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PARTE I

Este documento es un compendio de técnicas encaminadas a me-
dir la actividad y concentracidn de enzimas presentes en gldbulos rojos.
pDichas enzimas participan en forma importante en el metabolismo del eri-
trocito y por-ende, estdn relacionadas con la viabilidad de éste en la -
circulacidn sanguinea. El compendio est@ basado en un manual publicado
en 1972 por E. Beutler (1) al cual se han adicionado un método publicado
posteriormente. Esperamos que este compendio en espafiol contribuya a --
que queden incorporadas estas mediciones en los laboratorios hematoldgi-
cos y gendticos de Latinocamérica en vista de la importancia creciente --

que ocupan la enzimopatias eritrociticas en la patologia humana.



Cap. 2

A. Metabolismo Eritrocitico. Previa a la descripcidén de métodos se --

presentan los puntos sobresalientes del metabolismo eritrocitico con el
objeto de establecer el sitio de accidn de las enzimas, lo cual contri-
buye a conocer su papel metabdlico, y por ende a entender a qué puede -

conducir una deficiencia enzimdtica especifica.

La funcidn principal de los gldbulos rojos es la de acarrear
el oxigeno de los pulmones hacia los tejidos, y el bidxido de carbono --
de los tejidos hacia los pulmones. Esta misidén la realiza de manera efi
caz el gldbulo rojo gracias a que estd prdcticamente lleno de una protel
na: la hemoglobina. La hemoglobina debe mantenerse en estado reducido
y debe de estar en un medio con concentraciones adecuadas de iones orga-
nicos e inorgdnicos para realizar sus funciones de acarreo de gases. EIl
metabolismo del gldbulo rojo estd orientado primordialmente a esta tarea,
y la glucosa del plasma es la fuente principal de donde obtiene energia
el gldbulo rojo para sus funciones, o sea, cataliza glucosa a través de -
la glucdlisis para obtener energia. Al entrar la glucosa a la via de --
Hibden-Meyerhof (Fig. 1) para su degradacidn a piruvato o a lactato, se -
genera adenosina-trifosfato (ATP) mediante la fosforilacidén de adenosina
difosfato (ADP), y ademds se genera una substancia reducida (NADH) a ---

partir de la reduccidn del NAD (nicotinamida-adenina dinucleotido¥*).

* Antiguamente designado incorrectamente como DPN (difosfo-piridin-nu-
cledtido)



La funcidn primaria del ATP es la de proporcionar la energia
necesaria para mantener operante la bomba de sodio y de potasio de la --
célula, asi como para mantener la forma bicdncava del eritrocito. EL --
NADH se requiere para reducir la forma oxidada de la hemoglobina (meta--

hemoglobina) a hemoglobina reducida que es la funcional.

La produccidn de 2,3-difosfoglicerato (2,3-DPG) es otra fun-
cidn importante de la via de Embden-Meyerhof. Este &ster de fosfato, junto
con el ATP, es un regulador importante en la afinidad de la hemoglobina -
por el oxigeno. El ATP, el NADH y el 2,3- difosfoglicérico se generan en
la via de Embden-Meyerhof despuds de la formacidn del 3dcido 1,3 difosfo--
glicérico (1,3-DPG), la via se ramifica: el 1,3-DPG puede convertirse --
directamente al &cido 3-fosfoglicdrico por la accidn de la fosfoglicerato
cinasa en presencia del ADP, y consecuentemente se genera ATP mediante la
fosforilacidn de ADP. Alternativamente el 1,3 -DPG puede convertirse me-
diante la accidn de la fosfoglicerato mutasa a 2,3-DPG, Yy este a su vez, _

a &cido 3-fosfoglicdrico a través de la accidn de una fosfatasa. Esto -
significa que el eritrocito puede metabolizar glucosa con ganancia neta -
de ATP (si no genera 2,3-DPG) o sin ganancia (si genera 2,3-DPG) .

Existe en el eritrocito una via adicional del metabolismo de
la glucosa: la via oxidativa directa o atajo de las hexosa-monofosfatos -
(Fige 2). En esta via, la substancia redu?ida que se genera es el NADPH
a partir del NADP (nicotinamida-adenina-dinucleotido fosfato*) y no el --
NADH de la via de Embden-Meyerhof. La principal funcidn del NADPH es la
de mantener en estado reducido al glutatidn a través de una enzima, la gluta

tidn reductasa. El glutatidn tiene en el gldbulo rojo la funcidén de mantener

* Antiguamente designando incorrectamente como TPN (trifosfo-piridin—
nucledtido) .
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los grupos sulfhidrilos en estado reducido activo, y ademds, a través de
la glutatidn peroxidasa, permite desintoxicar a la célula de perdxido de
hidrdgeno. Por otra parte el NADPH tambidn puede servir como donador de
hidr8genos para la reduccidn de la metahemoglobina a hemoglobina, pero -
esto sdlo puede realizarse en presencia de colorantes aceptores de hidré

geno como son el azul de metileno y el azul de Nilo.

Aunque la glucosa es la fuente de energia del gl5bulo rojo en
circunstancias normales, el eritrocito tiene la capacidad de utilizar --
otros substratos: 1la ruta de utilizacidn de la fructosa, manosa y galac-

tosa es mostrada en la figura 1, y la de la inosina en la figura 2.
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PARTE II

Cap. 3

TECNICAS BASICAS Y EQUIPO

A. Soluciones anticoagulantes

Aunque algunas de las mediciones descritas pueden llevarse a
cabo con muestras de sangre capilar, es mids conveniente obtener muestras
de sangre venosa. Generalmente el anticoagulante m3s satisfactorio es -

el ACD (dextrosa citratada) que se prepara de la siguiente forma:

Férmula A Férmula B
¢
(d T . 3
Acido citrico (C6H807) 7.3 g 4,4 g
i sodi 2 22, .
Citrato de sodio (C6H507Na3 H20) 0g 13.2 g
Glucosa 24.5 g 14.7 g
Aforo H20 1000 ml 1000 ml

A 4.0 vol{imenes de sangre venosa se le afiaden 0.6 volimenes

de la férumula A, o 1.0 volumen de la férmula B.

Alternativamente la sangre puede extraerse en tubos que con-
tengan 1 mg de etildn-diamino-tetracetato disddico (NazEDTA) por ml de

sangre o bien 10 unidades de heparina por ml de sangre.

A menudo no es posible realizar las mediciones enzimiticas -
inmediatamente despuds de la extraccidn y es necesario transportar la --
muestra al laboratorio en donde se hard la medicidn. En la tabla 1 se

muestran datos sobre la estabilidad de enzimas y de compuestos interme--



diarios almacenados en los anticoagulantes recomendados. En general los
constituyentes eritrociticos son mucho mas estables cuando los gldbulos
rojos se mantienen en sangre completa que si son lavados antes de ser --

almacenados.

B. Preparacidn del hemolizado

Algunas cuantificaciones de constituyentes eritrociticos --
(ATP y glutatidn) se llevan a cabo en sangre, ya que la contribucidn del
plasma y otros elementos formados es negligible. Todas las demds medi--
ciones son realizadas en gldbulos rojos que han sido lavados en solucidn
de NaCl 0.9 % para dejarlos libres de plasma, leucocitos y plaquetas. --
Los métodos que se utilizan para eliminar estos elementos figurados son
diversos, v.gr., filtracidn a través de gasas de algoddn, o bien centri-
fugacidn de la sangre a 1,000-2,000 G* por 15 minutos en frio, con elimi
nacién del plasma por aspiracidn y resuspensidn de gldbulos rojos en un
minimo de cinco volfimenes de una solucidn fria de NaCl al 0.9 %; después
se recentrifuga aproximadamente a 1,000 G por 10 minutos para eliminar

la capa residual de leucocitos y plaquetas. Se repite una vez mis el -

* G = fuerza centrifuga relativa en veces la fuerza de gravedad. Se -
obtiene con la férmula: = rpm2 X r X 1.118 X 1075 en que rpm son
las revoluciones por mlnuto a las que gira la centrifuga y r es el -
radio (en cm) del brazo de la centrifuga (medida del eje de rotacidn
al fondo de la camisa de la centrifuga). As1 para obtener 1000 G en
una centrifuga con 10 cm de radio:

l ! "
rpm =|—=2200 - lsoa453.828 = 2990
10 X 0.0000118

o sea. se debe centrifugar a 2990 rpm para obtener 1000 G en esta cen
trifuga de 10 cm de radio.




lavado en NaCl frio, lo cual lleva a que se reduzca unas diez veces el -

nimero de leucocitos que habia originalmente en la sangre.

En el sedimento tendremos gldbulos rojos lavados y su mane-

jo dependerd de la naturaleza de los estudios que se realicen.

Solucidn G. Se ha visto que una solucidn hemolizante usada
para el andlisis de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (3) es adecuada --
para otros andlisis enzimdticos eritrociticos. En este documento se le
designa como solucidn G_(4 ) y se prepara mezclando 0.5 ml de mercaptoe-
tanol + 10 ml de solucidn neutralizada de Na EDTA al 10 % (0.27 M) + =--

5 ml de una solucidn 2 mM de NADP, y la mezcla se afora a un litro con -

agua.

En los anidlisis se emplean los siguientes tipos de hemoliza-

dos:

1. Hemolizado sin estroma 1:20. A 0.2 ml de eritrocitos lavados”

se les afaden 3.8 ml de la solucidn G (ver ariba). ILa mezcla
se coloca en hielo y se agita varias veces durante 10 minutos.

Se centrifuga a 5,000 G por 10 minutos a 4°c, y el sobrenadan

te se etiqueta como hemolizado sin estroma 1:20.

2. Hemolizado congelado-descongelado 1:20. El sedimento que que

da en la preparacidn del hemolizado sin estroma (ver arriba),

—

se congela en una mezcla de hielo seco y acetona, se desconge

la y se almacena en hielo.



3. Hemolizado acuoso 1:20. Se taman 0,2 ml de gldbulos rojos lava

dos y se les afiaden 3.8 ml de agua. La mezcla se congela en -
una mezcla de hielo seco y acetona y se descongela; se centri-
fuga a 5,000 G por 10 minutos a 4°C con lo cual se pierde par-
te del estroma. EL sob;ena@ante @e la centrifugacidn es el —-

hemolizado acuoso.

4, Hemolizado cianuro-ferricianuro 1:20. Se toman 0.2 ml de gld-

bulos rojos lavados y se les afiade una solucidn que contiene -
100 mg de NaCN y 300 mg de K3|Fe(CN)6| por litro.

-

5. Hemolizados 1:100 & 1:200. Para algunos andlisis se requieren

=

diluciones 1:100 & 1:200# de los hemolizados: para ello diluir
1:5 5 1:10 con solucidn G as los hemolizados 1:20 (ver arriba).
Estas diluciones pueden ser hechas inmediatamente antes de lle

var a cabo los andlisis.

El hemolizado sin estroma se usa en la mayoria de los andli--

sis enzimiticos ya que es una solucidn transparente que reduce la interfe

rencia e

———

n las lecturas espectrofotométricas, En los casos de andlisis de

gliceraldehidofosfato deshidrogenasa, fosfofructocinasa y aldolasa, se —-:
usa el hemolizado congelado+descongelado, ya que grandes cantidades de --

estas enzimas quedan unidas al estroma.

Los andlisis de glutatidn-reductasa, NADH-diaforasa y UDP-glu
cosa-4-epimerasa requieren de un hemolizado preparado sin mercaptoetanol

por lo que se usa el hemolizado acuoso. Para el andlisis de glutatidn-



peroxidasa se requiere el uso del hemolizado cianuro-ferricianuro.

Solamente para el caso de la fosfofructo-cinasa se debe uti-
lizar el hemolizado inmediatamente despuds de preparado ya que es una

enzima muy inestable.

C. Medicidn de Hemoglobina en el Hemolizado

Se mide la concentracidén de hemoglobina en el hemolizado con
un reactivo de cianuro-ferricianuro que contiene 50 mg de KCN + 200 mg de
K3 Fe(CN)6 + 1 g de NaHCO3 por litro (solucidn de Drabkin). Hay que es-
perar aproximadamente 15 minutos después de mezclar hemolizado y solucidn
de Drabkin antes de hacer laslecturas colorimétricas. El reactivo de --

Drabkin es estable en envase obscuro y a temperatura ambiente por algunos

meses.

El colorimetro o espectrofotdmetro usado para la medicidn de

hemoglobina se calibra usando una solucidn estdndar comercial de cianome-

tahemoglobina. Tal estdndar se diluye con la solucidn de Drabkin para te
ner un rango de concentraciones que oscilen de 5 a 50 mg/dl. La densidad
dptica de estos estdndares es leida contra un blanco de solucidn de  ---
Drabkin. Cuando la absorbancia de las soluciones estdndares diluidas son
lineales con respecto a la concentracidén de hemoglobina, se obtendrd una

1inea recta. El valor de la absorbancia en la cual la lInea recta de ca-
libracidn intersecta a 10 mg/dl de concentracidn de hemoglobina, es desig

nado como A, y la constante 5/A serd el factor de calibracidén de la hemo-



globina (FHb) para el aparato correspondiente. La concentracidn de hemo
globina (Hb) en gramos/dl en una muestra de sangre se obtiene de la si--

quiente manera:

Hb = Foy, * DOy

En donde D0540 es la absorbancia de la muestra cuando se afiaden 0,020 ml
de &sta a 10 ml de la solucidn de Drabkin. NOtese que esta férmula sdlo
funcionari cuando se mezclen los volimenes de 0.02 ml de hemolizado y --

10 ml de Drabkin: si ello no se hace se deberdn hacer las correciones -

pertinentes.
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Tabla I. Estabilidad de enzimas e intermediarios metabflicos eritrociticos

en sangre almacenada en diferentes medios.

25°¢C 4

ACD EDTA Heparina ACD EDTA Heparina
xocinasa S5+ 5+ 5+ 20+ 20+ 20+
ucosa fosfato isomerasa 5+ 5+ 5+ 20+ 20+ 20+
sfofructocinasa 2 1 1 20+ 6 6
jiceraldehido fosfato
shidrogenasa 5+ 5+ 5+ 6 6 6
sfoglicerato cinasa 5+ 5+ 5+ 20+ 20+ 20+
nofosfogliceratomutasa 5+ 5+ 5+ 20+ 20+ 20+
olasa 5+ 5+ 5+ 20+ 20+ 20+
ruvato cinasa 5+ 5+ 5+ 20+ 20+ 20+
ctato deshidrogenasa 5+ 5+ 5+ 20+ 20+ 20+
ucosa-6-P deshidroge-
EE| 5+ 5+ 5+ 20+ 20+ 20+
fosfogluconato deshi-
ogenasa 5+ 5+ 5+ 20+ 20+ 20+
utatidn reductasa 5+ 5+ 5+ 20+ 20+ 20+
utatibn peroxidasa 5+ 5+ 5+ 20+ 20+ 20+
\DPH diaforasa 5+ 5+ 5+ 20+ 20+ 20+
\DH diaforasa 5+ 5+ 5+ 20+ 20+ 20+
ysfoglucomutasa 5+ 5+ 5+ 20+ 20+ 20+
)T 5+ 5+ 5+ 20+ 20+ 20+
ijenilato cinasa 5+ 5+ 5+ 20+ 20+ 20+
11actosa-P,P,uridil-
ransferasa 5+ B+ 8+ 20% 20+ 28+
1lacto cinasa 5+ 2 2 20+ 6 6
P glucosa-L-epimerasa L L 1 6 6 6
\DP* NADPH 5+ 5+ 5+ 20+ 20+ 20+
\Dt NADH i 5+ 5+ 20+ 20+ 20+
5H 5+ 1 2 20+ 6 6

s nimeros indican el nimero de dias de almacenamiento con menos de 10%
e pérdi de actividad.Las meestras dE sangre completa se almacenaron
temperatura ambiente (25°% 2 ) y a 4 C bajo condicionss de esterilidad

0s analisis se realizaron después de 1,2 y 5 dias de almacenamiento_a

z

emperatura ambiente, y después de 6y 20 8ias de almacenamiento a &4 C.
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D. Extractos de gldbulos rojos

En general los métodos de extraccidén que pueden ser empleados son: 1) -~
extractos hervidos; 2) extractos de &cido tricoloro acético; 3) extrac
tos de Acido percldrico; 4) extractos de una mezcla de ZnSO4—Ba(OH)2;y
5) extractos de &cido metafosfdrico. Cada uno tiene ventajas y desventa

jas.

En el cdlculo de la concentracidn de substancias en gld
bulos rojos es necesario hacer la correccidn apropiada correspondiente -
al grado de dilucién sufrido durante el proceso de extraccidén: cuando -
el hemolizado se diluye mucho en la extraccidn, el cdlculo de dilucidn es
relativamente simple, pero cuando la preparacidén de gldbulos rojos es tra
tada con un volumen pequefio de alguna solucidén precipitante, la correc---
cidn debe ser hecha tomando en cuenta que la porcién de gldbulos rojos esf
un sdlido proteico: por ello es conveniente hacer una aproximacidn en ba
se a que cada mililitro de un paquete de gldbulos rojos contiene 0.7 ml -
de agua o bien a que la sangre contiene 0.8 ml de agua por ml. Por lo --
tanto la dilucidn (D) de un hemolizado durante el proceso de precipitacidn

se obtiene de la siguiente forma:

Vr
+ V_ + 0.7
VW P Vr

D=

En donde Vr es el volumen de gldbulos rojos, VW el volumen del agua (o solu
cidn salina) en el cual estdn suspendidos los glébulos rojos y vp el volu-
men de la solucidn precipitante. El cdlculo de la dilucidén durante una ex

traccidn se ilustra con los siguientes dos ejemplos:



Ejemplo 1. A 5 ml de una suspensidn eritrocitica al 50 % se le agrega -

1 ml de una solucidn precipitante:

Datos
vr = 5 x 50/100 = 2.5
5= vr _ 2.5 2.5
TV _+V_+0.7V_ 1.0
P w B
VW = 5 x 50/100 = 2.5
vV = 1.0
P

La dilucidn es de 1: 2.1y

haber pensado.

_ 1
¥ 2.5 + 2.5 (0.7) 5.25 2.1

no de 1:2.4 (2.5/6.0) como se podia -

Ejemplo 2. A 5 ml de una dilucidn de gldbulos rojos 1:100 (1 %)

se le agregan 5 ml de una solucidn
de gldbulos rojos estd muy diluida
pueden ser ignorados. La dilucidn

cidlculo exacto, la dilucidn seria:

precipitante. En este caso, la muestra
por lo que los sdlidos eritrociticos -

es entonces 1:200. Si se hiciera el -

Datos
v, =5x 1/100 = 0.05
V= 5% 99/100 = 4.95
e 0.05 _ _0.05 __1
"~ 5.0 + 4.95 + 0.05 (0.7) 9,985 199.7
V.= 5,0
p

o sea la dilucidn es de 1:

1. Extractos hervidos

199.7 y no de 1:200

La ebullicidn de gldbulos rojos es la forma mids sencilla --



de obtener extractos pobres en proteinas y ademds no se ahaden otras -—--
substancias. La técnica es especialmente adecuada para enzimas o com-—-
puestos metabSlicos que son 14biles a los 4cidos. Por otra parte, la --
desventaja de los extractos hervidos es que su transparencia es inferior

a la de otro tipo de extracto pero si la concentracidn de la substancia

a medir es muy alta o si el método analitico es muy sensible, de tal modo
que se pueda usar una dilucibn del extracto 1:10 & mds, se mejorard la -

transparencia del extracto.

Para obtener el extracto se colocan glébulos rojos lavados -
y de preferencia diluidos en solucidn salina, en un tubo de centrifuga -
resistente al calor y éste se coloca en bafo maria a ebullicidn y la —--
mezcla se agita viéorosamente por un agitador. Es conveniente ajustar la
concentracidn de NaCl de la muestra a 0.15 M, lo cual lleva a que se for

me un precipitado grueso que es facil de eliminar por centrifugacidn.

En el caso de los hemolizados diluidos (1:10 5 mds), un minu
to de ebullicidn es suficiente, pero cuando se hierve una muestra concen
trada de gldbulos rojos, se requiere una mayor y mejor exposicidn al ca-
lor, ya que el codgulo formado en los lados del tubo tiende a proteger a
la porcidn central de la muestra. Después de calentar, la muestra se en
fria ridpidamente en hielo (excepto en hemolizado para cuantear ATP) (ver/'

capitulo 29), se centrifuga y el sobrenadante es el extracto hervido.



2. Extracto de dcido tricloroacético

El 4cido tricoloroacdtico (ATA) es adecuado para extractos de
estudios enzimaticos en los que se desea una buena transparencia del ex--

tracto.

La concentracidén de ATA depende de si la muestra es sangre -
completa o paquete celular y de la dilucidn de la muestra: las concentra
ciones minimas requeridas para muestra normales estadn dadas en la Tabla -
II. En todo momento el ATA y el hemolizado deberan estar en hielo, y la
solucidn de ATA se afiade poco a poco al hemolizado, agitando &ste constan
temente. Se deja reposar Por unos minutos y se centrifuga en frioa -

1000-2000 G para obtener el sobrenadante que serid el extracto.

El ATA se elimina del extracto por tratamiento con éter: se -
afiaden varios volfimenes de &ter al extracto, se tapa el tubo con un tapdn
de corcho, de vidrio o de hule (no usar parafilm) y se agita vigorosamen-
te; se deja reposar en frio por unos minutos y se separa la fase etérea -
(parte superior) de la fase acuosa (parte inferior) y el &ter se desecha.
El proceso se repite tres o cuatro veces, Yy el 8ter residual se elimina
con una corriente de aire o de nitrdgeno, burbujeando el gas suavemente -
con una pipeta Pasteur. Primero la solucidn se sentird fria pero cuando
ésta espontdneamente retorne a temperatura ambiente, significa que el --
gter se ha eliminado. Si el ATA ha sido eliminado completamente, el ex--

tracto tendrd un pH mayor de 6, lo cual puede comprobarse con un papel pH.

