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lNTRODUCCJON 

La hidróli,;is del dinudeótido de nicotinamida y a<leniua (NAD) es 

catalizada, entre oti:as enzimas, por la :-IAD glicohidrolas:t (NAD nucle<>sida8a) 

(EC 3.2.2.5 y EC l.2.2.6) (NADa~a) que actGa rornpi~ndo el enlace 8-N-Gli 

cos:ídico que une el anillo <le la nicotinamida con la porción Alll'ribosa: 

La actividad de esta enzima se puede determinar midiendo 

la cantidad de NAD que se degrada durante el tiempo de incuhA 

ci6n y la concentración del dinucleótido en las muestras se 

obtiene reduciéndolo a NADH, con etanol en presencia de deshi 

drogenasa alcohólica o formando un complejo con KCN. 

ANTE CE DENTES 

Los primeros investigadores que demostraron en la sangre 

humana la presencia de la enzima NAD glicohidrolasn fueron Al! 

visa tos y Denstedt (1951), Los glóbulos rojos lavados y los 

fantasmas, o estroma, preparados de los eritrocitos hemolizados 

por enfriamiento y descongelaci6n, conservan esta actividad; 

poro no se le encuentra en el líquido del hemolizado libre de 

fantasmas ni tampoco en el suero. Al parecer la enzima est~ 

distribuida en la superficie externa de los gldbulos rojos y 
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la membrana de los mismos no es permeable al NAO. Unos añcJs 

más tarde, Dickerman v Stol zenbach (1'157) lograron cxtrac1· l'n 

forma soluble 1 as ac:tivid,1dcs NAD g!icoliidrolasa, NABP glicol,_1_ 

drolasa v nicotin;1mida mononuc].,Ótí.dc1 g.licnhidrol.isa d" los f.tn 

ta5mas <le eritrocitos de san¡~rt 1 hum.loa. lJe~~rués, Crossr1a1\ y 

Kaplan (1958) confirm,1ron la presencia de L1 actividad :<AOasa 

en los glóbulos rojos humanos y en los fantasmas desprovistos 

de contenido citoplismico; estos Gltimos los prepararon por 

enfriamiento ele los eritrocitos en un baño de acetona y hielo 

seco, seguido de descongelaci6n y adición de agua destilada 

fría y finalmente los obtuvieron por centrifugaci6n a 100,000 xg 

durante 30 min. En el trabajo de Uofmann y Noll (1961) se en

cuentran datos de la actividad NADasa en eritrocitos lavados 

[ntegros y en los hemolizados preparndos de sangre humana normal. 

Ravazzolo, Bruzzone, Garr& y Ajmar (1976), extrajeron en forma 

soluble la enzima de la membrana del eritrocito humano usando 

Trit6n-X 100 y mercaptoetanol y la purificaron parcialmente 

precipitindola con sulfato dP amonio, Estudiaron l a t e r mo 1 a -

bilidad de esta preparaci5n y tnmbi&n determinaron la constante 

de Michaelis para el NAD. Solti y Friedrich (1979) demostraron 

que la actividad NAD glicohidrolasa se conserva en la preparación 

de g16bulos rojos de sangre humana,dHRpu6s de someterlos a la 

acción de un desintegrador ultras6nico, Goodman, Wyatt, TTepel 

y Neckers (1982), cornprobat"on que la enzima esta J ocalizada en 

1 
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la superficie externa de la memhrana de los g16bulo• rojos de 

sangre hurnanB y que el valor de la ronstante de Michaeli• para 

el NAD es muy parecicln "ntre los eritrocitos de varic-s rn.1mÍft>ros 

incluyendo al hombrP; mientras que la velocidad miixioa en los 

gl6bulos rojos humano• es la mfis baja. Estu Último lo explican, 

suponiendo que la membrana del critroci to ht<11iano contiene un 

nGmero relativarnPnle bajo de estas rnol~culas,en comparaci6n 

con los gl6bulos rojos de otros animales. 

En conclusi6n, se ha demostrado Ja presencia de la enzima 

NAD glicohidrolasa en la sangre humana total, en los gl5bulos 

rojos intactos o hemolizados y en los fantasmas obtenid<J5 de 

los eritrocitos humanos y se ha logrado extraerla en forma solu 

ble. Se conocen algunas características cinéticas y termodiná 

micas de la enzima en los eritrocitos humanos, peto no se sabe 

si estas caracterlsticas se modifican al separar los gl6bulos 

rojos de su plasma, al eliminarles el contenido citoplásmico 

o cuando se tiene la enzima en solución libre de otros compone~ 

tes membranales. 

fllQPOS ITfil¡_ 

El propósito del presente trabajo es comparar algunos as

pectos de la actividad NADasa de la sangre humana total con la 

de los glóbulos rojos intactos y con la de los fantasmas. En 

particular, se estudiarS la respuesta de esta enzima a dife-
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rentes concentraciones de iones hidr6geno y a diversas temper~ 

turas de incuba~i6n. 

Se pretende rontrlbuir as{ al cono~lmiento de la estabili 

dad o labi lldad dv 1 a cnzim.1 de los glóbulos rojos humanos, du

rante los procesos de purificacl6n. 
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MATERIALES 

REACTIVOS 

NOTA: La cifra entre paréntesis es el peso molecular del r~ 

activo e incluye la pnreza y las moléculas de agua de cristaliza

ción, según sea el caso. 

l. Heparina s6dica, Lipo-Hepin, Riker, S ,A,, México, 5,000 

unidades de heparina s6dica por mililitro, 

2. NaCl, Merck 206401, (58. 44) 

3. B-NAD, Sigma N-7004, 98%depurezacon 3H20 (732.2) 

4. Acido perclórico, Baker 9652, 70%, peso específico 1.67 

S. Trizma-base, Sigma T-1503 (121,1) 

6. Etanol absoluto, Merck l/5853, 99.8%, densidad 0.79 (46.07) 

7. Alcohol deshidrogenasa, Sigma A-7011, 30,000 unidades 

8. Nicotinamida, Calbiochem 4813 (122.1) 

9. Acido cítrico-monohitlratado, Merck 244 (210) 

10. EDTA, Si¡>,ma ED 255, sal disódica (336.2) 

11. Fosfato monosódico monohidratado, Merck 206346 (138) 

12. Fosfato disódico, Herck 206586 (142) 

13. Glucosa (dextrosa), Sigma GSOOO (180.2) 

14. Citrato trisódico, Baker 3646, 99.26% con 2Hz0 (294) 

15. KCN, llaker 3080, 96% (67.8) 

16. Trietanolamina, Sigma T~l502 (185,6) 

17. K2C03, Baker M-33565, con 1 ll20 (165} 
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18. Na2C03, Baker 36'..J2, 99.91; (106) 

19. Tartrato de sodio y potasio tctrahidratado, Baker 3262, 

con 41!;.0, ') 1J.4::·: f282) 

20. Reactivo fPnólico de Fol.in-Ciocalteu, Sigma, Lote 1082 

21. AlbÚmin<J d(• suc· r1• de hovino, Sigma A-4378 

22. Sulfato cúprico, Haker J84J, con 5H 2 0 (250) 

23. Silicla<l, Clay Adams 1950 

l. Soluci6n anticoagulante de heparina (2,000 u/ml).- Se di

luyen 0,20 rnl de Lipo-Hcpin con 0.30 ml de solución salina 

isot6nica de NaCl. 

Se emplean 0.010 ml de esta diluci6n por cada 2 ml 

de sangre o sean 10 unidades por mililitro. 

2. Solución anticoagulantc ACD (fórmula A).- Se pesan 0.800 p, 

de leido cítrico monohidratado, 2.450 g de glucosa y 2.200 g 

de citrato trisódico. Se disuelven con a~ua bidestiladn y 

se llevan a un v0lumcn finnl de 100 mi (Farmacopea Nacional 

de los E.U.M., 1974). 

Se utiliza en la proporci6n de 75 ml de soluci6n para 

500 ml de sangre. 

J, Soluci6n salina de NaCl 0.85Z (P/v).- Se disuelven 8.50 R 

d~ NaCl en agua bidestilada y se completa el volumen a un 

litro. 
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4. NAD 6 mM. - Se pesan O, Q/¡8() g de ¡l-NAD, se <li suelven "n unos 

6 ml de soluci6n salina i~nt6nica, El pH se ajusta enlr~ 

6.5 y 7.5 rnn unns 0.9 ml de NaO!I a!'roximadamente 0.1 N y 

se completa de~ip11és el volumen" 10 ml en un fra~co volu-· 

métrico. 

5. Acido perclór.ico al 1.0 'J .15% (P/vl.- Se miden 21.50 y 32.25 

ml de ácido perclórico al 70% (P/p) y se llevan 11 un volumen final 

de 250 ml cnn agua bidestila<la en ambos casos. 

6, Solución con amoTtiguador y sustrato para la deshidrogenasa 

alcohólica (Tris 0.6 M y etanol 1 H).- Se pesan 18.16 g de 

Tri~ma-base y se di&uelven en agua bidescila<la. Se agre-

gan 14.70 rul de etanol absoluto y se completa el volumen a 

250 ml con agua bidestilada. 

El pH final de esta mezcla resulta 10.8 aproximadamente. 

7. Diluci6n de deshi<lroRenasa alcohólica (l,000 unidades/ml).

Al frasco que contiene 30,000 unidades, se le agregan 3 ml 

de agua previnmente hervida y fría, para tener 10,000 unida 

des por mililitro y una vez hcch:¡ la solución ce guarda en 

el refrigerador. Cuando se va a utilitar se hace una dil~ 

ci6n 1:10 con NaCl isot6nico para tener 1,000 unidades en 

un mililitro. Esta dilución se centrifuga a temperatura 

ambiente durante 1 mío a 2,600 rpm (900 xg). La actividad 

de la enzima así diluida es estable al menos una semana si 

se mantiene en refrigernci6n. 
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B. Amortiguadores isosmótícos de fosfatos, aproidmüdamentc 

0.310 osmolar a pll 6,l1S, 7.40, 8.15 y 8,70, respc>ctivamcnt.:.

Se preparan por separado las siguientes soluciones: 

a. 500 ml de fosfato disódico 0.103 M.-· Se pesan -

7,311 g del fosfato, se disuelven con agua bides 

tilada y se lleva a un volumen de 500 ml. 

b. 100 ml de fosfato monosódico 0.155 M.- Se pesan 

2.139 g del fosfato y se completa el volumen a 100 ml. 

A la solución de 500 ml de fosfato dis6dico, que tiene un 

pH alrededor de 9, se le a5ade poco a poco la cantidad ne 

cesarla de la soluci6n de fosfato monosódico para obtener 

el pll deseado. 

Este amortiguador se mant~ene en refrigeración. 

9. Amortiguador 0.3 M citrato-0.3 M fosfato a diferentes va

lores de pll.- Se pesan 12,61 g de ácido cítrico monohidr!!_ 

tado y 8,518 g <le fosfato dísódíco, se disuelven juntos 

con agua bidestila<la y se completa el volumen a 100 rol. 

Se vacían 10 ml de esta soluci6n a un vaso de pre

cipita dos y se ajusta al pH deseado, ya sea con NaOH o con 

HCl; por Gltimo se completa a 20 ml con agua bidestilada. 

10. Amorti~uador 0.3 M Tris-0,J M fosfato a diferentes valores 

de pH.- Se pesan 8.517 g de Na2HP0 4 y 7,266 g de Trizma-base, 

se disuelven juntos con agua bidestilada y se completa el 

volumen a 100 ml (solución 0.6 M), 
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Se vacían 10 mi de esta dilución a un vaso de precipit! 

dos y se ajusta al pi! dcse,1do, empleando NaOll o l!Cl; por 

Gltimo se añade agua bidestilada hasta tener 20 ml. 

11. Amortiguador de fosfatos 0.6 M n diferentes valores de pll.

Se preparan por separado las siguientes solucioneq; 

a. 100 ml de Na 2 Hro,., 0.6 M .- Se pesan 8.518 g del 

fosfato, se disuelve en agua bidestilada y se 

completa a 100 ml. 

b. 25 ml de NaH2P04 · 11 2 0, 0,6 M ,- Se pesan 2.070 g 

del fosfato, se disuelve en agua bidestilada y 

se completa a 25 ml. 

A los 100 ml de la soluci6n de Na 2 1lP(\ se le añade el 

volumen que se requiera de la solución NaH 2P0 4 • 1120 para 

llevarlo al pi! deseado. 

12. Amortiguador de fosfatos 0.5 Ha pH 7.40.- Se preparan por 

separado las siguientes soluciones: 

a. 100 ml de Nall2P04 • H20 1 0.5 M.- Se pesan 6.90 g 

del fosfato, se disuelve en agua bidestilada y se 

completa a 100 ml. 

b. 100 ml de Na2HP04, 0.5 M.- Se pesan 7.10 g del fos 

fato disódico, se disuelve en agua bidestilada y 

se completa a 100 ml. 

A los 100 ml de la soluci6n de Na2HP04 so le aftade el 

volumen que se requiera de la solución de Nall2P04 oara llevarla 

al pll de 7.40. 
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13. Amortiguador biposm6tico de fosfato& aproximadamente 0.020 

osmolar a pi! 7.40.- Se pre:iaran por scpar.1do las siguil'ntes 

sol uc ion es: 

a. 500 ml de Nall~PO,, · H;O, O.OJO M.- Si; pesan O.b9C1 p, 

del fosfato monos6dico, se disuelve en agua bidcsti 

lada y se completa a 500 mi. 

b, 1,000 mi de Na 7 HP0 4 ,0.0066 M.- Se pesan 0.938 g 

del fosfato dis6dico, se disuelve en agua bidesti 

lada y se completa a 1,000 ml. 

A los l,000 ml de la soluci6n de Na 2 HP0 4 se le afiaden 

aproximadamente 245 ml de la soluci6n de NaH 2 P04 para obt~ 

ner el pH 7.40. 

14. Soluciones de nicotinamida 0.6 M a pH 7.40 y pll 8.70.- Se 

pesan 0.7326 g de nlcotinamida, se disuelven en aproximad~ 

mente 5 ml de agua bidestilada, se ajusta al pll deseado y 

se afiade agua para tener un volumen de 10 ml. 

15. Soluci6n EDTA 60 mM.- Se pesan 0.2017 B de NazEDTA, se di 

suelven en aproximadamenta 5 ml de agua bidestilada, se 

ajusta al pll deseado y se completa hasta un volumen de 10 ml. 

16. Trietanolamina 1 M.- Se pesan 18.56 g y se dipuelven en 

agua bidestilada para tener un volumen final de 100 ml. 

17. K2co 3 5 M.- Se pesan 82,60 g y sr disuelven en agua bidest! 

lada para un volumen final de 100 ml. 
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18. Reactivos para Ja determinación de proteína•: 

a, Soluci6n A.- Se disuelven 20.00 ~ d~ Na 2 C03, 4.00 B 

de NaOll, 0.200 g de tartrato de sodio y potasio en 

agua bidesti.Jada y se llevan a l ,000 mi. 

b . So 1 u" i ó n B • - Se pes a n 'i • O O g cfo Cu SO,, • 5 fl / O , se 

disuelven y se llevan a 1,000 ml con agua bidesti!ada. 

c. Soluci6n C.- Se prepara inmediatamente antes de -

usarse, agregando 1.0 ml de la solución B a 50 ml 

de la solución A. 

d, Dilución del reactivo fenólico de Folin-Ciocalteu.

Se hace una dilución 1:2.6 del reactivo concentrado 

de Folin con agua bidcstilada. Se prepara inmediat~ 

mente antes de usarse (por ejemplo, 3.5 mi del rea.!:_ 

tivo más 5.6 ml de agua). 

e, Solución concentrada de albúmina (400 µg/ml).- Se 

pesan 0.0100 g de albúmina, se disuelven y se llevan 

a 25 ml con solución salina 0.85%. Se mantiene en 

refrigeración. 

f, Solución tipo de albúmina (50 µg/ml).- Se ponen 

1.25 ml de la solución concentrada de albúmina en 

un matraz volumétrico de 10 ml y se completa el 

volumen con solución salina la 0.85%. 

