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INTRODUCCION

La hidrdlisis del dinucledtido de nicorinamida y adenina (NAD) es
catalizada,entre otvas cnzimas,por la NAD glicohidrolasa (NAD nucleosidasa)
(EC 3.2.2.5 y BEC 3.2.2.6) (NADasa) que actiia rompiendo el enlace f-N-gli

cosidico que une el anillo de la nicotinamida con la porcifn ADPribosa:

NH,
CONH
~ 2 NN
OH OH N
N ' { i hqvl :>
+ 0 CHy,-0—P—-0~P—0-CH,
NADasa 1 it

0 0

La actividad de esta enzima se puede determinar midiendo
la cantidad de NAD que se degrada durante el tiempo de incuba
cifn y la concentracifn del dinucleftido en las muestras se
obtiene reduciéndolo a NADH, con etanol en presencia de deshi

drogenasa alcohdlica o formando un complejo con KCN.

ANTECEDENTES

Los primeros investigadores que demostraron en la sangre
humana la presencia de la enzima NAD glicohidrolasa fueron Ali
visatos y Denstedt (1951}, Los glébulos rojos lavades y los
fantasmas, o estroma, preparados de los eritrocitos hemolizados
por enfriamiento y descoungelacidn, consetvan esta actividad;,
pero no se le encuentra en el 1fquide del hemolizado libre de
fantaswas ni rampoco en el suero. Al parecer la enzima estd

distribuida en la superficie externa de los plébulos rojos y



la membrana de los mismos no es permeable al NAD, Unos anos
mis tarde, Dickerman v Stolzeubach (1957) lograron extracr en
forma soluble las actiyvidades NAD plicohidrolasa, NADP glicoll
drolasa v nicotinamida mononucledtido glicohidrolasa de los fap
tasmas de eritrocitos de sanpre humana. Despuds, Grossman vy
Kaplan (1958) confirmaron la prescencia de la actividad NADasa
en los gldbulos rojos humanos y en las fantasmas desprovistos
de contenido citopllsmico; estos idltimos los prepararon por
enfriamiento de los eritrocites en un bafio de acetona y hielo
seco, seguido de descongelacidn y adicidn de agua destilada
fria y finalmente los ohbtuvieron por centrifugacidn a 100,000 xp
durante 30 min., En el trabajo de Hofmaan y Noll (1961) se en-
cuentran datos de 1a actividad NADasa en eritrocitos lavados
integros y en los hemolizados preparados de sangre humana normal.
Ravazzolo, Bruzzone, Garr@ y Ajmar (1976), extrajeron en foruwa
goluble la enzima de la membrana del eritrocito humano usando
Tritén~X 100 y mercaptoetanol y la puvrificaron parcialmente
precipitidndola con sulfate de amonio, Estudiaron la termoia-
bilidad de esta preparacidn y también determinaron la constante
de Michaelis para el NAD. Solti y Friedrich (1979) demostraron
que la actividad NAD glicohidrolasa se conserva en la preparacidn
de pldbulos rojos de sanpre humaua,despuls de someterlos a la
accifn de un desinteprador ultrasfénico, GCoodman, Wyatt, Trepel

v Neckers (1982), comprobaton que la enzima estd localizada en



la superficie externa de la umembrana de los glébulos rojos de
sangre humana y que el valor de la constante de Michaelis para
el NAD es muy parecida entre los eritrocitos de varics mamiferos
incluyendo al hombre; mientras que la velocidad mixica en les
gldébulos rojos humanos ¢s la mis baja, UEsto fGltime lo explican,
suponiendo que la memwbrana del eritrocito humano contiene un
niimero relativamente bajo de estas moléculas,en camparacidn
con los glBbulos rojos de otros animales.

En conclusidn, se ha demostrado la presencia de la enzima
NAD glicohidrolasa en la sangre humana total, en los globulos
rojos intactos o hemolizados y en los fantasmas obtenidos de
los eritrocitos humanos y se ha logrado extraerla en forma solun
ble, Se conocen algunas caracterfsticas cinéticas y termodini
micas de la enzima en los eritrocitos humanos, pero no se sabe
si estas caracteristicas se modifican al separar los gl&bulos
rojos de su plasma, al eliminarles el contenido citaplésmico
o cuando se tiene la enzima en solucién libre de otres componen

tes membranales.

BROPQSITOS.

El propdsite del presente trabajo es comparar alpuncs as-
pectos de la actividad NADasa de la sangre humana total con 1la
de les gl6bulos rojos intactos y coun la de los fantasmas. En

particular, se estudiard la respuesta de esta enzima a dife-



rentes concentraciones de iones hidrbgeno y a diversas tempera
turas de incubacién.

Se pretende contribuir asi al conocimiento de la estabili
dad o labilidad dv la enzima de los glébulos rojos humanos, du-

rante los precesos de purificacibn.



MATERIALES

REACTIVOS

NOTA: La cifra entre paréntesis es el peso molecular del re

activo e incluye la pureza v las moléculas de agua de cristaliza-—

cidén, segin sea el caso,

10.
11.

12.

l4.
15.
16.

17.

Heparina s6dica, Lipo-Hepin, Riker, S$.A,, México, 5,000
unidades de heparina sédica por mililitro,

NaCl, Merck 206404 (58.44)

B-NAD, Sigma N-7004, 98% de pureza con 3H30 (732.2)

Acido perclérico, Baker 9652, 70Z, peso especifico 1.67
Trizma-base, Sigma T~1503 (121.1)

Etanol absoluto, Merck 1/5853, 99.8%, densidad 0.79 (46.07)
Alcohol deshidrogenasa, Sigma A-~7011, 30,000 unidades
Nicotinamida, Calbiochem 4813 (122.1)

Acido citrico~-monohidratado, Merck 244 (210)

EDTA, Sigma ED 28%, sal disddica (336.2)

Fosfato monosddico monohidratado, Merck 206346 (138)
Fosfato disSdicou, Merck 206586 (142)

Glucosa (dextrosa), Sigma G5000 (180.2)

Citrato trisddico, Baker 3646, 99,26% con 2Hp0 (294)
KCN, Baker 3080, 96% (67.8)

Trietanolamina, Sigma T~1502 (185,6)

K2C03, Baker M-33565, con 1 H,0 (165)



18.

19.

Na,Cl5, Baker 3602, 99.9% (106)

Tartrato de sadio y potasio tetrahkidratado, Baker 3262,
con 4,0, 99.4% (282)

Reactivo fendlico de Folin~Ciocalteu, Sigma, Lote 1082
Alblimina de suvrio de hovino, Sigma A-4378

Sulfato cidprico, Baker 1843, con 5H,0 (250)

Siliclad, Clay Adawms 1950

SOLUCIONES

Soclucifa anticoagulante de heparina (2,000 u/mt).- Se di-
luyen 0,20 ml de Lipo-~-Hepin con 0.30 ml de solucidun salina
isoténica de NaCl.

Se emplean 0.010 ml de esta dilucidn por cada 2 ml

de gangre o sean 10 unidades por wililitre.

Solucidn anticoagulante ACD (fd8rmula A} .- Se pesan 0.800 g
de dcido cftrico monohidratado, 2.450 g de glucosa y 2.200 g
de citrato trieddico. Se disuclven con apua bidestilada y
ge llevan a un volumen Tinal de 100 ml (Farmacopeas Nacional
de los E,U.M., 1974).

Se utiliza en la proporcifn de 75 ml de solucidn para

500 ml de sangre.

Solucifén salina de NaCl 0.85Z (P/y).- Se disuelven 8.50 g
de NaCl en agua bidestilada y se completa el volumen a un

litro,



NAD 6 mM.- Se pesan (,04680 g de B-NAD, se disuelven e¢n unos
6 m1 de solucidn salina isotdnica, El pH se ajusta entre
6.5 v 7.5 con unos 0.9 wml de NaQH aproximadamente 0.1 N y
se completa después el volumen a 10 ml en un frasco volu-

- .
metrico.

Acido perclérico al 10 y 15% (P/,).- Se miden 21.50 y 32.25
m! de &dcido percldrice al 70% (P/p) y se llevan & un volumen final

de 250 ml con agua bidestilada en ambos casas.

Solucibn con amortiguader y sustrato para la deshidrogenasa
alcoublica (Iris 0.6 M y etanol 1 M).- Se pegan 18.16 g de
Trizma-base y se disuelven en agua bidestilada. Se agre-
gan 14.70 ml de etanol absoluto y se completa el voluwmen a
250 ml con agua bidestilada.

El pB final de esta mezcla resulta 10.8 aproximadamente.

Dilucidn de deshidrogenasa alcohélica (1,000 unidades/ml) .-
Al frasco que contiene 30,000 unidades, se le agregan 3 ml
de agua previamente hervida y fria, para tener 10,000 unida
des por mililitro y una vez hecha la solucidn se guarda en
el refrigerador. Cuando se va a utilizar se hace una dilu
cifn 1:10 con NaCl isotfnico para tener 1,000 unidades en
un mililitro. Esta dilucidn se centrifuga a temperatura
amhiente durante 1 min a 2,600 rpm (900 xg). La actividad
de la enzima as{ diluida es estable al menos una sewmana si

se mantiene en refrigeracidn.



8.

10,

- B -

Amortiguadores isosmdticos de fosfates, aproximadamente
0,310 osmolar a pl 6,45, 7.40, 8,15 y 8,70, respectivamente.-
Se preparan por separasdo las siguientes soluciones:

a. 500 ml de fosfato disGdico 0.103 M.~ 8Se pesan =~
7.311 g del fosfate, se disuvelven conm agua bides
tilada y se lleva a un volumen de 500 ul.

b. 100 =l de fosfato monosddico 0.155 M.~ Se pesan
2.139 g del fosfato y se completa el volumen a 100 ml.

A la solucifin de 500 ml de fosfato disddico, que tiene un
pH alrededor de 9, se le afiade poco a poco la cantidad ne
cesaria de la solucidn de fosfato monosGdico para obtener
el pH deseado.

Este amortiguador se mantdene en refrigeracidn.

Amortiguador 0.3 M citrvato-0.3 N fosfato a diferentes va-
lores de pll.~ Se pesan 12,61 g de dcido citrico monohidra
tado y 8,518 p de fosfato disfdico, se disuelven juntos
con agua bidestilada y se completa el volumen a 100 ml.

Se vacfan 10 ml de esta solucidn a un vaso de pre-
cipitados y se ajusta al pH deseado, ya sea con NaOH o con

HC1; por dltime se completa a 20 ml con agua bidestilada.

Amortiguador 0,3 M Tris~0,3 M fosfato a diferentes valores
de pH.- Se pesan B,517 g de NapHPO, y 7,266 g de Trizma-base,
se disuelven juntos con agua bidestilada y se completa el

volumen a 100 nl (sclucifn 0.6 M),



Se vacian 10 ml de esta dilucidén a un vaso de precipita

dos y se ajusta al pH descado, empleando NaOll o HCl; por

dltimo se afiade agua bidestilada hasta tener 20 ml.

11, Amortiguador de fosfatos 0.6 M a diferentes valores de pH.-

Se preparan por separado las siguientes soluciomnes:

a,

100 ml de NajHPO,, 0.6 M .- Se pesan 8.518 g del
fosfato, se disuelve en agua bidestilada y se
completa a 100 ml.

25 ml de NaH,PO, - H50,0.6 M ,- Se pesan 2.070 g
del fosfato, se disuelve en agua bidestilada y

se completa a 25 ml.

A los 100 ml de 1la solucién de NayliPQ, se le afiade el

volumen que se requiera de la solucidn NaH,P0, . H,0 para

llevarlo al pH deseado.

12. Amortiguador de fosfatos 0.5 4 a pH 7.40.- Se preparan por

separado las siguientes soluciones:

a.

100 ml1 de NaH,PO, + H;0, 0.5 M.~ Se pesan 6.90 g
del fosfato, se disuelve en agua bidestilada y se
completa a 100 ml.

100 wl de NapHPOy, 0.5 M.~ Se pesan 7.10 g del fos
fato dis8dico, se disuelve en agua bidestilada y

se completa a 100 ml,

A los 100 ml de la solucibn de Na,HPO, so le afiade el

volumen que se requiera de 1a solucibn de NaH,P0O, para llevarla

al pH de 7.40.



13.

14,

I5.

16.

17.

- 10 -

Amortiguador hiposmdético de fosfatos aproximadamente 0.020
osmolar a pH 7.40,- Se prenaran por separado las siguientes
soluciones:
a, 500 m! de NallpP0, * H>0, 0.010 M.- Se pesan 0.690 p
del fosfato monosodico, se disuelve en agua bidesti
lada v se completa a 500 ml,
b. 1,000 ml de Na,MWP0,,0.0066 M.~ Se pesan 0.938
del fosfato disdédico, se disuelve cn agua bidesti
lada y se completa a 1,000 ml.
A los 1,000 ml de la solucién de NapHPO, se le aiiaden

aproximadamente 245 ml de la solucidn de Nall PO, para obte

ner el pH 7.40,

Soluciones de nicotinamida 0.6 M a pH 7.40 y pH 8.70.-~ Se
pesan 0.7326 g de nicotinamida, se disuelven en aproximada
mente 5 ml de agua bidestilada, se ajusta al pll deseado y

se afade agua para tener un volumen de 10 mil.

Solucifn EDTA 60 mM.- Se pesan 0.2017 g de NapEDTA, se di
suelven en aproximadamente 5 ml de agua bidestilada, se

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

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

agua bidestilada para tener un volumen final de 100 ml.

K,C03 5 M.~ Se pesan 82,60 g y se disuelven en apua bidesti

lada para un volumen final de 100 ml.



18.

19,
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Reactivos para la determinacidn de proteinas:

a,

Dilucidn
drio que

parte de

S50lucidn A.~ Se disuelven 20.00 g de NayCO3, 4.00 g
de NaOH, 0.200 g de tartrato de sodio y potasio en
agua bidestilada y se llevan a 1,000 ml.

