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The serum and erythrocyte membrane proteins of patients with cirrhosis were
studied. Recent work on abnormalities of the erythrocyte membrane resulted in the
identification of several types of membrane skeleton lesions. The different tech­
niques for separation of membrane proteins have been revised and compared. These
were studied on slabs using the SDS-polyacrilamide gel and discontinuous buffer
system with a linear concentration gradient of 5-15 % (w/v). Serum proteins were
separated by using continuous buffer system with a linear concentration gradient
of 4-30 %. A decreased in serum and red cell membrane proteins in those patients,
were observed.
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El conocimiento de la estructura y fun-
cion de sistemas de biomembranas ha sus-
citado un enorme y creciente interes en
orden a permitir el estudio de sus com-
ponentes y por extension, las alteraciones
que sufren en distintos estados patologi-
cos.

La anemia que se observa en la mayoria
de las cirrosis nepaticas (20), se ha relacio-
nado frecuentemente con alteraciones a
nivel de la composicion lipidica de la 

* A quien debe dirigirse la correspondencia.

membrana (6, 7). En este sentido, resulta
conveniente recordar que el estudio de di­
chas proteinas en determinadas alteracio­
nes o discrasias sanguineas, ha permitido
comprobar la existencia de modificaciones
respecto a su contenido normal en el he­
matic (3, 21, 24).

Para realizar el estudio de proteinas de
membrana del eritrocito, es necesario dis-
poner de una metodologia adecuada que
permita la preparacion de dichas membra-
nas y la solubilizacion de sus componentes
de forma sencilia y eficaz. Por tanto, dis- 
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poner de una tecnica adecuada supone po-
der resolver sin dificultad, su separacion
de los lipidos, evitar la agregacion que se
produce espontaneamente en presencia de
iones calcio y magnesio, eliminacion de
hemoglobina en la preparacion de los es­
tromas y finalmente su solubilizacion y
separacion. En este trabajo, hemos puesto
a punto una tecnica que resuelve estas di-
ficultades y que permite obtener resulta-
dos sobre las variaciones de la composi-
cion proteica de membrana en estos en-
fermos en relacion a individuos normales.

Material y Metodos
Selection de los pacientes. — Se ha es-

tudiado un grupo de 25 pacientes con ci-
rrosis seleccionados por la clinica y ana-
litica previa. En todos ellos, se determino
albumina, bilirrubina y tiempo de pro-
trombina en suero, seleccionando aquellos
pacientes que presentaron unos valores de
albumina inferiores en un 30 % al control,
una bilirrubina superior a 2,5 mg/dl y un
indice de protrombina del 60 %. La de-
terminacion de los parametros hematolo-
gicos basicos se realize en un contador
Coulter S, modelo Sr. Los parametros
bioquimicos generales se determinaron en
un autoanalizador Technicon, mod. RA-
500 y el tiempo de protrombina con un
coagulometro, modelo RAL-CLOT-1
DAIKEN.

Preparation de los estromas eritrocita-
rios. — La obtencion de estromas eritro-
citarios libres de hemoglobina se realizo
mediante la tecnica modificada de Dodge
et al. (8) y que fundamentalmente consiste
en una Lisis hipotonica de sangre fresca he-
parinizada mediante un tampon fosfato
sodico 20 mOs (PO4H2Na 0,15 M;
PO+HNaj 0,10 M) a pH 7,4. Los eritro-
citos fueron obtenidos por centrifugacion
de 4 ml de sangre heparinizada, lavados
tres veces con 20 ml del tampon y centri-
fugados a 30.000 x g, durante 40 minutos
a 4 °C.

La eliminacion de lipidos del material
insoluble obtenido de esta manera, se rea­
lizo por tratamiento con metanol en un
homogenizador, potter Elvehjem, con
pistilo de vidrio, durante 5 minutos, se-
guido por un tratamiento identic© con
cloroformo, evitando de esta manera el
empaquetamiento del material. Sucesivos
lavados con una mezcla de cloroformo:
metanol (2:1) (v/v), aseguraron la comple-
ta eliminacion de lipidos de este material.

La solubilizacion de estas proteinas eri-
trocitarias se llevo a cabo mediante dife-
rentes tecnicas (2, 12, 19, 23), obtenien-
dose los mejores resultados al disolver el
material libre de lipidos en una solucion

.solvente, compuesta por lauril sulfato so­
dico (SDS) al 20 % y p-mercaptoetanol al
5 % en una proporcion (1:1) (p/v). Final­
mente, se calentaron a ebullicion durante
3-5 minutos, para favorecer la solubiliza­
cion de las proteinas y romper los puentes
disulfuro (1). El material se dializo duran­
te 12 horas con un tampon Tris 0,25 M,
glicina 1,9 M y SDS al 1 % a pH 8,3, con
el fin de eliminar las sales y residues de
disolventes organicos que pudieran con-
taminar el material.

