceria corresponder
al de la Fraccién B del presente trabajo- seria reabsorbida en
los tfibulos en un 80%, reabsorcifn que irfa disminuyendo con el
progreso de la insuficiencia renal (medido por la disminucién
del filtrado glomerular).

La concentracifbn sanguinea de las sustancias de BMPM se
incrementa a medida que disminuye el filtrado glomerular, mien-
tras se excretan cantidades relativamente normales de las mis -
mas. La acumulacién sérica de sustancias de BMPM durante un pe-
riodo prolongado hasta la etapa terminal de la insuficiencia re
nal no pareceria deberse, entonces, a una disminuida excrecién

urinaria de las sustancias en cuesti6n.

()

- Se demostrd que las sustancias plasmdaticas de BMPM, con absor
bancia en UV, son dializables a través de las membranas con -
vencionales de hemodiidlisis y de la membrana peritoneal.

- No se encontrd correlacidn lineal entre la disminucidn relati
va porcentual de sustancias de BMPM y las disminuciones de u-
rea y creatinina, producidas por la didlisis.

- Se observd que la cantidad de sustancias de BMPM totales depu

radas en una sesidn de hemodidlisis est3d directamente relacio

nada con la concentracidn plasmatica pre-didlisis de dichas



sustancilas.

La remocitn de sustancias del organismo estd condiciona -
da por sus dimensiones moleculares y su permeabilidad a través
de las membranas de didlisis.

Las sustancias de BMPM atraviesan, en cierta proporcifbn ,
las membranas de hemodi&lisis y del peritoneo. Esto se demues -
tra por la disminucién de su concentracién plasmdtica post-dié&-
lisis (Tabla XI) y por su aparicibén en los liquidos de hemodid-
lisis y de dializadp peritoneal, después del tratamiento.

La hemodidlisis empleada produjo una disminucibén de la
concentracién de sustancias de BMPM plasmidticas del 38% , en
promedio. Dzfirik et al. (1973 a) encontraron un 40% de disminu-
cién de las llamadas "moléculas medias" aunque, por el procedi-
miento de separacibén empleado, cabria la posibilidad de que la
fraccibébn investigada estuviera contaminada con sustancias de
BPM,

En el presente trabajo s6lo un paciente, en tratamiento
dialitico, muestra una concentracifn plasmitica post—diélisis
de BMPM mayor que la pre-diflisis; en las mismas muestras tam -
bién se encuentran aumentadas las concentraciones de creatinina
y de urea. Se interpretan estos resultados como debidos a con-
tracci6n del volumen plasmdtico, con consecuente concentracién

de las sustancias circulantes,
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Por otra parte, se puede observar en la Figura 15 (b) y
(d) que, en varios estudios,las concentraciones plasmiticas de
las Fracciones A y C aumentan después de la didlisis mientras
que las concentraciones de urea y de creatinina disminuyen den-
tro de los valores esperados. Estos hallazgos podrian indicar
que los componentes de las Fracciones A y C serian sintetizados
o liberados por los tejidos muy répidamente., Esto explicaria la
falta de correlacibn lineal de las cantidades de sustancias de
BMPM totales o las de algunos de sus componentes con las canti-
dades de urea y de creatinina eliminadas por la didlisis.

Rutinariamente, s6lo urea y creatinina son las sustancias
que se cuantifican para determinar la eficacia de una didlisis.
Los resultados aqui presentados permitirian sugerir que esos da
tos proveen una informacién incompleta para estimar la elimina-
cibn de los compuestos, probablemente t6xicos, acumulados en la
uremia. Pareceria que los dos grupos de sustancias, de BMPM por
una parte y creatinina y urea por otra, se comportaran en forma
diferente al ser sometidas al procedimiento de didlisis extra -
corpbrea.

Con estos (nicos datos no se puede predecir el mecanismo
de didlisis de las sustancias de BMPM. Por tratarse de varios
compuestos son muchos los factores que pueden estar involucra -

dos, tales como diferente velocidad de difusibn a través de las
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membranas de diflisis, distribuci6én en distintos comrartimien -
tos del organismo, distinta velocidad de intercambio entre uno
y otro compartimiento (flujo desde el intracelular, el intersti
cial o el eritrocitico hacia el plasma) y diferente ritmo de
produccibén en el organismo.