Solueidn B.- Se pesan 5,00 g de CuS0, - 5 H,0, se
disuelven y se llevan a 1,000 ml con agua bidestilada.
Solucidén C.- Se prepara inmediatamente antes de =
usarse, agregande 1.0 ml de la solucién B a 50 ml

de la solucidn A.

Dilucidn del reactivo fendlico de Folin-Ciocalteu.-
Se hace una dilucién 1:2.6 del reactivo concentrado
de Folin con agua bidestilada. Se prepara inmediata
mente antes de usarse (por ejemplo, 3.5 ml del reac
tivo m3s 5.6 ml de agua).

Solucidn concentrada de alblimina (400 pg/ml).- Se
pesan 0.0100 g de albdmina, se disuelven y se llevan
a 25 ml con solucidén salina 0.85%. Se mantiene en
refrigeracién,

Solucién tipo de albiimina (50 ug/ml).- Se ponen

1,25 ml de la solucidén concentrada de albiimina en

un matraz volumétrico de 10 ml y se completa el
volumen con solucién salina la 0.85%.

de Siliclad, para siliconizar el material de vi-
estard en contacto con la sangre.- Se diluye 1

Siliclad concentrado en 100 partes de agua bidestilada.
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Los tubos o watraces de vidrio se lavan muy bien con agua
bidestilada, despuds se llenan con la dilucién de siliclad
y se dejan durante 5 a 10 seg. PFinalmente, se lavan re-

petidas veces con apua bidestilada.



METODOLOGIA
OBTENCION DE LA SANGRE

a, Donadores en el laboratorio

Las personas que se prestaron voluntariamente para donar
sangre estaban en ayunas y eran supuestamente sanas,

La sangre se extraia de una de las venas del antebrazo
con aguja siliconizada calibre 19 del equipo Asepto B-D,

Inicialmente se conectaha el tubo de salida de este equipo
a2 una jeringa de vidrio de 5 ml también siliconizada y a la que
previamente se le habfa puesto el volumen conveniente de la -
dilucién de heparina (0.010 ml) para extraer 2 ml de sangre,
Esta muestra se mezclaba y a continuaci8n se usaba para deter
minarle 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 extraida se vaciaba de inmediato
en un tubo de policarbonato de 103 x 28.7 mm (A.H. Thomas 2610-
D18) (50 ml de capacidad) que contenIa la cantidad apropiada
del anticoagulante ACD (3 ml), E1 tubo tapado con parafilm se
invertia repetidas veces para hacer la mezcla,

En caso de necesitarse un volumen mayor de sangre, se re
petia la extraccifn a través del tubo del equipo B-D, usando

cada vez una jeringa de 20 ml limpia y seca.



b. Banco de sangre

El Banco de sangre del Instituto Nacional de Cardiologia
Ignacio Chivez nos proporciond bolsas que contenian 500 ml de
sangre total con 70 ml de anticoagulante CPD (dcido citrico 327
mg, citrato trisddico 2.63 g, fosfato sGdico monnbisico 222 mg
y dextrosa 2.55 g - reactivos FNEUM - en 100 ml).

La sangre habia sido extrafda de los donadores 20 dias

antes y por lo mismo ya no era utilizable clinicamente.
MEDICION DEL HEMATOCRITO

El hematocrito se determinaba siempre tanto en la sangre
total con heparina como en las diversas suspensicnes de glg
bulos rojos lavados.

En todos los casos se mezclaba muy bien la sangre o la sus
pensidén de gldbulos rojos y en seguida se llenaban los tubos
para hematocrito Wintrobe con 1 ml de 1la muestra usando la -
aguja especial,

Los tubos tapados con parafilm se centrifugaban a 2,600 rpm
(900 xg), durante 30 min a temperatura ambiente; en la ceantri

fupa clinica Chriss.



OBTENCION DE GLOBULOS ROJOS LAVADOS

(Técnica de Dodge, Mitchell y Hanakan, 1963)

La sangre mezclada con el anticoagulante ACD se centri-
fugaba durante 20 min a 4°C y a 4,800 rpm (1,000 xg), en el
rotor 8834 de la ceutrifuga Sorvall,

El plasma se separaba empleande un succionador de agua y
luego con una pipeta Pasteur se eliminaba el plasma residual
junto con la capa superficial de leucocitos y plaquetas y
algunos glébulos rojos de la porcidn subyacente.

El paquete de eritrocitos se lavaba 3 veces en la siguiente
forma: se le anadia un vaolumen igual del amortiguadoy de fos-
fatos isosmolar de pH 7.40, se resuspendia con cuidado la mez
cla invirtiendo el tubo unas 10 & 15 veces y se centrifugaba
a 4,000 rpm (1,000 xg) durante 20 min en frio. Al final, con
una pipeta Pasteur se eliminaba el sobrenadante y la parte su
perior del paquete de eritrocitos.

Todos los paquetes de eritrocitos se vaciaban en un ma-
traz siliconizado y se resuspendian en un volumen de amortigua

dor isosmolar frie igual al del total de los sedimentos.

PREPARACION DE FANTASMAS DE ERITROCITOS

(Técnica de Dodge, Mitechell y Hanahan, 1963)

Se denominan fantasmas, estroma, membranas, envolturas o

residuo post-hemolitico a los eritrocitos sometidos a choque
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osm8tico que han perdido 13 mayor parte de la hemoglobina y
que al ponerlos en solucidn isosmitica recobran su forma bicon
cava nriginal (Harris, 1963).

La hewdlisis de los eritrocitos recifn lavados se provoca
ba en la forma siguiente: se vaciaban 2 wl de la susnensidn
de glébulos rojos en 28 ml del amortigzuador hipoténico 20 mOm
a pH de 7.40 conservado cu la hielera y luego de mezclar bien
se dejaba la wezcla en reposo 30 min., Posteriormente se cen
trifugaban a 15,000 rpm (20,000 xg) durante 40 wmin, en el ro
tor S534 de la Sorvall,

El sobrenadante se decantaba con cuidado y el sedimento
de fantasmas de eritrocitos se resuspendia afadiendo mas amor
tiguador hasta reconstituir el volumen original de 30 ml,

Los fantasmas se lavaban tres veces ml3s en esta forma y al
final el sobrenadante quedaba incoloroe. El sedimento se resus
pendia habitualmente en el doble de su volumen de amortiguador

isosmdtico de fasfatos.
INCUBACION PARA DETERMINAR LA ACTIVIDAD NAlasa

Las mezclas de incubacifn se preparaban siempre por dupli
cado para cada ensayo y se usaban tubos de 15 x 125 mm. El vo
lumen total era de 6 ml y por 1o general contenfa de 2 a 3 ml
de sangre, de la resuspensidn de glfhulos rojos lavados o de

fantasmas, Cuando el HNAD se midif tanto con la deshidrogenasa
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alcohélica como con KCN, el volumen total fue 9 ml v el volumen
afiadide de la preparacion de eritrocitos de 3 a 4.5 nl. Los
demds componentes variaban de acuerdo al tipo de experimento
que se queria rvnlizar:

Antes de medir el volumen de sangre, de suspensifn de glo
bulos rojos o de fantasmas, la preparacidén se mezclaba bien y
con cuidado para hacerla homogénea.

Los tubos con las mezclas de incubacién sin sustrato -
(5.50 ml) se preincubaban 8 min en el bafio de agua a 37°C y
la reaccidn se iniciaba afiadiendo 0.50 ml de solucién de NAD
6 mM, Inmediatamente se tapaba el tubo con parafilm, se inver
tia unas 15 veces y se extrafan 2.0 ml de la mezcla, los cuales
se vaciaban en un tubo de centrifuga de polialdmero delgado,
de 96 x 14.5 mm (12 ml de capacidad) (A.H. Thomas 2605-E30) que
estaba en la hielera y que contenia 2.0 ml de &cido perclérico
al 10%. El! tubo se tapaba con parafilm, se agitaba y se co-
locaba nuevamente en hielo (muestra del tiempo O0).

Al final de la incubacidn se sacaba el tubo del baio
unos 30 seg antes de cumplirse el tiempo escogido, su conte-
nido se mezclaba por inversién unas 15 veces y exactamente a
dicho tiempo se vaciaban 2,0 ml de la mezcla de incubacidn al
tubo con dcido (muestra del tiempo 30).

En la porcién restante de la mezcla de incubacidn se de-

terminaba el pH usando el medidor potenciométrico Radionmeter
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modelo pll M22r. En los primeros experimentos el valor del pH
se midid a temperatura ambiente, pero luego se obtuve siempre
a 37°c.

Los tubos con las proteinas precipitadas se centrifugaban
a 2,600 rpm (900 xg) durante 10 min, en la centrifuga clinica
Chriss a temperatura ambiente.

El sobrenadante se pasaba a un nuevo tubo de polialdmero
y se volvia a centrifugar en las condiciones anteriores hasta
que se obtenia el extracto Acido libre de particulas.

El contenido de NAD se media en los extractos dejados a

la temperatura ambiente.

MEDICION DEL NAD

Método de la deshidrogenasa alcSholica

Fundamento

La deshidrogenasa alcohélica (EC 1.1.1.1) cataliza la si
guiente reaccidn:
NAD + CH3CH,OH = NADH + H' + CH3CHO

(en exceso)

El NADH que se forma tiene una absorbencia méxima a la
longitud de onda de 340 nm y es equivalente al NAD original-

mente prescnte en la muestra analizada.



Medicidn

Las mediciaones del NAD se hacian en celdas rectangulares
de vidrio de 10 mm de distancia interior y 3.5 ml de capacidad.

Se ponian en la celda 2,0 ml del amortiguador con sustrato
para la deshidrogenasa alcohdlica y después 1.0 ml del extracto
dcido que contenia 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 contenia agua bidestilada y sus pa-
redes se secaban con papel Scott (Micro-wipes).

Las lecturas de la absorbencia se obtenian en el espectro
fotémetro Beckman modelo 35, que tiene doble haz luminoso: uno
que pasa por la celda de referencia y otro por la que contiene
la solucidn 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
sustitufa por la que contenfa la solucidn por medir. Se tomaba
la lectura de esta {iltima (absorbencia inicial del tiempo 0) y
luego se sustituia por la siguiente celda (absorbencia inicial
del tiempo 30). E1 ajuste del cero se revisaba, como ya se -
describié anteriormente, cada par de lecturas, Estas manio-
bras se repetfan y asi se iban obteniendo las cifras de la ap

sorbencia inicial de todas y cada una de las celdas con las



soluciones por medir. Al final de esta serie de lecturas, se
agregaba a cada celda 0.050 ml de la dilucidn de la deshidro-
genasa alcohdlica (50 unidades), se mezclaba bien invirtiendo
varias veces la celda tapada con parafilm y pasades 3 min ge
hacian las nuevas lecturas secuencialmente como se describid
arriba (absorbencias finales de los tiempos O y de los tiempos 30).

La absorbencia neta para cada tiempo se obtuve restando
a8 la absorbencia final la absorbencia inicial.

La absorbencia neta en la muestra del tiempo 0 {(A,) de-
pende del contenido inicial de NAD en la mezecla de incubacidn
y el de la muestra del tiempo 30 (Ayg) del contenido de NAD al
final de la incubacidn.

El HAD hidrolizado durante la incubacidn se calcula de la

diferencia de las absorbencias netas:

AA = A, - Aag
La actividad enzim@tica especifica que se expresa como el
nlimero de nanomoles de NAD hidrolizado en un minuto por mili-
litro de sangre o de suspensidn de glébulos rojos lavados (SGRL),
con un volumen celular en ambos casos de 45 por ciento (hematg

crito), se calcula como sigue:

AA x 3.05 ml x 4 ml < 6 ml X 45 x 1 .
6,22 x 1073 x 1 enm 1 ml 2wt 2wl Ht 30

nmol NAD hidrelirado
win, ml de sangxre & de SGRL (45X Ht)

1 .
A x 4,413 x Ty
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En el caso de la suspensifn de fantasmas de gldébulos rojos

lavados (SFPGRL):

Y 3.05 ml 4 ml 6 ml 1 1

= x X x x x -
6.22 x 1073 x 1 cm 1 mwl 2 ml 2 wl mg proteina/mt 30
AA x 98.1 x 1 nmol NAD hidrolizade

mg proteiuas/mi min, mg de proteinas de la SFGRL

AA = absorbencia neta del tiempo 0 menos absorbencia neta del
tiempo 30
6.22 x 1073 x 1 em = coeficiente de absorbencia del NADH
(em” ! ml nmol !) x 1 ¢m de distancia in-
terior de la celda del espectrafotémetro
3.05 m1 = volumen final de la mezcla en la celdsa

1 ml

volumen del sobrenadante dcido puesto en la celda

4 ml = volumen toral de la mezcla Adcida

2 ml = volumen de la muestya de incubacién agregado al Acido

6 ml = volumen total de la mezcla de incubacién

2 ml = volumen de sangre, de la suspeunsidn de glébulos rojos
lavados o de la suspensidn de fantasmas afiadido a la
mezcla de incubacidn

45 = valor del hematocrito que se tom& como referencia

Ht = valor del hematoc;ito medido en la muestra usada

1730 = para referir a la actividad enzimitica a un minuto

mg protefna/ml = miligrawos de pruteinas contenidos en un mi-

lilitro de la suspensifn de fantasmas de glg

bulos rojos lavados (SFCRL)




MEDICION DEL NAD

Método del KCN

Fundamento

El cianuro de potasio reacciona con el carbono 4 del anillo
de la nicotinamida del NAD o de sus derivados que como el NAD
tengan el anille piridinio o sea que el nitrdgeno est? en forma
catifnica., EIl complejo que se forma presenta un espectro de

absorbencia con el valor miximo a 325 nm (Raplan, 1960),

Neutralizacidon del sobrenadante dcido que contiene el NAD

.

Se ponian muestras de 3.0 ml de cada uno de los extractos
dcidos en sendos tubos de polialdmero de 96 x 14.5 mm.