Separation de las proteinas de membra­
na de eritrotito. — Una vez obtenidas las
proteinas de membrana se procedio a su
separacion mediante electroforesis en pla-
ca, en gel de poliacrilamida, estableciendo
un gradiente de concentracion lineal com-
prendido entre el 5 y el 15 %, con SDS y
un sistema de tampon discontinuo (14).

Las muestras se prepararon para la elec­
troforesis adicionandoles 0,5 pl de azul de
bromofenol al 1 % como marcador y 50
pl de glicerol, para aumentar su densidad.

La electroforesis se mantuvo a 60 vol-
tios hasta que las muestras alcanzaron el
gel donde se habia establecido el gradien­
te. A partir de ese momento, la separacion
de las proteinas se realizo a 120 voltios.

Los geles se fijaron con una mezcla de
isopropanol al 35 % y acido acetico al
10 %, durante 2 horas. A continuacion, se 
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tineron con Azul Comassie R-250 disuelto
al 0,26 % (p/v), en metanol al 50 % y aci­
do acetico al 10 %, durante 1 hora. La de-
coloracion de los geles se llevo a cabo por
sucesivos lavados con una mezcla (v/v) de
acido acetico y metanol, ambos al 10 %.

Separation de proteinas de suero. — El
analisis electroforetico del suero se realizo
en gel de poliacrilamida, en gradiente de
concentracion lineal 4-30 %, mediante un
sistema de tampon continue (Tris-CIH
0,08 M, acido bdrico 0,08 M y EDTA
3 mM, a pH 8,3). La cantidad de suero
aplicado fue de 3-5 pl. Antes de realizar la
aplicacion, los geles se mantuvieron 20
minutos a 70 V. La separacion se realizo
durante 10 horas a 500 V. La fijacion, co-
loracion y decoloracion tuvo lugar como
en el caso de las proteinas de membrana
de eritrocitos.

Valoration de las bandas proteicas ob-
tenidas. — La lectura de las bandas pro­
teicas separadas por electroforesis se rea­
lizo mecliante un fotodensitometro «Atom
430». La valoracion de las proteinas se
realizo por el metodo de Lowry et al.
(15), utilizando albumina bovina como
patron de referencia. La determinacion del 

peso molecular (PM) de las proteinas de
eritrocitos de enfermos cirroticos se de­
termind a partir de patrones de PM com-
prendidos entre 16.000 y 264.000 daltons
calculando su movilidad relativa (28).

Resultados

El estudio de las proteinas totales en
suero correspondiente a enfermos cirro-
ticos refleja un descenso significative de su
contenido (56 %), respecto a sueros con­
trol (tabla I). Del mismo modo, la valo-
racion de las distintas proteinas compo-
nentes de ese suero, refleja un descenso
significative de casi todas las fracciones
proteicas analizadas a excepcion de aj-
antitripsina e Ig M que aumentan signifi-
cativamente.

La separacion de proteinas de membra­
na de eritrocitos permitio la identificacion
de 6 bandas proteicas cuyo peso molecular
se determine mediante el empleo de pa­
trones. De acuerdo a nuestros resultados,
el peso molecular de dichas proteinas fue
de: 43.000, 75.000, 88.000, 200.000,
220.000 y 240.000 daltons que fueron
identificadas como actina (banda 5), ban­
das 4.1 y 4.2, componente a (banda 3), an-

Tabla I. Determinacion de proteinas totales en suero y en las fracciones separadas electroforeticamente
en gel de poliacrilamina 4-30 %.

Los resultados obtenidos son la media de 10 muestras en individuos control y de 25 en cirrdticos. Cada
muestra ha sido procesada por duplicado. * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001 N.S. = no

significative.

Proteinas Control Cirrdtico P < %

Proteinas totales 7.2 ± 1,2 4,01 ± 0,97 ♦ * ♦ 56
Prealbumina 0,24 ± 0,07 0,08 ± 0,001 * 33
arantitripsina 0,12 ± 0,08 0,35 ± 0,025 * ♦ 292
Albumina 3,52 ± 0,25 2,31 ± 0,18 * ★ * 66
P-transferrina 0,27 ± 0,027 0,22 ± 0,02 N.S. 82
a2-ceruloplasmina 0,06 ± 0,011 0,02 ± 0,001 ♦ * * 27
Haptoglobinas 0,44 ± 0,006 0,22 ± 0,015 * * * 51
Ig G e Ig A 1,44 ± 0,14 1,62 ± 0,20 N.S. 112
a2-macroglobulina 0,40 ± 0,030 0,51 ± 0,10 N.S. 128
0-lipoprotelna 0,66 ± 0,012 0,39 ± 0,07 * ♦ * 59
Ig M 0,24 ± 0,03 0,48 ± 0,06 ♦ * ♦ 199
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Tabla II. Proteinas de membrana de hematie separadas electroforeticamente en gel de poliacrilamida
5-15 %, con SDS.