19. Dilución de Siliclad, para siliconizar el mnterial de vi

drio que estar8 en contacto con la sangre.- Se diluye 1 

parte de Siliclad concentrado en 100 partes de agua bidestilnda. 
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Los tubos o matraces de vidrio se lavan muy bien con a~ua 

bidestilada, despufs se llenan cun la diluci6n de siliclad 

y se dejan durante 5 a 10 seg. Finalmente, se lavan re

petidas veces con a~ua bidcstilada. 
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METODOLOGIA 

OBTENCION DE LA SANGRK 

a, Donadores en el laboratorio 

Las personas que se prestaron voluntariamente para donar 

sangre estaban en ayunas y eran supuestamente sanas. 

La sangre se extraía de una de las venas del antebrazo 

con aguja siliconizada calibre 19 del equipo Asepto B-D. 

Inicialmente se conectaba el tubo de salida de este equipo 

a una jeringa de vidrio de 5 ml tambi&n siliconizada y a la que 

previamente se le había puesto el volumen conveniente de la -

dilución de heparina (0.010 ml) para extraer 2 ml de sangre, 

Esta muestra se mezclaba y a continuación se usaba para deter 

minar!~ el hematocrito. En seguida, el tubo del equipo B-D se 

conectaba a otra jeringa de vidrio siliconizada, pero de 20 ml 

sin anticoagulante y la sangre extraída se vaciaba de inmediato 

en un tubo de policarbonato de 103 x 28.7 mm (A.H. Thomas 2610-

018) (50 ml de capacidad) que contenía la cantidad apropiada 

del anticoagulante ACD (3 ml). El tubo tapado con parafilm se 

invertía repetidas veces para hacer la mezcla, 

En caso de necesitarse un volumen mayor de sangre, se r~ 

petía la extracción a trav~s del tubo del equipo B-D, usando 

cada vez una.jeringa de 20 ml limpia y seca. 
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b. Banco de sangre 

El Banco de sanr,re del lnst ituto ~acional de Car.diolo¡;ía 

Ignacio Ch5v~z nofi proporcion6 bolsas que contenían 500 ml Je 

sangre tntal con 70 101 de anticoagulantP Cl'D (ácido cíLrico 327 

mg, citrato trisGJirn 2.63 g, fosfato s6dico mon~b~sico 222 mg 

y dextrosa 2.55 g - rPactivos FNEUH - en 100 ml). 

La sangre había sido extraída de los donadores 20 días 

antes y por lo mismo ya no era utilizable clínicamente. 

MEDICION DEL HEMATOCRITO 

El hematocrito se determinaba siempre tanto en la sangre 

total con heparina como en las diversas suspensiones de gli 

bulos rojos lavados. 

En todos los casos se mezclaba muy bien la sangre o la sus 

pensi6n de gl6bulos rojos y en seguida se llenaban los tubos 

para hematocrito Wintrobe con 1 ml de la muestra usando la -

aguja especial. 

Los tubos tapados con parafilm se centrifugaban a 2,600 rpm 

(900 xg), durante JO min a temperatura ambiente, en la centrí 

fup,a clínica Chriss. 
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OBTENCION DE GLOBULOS ROJOS LAVADOS 

(Técnica de !Jodge, Mitchel l v Hanal1an, 1963) 

La sangre mezclada con el anticoagulante ACD se centri

fugaba durante 20 min a 4ªC y a 4,000 rpm {l,000 xg), en el 

rotor SS34 de la centrífuga Sorval l. 

El plasma se separaba empleando un succionadar de agua y 

luego con una pipeta Pasteur se eliminaba el plasma residual 

junto con la capa superficial de leucocitos y plaquetas y 

algunos gl&bulos rojos de la porci6n subyacente. 

El paquete de eritrocitos se lavaba 3 veces en la siguiente 

forma: se le aíladía un volumen igual del amortiguador de fos

fatos isosmolar de pll 7.40, se resuspendía con cuidado la me~ 

cla invirtiendo el tubo unas 10 6 15 veces y se centrifugaba 

a 4,000 rpm (1,000 xg} durante 20 minen frío. Al final, con 

una pipeta Pasteur se eliminaba el sobrenadante y la parte s~ 

perior del paquete de eritrocitos. 

Todos los paquetes de eritrocitos se vaciaban en un ma

traz sil iconizado y se resuspendían eu un volumen de amortigu!!_ 

dor isosrnolar frío igual al del total de los sedimentos. 

PREPARACION DE FANTASMAS DE ERITROCITOS 

(Tlcnica de Dodge, Hitchell y Uanahan, 1963) 

Se denominan fantasmas, estroma, membranas, envolturas o 

residuo post-hemolltico a los eritrocitos sometidos a choque 
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osm6tJco que han perdido la mayor parte de la hemoglobina y 

que al ponerlos "n so lución i sosmótic.:i rccohran su forma bicún 

cava original (l!arris, l'l6J). 

La he1n~lisi~; de l<lS ~ritr0citos reci&n lavaclos se provoc~ 

ba en la for111a si,~uirnt~: se vaciaban 2 ~111 dr la sus~ensi6n 

de glóbulos rojos en 28 ml del amortigua,lor hipotónico 20 mo,. 

a pH de 7.40 conservado cu la hielcra y luego de mezclar bien 

se dejaba la mezcla en reposo 30 min. Posteriormente se cen 

trifugahan a 15,000 rpm (20,000 xg} durante 40 min, en el ro 

tor SS34 de la So rval l, 

El sobrenadante se decantaba con cuidado y el sedimento 

de fantasmas de eritrocitos se resuspcndía a~adiendo m&s amoI 

tiguador hasta reconstituir el volumen original de 30 ml. 

Los fantasmas se lavaban tres veces más en esta forma y al 

final el sobrenadante quedaba incoloro, El sedimento se resu~ 

pendía habitualmente en el doble de su volumen de amortiguador 

isosmótico de fosfatos. 

INCUBACION PARA DETERMINAR LA ACTIVIDAD NADasa 

Las mezclas de incubaci6n se preparaban siempre por dupl! 

cado para cada ensayo y se usaban tubos de 15 x 125 mm. El vo 

lumen total era de 6 ml y por lo general contenía de 2 a 3 mi 

de sangre, de la rcsuspensi6n de glóbulos rojos lavados o de 

fantasmas. Cuando el NAD ae midi6 tanto con la deshidrogenasa 
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alcoh6lica como con KCN, el volumen total fue 9 ml y el volumen 

afiadido de la pre¡1araci6n de eritrocitos de J a 4.5 ml. Los 

demis componentes variaban de acuerdo al tipo de experimento 

que se queria rPalizar. 

Antes dP medir el volumen de sangre, de susoensi6n de gl~ 

bulos rojos o de fantasmas, la preparaci6n se mezclaba bien y 

con cuidado para hacerla homoginea. 

Los tubos con las mezclas de incubaci6n sin sustrato -

(5.50 ml) se preincubaban 8 min en el baño de agua a 37ºC y 

la reacci6n se iniciaba afiadíendo 0.50 ml de soluci6n de NAD 

6 mM. Inmediatamente se tapaba el tubo con parafilm, se inver 

tía unas 15 v~ces y se extraían 2.0 ml de la mezcla, los cuales 

se vaciaban en un tubo de centrífuga de polialómero delgado, 

de 96 x 14.5 mm (12 ml de capacidad) (A.U. Thomas 2605-EJO) que 

estaba en la hielera y que contenía 2.0 ml de ácido perclórico 

al 10%. El tubo se tapaba con parafilm, se agitaba y se co

locaba nuevamente en hielo (muestra del tiempo O). 

Al final de la incubación se sacaba el tubo del baño 

unos JO seg antes de cumplirse el tiempo escogido, su conte

nido se mezclaba por inversi6n unas 15 veces y exactamente a 

dicho tiempo se vaciaban 2.0 ml de la mezcla de incubación al 

tubo con ácido (muestra del tiempo JO). 

En la porci6n restante de la mezcla de incubación se de

terminaba el pH usando el medidor potenciomitrico Radiometer 
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modelo pi! M22r. En los primeros experimentos el valor del pll 

se midi6 a temperatura ambiente, pero luego se obtuvo siempre 

a 37ºC. 

Los tubos con las proteínas precipitadas se centrifugaban 

a 2,600 rpm (900 xe) durante 10 min, en la centrífuga clínica 

Chriss a temperatura ambiente. 

El sobrenadante se pasaba a un nuevo tubo de polial6mero 

y se volvía a centrifugar en las condiciones anteriores hasta 

que se obtenía el extracto ácido libre de partículas. 

El contenido de NAD se medía en los extractos dejados a 

la temperatura ambiente. 

MEDICION DEL NAD 

Método de la deshidrogenasa alcóholica 

Fundamento 

La deshidrogenasa alcohólica (EC 1.1.1.1) cataliza la s! 

guientc reacción: 

NAD + CH3CH20ll 

(en exceso} 

El NADH que se forma tiene una absorbencia mSxima a la 

longitud de onda de 340 nm y es equivalente al NAD original-

mente presente en la muestra analizada. 
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Medición 

Las mediciones del NAD se hacían en celdas rectangulares 

de vidrio de 10 mm de distancia interior y 3.5 mi de capacidad. 

Se ponian en la c~lda 2.0 ml del amortiguador con sustrato 

para la desliidrogenasa alcoh6lica y despufs 1.0 ml del extracto 

ácido que contenía el NAD por medir. La celda se tapaba con 

parafilm y se mezclaba su contenido invirtiéndola varias veces. 

En seguida, se lavaba por fuera introduciéndola en un vaso de 

precipitados de 20 ml que contenía agua bidestilada y sus pa

redes se secaban con papel Scott (Micro-wipes). 

Las lecturas de la absorbencia se obtenían en el espectr~ 

fotómetro Beckman modelo 35, que tiene doble haz luminoso: uno 

que pasa por la celda de referencia y otro por la que contiene 

la solución problema. 

Inicialmente el aparato se ajustaba a cero de absorbencia 

poniendo en cada uno de los dos lugares una celda llena de agua. 

Se dejaba la celda del fondo como referencia y la del frente se 

sustituía por la que contenía la solución por medir. Se tomaba 

la lectura de esta última (absorbencia inicial del tiempo O) y 

luego se sustituía por la siguiente celda (absorbencia inicial 

del tiempo 30). El ajuste del cero se revisaba, como ya se -

describió anteriormente, cada par de lecturas. Estas manio

bras se repetían y así se iban obteniendo las cifras de la ab 

sorbencia inicial de todas y cada una de las celdas con las 
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soluciones por medir. Al final de esta serie de lecturas, se 

agregaba a cada celda 0.050 ml de la dilución de la deshidro-

genasa alcohólica (50 unidndes), se mezclaba bien invirtiendo 

varias veces la celda tapada con parafilm y pasados 3 min se 

hacían las nuevas lecturas secuencialmente como se describió 

arriba (absorbencias finales de los tiempos O y de los tiempos 30). 

La absorbencia neta para cada tiempo se obtuvo restando 

a la absorbencia final la absorbencia inicial. 

La absorbencia neta en la muestra del tiempo O (A 0 ) de-

pende del contenido inicial de NAO en la mezcla de incubación 

y el de la muestra del tiempo 30 (A 30 ) del contenido de NAD al 

final de la incubación. 

El NAD hidrolizado durante la incubación se calcula de la 

diferencia de las absorbencias netas: 

ll.A 

La actividad enzimática específica que se expresa como el 

nGmero de nanomoles de NAD hidrolizado en un minuta por mili-

litro de sangre o de suspensi&n de gl6bulos rojos lavados (SGRL), 

con un volumen celular en ambos casos de 45 por ciento (hemat2 

crito), se calcula como sigue; 

1 
Ax4,4llxHt 

X 
3.05 ml 

1 ml 
X .i__!!!! X 6 ml X !2 X ..!_ " 

2 ml 2 ml Ht 30 

nmol NAD hidrolir.ado 
min, ml de sangre o de SGRL (45% Ht) 
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En el caso de la suspensi6n de fantasmas de g16bulos rojos 

lavados (SFGRL): 

t.A 

llA X 98.l X 

X 

1 

3. 0'> 1111 

1 ml 

mg proteínas/mi 

x 4 ml :x L.!tl x __ l _____ X _..!._ 

2 ml 2 ml mg prntcína/ml 30 

nmol NAO hidrolizado 
min, mg de proteínas de la SFGRl 

óA = absorbencia neta del tiempo O menos absorbencia neta del 

tiempo 30 

6.22 x 10-3 x l cm • coeficiente de absorbencia del NADtt 

(cm-¡ ml nmol-l) x l cm de distancia in-

terior de la celda del espectrofot6ruetro 

3.05 ml • volumen final de la mezcla en la celda 

1 ml • volumen del sobrenadante ácido puesto en la celda 

4 ml • volumen total de la mezcla 5cida 

2 ml • volumen de la muestra de incubación agregado al ácido 

6 ml • volumen total de la mezcla de incubación 

2 ml = volumen de sangre, de la suspensión de glóbulos rojos 

lavados o de la suspensión de fantasmas añadido a la 

mezcla de incubación 

45 • valor del hematocrito que se tomó como referencia 

Ht • valor del hematocrito medido en la muestra usada 

1/30 • para referir a la actividad enzim~tica a un minuto 

mg proteína/mi • miligramos de proteínas contenidos en un mi-

lilitro de la suspensión de fantasmas de gl~ 

bulos rojos lavados (SFCRL) 
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El cianuro de potasio reaccionu con el carbono 4 del anillo 

de la nicotinamida del NAO o de sns derivados que como el NAD 

tengan el anillo piridinio o sea que el nitrGgeno estfi en forma 

catiíinica. El complejo que se forma presenta un espectro de 

absorbencia con el valor m&xlmo a 325 nm (Kaplan, 1960). 

Neutralizació~ del sobrcnadante leido que contiene el NAO 

Se ponían muestras de 3.0 ml de cada uno de los extractos 

leidos en sendos tubos de polialóruero de 96 x 14.5 mm. 

Los tubos se mantenían sumergidos en hielo y recibían 

O.JO ml de trietanolamina (TEA) 1 M y 0.30 ml de K2C03 5 H. 

Ocasionalmente se les agitaba v después de JO min se centrifug!!_ 

han en fr[o a 4,500 rpm (1,580 xg) en el rotor SS34, durante 

5 min. El sobrenadante ten[a un pH entre 7.0 y 7.8 y se ex

traía cuidadosamente con pipeta PasLeur (extracto neutralizado). 

Medición 

Con objeto de conocer la absorbencia porpia de cada celda, 

se les llenaba con J ml de agua bidestilada y luego de lavar y 

secar sus paredes, se leía a 325 nm la absorbencia comparada 

con la de otra celda llena de agua (absorbencia propia), 
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Se tuvo la precauci6n de no tocar sus paredes transparc~ 

tes en el manejo posterior de estas celdas. 

Una vez obtenida la cifra de la absorbencia propia, se 

secaba el interior de la celda aspirando el agua por succi6n. 

En seguida, se ponía 1.0 ml del extracto neutralizado y 2.0 ml 

de la soluci6n de KCN {l.5 M) (mis o menos a los 10 min despuls 

de haberse preparado esta soluci6n), se tapaba la celda y se i~ 

vertía varias veces. La lectura de la absorbencia se hacía -

exactamente al minuto de haber añadido el KCN (absorbencia -

final} (Nota: el complejo NAD-CN aumenta un poco su absorbencia 

con el tiempo}. 

El pH de la mezcla resultaba alrededor de 8. 

La absorbencia neta de cada muestra se obtenía restando a 

la absorbencia final la absorbencia propia de la celda. 