Los tubos se mantenian sumergidos en hielo y recibfan
0.30 ml de trietanolamina (TEA) 1 M y 0.30 ml de K2C03 5 M.
Ocagionalmente se les agitaba vy después de 30 min se centrifuga
ban en frio a 4,500 rpm (1,580 xg) en el rotor S§34, durante
5 min. El sobrenadante tenfia un pH entre 7.0y 7.8 y se ex-

trafia cuidadosamente con pipeta Pasteur (extracto neutralizado).
Medicidn

Coun objeto de conocer la absorbencia porpia de cada celda,
se les llenaba con 3 ml de agua bidestilada y luego de lavar y
secar sus paredes, se lefa a 325 nm la absorbencia comparada

con la de otra celda llena de agua (absorbencia propial).
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S5e tuveo la precaucidn de no tocar sus paredes transparen
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 succidn.
En seguida, sc ponia 1.0 ml del extracto neutralizado y 2.0 ml
de la solucidén de KCN (1,5 M) (mds o menos a los 10 min después
de haberse preparado esta solucifu), se tapaba 1a celda y se in
vertia varias veces., La lectura de la absorhencia se hacfa -
exactamente al minuto de haber afladido el KCN (absorbencia -
final) (Nota: el complejo NAD-CN aumenta un poco su absorbencia
con el tiempo).

El pH de 1a mezcla resultaba alrededor de 8.

La absorbencia neta de cada muestra se obtenia restando a
la absorbencia final la absorbencia propia de la celda.

El cdlculo de la actividad enzimdtica expresada como nang
moles de NAD hidrolizado por minuto por mililitro de sangre o
de suspensidén de gldbulos rojos lavados (SGRL), se hizo de la

manera siguiente:

AA 3 ml 3.6 6 ml 9 ml 45 1
X X X X X -

X - =

6 x 1073 x 1 em * 1 m} 3 ml 3 ml 3 ml nt 30

nuol NAD hidrolizado
min, ml de sangre o de SGRL (45X Ht)

1
AA x 5,400 x ﬁ? -

4A = absorbencia neta del tiempo O menos absorhencia del tiempo 30

6 x 1073 x 1 cm = coeficiente de absorbencia del complejo NAD-CN
(en™! ml nmol”!) (Kaplan, 19560) x 1 on de distancias
interiav de la celda del espectrofotimetro
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3 m} = volumen final de 1la mezcla en la celda

1 ml = volumen del sobrenadante neutralizado puesto en la celda

3.6 ml = volumen total del sobrenadante neutralizado

3 ml = volumen del sobrenadante dcido

6 ml = volumen total de la mezcla dcida

3 m! = volumen de la muestra de incubacidn agregada al &acido

9 ml = volumen total de la mezecla de incubacién

3 ml = volumen de sangre, o de la suspensién de gldobulos rojos
lavados o de la suspensidn de fantasmas aﬁédido a la
mezcla de incubacién

45 = valor del hematocrito que se tomd como referencia

Ht = valor del hematocrito medido en la muestra usada

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

mg proteina/ml = miligramos de proteinas em 1 ml de la suspen

sién de fantasmas de gldbulos rojos lavados

{SPGRL)

DETERMINACION DE PROTEINAS POR EL METODO DE LOWRY

(Oyama y Eagle, 1956)

La suspensién de fantasmas de glébulos rojos lavados se
dilufa generalmente 1:10 con solucidn isoténica de NaCl para
ajustar la concentracidn de sus proteinas a la sensibilidad del
método de-Lowry.

Se empleaban celdas cilfndricas de vidrio de 19 nm de dia

metro externo y 105 mm de loungitud, del espectrofotSmetro Coleman.



- 25 -~

La grafica de referencia se obtenia siempre en cada seric
de mediciones, usando volimenes crecientes de la solucidn tipo
de albimina y completando a un mililitro con la solucidn salina
isotdunica (Tabla 1).

La dilucién de Ja suspensidn de fantasmas se analizaba por
duplicado poniendo 0.10 y 0,20 m! en la celdas respectivas y
aftadiendo solucidn gsalina para tener un volumen de 1.0 ml -
(Tabla 1).

A cada una de estas celdas se le transferian 5,0 ml de la
solucidn C recién preparada y luego de mezclar bien, se dejaban
reaccionar 10 min a temperatura ambiente.

En seguida se agregaban 0,50 ml de 1a dilucidén del reactivo
fendlico de Folin-Ciocalteu con una pipeta volumétrica y al fi
nal se mezclaba bien invirtiendo la celda tupada con parafilm.

Una hora después se leia la absorbencia a 660 nm eun el es
pectrofotdmet ro Coleman jr., primero de la celda 1 (Tabla 1)
(testigo de reactivos) contra agua y luego contra esta Gltima
se leian las absorbencias de las celdas que tenian la solucidn
tipo y las diluciones de la suspensidn de fantasmas, respectiva
mente.

El factor para convertir la lectura de la absorbencia a
cantidad de proteinas contenida en la celda respectiva, se ob
tenfa de la pendiente de la grifica de referencia:

nup de albdmina tipo

Factor =
Absorbencia correspondiente
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Tabla 1. Medicidn de proteinas por el m8tode de Lowry usando

albGmina de suero de bovino como referencia

Solucifn tipo Suspensifn NaCl

Celdas de de al
(ntm) alblmina fantasmas 0.85%
(ml) (ng) (ml) (m1)

1 0] 0 - 1.00

2 0.20 10 - 0.80

3 0.40 20 - 0.60

4 0.60 30 - 0.40

5 0.80 40 - 0.20

6 1.00 50 - 0

7 - - 0,10 0.90

- - 6,10 0.90

- - 0.20 0.80

10 ' - - 0.20 0.80
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La concentracidn de proteinas de la suspensifn original
de fantasmas de eritrocitos en las muestras de 0.10 ml, se
calculaba come sigue:

. 1 10 1
Factor = Absorbencia problema x —- x — x ——
0.1 1 103
de 0.1 ml

Factor =« Absorbencia problema x 0.10 =

de 0.1 ml
mg de vroteinas

ml de suspensidn de fantasmas

En las muestras de 2.0 ml de suspensidn de fantasmas, los
cdlculos se hacfan asi:

Factor x Absorbencia problema x ~l-x l9~x Ao

3
de 0.2 ml 6.2 1 10

Factor x Absorbencia problema x 0.05 =
i de 0.2 ml

mg de proteinas
ml de suspensidn de fantasmas

En donde:
10/1 =» dilucidn que se hizo de la suspensidn original de
fantasmas

1/10% = factor para toanvertir microgramos a miligramos
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RESULTADOS

1.

Velocidad de la degradacifn del NAD catalizada por la sangre
total y por los globulos rojos lavados,

Se prepararon cuatro tubos para mezclas de incubacidn: dos con
5.0 ml de sangre total y los otros dos con 5.0 ml de la suspensién de
gldbulos rojos lavados, provenientes ambos del mismo donador que se
presentd al l=bdoratorio.

A todos los tubos se les agregaron 6,25 ml del amortiguador isos
nético de fosfatos (aprox. 0.124 M) de pH 7.4 y 2,50 ml de NaCl 0.85%.

La reaccién se inicid al anadir 1.25 ml de NAD 6 mM. E1 volumen
total de la mezcla de incubacifn fue 15 ml y la concentracién final
del amortiguador 0.050 M aproximadamente.

Se transfirieron 2.0 ml de la mezcla de incubacidn a los tiempos
0, 15, 30, 45 y 60 win, a tubos que contenién 2.0 ml de &dcido percldrico
al 10% frio. El pH de la mezcla de incubacidn fue 7.40 medido a tempera
tura ambiente. El valor del hematocrito fue para la sangre total 42 y
para la suspensidn de glébulos rojos lavados 36 por ciento.

Los resultados se muestran en la Tabla 2 y en la Figura 1; el
signo(-) significa que hubn error en la preparacién de la mezcla de in-
cubacidn, por lo que no se obtuvo el resultado por duplicado.

En el pie de las Tablas aparece una cifra que serefiere al nlimero
de registro del experimento en la libreta del laboratorie y corregponde

a la fecha en que fue realizado,
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Tabla 2. Velocidad de la degradacifn enzimitica del NAD
" =T
(min) AN 1 2 X
Sangre total
15 - 0.051 - 161 I61 10.72
30 0,082 0.090 258 284 271 9,03
45 0.104 0.106 328 334 331 72.36
60 0.124 0,130 391 410 401 6.68
G16bulos rojos lavados
15 0.031 0.032 S 114 118 116 7.73
30 0.051 0.058 188 213 200 6.67
45 - 0,076 - 279 279 £.20
60 0.091 06.096 335 353 344 5.73

X = promedio aritmético del par de tubos para

La actividad es el niimero de nanomoles de

por mililitro de sangre total o de suspensidn

jos ambos con 453 por cientc de hematocrito.

La actividad especffica o velocidad es la

minuto.

cada tiempo
NAD hidrolizado

de plébulos ro-

actividad por

0630582
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Fig. 1. Degradacidn enzimitica del NAD durante la incubacidn
a 37°C y a pH 7.40. La actividad estd expresada en nanomoles
de substrato hidrolizado por un mililitro de sangre total (@)
o de suspensidn de glébulos rojos lavados de la misma sangre
(0} y en ambos casos referides a un hematocrito de 45 por ciento
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2. Efecto de la nicotinamida sobre ta degradacidn del NAD cata
lizada por los glbbulos rojos lavados.
Se prepararon mezclas de incubacidn por duplicado,

en la siguiente forma:

Tubo Amortiguador NaCl Suspensidn Nicotin- NAD
(ndim) (ml) 0.85% gldbulos amida 1
(inl) rojos (m1) (ml)

(ml)

0.3 M citrato -~ 0.3 M fosfato

pH 6.35

1 2.0 1.50 2.0 - 0.50

2 2.0 0.50 2,0 1.0 0.50
pH 7.43

3 2.0 1.50 2.0 - 0.50

4 2.0 0. 50 2.0 1.0 0.50

0.3 M Tris -~ 0.3 M fosfato

pH 8,50

5 2.0 1.50 2.0 - 0.50

6 2.0 0.50 2.0 1.0 0.50
pH 9,40

7 2,0 1.50 2.0 - 0.50

8 2,0 a.50 2.0 1.0 0.50




La sangre provenia del Banco de Sangre del Institutoe
Nacional de Cardiologia.

La suspensidn de los glébules rojos lavados tuvo un
hematacrito de 42 por ciento.

La molaridad de los amortiguadores en la wmezcla de in
cubacifén fue 0.10 M para cada unc de sus dos componentes.

La conventracidn de la nicotinamida en fa mezcla final
fue de 100 mM.

La incubacidén se hizo durante 30 min y se inactivaron
2.0 ml de mezela con 2.0 ml de Acido perclérico.

Se neutralizd 1.0 wl del extracto &dcide con 0.1 ml de
TEA y de K,C04 para determinar el contenido de NAD por el
método del KCN.

Los resultados se muestran en la Tabla 3 y en la Fig. 23
no se calculd la relacidn DHA/KCN ecn los experimentos en gque
se usd como inhibidor la nicotinamida, porque las pequenos
cambios de absorbencia que se apreciaron corresponden a las

varjaciones aleatorias propias de estas técnicas.



Tabla 3. Efecte de la nicotinamida sobre la actividad NADasa de Jlos gl8bulos rojos lavados

y en mezclas de incubacifén a diferentes valores de pH

TECNICA DESH,

ALCOUOLICA

TECNICA KCN

’ Relacifn
tubos pH
(niim) a Actividad inhibicién Actividad  inhibicidn DHA/
37°C LY\ especifica % hA especifica % KCN
i 6.65 0.114 11.98 0 0.102 12,86 0 0.93
2 b.hb 0.0065 0.68 94 0.010 1,26 920
3 7.41 0,102 10.72 4] 0,089 11,22 0 0.96
4 7.42 0.001 0,10 99 0,003 0.38 97
5 7.90 0.088 9.25 4] 0.067 8.45 0 1.09
6 7.91 +0,002 +0,21 102 0,001 0.13 98
7 8.53 0.039 4,10 0 0,036 4.54 0 .90
8 8.54 0,004 0,42 30 0.007 0.74 84

El signo positivo indica fue la lectura de la absorbencia al tiempo 30 fue mayor que

la del tiempo 0.

150283
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Fig.2 . Efecto de la nicotinamida sobre la actividad NAbDasa
de los glébulos rojos lavados que se incubaron en mezclas a
diferentes valores de pH. Medicidn del substrato con deshi=~
drogenasa alcohBlica (®) y con cianuro de potasin (0); en -
ausencia ( ) y en presencia (=~-r~=e-w= ) de nicotinamida
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Estabilidad del NAD durante la incubacidn sin enzima
a. lncubacidn a diferente pH desde 6.3% hasta 8,90
durante 30 miun a 37°C.

Se prepararon mezclas de incubacidn, por duplicado,
con les siguientes contenidos: en el primer tubo 5.50 ml de
amortiguador de fosfatos 0.5 M de pH 7.40 v en los restan-
tes 2.0 ml de amortiguador 0.3 M citrato - 0.3 M fosfato 8
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 reaccifn se inicid al afiadir
0.50 wl de solucidn de NAD 6 mM,

b. 1lncubacidén durante 30 min a4 diferentes tempecraturas

desde 15 hasta 45°C y a pH desde 6.73 hasta 6.63.

Las mezclas de incubacifn preparadas por duplicado
contenian: 2.530 ml de amortiguador isosmdtico de fosfatos
(aprox. 0.124 M) a pH 7.40 (esta solucién representa el vo
lumen de sangre que habitualmente ge emplea en la mezcla
de incubacidn), 2.0 ml de amertiguador 0.3 M citrate - 0.3 M
fosfato a pH 6.36 y 1,00 ml de NaCl 0.8%%. La reaccidn se
iniciaba al agregar 0,50 ml de solucidn NAD 6 mM.

Se agregarom a esta serie dos tubos que contenian
0.3 M Tris - 0,3 M fosfato a pll 7.30 en vez del amortiguador
citrato-fosfara, para observar la estabilidad del NAD a 37
y 40.5°C y a pl alrededor de 7.5,

c. Inactivacidn y cflculoas
e sacaban nuestras de 2.0 ml de la mezels de incubacibn y

se inactivaban con 2.0 ml de &cido perclbrico a los tiempos ¢ y 30 wmin,
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La cantidad de NAD degradado sc¢ calculd con la sipuiente

ecuacifn:

SA 3.05 4 1
— x x 2 o
6.22 x 1072 1 2 30
AA x 12.69 nmol NAD hidrolizado

" min,ml de mezcla de incubacidn

Los resultados se muestran en las Tablas 4 y 5.