Los resultados son media de 10 muestras, en el caso de individuos control y de 25 en el caso de cirrdticos.
Cada muestra ha sido procesada por duplicado. * = p < 0,05; “ = p< 0.01; *** = p < 0,001; N.S. =

no significative.

Identificacidn Peso molecular
(Daltons)

% de proteina
P < %

Control Cirrdtico

Espectrina 240.000 15 ± 1,5 10 ± 1,1 * * * 67
(Banda 1 y 2) 220.000 14 ± 0,8 9 ± 1,0 * * * 64
Ankirina (Banda 2.1) 200.000 5 ± 0,6 4,7 ± 0,4 N.S. 94
Componente a (Banda 3) 88.000 26 ± 3,2 19 ± 2,9 * * * 74
Bandas 4.1 y 4.2 75.000 9 ± 0,2 8 ± 0,40 * * * 89
Actina (Banda 5) 43.000 5 ± 0,8 7 ± 2,5 N.S. 140
Proteinas totales (mg/ml): 1,47 ± 0,2 0,9 ± 0,1 * * * 61

kirina (banda 2.1) y espectrinas (banda 1
y 2), respectivamente. El porcentaje de es-
tas proteinas de membrana, procedentes
de individuos control y cirroticos, se re-
coge en la tabla II, observandose una dis-
minucion significativa de espectrinas y
bandas 4.1 y 4.2, no habiendo variaciones
significativas en el resto de las bandas.

La tabla III recoge los valores medios y
la significacion estadistica de las relaciones
establecidas entre espectrina y bandas 4,
con la proteina de membrana mayoritaria,
componente a, observandose un descenso
significativo de las mismas. Las relaciones
del resto de las bandas proteicas separadas
respecto al componente a, no presentaron

Tabla III. Valores medios y significacion estadfs-
tica de los cocientes espetrinas y bandas 4/com-

ponente a.
Los resultados obtenidos proceden de los valores
recogidos en la tabla II y proceden de 10 individuos

control y 25 pacientes con cirrosis.

Cociente Control Cirrdticos p <

Espectrina 1/
espectrina 2 1,05 ± 0,01 1,10 ±0,02 “

Espectrinas/
componente a 1,13 ± 0,05 1,02 ± 0,04 *

Bandas 4/
componente a 0,34 ± 0,02 0,29 ± 0,01 *

significacion estadistica. La relacion es­
pectrina 1/espectrina 2, aumenta signifi-
cativamente.

Discusion

El proteinograma serico constituye uno
de los datos mas interesantes de la bio-
quimica hepatica presentando, en fases
avanzadas cfe la enfermedad, hipoalbumi-
nemia (descenso inferior a 3 g/dl), utili-
zandose este dato como criterio para su
diagnostic©. Los proteinogramas de los
sueros de los pacientes analizados presen­
tan una disminucion del contenido pro-
teico de aproximadamente un 50 % en re-
lacion a individuos control, atribuible pre-
ferentemente a la variacion de las cifras de
albumina que descienden de 3,5 g/dl a 2,3
g/dl, asf como al descenso que experimen-
tan la casi totalidad de las restantes pro­
teinas separadas. El origen de esta hipoal-
buminemia se ha atribuido a la capacidad
residual disminuida de la funcion hepatica
que presentan estos pacientes.

Mientras que la mayoria de las fraccio-
nes proteicas estan disminuidas, en el caso
de los enfermos cirroticos investigados, las
inmunoglobulinas, especialmente las IgM,
duplican practicamente el valor control
(199 %). Es frecuente observar como esta 
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fraccion aparece elevada no solo en la ci-
rrosis hepatica sino tambien en inflama-
ciones agudas (hepatitis viral) y en hepa­
titis cronica, atribuyendose en el caso del
higado cirrotico a su incapacidad para cap­
tar y destruir antigenos de diversa proce-
dencia (24). Sucesivos intentos de estable-
cer criterios diagnosticos diferenciales por
el tipo de inmunoglobulina aumentada se
han desestimado ya que, independiente-
mente de la etiologia ae la cirrosis, resulta
necesario tener en cuenta el estado clinico
del paciente, determinante de la pertur-
bacion en los mecanismos homeostaticos
de la respuesta inmunologica (18).