El cálculo de la actividad enzimática expresada como nan~ 

moles de NAO hidrolizado por minuto por mililitro de sangre o 

de suspensión de glóbulos rojos lavados (SGRL), se hizo de la 

manera siguiente: 

1 - . 
6 x 10-3 x l cm • 1 ml 3 ml 3 ml J ml Ht 30 

l nmol NAD hidrolizado 
óA X 5,400 X ~ • nt min, ml de sangre o de SGRL (45% Ht} 

AA • absorbencia neta del tiempo O menos absorbencia del tiempo 30 

6 x 10-3 x 1 cm • coeficiente de absorbencia del complejo NAD-CN 

(cm-1 ml n11101-1) (Kaplan, 1960) x 1 cm de distancio 

inter~or de la celda dlll espectrofotómetro 
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3 ml = volumen final de la mezcla en la celda 

l rnl • volumen del sobrenadante neutralizado puesto en la celda 

J.6 ml = volum~n total del sobrenadante neutralizado 

3 ml volumen del sobrcnaJante icido 

6 mi = volumen total de la mezcla ácida 

3 ml = volumen de la muestra de incubación agregada al ácido 

9 ml 

3 ml 

volumen total de la mezcla de incubación 

volumen de sangre, o de la suspensión de glóbulos rojos 

lavados o de la suspensión de fantasmas añadido a la 

mezcla de incubación 

45 • valor del hematocrito que se tomó como referencia 

Ht • valor del hematocrito medido en ~a muestra usada 

1/30 = para referir la actividad enzimática a un minuto 

mg proteína/ml = miligramos de proteínas en 1 ml de la suspe~ 

sión de fantasmas de glóbulos rojos lavados 

(SFGRL) 

DETERMINACION DE PROTEINAS POR EL METODO DE LOWRY 

(Oyama y Eagle, 1956) 

La suspensión de fantasmas de glóbulos rojos lavados se 

diluía generalmente 1:10 con solución isotónica de NaCl para 

ajustar la concentración de sus proteínas a la sensibilidad del 

método de Lowry. 

Se empleaban celdas cil!ndrí~as de vidrio de 19 mm de di! 

metro externo y 105 mm de longitud, del espectrofot6metro Colernan. 
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La gr~fica de referencia se obtenlu siemore en cada seriP 

de mediciones, usando voJGrnenes crecientes de la snluci6n tipo 

de aJbGmina y completando a un mililitro con la solu~i6n salina 

isotónica (Tabla 1). 

La dilución de la suspensi6n de fantasmas se analizaba por 

duplicado poniendo O.ID y 0,20 ml en la celdas respectivas y 

a~adiendo soluci6n salina para tener un volumen de 1.0 ml -

(Tabla l). 

A cada una de estas celdas se le transferían 5,0 ml de la 

soluci6n C reciin preparada y luego de mezclar bien, se dejaban 

reaccionar 10 min a temoeratura ambiente. 

En seguida se agregaban 0,50 ml de la diluci6n del reactivo 

fenólico de Folin-Ciocalteu con una pipeta volumétrica y al f! 

nal se mezclaba bien invirtiendo la celda t~pada con parafilm. 

Una hora despuis se leía la absorbencia a 660 nm en el e~ 

pectrofot6metro Coleman jr., primero de la celda 1 (Tabla 1) 

(testigo de reactivos) contra agua y luego contra esta última 

se leían las absorbencias de las celdas que tenían la solución 

tipo y las diluciones de la suspensión de fantasmas, respectiv.'.!_ 

mente. 

El factor para convertir la lectura de la absorbencia a 

cantidad de proteínas contenida en la celda respectiva, se oE. 

tenra de la pendiente de la gráfica de referencia: 

Factor "' --~ll-E~d_e a lbO:r11}_!! .. ~ .... l.~-
Absorbencia correspondiente 
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Tabla 1. Medición de prnteínas por el método de Lowry usanJo 

albúmina de suero de bovino como referencia 

--------·---------

Soluc i6n tipo Suspensión NaCl 
Celdas 

d l' de al 

(núm) albúmina fantasmas 0.85% 

(ml) (µ g) (ml) (ml) 

1 o o 1.00 

2 0.20 10 o.so 
3 0.40 20 0.60 

4 0.60 30 0.40 

5 o .so 40 0.20 

6 l.00 50 o 

7 0.10 0.90 

8 0.10 0.90 

9 0.20 o.so 
10 0.20 0.80 
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La concentración de ornteinas de la susncnsi6n original 

de fantasmas de eritrocitos en las muestras de 0.10 ml, se 

calculaba como sigll<': 

Factc r :< Absorbcnci& problema x 

de 0.1 ml 

1 

0.1 

Factor x Absorbencia problema x 0.10 

de O. l m l 

JO 
X )( 

l 

10 3 

--~-m_g~-d~ nroteínas 
ml de suspensión de fantasmas 

En las muestras de 2.0 ml de suspensión de fantasmas, los 

cálculos se hacían así; 

Factor x Absorbencia problema x 

de 0.2 ml 

1 

0.2 

Factor x Absorbencia problema x 0.05 

de 0.2 ml 

X lQ X -
1-

1 10 3 

----~ de proteínas ___ _ 
ml de suspensión de fantasmas 

En donde: 

10/l • dilución que se hizo de la suspensión original de 

fantasmas 

l/103 • factor para convertir microgramos a miligramos 
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RESULTADOS 

l. Velocidad de la degradaci5n del NAD catalizada por la sangrP 

total y por los glóbulos rojos lavados. 

Se prepararon cuatro tubos para mezclas de incubación: dos con 

5. O ml de sangre total y los otros dos con 5.0 ml de la suspensí5n de 

glóbulos rojos lavados, provenientes ambos del mismo donador que se 

presentó al l~boratorio. 

A todos los tubos se les agregaron 6,25 mi del amortiguador iso.:!_ 

mótico de fosfatos (aprox. 0.124 M) de pH 7.4 y 2,50 ml de NaCl 0.85%. 

La reacción se inició al añadir l. 25 ml de NAO 6 mH. El volumen 

total de la mezcla de incubación fue 15 ml y la concentración final 

del amortiguador 0,050 M aproximadamente. 

Se transfirieron 2.0 ml de la mezcla de incubación a los tiempos 

O, 15, 30, 45 y 60 min, a tubos que contenían 2.0 m1 de ácido perclórico 

al 10% frío. El pi! de la mezcla de incubación fue 7 .40 medido a temper~ 

tura ambiente, El valor del hematocrito fue para la sangre total 42 y 

para la suspensión de glóbulos rojos lavados 36 por ciento. 

Los resultados se muestran en la Tabla 2 y en la Figura l; el 

signo(-) significa que hubo error en la preparación de la n;ezcla de in

cubación, por lo que no se obtuvo el resultado por duplicado, 

En el pie de las Tablas aparece una cifra que se refiere al nGmero 

de registro del experimento en la libreta del laboratorio y correQponde 

a la fecha en que fue realizado. 
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Tabla 2. Velocidad de la degradaci6n enzimática del NAO 

Incubación Actividad Actividad a 37ºC Tubos específica 
(min) M 2 x 

Sangre total 

15 0.051 161 161 10.72 

30 0,082 0.090 258 284 271 9.03 

45 0.104 0.106 328 334 331 7.36 

60 0.124 0.130 391 410 401 6.68 

~1Óbulos rojos lavados 

15 0.031 0.032 114 118 116 7. 73 

30 0.051 0.058 188 213 200 6.67 

45 0.076 279 279 (,. zc 

60 0.091 0,096 335 353 344 5. 73 

X promedio aritmético del par de tubos para cada tiempo 

La actividad es el número de nanomoles de NAO hidrolizado 

por mililitro de sangre total o de suspensión de glóbulos ro

jos ambos con 45 por ciento de hematocrito, 

La actividad específica o velocidad es la actividad por 

¡qfnuto. 

030582 
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Fig~ l. Degradación enzimltica del NAD durante la incubación 
a 37ºC y a pi! 7.40. La actividad está expresada en nanomoles 
de substrato hidrolizado por un mililitro de sangre total (e) 
o de suspensión de glóbulos rojos lavados de la misma sangre 
(O) y en ambos casos referidos a un hematocrito de 45 por ciento 



-31-

2, Efecto de la nicotinamida sobre la dcgradaci6n del NAD cata 

lizada por los g16bulos rojos lavados. 

Se prepararon m~zclas de incubaci6n por duplicado, 

en la siguiente form~: 

Tubo Amortiguador NaCl Suspensión Nicot in-- NAD 
(núm) (ml) 0.85% glóbulos amida 

(ml) (ml) rojos (ml) 
(ml) 

0.3 M e it rato - 0.3 M fosfato 

pH 6.35 

1 2.0 l. 50 2. o o.so 

2 2.0 o. 50 2.0 l. o o.so 

pi! 7.43 

3 2.0 l. so 2. o o.so 

4 2.0 o.so 2.0 l. o o.so 

0.3 M Tris - o. 3 M fosfato 

pH 8.50 

5 2.0 l. so 2. o o.so 

6 2.0 o.so 2.0 l. o o.so 

pH 9. 4 o 

7 2. o l,SO 2.0 o. so 

8 2. o a.so 2.0 l. o o.so 
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La sangre prov<·nía del Banco de Sangre del Instituto 

Nacional de Car<liologia. 

La suspen,;ión ·le ],,,, glóbulos rojos lavados tuvo un 

hc"atocrito de 4~ por rirnto. 

La riolaridacl <lP los amortiguadores en la mezcla de in 

cubaci6n fue O.JO H para cada uno de sus dos componentes. 

La conc0ntración de la nicotinamida en Ja mezcla final 

fue de 100 m'I. 

La incubación se hizo durante 30 min y se inactivaron 

2.0 ml de mezcla con 2.0 ml de leido percl6rico. 

Se ncut ral izó 1. O ml del cxt racto ácido con O .1 mi de 

TEA y de K2co 3 para determinar el contenido de NAO por el 

método del KC:-<. 

Los resultados se muestran en la Tabla 3 y en la Fig. 2; 

no se calcul6 la relaci6n DHA/KCN en los experimentos en que 

se us6 como inhibidor la nicotinamida, porque los peque~os 

cambios de absorbencia que se apreciaron corresponden a las 

variaciones aleatorias propias de estas técnicas, 



T.~b la 3. Efect0 de la nicotinamida sobre la actividad :'IADa~a de 1 os g16bulo,; rojos lavado,; 

y en mezclas de incubat:i6n a diferentes valores de pll 

TECNICA DESH. ALCO!IOLICA TECNICA KC:-1 !<elación tubos pH 
(núm) a Actividad inhibición Actividad inh íbición DHA ¡ 

3 7 'C ~A específica l. f\A específica % KCN 

6.65 0.114 11. 98 o 0.102 12.86 o o. 93 

2 ó.f¡fJ 0.0065 0.68 94 0.010 l. 26 90 

3 7.41 0.102 10. 72 o 0,089 u. 22 o O.% 

4 7 .42 0.001 0.10 99 0,003 0.38 97 
w 

""' 
' 

5 7.90 0,088 9.25 o 0.067 8.45 o 1.09 

6 7.91 +0.002 +0,21 102 0.001 0.13 98 

7 8.53 0.039 4.10 o o. 036 4.54 o 0.90 

8 8.54 0.004 0.42 90 0.007 o. 74 84 

lll signo positivo indica r¡:.te la lectura de la ab sorbein e ia nl tiempo 30 fue mayor que 

la de 1 tiempo o. 

150~8) 
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Fig, 2 , Efecto de la nicotinamida sobre la actividad NADasa 
de los gl&bulos rojos lavados que se incubaron en mezclas a 
diferentes valores de pH. Mediciiín del substrato con deshi
drogenasa alcoh61ica (t) y con cianuro de potasio (O); en -
ausencia (~--~) y en presencia {--------) de nicotinamida 
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3. Estabilidad del NAO durante la incubación sin enzima 

a. lncubac15n a diferente pH desde 6.J~ hasta 8.90 

durante 30 ruin a 37ºC. 

Se prepararon mezclas de incuhaci6n, por duplicado, 

con los siguientes contenidos: en el primer tubo 5.50 ml de 

amortiguador de fosfatos 0,5 M de pH 7.40 y en los restan

tes 2.0 rol de amortiguador 0,3 M citrato - 0.3 M fosfato ó 

0.3 M Tris - 0.3 M fosfato al pH que se indica y en todos 

3.50 ml de NaCl al 0.85%. La reacción se inicio al añadir 

0.50 ml de solución de NAD 6 mM. 

b. lncubación durante 30 min a diferentes temperaturas 

desde 15 hasta 45ºC y a pH desde 6.73 hasta 6.63. 

Las mezclas de incubación preparadas por duplicado 

contenlan: 2.50 ml de amortiguador isosmótico de fosfatos 

(aprox. 0.12~ H) a pH 7.40 (esta solución representa el v~ 

lumen de sangre que habitualmente se emplea en la mezcla 

de incubaci6n), 2.0 ml de amortiguador 0.3 M citrato - 0.3 M 

fosfato a pH 6,)6 y 1.00 ml de NaCl 0.851. La reacci6n se 

iniciaba al agregar O.SO ml de soluci6n NAO 6 mM. 

Se agregaron a esta serie dos tubos que contenían 

0.3 M Tris - 0.3 M fosfato a pU 7.90 en vez del amortiguador 

citrato-fosfato, para observar la estabilidad del NAn a 37 

y 40.SºC y a pll alrededor de 7.5. 

c. lnactivación y cálculos 

Se gacab;in n1uer.tras de 2.0 rnl de 111 mezcla de incubación y 

se inactivaban con 2,0 m1 de licido perclórico a los tiempos O y 30 min. 
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La cantidad de NAD degradado se calcula con la siguiente 

ecuación: 

3. 05 4 1 
X -- X X 

1 2 30 

M X 32.69 
nmol NAD hidrolizado 

min,ml de mczcl~ de incuba~"i5n 

Los resultados se muestran en las Tablas 4 y S. 

\ 



Tabla 4. Estabilidad del NAD durante 30 min de incubaci&n n 37ªC en tres nmortiguadnres 

a diferentes valores de pH 

Tubo H l>A 
NAD Amortiguador Meicla de Tubos {núm) 

a 23"C incubación 2 ;; dt>gr;idn<lo• 
a 3 7 •e 

FOSFATOS 0.46 M 

7.40 7.40 o n.009 0,0045 o. J 5 

o. l M CITRATO - () .1 M FOSFATO 

2 6 .19 6. 34 0.003 0.004 0.0035 o. J l 

3 6. 34 6.46 0.002 o. 002 ¡). 002 0.065 

4 7.36 7.40 +0.002 +0.008 +0,005 +0.16 

5 7.46 7,48 o.oos 0.005 0.0065 o. 21 

0.1 M TRIS - 0.1 M FOSFATO 

6 7, I¡ 2 7. 26 0.006 0.004 0,0045 o. J 5 

7.83 7.54 +0.005 +0.004 +0.0045 +0.15 

a 8. 21 7.82 0.005 +0.003 (). ()() l o. 12 

9 8.52 8.12 o. 002 o. 001, o.()()) o.Jo 

10 8.92 8.46 0.008 0.001 0,0045 0.15 

11 9.38 8.90 0.001 o.ºº" 0.0025 0.082 

El signo positivo indicn que 1.1 lectura final de la abRorbenc i;t fuu mayor que la inicial 

~ nmol de NAD hidrolízado/min, ml <le mezcla de in cuba e i ón 
010682 
2)0682 



Tabla 5. Estabilidad del NAD durante la incubaci6n a dos valores d~ pH y a diferentes 

temperaturas 

Tubo T Incubaci6n pH mezcla de llf\ NAO 
(núm) ( º C) (min) incubación Tubos deg ra c.I ado 

a 3 7 •e 1 2 x 

o. 1 M CITRATO - 0.1 ~ FOSFATO 

15 90 6. 7 3 +0.003 +0,008 +O. OO'i 5 +0.18 

2 18 60 6. 73 0,007 +0.009 +0.001 +0.033 

3 21 60 6.72 0.010 +0.008 o. 001 o. 033 

4 24 45 6,68 0.004 +0.005 +0.0005 +O.Ol.6 
1..1 

5 27 30 6.68 0.003 +0.008 +0.0025 +0.082 °" 
6 30 30 6.68 +0.001 +O.OOh +0.0035 +n.11 

34 30 6,68 o. O()/¡ +0,0UI (). 00.l '.> (). 011 ':I 

8 37 30 6.67 +0.006 +0.001 +0.0035 +O, 11 

9 40 15 6.65 0.002 O.Olh 0.009 o.:! 'l 

10 45 15 6,63 +o. 01 J +0.004 +o. 0075 +0.24 

0.1 M TRIS - 0,1 M FOSFATO 

11 37 30 7.58 0.006 o. 007 0.0065 0.21 

12 40.5 20 7.51 o. 007 0.004 0.0055 o .10 

l30982 
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4. Comparación <le 111 degradación d"l NAll cataliza<la por la 

sangre total, los glóbulos rojos lavados y los fantasmas 

de eritroc.itos 

a, Incubación a pll alrededor dC' 6.60 

Se prepararon mezclas de incubación por duplicado, 

en las siguiente forma: 

Tubo 
(núm) 

Preparación 
(ml) 

Amortiguador 
fosfatos 0.5 M 

a pi! 6,00 
(ml) 

~aCl 

o. 85 % 
(ml) 

NAD 
6 mM 
(rol) 

1 y 2 Sangre total 3.00 2. o 0.50 o. 50 

3 y 4 Suspensión 3.50 2 .o 0.50 
glóbulos rojos 

5 y 6 Suspensión 3.00 2 .o 0.50 o. so 
fantasmas 

-----
Las preparaciones provienen de sangre donada por el 

Instituto Nacional de Cardiología. 