Tabla 4, Lstabilidad del NAD durante 30 min de incubacifn a 37°C en tres amortiguadores

a diferentes valores de pH

(222? Amox.'t:iz.’,lumdbrpH yezcla ?e Tubos - . NAD
a 23°C incubacifn 1 2 X degradada#
a 37°C
FOSFATOS 0.46 M
1 7.40 7.40 0 n.009  0.0045 0.15
Q.1 M CITRATO - 0.1 M FOSFATO
© 2 6.19 6.34 0.003 0.004 0.0035 0.11
3 6.34 6.46 0.002 0.002  0.002 0.065%
4 7.36 7.40 +0.002 +0.008 +0,005 +0.16
5 . 7.46 7.48 0.008 0.005 0.0065 0.21
0,1 M TRIS - 0.1 M FOSFATO
6 ' 7.42 7.26 0.006 0,004  0.,0045 0.15
7 7.83 7.54 +0.005 +0.004 +0.0045 +0.15
8 8.21 7.82 0,005 +0.003 0,001 0.132
9 8,52 , .12 $.002  0.004  0.00% 0.10
10 8,92 8,46 0.008 0.001  0,0045 0.15
11 9.38 8.90 0,001 0.004 0.0025 0,082

El signo positivo indica que 1a lectura finsl de la absorbenvia fue mavor gue la inicial

#* nmol de NAD hidrolizado/min, ml de mezcla de incubacidn
010682

250682

e




Tabla 5.

Fstabilidad del NAD durante la incubacién a dos

temperaturas

valores de pH y a diferentes

Tubo T Incubacibn pH mezcla de AN NAD
(ndm) (°C) (min) incubacibn Tubos = degradado
a 37°C 1 2 X
0.1 M CITRATO - 0.1 M FOSFATO
1 15 90 6.73 +0.003 +0,008 +0.0055 +0.18
2 18 60 6.73 0.007  +0.009 +0.001 +0.033
3 21 60 6.72 0.010  +0.008  0.001 0.033
4 24 45 6,68 0.004  +0.005 +0.0005 +0.016
5 27 30 6.68 0,003  +0.008 +0.0025 +0.082
6 30 30 6.68 +0.001 40,006 +0.0035 +0.11
7 34 30 6.68 0.004  +0.001  0.0015 0.049
8 37 30 6.67 +0.006  +0.001 +0.0035 +0,11
9 40 15 6.65 0,002 0.016  0.009 0.29
10 45 15 6.63 +0.01] +0.004  +0.0075 +0.24
0.1 M TRIS - 0.1 M FOSPATO
11 37 30 7.58 0.006 0.007  0.0065 0.21
12 40.5 20 7.51 0,007 0.004  0,0055 0.18

130982

- 8¢ -
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4, Comparacin de la degradacidn del NAD catalizada por la

sangre total, los gldhulos rojos lavados v los fantasmas
de eritrocitos
a, Incubacidn a pll alrededor de 6.60
Se prepararon mezclas de incubacifn por duplicado,

en las siguiente forma:

Amortiguador

Tubo Preparacidin fosfatos 0.5 M NaCl NAD
{(nidm) {(ml) a pH 6.00 0.85 2 6 wmM
(ml)} {ml) (ml)}
1y 2 Sangre total 3,00 2.0 0.50 0.50
3y 4 Suspensidn 3,50 2.0 ~ 0.50
gldbulos rojos
5y 6 Suspensidn 3,00 2.0 0.50 8.50
fantasmas

Las preparaciones provienen de sangre donada por el
Instituto Nacional de Cardiologia.

La molaridad del amortiguador en la mezcla de incuba

c¢cifn fue 0.167 M,

El valor del hematocrito en la sangre total y en la

suspensidn de gldbulos rojos fue 43 por ciento,
La concentracidn de prateinas en la suspensidn de
fantasmas fue 1.18 my por mililitro.
El tiempo de incuhacidn 30 min,
Se inmactivaron 2.0 ml de mezcla de incubacifn con 2.0 ml

de Acido percl8rico. Los resultados sc muestran en la Tabla .



Tabla 6, Comparacién de la degradacién del NAD a pH alrededor

de 6,60
Tubo Preparacidn pH LA Actividad especifica
(nlm) a 37°*C Valores X

ly2 Sangre total 0.110 7.53
6.57 7.87

0.120 8.21

3y 4 Suspensidén 0.110 6,45
gldhulosg rojos 6,72 6.39

0.108 6.33

5y6®6 Suspensidn 0.055 3.05
fantasmas 6.52 3.27

0.063 3.49

LLa actividad especffica estd referida a las nancmoles
de NAD hidrolizado por minuto y por mililitro de sangre o
suspensidn de glébulos rojos con hematocrito de 45 por ciento

y por miligramo de broteina para la suspensidn de fantasmas.

250383
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b, Incubacidn a »H alrededor de 7.60
Se comparf la actividad NaDasa en los tres tipos

de preparaciones, prero intcubadas 2 vl alrededor de 7.60.

———— -

Amortiguador Natl NAD

Tubo Preparacidn fosfatos 0.5 M 0.85 % 6 wM
(n€im) {ml) a pil 7.8¢ (ml) {m1)
(ml)
1y 2 Sangre total 3.50 3.0 1.75 0.75
3y 4 Suspensibn 3.50
gldbulos tojos 3.0 1,75 0.75
5y 6 Suspensidn 5.25 3.0 - 0.75

fantasmas

Las preparaciones provienen de sangre donada pov el
Instituto Nacional de Cardiologla.

La molaridad del amortiguador en la mezcla de incuba
cién fue 0.167 M.

El valor del hematoerito en la sangre total y en 1la
suspensidn de gldbulos rojos fue 46 por cientw,.

El tiempo de incubacidn fue 30 wmin.

Se inactivaron 3.0 ml de mezcla de incuhacién con 3.0 ml
de dcido perclérico,

El countenido de NAD se determind con etancl-deshidrogenasa
alcohdélica (Tabla 7} y con KCH (Tabla #)., Se neutralizaron

2.0 ml del extractn decido con trietanolamina y con KpC0y.
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Tabla 7. Comparacifn de la degradacidn del NAD a pH alrededor
de 7. 60
Tubo Preparacidn pH Actividad especifica
(nidm} a 37°C AA Valores X
1 y2 Sangre total 0.096 7.89
7.46 7.52
0,087 7.15
2y 3 Suspensiédn 0.078 6.41
gldbulos rojos 71.65 6.90
0.090 7.40
4 y 5 Suspensidn 0.056 3.14
fantasmas 7.77 3.00
0.051L 2.86

La actividad especifica estd referida a las nanomoles

de NAD hidrolizado poy minutae y por mililitro de sangre o
P Y P g

suspensidn de gldébulos rojos con hematocvrito de 435 por -

ciento y por mililitro de suspensidn de fantasmas respectiva

mente,

100383



-~ 43 -

Tabla 8. Comparacifn de la degradacidn del NAD a pl alrededor de 7.60
Determinacidn del NAD con KCN
Tubo 1A Actividad especifica Relacidn
{nilm) Valores X DHA/
KCN
1y 2 0.073 7.20
6.80 1.11
0.065 6.41
3y 4 0,063 6.22
6.27 1.10
0.064 6.32
5v 6 0.050 3,36
3.20 0.94
0.045 3.031

100383
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Efecto del pH sobre la degradacidn del NAD catalizada por
la sangre total, los glébulos rojos lavados y los fantas-
mas de eritrocitos.
a, Sangre total

Se prepararon mezclas de incubacién, por duplicado,
en la siguiente forma: 3,0 ml de sangre total, 2.0 ml 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 0.85%.

Se agregaron 0.50 ml de NAD 6 mM para iniciar la
reaccidn.

El hematocrito fue de 44 por ciento.

El amortiguador tenia en la mezcla la concentra-
cidén 0.1 M de cada compounente.

La sangre fue proporcionada por el Instituto Na
cional de Cardiologia.

La incubacifn se hizo por 30 min (Tablas 9 y 10,
Fig. 3).

b. Suspensidn de glébulos rojos lavados

Las mezclas de incubacidn contenian: 2.0 ml de
suspensidn de gldtules rojos lavados, 2.0 ml de amortiguador
0.3 M citrato - 0.3 M fosfato 6 0.3 M Tris - 0.3 M fosfato
al pH elegido y 1.50 ml de NaCl 0.85%.

La reaccifn se iniciaba al anadir 0.50 ml de NAD.
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El hematocrito de la suspensidn de glébulos rojos
lavados fue 36 por ciento.

La sangre provenia de un donmador gue se presentd
al laboratorio,

La incubacién se hizs por 30 min (Tablas 11 y 12,
Fig, 4).

c. Suspensidn de fantasmas

Las mezclas contenian: 3.0 ml de suspensidbn de
fantasmas de eritrocitos, 2.0 ml de amortiguador 0.3 M
citrato - 0.3 M fosfato 8 0.6 M de fosfatos al pH elegido
y 0.50 m1 de NaCl 0.85%.

La reaccidn se inicid con 0.50 wl de NAD 6 uM,

La suspensgifn de fantasmas contenia 3.16 mg de
proteinas por mililitro.

La sangre fue proporcionada por el Instituto
Nacional de Cardiologia.

La incubacidn se hizo por 30 min {(Tablas 13 y

14, Pig. 5).



Tabla 9. Efecto del pH sobrg la degradacidn del NAD catalizada

por la sangre total

Tubo QH\ AA
(nim) Amortiguador Mezcla de
a 24°¢C incubacidn Tubos
a 37%¢C 1 2

0.1 M CITRATO - 0,1 M FOSBFATO

1 4,66 5.21 0.186 0.182
2 5.21 3.67 0.207 0.216
3 5.59 6.01 0.219 0.221
4 6.04 6.36 0.230 0.228
5 6.47 6.70 0.228 0.226
6 6.91 7.07 0.245 6,251
7 7.45 7.41 0.264 0.255
8 8.34 7.66 0.256 0.264
0.2 M FOSFATOS
9 6.25 6.58 0.237 0.2131
10 7.07 7.19 0.236 0.242
11 7.75 7.58 0.280 06.256
12 8.91 7.92 0.285 0.272
13 9.80 8.22 0.252 0.248
14 9.98 8§.34 0.231 0.2138
15 10.07 8.51 0.217 0.205
16 10.15 8.71 0.195 ©.192

031183
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Fig, 3. Efecto del pH sobre la actividad NAD glicabidrolasa
de la sangre tatal. La actividad especifica estd expresada
como nanomoles de NAD consumido por minuto por mililitro de
sangre con hematocrito de 45 por ciento., Amortiguadorves:
citrato~fosfato (8) o fosfatos (0).
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Tabla 10. Actividad cespecffica de 1a sangre total para la

degradacidn del NAD a diferentes valores de pi

Tubo Actividad cspecifica

(ndm) Tubos

0.1 M CITRATO ~ 0.1 M FOSFATO

1 12.4 12.2 12.3
2 13.8 14.4 14.1
3 14,6 14.8 14.7
4 15.4 15.2 15.3
5 15.2 15.1 15.2
6 16.4 16.8 16.6
7 17.6 17.0 17.4
8 17.1 17.86 17.4
0,2 M FOSFATOS
9 15.8 15.4 [5.6
10 15.8 16.2 16.0
11 17.4 17.1 17.2
12 17.7 18,2 18.0
13 16.8 16.6 16.7
14 15.4 15.9 15.6
15 14.5 13.7 14.1

16 13.0 12.8 12.5

TLa actividad especifica estd expresada en nmoles
de NAD degradado por minuto y por mililitro de sangre to-

tal con 45 por ciente de hematocrito.
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Tabla 11. Efecto del pH sobre la depradacién del NAD catalizada

por la suspensién de glébulos rojos lavados

Tubo pH 4A
(niim) Amort iguador Mezcla de Tubos
a 24°C incubacidn 1 2
a 37°C

0.1 M CITRATO - 0.1 M FOSFATO

1 4.26 4.80 0.042 0.037
2 4,68 5.20 0.049 0.056
3 5.05 5.54 0.063 0.066
4 5.42 5.87 0.070 0.070
5 5.87 6.30 0.072 0.077
6 6.19 6.53 - 0.076
7 6.56 6.76 0.072 0,073
8 6.95 7.05 0.077 0.072
9 7.36 7.34 0.084 0.078
10 7.74 7.51 0.082 06.078
0.1 M TRIS - 0.1 M FOSFATO
11 6.58 6.79 0.076 0.082
12 7.83 7.48 6.077 0.079
13 8.21 7.75 0.070 0.075
14 8.63 8.14 0.082 0.048
15 8.92 8.36 0.075 0.072
16 9.34 8.60 0.062 0.048
17 9.53 8.68 0.056 0.048

A partir del tubo 15 se corrigid por la degrada

cifn no enzimitica del NAD en el medio alcalino.