La relacibn existente entre la cantidad de sustancias de
BMPM depuradas por la diflisis con su concentraci6én plasmética
pre-didlisis (Figura 16) permite sugerir un mecanismo de difu-
sibn simple,a través de las membranas sintéticas, para todas o
para la mayoria de las sustancias involucradas.

La concentracién plasmatica pre-diflisis de las sustan -
cias de BMPM totales no resulta significativamente diferente de
la de los pacientes con IRC terminal sin tratamiento,

Se observa una gran variabilidad de las concentraciones
plasmiticas pre-didlisis de las sustancias de BMPM pero ningfin
paciente presenta valores normales, como reportaron otros auto-
res (Dzflrik et al.,1973 a),

Se puede decir que el tratamiento dialftico intermitente
convencional empleado no es satisfactorio para la remocibn de
las sustancias de BMPM estudiadas ya que, si bien cada didlisis
provoca una disminuci6én promedio de la concentracibén de 38%, ta
les sustancias reaparecen en circulacién tan rédpidamente que su

concentracién es restaurada antes de la pr6xima didlisis; es de
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cir, que las sustancias son sintetizadas o difunden desde otros
compartimientos muy rpidamente, Estos hallazgos coinciden con
los obtenidos por otros investigadores que emplearon diferentes
membranas y parecerian indicar que el tratamiento hemodialitico
no conduce a una disminucién permanente de las concentraciones
plasmiticas de sustancias de BMPM; mds bien, contribuye a man -
tenerlas en niveles semejantes a los de los pacientes renales
crbnicos en tratamiento conservativo, antes de comenzar con las
diflisis.

Numerosos sistemas de diflisis y membranas sintéticas se
disenaron para depurar las sustancias de "PMM" de la sangre con
mayor rapidez, Para determinar la eficacia del sistema, algunos
autores realizan la cuantificaci6én de dichas sustancias en el
plasma, antes y después de la didlisis. Esta forma de expresibn
de un sistema dialitico no serfa correcta ni Gtil hasta tanto
no se demuestre la toxicidad de las llamadas "MM" y, por lo tan
to, la necesidad de una mayor depuracibén de las mismas. Menos a
propiadas, todavia, resultan aquellas técnicas que emplean mar-
cadores de "PMM" -tales como la vitamina B12’ de PM igual a
1355 g/mol- para predecir el comportamiento dialitico de las
"MM", ya que no se ha comprobado que tengan un comportamiento
semejante. Ya se ha discutido, en este trabajo, el comportamien

to an6malo de algunas sustancias , entre ellas, la vitamina BlZ'
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en cromatografia de exclusién debido a la retenci6n en la colum
na por interaccibn con el gel. No se puede descartar que esas a
nomalias también se reflejen en la difusi6n a través de membra-
nas. Algunos compuestos podrian ser dializados como si tuvieran
un tamano mayor; este fenfmeno puede esperarse debido a que al-
gunas especies son adsorbidas por atraccién de van der Waals
sobre los polimeros hidrof6bicos que conforman las membranas
sintéticas (Klein et al,,1981).

Si bien no debe abandonarse el problema de la remocibn de
sustancias de BMPM del organismo, debe prestarse especial aten-
cibn a la investigacibn de sus caracteristicas téxicas y a sus
relaciones metabblicas, fisiolb6gicas y clinicas para poder de-
terminar con certeza si las manifestaciones uré&micas que afin se
mantienen en los pacientes con tratamiento dialitico son debi -
das a la presencia de factores pobremente dializables. S6lo asi
se podrd desarrollar una estrategia dialitica adecuada mediante

un procedimiento selectivo.

(D)
- Se observd que la concentracidn plasmidtica de sustancias de
BMPM se normaliza cuando se restablece la funcidn renal, des

pués del trasplante,.