3. Extracto de dcido percldrico.

Con &cido percldrico (APC) se obtienen extractos especialmente

transparentes. El APC es adecuado para la extraccidn de algunos compues-—



tos labiles a los &dcidos, como son en NADPH o el NADH o los compuestos -
ficilmente oxidables, como el GSH. Una alicuota de una solucidén de APC
frio se afiade a una muestra de sangre o de hemolizado (tabla II). La --
mezcla, despuds de reposar por unos minutos, se centrifuga en frio y se
mide cuidadosamente el volumen del sobrenadante al transferirlo a un tu-
bo graduado. Se puede llevar a cabo una segunda extraccidén y almacenarse
juntamente con la primera. El extracto se neutraliza con una solucidn -

de carbonato de potasio 1 a 3M.

La adicidn de carbonato de potasio produce una efervescencia
y la formacidn de un precipitado grueso de color blanco. El1 tubo debe -
agitarse vigorosamente despuds de afiadir cada gota de carbonato de pota-
sio. Cuando al afiadir una gota ya no haya efervescencia, la solucidn es
tarad neutralizada, y el pH se ratifica con papel pH (deberd estar entre
6 y 8). Otra alternativa es la de afiadir una gota de una solucién 0.05 %
(w/v) de anaranjado de metilo como indicador, antes de neutralizar con el
bicarbonato de potasio: cuando el color se torne amarillo la solucidn -
estarid neutra. Se forma un precipitado que desaparece espontdneamente -
en unos minutos, y no es necesaria una recentrifugacidn. El sobrenadante
esti relativamente libre de perclorato y es adecuado para muchos andli--

sis en los cuales se requiere de enzimas auxiliares.



Extracto de sulfato de cinc-hidrdxido de bario.

Los extractos de gldbulos rojos o de sangre con Ba(OH)z—ZnSO4 se usan
para el estudio de azlicares, tales como glucosa y galactosa. La solu
cién precipitante se prepara mezclando volimenes iguales de solucio--
nes de ZnSO4 0.15 M y de Ba(OH)2 0.15 M. Estos reactivos deben ser -

titulados para tener la seguridad de que la mezcla de volimenes igua-
les dan una solucidn neutra: en un recipiente se colocan 50 ml de --
agua, cuatro gotas de una solucidn alcohSlica de fenolftaleina al --
0.2 % y 10 ml de una solucidn de ZnSO4 0.15 M. Se titula el sulfato

de cinc lentamente con una solucidn de Ba(OH)2 0.15 M hasta que al --
afiadir una gota del hidrdxido la solucién de sulfato en el matraz vire
un color rosa pilido. Si se requieren exactamente 10 ml de hidréxido
para neutralizar, las soluciones son equivalentes. Si se requirieron
menos de 10 ml del hidrdxido para neutralizar el sulfato, se diluye -
el hidrdxido con agua de tal manera que: 10 - V = ml de agua que se -
deben agregar a cadaI0 ml del hidréxido, en que V son los mililitros

que se gastaron en la‘neutralizacién. Si se requirieron mds de 10 ml
de hidrdxido para neutralizar, entonces la solucidén de sulfato de zinc

es diluida de tal modo que:

V - 10 = ml de agua que se debe agregar a cada 10 ml de sulfato.

Una vez que las soluciones son equivalente se almacenan por separado -
en frascos bien tapados. El frasco de Ba(OH)2 debe tener un tapdn biho-
radado: en uno de los hoyos debe ir un recipiente con CaCl2 que esté -
en contacto con el aire del interior del frasco, y en el otro hoyo de-
be ir un tubo de vidrio que llegue hasta el fondo del frasco. A &éste

tubo se le pone un pedazo de plastico que se sella con una pinza: de



esta manera se podrad extraer Ba(OH)2 con una jeringa a través del --
pléstico, y no habrd pérdida de hidrdxido por la formacidn de BaCO3—

a partir del CO, del aire, ya que el aire que entra al frasco serd -

2

liberado de CO2 al pasar por el CaClZ.

El extracto se prepara mezclando 1.5 ml de agua y 0.1 ml de sangre o
de pagquete celular en un tubo de centrffuga. Se anaden 0.2 ml de la
solucidn de Ba(OH)z, se mezcla y se deja reposar 1 minuto. Se afia--
den 0.2 ml de la solucién de Znso4, se mezcla y se deja reposar de 3
a 5 minutos. Se centrifuga 10 minutos a 1000 G, y el sobrenadante -

es el extracto.

Extracto de acido metafosfdrico.

Es {itil para extraer substancias estables a &cido y/que van a ser --
analizadas en tdcnicas no enzimiticas, v.gr., niveles de glutatidn -
reducido, ya que se eliminan iones metdlicos que contaminan la san--
gre. Cada 100 ml de la solucidn precipitante contiene 1.67 g de &dci
do metafosfdrico glacial (mezcla deHPO3 y NaPO3) + 30 g de NaCl + --

0.2 g de Na2 EDTA o K_-EDTA (Ref. 6). Esta solucién es transparente

2
ya que contienen EDTA sin disolver, pero es estable a 4° C por unas

3 semanas.

El extracto se prepara mezclando 3 vollimenes de solucidn precipitan-
te con dos voliimenes de una dilucidén 1:4 de sangre. Se mezcla, se -
deja reposar unos minutos y se filtra por papel filtro para ‘obtener

el extracto.



oia IT. Concentracién minima de agente precipitante requerido

para obtener un extracto satisfactorio.

ncentracidn
sangre O

Abulos raojos

100
50
25
10-

1

ATA ATA ATA ATA ATA ATA
sangre glébulos sangre gl8bulos sangre gldbulos
132 192 i 121 L:1 L:1
20% 20% 10% 10% 5% 5%
20% 20% 10% 17% 2.5% 5%
10% 10% 5% 5% 2.5% 2.5%
L0% 0% 5% 5% 2.5% 2.5%
11% %ﬂ% 5% 5% 2.5% 2.5%
APC ARPC APC APC APC APC
sangre  glébulos sangre glAbulos sangre glébulos
52 L2 1:L Ll L:1 L;l

8% 8% L% L% 2% 2%

L% L% 2% 2% 1% 1%

L% L% 2% L% 1% 1%

4% 2% 2% 2% 1% 1%

4% 2% 2% 2% 1% 1%

usaron paugetes celulares lavados o sangre, y ajustados a un hematocri-
ie 50% (v. gr. el 100% denota a ambos: al paguete celular al 100% o una
spensitn de glBbulos rojos en plasma al 50%)

5 siguientes concentraciones (WZV) de ATA fueron estudiadas: 50%, 20%,

6, 5%, v 2.5%

5 siguientes concentraciones de APC se estudiaron :

, 2.5% 1% vy 0.5%.

20%, 10%, 8%, 6%,

5 concentraciones menores que producen un filtrado satisfactorio estén
ias en la tabla. En la préactica se observa gue es mejor usar concentra-
de tener un filtrado claro en cada

nes altas para tener la certeza

stra.

\= 4cido tricloroacético

= 4cido perclérico.



Cap. 4

4, REACTIVOS

A. Fuentes. Los reactivos comerciales que pueden usarse provienen de -
tres fuentes, afin cuando no tienen porque restringirse a ellas. Estas -

son:

1. Sigma Chemical Company
3500 Dekalb Street
St. Louis, Mo. 63118
2. Boerhinger Mannheim
582 Market Street
San Francisco, Calif. 94104
3. Calbiochem
3625 Medford Street
Los Angeles, Calif. 90063
En los reactivos orgdnicos empleados es indiferente el uso
de acidos libres o de sus correspondientes sales de potasio o de sodio,
pero no se deberidn emplear sales de otros metales. Por tanto no impor-
ta que sean usados el dcido 6-fosfoglucdnico o el 6-fosfogluconato de -
sodio o de potasio, siempre y cuando se usen pequefas cantidades y el -
pH se ajuste antes de usarse. En general no hay dificultades con reac-

tivos comerciales, excepto con algunas preparaciones enzimdticas y con

la galactosa radioactiva.

Las enzimas comerciales no passen a veces la potencia especi
ficada por el proveedor, especialmente despu@s de que han sido almacena

das por un tiempo. A menudo contienen trazas de agentes contaminantes:



es comiin, por ejemplo, que la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa contenga

triosafosfato isomerasa. Si uno de los contaminantes es la propia enzima
que se analiza, se tienen que hacer correcciones adecuadas. Asi las de-
terminaciones de blancos en los cuales se substituye el hemolizado por -
la solucidn G, sirven para este propdsito, y el blanco de la solucidn G

deber3 ser restado del valor obtenido con el hemolizado (ver pag36). --
En los casos en los cuales la pureza y la concentracidn de los reactivos
comerciales es dudosa o que son criticas en el andlisis, se estandariza

la concentracidn del reactivo antes de usarlo, o se lleva a cabo un pro-
cedimiento de purificacidn adecuado. Algunos métodos de purificacidn se

describen en algunas secciones de este documento.
B. Buffers -

Es importante tener en mente que el pH de los buffers es afec
tado tanto por cambios de temperatura como por la dilucidn. E1 pH de los

buffers dados en este manual es para temperatura de 25° C.

En los buffers de tris se pesa la cantidad de tris necesaria -
para lograr la molaridad especificada, se agrega el 80 % del volumen final
de agua, se mide el pH de la solucidn tris bajo agitacidn continua y se -
afiade dcido hasta obtener el pH deseado, y se lleva al volumen final. Ia
concentracidn del &cido en la composicidn final es indiferente, pero debe
ser lo suficientemente fuerte como para no exceder el volumen final desea
do, y lo suficientemente débil para que no ocurran cambios muy bruscos de

pH. Usualmente se ajusta el pH a 0.2-0.3 unidades antes del valor desea-



do con un &cido concentrado, y el ajuste final se hace con una solucidn
de &cido mds diluida. Para la preparacidn de los buffers de tris se usa

habitualmente &cido clorhidrico o bien &cido acé&tico.

Ejemplo: preparar 100 ml de un buffer tris-HCL 1 M, pH 8. -
Se pesan 12.1 g de tris y se disuelven en aproximadamente 80 ml de agua
destilada a temperatura ambiente. Se afade HCl concentrado hasta que el
pH sea mds o menos de 8.2, y se ajusta al pH final con solucidn de HCl -
2 M. La mezcla se transfiere a un matraz de 100 ml y se ajusta el volu-

men final a 100 ml.

Los buffers de citrato se hacen pesando la cantidad necesaria
de Ecido citrico y se procede como en los buffers tris, pero se ajusta el
pH con NaOH. Los buffers de fosfatos se preparan con mezclas de solucio-
nes madre 1 M de KH2PO4 y solucidén madre 1 M de KZHPO4 en las proporcio--

nes mostradas en la tabla III.

Ejemplo: Preparar 100 ml de un buffer de fosfato 0.1 M, pH
de 7.4. Se observa en la tabla III que a 0.1 My a pH 7.4 hay 0.802 par-

HPO, y 0.198  ---

tes de KZHPO4. Por tanto se mezclan 0.802 partes de K2

(1- 0.802) partes de KH2P04: se pipetean 8.02 ml de una solucidn madre -
1 M de KZHPO4 y 1.98 ml de una solucidn madre 1 M de KH2P04 en un matraz

aforado de 100 ml y se afora con agua. Es necesario tener presente que -
si este buffer 0.1 M, pH_7.4, buffer se diluye por ejemplo 1:10 en el sis
tema del andlisis, el pH del buffer estard entre 7.6 y 7.7 (ver tabla III)

pues su molaridad ahora es 0.01 M.
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bla III. Preparacién de buffers de fosfatos de diferentes valores
de pH vy malaridad.
Concentracidn total de fosfatos en moles por litro
0.01 0.04 0.10 0.20 0.30 0.40 0.50 3J.60 D0.80 1.0
Fraccifn del total de fosfataos como 4,HPO,,

.099 .119 <134
109 <121 1] -15%
.lob <121 .132 145 165 .182
.085 .110 129 .14 .158 .171 .192 .212
.065 .083 .106 +135 +155 .173 .186 .200 .224 2L
.081 «103 «132 .163 -185 .203 .219 .236 .259 277
.100 .126 .160 «195 .220 .239 .256 .273 .295 N2
w122 «1557 4192 .232 «261 .281 .298 .312 .333 .349
.150 .190 «232 276 .305 .326 .341 .354 .372 .386
.183 .230 .278 .325 #3533 «373 385 ,398 4l .L2n
w222 274 .328 376 .403 421 J435 444 458 .L66
. 266 325 .381 .L29 .L57 473 .48L  .493 .583 .508
.369 440 . 497 .543 .565 .578 .586 .590 .594 .594
-315 .380 .L38 . 486 «5171 .526 .535 .543 .549 551
425 .498 +55% .598 .617 .629 .634 .636 .638 .636
.L8L .556 «B15 .651 .669 .677 .681 .683 .681 676
544 .614 .668 .701 .716 722 724 725 .7P1 =125
. 604 .670 o 717 747 +758 764 .763 .762 .758 «751
.659 .720 .762 <785 .796 .801 .800 .797 .790 .780
.710 +763 .802 .822 .829 .832 .832 .828 .821 814
«756 .805 «837 .854 .860 .860 .859 .855 .848 .840
.796 .840 .866 .880 .883 .884 .883 .879 .872 .864
.831 .869 .890 .902 .905 .905 .S04 .901 .904 .885



C. Agua

Varias enzimas se inhiben por la presencia de trazas de subs
tancias que se encuentran habitualmente en el agua, tales como los iones
metdlicos presentes en el agua de la llave as1 como en el agua almacena-
da en alambiques o surtida a través de tuberias. Por ello debe emplear-

se agua destilada: un destilador ordinario produce un agua adecuada.

D. Cristaleria

Toda la cristaleria del laboratorio deberd estar lavada cui-
dadosamente. Para ello se remoja en mézda crémica  toda la noche y se
enjuaga copiosamente primero con agua de la llave, luego con agua desti-
lada y finalmente con agua desionizada. Despuds se lava con acetona y
se deja secar. Algunas veces es necesario usar detergentes. Periddica-
mente las celdillas espectrofotométricas deberdn permanecer toda una no-

- e —
che en dcido dicrdmico para asegurar una limpieza adecuada.

E. Almacenamiento (Tabla IV).

Es conveniente almacenar todos los reactivos en estado conge
lado, exceptuando a algunos que serdn discutidos mds adelante, por ejem-—

plo, el MgCl2 y EDTA que son bastante estables a temperatura ambiente.

El congelamiento evita el crecimiento de bacterias y hongos.
Es importante tener la certeza de que los reactivos se encuentran bien -
tapados, y deben ser agitados antes de usarse ya que pueden formarse ca-

pas de agua y de soluto en el proceso de congelacidn.



Existen algunos reactivos que siempre deben almacenarse a --
4°c: - el NAD, el NADP y las soluciones o suspensiones enzimiticas ya
que son mids estables a 4° C que congeladas a menos que el fabricante es-
pecifique gque se almacene congelado. Existen soluciones que no requie--
ren almacenamiento especial: el NADPH, NADH, GSH y el flavin-adenin-di-
nucledtido (FAD), Los reactivos que contienen beta-mercaptoetanol sdlo -

pueden almacenarse por dos o tres semanas.



g

abla IV. Estabilidad d= reactivos almacenados.

Reactivos estables a -26°C o© R por varios meses

Buffers de tris Solucién ACD
Buffers de fosfatn Citrato

Buffers de glicina GSSG

Buffers de nicotinamida Arsenato de sodio
MgEl2 KC1

EDTA KH,PO, v HZHFDA
Galactosa HB?E L(}EN)6
Glucosa

L-Aspartato
Azul de metileno
Azida de sodio

Glucosa-6-P
2,3-difosfoglicerato

Fosfoenolpiruvato 5
aponina
UDPG NaF
Piruvato de sodio 8
Etano Reactivo de Drabkin

Reactivos estables a —ZUDC por varios meses

Galactosa-1-P Glucosa-1-P

ATP DL-gliceraldehido

ADP Acido 2-fosfoglicérico

Acido 6-fosfoglucdnico Acido 3-fosfoglicérico

Fructosa-5-P Piridoxal-5'=P

Fructosa 1,6-diP Acido alfa-cetoglutérico

E&ucusa 1,6-diP UDPG deshidrogenasa(semanas)
C-galactosa Deshidrogenasa malica

: o .
Reactivos estables a 4 C por varios meses

NI-\D++ Péroxido de hidrbgenoc al 30%
NADP Deshidrogenasa mélica en
Albumina de suero bovino sulfato de amonio

Reactivos estables a 4 por dos semanas
Substrato Hb para el andlisis MTT
de NADH diaforasa Extracto de luciernaga
Splucién G

Reactivos preparados diariamente

NADH GSH
NADPH Metosulfato de fenacina
FAD H.O0, diluido

272



Cap. 5

INSTRUMENTACION

Se emplean tres tipos bdsicos de instrumentos de medicifn: el
espectrofotdmetro de luz ultravioleta, el colorimetro y el fluordmetro. -
Ademds, para el andlisis de actividad de la galactosacinasa se necesita -
un equipo de conteo de isdtopos. Casi todas las t@cnicas descritas en --
este documento se hacen en base a la absorbancia de la luz de los piridin-
nucledtidos reducidos (NADPH o NADH) a 340 nm. En algunos métodos se mide
la concentracidn de fosfoenolpirfivico (PEP) a base de medir la absorcidn a
240 nm, ain cuando la absorcidn es considerablemente mayor a 200 nm. EI1
empleo de 240 nm CbedecCe posiblemente a que esta longitud de onda fue usa-
da inicialmente por Warburg y Christian (10) en las primeras mediciones de
PEP, y a que la mayoria de los aparatos son mis establés a mayor longitud

de onda.

Cuando se miden enzimas de actividad alta, v.gr., glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa, triosafosfato isomerasa y fosfogliceratocinasa,
no se requieren instrumentos de gran sensibilidad. Se pueden obtener --
buenos resultados con el uso de espectrofotdmetros de poca sensibilidad
como el Beckman DU, Beckman DB, Beckman modelo B o algunos fotémetros de
filtro producidos por Eppendorf. Pero para enzimas de baja actividad, -
v.gr., hexocinasa, aldolasa y monofosfatogliceromutasa, se requieren apa
ratos muy sensibles, v.gr., el espectrofot@metro Gilford Modelo 2000 & -
el model0 2400 que poseen registro automdtico de datos y un control de -

temperatura del compartimento de las celdillas espectrofotométricas.



Todos los procedimientos espectrofotdmetricos descritos se
basan en los cambios de absorbancia que ocurren en una sola celdilla y --
por tanto no es necesario juegos de celdillas &pticamente idénticas. Las
celdillas de vidrio son satisfactorias para las lecturas a 340 nm, pero
para las lecturas a 240 nm se necesitan celdillas de cuarzo o de silice.
Si bien se puede usar cualquier medida de celdilla, es preferible usar
celdillas con un volumen minimo de menos de 1 ml, tales como la Pyrocell
1007 (Pyrocell Mfg. Co., 91 Carver Avenue, Westwood, N.J.)y la celdilla
SM 69 de la Rho Scientific Inc. (P.O. Box 295, Commack, N.Y.). El uso
de tales celdillas tiene varias ventajas: permite usar cantidades peque-
fias de reactivos muy caros, son ficiles de limpiar, y el uso de 1 ml de
volumen simplifica los cdlculos posteriores. Son mds caras que las habi-
tuales de 3 ml de volumen minimo. Como el volumen minimo de una celdilla
varia de acuerdo al instrumento empleado, se debe establecer el volumen -
minimo de una celdilla: para ello se prepara una dilucidn aproximadamente
1:200 de sangre en el reactivo de Drabkin (ver inciso C); se coloca en la
celdilla un volumenmedido de sangre diluida el cual se sepa que es menor
que el volumen minimo de la celdilla y se lee la densidad Sptica a 540 nm
contra un blanco de aire. Se afiade un pequefio volumen medido de la san--
gre diluida y se lee la densidad Optica de nuevo; después se repite el --
proceso de adicidn y de lectura hasta que las dltimas adiciones de la san
gre diluida no produzcan cambios en la lectura de la densidad dptica. E1
volumen total menor que produce una lectura constante es el volumen mini-
mo de la celdilla: este volumen debe ser el minimo que se alcance en to-

das las mezclas usadas en los sistemas espectrofotométricos.



Para andlisis realizados a 340 nm se utiliza una l&mpara de

tungsteno, y para 240 nm una ldmpara de hidrdgeno o de deuterio.

En espectrofotdmetros debidamente ajustados, una solucidn --
de 0.1 mM (0.1 uM/ml) de NADH o de NADPH tiene. una densidad dptica de -
0.622. En este caso, la apertura ("slit") del instrumento no es de im--
portancia critica. Pero no es asi para una solucién de fosfoenolpirdvi-
co (PEP) 0.1 mM que se lee a 240 nm ya que a esta longitud de onda se es
tid en el declive de la curva de absorcidén del PEP, y por ello se obtie--
nen resultados diferentes segfin la apertura del instrumento. AsI, en un
espectrofotémetro Gilford modelo 2400, se obtiene una absorbancia de --
0.167 con una apertura de 0.8 mm (ancho de banda = 0.14 nm), pero con -=
una apertura de 1.0 mm de ancho (ancho de'banda = 0.18 nm) se obtiene --
una densidad dptica de 0.162, y con una apertura de 1.5 mm (ancho de ban
da = 0.25 nm), una densidad de 0.144. Para mediciones con el espectro de
luz visible es mds conveniente usar un colorimetro que un espectrofotSme
tro de luz visible, v.gr., un Coleman Jr modelo 14 sirve para medir la -
concentracidn de hemoglobina, glutatidn, y para la lectura de la banda -
Soret de hemoglobina que se emplea en el cdlculo de la galactosa-1-fosfa

to uridil transferasa (ver capitulo 26).