La molari<lad del amortiguador en la mezcla de incub~ 

ci&n fue 0.167 M. 

El valor del hematocrito en la sangre total y en la 

suspensión de glóbulos rojos fue 43 por ciento. 

La concentración de proteínas en la suspensi6n de 

fantasmas fue 1.18 mg por mililitro. 

El tiempo de incubación 30 min. 

Se inactivaron 2.0 ml de mezcla ele incttbacll.in con 2.0 ml 

de ~cido perclórico. Los resultado~ •~ muestran •n la Tabla 6. 
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Tabla 6, Comparación de la degradaci6n del NAD a pH alrededor 

de 6,60 

Tubo Preparación pll f,A Ac:tividad específ_!ca 
(núrn l a 37•c Valores X 

1 y 2 Sangre total o ,110 7.53 
6.57 7. 8 7 

o .12 o 8.21 

3 y 4 Suspensión 0.11 o 6. 4 5 
glóbulos rojos 6. 72 6.39 

0.108 6. 33 

5 y 6 Suspensión 0.055 3.05 
fantasmas 6.52 3. 2 7 

0.063 3.49 

La actividad específica estl referida a las nanumoles 

de NAD hidrolizado por minuto y por mililitro de sangre o 

suspensión de glóbulos rojos con hematocrito de 45 por ciento 

y por miligramo de oroteína para la suspensión de fantasmas. 

250383 
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b • In e u b a e i ó n a : 11 al red e,¡ 0 r de 7 . 6 O 

Se compar6 la actividad NADasa en los tres tipos 

de preparaciones, pero incubada5 a nll alrededor de 7.60. 

Tubo 
(núm} 

1 y 2 

3 y 4 

s y 6 

Amortiguador NaCl NAD 
Prepara e ión fosfatos o .. 5 ~t 0.85 % 6 r.iM 

( m l) a pll 7 . 80 (ml) (ml) 
(ml) 

Sangre tutaJ 3.50 3.0 l. 7 5 o. 75 

Sus pen si 6n 3.50 

glóbulos rojos 3. o l. 7 5 o. 7 5 

Suspensión 5.25 3.0 0.75 

fantasmas 

Las preparaciones provienen de sangre donada por el 

Instituto ~acional de Cardiologia. 

La molaridad del amortigu:idcr en la mezcla de incuba 

ci6n fue 0.167 M. 

El va lo r <le l h P mato e rito en l :i sangre to t ,11 y en la 

suspensi6n de gl~bulos rojo~ fue ~6 por ciento. 

El tiempo de incubaci6n fue JO min. 

Se inactivaron J.O ml de mezcla de incubacl6n con 3,0 ml 

de 5cida percl6ricn, 

El contenido de NAD se deter=in6 cnn ctanul-deshidrngenasa 

al coh()J .ica (TctbJ ¡l 7) y con KCN (Ta;, la fl). St• nPUt ral izaron 

2.0 ml <l~l ~xtractn 5cidn con trietJnolamlnn y con K7C03. 



Tabla 7. Comparación de la degradación del NAD a pH alrededor 

de 7.60 

Tubo Preparación pll Actividad esperí[ica 
(núm) a 3 7 ºC l':.A Valons X 

1 y 2 Sangre total 0.096 7.89 
7. 4 6 7. 52 

0.087 7 .15 

2 y 3 Suspensión 0.078 6. 4 l 
glóbulos rojos 7. 65 6.90 

0.090 7 • '•º 

4 y 5 Suspensión o. 0'.>6 3.14 
f anta srna s 7. 7 7 3. 00 

0.051 2.86 

La actividad específica estS referida a las nanomolcs 

de NAD hidroliza<lo por minuto y por mililitro <le ;:angre o 

suspensión de glóbulos rojos con hematocrito de 45 por -

ciento y por mililitro de suspensión de fantasmas respectiv~ 

mente. 

100383 
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Tabla 8. Comparación de la degradación del NAD a µll alrededor de 7.60 

Det<~ rminac ión del NAD con KCN 

Tubo 
~A 

Actividad espe~ífica Relación 
(núm) Valor.es X DHA ¡ 

KC~: 

1 y 2 0,073 7.20 
6.80 1.11 

0.065 6.41 

3 y 4 0,063 6.22 
6.27 l. lo 

0.064 6.32 

5 y 6 0.050 3. 36 
3.20 0.94 

0.045 3. 03 

100383 
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5. Efecto del pH sobre la degradación del NAO catalizada por 

la sangre total, los glóbulos ru jos lavados y los fantas

mas de eritrocitos. 

a, Sangre tutal 

Se prepararon mezclas de incubación, por duplicado, 

en la siguiente forma: 3,0 mi de sangre total, 2.0 mi de 

amortiguador 0.3 M citrato - 0.3 M fosfato o de fosfatos -

0.6 M al pH elegido y 0.50 ml de NaCl 0.85Z. 

Se agregaron O.SO ml de NAD 6 mM para iniciar la 

reacción. 

El hematocrito fue de 44 por ciento. 

El amortiguador tenia en la mezcla la concentra

ción 0.1 M de cada componente. 

La sangre fue proporcionada por el Instituto Na 

cional de Cardiología. 

La incubación se hizo por 30 min (Tablas 9 y JO, 

Fig. 3). 

b. Suspensión de glóbulos rojos lavados 

Las mezclas de incuhación contenían: 2.0 ml de 

suspensión de glóbulos rojos lavados, 2.0 ml de amortiguador 

O.l M citrato - 0.3 M fosfato ó 0.3 M Tris - 0.3 M fosfato 

al pll elegid0 y 1.50 ml de NaCJ O. 85%. 

La reacción se iniciaba al a~adir 0.50 ml de NAD. 



El hematocrito de la suspensión de glóbulos rojos 

lavados fue 36 por ciento. 

La sangre provenía de un donador que se presentó 

al laboratorio. 

La incubación se hizo por 30 min (Tablas 11 y 12, 

Fig. 4). 

c. Suspensión de fantasmas 

Las mezclas contenían: 3.0 rol de suspensi6n de 

fantasmas de eritrocitos, 2.0 ml de amortiguador 0.3 H 

citrato - 0.3 M fosfato ó 0.6 M de fosfatos al pH elegido 

y O.SO ml de NaCl 0.85%. 

La reacción se inició con O.SO rol de NAD 6 mM. 

La suspensión de fantasmas contenía 3.16 mg de 

proteínas por mililitro. 

La sangre fue proporcionada por el Instituto 

Nacional de Cardiología. 

La incubación se hizo por 30 min (Tablas 13 y 

14, Fig. 5). 
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Tabla 9. Efecto del pll sob rE la degradación del NAD catalizada 

por la sangre total 

Tubo oH 6A 
(núm) Amortiguador Mezcla de Tubos 

a 24°C incubación 
a 3 7 •e 1 2 

O. 1 M CITRATO - 0.1 M FO SFATO 

1 4,66 5. 21 0.186 0.182 

2 5. 21 5.67 o. 207 0.216 

3 5.59 6.01 0.219 0.221 

4 6,04 6.36 o. 230 0.228 

5 6.47 6. 70 o. 2.28 0.226 

6 6.91 7.07 0.245 o. 2 51 

7 7.45 7 .41 o. 264 0.255 

8 8,34 7.66 0.256 0.264 

0.2 M FOSFATOS 

9 6.25 6.58 0.237 o. 231 

10 7. 07 7.19 0.236 o. 2112 

11 7.15 7.58 0.260 0.256 

12 8.91 7. 92 0.265 0.272 

13 9.80 8.22 0.252 O. 24B 

14 9.98 8.34 0.231 0.238 

15 10.07 8.51 o. 217 0.205 

16 10.15 a. 11 0.195 o. 192 

031183 
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Fig. 3. Efecto del pR sobre Ja actividad NAD glicohidrolasa 
de la sangre total. La actividad específica esta expresada 
como nanomoles de NAD consumido por minuto por mililitro de 
sangre con hematocrito de 45 por ciento, Amortiguadores: 
citrato-fosfato (1) o fosfatos {O). 
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Tabla 10. Actividad ~bpec!f icn de la sangre total para la 

degradaci6n del ~A~ a diferentes valores de pll 

Tubo Act ivida<l específica 
--------------· 

(núm) 
Tubos 

2 

0.1 M CITRATO - 0.1 M FOSFATO 

1 12. 4 12. 2 12.3 

2 l 3. 8 u .. 4 14.1 

3 14.6 14.8 14.7 

4 15.4 15. 2 15. J 

s 15.2 15. l 15.2 

6 lb. 4 16.8 16.6 

7 17.6 17 .o 17.4 

8 1 7. 1 l 7. 6 17. 4 

0.2 M FOSFATOS 

9 15.8 15. 4 15.6 

10 15.8 16.2 16.0 

11 17.4 17. 1 l 7. 2 

12 17. 7 18.2 18.0 

13 16.8 16.6 16. 7 

14 15. 4 15.9 15.6 

15 14. 5 l J. 7 11 .. 1 

16 13.0 12.8 12.9 

·----

La actividad específica esti expresada en nmoles 

de NAD degradado por minuto y por mililitro de sangre to

tal con 45 por ciento de hematocrito. 
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Tabla 11. Efecto del pH sobre la <legradaci6n del NAD catalizada 

por la suspensi&n de gl6bulos rojos lavados 

Tu!:io 
(niÍm) 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

12 

13 

14 

15 

16 

17 

_________ J.'!!.. __________ _ 
Amortiguador ~ezcla de 

a 24°C incubacion 
a 37ºC 

0,1 M CITRATO - o. 1 M FOSFATO 

4. 26 4.80 

4. 68 5.20 

5.05 5.54 

5.42 5.87 

5.87 6.30 

6,19 6,53 

6.56 6.76 

6. 95 7.05 

7.36 7.34 

7. 74 7.51 

0.1 M TRIS - o. 1 M FOSFATO 

6. 58 6.79 

7. 83 7.48 

8. 21 7.75 

a. 63 8.14 

8. 92. 8.36 

9.34 8.60 

9. 53 8,68 

Tubos 
2 

0.042 0.037 

0.049 0.056 

0.063 0.066 

0.070 0.070 

0.072 o. 077 

0.076 

0.072 o. 073 

0.077 o .072 

0.084 0.078 

0.082 0.078 

0.076 0.082 

0.077 0.079 

0.070 0.075 

0.082 O. Of:.8 

0.075 o. 072 

0.062 0.048 

0.056 0.048 

A partir del tubo 15 se corrigi6 por la <legrad~ 

ciGn no enzim~tica del NAD en el medio alcalino. 

080682 
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Tabla 12. Actividad específica de los g15bulos rojos para la 

degradación del NAO a diferentes valores de pll 

Tubo 
(núm) 

l 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

12 

13 

14 

15 

16 

17 

Actividad específica 
---------------------------Tubos 

l 2 

0.1 M CITRATO - 0.1 H FOSFATO 

5 .1 5 4.54 4.84 

6. OQ 6.86 6.44 

7.72 8.09 7.91 

B. 58 8.58 8.58 

8 .83 9.44 9.13 

9.)2 9.32 

8.83 8.95 8.89 

9.44 8.83 9.13 

10.30 9.56 9.93 

10. 05 9.56 9.81 

0.1 M TRIS - 0.1 M FOSFATO 

9.32 10.30 9.68 

9. 1,4 9.68 9.56 

8.58 9.19 8.89 

10.05 8.J4 9.19 

9.19 8.83 9.01 

7.60 5.88 6.74 

6.86 5. 88 6. 3 7 

--------- ----

La actividad específica está expresada en nrnoles 

de NAO degradado por minuto y por mililitro de suspensi6n 

de gl6bulos rojos con hematocrito de 4S por ciento, 
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Fig. 4. Efecto del pH sobre la actividad NAD glicohidrolasa de 
la suspensi6n de glBbulos rojos lavados. La actividad ~spect
fica est5 expresada como nanomoles de NAn hidrolizado por minuto 
por mililitro de suspensi&n de gl&bulos rojos con hematocrito de 
45 por ciento. Amortiguadores: citrato-fosfato ($) o Tris-fo~
fato (~). 
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Tabla 13. Efecto del pi! sobre la degraJación del NAIJ catal iz;al<t 

por la suspensión de fantasmas de eritrCJcitos 

Tubo 
(núm) 

1 

2 

J 

4 

5 

6 

1 

8 

9 

10 

11 

12 

13 

14 

l s 

_______ _pJ!_ ___________ _ 
Amortiguador Mezcl~ de 

a 24ºC incubación 
a 37ºC 

0.1 X CITRATO - 0.1 M FOSFATO 

11. 66 5.02 

5.21 5.57 

5. 59 5.95 

6.04 6.29 

6.47 6.64 

6.91 7.04 

7.45 7.40 

8.34 7.82 

0.2 M FOSFATOS 

6.25 6.48 

7.07 7.15 

7. 7 5 7. 70 

8.10 7.88 

8.50 8.08 

8.91 8.17 

9.31 8.40 

0.080 0.068 

0.095 0.100 

0.108 o. 1 09 

0.116 o. 109 

o . .117 0.111 

o .109 0.106 

0.11'.l o. 118 

o. 091 0.095 

o .1.111 0.11 o 
0.110 O. llO 

0.096 o. 0911 

0.086 0.091 

0.082 0.077 

0.066 o. 077 

o. 0119 o. 04 7 

120] 811 
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Tabla 14. Actividad especifica de los fantasmas de eritrocitos 

para la degradaci6n del NAD a diferentes valores de pH 

Tubo 
{núrn) 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

12 

13 

14 

l 5 

0.1 H 

0,2 M 

1 2 

CITRATO - 0.1 M FOSFATO 

l. 66 l. 41 

J. 97 2.07 

2.23 2.26 

2.40 2.26 

2.42 2.30 

2.26 2.19 

2.34 2.44 

1.88 l. 96 

FOSFATOS 

2.36 2. 2 8 

2.28 2.28 

1.99 l. 94 

l. 78 l. 88 

l. 70 l. 59 

l. 36 l. 59 

l. 01 0.97 

x 

l. 53 

2.02 

2.24 

2 .33 

2.36 

2.22 

2 .3'J 

l. 92 

2. 32 

2.28 

l. 96 

1.83 

1. 61, 

l. 48 

0.99 

La actividad específica se expresa en nmoles -

de NAD degradado por minuto y por miljgramo de proteína. 
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Fig. 5. Efecto del pH sobre la actividad NAD glicohidrolasa 
de la suspensi6n de fantasmas de eritrocitos lavados. La acti 
vidad especifica cstfi expresada como nanomoles de NAD degrada~~ 
por minuto por miligramo de proteí.na. Amortig11adnrcs: c.itrato
fosfato (t) o fosfatos (O). 
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6, Comparaci6n de la degradaei6n del NAD a pH 6.6 y a pH 7.8 

catalizada por la sangre total, los gl6bulos rojos lavados 

y los fantasmas de eritrocitos. 

a. Datos tomados de los experimentos a diferentes 

temperaturas 

Se calcnl6 la actividad específica a la temper~ 

tura de 37ºC de los experimentos 070683, 090683 y 130383 

respectivamente y los resultados se presentan en la Ta

bla 15. 

b. Datos tomados de los experimentos a diferentes 

valores de pH 

Se calcul6 la a~tividad especifica a pH 6.60 y 

a pH 7.80 con datos tomados de las Figuras 3, 4 y 5 

(experimentos 031183, 080682 y 120184) {Tabla 15). 

En estas comparaciones se tomaron los valores de 

la actividad específica de un mismo donador para el pi! 

ácido y para el alcalino. 