- En el caso estudiado, se encontrd que la Fraccidn A aumentd
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precozmente frente a un rechazo del 6rgano trasplantado.

- Al comenzar la evolucidn desfavorable del trasplante la crea-
tinina parecid ser el {inico componente de la Fraccidn B, agre
gdndose otras sustancias en dicha fraccidén, a medida que pro-
gresa el dano renal.

- La concentracidn plasmitica de sustancias de BMPM aumentd ra-
pidamente con la disminucidn progresiva de la funcidn renal
y disminuy6 hasta valores normales con el restablecimiento de
la misma.

La normalizacién de la concentracién plasmédtica de las
sustancias de BMPM inmediatamente después del trasplante renal
(Figura 17) como asiI tambié&n en la fase de recuperacibén de la
IRA (Figura 19), con perfiles cromatogrdficos semejante a los
de los sujetos controles, permitiria suponer que esas sustan -
cias se retendrian debido al fallo renal y serfan depuradas por
un rinén sano (por catabolismo renal o por excrecién urinaria).

El aumento precoz de la Fraccibn A coincide con el hallaz
go de una mayor proporcién de la misma fraccibén en los pacien -
tes con IRA; pareceria ser una fraccibn caracteristica de la fa
se aguda. Este aumento de la Fracci6én A podria deberse a la re-
tenci6bn de sus componentes por la disminucién, ain leve, de la
funcién renal o a un incremento en la produccién o liberacién

tisular de esas sustancias, en cuyo caso el aumento podria pre-
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ceder a la alteracién renal, La aparicibén de la Fraccién A por
causa extrarrenal estaria sustentada, en parte, por la observa-
cién de que los 2 pacientes con IRA prerrenal (con insuficien-
cia cardiaca) presentaron concentraciones de la Fraccifn A muy
superiores a las de la Fraccién B.

La falta de correlacibn lineal entre el aumento de la.con
centracién plasmatica de la Fraccién A y la disminucién de los
CCr Yy Cur permitiria suponer la presencia de alguna otra causa,
ademds de la acumulacién pasiva de los componentes de la Frac -
cién A por la disminucibén de la funcibén renal.

La correlacién inversamente lineal entre la concentracifn
plasmética de la Fracci6n B y el Ccr estarfa relacionada con
que, al principio de la insuficiencia renal, el pico B parece -
ria estar formado, casi exclusivamente, por creatinina (Tabla
XIIT).

De todos los hallazgos es importante destacar el aumento
precoz de la concentracibn plasmidtica de la Fraccibn A, ya que
es previo a las variaciones de las demds determinaciones (Figu-
ra 17). Serfa interesante tratar de establecer relaciones de
las concentraciones de las sustancias de BMPM o de cualquiera
de sus fracciones con la irreversibilidad del rechazo del 6rga-
no. Si esto se lograra, se podria contar con un pardmetro ade -

cuado y confiable para controlar la evolucién del trasplante



renal.

(E)

Se determiné la presencia de:

- Urea y creatinina en la Fraccidn B,

- Acido drico en la Fraccidn D,

- Componentes peptidicos -algunos de cuyos aminoidcidos constitu
yentes fueron identificados- en la Fraccidn A, en mayor con -
centracidn en los pacientes con IRA que en los con IRC.

- Diversos compuestos fluorescentes sin identificar en fraccio-
nes correspondientes a distintos rangos de PM,.

La separacibn por cromatograffa de alta presi6én y los en-
sayos de identificaci6én permiten confirmar que las Fracciones A,
B y C est@n constituidas por varios compuestos.

Creatinina y urea se encuentran dentro de los volGmenes
de elucibn de la Fraccibén B. La Fraccién D, cuyo componente
principal o finico es &acido Grico,estd aumentada en los pacien -
tes urémicos, aungque no se encuentra presente ;n todos los cro-
matogramas.

Entre las sustancias de BMPM se hallan compuestos peptidi
cos no identificados totalmente, ya que por hidr6lisis y poste-
rior fraccionamiento electroforético s6lo se pudieron determi -

nar algunos de los aminodcidos constituyentes. Estos resultados
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concuerdan con los obtenidos por otros autores (Migone et al.,
1974; Klein et al.,1978).