Para algunos métodos un fluordmetro es mucho mis satisfacto-
rio y mucho menos caro que un espectrofluordmetro: un Turner modelo 110

6 111 es satisfactorio, y el aparato y las celdillas son baratos.

Las cantidades de los reactivos usadas en los andlisis enzi-



maticos son generalmente pequefios. Por esta razdn no es deseable usar -
pipetas seroldgicas ordinarias de la variedad de 0.1l ml, pero tampoco las
micropipetas que , si bien son precisas, son incémodas de lavar. Pi
peteadores semiautomdticos de tipo Eppendorf son recomendables para volé
menes de 5 a 100 ul, particularmente cuando se realizan numerosos andli-

sis.

Las cantidades de agua usada en los andlisis se ha calculado
para dar un volumen final de 1.0 ml. Por eso se vuelve problemidtico me
dir cantidades tales como 605 & 715 ul, pero la exactitud de una pipeta
seroldgica de 1.0 ml es suficiente para estas mediciones ya que un error
de 10 ul de pipeteo introduce 3olo un error de un 1 % en la concentracidn

final.

Es necesario calentar el contenido de las celdillas usadas -
en los andlisis espectrofotométricos antes de la iniciacidn de la reaccidn.
Esto se puede lograr colocando las celdillas en el compartimento con ter

mostato del espectrofotdmetro.

Otros aparatos necesarios son un potencidmetro, una balanza

analitica, una centrifuga refrigerada y un contador de centelleo.



Cap. 6

CALCULOS DE RESULTADOS

A. Expresidn de la actividad enzimitica

La actividad de las enzimas eritrociticas puede ser expresa-
da de tres maneras: 1) actividad por cé&lula, o mis convenientemente por
10 . 5l $q374 - 3 T
10 células; 2) actividad por mililitroe de gldbulos rojos y 3) actividad

por gramo de hemoglobina.

Cuando el contenido de hemoglobina de los gldébulos rojos es
normal, la interpretacidén de resultados no depende de la forma de expre--
sidn usada, pero en un paciente con anemia microcitica hipocrdmica por -
deficiencia de hierro, la actividad enzimdtica por gramo de hemoglobina -
puede estar normal o alta, pero la actividad por gldbulo rojo puede estar
disminuida. Para mayores detalles sobre la expresidén de mediciones en --

gldbulos rojos existe una revisibén reciente (Ref. 11).

Por varias razones se ha elegido a la concentracidn o activi-
dad en funcidn de hemoglobina como la forma mds adecuada de expresar los
resultados. Si bien la relacidn entre enzimas y hemoglobina no es univo-
ca, se ha preferido usarla ya que dar la actividad en funcién del nfimero
de glébulos rojos plantea mayores dificultades técnicas: la medicidn de
hemoglobina se realiza con mucho mds rapidez y con menos error que la --—

cuenta de gldbulos rojos en los laboratorios en donde no se cuenta con un



equipo de conteo automitico de células.

Cuando los gldbulos rojos son normales en su contenido de --
hemoglobina y en su volumen, todas las formas de expresar concentracidn
son equivalentes. En tales circunstancias, se pueden emplear los facto-
res de conversidén dados en la tabla VII. En los casos en que los gldbu
los rojos no tienen un volumen normal o contenido normal de hemoglobina,
la conversidn de cantidad o actividad por gramo de hemoglobina a cantidad
o actividad por mililitro de gldbulos rojos, puede hacerse con facilidad
determinando el hematocrito, la cuenta de gldbulos rojos y la hemoglobina
en la sangre periférica del paciente, y con ellos se calculan la concen-
tracidén globular media de hemoglobina (CGMHb), el volumen globular medio
(VGM) y la hemoglobina globular media (HbGM para emplear en las conversio

nes de la tabla VII. Estos 3 indices se obtienen con los siguientes cidl

culos:
CGMHb (%) = Hb x lOz/Ht
VGM (f1) = Ht x 107/G.R.
HbGM (pg) = Hb x 107/G.R.
en donde Hb = hemoglobina en g/dl; Ht = hematocrito en %;

y G.R. = nlimero de gldbulos rojos por ul de san--

gre.

B. Célculo de la actividad enzimdtica

En el cidlculo de la actividad enzimdtica (E) dada en unidades

internacionales por gramo de hemoglobina:



Bt (1)

En donde A es el niimero de unidades enzimiticas por milili-
tro de hemolizado y Hb es la concentracidn de hemoglobina en g/dl en el
hemolizado. El factor 100 es para corregir el hecho de que la Hb estd -
dada en g/dl y no en g/ml (1 41 = 100 ml). La Hb de un hemolizado 1:20
es generalmente de 1 g /dl. No es recomendable medir la Hb de hemoliza
dos diluidos 1:100 & 1:200, sino que se mide la Hb cuando estd diluida

1:20 y se calcula la concentracidén por la dilucidn sufrida.

En el caso de andlisis enzimidtica asociados a NAD o NADP en los
cuales una sola molécula de enzima se reduce o se oxida por cada molécula
de substrato consumido:

v
x —— (2)

6.22 Vh

A = &0

En donde Vc es el volumen de la celdilla espectrofotométrica (igual a --
1.0 ml en los sistemas descritos en la parte II), Vh es el volumen de he
molizado usado en el sistema, y4 DO es el cambio de densidad &ptica por -
minuto a 340 nm. En cambios enzimiticos asociados con NAD o NADP en los
cuales dos moles de enzima son oxidados o reducidos por cada molécula de
substrato consumido:

v

4abo . ¢ (3)

A= Xy

h
En andlisis realizados con PEP (fosfoenolpiruvato) como subs
trato a 240 nm y con un ancho de banda menor de 0.2 nm (apertura no mayor

de 1.1 mm en un Gilford):



_ 4 DO X Vc (4)
T 1.67 A

En el cidlculo de 4DO de las curvas es importante seleccionar
la porcidn correcta de la curva: a menudo los cambios de 4DO en las ---
reacciones acopladas son crecientes en los primeros minutos de reaccidn,
y despu@s se vuelven lineales, siendo este segmento lineal de mayor velo
cidad el que debe ser empleado para medir ADO. Por otra parte, a veces
la reaccidn tiende a ser de menor velocidad con el paso del tiempo al —-
irse consumiendo el substrato, pero nuevamente debe seleccionarse el seg

mento de mayor velocidad para obtener ADO.

En el cdlculo de 4DO es importante recordar que se debe divi
dir el cambio total de DO entre el nimero de minutos durante los cuales
se midid el cambio, es decir, se debe obtener 4 DO en unidades de absor--
bancia/minuto. ElADO del sistema de medicidn debe corregirse leyendo -
siempre el sistema de la muestra problema versus un sistema blanco, o --
sea, un sistema que contenga todos los reactivos menos el substrato de -

la enzima que se estd midiendo.

C. Blanco adicional. E14DO medido puede estar falsamente alto por la
presencia de enzima contaminante en las enzimas auxiliares. Por ello se
requiere comprobar la presencia de tales contaminantes a base de hacer -
blanco y sistema de la enzima en cuestidn, pero en el que se substituye
el hemolizado por solucidn G (ver Cap. 3, inciso B). La lectura del sis
tema sin hemolizado leido contra el blanco sin hemolizado deberd dar una

ADO de cero o muy pequefia, lo cual indica que las enzimas auxiliares no



estdn contaminadas por la enzima que se estd tratando de medir. Si es-
te sistema tiene por otra parte actividad, el ADO de este blanco adicio
nal deberd restarse del ADO visto en el sistema de medicidn con hemoli-
zado para asi emplear ADO ya corregido para obtener A (nimero de unida-
des enzimdticas/ml de hemolizado) con las ecuaciones 2, 3 & 4, segiin el

caso.

El empleo de blanco adicional es necesario en la mayoria de
las mediciones enzimdticas de las Partes III y IV de este documento, y -

se indica en cada una de ellas cudndo es necesario emplearlo.

D. Cilculo de las concentraciones de metabolitos intermediarios.

Las concentraciones de metabolitos intermediarios o de coen
zimas eritrociticas se presenta en forma individual en cada uno de los
métodos en vista de que las técnicas difieren en varios aspectos. Pero

algunas generalidades son pertinentes:

Si la concentracidn se calcula a partir del coeficiente de
extincidn de un producto presente en el sistema de medicidn, la concen--
tracidén milimolar (C) de la substancia en la celdilla espectrofotométri-

ca se obtiene con la ecuacidn:

€= (5)

o=

en donde e es el coeficiente de éxtinGién de una solucidn 1 mM del producto pre-- |
sente en el sistema de medicidn, y R es la absorbancia de la muestra pro

blema. Para obtener la concentracidn final de la substancia en la muestra



original de gldbulos rojos, seri necesario corregir el dato de la ecua-
cidn 5 por las diluciones sufridas durante el proceso de extraccidn ——-—
(ver Cap. 3, inciso D) y por las diluciones subsecuentes que se hagan -

del hemolizado en el sistema de medicidn

Si la concentracidn se calcula en base a la lectura obtenida
con una solucidn estdndar, la concentracidn milimolar (C) de la substan

cia se obtiene con la ecuacidn:

R x Cest
c = e (6)
est
en donde C st ©S la concentracidn milimolar de la solucidn estandar, --
R es la absorbancia de la muestra estdndar, y R es la absorbancia de

est

la muestra problema. En esta situacidn, es necesario considerar todas
las diluciones que sufre la muestra desde que se midid la concentracidn
de Hb en ella (ver Cap. 3, inciso C) hasta el momento en que se maneja -

en forma idéntica a la solucidn estidndar.

En los procedimientos descritos en la Parte V de este docu-
mento, ya est@n incorporados los factores de dilucidn en los cilculos -
dados, pero debe recordarse que se tendrdn que hacer correcciones ade--
cuadas en los casos en que, por alglin motivo, no se pueda seguir exacta

mente el procedimiento descrito.



PARTE TIII

Enzimas Glucoliticas

Generalidades

En la mayoria de las mediciones presentada en esta Parte III
se describen con blanco y con sistemas designados 1 y 2. El sistema 1 -
sirve para medir la concentracidn de enzima que va a ser informado por -
el laboratorio. El sistema 2 es igual al 1 excepto en que la concentra-
cidn de substrato es menor a la del sistema 1 (5 a 20 %): ello sirve --
para comprobar que el substrato no es limitante de la reaccidn en el sis
tema 1, o sea, que si al hacer el siguiente cdlculo:

ADO del sistema 2 % 100
ADO del sistema 1

se debe caer dentro de los limites porcentuales dados para cada medicidn.
Si el valor porcentual cae abajo del limite inferior dado, se plantea la
posibilidad de que el substrato no est@ a saturacidn en el sistema 1, y

por tanto, que las mediciones deben repetirse empleando una mayor concen

tracidn de substrato.

Premezclado de reactivos

Se puede hacer en todas las mediciones descritas en esta Par
te III. Esta posibilidad es @itil cuando se van a hacer miltiples medi--
ciones ya que se pueden premezclar varios reactivos y colocar en la cel-
dilla el volumen adecuado de la premezcla. En cada método se dan los --

reactivos que pueden premezclarse.



Valores normales.

En todos los casos los valores normales se dan como media +
desviacidn estdndar: en general, la media + 2 veces la desviacidn es--
tindar engloba al 95.5 % de los casos y son los limites habituales en -

que se expresa la normalidad.



Cap. 7

HEXOCINASA (HX).

A. Fundamento. La hexocinasa cataliza la reaccién:

Glucosa + ATP ———gg:—— Glucosa-6-fosfato + ADP
Mg

La glucosa-6-fosfato (G-6-P) se mide acoplando la reaccidén --
anterior con la reaccidn del NADP a través de la reaccidén de la glucosa—

6-P deshidrogenasa:

G-6-PD

+ . M +
Glucosa-6-P + NADP 6-fosfogluconato + NADH + H

El fosfogluconato reduce afin mds el NADP a NADPH por la des--

hidrogenasa de 6-fosfogluconato presente en exceso en casi todos los he-

molizados:
6-fosfogluconato + NADP+ oo Ribulosa-5-P + NADPH + H+ + CO2
La reduccidn del NADP se sigue a 340 nm.
B. Procedigiento. Pueden premezclarse buffer, Mgclz, glucosa, ATP, --

NADP y agua.



Blanco (ul) Sistema 1 (ul) Sistema 2 (ul)
Buffer tris-HCl pH,8.0,1 M 100 100 100
MgCL, 0.1 M 20 20 20
Glucosa 0.02 M 100 100 5
ATP (neut) 0.02 M -— 100 100
NADP 2 mM 100 100 100
Hemolizado sin estroma 1:20 50 50 50
G—z;izcignUéTl (diluida en 10 10 10
H,O 620 520 615

2

Después de preincubar por 15 min a 37° C, se miden los incre—-

mentos de densidad Sptica de los sistemas 1 y 2 contra el blanco a 340 nm.

C. Blanco adicional. si (ver Cap. 6, inciso C). Comprobar que la G-6-P
deshidrogenasa estd libre de hexocinasa, midiendof DO durante 45 min sin -
preincubacién. Si ADO es de 0.0005 unidades de absorbancia/minuto o mis -
es mejor obtener una preparacidn mas purg- de G-6-PD. Si es menor hacer un

blanco adicional en cada dia de trabajo.

D. Comentarios. La hexocinasa es la menos activa de las enzimas glicoli-
ticas y por tanto es esencial contar con un buen espectrofotémetro. ILos -
cambios de DO no se hacen lineales hasta que han transcurrido 15 a 20 mi-
nutos de haber iniciado la reaccidn, y deberd tenerse la certeza de que la
velocidad de reaccidn haya llegado a la midxima antes de que el anilisis de

dé por terminado.



La actividad de la 6-fosfogluconato deshidrogenasa del hemoli-
zado es mayor que la actividad de la hexocinasa, y como la deficiencia de
aquélla es muy rara, no es necesario afiadir 6-fosfogluconato deshidrogena-

sa como enzima auxiliar en el sistema.

E: Calculos, valores normales e interpretacidn. Si hubo actividad del --

blanco adicional (ver C arriba) el ADO del blanco adicional se multiplica
por dos y se resta del ADO del sistema 1 original. Esto débe ser hecho =--
porque sdlo una molécula de NADP se reduce por molécula de glucosa en au--
sencia del hemolizado, pero se reducen dos moles cuando estd presente la -

6-fosfogluconato deshidrogenasa del hemolizado.

La actividad de Hx se calcula con la fdrmula 3 (ver Cap. 6, --
inciso B) ya que se reducen dos moles de NADP por molécula de glucosa fos-

forilada.

Los gldbulos rojos de adultos normales contienen 0.64 + 0.27 UL.

La actividad del sistema 2 normalmente es 63 + 12 % del sistema 1.

Los gldbulos rojos jévenes tienen mayor actividad que las célu-
las viejas ya que la hexocinasa es una de las enzimas cuya actividad baja
rdpidamente con la edad del eritrocito: por tanto una actividad enzimdti-
ca normal en presencia de reticulocitosis deberd tomarse con reserva. Se
han informado en la literatura algunos pacientes con deficiencia de hexoci

nasae.



Cap. 8

GLUCOSA FOSFATO ISOMERASA. (GPI) (FOSFOHEXOSA)+

A. Fundamento. La glucosa fosfato isomerasa interconvierte a la glu--

cosa-6-P y a la fructosa-6-P.

e Fructosa-6-P

Glucosa=-6-P

En el anidlisis la fructosa-6-P sirve como substrato, y la glucosa-6-P se
mide por la asociacidn de &sta a la reduccidn del NADP a través de la —-
reaccidn acoplada con la glucosa-6-P deshidrogenasa. El 6-fosfogluconato
formado se oxida a través de la reaccidn que cataliza la 6-fosfoglucdnico
deshidrogenasa reduciendo un NADP adicional, (ver capitulo 7 seccién'A)ﬂ

La reduccidén del NADP se mide a 340 nm.

B. Procedimiento. Pueden premezclarse, buffer, MgClz, NADP, fructosa-6-

P y agua.
Blanco (ul) Sistema 1 (ul) Sistema 2 (ul)

«
Tris-HCl, pH 8.0, 1M 100 100 100
Mgcl2 0.1M 100 100 100
NADP, 2 mM 100 100 100
Glucosa-6-P deshidro-

genasa 10 U/ml (dilul 10 10 10
da en solucidn G)

Fructosa-6-P, 0.02M - 100 5
6-Fosfogluconato des--

hidrogenasa 4 U/ml 10 10 10
H_O 675 575 670

2
Preincubar a 37° C por una hora

Hemolizado sin estroma 1:20 5 5 5



El incremento de la densidad &ptica del sistema 1 y 2 se mide a 340 nm

por 10 a 20 minutos.

C. Blanco adicional. SiI (ver cap. 6, inciso C). Este puede realizar-
se fidcilmente, midiendo el cambio de DO del sistema 1 contra el blanco
durante 10 minutos antes de afiadir el hemolizado. Si no se observa cam_
bio en la densidad 8ptica, las enzimas auxiliares no estdn contaminadas

con la GPI.

D. Comentarios. Se requiere un largo periodo de incubacidn sin el hemo__
lizado, porque algunas veces se presenta inicialmente un incremento gra-
dual en la densidad dptica independiente de alguna actividad de la GPI.
Esto probablemente se deba a la oxidacidn gradual de la glucosa-6-P con-
taminada con fructosa-6-P. Aunque en algunas preparaciones se necesita
una hora completa de incubacidn para reducir este porciento no especifi-
co a niveles sin importancia, éste puede no ser siempre el caso ya que -

algunas veces no se presenta cambio alguno de DO en estas condiciones.

E. Cdlculos, valores normales e interpretacidn. Dos moles de NADP se

reducen por cada mol de fructosa-6-P convertida a glucosa-6-P: por tanto
deberd usarse la ecuacién 3 (ver cap. 6, inciso B). No olvidar corregir

blanco adicional en caso de ser necesario (ver C arriba).

Los gldbulos rojos de adultos normales contiene 28.4 + 6.87
UI de GPI/g Hb. La actividad del sistema 2 generalmente es 62 + 7 % del
sistema 1. Se han reportado varios casos de anemia hemolitica no esfero

citica en casos de deficiencia de GPI.



Cap. 9

FOSFOFRUCTOCINASA (PFC)

A. Fundamento., La fosfoructocinasa cataliza la fosforilacidn de la --

fructosa-6-P por el ATP a fructosa-.l,6-difosfato:

PFC

2+
Mg

Fructosa-6-P + ATP Fructosa-1,6-difosfato + ADP

La fructosa-1,6=difosfato formada se mide por su conversidn a -
fosfato de dihidroxi-acetona (PDHA) a través de las reacciones acopladas
con la aldolasa y con la triosafosfato isomerasa (TPI), y finalmente el
PDHA se reduce por accidn de la o-glicerofosfato deshidrogenasa, oxidan

do el NADH a NAD.

Fructosa-1,6-diP 22991552———9 Gliceraldehido-3P + PDHA

T
Gliceraldehido-3P ——EI———> PDHA

-glic fosf i + +
a-glicerofosfato deshidrogenasa glicercfosfato + NAD® + H

PDHA + NADH
La oxidaci®dn del NADH se mide a 340 nm.

B. Procedimiento. Pueden premezclarse buffer, ATP, MgClz, F-6-P, NADH y

agua.



Blanco (ul) Sistema 1 ul) Sistema 2 (ul)

Buffer Tris-HCl1l pH 8.0,

1M 50 50 50
ATP (neut) 0.02 M - 100 100
Mgcl2 0.1 M 50 50 50
Fructosa-6-P 0.02 M 100 100 5
NADH 2 mM 100 100 100
Solucidn de enzimas auxi-

liares* 100 100 100
Hemolizado congelado-des-

congelado 1:20 10 10 10
H_O 590 490 585

2
Después de 10 minutos de preincubacidn a 37° C se mide el --
decremento de la DO a 37° C por 10 a 20 minutos en los sistemas 1y 2 -

contra el blanco.

El espectrofotdmetro serd puesto inicialmente a un valor de

densidad Sptica de 0.3 ya que la absorbancia del sistema disminuird.

C. Blanco adicional. Si (ver cap. 6 inciso C). Debe notarse que --
en caso de que si haya contaminaci®n con PFC, serd diffcil determinar
cudl de las 3 enzimas auxiliares es la fuente de contaminacidn. ILa -

mejor manera de detectar la fuente de contaminacidn consiste en preparar

* Solucidn de enzimas auxiliares. Hacer una suspensidn de 50 unidades/
ml colocando 100 unidades de aldolasa + 100 unidades de TPI + 100 --
unidades de &{-glicerofosfato deshidrogenasa en un tubo, y llevando a
un volumen final de 2 ml con una solucidn saturada de (NHy) 5 SO4. La
suspensidn es estable a 4° C. Diluir 1:15 en un buffer tris-HCl pH
8.0, diluido &ste previamente 1:10 y conteniendo 2 mg/ml de albfimi--
na de suero bovino. .



tres nuevas suspensiones, cada una conteniendo doble cantidad de cada una
de las enzimas auxiliares. EL incremento de la actividad al usar en el -
blanco adiconal con cada una de estas 3 soluciones de enzimas auxiliares

por separado, indicari cuil es la enzima contaminada con PFC.

D. Comentarios. La PFC es la menos estable de las enzimas glicoliticas
del hemolizado. Cerca del 10 % de la actividad se pierde cuando un hemo-
lizado congelado—descongelado 1:20 se almacena en hielo por 3 horas. La
pérdida de la actividad de la enzima es mayor en el sistema 1 que en el -
sistema 2, lo cual se debe a que los gldbulos rojos contienen dos isoenzi
mas de la fosfofructocinasa, y el Ky de la fructosa-6-fosfato del componen

te inestable es aparentemente mayor que el del componente estable.