080682
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Tabla 12. Actividad especifica de los gldbulos rojos para la

degradacifin del NAD a diferentes valores de pH

Tubo Actividad especifica
(ndm) -

Tubos

0.1 M CITRATO - 0.1 M FQSFATO

1 5.15 4.54 4.84
2 6.00 6.86 6.44
3 7.12 8.09 7.91
4 8.58 B.58 8.58
5 8.83 9.44 9.13
6 - 9.32 9.32
7 8,83 8.95 8.89
8 9.44 8.83 9.13
9 10.30 9.56 9.93
10 10.05 9.5¢6 9.81
0.1 M TRIS - 0.1 M FOSFATO
11 9.32 10.30 9.68
12 9.44 9.68 9.56
13 B.58 9.19% 8.89
14 10.05 B.34 9.19
15 9.19 8,83 9.01
16 7.60 5.88 6.74
17 6.86 5.88 6.37

La actividad especifica estd expresada en nmoles
de NAD degradado por minuto y por mililitro de suspensidn

de gl8bulos rojos con hematocrito de 45 por ciento,
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Fig. 4. FEfecto del pH sobre la actividad NAD glicohidrolasa de
la suspensibn de gldbulos rojos lavados. La actividad especi-~
fica est® expresada como nanomoles de NAD hidrolizado por minuto
por mililitro de suspensida de gldbulos rojos con hematocrito de
45 por ciento. Amortiguadores: citrate-fosfato (@) o Tris-fns-

fato (A).
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Tabla 13, Efecto del pH sobre la degradacifn del NAD catalizada

por la suspensién de fantasmas de eritrocitas

Tubo pH . AL
(ndm) Amortiguador Mezcla de Tubos
a 24°C incubacién 1 2
a 37°C

0.1 M CITRATO - 0.1 M FOSFATO

1 4,66 5.62 0.080 0.068
2 5.21 5.57 0.095 0.100
3 5.59 5.95 6.108 0.109
4 6.04 6.29 0.116 0.109
5 6.47 6.64 0.117 0.111
6 6.91 7.04 0.109 0.106
7 7.45 7.40 0.113 0.118
8 8.34 7.82 0.091 0.095
0.2 M FOSFATOS
S 6,25 6.48 0.114 0.110
0 . 7.07 7.15 0.110 0.110
11 7.75 7.70 0.096 0.094
12 8.10 7.88 0.086 0.091
13 8.50 8.08 0.082 0.077
14 8.91 §.17 0.066 0.077
15 9.31 8.40 0.049 0.047

120184
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Tabla 14. Actividad especifica de los fantasmas de eritrocitos

para la degradacibn del NAD a diferentes valores de pH

Tubo Actividad especifica
{nim) Tubos

0.1 M CITRATO -~ 0.1 M FOSFATO

1 1.66 1.41 1.53
2 1.97 2.07 2.02
3 2.23 2.26 2.24
4 2,40 2.26 2.33
5 2.42 2.30 2.36
6 2.26 2,19 2.22
7 2.34 2.44 2.3y
8 1.88 1.96 1.92

0.2 M FOSFATOS
9 ' 2.36 2.28 2.32

10 2.28 2.28 2.28

11 1.99 1.94 1.96

12 1.78 1.88 1.83

13 1.70 1.59 1.64

14 1.36 - 1.59 1.48

15 1.01 0.97 0.99

La actividad especifica se expresa en nmoles -

de NAD degradado por minuto y por miligramo de proteina.
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Fig. 5. Efccto del pH sobre la actividad NAD glicohidrolasa

de la suspensibn de fantasmas de eritrocitos lavados., La acti
vidad especifica estd expresada como nanomoles de NAD depradado
por minuto por miligramo de proteina. Amortigunadnres: citrato-
fosfato {®) o fosfatos (0).
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Comparacibn de la degradacién del NAD a pH 6.6 y a pH 7.8
catalizada por la sangre total, los glfbulos rojos lavados
y los fantasmas de eritrocitos.
a. Datos tomados de los experimentos a diferentes
temperaturas

Se calculd la actividad especfifica a la tempera
tura de 37°C 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 calculd la actividad 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 especifica de un mismo donador para el pH
acido y para el alcalino.

Los valoves para la sangre total, la suspensiln
de eritrocitos y de fantasmas provienen de experimentos
con diferentes donadores. Ademds debe tomarse en cuenta
que en el caso de los fantasmas de eritrocitos la acti-
vidad esta referida a miligramo de proteiunas y no a wili
litro de sangre o de suspensi&in de glbbulos rojos con he

matocrito de 45 por ciento,
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Tabla 15. Conparacién de la degradacidn del NAD a un pH dcido y

aun pH alcalino en las diferentes preparaciones de eritrocitos

pH Actividad Relacidn Fecha
Preparacidn a 37° especifica porcentual experimento

Datos de los experimentos del efecto de la temperatura

6.60 7.35 100

Sangre total
7.90 14.10 192 070683
6.66 5.70 100

Eritrocitos

lavadons 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 pl

6.60 15.60 100
Sangre total
7.90 17.50 112 0311813
6.60 9,50 100
Eritrocitos
lavados 7.90 5.10 96 080682
6.60 2,35 100

Fantagmas de
eritrocitos 7.90 1.84 79 120184
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Efecto de la temperatura sobre la degradacidn del NAD cata
lizada por la sangre total, la suspensifin de glébulos rojos

lavados y la suspensidn de fantasmas de eritrocitos

A. Sangre total
a, Incubaciones a pH alrededor de 6.60

Se prepararon mezclas de incubacign por duplicado
en la forma siguiente: 3.0 ml de sangre, 2.0 nl de amorti
guador 0.3 M citrato - 0.3 M fosfate a pH 6.32 y 0.50 ml de
NaCl 0.85X. Se afiadieron 0.50 ml de solucidn 6 wM de NAD
para iniciar la reaccidn,

La sangre fue proporcionada por el Institute Na
cional de Cardiologia.

Los tiempos de incubacidn fueron mds prolongados
en las bajas temperaturas.

Las muestras de 2.0 ml se inactivaron con 2.0 ml
de dcido perclérico.

El hematocrito fue de 43 por ciento,

Los regultados se muestran en la Tabla 16 y en la
Pig. 6 y en las Tablas 36, 37, 38, 39 y 40 se anotan las
cifras obtenidas en este finico experimento y se comparan
con las de los otros tipos de preparaciones de eritrocitos

humanos.
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Tabla 16. Efecto de la temperatura sobre la degradacién del NAD

catalizada por la sangre total incubada a pH entre 6.56 y 6.064

Actividad
Tubo Temperatura Tiempo pH* a L As especifica
{(ndm) (°c) (kY  (min) t°cC nmol -
min, ml
1 18 291,16 120 6.62 0.059 1,01
2 0.050 0.86"
3 21 294,16 120 6.64 0,080 1,37
4 0,082 1.40
5 23 296.16 60 6.64 0.059 2,02
6 0.057 1.95%
7 25 298,16 60 6.63 0.076 2,60
8 0.070 2.39
9 27 300.16 45 6.63 0.063 2,87
10 0.054 2.46
11 30 303,16 45 6,61 0.096 4,38
12 0.097 4.42
13 33 306.16 30 6.61 0.085 5.82
14 0.072 4.93
15 37 310,16 30 6.56 0.104 7.12
16 0.111 7.59
17 40 313.16 20 6.58 0.038 2.03
18 0.087 8.93

*E1 pH se midid a la correspondiente temperatura de

incubacidn

070683
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ACTIVIDAD ESPECIFICA
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Fig. 6. Efecto de la temperatura sobre la degradacifn del NAD
catalizada por la sangre total incubada en un medio con pH al-
rededor de 6.60, La actividad especifica estf expresada en -
nanomoles de NAD hidrolizado por minuto por mililitro de sangre
con hematocrito de 45 por ciento.
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La energfa aparente de activacidn de Arrhenius (Ey')

)

del complejo enzima-sustrato en el estado de transicidn (ES
se calculd con la gridfica trazada de acucrdo con la forma
logaritmica de la ecuacidn empirica de Arrhenius (Alberty,

1983) (pag. 617):

1
i = e S It
In k X T In A

En donde,
R = 8.314 Julio/grado, mol
A = factor preexponencial

En vista de que por el momento no se conoce el
valor de la constante de la velocidad de 1a reaccidén (&),
se usd en su lugar la actividad especifica (a), pero re-
ferida a un segundo en vez de un minuto como aparece en
los calculos anteriores de este trabajo. Se escogif el
segundo porque es la unidad bdsica de tiémpo del Sistema
Internacional de Unidades (SI) (lla. Conferencia Ceneral
de Pesas y Medidad, 1960) (Alberty, 1983) (pdp. 797) y
ademBs es la unidad de tiempo que se emplea en los cllcu
los cinéticos y termodin@micos de las reacciones bioldgi
cas.

En todos los casos, la energia se expresa en
julios y no en calorias porque la caloria no corresponde
al sistema SI de unidades.

La energfa aparente de activacifn de Arrhenius (E,')
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del complejo enziwa-sustrato en el estado de transicidn se
calculd de las pendientes de la grffica In a contra /g -
(Tabla 17) (Fig. 7):

E'a = ~8.314 x la pendiente
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Tabla 17. Valores calculados para la grifica de Arrhenius

Sangre total incubada a pH alrededor de 6.60

Tubo 5 a
(nﬁm) (1/'1‘)1-0 ( nmol ) In 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 0.0730 -2.618
12 0.0737 -2.607
13 326.6 0.0969 -2.334
14 0.0821 -2.500
15 322.4 0.1186 -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. Gréfica de Arrhenjus, Sangre total incubada en un me
dio con pH alrededor de 6,60, Las constantes de la recta co-
rrespondiente al intervalo entre 18 y 27°C fueron m = -10,600,

b= 32.4 y r = ~0.97 y para la del intervalo 27 a 40°C, m = -8,360,
b= 26,9y 1= ~0.,97,
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La energia libre (o energfa de Gibbs) aparente de
activaci8n (AG*') del complejo enzima-sustrato en el estado
de transicidn en condiciones estindar, se calculé para cada
temperatura con la siguiente ecuacidu:

¢ - h al
AGT = ~RT 1In ( B x T)

(velocidad absoluta de la reaccidn, Daniels y Alberty, 1966,
pdg. 612-613),
R = 8,314 J/grado, mol
h = constante de Plank = 6.626 x 10~ 3% Jy:.geg
kp= constante de Boltzman = 1,381 x 10723 J/grado .molécula
a = actividad especifica (nmol/seg, ml) ® k (constante de
velocidad)
k = coeficiente de transmisifn 2 1
c.oa6" = -8.314 T In (4.798 x 10711 =)

L

Los valores AG se dibujaron en funcidn de la
temperatura absoluta (Tabla 18) (Pig. 8, a) y cada recta
esti representada por la ecuacifn:

act = au’t 4 as™ 1

La entalpfa aparente de activacién (AR*') se obtuvo
del punto en que la recta correspondiente corta al eje -

#p)

de las ordenadas y la entropia aparente de activacién (4AS

de las pendientes de las rectas.
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Tabla 18. Valores de la encrgia libre aparente de activacién
del complejo enzima-sustrato en el estado de transicidn e¢n con

diciones estindar a diferentes temperaturas

Sangre total incubada a pll alrededor de 6.60

Tubo T AG*'
(ntGm) (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
i 81.412
15 310.16 B1.561
16 ‘ 81.393
17 313.16 81.754

18 81.784
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b. 1Incubaciones a pll alrededor de 7.90

Este experimento se realiz8 con la misma sangre que
se emplef en el anterior y las mezclas de incubacidn fueron
semejantes excepto que se uso amortiguador de fosfatos 0.6 M
a ph 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 vy 40 se muestran los
promedios de dos experimentos realizados bajo estas condi-

ciones y se comparan con los restantes.



Tabla 19.

Efecto de
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la temperatura sobre

la degradacidn del NAD

catalizada por la sangre total incubada a pH entre 7.83 y 8.01

Actividad

Tubo Temperatura Tiempo pH & As especifica
{nlm) (°C) (K)Y (wmin) t°C ___nmol )
min, ml
1 18 291,16 120 7.94 0.116 1.98
2 0.120 2.05
3 21 294,16 120 7.94 0.149 2.55
4 0.153 2.62
5 23 296.16 60 7.94 0.113 3.87
6 0.113 3.87
7 25 298,16 60 8.01 0.131 4.48
8 0.154 5.27
9 21 300.16 45 7.90 0.126 5,75
10 0.133 6.07
11 30 303.16 45 7.89 0.177 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 7.83 0,201 13,75
16 0.211 14,446
17 40 313,16 20 7.84 0.183 18,78
i8 0.161 16.52

incubacidn

*
El pH se midid a la correspondiente temperatura de

070683
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Fig. 8, Efecto de la temperatura sobre la degradacién dcl NAD
catalizada por la sangre total incubada en un medio con pll alre
dedor de 7.90. La actividad estd expresada en nanomoles de NAD
hidrolizado por minute por mililitro de sangre con hematocrito
de 45 por ciento.
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Tabla 20. Valores caleulados para la grifica de Arrhenius

Sangre total incubada a pH alrededor de 7.90

Tubo 5 a
(niim) (177310 nmol - In a
seg, ml
1 343.4 0.03131 ~3.409
2 0.0342 ~3.375
3 340.0 0,0425 ~3.159
4 0.0436 -3.132
5 337.7 0.0644 ~-2.7642
6 0.0644 -2.742
7 335.4 0.0747 -2.594
8 0.0878 ~2,433
9 333.2 0.0958 ~2.346
10 0.1011 -2.292
11 329.9 0.1346 -2,006
12 0.1232 -2.094
13 326.6 0.1847 ~-1.689
14 0.1847 ~1,689
15 322.4 0.2292 ~1.473
16 0.2406 -1.425
17 319.3 0.3130 ~-1.162

18 0.2754 ~-1.290
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Fig, 9. Grédfica de Arrhenius, Sangre total incubada en un medio
con pH alrededor de 7.90. Las constantes de la recta entre 18 y
27°C fueron m = -10,800, h = 33,8 y r = -0.98 y entre 27 y 40°C,

m=-7,860, b = 23,9 y r = =0.99
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Table 21. Valores de la energia libre aparente de activacién
del complejo enzima-sustrato en el estado de transicidn en con
diciones estdndar a diferentes temperaturas

Sangre total incubada a pH alrededor de 7.90

Tubo T act!
{nGnm) (K) {kd/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 79.348
15 310.16 79.862
16 79.737
17 313,16 79.848

18 ’ 80,182
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Fig. 10. Energia libre aparente de activacifn en funcidn de la

temperatura en experimentos con sangre total

(a) Hedio de incubacidn con pH alrededor de 6.60. Las constan
tes de la recta entre 18 y 25°C fueron m=-0.073, b = 24,5,
y r = --0,83 y entre 30 y 40°C, m = 00,0870, b = 13.0 y
r = 0,93, Los puntos encerrados en el cuadro no se incluyerxon
en el cdlculo de estas constantes.