El incremento de las concentraciones séricas de sustan -
cias peptidicas en la uremia podria no deberse exclusivamente a
la disminucibn de la funcién excretora del rinén, ya que Adamet
al. (1972) encontraron una excrecibn aumentada de sustancias
ninhidrina positivas en los pacientes con IRC, con respecto a
los controles. En ese caso, los mecanismos de acumulacifn se co
rresponderian mejor con un aumento de la producciébn debido a u-
na mayor degradacibn proteica o a un disminufdo catabolismo pep
tidico.

La observacibn de que los compuestos peptidicos se encuen
tran en la IRA en cantidades apreciables principalmente en los
elufdos cromatogrdficos plasmdticos correspondientes a la Frac-
cién A apoyaria la sugerencia de que la elevada proporcién de
esa fraccibén , que se observa en la IRA, podria deberse a sus -
tancias provenientes de un incrementado catabolismo proteico
desencadenado en la etapa aguda de la enfermedad.

Se observa que sustancias peptidicas componentes de la
Fracci6n A son eliminadas del plasma urémico por hemodi&lisis vy
por diflisis peritoneal (Figura 26); es decir, que son compues-
tos que difunden a través de las membranas sintéticas o biol6gi

cas cominmente empleadas. Ademds,se podria afirmar que no cons-
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tituyen un factor muy importante de toxicidad urémica -porque
no se detectan en muchos de los pacientes sometidos a tratamien
tos dialiticos prolongados- mientras que otros compuestos, in -
cluyendo probablemente a otras sustancias de BMPM sin absorban-
cia en UV, tienen que ser permanentemente eliminados del orga -
nismo para mentener un estado adecuado de esos pacientes.

Los resultados de la separacibn electroforética por E.A.V,
permiten suponer la presencia de un solo componente peptidico ,
en la fraccién con PM 500 g/mol, o bien, de varios péptidos
con muy semejantes tamanos moleculares, estructura y movilida -
des electroforéticas en distintas condiciones de pH (2,2 y 4,7).
La mayor concentracibn de ese péptido en la IRA permite la iden
tificacibén de alguno de sus aminodcidos constituyentes pero no
se puede comparar con el material peptidico presente en la IRC,
ya que en estas muestras desaparece el componente peptfidico lue
go de la hidr6lisis pero no se pudieron identificar los amino&-
cidos.

Algunos investigadores (Hanicki et al.,1974) hallaron un
péptido, en una fracci6én plasmdtica de la IRC, empleando elec -
troforesis en capa delgada, Las condiciones de pH y de revelado
de la electroforesis fueron las mismas que las empleadas en el
presente trabajo; podria tratarse de la misma sustancia, aungque

no es posible asegurarlo ya que ellos no indicaron la velocidad
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de migracibén del péptido.

Los estudios de fraccionamiento empleando HPLC, una técni
ca con elevado poder de resoluci6én y gran sensibilidad, permi -
ten determinar la presencia de varios compuestos con absorbancia
en UV en los UF plasmiticos totales y en las fracciones acotadas
por PM, en la uremia (Figuras 20, 21 y 22). Los volGmenes de elu
cibn o tiempos de retencién, caracteristicos de cada sustancia
separada por esta técnica, no pueden ser comparados con los ob-
tenidos mediante cromatografia de filtracibn por Sephadex. Ello
se debe a que para el fraccionamiento por HPLC se emplea una co
lumna de fase reversa que permite la separacién de los compues-
tos de acuerdo a su estructura y no por su tamaho molecular ,
si bien las sustancias separadas por HPLC son componentes de las
fracciones de BMPM.