En el sistema 2 se observa un cambio rapido de DO si la muestra
no se preincuba por 10 minutos antes de realizar las mediciones. Esto --
probablemente se debe al hecho de que la fructosa-6-P se transforma en --
una mezcla en equilibrio de glucosa-6-P y fructosa-6-P en presencia de la
fosfoglucoisomerasa. Puesto que 1a concentracidn de fructosa-6-P limita
la velocidad de reaccidn en el sistema 2, esta velocidad ird disminuyendo
en mayor grado que el sistema 1 en tanto no se alcance la concentracidn -

de equilibrio de fructosa-6-P y glucosa-6-P.

E. Calculos, Valores normales e interpretacidn. Dos molas de NADH se oxi

dan por cada mol de fructosa-6-P fosforilada. Por tanto deberid usarse la
ecuacidn 3 (ver Cap. 6, inciso B). (No olvidar corregir por blanco adicio

nal de ser necesario (ver C arriba). Los gldbulos rojos en adultos norma



les contienen 12.60 + 1.66 UI de PFC/ g de Hb. La actividad en el siste-
ma 2 normalmente es 17 + 6.6 % del sistema 1. Hay descritos casos de de-
ficiencia de PFC en algunos casos de anemia hemolitica congénita no esfero

citica.



Cap. 10

ALDOLASA
A. Fundamento. La aldolasa cataliza el rompimiento de la fructosa-1,

6-

diP en dos moléculas de triosafosfato: la gliceraldehido-3-fosfato -

(GAP) y el fosfato de dihidroxiacetona (PDHA).

. A
Fructosa-1,6-aip 21991383 o o pppa

La cantidad de GAP y de PDHA formados se mide a través de las reaccio--

nes acopladas de la triosafosfatoisomerasa (TPI), y la reduccidn del -

PDH por la&-glicerofosfato deshidrogenasa (ver reacciones en Cap. 9, -

inciso A). La oxidacién del NADH a NAD del proceso se mide a 340 nm.

B. Procedimiento. Pueden premezclarse buffer, NADH y agua.
Blanco (ul) Sistema 1 (ul) Sistema 2 (ul)
Tris-HCl. pH 8.0, 1M 100 100 100
NADH 2 mM 100 100 100
Solucién de enzimas au- 100 100 100
xiliares*
Hemolizado congelado- 10 10 10
descongelado 1:20
Agua 690 590 680

Preincubar 10 minutos a 37° C

Fructosa-l,6-diP 0.01 M —— 100 10

* Solucidn de enzimas auxiliares. Hacer una suspensidén de 50 U/ml de -

cada enzima: afiadir 100 unidades de TPL + 100 unidades dee=GPD en -
un tubo y llevar a un volumen de 2 ml con solucidn saturada de -
(NH4) SO,. La suspensidn es estable a 4° C. Para el andlisis se di-
luye i:l en buffer tris-HCl1 1 M, pH 8.0 diluido &ste previamente --
1:10 y conteniendo 2 mg/ml de albimina de suero bovino. Almacenar en
hielo por dos a seis horas antes del andlisis.



El decremento de la densidad Sptica en ambos sistemas se mide

a 37° C por 10 a 20 minutos contra el blanco a 340 nm.

El espectrofotdmetro deberd ser puesto con el blanco a un va-

lor de densidad Sptica de 0.l ya que la absorbancia disminuiri.
C. Blanco adicional. Si (ver cap. 6, inciso C).

D. Comentarios. Debido a la baja actividad de la enzima, se deberad con-
tar con un espectrofotdmetro muy sensible para obtener resultados satis--

factorios.

Existe una gran cantidad de aldolasa unida al estroma de eri-
trocito por lo que no se debe centrifugar el hemolizado. EL hemolizado -
congelado-descongelado incrementa la actividad de esta enzima, pero conge
lar y descongelar varias veces el hemolizado no incrementa mds la activi-
dad. Los detergentes como el Trimn-X-100 y la digitonina no aumemtan la

extraccidn de la enzima. Parece haber un pequefio aumento en la actividad
de la enzima durante las dos horas siguientes a la prepracidn del hemoli-

zado, pero despuds de este intervalo, la actividad de la enzima permanece

relativamente estable.

E. Cilculos, valores normales e interpretacidn. Como dos moles de NADH

se oxidan por cada mol de fructosa-1,6-diP convertida a triosa fosfato, -
se usard la ecuacidn 3 (ver Cap. 6, inciso B) en los cdlculos. No olvi--
dar corregir 4DO por blanco adicional en caso necesario. Los gldbulos --

rojos de adultos normales contienen 3.22 + 0.49 UI/g Hb. La actividad en



el sistema 2 generalmente es 67 + 10 % del sistema 1. La actividad de
la aldolasa se ve afectada por la edad de los gldbulos rojos, y se in--

crementa en general en pacientes con enfermedades hemoliticas.



Cap. 11

TRIOSA FOSFATO ISOMERASA (TPI)
A. Fundamento. La triosa fosfato isomerasa interconvierte al gliceral
dehido-3-P (GAP) y al fosfato de dihidroxiacetona (PDHA):

Gliceraldehido-3-P =R, Fosfato de dihidroxiacetona

La formacidn de PDHA a partir del GAP se mide acoplando es-
ta reaccidn a la de la alfa-glicerofosfato deshidrogenasa:

4 —-GAP E
PDH + NADH + 5' —22f2=GAP D .. cap + wap

La oxidacidn del NADH a NAD en la reaccidn acoplada es la -

que se mide a 340 nm.

B. Procedimiento. Pueden premezclarse buffer, NADH y agua.

Blanco (ul) Sistema (ul)
Tris-HCl, pH 8, 1 M 100 100
NADH 2 mM 100 100
Hemolizado sin estroma 10 10
1: 2,000
Alfa-GAP D (~2 U/ml) 50 50
Agua 740 640
Preincubar 10 minutos a 37° C
*D-GAP 30 mM —-— 100

* Ver pie de pagina siguiente



El decremento de DO del sistema se mide contra el blanco por
10 minutos a 37°C y a 340 nm. El espectrofotdmetro deberd ser puesto —--
con el blanco a un valor de DO de 0.3, en vista de que la DO del sistema

disminuye con el tiempo.
C. Blanco adicional. Si (ver Cap. 6, Inciso C).

D. Comentarios. Esta reaccidn tiene un orden cin&tico de 1 con respec
to a la concentracidn de D-GAP, o sea, que la concentracidn de substrato
es critica. Por ello se deben analizar todos los lotes nuevos de DL-GAP
para determinar la concentracién real de D-GAP, y asi preparar una solu-

cidén 30 mM. Existen dos configuraciones de D-GAP: una es metabolizada

* E1 D-GAP 30 mM se prepara a partir de DL-GAP comercial (50 mg/ml, --
Sigma) gue se diluye 1:10 y se analiza en el siguiente sistema:

Blanco (ul) Sistema (ul)
Tris-HCl pH 8, 1 M 100 100
NADH 2 mM 100 100
TPI (sin diluir) 5 5
Alfa-GAP D (~ 2 U/ml) 50 7458
740
Agua Leer DO inicial a 340 nm
DL-GAP (1:10) - 5
Agua 5 &=

Leer DO hasta que &sta no varie. Res
tar la DO inicial para obtener ADO.

La concentracidn milimolar (C) de D-GAP en la solucidn de DL-GAP es:

c = ADO X 2000
o 6.22

Tomar 0.3 ml de DL-GAP sin diluir y llevar a un volumen de 0.01 C ml
con agua para obtener una solucidén 30 mM de D-GAP.



ripidamente, y la otra lo es lentamente. Por tanto, la reacccidén ten--
drd una fase rdpida inicial que deberd ser empleada para calcular el --

aDO del sistema de medicidn, y se hace caso omiso de la fase lenta.

Otro factor que afecta los resultados es que la TPI se inhi
be con el (NH4)2SO4, y debe recordarse que la alfa-glicerofosfato des--
hidrogenasa que se utiliza como enzima auxiliar en el sistema, se encuen
tra como una suspensidn en (NH4)SO4. Por otra parte la cantidad de sul
fato de amonio que se introduce al sistema depende de la actividad de -
la alfa-glicerofosfato deshidrogenasa disponible: asi se observarid una
inhibicidn relativamente pequefia de TPI cuando la alfa-glicerofosfato des
hidrogenasa tiene una actividad alta (600 U/ml). Un dato Gtil en estas
consideraciones es que una concentracién de 0.5 mM de sulfato de amonio en la

suspensidn final puede producir aproximadamente un 10 % de inhibicién --

de la TPI.

E. Cilculos, valores normales e interpretacidén. Una molécula de NADH se

oxida por cada moldcula de DL-GAP convertido a PDH. Por tanto se debera
usar la ecuacidén 2 (ver Cap. 6, inciso B). No olvidar corregir por blan
co adicional en caso de ser necesario (ver C arriba). Los gldbulos ro--
jos de adultos normales contienen 1440.88 + 160.84 UI de TPI/g Hb. Se -
presenta anemia hemolitica congénita no esferocitica en algunos casos con

'

deficiencia de TPI.



Cap. 12

GLICERALDEHIDOFOSFATO DESHIDROGENASA (GAP D)

A. Fundamento. La gliceraldehidofosfato deshidrogenasa cataliza la fos
forilacidn y la oxidacidn del gliceraldehido-3-P (GAP) a 1,3-difosfogli-

cerato (1,3-DPG):

GAPD

+ +
GAP + P, + NAD 1,3-DPG + NADH + H

Para ayudar a desviar la reaccidn a la derecha, el fosfato inorgdnico --

(Pi) se substituye por arsenato en el sistema ya que el &ster de arsena-
: = % e +

to y GAP se hidroliza espontdneamente. La reduccidn del NAD a NADH se

mide a 340 nm.

B. Procedimiento. Pueden premezclarse buffer, NAD, arsenato y agua.

. Blanco (ul) Sistema 1 (ul) Sistema 2 (ul)
Tris-HC1 pH 8.0, 1M 100 100 100
NAD 10 mM 100 100 100
Arsenato disddico pH 8,0, 100 100 100
0.15 M
EDTA 0.027 M 50 50 50
HZO 630 530 610
Hemolizado congelado-des-— 20 20 20

congelado 1:200
Preincubar 10 minutos a 37°C

D-GAP* 10 mM —— 100 20

* Ver Capitulo anterior, inciso B para la preparacidn de un D-GAP --
30 mM (diluir el 30 mM 1:3 con agua para obtener 10 mM).



El incremento de la densidad dptica de los sistemas 1 y 2 se

mide contra el blanco a 340 nm, a 37° C y por 10 a 20 minutos.
C. Blanco adicional. Ninguno

D. Comentarios. Esta enzima se encuentra unida fuertemente al estroma, y
el grado de unidn es aparentemente mucho mayor a un pH ligeramente alcali-
no que a un pH dcido. Por eso es esencial realizar el andlisis en un he--
molizado no centrifugado. Se requiere una alta concentracidn de NAD para
obtener resultados lineales. Si bien esto se logra con concentraciones --
de 0.5 mM de NAD, el empleo de concentraciones mayores nos dan un margen -
de seguridad, ya que las preparaciones de NAD muestran un decremento en --

su contenido cuando se almacenan, inclusive en forma sdlida.

Existe mayor variacidn en los resultados al repetir el andli--
sis en el mismo hemolizado que la que se observa usualmente en otros andli
sis enzimdticos: este mayor error se puede deber a que la enzima se encuen
tra unida al estroma, lo cual la hace menos accesible que si estuviera en

forma soluble.

E. Céalculos, valores normales e interpretacién. Una mol de NAD se reduce

a NADH por cada mol de D-GAP convertido a 1,3-DPG: por tanto se usa la ---
ecuacidn 2 (ver Cap. 6 inciso B) para los cdlculos. Los gldbulos rojos de
adultos normales contienen 56.72 + 5.97 UI de GAPD/g Hb. La actividad del

sistema 2 generalmente es de 41 + 5.2 % del sistema 1.



Cap, 13

FOSFOGLICERATO CINASA (PGC).

A. Fundamento. La fosfoglicerato cinasa cataliza la reaccidn de fosfori

lacidn y oxidacidn del ADP a ATP por el 1,3-difosfoglicerato (1,3-DPG):

1,3-DPG + 2DP —CC 3 pga + aTP

La reaccidn se mide en direccidn reversa (de derecha a izquier
da). La formacidn del 1,3-DPG se determina a travds de la reaccidn aco--

plada de la gliceraldehidofosfato deshidrogenasa (GAPD) :

GAPD

+ +
Gliceraldehido-3-fosfato + NAD + Pi 1,3-DPG + NADH + H

-~ ; : o + : 3
En esta reaccidn se mide la oxidacidn de NADH a NAD (de derecha a izquier

da).

B. Procedimiento. Pueden premezclarse buffer, MgClZ, ATP, NADH y agua.

Blanco (ul) Sistema (ul)
Tris-HCl pH 8.0, 1M 100 100
MgCl; 0.1M 100 100
ATP (neut) 0.02 M 400 400
GAPD 40 U/ml (diluida en 100 100
solucidn G)
NADH 2 mM 100 100
Hemolizado sin estroma 1:200 20 20
H.O 180 80

2
Preincubar 10 minutos a 37° C

3-PGA 0.01 M —— 100



El decremento de la densidad dptica del sistema se mide a --
37° C por 10 a 20 minutos contra el blanco. El espectrofotdmetro serd -

puesto en blanco a un valor de densidad Sptica de 0.6 unidades.

C. Blancos adicionales. si (ver Cap. 6, inciso C). La lectura se --

hard despuds de 45 minutos y sin la preincubacidn de 10 minutos.

E. Calculos, valores normales e interpretacidn. Una mol de NADH se --

oxida por cada mol de 3-PCA convertido a 1,3-DPG: por tanto se usard la
ecuacidn 2 (ver cap. 6 inciso B). Los gldbulos rojos de adultos norma--
les contienen 159.98 + 9.52 UI de PGC/g Hb. Se han observado casos de -

deficiencia de PGC en anemia hemolitica no esferocitica congénita.



Cap. 14

MONOFOSFOGLICERATOMUTASA (MPGM) .

A. Fundamento. La monofosfogliceratomutasa cataliza el equilibrio entre

el Acido 3-fosfoglicérico (ac 3-PG) y el &cido 2-fosfoglicérico (ac 2-PG):

ac 3-PG = - ac 2-PG

2,3-DPG

En el anilisis se usa como substrato el ac 3-PG y ademds el 2,3-DPG que es
un cofactor esencial de la MPGM. El ac 2-PG se convierte a fosfoenol piru

vato (PEP) a través de la reaccidn acoplada de la enolasa:

ac-2-PG Ennlaca PEP

La formacidn del PEP se mide directamente a través del incremento de la --

densidad dptica a 240 nm.

B. Procedimiento. Pueden premezclarse buffer, 2,3—DP5,M<11C12 y agua.

Blanco (ul) Sistema 1 (ul) Sistema 2 (ul)
Tris-HCl pH 8.0, 1M 100 100 100
Enolasa 10 U/ml 10 10 10
2,3-DPG 1 mM 10 10 10
Mgcl2 0.1 M 10 10 10
Hemolizado sin estroma 1:20 20 20 20
H20 850 750 840
Preincubar 10 minutos a 37° C
3-PGA 0.01 M —— 100 10

El incremento de la densidad dptica de los sistemas 1 y 2 se mide a 37°C



por 10 a 20 minutos contra el blanco a 240 nm.
C. Blanco adicional. Si (ver Cap. 6, inciso C).

D. Comentarios. Se requiere un espectrofotdmetro muy sensible, ya que
la actividad de la enzima es baja y la amplitud de la longitud de onda

usada es critica (ver Cap. 5).

E. Célculos, valores normales e interpretacidn. Una molécula de PEP se

forma por cada molécula de ac 3-PG convertido a ac 2-PG, por tanto deberd
usarse la ecuacidn 4 (ver Cap. 6, inciso B). No olvidar corregir por blan
co adicional en caso necesario (ver C arriba). Los gldbulos rojos de --
adultos normales contienen 22.3 + 3.48 UI de MPGM/g Hb. La actividad del

sistema 2 normalmente es 53 + 2 % del sistema 1.



Cap. 15

ENOLASA
A. Fundamento. La enolasa cataliza la reaccidn de equilibrio entre el
ac 2-fosfoglicérico (ac 2-PG) y el &cido fosfoenol pirlivico (PEP):

ac 2-pg Smolasa  .p

En este andlisis el ac 2-PG actfia como substrato y el porcentaje de for-

macidn del PEP se mide a 240 nm.

B. Procedimiento. Pueden premezclarse buffer, MgCl_  y agua.

2

Blanco (ul) Sistema 1 (ul) Sistema 2 (ul)

Tris-HCl pH 8.0, 1M 200 200 200

Mgcl2 0.1 M 5 5 ’ 5

Hzo 775 675 765

Hemolizado sin estroma 20 20 20
1:20

Preincubar 10 minutos a 37°C

Ac 2-PG 0.01 M —— 100 10
El incremento de la densidad &ptica de los sistemas 1 y 2 se miden a 37°C
contra el blanco a 240 nm.

C. Blanco adicional. Ninguno

D. Comentarios. Se necesita un espectrofotdmetro muy sensible por la -
baja actividad de la enzima y la necesidad de medir la densidad dptica a

240 nm (ver Cap. 5).



E. Célculos, valores normales e interpretacidn. Una molécula de PEP se

forma por cada molécula de Ac 2-PG utilizado: deberd usarse la ecuacidn
4 (ver Cap. 6, inciso B). Los gldbulos rojos de adultos normales contie
nen 7.54 + 137 UI de enolasa/g Hb. La actividad del sistema 2 normalmen

te es 58 + 13 % del sistema 1.



Cap. 16

PIRUVATO CINASA (PC).

A. Fundamento. La piruvato cinasa cataliza la fosforilacidn del ADP a

ATP por el fosfoenolpiruvato (PEP):

P
PEP + ADP —BC Piruvato + ATP

El porcentaje de la formacidn del ATP se mide por su asociacidn con la -
oxidacidn del NAD en una reaccidn acoplada con la deshidrogenasa l&cti--—

ca (DHL):.

DHL

. ko +
Piruvato + NADH + H Lactato + NAD

Se mide el decremento de la densidad dptica a 340 nm que ocurre cuando -

el NADH se oxida a NAD.

B. Procedimiento. Pueden premezclarse buffer, KC1, Mgclz, NADH, ADP y

agua.
Blanco (ul) Sistema 1 (ul) Sistema 2 (ul)

Tris-HCl pH 8.0, 1M 100 100 100

KC1l 1.0 M 100 100 100

Mgcl2 0.1 M 100 100 100

NADH 2 mM 100 100 100

ADP (neut) 4 mM —-_— 100 50

HZO 380 280 380

DHL 60 U/ml 100 100 100

Hemolizado sin estroma : 20 20 20

1:20

Preincubar a 10 minutos a 37°C

PEP 0.015 M 100 100 50



El decremento de la densidad &ptica de los sistemas 1 y 2 --

se mide a 37°C contra el blanco a una densidad &ptica de 340 nm.

El espectrofotdmetro serd puesto en blanco a un valor de den

sidad éptica de 0.3.
C. Blanco adicional. Si (ver Cap. 6, inciso C).

D. Comentarios. Los gldbulos blancos son una fuente rica en piruvato -
cinasa, y la actividad de esta enzima no disminuye en los glébulos blan-
cos alin cuando haya deficiencia de piruvato cinasa en los gldbulos rojos.
Si se observan resultados normales con la sangre de un paciente con sos-
pecha de deficiencia de PC, puede ser necesario un tratamiento especial,
tal como la sedimentacién de los gldbulos rojos con polivinilpirrolido--

na, para liberarlos de gldbulos blancos.

E. Calculos, valores normales e interpretacidén. Una molécula de NADH -

se oxida por cada mol&cula de PEP desfosforilado: por tanto debera usar
se la ecuacidn 2 (ver Cap. 6, inciso B). No olvidar corregir por blanco
adicional de ser necesario (ver C arriba). Los gldbulos rojos de adul-
tos normales contiene 5.38 + 1.67 UI de PC/g Hb. La actividad del siste
ma 2 normalmente es 55 + 3 % del sistema 1. La deficiencia de piruvato

cinasa probablemente es la causa mds comin de anemia hemolitica congéni-
ta no esferScitica. Se han reportado mutaciones que dan como resultado

una enzima con una actividad normal a altas concentraciones de substrato

pero con actividad disminuida a bajas concentraciones de substrato.



Cap. 17

DESHIDROGENASA LACTICA (DHL) .

A. Fundamento. La deshidrogenasa lactica cataliza la reduccidn del pi-

ruvato a lactato por el NADH:

DHL

i 5 +
Piruvato + NADH4H Lactato + NAD

A A s 4 + ; T
En el analisis la oxidacidén del NADH a NAD se sigue espectrofotométrica

mente a 340 nm.

B. Procedimiento. Pueden premezclarse buffer, NADH y agua.

Blanco (ul) Sistema (ul)
Tris-HC1l pH 8.0, 1 M 100 100
NADH 2 mM 100 100
Hemolizado sin estroma 1:200 20 20
H20 780 680
Preincubar 10 minutos a 37°C
Piruvato de sodio 10 mMa e 100

El decremento de la densidad Sptica se mide a 37°C contra el blanco
a 340 nM. El espectrofotémetro deberd ser puesto a un valor de

DO de 0.6.

C. Blanco adicional. Ninguno

D. Comentarios. Ninguno



Cdlculos, valores normales e interpretacidén. Una molécula de NADH

se oxida a NAD+ por cada molécula de piruvato reducido. Por tanto
deber3 usarse la ecuacidn 2 (ver Cap. 6, inciso B). Los gldbulos -
rojos de adultos normales contienen 142.37 + 34.59 UI de DHL/g Hb.
No se han reportado en la literatura deficiencias de deshidrogenasa

l3ctica.