{b) Medio de incubaciln con pH alrededor de 7.70. las constan-
tes fueron m = -0,00784, b = 21.3 y v = 0,54 para la recta
entre 18 vy 27°C y m = 00,0132, b = 15,0 y r = 0.89 para la
recta de 27 a 40°C,



B. Suspensilin de gidbulos rojos lavados
a. OIncubaciones a pH alrededor de 6.75

Se prepararon mezclas de incubacidn por duplicadoe
en la forma siguientes 2,50 ml de suspensidn de gldbulos
rojos lavados, 2.00 ml de amortiguador 0.3 M citrate -0.3 M
fosfato a pH 6.34 y 1,0 pl de BaCl 0,85%%, Se anadieron 0,50 ml
de BAD 6§ mM para iniciar la reaccidn.,

La sangre provenia de un donador que se presentd
en el laboratorio.

La suspensidn tuvo un hematocrito de 38.5 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 cn las

Tablas 36, 37, 38, 39 y 40,
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Tabla 22. Efecto de la temperatura sobre la degradacifin del NAD
catalizada poer la suspensifn de gl6bulos rojos lavados incubada

a pl entre 6.65 y 6.81

% Actividad

Tubo Temperatura Tiempo pH a A A especifica

(nim) °C K (min) t°cC s (~*w§ggl )
min, ml
1 15 288.16 90 6.81 0.033 1.01
2 0.035 1.07
3 18 291.16 60 6,80 0.033 1.51
4 0,028 1.28
5 21 294.16 60 6,76 0.053 2.43
6 0.048 2,20
7 24 297.16 45 6.76 0.051 3.12
8 06.058 3.55
9 27 300.16 30 6.75 0.060 5.50
10 0,059 5.41
11 29.5 302,66 30 6.75 0.070 6.42
12 0.076 6.97
13 34 307.16 30 6.70 0.092 8.44
14 0.100 9.17
15 37 310.16 30 6.69 0.114 10,45
16 0.120 11.00
17 40 313,16 15 6.69 0.066 12,10
18 0.073 13.39
19 45 318,16 15 6.65 0,102 18,71
20 0.110 20.17

*
El pH se midi§ a la correspondiente temperatura de

incudbacidn

060982



- 75 -

20 -
s .
o
Q
w
a
M s
o |0"

L.
e
2 o'
- /
Q
< ."
i |
o 25 50

TEMPERATURA (*C)

Fig. 11, Efecto de la temperatura sobre la actividad NAD glico
hidrolasa de los gldbulos rojos lavados incubados en un medio con
pH alrededor de 6.75. La actividad especffica estd expresada en
nanomoles de NAD hidrolizado por minuto por mililitre d¢ suspen-—
sifn de gldbulos rojos con hematocrito de 45 por ciento.



Tabla 23, Valores calculados para la grdfica de Arrhenius

Clébulos rojos lavados incubados a pH alrededor de 6.75

a
(ntm) (179)10° (amol In a
seg, ml
1 347.0 0.0168 -4 .086
2 0.0178 ~4.027
3 343.5 0.0252 -3.680
4 0.0214 -3.844
5 340,0 0.0405 -3.206
6 0,6367 -3.306
7 336.,5 0.0520 -2.957
8 0.0591 ~2,829
9 333.2 0.0917 -2.389
10 0.0902 -2.406
11 330.4 0.1070 -2,235
12 . 0.1162 ~2.152
13 325.6 0.1406 -1.962
14 0.1528 -1.878
15 322,4 0,1742 -1.747
16 0.1834 -1.696
17 319.3 0.,2017 -1.600
18 0.2231 ‘ -1.500
19 ©314.3 0.3118 -1.165

20 0.3362 -1.089
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Fig. 12, Gréfica de Arrhenius. Gl8bulos
dos en un medio con pH alrededor de 6.75.
recta en el intervalo de 15 a 27°C fuetron
y r=-0,99 y para los limites entre 27 y
b =19.4 y r=-0.99.

rojos lavados incuba-
Las constantes de la

m= ~12,400, b = 38.8

45°Cc, m = -6,560,
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Tabla 24, Valores de la cnergfa libre aparente de activacidn
del complejo enzima-sustrato en el estado de transicidn en
condiciones estindar a diferentes temperaturas

G18bulos rojos lavados incubados a pH alrededor de 6.75

Tubo T AG¥'
{nGm) (K) (k J/mol)}
1 288,16 80,280
2 80.139
3 291.16 80.159
4 80.557
5 294,16 79,852
6 . . 80.094
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 i 80.437
17 ' 313.16 80.992
18 80,729
19 318.16 81.176

20 80.976
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b. Incubaciones a pH alrededor de 7.70

Se prepararon las mezclas de incubacidn como en el
experimento anterior, con la diferencia que se empled amor
tiguador 0.3 M Tris - 0.3 M fosfato a pH 7.92.

La sangre provenfa de un donador diferente al
anterior,

La suspensidn de gldbulos rojos tuve 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

rTablas 36, 37, 38, 39 y 40,
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Tabla 25. Efecto de la temperatura sobre la degradacifn del NAD

catalizada por los glébulos rojos lavados incubados a pH alrede

dor de 7.70
- - T - n - Actividad
Tubo Temperatura Tiempo ph a s A especifica
(nGm) (°C) (min) t°c s amol
min, ml
1 15 120 7.95 0.032 0.71
2 18 120 7.92 0.064 1,41
3 0.059 1.30
4 21 90 7.79 0.063 1.85
5 0.052 1.53
6 24 60 7,70 0.048 2.12
7 G.056 2.47
8 27 45 7.68 0.054 3.18
9 0.064 3.77
10 30 30 7.65 0.050 h.41
11 0.056 4.94
12 34 30 7.58 0.071 6.27
13 0.076 6.71
14 37 30 7.50 0.087 7.68
15 0.074 6.53
16 40,5 20 7.46 0.062 8.21
17 G.067 8.87

*
El pH se midid a la correspondiente temperatura de

incubaci8n

210982
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Fig. 13, Efecto de la temperatura sobre la actividad NAD glico
hidrolasa de los glébulos rojos lavados incubados en un medio

con pH alrededor de 7.70. La actividad especifica estf expresada
en nanomoles de NAD hidrolizado por minuto y por mililitro de
suspensidn de glébulos rojos con un hematocrite de 45 por ciento,
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Tabla 26, Valores calculados para la gridfica de Arrhenius

Gldbulos rojos lavados incubados a pH alrededor de 7.92

Tubo 5 *

(nin) (1/p)10° a In a
1 347.03 .0118 -4.,442
2 343.4 0235 -3.749
3 .0217 -3.830
4 340.0 .0309 -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

10 329.9 .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 .1368 ~1.989
17 L1478 -1.912

actividad especifica expresada en nmol/seg, ml
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Fig. 14. Gréfica de Arrhenius. Gl&bulos rojos lavades incuba
dos en un medio con pH alrededor de 7.70. Las constantes de la
recta para la zona de 15 a 27°C fueron m = -10,230, b = 31.2 y
r = -0.97 y para el intervalo de 27 a 40.5°C, m = -6,180, b = 17.8

y r = ~0,96.
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Tabla 27. Valores de la energfa libre aparente de activacién
del complejo-enzima sustrato en el estado de transicifn en con
diciones estidndar a diferentes temperaturas

Gldbulos rojos lavados incubados a pH alrededor de 7,92

]
Tubo T AG#
{ntm) (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 energia libre de activacifn en

funcifn de la temperatura en los gl8bulos rojes lavados.

(2) Medio de incubaci8n con pH aslrededor de 6.75. Las coastan
tes de la recta entre 15 y 27°C fueron -m =-0,0150, b = 23.5
y ¥ = -0.82 y entre 27 y 45*°C, m = 0.0218, b = 12.5y r = 0.97

(b) Medio de incubaecifn con pH alrededor de 7.70, Las constan
tes fueron m = -0,0178, b = 18.8 y r = 0,12 para la recta

entre 18 y 25°C y m = 0.0258, b = 11,5 y r = 0.92 para 1a
recta de 30 a 40°C.



C. Suspensidn de fantasmas de glbbulas rojos
a. Incubaciones a pH alrededor de 6.60

Se prepararon mezclas de incubacidén por duplicado
de la manera siguiente: 6.0 ml de suspensidn 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 afiadid 1.0 ml de solucidn
6 mM de NAD para iniciar la reaccidn.

La concentracidn de proteinas en la suspensidn de
fontasmas fue 1,06 mg/ml.

Se inactivaron 4.0 ml de la mezcla de incubacidn
con 4.0 ml de dcido percldrico al 10%.

La mitad del sobrenadante Acido se utilizd para
medir el NAD con la deshidrogenasa alcoh8lica y la otra
parte con KCN.

En la técnica con KCN se neutralizaron 3.0 ml del
sobrenadante acido con 0.30 ml de trietanolamina 1 M y -
0.30 ml de K,€03 5 M. Al final se poenifa en la celda del
espectrofotdmetro 1.0 ml del extracto neutralizado y se le
ainadian 2.0 ml de KCN 1.5 M.

La sangre fue proporcionada por el Instituto Nacional de
Cardiologia.

Los resultados se muestran en las Tablas 28, 29,

30 y 31 y en las Figuras 16, 17 y 20(a).



En las Tablas 36, 37, 38, 39 y 40 se muestran los
promedios de cuatro experimentos realizados bajo estas con

diciones y se comparan con los restantes,
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Tabla 28, Efecto de la temperatura sobre la degradacidn del NAD
catalizada por la suspensidn de fantaswmas de gldbulos rojos la-

vados incubados a pll alrededor de 6.60

* Actividad

Tubo Temperatura Tiempo pH a A As especifica

(nfim) (°c) (min) £°C ( nmol —
min, mg
1 15 120 6.61 0,036 0.56
2 0.032 0.49
3 18 90 6.60 0.023 0. 47
4 0.032 0,66
5 21 920 6.60 0.043 0,88
6 0.040 0.82
7 24 60 6.61 0.048 1.48
8 0.042 1.30
9 27 30 6.56 0.038 2.34
10 0.041 2.53
11 30 30 6.56 0,042 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 3.64
16 ) 0.063 3.88
17 40 20 6.58 0.0564 5.00
i8 0.056 5.18

El pH se mididé a la temperatura de incubacidn correspon

diente

290383
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Tabla 29, Efecto de la temperatura sobre la degradacifn del NAD
catalizada por la suspensgidn de fantasmas de gldbulos rojos la-
vados incubados a pll alrededor de 6.60

Medicion del NAD con KCN

Actividad

Temperatura & As especifica Relacién

(°c) promedios (_*2221._ DHA/KCN
min,mg

15 0.030 0.56 0.94
18 0.024 0.59 0.96
21 0.030 0.74 1.15
24 0.034 1.26 1.10
27 0.022 1.63 1.49
3o 0.027 2.00 1.28
33.8 0.042 3,11 0.78
37 0.049 3.63 1.04
40 0.038 4,22 1.21

290383
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Fig. 16, Efecto de la temperatura sobre la degradacifn del NAD
catalizada por la suspensifin de fantasmas de glBbulos rojos in=-
cubados en un medio con pH alrededor de 6.60. La actividad estd
expresada en nanomoles de NAD hidrolizado por minuto y por milj
gramo de proteina,
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Tabla 30. Valores calculados para la grifica de Arrhenius

Fantasmas de glébulos rojos incubados a pl alrededor de 6.60

Tuho ) [

(ntm) (1/7)10 a In a
1 347.0 0.0092 ~4.682
2 ’ 0.,0082 -4,801
3 343.5 0.0079 -4,843
4 0.0110 -4,513
5 340.0 0.0147 ~-4,218
<] 0.0137 ~-4.229
7 336.5 0.0247 -3.702
8 0.02186 -3.836
9 333.2 0.0391 -3,243

10 0.0421 -3.167
11 329.0 0.0432 ~-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
17 319.,3 0.0832 -2.486
18 0,0863 -2.,4590

Actividad especifica expresada en nmol/seg, mg
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Tabla 31. Valores de la energfa libre aparente de activacién
del complejo enzima-~sustrato en el estado de transicidn en con
diciones estindar a diferentes temperaturas

Fantasmas de gldbulos rojos lavados incubados a pH alrededor de 6.60

Tubo T Ll
(nGm) (K) (k J/mol)
1 288.16 81.711
2 81.994
3 291.16 82.975
4 82.176
5 294.16 82.1325
6 82.502
7 297.16 81.916
8 82.246
9 300.16 81.622
10 : 81.432
11 303.16 82.210
12 - B2.271
13 306,96 $2.879
14 83,040
15 310.16 83.291
16 83.122
17 313.16 83.296

18 83,202
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b. Incubaciones a pH alrededor de 8.00

Se prepararon las mezclas de jncubacibn como en el
experimento anterior, con la diferencia que se empled amor
tiguador 0.3 Tris - 0.3 M fosfato a pH 8.16.

La sanpgre fue preporcionada por el Instituto Nacional
de Cardiologia.

La concentracidn de protefnas fue 1.68 mg por mili
litro de suspensidn 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 condi

ciones y se comparan con los restantes.
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Tabla 32. Efecto de la temperatura sobre la degradacién del NAD
catalizada por la suspensidn de fantasmas de pl8bulos rojos la-

vados incubados a pH alrededovr de 8.00

% Actividad

Tube Temperatura Tiempo pll a AA especifica

(nlm) {(°C) {min) t°C ‘ ( nmol )
min, mg
1 18 120 8.28 0.048 0.47
2 0.052 0.51
3 21 120 8.21 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 1.53
8 0.062 1.61
9 31 31 7.97 0.043 1.62
10 0.048 1.81
11 34 30 7.91 0.036 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 midif a la temperatura de incubacidn correspondiente

190483
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Tavbla 33, Efecte de la tew eratura sobre la degradacién del NAD
catalizada por la suspensién de fantasmas de gldbulos rojos la-
vados incubados a pll alrededer de 8.00

Medicidon del NAD con KCN

Actividad
Temperatura AA especifica Relacidn

(°c) promedios nmol DHA

| (—ETKTE§~) /RCN

|

| 18 0.054 0.63 0.78

|

| 21 0.048 0.56 0.95

i

i

; 24 0,042 0,49 1.12
28 0,043 1.34 1.17
31 0.038 1.72 1.00
34 0.047 2,20 1.03
37 0.058 2.71 1.07
40 0.042 2.94 1,06

190483
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Fig. 18. Efecto de la temperatura sobre la degradacién del NAD
catalizada por la suspensidn de fantasmas de gl6bulos rojos in
cubados en un medio con pH alrededor de 8,00. La actividad eg
pecifica estd expresada en nanomoles de NAD hidrolizado por mi
nuto y por miligramo de proteinas.