La detecci6n de compuestos fluorescentes en las fraccio -
nes cromatogréficas de los plasmas urémicos concuerda, en parte,
con otros resultados publicados. Vladutiu (1978, 1981) encontrd
sustancias fluorescentes en el plasma de pacientes con IRC sin
tratamiento dialitico y en el de los sometidos a plan de hemo -
didlisis o de diflisis peritoneal pero no en el de los pacientes
con IRA. Inclusive, sugiri6 la determinacibén de esos compuestos
como método diferencial para distinguir ambas formas de enferme

dad renal. También hallé compuestos fluorescentes en la orina
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de los pacientes con IRC y, uno de esos fluor6genos, en orina

normal. Las sustancias fluorescentes no identificadas se encon-
traron unidas a albGmina y/o a otros compuestos plasmaticos con
PM cercanos a 100 000 g/mol. Otros autores encontraron compues -
tos fluorescentes en los lIquidos de didlisis (Schwertner et al

1980).

(F)

- Se encontraron sustancias de BMPM con absorbancia en UV (pi -
cos A, B, C y D) en los lisados de eritrocitos controles y u-
rémicos.

- Los perfiles cromatogridficos eritrocitarios mostraron diferen
cias individuales, tanto entre los sujetos controles como en-
tre los pacientes con IRC.

- Se detectd la presencia de glutation, péptidos, creatinina vy
dcido lirico dentro de las fracciones de BMPM eritrociticas.

Los resultados que se obtienen con los perfiles cromato -
graficos de eritrocitos lisados indican que existe una marcada
diferencia en la cantidad y/o calidad de las sustancias con ab-
sorbancia en UV respecto del plasma. Esta diferencia es muy a -
centuada en los eritrocitos controles, ya que en el plasma de

los mismos individuos no se detectan sustancias con comporta -

miento cromatogré&fico semejante.
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En los perfiles cromatogrdficos plasmdticos no se obser -
van grandes variaciones entre los individuos de un mismo grupo.
No ocurre lo mismo con los perfiles cromatogrdficos de los eri-
trocitos. La presencia de las sustancias investigadas pareceria
estar mds afectada por factores individuales que por modifica -
ciones introducidas por la enfermedad. Si hubiera que adjudicar
la causa de la anemia a una sustancia o grupo de ellas obteni-
das por el método cromatogridfico empleado, en base a estos re -
sultados se eligiria un compuesto extracorpuscular, ya que den-
tro de los gl6bulos rojos no se encontraron diferencias signifi
cativas entre los controles y urémicos. Chapman et al. (1980)
también encontraron similitud entre los perfiles cromatogrpafi-
cos de los lisados de eritrocitos normales y urémicos, aunque
estos hallazgos se refieren a los subpicos de una fraccién ,
llamada de "PMM", obtenida con metodologia algo diferente a la
utilizada en el presente trabajo.

La gran diferencia de concentracién de sustancias de BMPM
entre los lisados de eritrocitos y los plasmas de los sujetos
controles sugiere que, por lo menos algunos compuestos, se ori-
ginarian dentro del gl6bulo rojo y estarian, normalmente, uni -
dos a componentes celulares o serian transferidos desde la célu
la por transporte activo mientras que, en la uremia, difundiri-

an hacia el plasma por alteracibn en los mecanismos de transpor



te .

La diferente distribucibén de varios compuestos entre el
plasma y los eritrocitos puede tener consecuencias importantes
en el aspecto metodolégico de los estudios:1l) debe evitarse la
hem6lisis de las muestras para prevenir la aparicibn de artefac
tos en los resultados, sobre todo cuando se quieren estudiar
perfiles cromatogr&ficos de plasmas controles, donde las inter-
ferencias podrian ser de magnitud considerable; 2) cualquier mo
delo matemdtico utilizado para modificar los niveles de esas
sustancias durante el curso de estudios clinicos prospectivos
de su toxicidad debe tener en cuentala posible naturaleza doble
compartimental de su distribucibfn. Esta observacién pone en du-
da la utilidad de los indices de didlisis empleados para prede-
cir los tiempos de didlisis.a partir de la remocién calculada de
sustancias con hipotéticos "PMM", distribuidas en un Gnico com-

partimiento del organismo.

DISCUSION DE LOS ESTUDIOS DE TOXICIDAD

G)
- Las fracciones y subfracciones, conteniendo sustancias de BMPM,
provenientes de plasma de sujetos controles no afectaron 1la

respuesta linfoproliferativa.