PARTE IV

ENZIMAS DEL CICLO DE LAS PENTOSAS Y OTRAS

GENERALIDADES

1. Sdlo en adenilatocinasa (Cap. 25) se presenta a sistema adicional -

de substrato bajo (ver generalidades de Parte III).
2. Hay premezclado en la mayoria de las mediciones.

3. Los valores se dan en medio + desviacidn estdndar.



Cap. 18

GLUCOSA-6-FOSFATO DESHIDROGENASA (G-6-PD) Y 6-FOSFOGLUCONICO DESHIDROGE-
NASA (6-PGD)

A. Fundamento. La glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G-6-PD) cataliza -
la oxidacién de la glucosa-6-fosfato a 6-fosfogluconolactona, la cual --

hidroligza espontineamente a 6-fosfogluconato (6-PGA) :

+ G-6-P +
Glucosa-6-P + nape' E8BD ¢ poa 4 wapem + ®

La deshidrogenasa del 6-fosfoglucdnico cataliza la oxidacidn

del 6-PGA a ribulosa-5-P y COZ:

+ 6-P +
——GD', Ribulosa-5-P +co2 + NADPH+ H

6-PGA + NADP

El andlisis mids cominmente usado para medir la actividad de -
la G-6-PD (sistema 1 abajo) es la de medir el porcentaje de reduccidén --
del NADP a NADPH cuando el hemolizado se incuba con glucosa-6-P. Sin em
bargo, el producto formado es en gran parte oxidado en la reaccidn de la
6-PGD, de modo que mis de una moécula (casi dos) de NADP se reducen por
cada molécula de glucosa-6-P oxidado (Ref. 13). Los resultados del sis-
tema 1 pueden corregirse trabajando un sistema adicional en el que haya
cantidades saturantes de G-6-P y de 6-PGA (sistema 3) y al cual se le --
resta la aDO de un sistema en el que haya una cantidad saturante de ---

6-PGA pero al que no se le afiada G-6-P (sistema 2). Este tipo de correc

cidn fue utilizado por primera vez por Glock y McLean (Ref. 14).



La inclusidn de 3 sistemas permite conocer al mismo tiempo:
1) la actividad de G-6-P D como se mide habitualmente; 2) la actividad
de G-6-P D pero corregida por la 6-PG D presente en el hemolizado; y --

3) la actividad de 6-PG D.

B. Procedimiento. Pueden premezclarse buffer, MgClZ, NADP y agua.

Blanco (ul) 1 (ul) 2 (ul) 3 (ul)

Tris-HCl pH 8.0, 1 M 100 100 100 100
MgCl2 0.1 M 100 100 100 100
NADP 2 mM 100 100 100 100
Hemolizado sin estroma 1:20 20 20 20 20
Agua 680 580 580 430

Preincubar 10 minutos a 37°C
G-6-P 6 mM —— 100 —— 100

6-PGA 6 mM Els — 100 100

El incremento de la densidad Sptica de los sistemas 1, 2y 3

se mide contra el blanco a 37°C y a 340 nm.
C. Blanco adicional. Ninguno

D. Comentarios. El sistema 1 se asemeja al método recomendado por la

Organizacidn Mundial de la Salud para la G-6-PD, pero difiere en la tem
peratura a la cual se realiza ya que aqui es a 37°C y no a 25°C como se
realiza el método de la OMS: el resultado a 37°C no sélo es mds alto -
por el aumento en la temperatura sino que tambi&n hay un PH menor en es

te sistema que en el utilizado por la OMS. Si se desea llevar a cabo -



el procedimiento recomendado por la OMS, s8lo tendr3d que bajarse la tem
peratura de 37°C a 25°C y no se modifican los demids detalles del andli-
sis. El resultado obtenido restando la actividad de la 6-PG D (sistema
2) de la actividad obtenida con ambos substratos (sistema 3), normalmen
te expresa en forma mds exacta la actividad de la G-6-DP. Sin embargo,
en el caso de muestras con baja actividad de G-6-P D, como sucede en las
deficiencias hereditarias de tal enzima, esto requiere restar una canti-
dad alta de una ligeramente mayor didndonos un error experimental que pue
de resultar grande por lo que este método puede ser inadecuado para mues

tras con baja actividad de G-6-P D.

E. Cilculos, valores normales e interpretacidn.. Si bien cerca de 2 --

moles de NADP se reducen para cada molécula de glucosa-6-P oxidada, los
cdlculos para el sistema 1 asumen que sélo 1 molécula de NADP se reduce:
por tanto se utilizarad la ecuacidn 2 (ver Cap. 6, inciso B) para los cdl

culos.

En la reaccidén de la G-6-P D por cada molécula de 6-PGA oxi-
dado: se reduce 1 molé&cula de NADP por tanto la actividad de esta enzima
se calcula con la misma ecuacidn 2. La actividad en el sistema 3 se ob-
tiene restando &DO del sistema 2 al ADO del sistema 3, y se calcula la -
actividad usando también la ecuacidn 2.

Los gldbulos rojos de adultos normales contiene 8.87 + 1.59
UI de G-6-PD/g Hb (sistema 3 menos sistema 2) y 13.55 + 2.45 UI de G-6-PD/g

Hb (sistema 1). Usando el método recomendado por la OMS (sistema 1 a 25°C)



la actividad es de 6.63 + 1.10 UI de G-6-PD/g Hb. Los gldbulos rojos de

adultos normales contiene 8.60 + 1.08 UI de 6-PGD/g Hb (sistema 2).

La deficiencia de G-6-P D es la mds comiin de todas las defi--
ciencias eritrociticas conocidas. La deficiencia se observa en casos de
anemia hemolitica inducida por drogas, en favismo, en ictericia neonatal
y en algunos casos de anemia hemolitica cong@nita no esferocitica. La -
deficiencia severa de 6-PG D es extremadamente rara, y sus efectos clini

cos no han sido claramente esclarecidos.



Cap. 19

GLUTATION REDUCTASA (GR).

A. Fundamento. La glutatidn reductasa cataliza la reduccidn del glu-
tatidén oxidado (¢SSG) a glutatidn reducido (GSH) usando NADH o bien --
NADPH como donador de hidrdgeno:

GR

+ +
GSSG + NADPH (NADH) + H 2GsH + napp® (naD!)

La actividad de la enzima se mide siguiendo la oxidacidn del

NADPH espectrofotométricamente a 340 nm.

B. Procedimiento (Ref. 15).

Sin FAD Con FAD
Blanco (ul) Sistema (ul) Blanco  (ul) Sistema (ul)
Tris-HCl pH 8.0, 50 50 50 50
1M
EDTA (neut) 0.2 M 10 10 10 10
Hemolizado acuoso 10 10 10 10
1:20
Agua 880 780 780 680
FAD 10 uM L == 100 100
Preincubar 10 minutos a 37°C
GSSG neut 33 mM = 100 ——— 100

Preincubar de nuevo 10 minutos a 37°C

NADPH 2 mM (espec-
trofotométrica--
50
mente estandari- %0 50 =
zado* )

* Ver estandarizacidn en Cap. 32.



El decremento de la densidad &ptica del sistema a 340 nm y
a 37°C del sistema sin FAD se mide contra el blanco sin FAD, y el sis-
tema con FAD se mide de la misma forma pero contra el blanco con FAD.
El espectrofotdmetro deberd ser puesto en blanco a un valor de densi-

dad Sptica de 0.15.
C. Blanco adicional. Ninguno

D. Comentarios. La enzima se vuelve mds activa cuando aparece el pro
ducto de la reaccidn ya que se observa un incremento en la velocidad --
después de los primeros minutos de haberse iniciado la reaccidn. La --
glutatidn reductasa es una flavoenzima, y se ha encontrado que su activa
cidén por el FAD requiere una preincubacidn, la cual debe ser hecha an--
tes de aﬁadi£ GSSG y NADPH al sistema, ya que &stos parecen interferir

en la activacidn de la enzima por el FAD.

E. Cédlculos, valores normales e interpretacidn. Por cada molécula de

GSSG reducido se oxida una molécula de NADPH: por tanto se deberd usar
la ecuacidn 2 (ver Cap. 6, inciso B). Los gldbulos rojos de adultos --
normales contienen 5.68 + 1.52 UI de GR/g Hb en el sistema sin FAD, y -
7.44 + 1.63 UI de GR/g Hb con FAD. El grado de aumento de actividad -
inducida por el FAD puede servir como guia si hay o no una nutricidn ade
cuada de riboflavina. La baja actividad de GR en los eritrocitos puede
ser debida a una deficiencia hereditaria, pero frecuentemente se puede -
corregir in vitro con FAD, e in vivo por la administracién de 5 mg de --

riboflavina diariamente durante algunos dias (Ref. 15).



Cap. 20
GLUTATION PEROXIDASA.

A. Fundamento. La glutatidn peroxidasa cataliza la oxidacidn del GSH

por el perdxido de hidrdgeno:

id
2GSH + H,0, G50 porculongn e & H,0

La formacidn de GSSG se mide acopldndola a la reaccidn de la

glutatidn reductasas

GR

+ +
GSSG + NADPH + H 2GSH + NADP

La oxidacidn del NADPH se mide a 340 nm.

Se afiade azida a la mezcla de reaccidn para inactivar la ca-

talasa ya que ésta reduce el perdxido de hidrdgeno.

El empleo de hemolizado de cianuro-ferricianuro minimiza la
interaccidn entre la hemoglobina y el NADPH, y si bien tal interaccidn -
no parece ser cuantitativamente importante en ausencia del azul de meti-
leno (ver capitulo 21), se obtienen resultados mds lineales cuando se --

emplea este tipo de hemolizado.

B. Procedimiento (modificacidén de Ref. 16). Pueden premezclarse ---

buffer, GSH, EDTA, azida y agua.



o 16

Blanco (ul) Sistema (ul)
Buffer de fosfatos pH 7.0, l.M 100 100
GSH 0.1 M i 10
EDTA (neut) 0.2 M 20 20
Glutatidn reductasa 10 U/ml 100 100
Azida de sodio 0.4 M 10 10
NADPH 2 mM 100 100
*Hemolizado cianuro-ferricianuro 1:20 20 20
HZO 640 630
Preincubar 10 minutos a 37° C
**H202 10 mM 10 10

El espectrofotdmetro se pone en blanco a un valor de densi-

dad &ptica de 0.6.

C. Blanco adicional. Si (ver Cap. 6, inciso C). Se hace substituyendo
el hemolizado por la solucién de cianuro-ferricianuro. Se realiza con el
fin de corregir la oxidacidn no enzimdtica de GSH y de NADH hecha por el
H202: esta actividad serd de aproximadamente 0.0l15 a 0.020 unidades de
DO por minuto.

D. Comentarios. El buffer tris-HCl pH 8.0 que se usa en los demd3s and-
lisis enzimdticos, no se puede emplear aqui porque se obtiene un blanco

con actividad muy alta.

* Se afiade un volumen de c&lulas a 19 vollimenes de una solucidn que
contenga 100 mg de NaCN y 300 mg de K3(Fe(CN)6) por litro.

** Se mide la densidad dptica a 230 nm de 0.9 ml de una solucidn de -
buffer de fosfatos 1M, pH 7.0 diluida 1:10 con agua: &sta serid la
D°1° A la celdilla de lectura se afiaden 0.1 ml de una solucidn de

O_ al 30% diluida 1:100, y se lee nuevamente la densidad Jptica
(60 ). Ya que el coeficiente de extincidn milimolar del H_O., es de
0. O%l (Ref. 17), la concentracidn C de H_O, de la solucidn”de perd-
xido diluido 1:100 es de: C = 141 (Doz—sol) mM. Para ob-
tener una solucidén 10 m¥M se coloca 1 ml de la dilucidn 1:100 de pero
xido y se lleva con agua al volumen en ml/ que resulta de dividir ¢/10.



La reaccidn depende de la concentracidn de H202 al 30 %. --
Sin embargo, el andlisis del contenido de H202 no necesita realizarse -
diariamente sino que después de algunas semanas de hacer mediciones se

podrd tener una buena idea de la concentracidn real del perdxido al 30%.

La solucibdn de GSH también debe ser recién preparada. El -
GSH siempre contiene algo de GSSG, lo cual resulta en algo de oxidacidn
de NADPH: cuando hay demasiado GSSG contaminante en el GSH se verd en
el sistema que, al agregar el perdxido, no habrd cambio de absorbancia
o habrd un ligero cambio de poca duracidn. En este caso se debe usar -

un GSH mds puro o afadir NADPH adicional al sistema.

E. Cdlculos, valores normales e interpretacidn. La actividad del blan

co adicional (ver C arriba) debe de restarse de aquella medida en pre--
sencia de hemolizado. Por cada molécula de H202 reducido se oxida una -
molécula de NADPH: por tanto deberd usarse la ecuacidn 2 (ver Cap. 6,
inciso B). Los niveles de esta enzima parecen ser algunas veces menores
cuando los gldbulos rojos se obtienen en ACD que cuando se colectan en -
EDTA o heparina. Los gldbulos rojos de adultos normales en ACD contienen
5.32 + 1.79 ul de GP/g Hb. Se ha reportado en la literatura deficiencia
de glutatidn peroxidasa en la anemia hemolitica congénita ho esferociti-
ca. También se han observado bajos niveles de glutatidn peroxidasa en -
gldbulos rojos de recién nacidos, pudiendo contribuir a la enfermedad --

hemolitica del recién nacido.



Cap. 21

NADPH DIAFORASA

A. Fundamento. Esta enzima cataliza la transferencia de un hidrdgeno -
del NADH al azul de metileno (AMe), reduciendo &ste a azul de leucometi-

leno (ALMe):

NADPH diaf +
1370ras38 NADP' + ALMe

4
NADPH + H + AMe

La velocidad de la reaccidn puede estimarse midiendo la oxidacidén del --

NADPH a 340 nm.

B. Procedimiento (modificacidn de Ref. 18)

Blanco (ul) Sistema (ul)
Tris-HCl pH 8.0, 1 M 100 100
NADPH 2 mM — 20
Hemolizado acuoso 1:20 50 50
HZO 840 820
Preincubar a 37°C por 10 minutos
Azul de metileno 0.8 mM (0.03 %) 10 10

El decremento de la densidad dptica del sistema se mide contra el -
blanco a 340 mM y a 37°C. El espectrofotdmetro deberd ser puesto -

con el blanco a un valor de densidad Sptica de 0.3 unidades.

C. Blanco adicional. Si. Se debe corregir la oxidacidn no enzimitica

del NADPH por el azul de metileno: el &DO es de aproximadamente --



0.023 unidades de DO/minuto.

D.

Comentarios. La pequena cantidad de AMe en el sistema es suficiente
ya que el ALMe es rapidamente oxidado por el oxigeno atmosférico. Las
preparaciones viejas de azul de metileno hacen que la actividad del -
blanco sea mayor; cuando esto ocurre, se prepara una nueva solucidn -

de azul de metileno.

Cdlculos, valores normales e interpretacidén. La actividad del blanco

(ver inciso C arriba) se resta de la actividad medida en presencia --
del hemolizado. La ecuacidn 2 (ver Cap. 6, inciso B) deberd usarse -
para calcular los resultados. Los gldbulos rojos de adultos normales
contienen 1.34 + 0.32 UI de NADPH diaforasa/g Hb. Se ha reportado un

solo caso de deficiencia de esta enzima.

La ausencia de esta enzima dard resultados falsos positivos para algu
nas pruebas de tamizaje de la deficiencia de glucosa-6-fosfato deshi-
drogenasa, tales como la prueba de reduccidn de la metahemoglobina o
la prueba de reduccidén de azul de cresil brillante. Sin embargo la

deficiencia de la enzima no produce patologia clinica.



Cap. 22

NADH METAHEMOGLOBINA REDUCTASA (NADH DIAFORASA)

Fundamento. La NADH diaforasa cataliza normalmente la reduccidn de

la metahemoglobina por el NADH:

diaforasa

+ +
MetaHb + NADH + H Hb + NAD

Sin embargo, esta reaccidn es lenta y dificil de seguir espectrofo--
tométricamente. Pero se ha visto que el complejo ferricianuro y me-
tahemoglobina sirve como un excelente substrato de la enzima, y que
esta actividad puede seguirse espectrofotométricamente midiendo la -

reduccidén de dicho complejo a 575 nm.

Procedimiento (modificacidn de Ref. 19). Primeramente se lleva a --

cabo una determinacidn de hemoglobina en la muestra de sangre por el

procedimiento habitual (ver Cap. 3, inciso C).

Mezcla de reaccién. A continuacidn se mezclan los siguientes reac--

tivos en un tubo de centrifuga:



ml
EDTA (neut) 0.27 M 0.01
Buffer de citratos 0.05 M, pH 4.7 0.5
Ferricianuro potdsico 0.5 mM 15
*Substrato de Hb (purificado) 1.0
Agua 1.74

A 4.75 ml de la mezcla de reaccidn se le afiaden 5 ul de sangre proble
ma, y se centrifuga 10 minutos a 9500 G y a 4°C. Con este sobrenadante

semonta el sistema de medicidn en celdillas espectrofotométricas:

Blanco (ul) Sistema (ul)
Sobrenadante 950 950
Agua 50 -

Preincubar 10 min a 37°C

NADH 2 mM = 50

Leer el incremento de DO del sistema versus el blanco a 575 nm y --

37°C.

El substrato de Hb debe estar libre de diaforasa: para ello se centri
fuga una sangre heparinizada o citratada cualquiera, se elimina el --
plasma y el paquete celular se lava dos veces con 10 voliimenes de sa-
lina. A cada 10 ml de paquete lavado se le afiaden 60 ml de agua y —-
1.6 g de DEAE-celulosa seca (v.gr. Whatman DE-11). Se deja reposar -
10 minutos mezclando ocasionalmente y se filtra. Se repite dos veces
afiadiendo al filtrado nuevas porciones de 1.6 g de DEAE-celulosa. Se
mide la Hb del sobrenadante claro usando solucidn de Drabkin, y al re
manente se ajusta a una concentracién de Hb de 1.224 g/dl.

Con este substrato se hace un andlisis preliminar: se prepara una mez
cla de reaccién (ver arriba) y se mide actividad usando 950 ul de mez
cla y 50 ul de NADH 2 mM. En estas condiciones, el sistema debe mos-
trar una actividad baja de diaforasa (ADO menor de 0.003/min), pero -
si la actividad es mayor, deberi repetirse el tratamiento del substra
to de Hb con DEAE-celulosa tantas veces como sean necesarias para al-
canzar una actividad baja. El substrato de Hb asi purificado es esta
ble por 2 semanas si se mantiene refrigerado.



Blanco adicional. SiI. Es necesario determinar el grado de contami-
nacidén del substrato de Hb en cada dia de trabajo. Para ello se corre
el substrato de Hb tal como se describe en el pie de la pagina ante-
rior: deberd haber una actividad baja, o bien corregir por la lectu

ra de este blanco adicional.

Comentarios. Si bien este método es posiblemente el mds engorroso de
los descritos en este documento, es uno de los mejores para medir NADH
diaforasa. La relacidén ferricianuro/substrato de Hb es relativamente
critica ya que si hay demasiado ferricianuro, el inicio de la reaccidn

se retrasa, y una vez iniciada, la reaccidén es lenta.

Cilculos, valores normales e interpretacidén. Es necesario restar la -

actividad del blanco adicional en caso de haberla (ver C arriba). La
actividad se calcula en base al hecho de que la diferencia de densidad
éptica de la ferro-Hb y la ferri-Hb es de 42 unidades de ﬁO cuando se
comparan soluciones 1 mM. La actividad (A) en mM de Hb reducida en el
sistema de 1 ml es:
(aDO_ - aDO, )

¥ b

420

A=

en donde las ADO son el cambio de densidad del problema (r) y del blan

co (b) que ocurre en 10 minutos (leidas a 575 nm).

La actividad (E) en UI/g Hb es:

A x 100,000

E= b



en donde Hb es la concentracidén en g/dl de la sangre problema, y 100,000
es un factor que considera la transformacidn de Hb en g/dl a Hb en g/ml

y las diluciones que sufre la muestra en el procesamiento.

Los eritrocitos del adulto normal contiene 3.40 + 0.50 UI de NADH diafo-

rasa/g Hb.



Cap. 23

FOSFOGLUCOMUTASA (PGM)

A. Fundamento. La fosfoglucomutasa cataliza la interconversién de la -

glucosa-1-P a glucosa-6-P:

PGM

Glucosa-1-P Glucosa-6-P

Glu-1,6-diP

La glucosa-1-P sirve como substrato, y la formacidn de la glucosa-6-P
se mide por la asociacidn de esta reaccidn con la oxidacidn del NADP a

través de la reaccidn de la glucosa-6-P deshidrogenasa:

+ G-6-P +
Glucosa-6-P + NADP ———E——f—— 6-fosfogluconato + NADPH + H

El 6-fosfogluconato formado es entonces oxidado por la deshidrogenasa
fosfoglucénica, presente en exceso en casi todos los hemolizados, re-
duciendo mids el NADP a NADPH:

6-PGD

+ +
6-fosfogluconato + NADP Ribulosa-5-P + NADPH + H

B. Procedimiento. Pueden premezclarse buffer, Mgclz, NADP, G-1y6-diP y

agua.



Blanco (ul) Sistema (ul)
Tris-HCl pH 8.0, 1M 100 100
MgCl, 0.1M 50 A 50
NADP 2 mM 100 100
Hemolizado sin estroma 1:20 50 50
G-6PD 10 U/ml diluida en Sol. G 20 20
G-1,6-DiP 0.7 mM 200 200
Agua 480 430

Preincubar 10 minutos a 37° C

Glucosa-1-P 0.05 M - 50

El incremento de la densidad &ptica del sistema se mide contra el -

blanco a 37°C y a 340 nm.
Blanco adicional. Si (ver cap. 6, inciso C).

