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RESUMEN

Tras la utilizacion prolongada de la hemodialisis han ido apareciendo una serie de
disturbios metabélicos por acimulo de toxinas urémicas, encontrandose dentro de ellos
las denominadas medianas moléculas.

Distintos trabajos indican la naturaleza peptidica de estas medianas moléculas, mien-
tras que otros trabajos no las asocian a derivados proteicos. Asi pues, el presente trabajo
esta dirigido a ver la depuracion que hace la hemodialisis sobre las medianas moléculas
y su aislamiento y posterior caracterizacion de las mismas, a fin de arrojar luz sobre su
dialisis y naturaleza.

Por ello estudiamos 10 pacientes en hemodiélisis a los que se realizaron antes y des-
pués de la hemodialisis los métodos de aislamiento con cromatografia de exclusién mo-
lecular con Sephadex G-15. Los distintos picos de elucién obtenidos fueron unidos y con-
centrados por liofilizacién. De ellos, los que presentaron mayor concentracién fueron ana-
lizados por espectroscopia de masas y por cromatografia de intercambio i6nico en DEAF
Sephadex A-25. Las fracciones eluidas por dicha cromatografia se sometieron a anilisis de
espectroscopia de infrarrojo y resonancia magnética nuclear. Se comprueba la presencia
de medianas moléculas en hemodialisis, que descienden con la misma con dos picos
bien determinados mediante espectroscopia de masas de 220 y 222 daltons. Los resulta-
dos obtenidos del espectro de infrarrojo indican que no son de naturaleza peptidica, de-
bido Ia la existencia (je)z vibraciones correspondientes a grupos carboxilicos y aminicos ter-
minales.

Palabras clave: Hemodiélisis. Medianas moléculas. Espectro de infrarrojo. Cromatografia
de intercambio i6nico. Resonancia magnética nuclear.

ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF MIDDLE MOLECULES IN PLASMA OF
UREMIC PATIENTS :

SUMMARY

One of the many manifestations of chronic renal fialure (CRF) is the accumulation in
the plasma of substances such as urea, polyamines, guanidines, parathyroid hormone, alu-

Correspondencia: Dra. M. C. Martin Mateo.
Departamento de Bioguimica, Biologia Molecular y Fisiologia.

Facultad de Ciencias de Valladolid.

Paseo del Prado de la Magdalena, s/n.

47005 Valladolid
Recibido: 19-XI1-1991.

En versién definitiva: 1-IV-1992.
Aceptado: 2-IV-1992.

314



MEDIANAS MOLECULAS

minium and the so-called middle molecules. Middle molecules are considered toxic be-’
cause they are present at lower concentration in patients treated by peritoneal dialysis
who have a lower incidence of peripheral neuropathy than those receiving hemodialysis.

Some authors have identified these molecules as peptides while other studies do not
suggest that they are protein derivatives. The present report describes the isolation and
characterization of middle molecules in the plasma of uremic patients and the urine of
healthy individuals, in an attempt to throw greater light on their chemical composition.
The most appropriate methods have been employed including exclusion chromatogra-
phy with Sephadex G-15 which provides a suitable pore size for the separation of sub-
stances in this molecular weight range. The elution peaks were lyophilised and dialyzed.
The substances in highest concentration were analyzed by mass spectroscopy and ion ex-
change chromatography in DEAE Sephadex A-25. The fractions eluted from the chroma-

t
e

cz?raphy columns were submitted to electrophoresis in dissociative conditions, to infrar-
spectroscopy and nuclear magnetic resonance spectroscopy. These procedures yield-

ed information on the possible structure and nature of middle molecules.

Key words: Chromatography. Electrophoresis. Spectroscopy. Plasma components.

Introduccion

Las técnicas de depuracion extrarrenal han supuesto
una mayor supervivencia de los pacientes urémicos; sin
embargo, tras su utilizacion prolongada se ha evidencia-
do un creciente nimero de efectos secundarios indesea-
bles, destacando, entre otros, los disturbios metabolicos
por acimulo de toxinas urémicas.

Dentro de este grupo de sustancias se encuentran las
denominadas medianas moléculas, cuyo peso molecular
se establece entre 2.000 y 3.000 daltons’, aunque hay au-
tores que alcanzan en su definicion hasta los 5.000 y
6.000 daltons2. A ellos se ha atribuido la capacidad de
producir efectos toxicos en la uremia*.