Los valores para la sangre total, la suspensi6n 

de eritrocitos y de fantasmas provienen de experimentos 

con diferentes donadores. Adem~s debe tomarse en cuenta 

que en el caso de los fantasmas de eritrocitos la acti

vidad es ti referida a miligramo de protefnas y no a. mil! 

litro de sangre o de suspensi5n de gl6bulon rojoe con h~ 

matocrito de 45 por ciento, 
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Tabla 1 s. Co:Jp a rae iéin de la degradaci0n del NAD a llll pi! ácido y 

a un pll alcalino en las diferentes preparaciones de eritrocitos 

--------
pll Actividad Re1aci.ón Fecha 

Preparación a 3 7 ºC específica porcentual experimento 

Datos de los experimentos del efecto de la temperatura 

6. 60 7.35 100 
Sangre total 

7. 90 14. 1 o 192 070683 

6.66 5.70 100 
Eritrocitos 

lavados 7.80 4.70 82 090683 

6.60 3.43 100 
Fantasmas de 
eritrocitos 7.90 2. 78 81 180383 

Datos de los experimentos del efecto del pll 

6.60 15.60 100 
Sangre total 

7. 90 17.50 112 031183 

6.60 
Eritrocitos 

~.50 100 

lavados 7.90 9.10 96 080682 

6.60 2.35 100 
Fantasmas de 
eritrocitos 7.90 l. 84 79 120184 
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7. Efecto de la temperatura sobre la d~gradación del NAO cata 

lizada por la sangre total, la suspensi6n de gl6bulos rojos 

lavados y la suspensí6n de fantasmas de eritrocitoa 

A. Sangre total 

a. Incubaciones a pH alrededor de 6.60 

Se prepararon mezclas de incubación por duplicado 

en la forma siguiente: J.O ml de sangre, 2.0 ml de amort! 

guador 0.3 M citrato - O.J M fosfato a pH 6.32 y 0.50 ml de 

NaCl 0.85%. Se añadieron O.SO ml de solución 6 mM de NAD 

para iniciar la reacci6n. 

La sangre fue proporcionada por el Instituto Na 

cional de Cardiología. 

Los tiempos de incubaci6n fueron más prolongados 

en las bajas temperaturas. 

Las muestras de 2.0 ml se inactivaron con 1.0 ml 

de ácido perclórico. 

El hematocrito fue de 43 por ciento. 

Los regultados se muestran en la Tabla 16 y en la 

Fig. 6 y en las Tablas 36, 37, 38, 39 y 40 se anotan las 

cifras obtenidas en este Gnico experimento y se comparan 

con las de los otros tipos de preparaciones de eritrocitos 

humanos. 
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Tabla 16. Eferto de la temperatura sobre la degradaci6n del NAD 

catalizado por la sangre total incubada a pH entre 6.56 y 6.64 

Tulio 
(núm) 

1 
2 

3 
4 

5 
6 

7 
8 

9 
10 

11 
12 

13 
l 4 

15 
16 

17 
18 

Temper;1tura 
(ºC) (K) 

18 291.16 

2 l 294.16 

23 296.16 

25 298.16 

27 300.16 

30 303.16 

33 306.16 

37 310.16 

40 313.16 

Tiempo 
(mi n) 

120 

120 

60 

60 

45 

45 

JO 

30 

20 

pH* a 
tºC 

6. 62 

6.64 

6.64 

6.63 

6.63 

6. 61 

6.61 

6.56 

6.58 

l As 

0.059 
0.050 

o.oso 
0.082 

0.059 
0.057 

0.076 
0.070 

0.063 
0.054 

0.096 
o. 09 7 

0.085 
0.072 

o .104 
o .111 

0,088 
0.087 

Actividad 
específica 

(--.-ll'!!.~-) 
mi n, inl 

l. 01 
0.86 

1. 3 7 
1.40 

2,02 
l. 95 

2. 60 
2.39 

l¡. 3 8 
4. 42 

5 .82 
4 .93 

7 .1 2 
7.59 

9. 03 
8. 9 3 

*El pH se midi6 a la correspondiente temperatura de 

incubación 

070683 
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Fig. 6. Efecto de ln temperatura sobre la degradaci5n del NAD 
catalizada por la sangre total incubada en un medio con pH al
rededor de 6.60. La actividad espec!fica cstfi expresada en -
nanomoles de NAD hidrolizado por minuto por mililitro de sangre 
con hematocrito de 45 por ciento. 
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La energía aparente de activaci6n de Arrhenius (Ea') 

del complejo enzima-sustrato en el vstado de transición (ES-) 

se calculó con la gr&fica trazada de acu~rdo con Ja forma 

logarltmica de la ccuaci&n empírica de Arrhenius (Alberty, 

1983) Cpag. 617): 

ln k 

En donde, 

R = 8,314 Julio/grado, mol 

A • factor preexponencial 

Ea 
R 

.!. + ln A 
T 

En vista de que por el momento no se conoce el 

valor de la constante de la velocidad de la reacción (~). 

se usó en su lugar la actividad específica (a), pero re-

ferida a un segundo en vez de un minuto como aparece en 

los cálculos anteriores de este trabajo. Se escogió el 

segundo porque es la unidad blsica de tiémpo del Sistema 

Internacional de Unidades (SI) (lla. Conferencia General 

de Pesas y Medidad, 1960) (Albcrty, 1983) (pág. 797) y 

ademas es la unidad de tiempo que se emplea en los elle~ 

los cin~ticos y termodinámicos de las reacciones biológ! 

cas. 

En todos los casos, la energía se expresa en 

julios y no en calorías porque la caloría no corresponde 

al sistema SI de unidades. 

La energía aparente de activación de Arrhenius (Ea') 



bl 

del complejo enzima-sustrato en el estado de transici&n se 

calcul& de las pendientes de la grfif ica ln a contra l/r -

(Tabla 17) (Fig. 7): 

E'a ~ -B.314 x la pendiente 
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Tabla 1 7. Valores calculados para la gráfica de Arrhenius 

Sangre total incubada a pH alrededor de 6.60 

Tubo 
(l/T)l05 a ln ( núm) nmol a 

seg, ml 

1 343. 4 0.0168 -4.085 
2 0.0142 -4.251 

3 340.0 0.0228 -3.781 
4 0.0234 -3.756 

5 337.7 0.0336 -3.392 
6 0.0325 -3.426 

7 335.4 0.0433 -3.139 
8 0.0399 -3.221 

9 333.2 0.0479 -3.039 
10 0.0410 -3.193 

11 329.9 o. 0730 -2 .. 618 
12 0.0737 -2.607 

13 326.6 0.0969 -2.334 
14 0.0821 -2.500 

15 322.4 o .1186 -2. 132 
16 0,1266 -2.067 

17 319.3 0.1505 -1.894 
18 0.1488 -1. 905 
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Fig. 7. Gráfica de Arrhenius. Sangre total incubada en un m~ 
dio con pH alrededor de 6,60, Las constantes de la recta co
rrespondiente al intervalo entre 18 y 27ºC fueron m • -10,600, 
b• 32.4 y r • -0.97 y para la del intervalo 27 a 40°C, m = -8,360, 
b D 24,9 Y r O -0,97, 
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La energ[a libre (o energía de Gibbs) aparente de 

activaci6n (~C; 1 ) del complejo enzima-sustrato en el estado 

de transición en condiciones estándar, se calculó para cada 

temperatura con la siguiente ecuaci6~: 

(velocidad absoluta de la reacción, Daniels y Alberty, 1966, 

pag. 612-613). 

R 8,314 J/grado, mol 

h • constante de Plank • 6.626 x 10-34 J•seg 

k5• constante de Boltzman • 1.381 x 10- 2 3 J/grado.mollcula 

a • actividad específica (nmol/seg, ml) s k (constante de 

velocidad) 

K • coeficiente de transmisión • 1 

,'. óG-
1 

• -8.314 T ln (4.798 X 10-11 ~) 
T 

Los valores óG-
1 se dibujaron en función de la 

temperatura absoluta (Tabla 18) (Fig. 8, a) y cada recta 

esta representada por la ecuación: 

4G- 1 
• óH- 1 + óS;! T 

La entalp[a aparente de activación (óH;
1

) se obtuvo 

del punto en que la recta correspondiente corta al eje 

de las ordenadas y la entropía aparente de activación (hS;~) 

de las pendientes de las rectas. 
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Tabla 1.8. Valores de la energía libre aparente de act ivacjÓn 

del complejo enzima-sustrato en el estado de transici5n en con 

diciones eat&ndar a diferentes temperaturas 

Sangre total incubada a pi! alrededor de 6.60 

Tubo T óG-1' 

( nlim) (K) (kJ/mol) 

1 291.16 81.140 
2 81.541 

3 294.16 81.256 
4 81.196 

5 296.16 80.868 
6 80.953 

7 298.16 80.804 
8 81.007 

9 300,16 81.113 
10 81.497 

11 303.16 80.887 
12 80.860 

13 306.16 80.990 
14 81. 412 

15 310.16 81.561 
16 81.393 

l 7 313 .16 81.754 
18 81.784 
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b. l ne ub a e iones a p 11 a 1re<ledo1· de 7 . 9 O 

Este expE-rimento se real i?.a con la misma sangre que 

se emple6 en el anterinr y las mezclas de incubaci6n fueron 

semejantes excepto que se us6 amortiguador de fosfatos 0.6 M 

a pi! 8,70. 

Los resultados se muestran en las Tablas 19, 20 y 

21 y en las Figuras 8, 9 y 10 (b). 

En las Tablas 36, 37, 38, 39 y 40 se muestran los 

promedios de dos experimentos realizados bajo estas condi

ciones y se comparan con los restantes. 
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Tabla 19. Efecto de la temperatura sobre la degradn~i6n del NAD 

cataliznda par la sangre totul incubada a pH entre 7.83 y 8.01 

-------~---------~-----------·-··--------·----~------ ----
Actividad 

Tubo Temperatura Tiempo * pll (\ As específica 
(nGm) (ºC) (K) ( tll í 11) tºC (-~·-) 

mi 11, ml 

1 18 291.16 120 7.94 o' 116 l. 98 
2 0.120 2.05 

3 21 2911.16 120 7 '94 0.149 2.55 
4 o' J 53 2.62 

5 23 296.16 60 7.94 0.113 3.87 
6 o .113 3.87 

7 25 298.16 60 8.01 o. 131 4.48 
8 0.154 5.27 

9 27 300.16 45 7.90 0.126 5.75 
10 0.133 6,07 

11 30 303.16 45 7.89 o .177 8.07 
12 0.162 7. 39 

13 33 306.16 30 7.90 0.162 11. 08 
14 0,162 11.08 

15 37 310.16 30 7. 8 3 0.201 13. 7 5 
16 o. 211 11,. 44 

17 40 313,16 20 7.84 o' lll3 18. 7 8 
18 0.161 16.52 

-~---------

* midió de El pH se a la correspondiente temperatura 

incubac Hin 

07068'.l 

1 
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Fig. 8, Efecto de la temperatura sobre la degradación d<•l NAfJ 
catalizada por la sangre total incubada en un medio con píl alr~ 
dedor de 7.90. La actividad cstfi expresada en nanomoles de NAD 
hidrolizado por minuto por mililitro de sangre con hematocrito 
de 45 por ciento. 
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Tabla 20. Valores calculados para la gr&fica de Arrhenius 

Sangre total incubada a pH alrededor de 7.90 

Tubo 
( n úm) 

1 
2 

3 
4 

5 
6 

7 
8 

9 
10 

11 
12 

13 
14 

15 
16 

17 
18 

343.4 

340.0 

33 7. 7 

335.4 

333.2 

329.9 

326.6 

322.4 

319. 3 

o 
nmol 

(seg, ml 

0,0311 
0,0342 

0,0425 
o. 01136 

0.0644 
o .06411 

0.0747 
0.0878 

0.0958 
o .1011 

0.1346 
0.1232 

0.1847 
o. 184 7 

0.2292 
0,2406 

0.3130 
0.2754 

l n a 

-J.409 
-3.375 

-3.159 
-3.132 

-2.742 
-2.742 

-2.594 
-2.433 

-2.346 
-2.292 

-2.006 
-2.094 

-1.689 
-1. 6 89 

-1.473 
-1. 425 

-1.162 
-1.290 
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Fig, 9. Gr~fica de Arrhenius, Sangre total incubada en un medio 
con pH alrededor de 7.90. Las constantes de la recta entre 18 y 
27ºC fueron m = -10,800, h = 33.8 y r = -0.98 y entre 27 y 40°C, 
mm -7,860, b = 23.9 y r = -0.99 
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Tabla 21. Valores de la energía libre aparPnt<' dú activaci6n 

del complejo enzima-sustrato en el estado de transici6n en con 

dicionP!' Pstiindar a diferentes tempC'rat11ras 

San¡;re total incubada a pH al1·cdC'dor de 7.90 

Tubo T /\Gf 1 

(núm) (K) (kJ /mol) 

1 291.16 79.503 
2 79.421 

3 294.16 79.735 
4 79.670 

5 296.16 79. 268 
6 79.268 

7 298.16 79.454 
8 79.053 

9 300.16 79.383 
10 79.248 

11 303.16 79 .345 
12 79.568 

13 306.16 79.348 
14 79. 34 8 

15 310.16 79.862 
16 79.737 

17 313.16 79.848 
18 80.182 
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Vig. 10. Energía libre aparente de activaci6n en funci6n de la 
temperatura en experimentos con sangre totnl 
(a) Medio de incubación con pli alrededor de 6 .60. Las constan 

tes de la recta entre 18 y 25ºC fueron m • -0.073, b ,. 24 .5, 
y r = ··0.83 y entre 30 y 40ºC, m = 0.0870, h = 13.0 y 
r • 0,93. Los puntos encerrados en el cuadro no se incluyeron 
en el cálculo de estas constantes. 

(h) Medio de incubaci5n con pH alrededor de 7.70. Las constan
tes fueron m • -0.00784, h • 2l.3 y r • 0.54 para la recta 
entre 18 y 27ºC y m • 0.0132, h • 15.u y r • 0.89 para la 
recta de 27 a 40ºC, 
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ll. Suspensitín de gl/Íh111os rojos lavados 

a. Incubaciones a pH alrPdrdor de 6.75 

S e p re p a r a r o 11 º"' z e 1 a s d ,, i n e u b a e i ó n p o r <l 11 p l i e .i d n 

en la forma sigllil!nte: 2.50 rul dP !iUs¡1ensi511 de z!Cbl1l0s 

rojos lavados, 2.00 ml <le amortiguador 0.3 M citr~to -0.] M 

fosfato a pH 6. J!, y l,O ml <le NaCJ 0,85%. 

de ~AD 5 mM para iniciar lu reacci6n. 

Se a~n<lleron 0.50 mi 

La sangre· prover1Ja de un donador qu0 se presentó 

en el laboratorio. 

La suspensi6n tuvo un hematocrito <le 38.~ por ciento. 

Los resultados se muestran en las Tablas 22, 23 y 

24 y en las Figuras 11, 12 y 15 (a). 