Comentarios. La glucosa-1,6-diP es un cofactor esencial para la --
reaccidén, pero es muy cara y dificil de obtener comercialmente. Si
no se puede obtener este cofactor, puede usarse un extracto fresco
hervido de gl8bulos rojos como substituto medianamente satisfactorio

ya que contiene algo de glucosa-1,6-diP.

Cilculos, valores normales e interpretacidén. Dos moles de NADP se -

reducen por cada moldcula de glucosa-1-P convertida a glucosa-6-P: -
por tanto deberd usarse la ecuacidn 3 (ver Cap. 6, inciso B). La --

actividad del sistema se corrige por la actividad del sistema blanco



adicional (en caso de existir actividad en &ste). Los gldbulos ro-
jos de adultos normales contienen 3.08 + 0.60 Ul de PGM/g Hb. La -
PGM juega un papel importante en el metabolismo del glucdgeno de --
tejidos, en la interconversidén de la galactosa a glucosa. El papel
de esta enzima en el metabolismo eritrocitico no estd claramente --

establecido. Se ha reportado un caso parcial de deficiencia de PGM.



Cap. 24

TRANSAMINASA OXALOACETICA-GLUTAMICA (TOG)

A. Fundamento. La enzima cataliza la reaccidn:

DL-aspartato + Alfa - cetoglutarato Oxaloacetato + Alfa-glutamato

El oxaloacetato formado reduce al NADH a través de la deshi--

drogenasa malica (DHM) :

DHM

+ +
Oxaloacetato + NADH + H Malato + NAD

Al igual que otras transaminasas, el fosfato de piridoxal sirve como un -
cofactor para la actividad enzimitica de TOG: el incremento de la acti--
vidad enzimitica después de la adicidén de este compuesto sirve como indi-

ce del grado de saturacidén de la apoenzima con el cofactor.

B. Procedimiento. Pueden premezclarse buffer, NADH, aspartato y agua.



Sin fosfato de piridoxal Con fosfato de piridoxal

Blanco (ul) Sistema (ul) Blanco (ul) Sistema (ul)

Tris-HCl pH 8.0, 1M 200 200 200 200
NADH 2mM 100 100 100 100
L-aspartato pH 8.0, 100 100 100 100
0.1 M
*Des?ig;;genasa milica 10 10 10 10
Piré?zx:;—shfosfato s e 50 50
HZO 570 470 520 420
Hemolizado sin estroma 20 20 20 20

1:20
Preincubar a 37°C por 10 minutos

Alfa-cetoglutdrico

monosddico 0.1 M - 100 - 100

El decremento de la densidad dptica de cada sistema se mide a 37° C con-

tra el blanco de cada sistema a 340 nm.

El espectrofotdémetro deberd ser puesto en blanco a un valor -
de DO de 0.3.
C. Blanco adiconal: s{ (ver Cap. 6, inciso C). Pero si resulta libre
de actividad de TGO, no serd necesario hacer el blanco adicional siempre//JrG

y cuando se use la misma preparacidén de DHM.

* La solucidén madre de deshidrogenasa mdlica se prepara a una concen-
tracidn de 10 U/ml en sulfato de amonio 2.5 M, y después se diluye
en buffer tris-HCl, pH 8.0, 0.1 M.



D. Comentarios. La velocidad mdxima con frecuencia se alcanza hasta los

10-15 minutos de haberse iniciado la reaccidn.

E. Calculos, valores normales e interpretacidn. Una molécula de NADH

se oxida por cada molécula de glutamato transaminado: por tanto se debe-
ra usar la ecuacidn 2 (ver Cap. 6, inciso B). Deberd corregirse en caso
de que haya actividad de blanco adicional (ver C.arriba). Los gldbulos -
rojos de adultos normales contienen 3.08 + 0.58 Ul de TGO/g Hb y 4.91 +

0.64 UI de TGO/g Hb cuando se estimula con fosfato de piridoxal. La en--
zima se usa cominmente como indicador de la edad de glébulos rojos, ya --
que su actividad es considerablemente mayor en células jévenes que en ---
viejas. El grado de activacidn de TGO por el fosfato de piridoxal puede

dar alguna indicacidn sobre el estado de nutricién de piridoxina.



ADENILATO CINASA (AC)

A. Fundamento. La adenilato cinasa cataliza la siguiente reaccidn:

2ADP —LATP+AMP

En este anilisis se mide la reaccidn reversa, y se sigue la
formacidn de ADP acoplando las reacciones de piruvato cinasa (PC) y de

lactato deshidrogenasa (LDH) .

P
ADP + PEP <R Piruvato + ATP

+
DR, Lactato + NAD

+
Piruvato + NADH + H

La oxidacién del NADH se mide a 340 nm.

B. Procedimiento. Pueden premezclarse buffer, ATP,'NADH, PEP, KC1l, --

MgClz Yy agua.



Blanco (ul) Sistema 1 (ul) Sistema 2 (ul)

Tris-HC1 pH 8.0, 1M 100 100 100
ATP (neut) 0.02 M 50 50 10
NADH 2 mM 100 100 100
PEP 0.015 M 50 50 50
KCl1 1 M 20 20 20
LDH 60 u/ml 50 50 50
MgCl2 0.1 M 50 50 50
PC(Sigma timo II) 50 U/ml 20 20 20
HeT?;égado sin estroma 5 5 5
H20 555 505 585

Preincubar 10 minutos a 37° C

AMP (neut) 0.02 M ST 50 10

El decremento de la densidad dptica de los sistemas 1y 2 -
se miden a 37° C contra el blanco a 340 nm por 10 a 20 minutos. El es

pectrofotdmetro deberd ser puesto con el blanco a un valor de DO de 0.3.
C. Blanco adicional. si (ver Cap. 6, inciso C).
D. Comentarios. Ninguno.

E. Cilculos, valores normales e interpretacién. Dos moles de NADH se

oxidan por cada molécula de ATP que reacciona con el AMP: por tanto de-

beri usarse la ecuacién 3 (ver Cap. 6, inciso B). Deberd restarse la -



actividad del blanco adicional en caso de haberla (ver C arriba). Los
gldbulos rojos de adultos normales contiene 199.53 + 27.4 UI de AC/g Hb.
La actividad del sistema 2 normalmente es 49 + 2.9° % del sistema 1. Se
ha reportado deficiencia de AC en casos de anemia hemolitica congénita -

no esferocitica moderada.



Cap. 26

GALACTOSA-1-FOSFATO URIDIL TRANSFERASA (G-1-PUT). METODO DE CONSUMO,

A. Fundamento. La galactosa-l-fosfato uridil transferasa catliza el -

intercambio en la reaccidn:

UDPgluc + Galactosa-1-P S BT, UDPgalac + Glucosa-1-P

La desaparicidn del UDPgluc de la mezcla que contiene UDPgluc,
galactosa-1-P y hemolizado, se estima midiendo la UDPgluc residual aco--
plando la reaccidn de NAD en la reaccidn catalizada por la deshidrogena-

sa de la UDPgluc:

+ Ay +
UDPgluc + 2NAD o-DEGD, ac. UDP-glucurdnico + H + 2NADH

La reaccidn no es lineal ya que la enzima no estd completamen-
te saturada con el UDPgluc a la concentracién a la que se realiza el ana-
lisis, y por el efecto inhibitorio del producto de reaccidén, la UDPgalac-
tosa. Se puede hacer una correccidn empirica para la falta de linearidad

(ver inciso E abajo) .

La epimerasa presente en el hemolizado cataliza una ruta alter
na por la cual la UDPgluc puede consumirse por su conversidén a UDPgalac.
Sin embargo, la epimerasa requiere para ello de cantidades pequefiisimas -
de NAD, y como la preincubacidn del hemolizado destruye el NAD endégeno -
por presencia de NADasa, se inactiva asi a la epimerasa y no opera esta

ruta alterna. Pero, en el caso de nifios recién nacidos, casi no hay NAD-



. ; P 2
asa, y por tanto se requiere una preincubacidn con NADasa exogena para

inactivar a la epimerasa del hemolizado.

B. Procedimiento (Ref. 21). Se mezclan gldbulos rojos lavados con un

volumen igual de agua destilada fria; se congelan y descongelan, y se

incuban a 37°C por 10 minutos. Si la sangre es de un nifio menor de --
tres meses de edad, se afiaden 0.025 partes de una solucidn de NADasa -
(0.63 U/ml) por cada parte de hemolizado antes de la incubacidn a 37°C.
Los reactivos se mezclan en los vollimenes indicados abajo. La galacto-

sa-1-P y la UDPgluc-glicina se pueden premezclar.

Blanco (ul) Sistema (ul)
UDPgluc-glicina* 200 200
Galactosa-1-P 8 mM —-— 3 100
HZO 100 ——

Preincubar 3 - 5 minutos a 37° C
Hemolizado (1l:1) 200 200

Preincubar exactamente por 15 minutos a 37°C
NaCl 0.154 M a tempera- 1000 1000

tura de hielo

Colocar el blanco y el sistema en un bafio de agua hirviendo
por 2 minutos, agitando intermitentemente. Centrifugar y tomar el sobre
nadante. La UDPgluc residual en el sobrenadante tanto del blanco como -

del sistema se determina de la siguiente forma:

* UDP-gluc-glicina: Preparar diariamente mezclando una parte de e
UDPgluc 7 mM con cuatro partes de buffer de glicina-HCl pH 8.7, 1 M.



Blanco y
Sistema (ul)

Glicina-HCl pH 8.7, 1 M 200
NAD 2 mM 500
Sobrenadante 200
UDPgluc deshidrogenasa 100

(800 Sigma U/ml = 0.032 UI/ml)

La reaccidn se inicia al agregar la UDPgluc deshidrogenasa.
La reaccidn se sigue a 340 nm leyendo sistema contra blanco hasta que no

haya cambio en la densidad Sptica.
C. Blanco adicional. Ninguno

D. Comentarios. El extracto hervido para medir UDPgluc se puede alma-
cenar durante la noche a -20° C ya que sdlo hay una pérdida pequefia de
UDPgluc. La solucidn de UDPgluc deshidrogenasa congelada se mantiene --
activa por varias semanas, pero la NADasa es relativamente inestable y de
be ser recién preparada. Han sido descritos numerosas variaciones del --
método de consumo de UDPgluc pero hay resultados (Ref. 22), que indican -
que el mdtodo descrito arriba da los datos mas reproducibles. Si se uti--
1izan concentraciones suficientemente altas de UDPgluc para obtener resul
tados lineales se introducen errores. Algunos autores han preconizado la
adicidn de reactivos con sulfhidrilos al sistema de medicidn (Ref 23) pe-
ro esta medida no afecta la actividad de gldbulos rojos sino solamente la

de gldbulos blancos: por ello no es adecuada para contrarrestar la falta



de linearidad de sistemas con baja concentracidn de substrato.

E. Calculos, valores normales e interpretacidn. La concentracidn de -

UDPgluc en el filtrado se calcula extrapolando la primera porcidn de la
curva al tiempo cero. El DO asi obtenido se resta del obtenido al com-
pletarse la reaccidn (cuando toda la UDPgluc se oxidd). Se alcanza un
valor constante de DO a los 30 a 45 minutos de iniciada la reaccién tan
to en el blanco como en el sistema, pero a veces pueden aumentar o dis-
minuir la DO después de este lapso: en ese caso siempre se deber3d tomar

el méximo valor estable visto.

La actividad (E) de la transferasa en uM de UDPgluc consumi-

dos/g Hb/hora se obtiene con la ecuacidn:

(D0, - ADO ) x 1210
b r

E = Hb

en donde ADOb es el cambio visto en el sistema blanco y'AEDr es el cam-
bio visto en el sistema (es mayor en el blanco pues se mide UDPgluc re-
sidual). E1l factor 1210 considera las diluciones empleadas y el hecho
de que 2 molas de NAD se reducen por cada molécula de UDPgluc oxidado,
y Hb es la concentracién de hemoglobina (g/dl) en el hemolizado. Si --
(A_DOb - dDOr) es mayor de 0.2 , deberd usarse un factor de correccidn -
empiricamente obtenido (Fc) para mantener la linealidad, de modo que E
se multiplica por FC: los valores de Fc se dan en la tabla VI para dis

tintos valores de (aDO

= ADOI)-

Para convertir las unidades de uM/g Hb/hora a UI/g Hb, sélo es



necesario dividir entre 60, pero lo tradicional es la de dar resultados

en uM/g Hb/hora. La actividad de la G-1-PUT es de inter@&s en la detec--
cidén de galactosemia. Es dificil presentar valores normales de la enzi-
ma, ya que existen variantes genéticas con diferente actividad. La osci
lacidén normal para la enzima parece ser aproximadamente de 18.5 a 28.5 -
uM/g Hb/hora. Los heterocigotos que poseen la variante genética Duarte

tienen una actividad entre 13.5 y 18.5 uM/g Hb/hora, en tanto que los --
heterocigotos para el gen de la galactosemia y los homocigotos de la va-
riante Duarte. tienen una actividad entre 8.5 y 13.5. Los individuos --
doble heterocigotos para los genes Duarte y galactosemia tienen una acti
vidad entre 3.5 y 8.5, y en los homocigotos a galactosemia practicamente

no hay actividad de galactosa-l-fosfato uridil transferasa.
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V. Factores de correccifn para el anilisis de la UDPG

- Dl]R FC DDB - DI]R - FC
.200 1.000 D0.265 1.132
.200 1.010 0.270 l.144
.205 1.020 0.275 1.160
.210 1.029 0.280 / 1.175
.215 1.037 0.285 1.189
.220 1.045 . 0.290 1.203
.225 1.053 0.295 1.220
.230 1.061 0.300 1.243
.235 1.072 0.305 1.269
. 240 1.083 0.310 1.294
. 245 1.094 0.315 1.317
. 250 1.10D 0.320 1.353
. 255 1.110 0.325 l.412

. 260 1.119 0.330 1.479




GALACTOSA-1-FOSFATO URIDIL TRANSFERASA (G-1-PUT). METODO FLUOROMETRICO.

A. Fundamento. En esta técnica la transferasa se mide a base de medir

1a formacidn de la glucosa-1-P en la reaccidn:

UDPGluc + Galactosa-1-P Jeene UDPGal + glucosa-1-P.

La fosfoglucomutasa y la glucosa-1,6-diP enddgenas del hemoli
zado dan por resultado la conversidn de glucosa-i—P y el NADP en la mez-
cla de reaccidén se reduce a NADPH en el curso de las reacciones de la --
glucosa-6-P deshidrogenasa y la 6-fofogluconato deshidrogenasa, que son
enzimas presentes en exceso en la mayoria de los hemolizados. En el caso
de una deficiencia severa de glucosa-6-P deshidrogenasa (v.gr. tipo Medi-
terraneo, mas no en la deficiencia africana tipo A) puede ser necesario -

afiadir glucosa-6-P deshidrogenasa exdgena.

Después de que la mezcla de reaccidn ha sido incubada con la -
sangre, la reaccibn es detenida mediante una dilucidn, y el NADPH formado
se mide fluorométricamente. Se usa la misma muestra diluida para calcu--
lar la concentracidén de hemoglobina utilizando la banda de absorcidn de -

Soret (410 nm).

B. Procedimiento (Ref. 24). La mezcla de reaccidn se prepara utilizando

los siguientes voliimenes o miltiples de ellos. Esta mezcla se puede alma

cenar congelada por cerca de un mes.
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Volumen (ml)

UDPglui 10 mM 0.6
Galactosa-1-P 27 mM 0.6
NADP 6 mM 0.8
Tris-acetato pH 8.0, 0.75 M 2.0
Saponina (Sigma) 1 % 0.8
EDTA disddico 27 mM 0.09
Mgcl2 hexahidratado 0.1 M 0613
Agua 1.0
Glucosa-6-P deshidrogenasa 30 U/ml (en caso necesario) 0.05

La adicién de glucosa-6-P deshidrogenasa es opcional: usual-
mente no se requiere, pero puede ser utilizada si existe deficiencia seve
ra de G-6-PD en la muestra por analizar. Se afiaden 10 ul de sangre com--
pleta a 10 ul de la mezcla de reaccidén. Después de 30 minutos de incuba-
cidn a 37° C se diluyen 20 ul de la mezcla en 4 ml de buffer de fosfatos
0.01 M, pH 7.4. Las mediciones fluorométricas se hacen en una celdilla -
de 10 mm de diZmetro interno contra un blanco preparado con 20 ul de la -
mezcla de reaccidn sin sangre + 4 ml de buffer de fosfatos. Se usa un --
filtro Corning primario 7-60 y un filtro secundario 3-72. Posteriormente,
la muestra de sangre diluida en la mezcla de reaccidén se transfiere a una
celdilla adecuada para un colorimetro fotoeléctrico, y se mide la densi--
dad Sptica a 410 nm contra el blanco, para estimar el contenido de hemo--

globina.



C. Blanco adicional. Ninguno

D. Comentarios. La cantidad de fluorescencia producida depende de un -
niimero de variables, - incluyendo las caracteristicas electrdnicas del ins
trumento detector y de la intensidad de la fuente de luz. Esta en parti
cular estid sujeta a cambios con el tiempo y por lo tanto, la calibracidn

del aparato debe ser realizada periddicamente.

E. Calculos, valores normales e interpretacién. La actividad (E) de la

galactosa-1-P uridil transferasa en uM de UDPglu consumidos/g Hb/hora se

obtiene de la siguiente manera:

En donde F es la fluorescencia de la muestra, C es el factor combinado -
de calibracidn del fluordmetro y del espectrofotdmetro (ver abajo) y A -

la absorbancia a 410 nm del sistema diluido.

El factor de calibracidn (@) debe ser determinado para el --
fluordmetro y el colorimetro usados en el procedimiento. Para calibrar
el fluordmetro, se prepara una solucién de NADPH conteniendo aproximada-
mente 1 mg/ml, y su concentracidn real se mide como se describe en el --
Cap. 4, inciso B. Se preparan una serie de diluciones conteniendo de --
0.25 a 1.25 uM de NADPH en buffer de fosfatos 0.01 M, PH 7.4, y las lec-
turas de fluorescencia se hacen contra un blanco del buffer. Las lectu-
ras son graficadas contra la concentracidn de NADPH. ILa lectura de fluo

rescencia dada por 1 uM de NADPH se lee en la curva y se designa Fl'
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La calibracién del colorimetro se realiza con una muestra de
sangre hemolizada por congelacisn y descongelacidn: se determina en una
‘alicuota la concentracidn de hemoglobina con el reactivo de cianuro-fe--
rricianuro (ver Cap. 3, inciso C). Después se toma 0.1 ml del remanente
de la sangre hemolizada y se afiade a 1.0 ml de una solucidn de saponina
al 0.133 %. Con esta sangre-saponina se preparan diluciones 1:100, 1:200
y 1:400 en buffer de fosfatos 0.01 M, y'la densidad dptica de cada dilu-
cidn se determina a 410 nm contra un blanco del buffer. ILa concentracidn
de hemoglobina en g/l se grafica contra la DO de cada dilucién. Se pue-
de observar una desviacidn leve de la ley de Beer en algunos colorimetros,
pero ésta no es lo suficientemente grande como para introducir un error -
serio. La densidad &ptica obtenida a una concentracidn de hemoglobina de

0.1 g/1 se lee de la curva y se designa como A, .

El factor de calibracidn C puede entonces ser calculado:

5= 10 x A
F1

Los resultados obtenidos en este procedimiento andlitico son
ligeramente mayores a los obtenidos con el método de consumo de UDPG, va
que en el método de consumo descrito en la primera parte de este capitulo,
la concentracidn de substrato es menor y la enzima no estd completamente
saturada por el substrato. ademds, en el presente anilisis, la inhibicidn
competitiva ejercida por el producto de reaccidn (UDPgal) no es de impor-

tancia.
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cap. 27

GALACTOCINASA (GC)

A. Fundamento. La galactocinasa cataliza la reaccidn:
GC
Galactosa + ATP ﬁgzx——- Galactosa-1-P + ADP

En este andlisis la 1- l4C—galactosa sirve de substrato al ser inoculado
con ATP y el hemolizado. La reaccidn se detiene diluyendo con un exceso
de galactosa no radiactiva. La galactosa-1-P radiactiva formada se sepa
ra de la galactosa radioactiva no fosforilada colocando la solucidn incu
bada en el papel DEAE, el cual fija solamente a la galactosa fosforilada,
por lo cual al lavar el papel con agua se remueve del papel la galactosa

no fosforilada.

B. Procedimiento. (Refs. 25y 26). Es necesario purificar la 1—14c—ga-
lactosa comercial para eliminar trazas de azficar que podrian ser fosfori
ladas por la hexocinasa del hemolizado y para eliminar contaminantes ra-
dioactivos, los cuales podria adherirse al papel DEAE dando valores al--
tos en el sistema blanco. Para ello se prepara una pequefia columna, co-
locando una pequefia cantidad de lana de vidrio en el fondo de una jerin-
ga de tuberculina, y se prepara una columna de microgranulos de DEAE —--=
(Wwhatman DE-52), hasta lograr un volumen de 0.2 - 0.3 ml. La columna se
lava con unas cuantas gotas de una solucidn de galactosa 3.8 mM seguida

por 5 ml de agua. La galactosa radiactiva se diluye hasta contener apro
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ximadamente 10 uCi/ml. A cada mililitro de galactosa radioactiva se --
afiaden dos ul de buffer tris-HCl 1M, pH 8.0, 5 ul de Mgcl2 0.1 M, -
100 ul de hexcinasa conteniendo 2 U/ml de agua y 10 ul de ATP 60 mM neu-
tralizado. Después de 60 minutos de incubacidn a 37° C, la mezcla se -
pasa a través de la columna, la cual es entonces lavada con suficiente
agua destilada para dar 5 veces el volumen original (unos 5.5 ml). La
solucidn de galactosa radioactiva recolectada contiene aproximadamente

2 uCi/ml y es estable si se almacena congelada.