- Una subfraccidn () de plasma de IRC, ubicada dentro de los e
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luidos del pico A, produjo estimulacidn del MLC.

- Variassubfracciones de plasma de IRC, de diferentes PM (con y
sin absorbancia en UV), produjeron diversos grados de inhibi-
¢cibén del MLC,

- Todas las fracciones y subfracciones provenientes de plasma
de IRA produjeron inhibicidn del MLC.

Los resultados obtenidos muestran una importante inhibi -
cibn de la proliferacibén linfocitaria (inducida "in vitro" por
mit6égenos inespecificos -PHA- y por células alogeneicas, en el
MLC) cuando los cultivos se realizan en presencia de fracciones
plasmaticas de BMPM totales de pacientes con IRC. Fracciones
plasmiticas comparables, provenientes de sujetos controles, no
producen inhibici6n significativa.

El subfraccionamiento de sustancias de BMPM pone en evi -
dencia que, en el plasma de los pacientes con IRC, se encuen -
tran presentés sustancia(s) potenciadora(s) de la proliferacibn
celular "in vitro" (Fraccién {, de PM > 500 g/mol) y varios
compuestos que impiden la sintesis de DNA en las células (estos
Gltimos, probablemente, con PM < 500 g/mol). La accibén inhibito
ria parecerlfa estar m&s asociada con una estructura o funcién
qguimica que con solutos de determinado PM.

La correlacién lineal directa que se encuentra entre la

concentracién de la Fracci6n A y el grado de estimulacibn de la
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proliferacién celular que produce esa fracci6n podria indicar
que las sustancias involucradas en ese proceso absorben a 251 nm
y se detectan por el método cromatogrdfico empleado. La falta
de igual correlacibén con las concentraciones de las Fracciones
By C, asf como también la inhibici6fn del MLC producida por e-
lufdos cromatogrdficos sin absorbancia en UV indicarfa que o -
tras sustancias, ademis de las detectadas a 251 nm, ejercen e -
fectos t6xicos.

Los hallazgos de linfopenia y acortamiento de la sobrevi-
da "in vitro" de los linfocitos de pacientes urémicos podrian in
terpretarse como un resultado compatible con una accibn citoté-
xica directa. Los estudios del presente trabajo con azul tripén
no muestran pérdida de la viabilidad de los linfocitos normales
incubados en medios urémicos. Newberry et al. (1971) demostra -
ron que, si las células son previamente incubadas con suero uré
mico y luego lavadas y colocadas en un sistema estimulador apro
piado,no se producia inhibici6én de la sintesis de DNA, resulta-
dos corroborados con ensayos similares en el presente estudio.
Esas observaciones apoyarfan la hip6tesis de la existencia de
factores t6xicos circulantes,presentes en el medio en el que la
c€lula debe funcionar, m&s que a un defecto primario de la es -
tructura celular. La disminufda respuesta linfoproliferativa

tampoco puede adjudicarse a la deficiencia o carencia de un nu-



- 245 -

triente o factor necesario para la funci6n linfocitaria. Se pue
descartar esta posibilidad pues todos los ensayos se realizan
en presencia de una misma concentraci6n (20%) de suero humano
AB que aporta los factores esenciales para el crecimiento.

La respuesta a la estimulacibén linfocitaria por PHA o por
células alogeneicas "in vitro" refleja la transformacién poten-
cial de los linfocitos T que son los responsables de la inmuni-
dad mediada por cé&lulas. Pareceria posible, por los resultados
de este trabajo, que las sustancias investigadas suprimieran fe
némenos inmunol6gicos de ese tipo "in vivo". La Fraccibn 7, de
la IRC, que produce un marcado aumento de la respuesta linfopro
liferativa,podria estar estimulando una poblacifén de linfocitos
T supresores afectando, de ese modo, la respuesta celular nor -
mal. Podria inferirse que las distinta; fracciones de sustancias
de BMPM estudiadas son biol6gicamente activas con respecto a me
canismos inmunolbgicos .