Los promedios de dos experimentos aparecen en las 

'fablas 36, 37, 38, 39 y t,o. 
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Tabla 22. Efecto de la temperatura sobre la degradaci6n del NAD 

catalizada j>f>J' la ~uspension de eJ6bulos rojos lavarlos incubada 

a pH entre 6,65 y 6.81 

l'ubo 
(ntim) 

1 
2 

3 
4 

5 
6 

7 
8 

9 
10 

11 
12 

13 
14 

15 
16 

17 
18 

19 
20 

ir 

TempPratura 
ºC K 

1) 288.16 

18 291.16 

21 2911.16 

24 297.16 

27 300.16 

29. 5 302.66 

34 307.16 

37 310.16 

40 313.16 

45 318.16 

* Tiempo pi! a 
(min) tºC 

90 6.81 

60 6.80 

60 6,76 

45 6. 76 

30 6.75 

30 6.75 

30 6. 70 

30 6.69 

15 6,69 

15 6.65 

El pH se midió a la correspondiente 

incubación 

~ As 

0.033 
0.035 

0.033 
0.028 

0.053 
0.048 

0.051 
0,058 

0.060 
0,059 

0.070 
0.076 

0.092 
0.100 

0.114 
o .120 

0.066 
0.073 

0.102 
0.110 

Actividad 
especi'f ic a 
(--~nmo_l __ ) 

nnn, ml 

l. 01 
1.07 

l. 51 
l. 28 

2. 4 3 
2. 20 

3.12 
3.55 

s.so 
5. 41 

6.42 
6.97 

8.44 
9 .17 

10.45 
11.00 

12. 1 o 
13.39 

18.71 
20.17 

temperatura de 

060982 
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Fig, 11. Efecto de la temperatura sobre la actividad NAO glico 
hidrolasa de los gl6bulos rojos lavados incubados en un medio ~on 
píl alrededor de 6.75. La activld&d espec!f~ca est~ expresada en 
nanomoles de NAD hidrolizado por minuto por mililitro de suspen
sión de glóbulos rojos con hematocrito de 4S por ciento. 
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TabJ;1 23, Valores calcuL1dos para la gráfica de Arrhenius 

Gl6bulos rojos lavados incubados a pH alrededor de 6.75 

-----------
Tubo 

( num) 

3 
4 

5 
6 

7 
B 

9 
10 

11 
12 

13 
14 

15 
16 

17 
18 

19 
20 

-----------------
a 

(l / T)los (-~~----) 
seg, m l 

347.0 0.0168 
0.0178 

343. 5 0.0252 
0.0214 

340.0 0.0405 
0,0367 

336.5 0.0520 
0,0591 

333.2 0.0917 
0.0902 

330.4 0.1070 
0.1162 

325.6 0.1406 
0.1528 

322.4 0.1742 
0,1834 

319.3 0.2017 
0.2231 

314.3 0.3118 
0,3362 

-------
ln a 

-4. o 86 
-4. () 2 7 

-3.680 
-J.8!;4 

-3.206 
-J.306 

-2.957 
-2, 8 29 

-2.389 
-2.406 

-2.235 
-2.152 

-1.962 
-1.878 

-1.747 
-] .696 

-1.600 
-l.500 

-1.16 5 
-1.089 



o 
e 

-3 

-4 

- 7 7 -

40 30 20 10 

TEMPERATURA (ºCl 

Fíg. 12. Gráfica de Arrhenius. Glóbulos 
dos en un medio con pH alrededor de 6,75. 
recta en el intervalo de 15 a 27°C fueron 
y r • -0.99 y para los límites entre 27 y 
b = 19.4 y r • -0.99. 

rojos lavados íncuba
Las constantes de la 

m • -12,400, b ~ 38.8 
45ºC, m • -6,560, 
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Tabla 24. Vhlores de la energfa libre aparente Je activación 

del complejo en?ima-sustrato en el estado de transici6n en 

condiciones estlndar a diferentes temperaturas 

Glóbulos rojos lavados incubados a pll al rededor de 6. 75 

--------------------------------·------------
Tubo T óG~ 

1 

(núm) (K) (k J/mol) 

1 288.16 80.280 
2 B0.139 

3 291.16 80. 15 9 
4 BO. 55 7 

5 294.16 79.852 
6 B0.094 

7 297.16 80,076 
8 79,758 

9 300.16 79.492 
10 79.534 

11 302.66 79. 787 
12 79.580 

13 307.16 80.313 
14 80. 100 

15 310.16 80.569 
16 80.437 

17 313 .16 80.992 
18 80.729 

19 318.16 81.176 
20 80.976 
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b. Incubacione~ a pU alrededor de 7.70 

Se prepararon las mezclas de inrubari6n coMo en el 

experimento anterior, con la diferencia que se emple6 amor 

tiguador 0.3 M Tris - 0.3 M fosfato a pH 7.92. 

La sangre provenfa de un donador diferente al 

anterior, 

La suspensi6n de gl6bulos rojos tuvo un hematocrito 

de 40 por ciento, 

Los resultados aparecen en las Tablas 25, 26 y 27 

y en las Figuras 13, 14 y 15 (b). 

Los promedios de dos experimentos aparecen en las 

rabias 36, 37, 38, 39 y 40. 
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Tabla 25. Efecto de la temperatura sobrP la degradacl6n del NAO 

catalizada por los gl6bulos rojos lavados incuhados a pH alrede 

dor de 7.70 

-- ·--·--------------------- -------··-~---·-------~-----------------

* 
Actividad 

Tubo 1'empera tura Tiempo pfl a 
/\s 

específica 
(núm) (ºe) (min) tºC 

{', 

(~-1-) 
m i 1!..J_ml_ __ 

1 15 120 7.95 0.032 o. 71 

2 18 120 7.92 o. 0611 l. 41 
3 0.059 1.30 

4 21 90 7. 79 o. 06 3 l. B5 
5 o. 05 2 l. 53 

6 24 60 7. 70 0.048 2. 12 
1 0.056 2.47 

8 27 45 7.68 o. 054 3.18 
9 o. 064 3. 7 7 

10 30 30 7.65 o.oso 4.41 
11 0.056 4. 9l, 

12 34 30 7. 58 o. 071 ó.27 
13 0.076 6. 71 

14 37 30 7. so o. 087 7.68 
15 o. o 74 6.53 

16 40.5 20 7.46 0.062 8.21 
17 e. o-ti 7 8.87 

"' midió El pH se a· la cor-respondiente temperatura de 

incubación 

210982 
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Fig. 13. Efecto de la temperatura sobre la actividad NAD glico 
hidrolasa d~ los gl&bulos rojos lavados incubados en un medio -
con pH alrededor de 7.70. La actividad cspecrficA est~ expresada 
en nanomoles de NAD hidrolizado por minuto y por mililitro de 
suspensi6n de gldbulos rojos con un hematocrito de 45 por ciento. 



Tabla 26, Valores calculndos para !u ~rlfica de Arrheuius 

Glóbulos rojos lavados incuLados a pi! alrededor de 7.92 

---------··-···------------------------------
Tubo 

( l/y) 10º * 
( n úm) 

a ln a 

-···-----· 
l 347,03 .0118 -4. 4 4 2 

2 343.4 .0235 -3.749 
3 .0217 -3.830 

4 340.0 . o 30 9 -3.477 
5 ,0255 -3.669 

6 336,5 .0353 -3.344 
7 .0412 -3.190 

8 333.2 .0530 -2.938 
9 .0628 -2.768 

10 32 9. 9 .0736 -2.610 
11 .0824 -2.496 

12 325,6 .1044 -2.259 
13 .1118 -2.191 

14 322,4 .1280 -2.056 
15 .1088 -2.218 

16 319. 3 .136 8 -1.989 
1 7 .1478 -l.912 

* actividad específica expresada en nmol/seg, ml 
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Fig. 14. Gráfica de Arrhenius. Glóbulos rojos lavados incuba 
dos en un medio con pH alrededor de 7.70. Las constantes de la 
recta para la zona de 15 a 27ºC fueron m = -10,230, b • 31.2 y 
r • -0.97 y para el intervalo de 27 a 40.SºC, m ~ -6,180, b • 17.8 
y r • -0.96. 



TAbla 27. Valores de la energ{a libre aparente de activaci6n 

del complejo-enzi~a sustrato en el estado de transici6n en con 

dicionPs est&ndar a diferentes temperaturas 

Gl6bulos rojos lavados incubados a pH alrededor de 7.92 

-~--------------

Tubo T 6G,¡ 
1 

(nGm) (K) (k J/mol) 

1 288.16 81.135 

2 291.16 80.326 
3 80.523 

4 294.16 80,514 
5 80.983 

6 297.16 81,030 
7 80,650 

8 300.16 80,862 
9 80.438 

10 303.16 80,867 
11 80.581 

12 307.16 81.072 
13 80,898 

14 310.16 81,365 
15 81. 782 

16 313. 66 82.138 
17 81.936 
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Fig. 15. Cambio aparente de la energía libre de activación en 
funci6n de la temperatura en los glóbulos rojos lavados. 
(a) Medio de incubación con pH alrededor de 6.75. Las constan 

tes de la recta entre 15 y 27°C fueron .m •-0.0150 1 b • i3.5 
y r • -0.82 y entre 27 y 45•c, m • 0.0218, b = 12.5 y r ~ 0.97 

(b) Medio de incubación con pH alrededor de 7.70, Las constan 
te~ fueron m ª -0.0178, b = 18.8 y r ~ 0.12 para la recta 
entre 18 y 2Sºc y m = 0.0258, b = 11.5 y r • 0.92 para la 
recta de JO a 40'C. 
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C. Suspensión de fantasmas de glóbulos rojos 

a. Incubacioneh a pH alrededor de 6.60 

Se prepararon mezclas d0 incubación por duplicado 

de la manera siguiente: 6.0 ml de susponsión de fantasmas, 

4.0 ml de amortiguador 0.3 M citrato - 0.3 M fosfato a pH 

6.27 y 1.0 ml de NaCl 0.85%. Se añadió 1.0 ml de solución 

6 mM de NAD para iniciar la reacción. 

La concentración de proteínas en la suspensión de 

f~ntasmas fue 1.06 mg/ml. 

Se inactivaron 4.0 ml de la mezcla de incubación 

con 4.0 ml de ácido perclórico al 101.. 

La mitad del sobrenadante ácido se utilizó para 

medir el NAD con la deshidrogenasa alcoh&lica y Ja otra 

parte con KCN. 

En la técnica con KCN se neutralizaron 3.0 ml del 

sobrenadante ácido con 0.30 ml de trietanolamina 1 M y -

O. 30 ml de K2C03 5 M. Al final se ponía en la celda del 

espectrofotómetro 1.0 ml del extracto neutralizado y se le 

añadían 2.0 ml de KCN 1.5 M. 

La sangre fue proporcionada por el Instituto Nacional de 

Cardiología. 

Los resultados se muestran en las Tablas 28, 29, 

30 y 31 y en las Figuras 16, 17 y 20(a). 
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En las Tablas 36, 37, 38, J9 y 40 se muestran loh 

promedios de cuatro experimentos realizado5 bajo estas cn1. 

diciones y se comparan con los restantes. 



- BB -

Tabla 28. Efecto de la temperatura sobre la degradaci5n del NAO 

catali?.a<la por la suspensión de fantas,oas de glóbulos rojos la-

vados incubados a pll alrededor de fl ,60 

---------------------
* 

Actividad 
Tubo Temperatura Tiempo pH a t:. As específica 

(núm) ( º C) (min) tºC nmol 
min, mg 

··--·--------
1 15 120 6.61 0.036 o. 56 
2 o. 032 0.49 

3 18 90 6.60 0.023 o. 4 7 
4 0.032 º· 6fi 

5 21 90 6,60 0.043 0.88 
6 o. (Jl¡() 0.82 

7 24 60 6. 61 o.º''ª l. l¡ 8 
8 0.042 l. 30 

9 27 JO 6.56 0.038 2. 31, 
10 o. 041 2.53 

11 30 30 6.56 o. ()112 2.59 
12 0.041 2.53 

13 33.8 30 6,56 0.049 3.02 
14 0.046 2,84 

15 37 30 6.54 0.059 3. 01, 
16 o.(){; 3 1.88 

1 7 40 20 6.58 0.054 5.00 
18 0.056 5.18 

-----------
* midió El pH se a la temperatura de incubación correspoE_ 

diente 

290383 
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Tabla 29. Efecto de la temperatura sobre la degradaci6n del NAD 

catalizada por la suspensi6n de fnntasmns de gl6bulos rojos la-

vados incubados a pll alrededor de 6.60 

Medici6n del NAO con KCN 

Actividad 
Temperatura ti As específica Relaci6n 

(ºC) promedios (~-1-) DHA/KCN 
m1n,mg 

15 0.030 0.56 0,94 

18 0.024 0.59 0.96 

21 0.030 o. 74 1.15 

24 0.034 l. 26 1.10 

27 0.022 1.63 l. 49 

30 0.027 2.00 l. 28 

33,8 0.042 3 .11 o. 7 8 

37 0.049 3.63 l. 04 

40 0.038 4.22 l. 21 

290383 
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Fig. 16, Efecto de la temperatura sobre la degradación del NAD 
catolizada por la suspensi&n de fantasmas de gl&bulos rojos in
cubados en un medio con pH alrededor de 6.60. La actividad está 
expresada en nanomoles de NAD hidroli~ado por minuto y por mili 
gramo de proteína, -
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Tabla 30. Valores calculados para la gr5ficn de Arrhenius 

fantasmas de g16bulos rojos Jncuhados a pi! alrededor de 6.60 

--·-~------·--·-·-----·---

Tubo 
(l/T) 10 5 * 

(núm) 
a ln a 

·---------
1 34 7. o 0.0092 -4.683 
2 0.0082 -4.801 

3 343.5 0.0079 -4. 84 3 
4 o. 0110 -4. 51 3 

5 340.0 0.0147 -4.218 
6 o. 0137 -4.229 

7 336.5 0.0247 -3. 702 
8 0.0216 -3.836 

9 333.2 0.0391 -3.243 
10 0.0421 -3.167 

11 329.0 o. 04 3 2 -3.143 
12 0.0421 -3.167 

13 325.6 0.0504 -2.988 
14 0.0473 -3.052 

15 322.4 0.0606 -2.803 
16 0.0648 -2.737 

l 7 319.3 0.0832 -2.486 
18 0,0863 -2.l150 

* Actividad espectfica expresada en nmol/seg, mg 
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Fig, 17, Gráfica de Arrheniu:¡, Fantasmas de glóbulos rojos in
cubados en un medio con pH alrededor de 6,60. Las constantes de 
la recta que une los puntos en}¡¡ zona de l 5 a 27ºC fueron 
m • 10,950, b • 33,0 y r • -0,98 y para la recta del intervalo 
27 a 40ºc, m • -5,240, b • 14,l y r • -0.95, 
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Ta~la 31. Valores de la energía libre aparente de activaci6n 

del complejo enzima-sustrato en el estado de transici6n en con 

diciones estfindnr a diferentes temperaturas 

Fantasmas de gl6bulos rojos lavados incabaclos a pH alred,,dor de 6.60 

---·--·Tubo··-·-· --------1---·----- ·--·----¡;_-¡;rr-------
( núrn} (K) (k J/mol) 

-------------------·-- ·-·--------
1 288.16 81.7ll 
2 81. 994 

3 291.16 82.975 
4 82.176 

5 294.16 82.325 
6 82.502 

7 297.16 81.916 
8 82. 246 

9 300.16 81. 622 
10 81. .'+32 

11 303.16 82.210 
lZ 82.271 

13 306.96 82.879 
14 83,0liO 

15 310.16 83.291 
16 83.122 

17 313.16 83.296 
18 83.202 
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b. lncub1ciones a pH alrededor dP 8.00 

Se prepararon las mezclas de incubaci6n como ¿n el 

experimento anterior, con la diferencia que se empleó amo~ 

tiguador 0.3 Tris - 0.3 H fosfato a pH 8.16. 

La sangre fue proporcionada por el Instituto Nacional 

de Cardiología. 

La concentración de proteínas fue 1.68 mg por mili 

litro de suspensión de fantasmas. 

Los resultados aparecen en las Tablas 32, 33, 34 y 

35 y en las Fig. 18, 19 y 20(b). 