Una mezcla de reaccidn parcial se prepara mezclando los si-

guientes reactivos:

ul
NaF 100 mM 100
Mgcl2 100 mM 100
Tris-HC1l 1M, pH 7.4 400
Galactosa no radioactiva
7.6 mM 100
14 n
Galactosa- C 2 uCi/ml 200
ATP 0.12 M 100

Se afiaden 4 vollmenes de solucidn a un volumen de paquete -
celular lavado, y se realiza una cuantificacidn de hemoglobina en 50 ul
de esta mezcla. Cien ul del remanente se mezclan con 100 ul de la mez-
cla de reaccidn parcial, e inmediatamente se extraen 2 alicuotas de --
50 ul de la mezcla gque se adicionan a tubos que contienen 20 ul de so--
lucidn de galactosa 1M no radioactiva. Cincuenta ul de céda una de es-

tas 2 mezclas se colocan inmediatamente en papel DEAE (Whatman DE 81) -



- 1los5 -

en circulos de 15-20 mm de didmetro. Uno de estos 2 papeles se coloca
inmediatamente en un recipiente conteniendo agua destilada (muestra --
tiempo cero) mientras que el otro papel se deja secar al aire (estédndar
de 100 %). El remanente de la mezcla de reaccidén se incuba 60 minutos
a 37° C, y al cabo de este tiempo, se toma una alicuota de 100 ul que -
se trata en forma idéntica a la muestra de tiempo cero (esta serd la --
muestra de 60 minutos). Las muestras de tiempo cero y la de 60 minutos
se colocan cuando estdn alin hiimedas, en embudos de vidrio poroso y se -
lavan con 600-800 ml de agua destilada, la cual es eliminada a través del
embudo con vacio. Estas dos muestras se dejan secar por completo al aire

y estin listas para el conteo.

Los tres papeles secos (estdndar de 100 % y tiempos 0 y 60 mi-
nutos) se colocan en plan;hetas para ser contadas en un contador de £~
jo de gas, o de una manera mis eficaz, colocarse en una solucidén de cen--
telleo, como el tolueno adicionando 0.3 g de POPOP y 5 g de PPO por li---

tro, y se determina la radioactividad de las muestras.

Cc. Blanco adicional. No se necesita blanco adicional. ILa muestra de --
tiempo cero sin ATP se usa como blanco, ya que el ATP del hemolizado pue-

de fosforilar algo de galactosa.

D. Comentarios. Es importante que no se utilice solucidn de galactosa -
recién preparada. Cuando la alfa- o la beta-D-galactosa se disuelven en
agua, se llevan a cabo varias reacciones: la alfa- y beta-galactosa -

se interconvierten hasta formar una mezcla en equilibrio que contie----
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ne aproximadamente 30 % de alfa -galactosa y 70 % de beta -galactosa, y
ademas de estas formas piranosas, se generan formas furanosas. Final--
mente se forma un ceto-azlicar, presumiblemente la tagatosa, afin cuando

su formacidn es relativamente lenta. ILas soluciones de galactosa prepa
radas recientemente pueden ser incubadas a 37° C cuatro horas antes de

su uso, para facilitar el equilibrio entre las formas reaccionantes y -
las no reaccionantes de la galactosa, o bien pueden incubarse 3 3 4 dias

a 4° C antes de usarla.

Las impurezas contenidas en las soluciones comerciales de -
galactosa radiactiva representan una fuente de error en este andlisis pero
el procedimiento de purificacidn dado arriba es satisfactorio. Cuando
se compra una nueva preparacidn de galactosa radiactiva, es Gtil medir
el contenido de galactosa después de haber hecho la purificacidn ya que
hay preparaciones que no contienen o contienen muy poca galactosa. Esto
puede ser hecho preparando una mezcla de reaccidn parcial, como el usado
para el andlisis de galactocinasa, pero eliminando la galactosa no radiac
tiva. Si 100 ul de esta mezcla de reaccidn se incuban por varias horas
con 100 ul de hemolizado 1:2 (preferiblemente de sangre de corddn umbili
cal del 70 al 85 % de la galactosa deberd fosforilarse. El que no haya
una fosforilacidn completa probablemente se debe a que parte de la galac
tosa radiactiva estd en formas que no reaccionan en el sistema, y que --
por otra parte tampoco se interconviertan en solucidn a formas reaccio--

nantes.
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E. Calculos, valores normales e interpretacidn. La actividad (E) de -

galactocinasa en micromoles de galactosa fosforilada/g Hb/min se obtiene

de la siguiente forma:

(A, = A) X CZX 100
E [e}
-bg) X Hb X T X 0.5

E:
A100%

En donde At es la radioactividad de la muestra después de t
minutos de incubacidn, AO es la radioactividad de la muestra al tiempo

cero, es la radioactividad de estd@ndar de 100%, bg es la radioac--

2100%
tividad ambiental, C es la concentracidn de galactosa en el sistema de -
andlisis final (en uM/ml), Hb es la concentracidn de Hb en g/dl, y T es el

tiempo de incubacidn en minutos (en el andlisis = 60 minutos). Para cal-

cular C tenemos la siguiente férmula:

R
= g =
€=¢ +7

En donde Cl es la concentracidn final de galactosa no radioactiva en =--
uM/ml (0.38 en el sistema aqui descrito), S es la actividad especifica -

de la galactosa radioactiva en uCi/uM, y R es la radioactividad del sis-
tema de andlisis en uCi/ml (0.2 en el sistema descrito). Usualmente es

mis conveniente dar la actividad enzimdtica en t&rminos de 1000 E, o sea
miliunidades de actividad por gramos de Hb (1 mU/g Hb = 1000 uM/g Hb/min)

Los gldbulos rojos de adultos normales contienen 22.7 + 4.9 miliunidades / C7

de galactocinasa/g Hb. Los gl3bulos rojos de los nifios tienen una acti-

vidad tres a cuatro veces mayor que los adultos.
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La deficiencia de galactocinasa en homocigotos causan una
forma de galactosemia la cual se asocia con la aparicidn de cataratas -
oculares, mas no con deficiencia mental o con enfermedades del higado -
Los heterocigotos tienen aproximadamente la mitad de la actividad enzi-
mitica normal, pero tambidn pueden tener incrementada la susceptibili--

dad a cataratas, incluso cuando apenas son jévenes adultos.
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Cap. 28

UDP-GLUCOSA-4-EPIMERASA (EPIMERASA).

A. Fundamento. La UDP-glucosa-4-epimerasa cataliza la conversidén de -
UDP-galactosa a UDP-glucosa en la reaccidn:

epimerasa

P
UDPgal NAD

UDPglu

La formacidn se puede seguir espectrofotométricamente acoplan-
do esta reaccidn con la de la UDP deshidrogenasa:

+ UDPD

+
UDPglu + 2 NAD UDP-glucouronato + 2 NADH + 2H

La reduccidén del NAD se mide a 340 nm.

B. Procedimiento. Pueden premezclarse buffer, NAD y agua.

Blanco (ul) Sistema (ul)
Tris-HCl pH 8.0, 1M 100 100
NAD 10 mM 100 100
*UDPglu deshi@rogenasa 500 500

(800 U/ml Sigma = 0.032 UI/ml)

Hzo 250 200
Hemolizado acuoso 1:20 50 50

Preincubar 10 minutos a 37°C
UDPgal 5 mM —— 50

* Disolver y centrifugar por 10 minutos, y usar el sobrenadante claro.
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El incremento de densidad dptica del sistema se mide a 37° C

contra el blanco a 340 nm.
C. Blanco adicional. si. (Ver Cap. 6, inciso C.).

D. Comentarios. De todas las enzimas analizadas espectrofotométricamgp
te &sta es la que presenta menor actividad: por tanto se requiere de --

instrumentacidn muy sensible y de una buena habilidad del operador.

E. Cilculos, valores normales e interpretacidn. Dos moles de NAD se redu

cen por cada molécula de UDPGal convertida a UDPGlu. Por tanto deberi --
usarse la ecuacién 3 (ver Cap. 6, inciso B) corrigiendo previamente por --
actividad del blanco adicional en caso de haberla (ver C arriba). Los —-
gldbulos rojos de adultos normales contiene 0.137 + 0.026 UY epimerasa/g -

Hb. No se han reportado deficiencias de epimerasa.
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Cap. 29

ADENOSIN DEAMINASA (ADA)

A. Fundamento.

Adenosina + HZO ADA NH3 + Inosina

Inosina + Fosfato NP Hipoxantina + ribosa + Pi

X0OD

Hipoxantina + H_O + O

i + (e]
2 5 Xantina H2

Xantina + HZO # 0, XOD  Acido frico + H202

La inosina que se origina de la adenosina, se convierte a
hipozantina por la nucledsido fosforilasa (NAP) en presencia de fosfato
inorgdnico. La hipoxantina se convierte a xantina y a dcido firico por
accidn de la xantina oxidasa (X0), asi resulta un incremento de la ab--

sorbancia a 293 nm al formarse el &cido firico.

B. Procedimiento Ref. (39)

Sistema ml Blanco ml
Solucidn substrato 1.0 1:0
Solucidn de XOD 4 U/ml 0.05 -—
Hemolizado acuoso 1:4 0.025 0.025
H_ O ———— 0.05

2
Agitar vigorosamente y preincubar durante 4 min.

Leer el incremento de DO a 293 nm.

C. Blanco adicional. Ninguno

Solucidn substrato: A 26 ml de buffer de fosfato de sodio 0.1 M afia
dir 0.25 ml de solucidn acuosa de saponina (20 mg/ml) y 7.5 mg de ---
adenosina QP.

Solucidén de XOD (mezclar 1 volumen de XOD en 9 voliimenes de agua).
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D. Comentarios. Existen otros métodos para medir la actividad de la
adenosin deaminasa, pero se ha escogido éste por tener sus ventajas con

respecto a ellos:

Método directo con el siguiente fundamento

ADA

NH_, + inosina

Adenosina + HZO 3

En este método la conversidn de adenosina a inosina se mide
a 265 nm, pero no di resultados confiables ya que la solucidn de adeno--
sina 0.1 mM tiene una absorbancia de 1.350 la cual hace dificil trabajar
con una cantidad mayor de adenosina que logra saturar a la enzima: en -
las condiciones habituales del método directo y solo mide el 50 % de la

actividad de ADA (Ref. 39 V¥ 40).
Método de la glutamato deshidrogenasa (GDH):

+
NH3 + NADH + 2-oxoglqtarato GDH NAD + L-glutamato + HZO

Este método mide la deaminacidn de la adenosina por acopla--
miento de esta reaccidn a la aminacidn reductiva asociada con el NADH y
el 2-oxoglutarato. El método es teérigamente el mejor ya que las concen
traciones de adenosina puden ser mayores de 20 mM y sus desventajas son
las siguientes: 1i) el NH3 en el sistema presente en la muestra tiene --
que eliminarse completamente antes de afiadir la adenosina (la muestra y
la mezcla de reaccidn deben preincubarse durante 10 min antes de afiadir
la adenosina). Se requieren 5 o mis minutos después de la adicidn de la

adenosina para que la reaccidn alcance un decremento lineal a 340 nm, --

(Ref. 54 y 55); 3) La absorbancia es muy alta si se usan eritrocitos --
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lisados y por otro lado el volumen de la muestra no puede reducirse por-

que la caida de absorbancia por minuto seria muy pequeia.

El método descrito aqui tiene la desventaja de que la nucled
sido fosforilasa se inhibe a concentraciones mayores de 1 mM/1 de adeno-
sina (Ref. 39 y 41). Sin embargo con 1 mM/1 de adenosina la ADA eritro-

citica alcanza el 90 % de su velocidad maxima.

E. Calculos, valores normales e interpretacidn.

para calcular la actividad de la enzima en unidades/l se uti

liza la siguiente fdrmula:

U/l = DO x 3413

y para miliunidades por gramo de Hb:

U/l x 100

mU/g Hb = 5

La actividad de ADA eritrocitica oscila entre 500 y 1040

mU/g Hb a 25° C, y a 37° entre 1050 y 1900 mU/g Hb.
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PARTE V

COMPUESTOS METABOLICOS INTERMEDIARIOS

GENERALIDADES

1. Los cAlculos para medir productos metabdlicos en esta parte V -
son peculiares a cada medicidn, y debe notarse que son aplicables sélo
si se reproducen las condiciones de medicibén. Si no, habrd que conside
rar correcciones adecuadas tomando en cuenta las posibles diferencias -
en las diluciones de muestras y estdndares, o bien en donde no hay es--
tandares, las posibles diferencias que ocurran en el coeficiente de ex-

tincidn al cambiar las condiciones de lectura.

2. Los valores se dan en X + DEst
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Cap. 30

ATP

'A. Fundamento. La adicidén de ATP a un extracto de luciérnagés produce
una emisidn de luz por el sistema luciferina-luciferasa: la cantidad de

luz emitida es proporcional a la cantidad de ATP afiadida.

B. Procedimiento. (Refs. 27 y 28). EL pH de una solucidn de tris 0.04 M
se ajusta a pH 9.2 conuna sdlucidn de dcido bdrico 0.04M. Una solucidn de
ATP 0.5 mM en el buffer de tris-borato sirve como est@ndar, y se puede --—
congelar por tres meses: 0.1 ml de una solucién de ATP 0.5 mM se afiade a
un tubo que contiene 2.5 ml de tris-borato + 0.4 ml de una solucidn al 7 %
de alblimina bovina. En un segundo tubo se colocaﬁ 0.2 ml del ATP + 2.4 ml
del tris-borato + 0.4 ml de albiimina bovina al 7 %. BAmbos estdndares se -
colocan en un bafio de agua hirviendo por cinco minutos, y se transfieren -
a un bafio de hielo. Una décima de mililitro de sangre se afiade a 2.9 ml
del buffer tris-borato, y una alicuota de 0.5 ml de este lizado se trans--
fieren a 10 ml de solucidén de Drdpkin para la cuantificacién de hemoglo--
bina. EL resto del hemolizado es inmediatamente colocado en un bafio de --

agua hirviendo por cinco minutos y transferido a un bafio de hielo.

El extracto de luciérnaga (Sigma), se prepara reconstituyé&ndolo
con agua destilada de acuerdo a las instrucciones del fabricante. El ex-
tracto se diluye con una solucidn recién preparada de volimenes iguales -
de arsenato de sodio 0.1 M, pH 7.4, ¥y Mgclz 0.04 M, pH 7.4: una dilucidn
1:5 del extracto de luciérnaga es usualmente adecuada, pero a veces es ne

cesario cambiar la dilucién del extracto para obtener resultados lineales.
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Las lecturas se hacen en un fotofluorSmetro cuyo filtro pri
mario se substituye por un cartdn cuadrado de modo que sdlo permita me--
dir el flujo de luz enddgena. Se colocan alicuotas diluidas de 4 ml del
extracto de luciérnaga en los tubos del fotofluordmetro y se enfrian en
un bafio de hielo (uno de los tubos se utilizard como blanco). Se agre--
gan 0.2 ml del hemolizado hervido y turbio a uno de los tubos con extrac
to de lucidrnaga frio, y se ~echa a andar un crondmetro. El tubo se mez
cla por inversidn cuatro veces, se limpia el exterior del tubo y se mide
la emisidén de luz en el fluordmetro exactamente un minuto después de ha-
ber ..echado a andar el crondmetro. Se hace este mismo procedimiento --
con blanco (substituyendo el hemolizado por buffer tris-borato) y con los
2 estandares de ATP que se hirvieron. A las lecturas de problema y es—-
tindares se les resta ia lectura del blanco. La lectura del estdndar que
contiene 0.2 ml de solucidn est@ndar de ATP se divide entre 2, y el prome
dio de esta lectura y 1a del estidndar que contiene 0.1 ml de ATP es la --

lectura Rggé (ver cdlculos abajo).
C. Blanco adicional. Ninguno

D. Comentarios. Este método es simple, rdpido y exacto. Sus mayores —--
desventajas con el requerir un fluordmetro y el depender de un extracto -
bioldgico crudo. El método tiene alta especificidad para el ATP, pero se
pueden obtener lecturas menos sensibles con cantidades grandes.de ADP o -
GTP. El extracto de lucirnaga es relativamente caro, pero puede ser al-
macenado en frio y usado después de varias horas, o después de cierto ~--

tiempo a temperatura ambiente. A veces es funcional después de permanecer
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una semana a 4° C sin que se congele, pero si la actividad del extracto
baja a niveles indeseables, se puede "rejuvenecer" afladiendo una canti--

dad apropiada de extracto de luciérnaga recién reconstituido y sin diluir.

Se ha encontrado que la adicién de alblimina de buey a los es-
tindares es importante en algunos lotes de extracto por el efecto estimu

lante que la albfimina ejerce sobre la emisidn de luz del extracto.

El hemolizado hervido es estable por varias semanas si se al-

macena congelado.

E. Calculos, valores normales e interpretacién. La concentracidén (C) de

ATP en uM/g Hb se calcula de la siguiente manera:

1.67 R

Restx Hb

C =

En donde R es la lectura de la muestra de sangre, Rest la lectura del es-
tandar y Hb la concentracién de Hb (g/dl) en la muestra de sangre dilui-
da. El factor 1.67 se deriva de que los 500 uM del estdndar de ATP se -
diluyen 1:30 (500 uM/30 = 16.7 uM) y la concentracidén de Hb en g/l es --
diez veces la concentracidn en gzdl (1 1= 10 dl), y por ende 16.7/10 = =
1.67. Los niveles de ATP en gldbulos rojos son de interés en el estudio
de sangre preservada, Y también en el estudio de enfermedades eritrociti-
cas. Los gldbulos rojos del adulto caucdsico contienen 4.05 + 0.38 uM de

ATP/g Hb; en los negros se encuentra menos: 3.65 + 0.57 uM de ATP/g Hb.
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Cap. 31

AMP y ADP

A. Fundamento. El ADP se mide en un extracto de icido percldrico a tra
vés de las reacciones siguientes:
PC :
PEP + ADP ————— Piruvato + ATP

2+
Mg

. +
Piruvato + NADH ——LDH Lactato + NAD

La cantidad de piruvato guarda una relacidn estequiométrica -
con la cantidad de ADP disponible, y de ahi que la oxidacidén del NADH -~

corresponde a ia cantidad de ADP en el filtrado.

La adicidn de adenilato cinasa convierte el AMP a ADP en la re

accidn:

amp + atp —2€ 5 app

+
Mg2

El ADP formado sirve entonces como substrato en la reaccién --

piruvato cinasa y se puede medir a través del decremento de la densidad -

2 . g +
Optica que ocurre cuando el NADH se oxida a NAD .

B. Procedimiento. La medicidn se puede llevar a cabo en sangre comple--
ta. La cuantificacidn de hemoglobina se hace afidiendo 0.02 ml de sangre

a 10 ml de reactivo de Drabkin. Un mililitro de una solucidén fria de &dci
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do percldrico al 20 % se aflade a 2 ml de sangre fria y se mezclan bien.
Se pipetea un ml del sobrenadante después de centrifugar, se neutraliza
con una solucidn de KZCO3 3 M usando como indicador anaranjado de meti-

lo, y se ajusta el volumen a 1.5 ml. El andlisis se lleva a cabo de la

siguiente forma:

Blanco (ul) Sistema (ul)
Tris-HC1 pH 8.0, 1 M 50 50
MgC12 0.1 M 20 20
Extracto de Ac. percldrico - 700
Agua 705 5
PEP 15 mM 50 50
NADH 2 mM 100 100
Lactato deshidrogenasa 240 U/ml 50 50
ATP (neut) 20 mM 5 5

Leer la DO a 340 nm
Piruvato cinasa (Sigma II) 140 U/ml 10 10

Leer la DO a 340 nm hasta que el -
valor de DO sea constante.

Adenilato cinasa (miocinasa) 10 10
725 U/ml

Leer la DO a 340 nm hasta que el
valor de la lectura sea constante.

El espectrofotdmetro deberd ponerse con el blanco a un valor

de densidad Sptica de 0.35, ya que la DO del sistema descenderi.
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C. Blanco adicional. Ninguno

D. Comentarios. La densidad Sptica es relativamente estable antes de
afiadir la piruvato cinasa, pero se pueden observar cambios si la deshi--
drogenasa lactica estid contaminada de piruvato cinasa. La piruvato cina

sa tipo I no es satisfactoria para este andlisis.

Se debe tener cuidado de no sobretitular el extracto de &cido
percldrico, ya que un filtrado muy alcalino puede inhibir la reaccién en

zimdtica.

E. Calculos, valores normales e interpretacidén. El decremento de la DO

después de afiadir la piruvato cinasa representa la oxidacién de una molé
+ 2 "
cula de NADH a NAD por cada molécula de ADP en el sistema. La concentra

cién (C) de ADP en micromoles/g Hb se obtiene de la siguiente manera:

ADO X 44.79
Hb

En donde ADO es el cambio de DO a 340 nm despuds de la adicidén de piruva-
to cinasa, Hb es la concentracidn de Hb en sangre (g/dl), y 44.79 es el -
factor combinado que se obtienen del coeficiente de extincidén del NADH, -
de la dilucién del filtrado en la celdilla, de la conversién de Hb de --
g/dl a g/ml, y de la dilucidn de la muestra original en donde se asume --
que el contenido de agua de la sangre es de 80 % (ver Cap. 3, inciso D).

El cambio de DO después de la adicién de adenilato cinasa representa el -
AMP en el sistema: 1 molécula de AMP resulta de la oxidacidén de 2 moles

de NADH, y la concentracifn (C) de AMP en uM/g Hb se obtiene de la siguien



te forma:

oL ADO X 22.4
Hb

Los gldbulos rojos de adultos normales contienen 0.589 + --

0.079 uM de ADP/g Hb y 0.079 + 0.013 uM de AMP/g Hb.
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Cap. 32

2,3-DIFOSFOGLICERATO (2,3-DPG)

A. Fundamento. Este andlisis se basa en que la monofosfoglicerato mu-
tasa (MPGM) requiere de 2,3-DPG como coenzima para su accidén. Para la
medicién se acopla la del fosfoenol piruvato (PEP) que se interconvier-

te en el 2-fosfogliceraldehido a través de la reaccidn de la enolasa:

6
pgp —Cnolasa ... O MPGM _ ..,
2,3-DPG

se deja que las concentraciones de PEP y 2PGA se equilibren. Si hay --
2,3-DPG en el sistema, el 2-PGA se convierte a 3-PGA desplazando el equi
librio hacia la derecha, y la desaparicién del PEP de la mezcla de reac-

cidén se mide espectrofotométricamente a 240 nm.