En el grupo de pacientes estudiado, se
observa ademas un aumento de oq-anti-
tripsina, proteina que constituye el 90 %
de la fraccion arglobulinas. La perdida
excesiva de albumina que presenta en estos
enfermos, podria ser compensada por el
higado, que sintetiza esta proteina con el
fin de restablecer la presion coloidosmo-
tica del plasma.

La fraccion 0-lipoproteica se encuentra
disminuida respecto al control. En distin-
tos tipos de cirrosis se han comprobado
alteraciones de los lipidos plasmaticos que
coinciden con este comportamiento (25).
Resulta frecuente que, cuando existen de-
sordenes que afectan a la funcion hepa-
tocelular y las celulas del parenquima es-
tan dahadas, se origine una hipolipidemia
como consecuencia de un descenso de la
sintesis y secrecion de VLDL o de LDL,
anormalmente formadas.

El estudio de proteinas de membrana de
eritrocito se ha realizado con el fin de
comprobar si, ademas de las alteraciones
lipidicas que estos pacientes presentan,
existen otras a nivel de los constituyentes
proteicos intrinsecos y/o extrinsecos de
dicha membrana. La tecnica utilizada ha
permitido la separacion de las principales
proteinas responsables, de una manera u
otra, del mantenimiento de las condicio-
nes fisiologicas de la membrana del eritro­
cito. Del estudio comparative realizado en
membranas de eritrocitos de individuos 

normales y cirroticos, puede deducirse
que existe una disminucion generalizada
de los principales componentes de dicha
membrana. Coincidiendo con nuestros re-
sultados, se ha observado tambien un des­
censo de espectrina en distintas enferme-
dades que cursan con hemolisis (16,17) y
en mutantes de ratones (Mus musculus),
que presentan severas anemias hemoliticas
(10). Este descenso en espectrina suele ir
acompanado de una moderada deficiencia
en ankirina (22, 23), necesaria para esta-
blecer su anclaje en el interior de la mem­
brana. Del mismo modo, en los ultimos
arios, se han observado otros defectos que
implican una alteracion en la interaccion
entre espectrina y proteina 4.1 o un deficit
en la proteina 4.2 (16).

Es tambien frecuente encontrar, en di-
versas alteraciones hepatocelulares como
cirrosis establecida o alcoholica, una ane­
mia hemolitica mas o menos severa y de
compleja etiologia (11, 13), que se ha re-
lacionado con anomalias de los lipidos
constituyentes de eritrocitos, responsables
de una mayor rigidez de la memorana por
aumento de la viscosidad de la bicapa li-
pidica (5, 27), de un descenso de la fos-
forilacion de espectrina (26) y de la alte-
racion de la organizacion de sus proteinas,
tanto integrales como perifericas (4).

Por tanto, de los resultados de este tra-
bajo podemos concluir que el factor de­
terminante de la anemia hemolitica, que
aparece en los pacientes cirroticos estuaia-
dos, es un defecto estructural de la mem­
brana eritrocitaria que consiste, esencial-
mente, en un deficit de espectrina y ban-
das 4.

En resumen, dada la relativa frecuencia
de la cirrosis en nuestro medio y las difi-
cultades que ofrece la realizacion siste-
matica de estudios moleculares de la mem­
brana de eritrocito, la investigacion de
procedimientos que directa o indirecta-
mente pongan de manifiesto la existencia
de defectos de proteinas eritrocitarias,
puede tener interes no solo de diagnostic©
sino tambien fisiopatologico.
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Rcsumen

Se estudian las posibles alteraciones en la
composicion proteica de la membrana de he­
matics de enfermos con cirrosis asi como sus
proteinas sericas, con el fin de detectar posibles
anomalias. Para resolver las dificultades me-
todoldgicas que este estudio plantea, se com-
paran distintas tecnicas de electroforesis sobre
gel de poliacrilamida en placa. Los mejores re-
sultados y los mas reproducibles se obtienen
empleando un gradiente de concentracion li­
neal 4-30 % y un sistema de tampon continue,
para el estudio de los sueros y un gradiente 5-
15 % con SDS y tampon discontinue, para el
estudio de las proteinas de membrana. Como
resultado, se observa un descenso, practica-
mente generalizado, del contenido proteico del
suero y de la membrana de hematie de indivi-
duos cirroticos.

Palabras clave: Membrana de hematies, Cirrosis he-
patica.
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