Las diferencias que se observan entre las distintas frac-
ciones plasmiticas (A, B y C) de la IRC no se encuentran en las
mismas fracciones plasmiticas de la IRA, ya que todas las Glti-
mas producen inhibicién de la respuesta linfoproliferativa.Esta
observaci6n podria estar relacionada con la presencia de dife -
rentes sustancias acumuladas en la uremia crfnica y en la aguda

detectadas por los perfiles cromatogrdficos y por los ensayos
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de identificacibn, ya descriptos en este trabajo.

La mayorifia de las sustancias ensayadas para control de to
xicidad ejercen poco o ningGn efecto sobre la respuesta linfo -
proliferativa (Tabla XVII), alin en concentraciones varias veces
superiores a las que se encuentran en el plasma urémico. La inhi
bici6n producida por las poliaminas (espermina, espermidinay ca
daverina) podrfa estar relacionada con el mecanismo enzimdtico
de producci6n de estas sustancias durante el crecimiento celular
estimulado.

El efecto inﬂibitorio casli total que produce.el glutation
podria sugerir un mecanismo de bloqueo enzimdtico competitivo ,
mecanismo que también podria ejercer alguna de las sustancias
sulfuradas, detectadas entre los compuestos de BMPM, que se acu
mulan en la uremia.

No se puede descartar, sin embargo, la accibén t6xica que
pueda introducir alguna impureza de las sustancias testigos es-
tudiadas, como fue reportado por Traeger et al. (1981),gquienes
encontraron que, empleando metilguanidina altamente purificada,
se obtenfa una inhibicibén de la proliferacibén linfocitaria mu -
cho menor que la observada en trabajos previos propios.

El origen y significado biol6gico de las sustancias de
BMPM con actividad sobre la proliferacifén celular pertenece,afin,

al terreno de las especulaciones, pudiendo postularse las si -
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guientes posibilidades:
a) son sustancias t6xicas acumuladas por el fallo renal o produ
cidas en mayor concentracifén como resultado de un metabolis-
mo anormal, o
b) son factores reguladores de la proliferaci6n celular afecta-
dos por disfunciones metabblicas o alterado catabolismo renal.
Cualquiera sea la naturaleza de esos compuestos podrian

contribuir a la inmunodeficiencia de los pacientes urémicos.

(H)

- No se encontraron alteraciones de la actividad neuromuscular
en las ratas inyectadas con fracciones de BMPM de IRC y de
IRA, con respecto a las controles.

- No se encontraron diferencias de los efectos sobre el PA en
nervio aislado de rana, producidos pbr las muestras provenien
tes de pacientes con IRC con y sin polineuropatia.

- Las modificaciones dri3sticas del PA producidqs por algunas
muestras desaparecieron o disminuyeron significativamente des
pués de la correccidn de la composicidn de las soluciones em-
Pleadas.

No se encuentran alteraciones significativas de las pro -

piedades mecinicas del mGsculo ni de la VCN por accibén de los

compuestos urémicos en ensayos con ratas.
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De la imposibilidad de demostrar toxicidad surge la nece-
sidad de investigar la presencia de sustancias de BMPM circulan
tes a posteriori de la inyeccifn i.v. Los perfiles cromatogr&fi
cos de los UF plasmiticos de las ratas con distintos periodos
de nefrectomia son indistinguibles de los de las inyectadas con
sustancias de BMPM plasmiticas de pacientes con IRC. Esto suge-
rirfa una distribucién de las sustancias inyectadas en otros
compartimientos, adem&s del vascular, o su eventual incorpora -
ci6n a algunos tejidos. Lo anterior es mis evidente con la Frac
cién B, de la que se inyectaron mayor nGmero de unidades que no
fueron recuperadas en circulacién, La comparaci6n de los perfi-
les cromatogrdficos también muestra una répida acumulacién de
sustancias de BMPM después de la nefrectomfa., Por lo tanto, el
modelo serfa vdlido para estudiar la accibn tb6xica de compues -
tos urémicos pero no se pueden distinguir los efectos producidos
por las sustancias inyectadas de los que provocan los compues -
tos urémicos'endégenos que se estdn generando por la nefrecto -
mia bilateral.