La mayoria de los trabajos realizados sobre estos com-
puestos plasmaticos han tenido por objeto la evaluacion
de sus efectos toxicos, mientras que son escasos los es-
tudios sobre su naturaleza quimica, por lo que su estruc-
tura y composicion son practicamente desconocidos, de-
fendiendo algunos autores su naturaleza peptidica®®, su
naturaleza no peptidica’® y otros su unién con elemen-
tos traza®. Por ello, el objetivo del trabajo ha sido aislar e
intentar dilucidar la estructura quimica de estas medianas
moléculas.

Material y métodos

Se han estudiado 10 pacientes en hemodialisis (sie-
te hombres y tres mujeres) con edades medias de
43 * 12 afos. Su tiempo en programa oscila entre los diez

veintisiete meses. Se dializaban con membranas de po-
iacrilonitrilo (PAN) cuatro horas diarias, tres veces por se-
manas, con una superficie de membrana de 1 mm?. El
grupo era homogéneo en cuanto peso, toma de medica-
cion y Ktv, con diuresis residual nula. Todos ellos llevaban

mas de seis meses con la membrana de PAN. La dieta era
libre en cuanto al consumo de proteinas y restringida para
el sodio y potasio. El agua de los barios de dialisis prove-
nia de un sistema de 6smosis inversa. El flujo de dialisis’
fue de 300 ml/m. La toma de sangre se realiz6 inmedia-
tamente antes y después de la hemodidlisis en el sistema
Venoso.

Métodos

Para el fraccionamiento por exclusion molecular y pos-
terior intercambio i6nico se usé una columna cromato-
grafica de Pharmacia Phine Chemicals de 96 cm de alto y
1,5 cm de diametro. ~

a) Fraccionamiento sérico por cromatografia de exclu-
sion molecular. Se ha realizado con gel Sephadex G-15,
tratado previamente con BH,Na a 80 °C. Este gel presenta
un tamario de poro idoneo para separar las moléculas
que queremos caracterizar. Fraccionamos los dos polos
séricos, usando como eluyente buffer de trietilamina
0,025 M, pH 8, y obtenemos los cromatogramas antes y
después de la hemodialisis, leyendo las absorbencias de
las fracciones recogidas a 254 nm en un espectrofotome-
tro de UV-Visible.

b) Fraccionamiento por cromatografia de intercambio
ionico. Las fracciones correspondientes a los picos de la
cromatografia de exclusion molecular fueron liofilizados y
posteriormente dializados para eliminar el buffer de trie-
tilamina. De todos los picos, elegimos los que presentan
mayor concentracion para someterles al intercambio i6-
nico en gel DEAE Sephadez A-25. Estos picos son los de-
nominados 1A (pico 1 antes de didlisis, fracciones 16, 17,
18, 19, 20 y 21), 2D (pico 2 después de dialisis, fraccio-
nes 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25 y 26) y 4D (pico 4 des-
pués de didlisis, fracciones 33, 34, 35, 36, 37, 38 y 39).
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Fig. 1.—Fraccionamiento del pool sérico de pacientes antes de dilisis
en gel Sephadex G-15.

Equilibramos el gel con buffer fosfato 0,05 M, pH 7,4,
.y usamos como eluyente-un gradiente lineal de NaCl des-
de 0,2M hasta 1M, a pH7,4.

¢) Espectroscopias. Se obtuvieron los espectros de ma-
sas en acetona e infrarrojo de los picos 2D y 4D. Tam-
bién se realiz6 el andlisis espectroscopico de H-RMN en
cloroformo deuterado del pico 2D. :

Los aparatos utilizados en el andlisis de las muestras
fueron:

— Espectro de masas Hewlet-Packard Gc/MS, 59884.
— Resonancia magnética nuclear de H' y C".
— Espectrofotometro Brucker AC80.
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— Espectrofotometro Cignns 100 (Mattsong) y Pu 9706
Philips en pastilla de BrK.

Resultados

El fraccionamiento sérico por cromatografia de exclu-
sion molecular en gel Sephadex G-15 antes de la hemo-
didlisis (fig. 1) denota la existencia de tres picos que co-
rresponden sus maximos a los volimenes de elucion 25,
35y 47; después de la hemodidlisis (fig. 2) aparecen cin-
co picos en los volimenes de elucion 11, 12, 21, 35y 45.

Mediante el fraccionamiento sérico por cromatografia
de intercambio i6nico en gel DEAE Sephadex A-25 se cro-
matografiaron los picos de elucién de la cromatografia de
exclusion molecular que presentaban mayor concentra-
cion. Estos picos fueron el 1A, 2D y 4D.