Tabla 34.
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Valores calculados para la gr8fica de Arrhenius

Fantasmas de gldbules rojos lavados incubados a pH

alred

edor de 8.00

Tubo 5 * *
(ntm) (1/7)10 a In a
1 343.5 0.0078 ~4.855
2 0.0084 -4.7175
3 340.0 0.0092 -4.683
4 0.0084 ~4.775
5 336.5 0.0099 -4.611
6 0.0084 ~-4,781
7 33iz2.0 0.0255 -3,668
8 0,0268 ~3.619
9 328.8 0.0270 -3.612
10 0.0301 ~3.302
11 325.6 0.0363 -3.315
12 0.0383% ~3.246
13 322.4 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. Grdafica de Arrhenius. Fantasmas de glébulos 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 =33.4yr =+0.97 y para la zona de 28 a 40°C, m = -5,970,

b =16.1y r ~0.96

L
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Tabla 35. Valores de la energfa libre aprente de activacién del
complejo enzima-sustrato en el estado de transicidn en condiciones
estandar a difercutes temperaturas

Fantasmas de gld&bulos rojous lavados incubados a pH alrededor de 8.00

Tubo T AG#’
(nfim) (K) (k J/mol)
1 291.16 83.004
9 82.810
3 294.16 83.464
4 83,689
5 297.16 84.161
6 84,581
7 301.16 82.967
8 82.843
9 304.16 83.676
10 83. 398
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 energia libre de activacidn en
funcifn de la temperatura en experimentos ¢on fantasmas de gld
bulog rojos.

{a) Medio de incubacifn con pH alrededor de 6,60, Las cons-
tantes de la recta entre 18 y 27°C fueron m = -0.0280,
b=27.9 yr =0.84y entre 27 y 40°C, m = 0,321, b = 9,95
y v = 0,94, Los puntos encerrados en el cuadro no se in-
cluyeren en ¢l chlculo de estas constantes.
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Fig., 20. Cambio aparente de la energfa libre de activacidn en
funcidn de la temperatura en experimentos con fantasmas de gl8
bulos rojos.

(h) Medio de incubacifn con pH alrededor de 8.00. Las cons-
tantes fueron w = ~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 40°C.



Tabla 36. Valores promedio y desviacifin estfindar de la energfa aparente de activacidn
de Arrhenius del complejo enzima-sustrato en el estado de transicifn en los diferentes

tipos de preparaciones de eritrocitos humanos

pH Ea' (kJ/mol) Rela- Dife- Valor
Preparacidén a 37°¢ Temperaturas -_ ¢ifn rencia de p
bajas altas
6.61 B9.874 57,150 1.57 33 -
Sangre Total (1 (1
7.80 84.700 * 1,07 55,288 ¢ 1.05 1.53 29 >0,001
(2) (2) .
- o
6.74 95,765 t 6,40 56.228 + 1,20 1,70 40 >0.01 w
(2) (2) 1
Glébulos rojos
7.80 87.842 ¢ 3,92 41.075 * 4,07 2,14 47 >0.001
(2) (23
6,62 81.734 t 17.46 42,252 + 1,60 1,93 39 >0.01
(3) (3)
Fantasmas
7.91 87.934 1 10,00 48,412 * 3,24 1,82 40 >0.001
(3) (3
* *k, s s
15 a 27°C 30 a 40°¢C Las cifras entre paréntesis indican el

nfimero de experimentos
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Tansla 37. Valeres promedio v desviacidn

estinday de

1a enerpgfa

libre estédndar aparcente del cowplejo enzima-sustrate en ol es-

tado de transicidn en los

eritrocitos humanos

diferentes

tipos de prepavraciones de

pH sc? ' (ki/mol)
Preparacidn a 37°C 17°C 37°C alrededor
de 27°%C *
6.61 81.50 81.30 80.78 (26.1)
(1) (1
Sangre total
1.80 79.62 80.45 = 0.95 79.55 t 0.47 (26.4)
(1) (2) (2)
6.74 80,91 + 0.95 B81.30 2 1,19 80,45 ¢ 1,22 (27.4)
(2) (2) )
Suspensidn
gldbulos rojos 7.80 80.74 82.11 + 0.80 B81.14 - 0.66 (29.0)
(1) (2) (2)
6.62 82,69 #3.14 = 0,075 81.89 = 0.10 (27.8)
. (1) (3) (2)
Suspensidn
fantasmas 7.90 83.19 + 0.67 83.89 = 0.14 82.59 £ 0.31 (27.5)
(3) (3) (3)
*

La temperatura precisa figura entre paréntesis y
corresponde al punto en que se cruzan las rectas

en las griaficas AG

contra T.
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Tabhla 38. Valorces promedio y desviaci®n estd3ndar de la entalpfa
estdndar aparente del cowplejo enzima-sustrato en el estado de
transicidn en los diferentes tipos de preparaciones de eritro-

citos humanos

pH . ae®' (k3/mol)
Preparacidn a 37°C Temperaturas
bajas altas
6.61 101.7 60.7
(1) 1)
Sangre total
7.80 91.6 5.2 + 11,2
(1) (2}
6.74 93.5 & 6.3 54.0 + 3,0
(2) (2)
Suspensidn
glébulos rojos 7.80 82.4 40.0 £ 1.8
(1) (2)
6.62 106.6 39,8 = 1.7
(1) {3
Suspensibn
fantasmas 7.90 100.6 * 9.8 45.9 * 3,2

(3) (3
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Tabia 39. Valores promedio y desviacidn estdndar de la entrepia
¢stindar aparente del complejo enzima~sustrato en el estado de
traunsicidn en los difeventes vipos de preparaciones de evitro-

citaos humanos

phi as’’ (Julio/mol ,grada)
Preparacibn a 37°¢ Temperaturas
altas
6.61 0.0671
(1)
Sangre total
7.80 0.08135 + 0.0391
(2
6.74 0,08788 = 0,00577
(2)
Suspensidn
£ldrulos rojos 7.80 0.13580 £ 00,0084
(2)
6.62 0.13984 * 0.,00581
(3)

Suspensibn
fantasmas 1.90 0.1225
(3

14

0.0102




- 107 -

tabla 40, Significacién estadfstica de las diferencias entre

los promedios de la enerpfa aparente de activacidn de Arrhenius
. - PR ;

comparando Ja misma preparaciotn a pH Acido v a piH alcalino en

incubaciones a bajas y a altas temperaturas

Preparacidn’ pH . Ea#' (kJ/mal)
a Temperaturas
37°¢C bajas altas

G1lobulos rojos 6.74 95,765 : 6.40 56,228 ¢ 1.20
(2) (2}

1.80 87,842 * 3,92 41,075 = 4.07
2) (2)

p > 0.8 p > 0,02

Fantasmas 6.62 81,734 £ 17.46 42,252 & 1,60
(1) (M

7.91 87,934 1 10,00  4B.412 1+ 3,24
{3) (3)

p > 0.6 p > 0.02

* - . -
No se hizo esta comparacidu en la incubaciln con sangre total

{(Ver el texto)
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Tahla 41. Significacidn estadistica de las diferencias entre

los promedios de la energfa aparente de activacifn de Arrhenius
comparaudo entre s1 los distintos

tipos de preparaciones a -

bajas y altas temperaturas y en medio dcide v alcalino, res-
pectivamente
Ea'  (kJ/mol)
pH a Sangre Cldbulos Fantasmas Valor
37°cC Total rojos de p
Temperaturas bajas
6.6 95.765 t 6.40 81.734 + 17,46 >0.3
(2 (3)
84,700 + 1.07 87,842 + 3,92 »0.3
(2) (2)
7.8 84.700 1 1.07 87.934 + 10,00 <0.7
(2) (B
87.842 1+ 3,92 87.934 = 10.00 >0.9
(2) (&)
Temporaturas altas
6,6 56,228 + 1,20 52,252 4 1,60 >0, 001
(2} (3)
55,288 % 1.03 41.075 % 4,07 <0.05
(7 2)
7.8 55,258 . . U8 48,412 & 3.24 >0.05
3] (3)
41,075 & 4,07 48.412 = 3,24 >0.10

(2) ()]
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DISCUSTON

La velocidad de hidrdlisis del NAD caralizada por la sanpgre
total o por la suspensidn de gldbulus rojos lavados, disminuyd
continuamentae decde los primeros minutos de la incubacidn hecha
a 3?°C y a plt 7.40, con awortiguador de fo-fatas 0.05 M v a los
60 min era alrededor del 64% de la velocidad inicvial en el caso
de la sangre total y 72% con los gldébulos rojos. la concentra
cidn del NAD en la mezcla de incubacifn al tiempo cero fue 367 uM
enel tubo con la sangre y 558 uM en el que contenia los erityo
citos y a los 60 min baj6 a 443 y 466 uM, respectivamente; de
lo que vesulta que se consumid el 22 y el 174 del sustrato en
una y otra de las mezclas.

l.La velocidad v correspondiente a cada una de las concentra
ciones de sustrato, se calculd con la ecuacidn de Michaelis-—

Menten:

_vish .o v

Km + [ﬁj Km + 1

(s}

La velocidad mAxima V <« considerd come 1UU% y el valor

Vv o=

de la Em que sc¢ usd fue 20 uM que corresponde al sustrato NAD
y a la enzima de la sangte humana (Beltran, 1981),

La velocidad wwn:cial con la sanpre total fue el 96,61 de
la velocidad m3xima vy a los A0 wmin el 95.7%. En la suspensidn
de pgldhulos rojos la velocidad al principio fue el 96.53% de la

midxima y a los 60 min ¢l 95,854, En otras palabras, la dis-



- 110 -

minucidén e¢n la conuentracidn del sustrato no afectd sensible
mente a la velocidad de degradaciédn de &@ste; consecuentemente,
no parece ser la respounsable de la depresidn de la velocidad,
lLa nicotinamida se libera en cantidad equivalente al sus
trato utilizade, 51 la accién catalitica se¢ debe a la enzima
NAD plicohidrolasa y la nicotinamida inhibe esta enzima (Mann
y Quastel, 1941; Beltrdn, 1981). Se utilizd la siguiente ecua
cidn (Dawes, 1969), para apreciar cuantitativamente el efecto

de este inhibidor al cabo de 60 min de incubacidn:

En esta ecuacibn v es la velocidad en ausencia de inhibi
dor calculada con la ccuacién de Michaelis—Menten;[}j es la
concentracifn de la nicotinamida en la mezcla de incubacidn y
Ki es la constante de disociacidn del complejo enzima-inhibi
dor que tiene un valor de 1,100 M para el caso de la sangre
humana-nicotinamida (Beltr3n, 1%8l): a los 60 min de incuba-
¢idn la nicotinamida fue responsahle del 9.7% de la iahibiciéa
en la mezcla que contiene la sangre total y del 7.4%Z en el -
caso de los glébulny rojos.

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

tinamida reprimieron el 10.6 y el 8.1% de la velocidad en el
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tubo con sangre y cou gldbulos rojos, respectivamente. Ahora
bien, conv la depresitn de la velocidad a los 60 min fue de 36
y de 28%, la difercncia de 25 y de 20%, para uno y otro tubo,
pudiera deberse a inactivacidn de la enzima producida por el
calentamiento a 37°C,durante los 60 min de incubacidn.

En la mezcla que conteunifa la sangre total,la depradacifin
del NAD fue mayor en todo momento de la incubacidn que en la
que contenfa los gl8bulos rojos lavados, no obstante que ambas
preparaciones provinieron de la misma sangre y que @n uno v -
otro caso, la actividad esti referida a un mililitro de suspen
sidn con hematocrito de 45 por ciento. La diferencia se debe
posiblemente a que la sangre contienc leucocitos, plaquetas y
plasma, ademds de eritrocitos, y en todos ellos se ha demostra
do la presencia de la enzima NAD glicohidrolasa, aun cuando -
estos componentes son responsables de menos del 20% de la ac
tividad mostrada por la sangre total (Beltrdn, 1981; Torres,
1984) . Hay otrae razdm por la cual la sauwgre Lotal presenta
mayor actividad y es la presencia de un factor en el plasma que
estimula la NADasa de los eritrocitos en incubacidén a pH mayor
de 7 (trabajos no publicados de nuestro laboratorio), desde 10
hasta 180% si se ie refiere a la actividad medida a pH alrededor
de 6.5,

En el curso de la incubacidn de 60 min,la velocidad de de

gradacién del NAD, catalizada por la sangre total,disminuyd con



- 112 -

tinuamente,uo sdlo considerada en si misma sino en relacién
con la depradacifn catalizada por los glabulos rojos lavados,
de manera que a los 15 win la cifra era 39% mayor v a los 60
min s6le fue 16%. Quizi esto se debe a que la sensibilidad
de la enzima al calentamiento de 37°C,es diferente segin se
trate de la del plasma, de los leucocitos o de las plaquetas
y las enzimas wds lidbiles van dejando de actuar eficientemente.

La nicotinamida a la concentracidn 100 m4, que es apraxi
madamente 90 veces el valor de la Ki (Beltrin, 1981), inhibid
casi completamente la degradacién del NAD y mientras no se
demuestre que la nicotinamida a la concentracifn usada también
inhibe otras enzimas, se puede concluir gque la actividad que
contienen los glébulos rojos humanos despu3s de haher sido 1la
vados,es la NAD glicohidrolasa. A esta wmisma conclusidn se
llega si se observa que la relacidn entre la cifra de NAD ob
tenida con 1a deshidrogenasa alcohdlica y la medida con KCN
fue alrededor de 1, pues esto significa gque el HAD sdlo se de
gradf por hidrélisis del enlace B-N-plicosidico, cntre el -
anille de la nicotinawida y la rihosa.