Los resultados de Funck-Brentano et al. (1978 b) sobre
nervio aislado expuesto a suero de pacientes polineuropdticos
son, prédcticamente, el finico sustento experimental de la hip&te
sis de la participacién de las sustancias de "PMM" en la patogé

nesis de la neuropatia urémica. Se reconoce que la neuropatia
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de la IRC es un proceso crénico con una coincidente alteracifn
estructural, por lo que no es muy riguroso vincular los efectos
casi inmediatos encontrados por esos autores con la patogenia
de la enfermedad.

Para tratar de reproducir esos hallazgos se realizan expe
rimentos similares. Los resultados que se exponen en el presen-
te trabajo no permiten confirmar las diferencias en el deterio-
ro del PA evocado , empleando nervio aislado sural de rana, por
acci6én de las muestras de pacientes con y sin polineuropatfa ,
como encantraron los autores antes mencionados.

Ademds, en aquellas muestras de orinas controles con las
que se obtiene, inicialmente, un deterioro dram8tico del PA, el
efecto desaparece o se reduce significativamente después de rea
lizar una minuciosa correccibn (del pH, osmolaridad y concentra
cién de electrolitos). Lo expuesto mue;tra la importancia de
realizar controles estrictos y estandarizar las condiciones en
ensayos experimentales de este tipo que, de los contrario, po-
drfan conducir a conclusiones incorrectas.

Sin embargo, el deterioro remanente después de la normali
zaci6n de algunas muestras, asi como también las pequenas modi-
ficaciones de la duracién del PA,que producen las muestras de
pacientes con IRC con respecto a las controles, hacen que no se

pueda excluir totalmente un efecto tbéxico, que podria aumentar
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a lo largo de la evolucibn de la insuficiencia renal.

Los ensayos experimentales de este tipo son pasibles de
algunas objeciones :1) el empleo de animales de experimenta -
ci6bn (rana) de género muy diferente al de aquéllos con los gque
se desean homologar los resultados y 2) la extrapolacién de un
fen6meno agudo a un dano clinicamente crénico.

Es casi seguro que la neuropatfa presente en pacientes
con IRC es la consecuencia de un efecto t6xico que se establece
con el desarrollo de la enfermedad aunque su progreso pareceria
estar mds afectado por otras causas distintas del tiempo de evo
lucibén, ya que no se encontraron asociaciones por el A.F.C. El
mecanismo de produccién de la afeccibn podria estar relacionado
con una interferencia en los procesos metab6licos, por lo cual
las alteraciones requeririan periodos mé&s prolongados que minu-

tos u horas para ser producidas.

La insuficiencia renal, sea aguda o crbnica, e€s una mani-
festaci6n de una suma compleja de alteraciones en el organismo.

En la IRC, esa complejidad deriva.de la imposibilidad de
senalar un signo precoz de la enfermedad, la que va, de ese mo
do, avanzando lentamente hasta provocar el deterioro total de
la funci6n renal,

Frente a los conocimientos presentes resulta evidente que
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numerosos compuestos se acumulan en el organismo en el estado u-
rémico; indudablemente, son muchos m&s que los que se detectan
sb6lo por sus propiedades de absorci6n de la luz UV. No caben du-
das de que, entre los compuestos, varios corresponden al rango
de PM de las "moléculas medias". Sin embargo, los datos actuales
son insuficientes para apoyar, como fGnica vidlida, la hip6tesis
de las MM y adjudicar a éstas la causa de la profusa gama de sin
tomas urémicos.

En conjunto con las sustancias de PMM se encuentran -utili-
zando distintas técnicas metodolbgicas- sustancias de BPM. Mu -
chas de ellas se encuentran, afin, sin identificar aunque se las
detecta por sus efectos t6xicos directos. Por lo tanto, no se
las puede descartar totalmente en una investigaci6n de "toxinas

urémicas".

— a%oo‘adi?i;h‘______
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