El pico 1A (fig. 3) presenta a su vez una serie de picos,
encontrando dos mas internos en los volumenes de elu-
cion 32y 52, respectivamente. ‘

El pico 2D (fig. 4) presenta una gran elevacion en el vo-
lumen de elucion 50.

El pico 4D (fig. 5) tiene multiples picos, siendo el mas
caracteristico el.que aparece en los volimenes de elucion
de 70.

El pico 2D fue sometido a resonancia magnética nu-
clear en cloroformo deuterado (fig. 6), viendo que no es
completamente soluble, apareciendo una banda de un
grupo metilico y la otra pertenece al disolvente. Se obtu-
vieron los espectros de masas del pico 2D, dando un peso
molecular de 220 daltons (fig. 7); para el pico 4D, el peso
molecular fue de 222 daltons (fig. 8).

En el espectro de: infrarrojo gel pico 2D (fig. 9) apare-
cen una serie de bandas que corresponden a: 3.435 nm.
Banda muy pronunciada correspondiente a un alcohol. Es
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Fig. 2.—Fraccionamiento del pool sérico de pacientes después de
dialisis en gel Sephadex G-15. )
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Fig. 3.—Cromotograma de intercambio i6nico (gel DEAE Sephadex
A-25) del pico 1A.
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fig. 4—Cromotograma de intercambio ibnico (gel DEAE Sephadex
A-25) del pico 2D.

demasiado estrecha para corresponder a un écido; no
apareciendo ademas la banda de vibracion del doble en-
lace C=0.

2.920-2.850 nm: Banda correspondiente a la vibracion
de los protones en grupos metilos terminales.

1.650 nm: Corresponde a un doble enlace C=C, posi-
blemente cis-sustituido. También puede comesponder a
una banda de amida I-NCO-} libre o asociada.

Para el pico 4D (fig. 10), el espectro de infrarrojo de-
muestra la existencia de las siguientes bandas:

1.160 nm: -Puede deberse a la presencia de una fun-
cion alcohdlica.

3.400 nm: Denota claramente la existencia de una fun-
cion carboxilica.

Fig. 5.—Cromatograma de intercambio iénico (gel DEAE Sephadex
A-25) del pico 4D.

Las asignaciones de las bandas que aparecen en am-
bos espectros del pico2D y 4D f(figs.9 y 10), a
2.340-2.365 nm muy peculiares, podrian corresponder a
algo de fosfato que esta presente en la muestra, concre-
tamente la vibracion del enlace p-H.

Discusion

Los estudios realizados para la identificacion bioquimi-
ca de ciertas toxinas urémicas han dado resultados poco
satisfactorios. Ello debido a la combinacion de numero-
sos factores: complejidad de los fluidos biologicos, poca
o nula informacién en la naturaleza bioquimica de las sus-
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PPM Fig. 6.—Espectro de resonancia
magnética nuclear del pico 2D en
cloroformo deuterado.
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Scan 91 (4.664 min.) de DATA: 2D-I-A.D
M/z Abund. M/z Abund. M/z Abund. M/z Abund.
40,90 97 59,05 6 79,05 15 121,15 8
41,90 11 63,95 6 80,05 6 128,20 8
42,90 66 65,05 15 81,05 21 129,20 9
43,90 11 65,95 7 91,15 32 131,20 7
50,90 16 6705 . 26 95,15 12 145,20 14
51,90 7 7105 6 103,00 7 177,25 8
52,95 21 73,05 3 105,15 22 205,30 51
55,05 41 77,05 27 115,15 17 206,30 8
57,05 100 78,05 9 116,15 6 220,30 10

58,05 19

Fig. 7.—Espectro de masas en acetona del pico 2D.

tancias a estudiar y deficiencia en los métodos de purifi-
cacion y clarificacion.

Por otra parte, dada la extrema diversificacion de las
técnicas utilizadas, es absolutamente imposible coordinar
los resultados obtenidos por diferentes autores.

Diferentes trabajos'®*? han comprobado la presencia
clara de cinco picos de elucion bien diferenciados tanto
antes como después de la hemodialisis.

Los obtenidos por nosotros aparecen algo difusos, qui-
za porque su peso molecular no llega a los 300 daltons,
estando por debajo del rango de las medianas molécu-
las, aunque la definicion de Schoots™ al respecto es lo su-
ficientemente ambigua como para poder incluir nuestros
compuestos en este campo molecular.