El sustrate NAD fue sstable durante 30 min de ioncubacidn
a 37°Csen medios ¢.r pH desde 6.3 hasta 8.9, usando diversos
amortiguadores y tambi&n cuando se incubf a diversas tempera
turas desde 15 hasta 45°C,durante 90 min en las bajas y hasta

15 min en las altas, en medios de incubacidn a pH alrededor
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de 0.7 y en otros de 7,6, Consecuentemente, s8lo cuando las
incubaciones ge hicieron a valores de pH mavores de 8.9,se -~
tom3 en cuenta la hidrélisis no enzimftica del NAD v eso -
siempre que el nlimero de nanomnles degradadas por minuto y
por mililitro de mezcla de incubacién fuese mavor de 0.30,que
representa la variahilidad del método.

En la incubacidn con sangre total, se observaron dos zonas
de mixima actividad enzimitica en funcidn del pH: una alrededor
de 6.8 y otra alrededor de 7.8; la actividad especifica en -
esta Gltima fue 12% mayor que en la primera. Beltrin (1981),
en nuestro laboratorio, obtuvo una sola regifn de méxima activi
dad entre los valores de pH de 6.3 a 7.3. La diferencia se
debe, segln lo sabemos ahora, al tiempo que transcurce entre
la extraccibén de la sangre y la realizacidn del eztudio., S$in
embargo, la sangre de dos donadore:, aparentemente sanes, 1o -
mostrd esta zona de mayor actividad en el medio de incubacidn
alcalino, a pesar de que habia sido extralda recientamente;
por lo que convendr@ hacer un estudio especial de este dife-
rente comportamiento.

Cuando la incubacidn se hizo con la suspensidn de gld
bulos rojos lavaeuc. o con la de los fantasmas, hubo solamente
una zona de actividad dptima,alrededor del pH 6.5,

Ravazzolo, Bruzzone, Garrf y Ajmar {1976), en su trabajo

con la enzima extraida de los fantasmas de eritrocitos humanos,
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encontraron también una sola repgifn de actividad mixima entre
los valores de pH de 6.4 a 6.7.

Esto nos permite concluir que la condicidn de la enzima,
juzgada por su comportamiento frente a distintos valores de
pH del medio de incubacin, es la misma si se le estudia en
los gldbulos rojos lavados, en lus fantasmas v en solucidn, vy
que la diferencia de comportamiento de la sangre total se debe
a la presencia del plasma.

Las cifras de la actividad especifica mi3xima a p4 6.9, no
fueron semejantes en los tres tipos de preparaciones, jorque
ademds de que la sangre para estos experimentos fue extrafda
dediferentes donadares, la sangre total concenfa no solo gls
bulos rojos sino leucocitos, plaquetas y plasma, yen el caso
de los fantasmas de eritrocitos, la actividad estd rveferida
a miligramo de protefmas y no a un mililitro de suspensidn
de gldbulos rojos con hematocrito de 45 por ciento.

La degradacidn del NAD catalizada por la sangre total o
las suspensiones de glébulos rojos o fantasnmas, aurentd a me
dida que se elevaba la temperatura de dincubecifn: a los 40°C
la actividad fue 6 a 7 veces mayor que a 20°C, indepcudiente~
mente del tipo do ,.eparacidn. El mayor incremento ocurrid
en la regibn de 35 o 40°C; excepto an la suspensidn de gl6-
bulos roujos incubada en medio alcalino,en donde el inere-

mento se inieid a 30°C, y en la suspensifn de fantasmas,
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tawbién en medio alcalino, en donde principid a 33°C; en ambos
casos, a los 40°C la acrividad va estaba diswinuvendo, mientras
en las otras preparaciones continuaba en ascenso. Fs posible
que este comportamiento cortesponda a una diferencia en la la
bilidad de la enziwma, que dependa de la ausencia del plasma v
que se manifieste s8lo cuando el medio es alcalino.

La temperatura de 37°C que se ha escogide para la incuba
cidn es la adecuada,ya que estd antes de que la actividad -
empiece a disminuir y en la regidén en donde el incrementce es
mayor; esto {ltimo obliga a que el control de la temperatura
del baifio de incubacidn debe ser muy riguroso.

Los puntos experimentales obtenidos con la sanzre total
y con los gldbulos rojos lavados, quedaron sobre Ja curva re
gular quec se trazd cn la grédfica correspondient:c que relaciona
la actividad especffica con la temperatura de incubacifn; en
el cvaso de las suspensiones de fantasmas, log valores de 1a
actividad entre 25 y 31°C quedaron por arriba de la curva que
une los demis puntos.

Los valores de QlO en la zona de wayor incremento de la
actividad especifica fueron 1.95 y 1.87 para la sangre total,
en medio 8cido y eu medio alcalino, respectivamente; 1.90 y
1.91 parvra las sugpensiones de gldbulos rojos lavados y 2.13 y
2.57 en el caso de las suspensiones de fantasmas © sea que el
aumento t&rmico produjo una mayor activacidn enzimitica en -

los eritrocitos que carecfan de su contenido plobular (fantag
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mas) y no hubo diferencia debida g la presencia del plasma -
{sangre total y glébulos rojos lavados).

En la grifica de Arrhenius los puntos experimentales,
en todos los caso:, no se agruparon cn una sola recta sino que
hubo una discontinuidad en la pendicnte, de manera gque se -~
trazaron dos lineas convergentes en un Zngulo mavor de 180°.
Esto indica que ocurrid un cambio del valor de la energia -~
aparente de activacidn, en la temperatura en que se cortan las
dos rectas (temperatura de transicidn).

En las temperaturas menores de la de traasicién, las ener
glas aparentes de activacifén resultaron cntre 82 v 96 kJ/mol
y no hubo diferencias significativas entre los rcesultados con
la sangre total, los g¢ldbulos rojos lavados v los fantasmas;
ni tampoco entre los valores obtenidos con !ss incubaciones
en medio dcido y. en medio alcalino. La actividad redida en
la sangre total incubada en medie acido, ne pudo comparvarse a
través de la prueka t de Student con las otras actividades,
porque se tuvo una sola serie de experiwentos y no varias comue
con las otras preperaciones.

En la zona dn remperaturas mayores que la de transicidn,
las energias aparentes de activacidn fueron desde 41 haste 57
kJ/mol. B¥lebrddek (1957) opina que para ser reales las di-
ferencias entre las encrgf¥as de activacidn, a# bajas y a altas
temperaturas, deben sobrepasar =] valor de £7 kJ/mol. En

nuestras series , la diferencia menor fue ?% y la mayor
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G 7 EFi/mol, Sin embarpo, 1, Prueba ¢t 4e Studunt, entre jog pro
Zedios . Tas g1, a bajas Y a alrag temperaturas, MOSErs ya.o
Tereg e P altamepnte significativoa Y POr otrg Parte, Jag ro.
Tavioney entre Jhg Pendienteg en Jay 8riaficag de Arrhenius,
fucron 1,55 para 1, Sangre .y a1 Y 1,90 ey el cagg de lag Sus
Pensionegy de glﬂbulos 0 de fantasmas. Cnnsccuentemente, lasg
diferencias entre 1ag energfag 4PArentes g, actiVJci6n, para
bajas Y altag temperaturas, Parecen gep realeg, 4 Pesar de que
DO satisfacep el criterjg de Bglehrédck.

En 14 Zona de tempernturas mis altag que 14 de transiciﬁn,
el Premedio d, 1, Ea' coy los Bl6bulog rejos fia siﬁnificacivg
mente Rayor en ¢ nedip dcide que ep alcalino; Pero, en 1og
fantasmas €ste ccurrjg al Contrarjg, For sy Parte, o Promedig
de 1z gat €0 el rmedig dcido fue significativamenta menor py log
fantasmas que en 1pg 8ldbuloy rojos; eq tambio, op o medio
dlcaling N0 fuerqgy, difurentes ehtre sy, aunque amhgg resultargg
menore s que e Pramedig obtenide con 1a YAngre toraj,

El valor 4. la E'gq, 992 Beltrig (1ugy) delerping tn nueg
tro ]aboratorio, rara 1, i4angre tor; humang pH alcaling ¥
en la zgp, de temperaturas bajas, fue magg alto quir @] flcoatradg
ahora: 141 y gg k&;mol, respectivamente; mientrgg Tue el vaygy
en Jag temperaturas nayores de la transiaiGn, resultg nuy
Parecido g1 de 14 Presaente serie; 3y y 41 ki/mo1, respectivg.

mente, [g probablae que 1 discrupanria @ debgy, 4 quv en o1
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trabajo anterior,sbdlo sc estudiaron los efectos a Zos tempera
turas bajas y muy scparadas entre sft.

. P . " .

Eu las graficas de AG contra T los puntos experimenta
les, en general, sc¢ agruparon en dos rectas uUc convergen en
forma de V y marcan rcon el vértice un valor minimc de la ener
gfa libre estdndar aparente. En el caso de la sarngre total,
incubada tanto en medio dcido como alcalino, la interseccidn
ocurridé a 26°C., Con la suspensidn de plifbulos rojos lavados,
la grifica resul td semejante a las anteriores con el medio -
dcido y la interseccidn correspondid a 27.5°C; en carmbio, en
medio alcalino, los puntos correspondientcs a las tevpera-
turas altas, se localizaron a 1o largo de¢ !a rama devcecha de la
V, pero los obtenidos a temperaturas bajas, quedaron =zobre una
recta casi horizontal que corta a la anterior a los 23°C. 1In
cidentalmente, la grdfica de Arrhenius correspondiente a este
experimeuto, ez la que wmostrd e} mayor cambio de pendiente -
entre las dos vrectas. En el caso de las suspeunsiones de fantas
mas, en las pridfiicas de los experimentos que se presentan, ge
aprecia una notable dispersdifn de los valores a las bajou tenm
peraturas; por lo que nc todos los puntos ca tomaron en cuenta
para calcular la recta correspondiente. La interscccidn tanto
en los valores obtenidos con el medio dcido como los del al-
calino, ocurrid a 27.5°C.

1)
En vista de que en algunas grdficas, les valares de AG*
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resultaron disperseos en la zona de temperaturas bajas, se ~
decidid haver las comparaciones de la sangre total, los gld
bulos rejos lavalos y los fantasmas, tomando el valor de -
AG#' a 37°C doicamente., A esta temperatura la energfa libre
estindar aparcente de activacidn, fue mayer cuando la actividad
enzimdtica se¢ midid en las preparaciones de fantasmas que en
las de los gldbulos rojos lavados y mayor en &stas que en las
de sanpre total, tanto en las incubacioncs en medio dcido -
como en el alcalinmo. En la mayor parte de las comparaciones
las diferencias resultaron estadisticamente significativas.

Los valores de la entalpia estédndar aparente de activacién,
AH*', rtesultaron entre 82 y 107 kJ/mol en la zona de tempera
turas bajas y no parecen ser diferentes para la suangre total,
los glébulos rojos lavados y los fantasmas. En camhic, en las
tempueraturas altas, los valores quizd son wmenores nara la en-~
zima cuando se le cstudiazen Jos fautaswas o en los gldbulos
rojos que cuando sc vtiliza la sangre total y esto sc observd
tanto en los mediosx alecalivas como en los dcidos; sin embargo,
si en estas compacrciones se utiliza la prucba t de Student,
la mayor parte de las diferencias resultaron no scr significa
tivas estadisticawcate.

Los valores de la entropfa aparente de activacidn en copn
diciones estindar, ﬂﬂ#', fueron negativos en la zona de tem-

peraturas menores de 27°C ypopitivos en la zona de temperaturas
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mis altas. S88le se analizaron los dates de la entropfa,obte-
nidos de la recta trazada en la zona de temperaturas altas,
dada la disper,i8n de algunos de los valores en las tempevatn
ras bajas. Las cifras variaron desde 0.067 hasta 0,140 J/mol,
grado, y aparentemente, fueron menores en la sangre total y ma-
yores en las suspensiones de fantasmas, quedande las cifras
correspondientes a los gldbulos rojos lavados, parecidas a las
de la sangre total cuando la incubacifin se hizo en medio Hcido
y semejantes a las de los fantasmas en el medio alcalino., La
prueba t de Student ne en todos los casos mostrd significacifn

estad{stica,entre los valores promedio que sc¢ cempavaron,



CONCLUSTOY

Lo degradacidn del NAD, catalizada pov los glébulos rojos
lavados dc¢ la sangre humana, se dJdebid Unicamente a la enzima
NAD gliconidrolasa. La enzima fue sensible al calentamiento
a 37°C en las condiciones de ircubacibn. La mayor actividad
enzimdtica sc encontrd al pH alrededor de 6.5, tanto con la
sangre total como cou los gldbulas rojos y los fantaswmas; vy
fue notable el efecto del plasma sobre la qctividad enzimfitica,
al pll cercano a 7,8, La temperatura afectd distintamente a
la actividad enzimdtica segfin se incubara la sangre total, los
glébulos rojos o los fantasmas, a juzgar por los valares de

ot

E'a, aC v oast.

Q4
En resumen, el comportamiento de la enzima aparentemente
no se modificd en los fantasmas, ni en los glébulos rojos la-
vados con respecto a la sangrec total, cuando se estudid el
efecto del pH del medio de incubacidn; pero s{ aparecieron
diferencias interesantes en los valores termodindmicos, cal-
culados a partiv de las acrtividades enzimiticas obtenidas en

funcidn de la temperatura y especialmente en las temperaturas

mayores que la de transiciln.
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La estancia del estudiante en el laboratorio fue
de 2 afios 8 meses; en los periodos siguicentes: 26 de
mayo de 1981 al 21 de octubre de 1981; 23 de marzo de
1982 al 2 de febrero de 1983; 2 de septiembre de 1983
al 30 de septiembre de 1984 y 1° de febrero de 1985 -

al 31 de mayo de 1985,
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