En las Tablas 36, 37, 38, 39 y 40 se muestran los 

promedios de tres experimentos realizados bajo estas candi 

ciones y se comparan con los restantes. 
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T atd a 32. Efecto de la temperatura sobre la degradación del NAD 

catalizada por la suspensión de fantasmas <le glóbulos rojos la-

vados incuba dos a pH alrededor de 8.00 

----· ------·-
* 

Actividad 
Tubo Temperatura Tiempo pi! a 

.llA 
específica 

(núm) (ºC) (min) tºC ( nmol 
min, mg 

1 18 120 B.28 0.048 0.47 
2 0.052 0.51 

3 21 120 B.21 0.057 0.55 
4 0.052 0.51 

5 24 120 8.12 0.061 0.60 
6 0.052 0.51 

7 28 45 8.02 0.059 l. 53 
8 0.062 l. 61 

9 31 31 7.97 0.043 l. 62 
10 0.048 l. 81 

11 34 30 7.91 0.056 2.18 
12 0.060 2.34 

13 37 30 7.82 0.072 2.80 
14 0.077 3.00 

15 40 20 7.80 0.058 3.39 
16 0.049 2.86 

* El pH se midió a la temperatura de incubación correspondiente 

190483 
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Ta¡, J 11 J ) . E f.: e t" de l a te,,, era t u r a "o b rt' 1 a d ,~gr ad a e i ó n de l NA ll 

catalizada por la suspcnsi6n de fantasmas de glóbulos rojos la-

vndos incub::idos a pll al redPdcr d<· 8, 00 

Hedici6n del NA!l con KCN 

-----------------------------------------

Temperatura 
(ºC) 

18 

21 

24 

28 

31 

34 

37 

40 

!!. A 
promedios 

0.054 

0.048 

0.042 

o. 04 3 

0.038 

0.047 

0.058 

0,042 

Actividad 
específica Relación 

(~~) 
m1n,mg 

DHA/KCN 

0.63 o. 7 8 

O.Só o. 9 5 

0.49 1 .12 

l. 34 1.17 

l. 72 l. (•O 

2.20 1.03 

2. 71 l. 07 

2.94 1.0ó 

---------

19048 3 
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Fig. 18. Efecto de la temperatura sobre la degradación del NAD 
catalizada por la suspensl6n de fantasmas de glóbulos rojos in 
cubados en un medio con pH alrededor de 8,00. La actividad e~ 
peclfica esti expresada en nAnomoles de NAD hidrolizado por mi 
nuto y por miligramo de proteínas. 
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Tabla 34. Valores calculados para la gr11fica de Arrheníus 

Fantasmas de g J óbu los rojos lavados incubados a pH 

alrededor dP 8. 00 

Tubo 0/1)1os * * 
( núm) a ln a 

1 343.5 o. 00 7 8 -4.855 
2 0.0084 -4. 775 

3 340.0 o. 0092 -4.683 
4 0.0084 -4. i75 

5 3 36. 5 0,0099 -4. 611 
6 0.0084 -4.781 

7 332. o 0.025S -3,668 
8 0.0268 -3.619 

9 328.8 o. 02 70 - 3. 612 
10 0.0301 -3.502 

11 325. 6 0.0363 -3.315 
12 0.0389 -3.246 

13 32 2. 4 0.0467 -3,064 
14 0.0500 -3.000 

15 319. 3 0.0564 -2,874 
16 0.0477 -3.043 
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Fig. 19. Gr~fica de Arrhenius. Fantasmas de gl5bulos rojos la 
vados incubados en un medio con pH alrededor de 8.00. Las cons 
tantes de la recta para el intervalo 18 a 28°C fueron m • -11:200, 
b = 33.4 y r -0.97 y para la zona de 28 a 40ºC, m • -),970, 
b = 16.1 y r • -0.96 
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Tabla 35. Valores de la energfa libre aprente de activaci6n del 

compl~jo enzima-sustrato en el estado de transici5n en condiciones 

estándar a diferentes tempt=raturas 

Fantasmas de glóbulos rojos lavados incubados a pH alrededor de 8.00 

Tubo T t.c"', 
(núm) (K) (k J/mol) 

1 291.16 83.004 
2 82. 81 o 

3 294.16 83,464 
4 83.689 

5 29 7 .16 84. 161 
6 8L1.S8l 

7 30] . 16 82.967 
8 82.843 

9 304.16 83.676 
10 8).j98 

11 307.16 83, 768 
12 83.592 

13 310.16 83.963 
14 83,790 

15 313.16 84.308 
16 84.747 
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Fig. 20. Cambio aparente de la energía libre de activaci6n en 
funci6n de la temperatura en experimentos ~on fantasmas de gl& 
bulos rojos. 
(a) Medio de incubaci6n enn ptt alrededor de 6,60. Las cons

tantes de la recta entre 18 y 27"C fueron m • -0.0280, 
b • 27.9 y r • 0.84 y entre 27 y 40ºC, m • 0.321, b • 9.95 
y r • 0,94. Los puntn5 encerradoR en el cu:1tlro no se in
cluyeron en el c~Lculo de estas constantP9. 
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Fig. 20. Cambio aparente de la energía libre de activación en 
función de la temperatura en experimentos con fantasmas de gl§ 
bulos rojos. 
{b) Medio de incubaciGn con pH alrededor de 8.00, Las cons
tantes fueron m ~ -0.0226, b = 26.6 y r = -0.82 para la recta 
entre 21 y 28°C y m • 0.0287, b • 11.2 y r • 0.94 para la recta 
entre 28 y 40ºC. 



Tabla 36. Valores promedio y desviación est5ndar de la ener~!a aparente de activación 

de Arrhenius del complejo enzima-sustrato en el estado de transici5n en los diferentPR 

tipos de preparaciones de eritrocitos humanos 
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'fai>l.i 37. Valort's promedio y desvíac ión estándar de 1 a energfa 

libre estindar apar~nt~ del complejo enzima-sutitrato en el es-

tado de transiciRn en los diferentes tipos de preparaciones de 

eritrocitos hunanos 

-------------------------

Preparación 
pH 

a 37ºC 
(kJ/mol) 

37"C alrededor 
de 27°C * 

6.61 Bl.50 81. 5() Bo.7& (26.1) 
(1) (1) 

Sangre total 
7 .80 79.62 80.45 + 0.95 79.5) 0.47 (26.4) 

(1) (2) (:Z) 

6.74 80.91 t 0.95 81. )(J 1.19 80.45 . 1.22 (27.4) 
(2) (2) (2) 

Suspensión 
glóbulos rojos 7.80 80. 74 82.11 0.80 81.111 0.66 (29.0} 

(l) (2) (2) 

6.62 82.69 !D. lil 0.075 Bl. 89 ~ 0.10 (2"1.6) 

Suspensión 
(l} (3) (2) 

fantasmas 
7.90 83.19 !. 0.67 83.89 0.14 82.59 t 0.31 (27 .5) 

(3) (3) (3) 

* La temperatura precisa figura entre paréntesis y 
corresponde al punto en que se cruzan 1 as rectas 
en las gráficas t.c+' contra T. 
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Tahla 38. Valores promedio y desviaci~n est§ndar dP la entalpía 

cst&ndar aparente del complejo enzima-sustrato en el estado de 

transición en los difc:rent"s tipos de prcparaciont's de erítro-

citos humanos 

Prepaiación 

Sangre total 

Suspensión 
glóbulos rojos 

Suspensión 
fantasmas 

a 
pH 
37ºC 

6.61 

7.80 

6.74 

7.80 

6.62 

7.90 

l\HI' { kJ / mo 1) 
Temperaturas 

bajas altas 

101. 7 60. 7 
(1) (1) 

91. 6 55. 2 ~ 11.2 
( 1) ( 2) 

93.5 i 6. 3 54. o ± 3,0 
( 2) ( 2) 

82.4 40.0 ± l. 8 
(1) (2) 

106.6 39.8 .. l. 7 
(1) (3) 

100.6 ± 9.8 l1 S. 9 :!: 3.2 
(3) (3) 
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Tai•;a 39. Valor,·:; prcmedin y desviación estándar de la entrop!a 

•stlndar aparento del complejo enziMa-snstrato en el estado de 

transición en !0s difer~ntes tipos de preparaciones de eritro-

citos humanos 

-------------------------

Preparación 

Sangre total 

Sus;iensión 
gléivulos rojos 

Suspensi6n 
fantasmas 

pll 
a 37ºC 

ó.61 

7.80 

6. 74 

7.80 

6.62 

7.90 

/\S;' (Jul io/~gra~<U._ 
Ie.mperaturas 

altas 

o. 06 71 
{1) 

0.08135 ~ o. o "391 
(2) 

0.08788 :! 0.00577 
( 2) 

0.13580 :'. 0,0084 
(2) 

0.13984 . 0.00581 
(3) 

0.1225 i 0.0102 
(J) 

--------
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i .1 b l :i 4 O . Si g ni f i e a e i iÍ n e s ta dí s L j e· a d" l as d i f C' rene i as en t re 

Jos promedios de la enerGÍn aparente de activación de Arrhenius 

comparando la udsma pr<•paración a pll i\cido ~ 11 pll alcalino en 

incubaciones a bajas y a altas temppr3tn~as 

--------~---------··------~------·~-----···--·-----------

Preparación* 

Glóbulos rojos 

Fantasmas 

pll 
a 

37ºC 

6. 74 

7.80 

6.62 

7.91 

______ .J'3~_J.t.IL11!2J.) __ . 
Temperaturas 

bajas altas 

95. 765 : 6.40 56,228 ± l. 20 
(2) (2) 

87. 842 ± 3.92 41.075 - :. .07 
(2} (2) 

p > 0.8 p > 0.02 

81.734ecl7.46 42.25?. : 1.60 
(3) ()) 

87.934 t 10.00 1¡8,412 .J 3.24 
( 3) (3) 

p > 0.6 p > 0.02 

*No se hizo esta comparaciGo en Ja incubación con sangre total 

(Ver el texto) 
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Tabla 41. Significaci~n CHtaJfstlra de las diferencias entre 

los promedios <lP la encr~fa aparente de activaci5n de Arrhonius 

com;;ara11do entre Sl los distintos tJpos dP preraraciones a -

bajas y allaf temperaturas y en medio leido y alcalino, res-

pectivamcnte 

pH a 
37ºC 

6.6 

7.8 

6.6 

7.8 

-----------------------

Sangre 
Total 

84. 700 ± 
(2) 

84. 700 ± 
( 2) 

55.288 ± 
(7) 

55.2118 -
(2) 

Ea' (kJ/mo_l~) ________ , 

Globul os 
rojos 

Fantasmas 

95. 765 :!_ 6 .L10 81. 734 . 17 .116 
( 2) rn 

1.07 87.81i2 ± J.92 
( 2) 

1.07 87.934 !:: 10.00 
( 3) 

87.842 ~ 3. 92 87.934 :t 10.00 
(2) ()) 

!"..!!1.P..".!_<l_t_!!__r_~ __ <!Lt_!!_~ 

5h. !28 
,_ 

1. 20 (~ ~'.. '!. :; 2 -- l .60 
(7) 0) 

1.05 41.075 ±: 4.07 
(:l) 

- ' 
.)~ 48.412 .~ 3.24 

(3) 

lil.075 :!: 1,. Ol 48.412 :!: 3.21, 
(2) (3) 

----------·-----

Valor 
de p 

>O. 3 

>0.3 

<0.7 

>0.9 

'-0.001 

<0.05 

>0.05 

>0.10 
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La velocidad de hidrólisis del NAD catalizada por la sangre 

total o por la suspPnsión de ?,lóbulos rojos ll'lvndos, disminuyó 

co11tir1t1ament~ dcsd~ los prin1cros minutc1s de ]¿¡ inrt1bari6n l1echn 

a 37ºC y ,1 pll 7.~0, con amortigua<lor d~ foc.fatos 0,05 M y a los 

&O min era alrededor del 64% de la velocidad inicial en el caso 

de la sangre total y 72% con los glóbulos rojos. La concentr~ 

ción del NAD en la lllPZcla de> inc:ul1nción al ti.empCl cero fue 367 µM 

en el tubo con la sarigrc y 558 w~ en f'l que contenía los eritr~ 

citos y a los 60 ~in boj~ a 443 y 466 uM, respectiva~ent~; <lP 

1 o que res u 1 ta q u" se e o ns u mió el 2 2 y "1 1 7 /, d ,. 1 s 11 B t rato en 

un3 y otra de las mezclas. 

La velocidad v correspondiente a cada una de las concentra 

e iones d<:! sustrato, se calculó con la ecuación de Mi chaelis-

Mentc:an: 

V ~ --~c;J ~ 
Km + [sJ 

La velocidad máxima\' <e considPrii comCJ 10ll7, y el valor 

de la Km que se usó fue 2;.) ¡;M qu<' cnrre~ponde al sustrato NAD 

y a la enzima d« la s.rn¡;t'' humana (Beltrán, 1981). 

La velocidad u.: ci11l con la sangre total fue el 96.6% de 

la velocidad máxima y a los 60 min el 95.7%. En 1 a susfH!nsíón 

de gl6hulos rojos la velocidad al principio fue el 96.~% de la 

m&xima y a los 60 min el 95.85%. En otras palabras, lo dis-
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mi11t1ri5n ~11 la con~entraci5n del sustrato 110 afect6 sensible 

tnu11te n la vclociJad de degrada~i5n de ~ste; consect1entem~nte, 

uu parce(: ser la rL'sponsohle de la de¡1resi.ón dP la velocidad. 

J. a n i e o tina m i (!a s tl 1 j be r a ~ n e a 11 ti el ad e q ü i va 1 en t t· a 1 sus 

trato utilizado, si la acci6n ratalítira SP debe a la enzima 

NAD ~licol1ídralasa y la nicotinamidn inhibe esla cn•ima (Mann 

y Quastel, 191'1; Beltrán, 1981). Se utiliz6 la siguiente ecu~ 

ci6n (Dawes, 1969), para apreciar cuantitativamente el efecto 

de este inhibidor al cabo de 60 min de incubaci5n: 

En esta ecuaci6n v es la velocidad en ausencia de inhibi 

dor calculada con la ecuación de Michac1is-Menu,n; [i] es la 

concentraci6n de la nicotínamida en la mezcla de incubaci6n y 

Ki es la constante de disociaci6n del complejo enzima-iuhib! 

dar que tiene un valor de 1, 100 11M para el caso dt• la sangre 

humana-nicotinamida (Btdtrí!n, ]'J81): a los 60 min de incuba-

cl6n la nicotinamidn fue responsa~le del 9.7% de la inhihici~n 

en la mezcln que contienH la sangre total y del 7.4% en el -

caso de 1 os g 10 k.r 1 n !; rojos. 

En resumen, la haja de sustrato y la presencia <le nico-

tinarnida rHprimieron el 10.6 y el 8.1% de la velocidad en el 



- 111 -

tubo con sangre y con gl6bulos rojos, respeclivamenle. Ahora 

bien, como la depresi5n de la velocidad a los 60 min fu~ de 36 

y de J. 8 % , 1 a di f r, "'ne i a de 2) y de 2 O% , p a r a un o y o t ro t uh o , 

pu d i e r a de b e r s e a i n a e t i v a e i éi n d e l a " n z i r.1 a p ro d u e i d a p o r p l 

calentamicnlo a 37ºC, durante los (,[) ioin de incuhaci5n. 

En la mezcla que contenía la sangre total, la de~radaci~n 

del NAO fue mayor en todo momento de Ja incuL~ci6n que en la 

que contenía los glóbulos rojos lavados, no obstante que ambas 

preparaciones provinieron de la misma sangre y que en Hno y -

otro caso, la actividad esta referida a un mililitro de su~pe.'.1_ 

siéin con heruatocrito de 45 por ciento. La difcre11cia se de!1e 

posiblemente a que la sangre contiene l<>ucocitos, ¡•l a•¡uetas y 

plasma, ademas de eritrocitos, y en todos el los se lia dt"mostra 

do la presencia de la enzima NAO glicohidrolasa, aun cuanrlo -

estos componentes son responsables de menos del 20% de la ac 

tividad mostrada por la sangi:r total (llel trán, 1981; Torres, 

19 84) . Hay otTa razón por le cual la sangr~ LotaJ presenta 

mayor actividad y es la presencia de un factor en el plasme que 

estimula la NAOasa de los <'ritrocitos en incubación a pll mayor 

de 7 (trabajoR no publicados de nuestro lahorntorio), desde JO 

hasta 180% sir.e •e refiere a 111 actividad medida a pll alredPdor 

de 6.S. 

En el curso de la incuhncíón de 60 mi n, l" ve 1 oc id.1rl dr: d_;: 

p, rada e i 6 n del NA D, e atal izad a JI o r 1 a san¡; r" t o t :i l, di s mi n u y ó e" n 
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tinuaruente,uo s6lo considerada en sí misma sino en relaLi5n 

con la der,radació11 catalizada por los glóbulos rojos la,·ados, 

de manera que a los 15 min la cifra era 39Z mayor y a los 60 

min s6lo fue 167.. Qui za esto se debe a que la sensibilidad 

de la enzima al calentamiento de 37ºC,es diferente se~Gn se 

trate de la del plasma, de los leucocitos o de las plaquetas 

y las enzimas mis llbiles van dejando de actuar eficientemente. 

La nicotinamida a la concentración 100 m!1, que es aprox_i 

madamente 90 veces el valor de la Ki (Beltrlln, 1981), inhihi5 

casi completamente la degradación del NAD y mientras no se 

demuestre que la nicotinamida a la concentraci&n usada tarubiln 

inhibe otras enzimas, se puede concluir que la actividad que 

contiet;en los glóbulos rojos humanos dei;pués de haber sido l.!'_ 

vados,es la NAD glicohidrolasa. A esta misma conclusiSn se 

llega si se obaerva que la relación entre la cifra de NAD o~ 

tenida con la deshidrogenasa alcohólica y la medida con KCN 

fue alrededor de 1, pues esto siguifica que el NAO sólo se de 

grado pe>r hidriíl "isis del e~lac<• f.1-11-glicosídico, entre el -

anillo de la nieotinauiida y la rihos.1. 