El término general de moléculas medias puede crear
confusion generalmente si admite que el peso medio de
estas moléculas medias esta entre 500-5.000 daltons sin
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embargo, todos los compuestos aislados tienen un peso
medio alrededor de 500 daltons o menos®7, hecho que
concuerda con los datos que hemos obtenido.

Encontramos una disminucion en la absorbencia de las
medianas moléculas del pico 2 antes y después de la he-
modidlisis, pasando de 0,805 a 400, respectivamente
(figs. 1y 2). -

Esta disminucion no es encontrada por otros autores
debido quizés a que el tamaiio de las medianas molécu-
las tradicionalmente aceptado es lo suficientemente gran-
de para que su paso a través de la membrana de didlisis
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43,90 3 7705 16 107,15 2 145,20 16
50,90 7 78,05 4 115,15 15 147,20 3
51,90 3 79,05 9 116,15 6 149,20 3
53,05 10 80,05 4 117,15 5 155,30 1
55,05 16 81,05 12 119,15 8 161,25 6
56,05 2 86,05 5 121,15 7 162,40 1
57,05 40 89,15 1 127,20 3 163,25 3
57,95 7 91,15 19 128,20 10 177,25 10
59,05 2 92,15 2 129,20 9 189,25 4
63,95 2 93,15 2 130,20 3 205,30 100
.65,05 7 94,15 1 131,20 7 206,30 16
66,05 2 95,15 8 133,20 9 207,30 1
67,05 12 102,15 2 134,30 1 220,30 26
69,05 4 103,15 4 135,20 4 221,30 4

Fig. 8.—Espectro de masas en acetona del pico 4D.
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sea minima. Los compuestos que hemos aislado presen-
tan un tamafo adecuado para poder atravesar en mayor
medida una membrana que por sus caracteristicas, como
es el poliacrilonitrilo, es méas permeable que las de cupro-
fan, aunque como vemos, no pueden ser eliminados en
su totalidad.

El determinar previamente el peso medio de los com-
ponentes plasmaticos es primordial para poder valorar su

pico 2D.

descenso durante la hemodialisis; por ello otros auto-
res'>™ describen una reduccién de la concentracion de
las medianas moléculas durante la hemodiélisis y su re-
cuperacion a través del fluido de dilisis.

Tal como demuestran los cromatografos de los pi-
cos 2D y 4D por intercambio ionico en gel DEAE Sepha-
dex A-25 (figs. 4 y 5), ambos picos estan compuestos por
un solo componente, pero de distinta naturaleza al pre-
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Fig. 10.—Espectro de infrarrojo del
pico 4D.
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sentar el mismo pH distintos grupos ionizables; sin em-
bargo, el pico 1A (fig. 3) estd compuesto por varios com-
ponentes al desdoblarse en varios picos; hasta cinco com-
ponentes distintos.

Los pesos moleculares de los picos 2D y 4D obtenidos
por espectroscopia de masas son de 220 y 222 daltons,
respectivamente (figs. 7 y 8), saliéndose del rango tradi-
cional de las medianas moléculas.

Los resultados obtenidos en el espectro de infrarrojo
para ambos picos 2D y 4D (figs. 9 y 10) nos indican que
la naturaleza de los compuestos de bajo peso molecular
no son compuestos de naturaleza peptidica como se in-
dica en otros trabajos* ¢, debido a la aparicion en el in-
frarrojo de vibraciones correspondientes a grupos carbo-
xilicos y aminicos terminales. Los resultados obtenidos en
el espectro de infrarrojo no los hemos podido comparar
con otros resultados del mismo tipo realizados por otros
autores, ya que no hemos encontrado bibliografia al res-
pecto. No podemos correlacionar los resultados obteni-
dos en el espectro de masas con los del infrarrojo. Para
poder dilucidar con mayor precision la estructura de es-
tos componentes habria que disponer de los espectros
completos de resonancia magnética del proton y del car-
bono 13 con el de UV para ratificar la existencia de de-
terminados croméforos en los nuestros.

Siendo un campo de investigacion el de las medianas
moléculas tan amplio y tan estudiado hace una década,
seguimos sin conocer la naturaleza quimica de las media-
nas moléculas en su gran mayoria, por lo que seria de-
seable que cada laboratorio al realizar sus propios proto-
colos especificos de purificacion adaptara un sistema de
referencia cromatografica, el cual debe tener la técnica de
Furst (159 o algunas de las modificaciones propuestas por
Cueille'® o Chapman™).
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