El sustrato NAD fue Pstable durante 30 min de incubaci5n 

a 37ºC,en medios L,f'. pH desde 6.) hasta 8.9,usando diversos 

amortiguadores y tambi~n cuando se incubó a diversas tem?er~ 

turas desde 15 hasta 45"C,durante 90 miu en laa bajas y hasta 

15 min en las altas, en medios de incubación a pH alrededor 
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de &.7 y en otros de 7.6. Cons .. cuente:nente, sólo cuando las 

incubaciones se hicieron a valort's de pH ma:·0res de 8.9, se -

tomó en cuenta la hidrólisis no enzimltica del ~AD y eso -

siempre que el nOmero de nanomole& de~radadas por minuta y 

por mililitro de mezcla de incubaci5n fuese mavor de 0.30,que 

representa la variabilidad del método. 

En la incubación con sangre total, se observaron dos zonas 

de mlxima actividad enzim5tica en función del pH: una alrededor 

de 6.8 y otra alrededor de 7.8; la actividad específica ~n -

esta Gltima fue 12% mayor que en la primera. Heltrln (1981), 

en nuestro laboratorio, obtuvo una sola región de m1:xirnn activi 

dad entre los valores de pH de 6.3 a 7.3. La di fe rf'.:1c ja se 

debe, segOn lo sabemos ahora, al tiempo que Lran"curre enlr~ 

la ex t r a ce i i.5 u de la sangre y 1 a re a 1 iza e i ó n d l'l " H u 'º : " . S in 

embargo, la sangre de dos donadore~, aparentemcnt<' san0s 1 r,1 -

mostr5 esta zona de mayor actividad en el m~dio dp incubaci6n 

alcalino, a pesar de que había sida cxtraida rccient~mente; 

por lo que convcndr~ hacer un Pstudio especial de este dife

rente comportamiento. 

Cuando la incuhación se hizo con la suspensión de gl§ 

bulos rojos 111vaCJ,.,, o con la de los fantasma!\, hubo solamente 

una zona de actividad óptima,alredcdor del pH 6.~. 

Ravazzolo, Bruzzone, Garrf y Ajmar (1'176), en s•J trabajo 

con la enzima extralda de los fantn•mas de critr0citos humanos, 
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•n~ontraron tambiªa una sola regi5n de actividad m~xima entre 

los valorea de pH de 6.4 a 6.7. 

E&LO nos permite concluir que la condiciAc de la enzima, 

j u z e ad a por su e o m p" r ta m i "n to f r<' n te a d is t in tos va 1 o re s de 

pU del medio ¿, incuhaci6n, rs la misma si se le estudia en 

los gl~bulos rojos lavados, en 10s fantasmas y en soluci6n, y 

que la diferencio de comportamiento de la sangre total se debe 

a la presencia del plasma. 

Las cifras de la actividad específica máxima a p!l 6. 5, no 

fueron semejantes en los tres tipos de preparacicincs, ?Orr¡uP 

adernls de qu0 la sangre para estos experimentos fue exrre!da 

dedifercntes donadnres: la sangre totnl conrenfa na solo g11 

bulos rojos sino leucocitos, plaquetas y pI,1,;ma, ;·'~el cas:i 

de los L1nt.'lsmas de eritrocitos, la activi,:ad r·,;;:á r>.•i1. rid;; 

a miligramo de proteínas y no a un mililitro de suspensión 

de gl5bulos rojos con hematocrito de 45 par ci<nto. 

La degradación del NAD catallzada por la sangre total o 

las uuspensioncs de glóbulos rojos o fant .:islrl.Jti, aurier1 tó a m~ 

dida que se elcvaha 13 temperatura d~ incubvci6n: a los 40ºC 

la actividad fu~ 6 a 7 veces mayor que a 20ºC, indPpcndiente-

mente del tipo d, , ·. 0 p.1racion. El mayor incremento ocurrió 

en la regi6n de 3~ a 40"C¡ except0 an Ja suspPnsi6n da gl5-

bulos rojos incubada en medio alc~lino,en donde el incre

mento se inici1Í a Jo•c, y en la suspensión uP fantanrn;¡s, 
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tarubi!n en medio alcalino, en donde principi5 a 33"C; en ambos 

casos, a los 40'C la actividad ya est~bJ dis~inuvendo, miPntras 

e n l a s '' t t" a s p r P p a r a e i o ne s e o n t in u a 11 a e n a s e L ... n s c1 • Fs posible 

que este romporlac:iento corr.,sponda a una dif(:rPncia on la la 

bilidad de la Pnzima,quc dependa de la ausencia del plasma y 

que se manifieste s6lo cuando el medio es alcalino. 

La temperatura de 37ºC que se ha escogido para la incub~ 

ci6n es la adecuada,ya que est& antes de que la actividad -

e m pi e e e a d is ro.in u í r y en 1 A r C> g i ó n en do u de e 1 in e re"' ente• e~ 

mayor¡ esto Gltimo o~liga a que el control de la te~~•ratura 

del bafio de incubaci6n debe ser muy riguroso. 

Los puntos experim<"ntal.es obtenido;; con 1 a sar,:;•.re total 

y con los gl&buloa rojos lavados, quedaron sobre Ja curva re 

gular que si; trazó en ln graficil curq·~;pondient< qu~ relaciona 

la actividad específica con la temperatura de lnrubaci6n; en 

el cano de las sL1spensiones de fantanmas, los valoras de la 

actividad entre 25 y 3l"C quedaron por arriba de la curva que 

une los demis puntos. 

Los valores de Q
10 

eu la zona de mayor in~rcm0ntu de la 

actividad especffica fueron 1.95 y 1.87 para la sangre total, 

en medio gcido y en medio al~nlino, respectivamente; 1.9& y 

1.91 para las suspensiones de gH\'bulos n1jos l ;¡vados y 2.13 y 

2. 57 en el caso de las suspensiones de f11ntasmas n se:i quc> el 

aumento tlrmico produjo una mnyor actlvaci6n enzim&tica en -

los eritrocitos que carecían de ou contenida ~lob11lur (f~nta~ 
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mas) y no hubo ditcrencia debida a la prt-sencia d'Cl plas::ia -

(sangre total y gl6bu1os rojos lavados). 

En la griífica de /\rrheniLs lor. puntos .:xperimentales, 

en todos los raso~, no se agr11paron en :Jna sola recta sino que 

hubo una discontinuidad en la pendiente, de ~ancr~ que se -

trazaron dos líneas convergcHtes en un éngulo m.Jv<'r de 180<. 

Esto indica que o~urri6 un cambio del valor de la <'nergía -

aparente de activaci6n, en la temperat11r~ en q11c se cortan las 

dos rectas (temperatura de transici6n). 

En las t<'mpPratur.J8 menores de la d,, transición, las ener 

gias aparentes de activación renultaron entre 82 v 96 kJ/mol 

y no hubo di fe rene i as s i ¡.;ni f i e a ti ., as P n t re 1 os r '"'u l t a Jo s el• n 

la sangre total, los g16bulos rojos lavados y los fanta,mas; 

ni tampoco entre lo~ va] ores obtenido~; con ! ~..., incubaciones 

en medio icido y. en m~dio alcalino. 

la sangre total incubada e11 medio icjdo, no pudo c01np~t·arse a 

través de la prueba t de Student co11 Li:• otras actividarle:; 

porque se tt1vo ur1a sola ser~(: <le experi.m~ntos y no varias C(lfi10 

con las otras prepare~iones. 

En la zona dn rrmperaturas mayores que Ja <le tr&nsici6n, 

las enerRlas aparenles d~ activaci6n fueron desde 41 hasta 57 

kJ/mol. Bllehr&dek (1957) opina que para ser reales las di-

fercncias entre las energías de activnci6n, n baja~ y a altas 

temperaturas, úeh~n sobrepasar,.¡ valor tll.' l:l kJ/mol. En 

nuestra.:; ser i P s , L• di f" r L' ne i a m ·~no r fu e ? 'J y l a mayor 
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Sin embarco, la prueba t de StuJent, entrp los pr~ 
=edioN Je las ~'a a bajas y a altas temperaturas, mostr5 va-

····· ... ·•·····•· ··············' ....... ······ ..... . 
pensiones de g1ób11los o de fantasmas. 

········~· ····· ... ········ ·•···••·· .. ··••···••·· .... 
••••• y .,,,, ••••••••••••• ••••••• ••• ''"'··· • ••••• ••••• 
no satisfacen el criterio de B~lehr5dek, 

.. ,, ...... •··•···•···· ... "''•• ....... •····•·••·· 

mente mayor en el medio 5cido que en alcalino; PPro, en los 

fantasmas esto ocurrió aJ contrario, 

Por su parte, ~1 promedio 

fantasmas <¡Ul' en los glóbulos rojos; en cambio, en e 1 rnedio 

'''"'·· "" ....... , '""""º' '""• .•{, "''"'"'' 'º""" '"'"' "'"" 

mente, 

en lAs temp~ralura~ mayores de la tranei~í6n, rc9ult6 muy -

parecido al de la presente serie: 37 y 41 kJ/mol, respectiva-

Es probable que la discrepanria s~ deba, a qu~ en el 
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t raba j o a n t P. r i o r, s ó l o se es tu d i ar o r1 los e [e c tos a dos te m pe r ~ 

turas bajas y muy separadas entre sr. 

Eu las gráficas de .~(/ 1 
contra T los puntos experiment_'.I. 

les, cu gen~ral, Sl~ agruparon en dor; rectas (tlle convergen en 

forma de V y mar e a n e o n e 1 v ('. r t i e e u 11 va • o r m 1 ni me de l a en e r 

gfa libre estándar aparent~. E11 el caso de la sJc.¡;re total 

incubada tanto en medio lcid0 como alcalino, la intersección 

ocurrió a 26ªC. Con la sttspensión de glóbulos roj"s J;ivaclos, 

la gráfica resulta semejante a las anteriores con el medio -

ácido y la intersección correspondi5 a 27.5ºC; Pn ca~biu, en 

medio alcalino, los puntos correspondiente~ a las tPr:pcra-

turas altas,¡;¡, localizaron a Jo lnrgo d,; !a rama dc·r·::clta d" la 

V , pero Jo s o b t en i dos a te m p e r a t u r" s b ~ j " s, q u e <I a r '' n s 0 b r " trn " 

recta casi horizontal que corta a la 3ntcr!or a los 29'L. In 

cidentalmente, la gráfica rl•~ Arrlreniuc, corcespondiPnte a este 

experimento, 0:-- 1H que rn0strO el mayor cambio ele pendiente -

entrP las dos rectas. 

aprecia una notable dispersj ón de los valorp;, n J.1s bajJ:, l<'lll 

peraturas; por ln ~ue no todos lag puntos se tomaron en cuenta 

para calcular Li tecla eorr<'spondient0. 

en los valores obtenidos con el medio leido como los del al-

calina, ocurri6 a 27.5ºC. 

En vista de que en algunas grlficae, 
f. 

los valore~ de óG 
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r t • :1 u l l ¡J r ~) n d i s l 1 <.~ r s. o s P n 1 a z o n a de t (' m pe r a t u r a s b aj a s , s e -

d t' t' i <l i (, 11 c3 et~ r 1 :i 5 to m par a e jo ne s d c> l a sangre t o t a 1 , lo s g l § 

bu los ro j os l :1 v <1• 1 u··; y 1 os fa 11 t as 1:1 a .s , to r,1 a n el o e 1 val o r d t! -

¡., G ,¡ ' a ) 7 º e ú n i e "rlf• JI t " • A esta temperatura la enPrgfa lihre 

e s t :í n dar a par,' n t '-' de a et i va e i_ ó u, fu" mayo r e u a JI ,jo l a a e t i vid a el 

en7irultica s~ midió en las preparaciones de fantasmas qun en 

laa de los glóbulos rojos lavados y mayor en ~stas que en las 

de sangre total, tanto en las incubaciones en rn<'dio ácido -

corno en el alcalino. En la mayor parte de las comparaciones 

las diferencias res11ltaron estadfsticamente flÍ~nificativas. 

Los valores de L1 entalpía estándar aparente el<' activ11ción, 

au1 ', resultaron entre 87 y 107 kJ/mol en la zon~ de temper! 

turas bajas y no parecen ser diferentes pJrll la •üngre total, 

los glóbulos rojns lavados y los f->lll<JCJl!las. En c.Jrnhjo. en las 

temp«ratura5 altas, loü valores quiz<Í ,;on menores f''ira la en-

zirna r.uando sr le eGtuclia en los fanta,;ma¡: o en Jo,; glúbu.los 

rojos que cua11do sv utiliza la sa11[1·e 1.ot~l y est,1 sr observ5 

t il n to en 1 o s m P. d j o ~. a l r.:. a 1 i :i •) s e (' m o '. 11 l () !l a e j d (J !J ; .-: i n e m b a r g o , 

si er1 estas com,dc2~ion~~ se utlliza la pru~ba t dP ~t11denl, 

la mayor parte de laG diferencias resultaron no ser signific~ 

Los valores de la cntrop!a apa1cnte de actlvaciftn en co~ 

¡, 
diciones estlinclar, úS , fueron ncgatívo~ ,,n la zon:i de tem-

peraturas menores de 27ºC y ¡iosit i vos en la zonu de temperaturau 
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más altas. S6la se analizaron los dates de la entrop[a,obte-

nidos de ln recta trazada en la zo11a de ~emneraturas altas, 

dada la disp.,r:.iéin de algunos de los valores én l~s tcmperat~ 

ras bajas. La~ cifras variaron desde 0.067 hJsta 0.140 J/mol, 

grado, y aparcntemeute, fueron mt'nores en la s.1n¡;re total y ma

yores en las suspensiones de fantasmas, quedando las cifras 

correspondienteu a los glóbulos rojos lavados, parecidas a las 

de la sangre total cuando la incnbaci5n se hizo en medio §cido 

y semejantes a las de los fantasmas en el medio alcalino. La 

prueba t de Student no en todos los casos mostr5 significaci6n 

eatad!stica,entre los valores promedio que s~ compararon. 
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co:<CLIJS f(I;>; 

J,.1 d '' ,'. r ad;¡ e: i ó n d ,, 1 N /'. D , e a ta 1 í za da p o 1 lo s g l ó b :i 1 o s rojos 

]avadtJS J~ la sar1gre l1uG1;¡na, SQ Jel1i6 anicamente a Ja enzima 

NAO glicohidrolasn. La enzima fue s~nsiblP al calentamiento 

a 37ºC en las condiciones de iccubaci6n. La mayor actividad 

enzimática se encontró al pl! al n.•dedor de 6, 5, tanto con 1 a 

sangre total como con los glóbulos rojos y los fantasmas; y 

fue notable el efecto del plasma sobre la ac:ividad enzimRtica, 

al pll cercano a 7,8, La temperatura afectó di~tintamente a 

la actividad enzim1itica segGn se incubar;¡ ln sangre total, lo• 

glóbulos rojos o los fantasmas, a juzgar por los valores de 

I• E' a, Li.G , :.ni• ; ' y t.S . 

En resumen, el comportamiento de la enzi~a oparentementr 

no se modificó r.n los fantasmas, ni en los glóhulo' rojof. 1.1-· 

vados con respecto a la sangre total, cuando e~ estudi6 el 

efecto del pH del medio de incubación; pero sr aparecieron 

diferencias interesantes en los valores termc>di~1~micos, cal-

culados a partir de J.qs ae,·.i.·,.ida<l•'S <.'nzirn5ticas obtenidas en 

función de la tempcr~tura y especialmente en las temperaturas 

mayores que la de tr~nsición. 
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La estancia del estudiante en el laboratorio fue 

de 2 años 8 meses; en los períodos siguientes: 26 de 

mayo de 1981 al 21 de octubre de 1981; 23 de marzo do 

1982 al 2 de febrero de 1983; 2 de septiembre de 1983 

al 30 de septiembre de 1984 y 1º de febrero de l985 -

al 31 de mayo de 1985. 
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