B. Procedimiento. (Ref. 29, modificado por Ref. 30). Se anaden 0.2 -
ml de sangre a 2 ml de agua destilada fria. Una alicuota de 0.2 ml del

hemolizado se mezcla con el reactivo de cianuro-ferricianuro para la --
cuantificacidén de hemoglobina. Se hace una dilucidén del hemolizado ==
1:100 con una solucidn diluida 1:100 de tris-HC1 2 M, pH 7.4. Esta solu
cién es adecuada para el anilisis durante el mismo dia si se mantiene a

4° C, o por varios dias si se congela. Si se desea conservar por mis —--
tiempo, se coloca en un bafio de agua hirviendo durante 10 min. y se con-

gela: el pequefio coidgulo que se forma al hervir se deposita en el fondo
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y se puede usar directamente el sobrenadante en el andlisis. En el caso

de muestras con muy poca actividad, se mezclan 0.2 ml de sangre con =-==-
0.8 ml de agua destilada fria y 1 ml de una solucidén fria de NaCl 2 % y -
se mide la Hb en una alfcuota de 0.2 ml. El remanente se coloca en bafio

a ebullicidn por 10 minutos y se centrifuga: el sobrenadante se usa para
el andlisis. Se prepara una solucidn estidndar madre que contenga 1 mM de
2,3-DPG en agua, lo cual es estable por un minimo de varios meses a -20°C.
Antes del andlisis se hace una dilucidén del estidndar 1:1000 en una solu--

cidén diluida 1:100 de tris-HCl 2 M, pH 7.4.

Se prepara una mezcla de reaccidn el dia de trabajo mezclando

los siguientes reactivos:

ml
Tris-HCl 2M, pH 7.4 0.4
MgCl, 0.5 M 0.2
PEP 0.025 M 0.6
EDTA (neut) 0.27 M 0.2
MPGM aprox. 1600 U/ml 0.2
Enolasa aprox. 32 U/ml 0.2
Alblimina bovina 5 mg/ml 1.8
Agua 14.4

Es indispensable preparar un volumen suficiente de la mezcla

para el niimero de muestras en el dia de trabajo.

Nueve décimas de mililitro de la mezcla de la mezcla de reac-
cidn se colocan en cada celdilla, y se dejan a temperatura ambiente por -
diez minutos. Se afiade extracto o solucidn estdndar y luego suficiente -

agua para dar un volumen total de 1 ml, y se mide el cambio de DO a 240nm



a 25° C contra un blanco de agua o aire. Se miden estandares de 0.25, -
50, 75 y 100 ul de la solucidén 1:1000 de 2,3-DPG al principio y al final
del dia. Cuando se examinan muestras de 2,3-DPG con una actividad nor--
mal, 10 a 20 microlitros de wmn hemolizado 1:100 son adecuados para el ané

lis.

C. Blanco adicional. Ninguno

D. Comentarios. La velocidad de la reaccidn no sdlo depende de la con-
centracidn de 2,3-DPG sino también de la actividad de monofosfoglicerato
mutasa. Por consiguiente puede ser necesario ajustar la concentracidn -
de la enzima de tal forma que el cambio de densidad Sptica con 50 ul de
estidndar esté€ entre 0.014 a 0.18 unidades de DO por minuto, ya que hay -
mucha variabilidad en las preparaciones comerciales de MPGM. Por razo--

nes no claras, los resultados son mds reproducibles a 25° C que a 37° C.

E. Cialculo, valores normales e interpretacién. El cambio de la densi--

dad Sptica a 240 nm de cada estindar se grafica contra la concentracidn
de 2,3 - DPG en la celdilla: serd de 25 nM en la celdilla que contiene
25 ul de estdndar, de 50 nM para la celdilla que contiene 50 ul del es—-
téndar, etc. Es importante incluir en la curva de calibracidén un blanco
que no contenga 2,3-DPG. La concentracién de 2,3-DPG enlos filtrados de
las muestras se mide en la curva (serid la R de cdlculos). La concentra-
cién (C) de 2,3-DPG en uM/g Hb pgede ser cdlculada con la siguiente ecua
cidn:

DxXR

Cs v, x Hb x 10,000
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en donde D es la dilucidn hecha del extracto problema hervido (100 para
una dilucidn 1:100, etc), R es la lectura del problema (en uM) en la -

curva de calibracidn, V, es el volumen (en ml) de extracto que se colocd

h
en la celdilla (0.01 & 0.02 para una sangre normal), Hb es la concentra-
cidén de Hb (en g/dl) del hemolizado antes de hervir, y 10,000 es un fac-

tor que engloba transformar Hb en g/dl a g/1 ¥y nM a uM.

El 2,3-DPG eritrocitico es importante ya que regula la canti
dad de oxigeno liberado en la curva de disociacidn de hemoglobina. Los
gldbulos rojos normales contienen 15.36 + 1.98 uM de 2,3-DPG/g Hb. Los
niveles de 2,3-DPG se incrementan en casos de anemia, y decrecen répida-
mente en sangres almacenadas, particularmente en medio dcido. Los nive-
les de 2,3-DPG de incrementan en pacientes con deficiencia dg,piruvato =

cinasa.
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Cap. 33

+
(NAD + NADH) y (NADP + NADPH)

A. Fundamento. La velocidad de la reduccidn de NADP a NADPH en la reac
cidn de la glucosa-6-P deshidrogenasa estd limitada por la cantidad de -
NADP disponible cuando la concentracidn de NADP es muy baja. El porcen-
taje de reduccidn de NADP a NADPH se puede medir reoxidando el NADPH for
mado con metosulfato de fenacina (PMS) el cual a su vez reduce de una --
manera no enzimdtica al azul de tetrasolio, o sea, el bromuro del —-—

3(4,5-dimetiltiazolil-2) -2,5-difenil tetrazolio (MTT).

El mismo principio se usa para medir NAD, pero para este pro
pdsito se usa una enzima, la alcohol deshidrogenasa, que requiere espe--
cificamente el NAD como coenzima, y de nuevo la velocidad de reduccidn -
del NAD a NADH se estima acopldndola al MTT a través de metosulfato de -

.

fenacina (PMS).

B. Procedimiento (Ref. 31). A 0.2 ml de gldbulos rojos lavados se les

afiaden 1.5 ml de agua destilada. Las células y el agua se mezclan y se
colocan en hielo por cinco minutos. Se afiaden 0.3 ml buffer de glicil--
glicina-nicotinamida*, al hemolizado, se mezclan, y 50 ul de esta mezcla

se afiaden a 10 ml del reactivo cianuro-ferricianuro para la determina-—--

* Mezclar vollimenes iguales de glicilglicina 0.1 M y nicotinamida 0.1 M,
y ajustar el pH a 7.4 con HCl.



cidn de hemoglobina. El resto del hemolizado se coloca en bafio de agua
hirviendo y se incuba exactamente por un minuto con agitacidn continua -
del tubo. El tubo se enfria en hielo y se centrifuga en frio a 12000 G
por 15 minutos: el sobrenadante es estable durante 10 dias almacenado a

4° C. Este extracto se usa para las mediciones descritas mis adelante.

La glucosa-6-P deshidrogeﬁasa comercial contiene usualmente
grandes cantidades de NADP, por lo cual se debe eliminar antes de que la
enzima se utilice. Para ello se prepara una pequeha columna de 0.3 ml -
de microgrdnulos de DEAE celulosa (DE-52), en una jeringa de 1 ml y la resina
se equilibra con una dilucidn 1:10 de buffer tris-HC1 1 M, pH 8.0. ILa -
G-6-P deshidrogenasa comercial se diluye en el mismo buffer diluido para
dar una concentracidn aproximada de 40 U/ml. Medio ml'de la enzima di--
luida se pasa a través de la columna, y la enzima se eiuye de la resina
con varias alicuotas pequefias de buffer diluido, hasta alcanzar un volu-
men final de 1.5 ml. Al elufdo se le afiaden beta-mercaptoetanol y EDTA
hasta lograr concentraciones finales de 7 mM y 2.7 mM, respectivamente.
Esta solucidn algunas veces es estable por unos meses a 4° C, pero su =--
actividad puede disminuir ridpidamente, pero no es necesario reanalizarla
cada dia de trabajo, siempre y cuando se obtengan curvas estdndares simi
lares a la obtenida recién purificada. La actividad de la G-6-P deshi--
drogenasa de esta preparacidn puede ser evaluada haciendo una dilucidn -
1:50 en solucidn G, y en 20 ul de esta dilucidn, se mide la glucosa-6-P
deshidrogenasa tal como se describe en el capitulo 18: la actividad en-
zimdtica en U/ml se puede obtener multiplicando por 40 el cambio de den-

sidad dptica que haya en 10 minutos.
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Las curvas esté@ndares se preparan a partir de soluciones ma
dres que contienen 10 uM de NAD o de NADP, las cuales son relativamente

estables y se pueden mantener por muchas semanas a 4° C. El contenido

exacto de NAD o NADP del estdndar debe medirse de las siguientes mane
ras:
Para NADP Blanco (ul) Sistema (ul)
Solucidn madre de NADP 100 uM -— 900
Tris-HC1 1 M, pH 8.0 50 50
Glucosa-6-P 6 mM 50 50
Agua 900 _——

Medir la densidad dptica del sistema contra el blanco a 340 nm
(DOl)

G-6-P deshidrogenasa (purificada) 10 10

La densidad Sptica del sistema se mide contra el blanco a --

340 nm hasta que no haya cambio de ésta (D02)°

Para NAD Blanco (ul) Sistema (ul)
Solucidn madre de NAD 100 uM -— 900
Tris-HCl pH 8.0, 1 M 50 50
Etanol 1 M 50 50
Agua 900 —_—

La densidad dptica del sistema se mide contra el blanco a --
340 nm (DOl).

*ADH de levadura 20 U/ml 5 5

* Ta ADH (alcohol deshidrogenasa) ;omercial puede no ser enteramente so-
luble en agua. Una suspensién de unas 20 U/ml se hace en agua destilada
y si ésta se enturbia, se centrifuga a 5000 G por 10 min. E1 90 % de
la enzima activa se encuentra en el sobrenadante y la enzima clara ob-
tenida de esta forma se usa para el andlisis. La concentracidn exacta
de ADH no es critica, pero si hay alguna duda sobre la potencia de la
preparaciﬁn, puede ser ripidamente analizada, usando g¢siencialmente el
mismo sistema que es usado para medir la concentracidn de NAD, pero
usando una dilucidn 1:20 de ADHten estas condiciones 5 ul de la ADH --
1:20 dan un cambio de DO (D02-DO1) de 0.311 en 10 minutose.
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La densidad Sptica del mismo se mide contra el blaneco a --
340 nm hasta que no haya cambio de &sta (D02) 5
Estos cambios de DO (DO2 - DOl) se utilizan para establecer
\)
lapureza de los estandares (ver inciso E de cdlculos). Para hacer las

mediciones en muestras problema (filtrados del hemolizado), se colocan

los siguientes reactivos en celdillas espectrofotométricas. Pueden --
premezclarse los 4 primeros reactivos:

Para NADP Blanco (ul) Sistema (ul)

Glicilglicina 0.5-M- Nicotinamida

0.1 M, pH 7.4 300 300
Alblimina 20 mg/ml 100 100
G-6-P deshidrogenasa purificada

12 U/ml < i 10
H20 ‘, 150 140
Filtrado 100 100
MTT-PMS** 150 150

Preincubar a 37° C por 10 minutos.

Glucosa-6-P 6 mM 200 150

Leer la DO del sistema versus blanco a 556 mm y a 37° C.

%% Dos mililitros de MTT de 2 mg/ml + 0.1 ml de PMS de 4 mg/ml + 0.9 ml
de H_O. Se preparan diariamente y se almacenan en frasco dmbar.
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Pueden premezclarse los 3 primeros reactivos:

Para NAD
Blanco (ul) Sistema (ul)
* Glicilglicina nicotinamida 300 300
** ADH de levadura, 20 U/ml ——— 100
Agua 150 50
*%% MTT-PMS 150 150
Filtrado 100 100
Preincubar a 37°C por 10 minutos.
Etanol 1M 300 300

Medir el cambio de densidad dptica del sistema contra el --

blanco a 556 nm y a 37°C.
C. Blanco adicional. Ninguno

D. Comentarios. Ninguno

E. Calculos, valores normales e interpretacidn. Se prepara una curva =

estandar colocando en celdillas espectrofotdmetricas, 0, 5, 10, 20, 30,
40 y 50 ul de una dilucidn 1:10 de la solucidn madre de NAD o de la de -
NADP; se afade a las celdillas suficiente agua para dar un volumen total
de 1.0 ml. Se leen las DO de las 6 celdillas con esténdar versus la del
blanco a 556 nm. Las DO se grafican en el eje de las Y versus la can--
tidad de NAD o NADP en el eje de las X. La celdilla con 5 ul del estén-
dar corresponde a 50 nM de NAD o NADP, la de 10 ul de estdndar correspon

de a 100 mM de NAD o NADP, etc.

* Mezclar vollmenes iguales de glicilglicina 0.5 M y nicotinamida -
0.1 M y ajustar a pH 7.4 con HCl.
** Ver pié de 2 paginas atrés.
*** Ver pi& de pagina anterior.
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La concentracidén (C) de NAD o NADP en nM/g Hb es:

en donde R es la concentracidn leida en la curva de calibracidén de NAD o
NADP en la celdilla a la cual se afiadid 100 ul del filtrado, Hb es la --
concentracidn de hemoglobina en el hemolizado (en g/dl) antes de hervir-

se, y P la pureza del estandar:

en donde DOl es la densidad dptica basal y DO2 la densidad dptica final
cuando las soluciones de NAD o NADP fueron estandarizadas (ver arriba --
estandarizacidn de NAD o NADP). Si la solucidn es de hecho de 100 uM, -
el cambio de densidad dptica serd de 0.56, y la P serd 1 (pureza de 100%)

y no cambiard el dato de R/Hb en la ecuacidn del cidlculo de C (ver arriba).
Los glébulos rojos de adultos normales contienen 71;42 + 11.75 nM de --

iy 9,
NAIPH+ NADP/ g Hb y 94.01 + 24.81 nM de NADH + NAD/g Hb.
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cap. 34

GLUTATION REDUCIDO (GSH)

A. Fundamento. PraActicamente todos los compuestos no proteicos que con
tienen radicales sulf%idrilos en el eritrocito estdn en forma de GSH. -
El &cido 5,5'-ditiobis (2-nitrobenzoico) conocido con las siglas DTNB es
un compuesto disulfurado que es ficilmente reducido por compuestos sulfhi
drilos: el DTNB reducido es un anidn amarillo que puede ser medido -

espectrofotométricamente a 412 nm.

B. Procedimiento (Ref. 37). Se afiaden 0.2 ml de sangre a 2 ml de agua.

Se mezclan y se toma una alfcuota de 0.2 ml para medir la Hb usando 10 ml
de solucidn de Drabkin. Al remanente de 2 ml de hemolizado se le agrega
3 ml de una solucidn precipitante*, se deja reposar 5 minutos y se fil--
tra en papel filtro grueso, A 8 ml de Na2HP04 0.3 M . colocados en celdi
1la con volumen minimo de 10 ml, se le agregan 2 ml del filtrado, y se -

lee a 412 nm versus un blanco (8 ml de fosfato + 2 ml de una mezcla 2:5

de agua y solucidn precipitante): serad Dol'

Se agrega 1 ml de DINB (20 mg/dl en citrato sédico al 1 %) a
las celdillas blanco y problema, se mezclan y se hace una segunda lectu-

ra a 412 nm: serd Doz.

* Solucidn acuosa que contiene 1.67 g de &cido metafosfdrico glacial -
+ 0.2 g de Na2 - EDTA + 30 g de NaCl en cada 100 ml.
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C. Blanco adicional. Ninguno. Pero si van a hacer dosificaciones a lo
largo del dia, es conveniente blancos junto con cada lote de problemas,

y leer problemas con su blanco correspondiente.

D. Comentarios. Se pueden hacer las mediciones a temperatura ambiente.
No se debe dejar el hemolizado mas que unos minutos en reposo antes de
agregar la solucidn precipitante: el GSH del hemolizado se oxida en ---
tanto que el filtrado &cido es estable por varias horas a temperatura --
ambiente. La solucidén precipitante puede estar turbia por presencia de
EDTA no disuelto, pero no tiene efecto en la medicidén. La solucidn pre-
cipitante es estable por varias semanas en refrigerador y si bien va per
diendo gradualmente su eficacia, puede ser usado mientras se obtengan fil

trados claros al ser mezclado con el hemolizado.

En casos de GSH bajo se pueden usar 0.5 ml de sangre o bien -

0.2 ml de paquete eritrocitico lavado.

El desarrollo de color con DINB es inmediato y debe ser leido

en los primeros 10 minutos ya que después ocurren bajas en el color.

E. Cialculos, valores normales e interpretacidén. El coeficiente de ex--

tincidén molar del DTNB reducido es 13,600. Sin embargo, cuando se usa --
una apertura que produzca un ancho de banda monocromdtica mayor de 6 nm,

se obtendrd un coeficiente menor. Por ello se obtiene un factor de correc
cidn para ancho de celdilla y para ancho de banda, a base de hacer una --
medicidn de GSH que se lea en celdilla de 1 cm de ancho y apertura m——

("slit") muy estrecha (serd lectura Dl) y leyendo la misma muestra en las
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condiciones que se desean hacer (serd lectura D2). El factor de correc
cidn sera:
D
i
Fo = —=——

e

En un Coleman Jr el Fc es aproximadamente de 0.542 (es menos

de 1 pues el ancho de la celdilla del Coleman es mayor de 1 cm).
La concentracidn (C) de GSH en uM/g Hb es:

(DO2 - DOl) x 101

Cc= o x Fc

en donde 101 es un factor que engloba a las diluciones de la muestra, el

coeficiente de extincidén del DTNB reducido y transformaciones de unidades.

En las ocasiones en que el filtrado del hemo;izado precipitado
tenga un color rojizo intenso, hay que corregir las lecturas:

11
B W

Para obtener datos de GSH en mg/dl de eritrocitos se hacen dos
cosas: a) modificar el inicio del procedimiento colocando 0.2 ml de san-
gre con 1.8 ml (no 2 ml) de agua; b) hacer medicién de hematocrito en la
sangre. En este caso, la concentracidn (C) de GSH en mg/dl de eritroci--

tos:

0
C = (DO, - DO,) X ZLodd x

2 1 =

en donde Ht es el hematocrito en %.
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Los eritrocitos de adultos normales contienen 6.57 + 1.04 uM

de GSH/g Hb, que equivalen a 68.5 + 10.8 mg/dl.

En la deficiencia de G-6-P deshidrogenasa hay una estabilidad
disminuida del GSH eritrocitico, y que se refleja en la inhabilidad del
eritrocito para mantener sus niveles de GSH en presencia de la acetilfe-
. ‘nilhidracina. Asimismo, hay virtual ausencia de GSH eritrocitico en
la deficiencia de glutatidh sintetasa, padecimientos raro que cursa con
anemia hemolitica cong@nita no esferocitica. Contrariamente, hay GSH --

elevado en los eritrocitos de pacientes con mielofibrosis.
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Cap. 35

GLUTATION OXIDADO (GSSG)

A. Fundamento. La cuantificacidn de glutatién oxidado (GSSG) se lleva

a cabo en base a la siguiente reaccidn:

+
GSSG + NADPH + H ——— 2IGSH: * NADP+

La cantidad de NADPH oxidado tiene una relacidén estequiométrica con el

GSSG disponible y su desaparicidén se mide a 340 nm. En vista de que los
glébulos rojos contienen cientos de veces més GSH que GSSG, la oxidacidn
de GSH durante la preparacidén del filtrado lleva a errores en la medi---
cién de GSSG. Para evitarlo se alquila el GSH eritrocitico afiadiendo un
exceso de N-etilmaleimida (NEM), y se elimina el exceso de NEM por ex---
traccidn con &ter al mismo tiempo que se extrae el &dcido tricloroacético

que se usa en un paso del proceso.

B. Procedimiento. Se colocan 0.2 ml y 0.5 ml de paquete globula; en tu
bos de centrifuga que contienen 0.5 ml de una solucién 0.25 M de NEM. -
La solucidn de NEM y de eritrocitos se mezclan y se dejan reposar en frio
por 10 minutos, se afiaden 10 ul de la mezcla a 10 ml de solucién de ---
Drabkin para medir la Hb. Al remanente se le afiaden 2 ml de &cido tri--
cloroacético al 30 % (w/v) a temperatura de hielo y se mezclan. Después
de centrifugar a 1,000 G por 15 minutos, se separa una alicuota de 1.5 ml

de sobrenadante, a la cual se le hacen 3 extracciones con 5 ml de &ter --
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a temperatura de hielo. El exceso de éter se elimina con una corriente
de aire o de nitrdgeno. El andlisis se lleva a cabo en el siguiente sis

tema de reaccidn:

Blanco (ul) Sistema (ul)
Buffer de fosfatos 1M, pH 7.4, con
EDTA 4 mM 80 80
NADPH 12 mM 10 10
Extracto de Ac. tricloroacé&tico - 900
Agua 900 ——

Mientras alcanza temperatura de 37° C o de 25° C, se lee la —--
absorbancia a 340 nm hasta que los cambios de densidad dptica

sean constantes en funcidn del tiempo.

Glutatidn reductasa 90 U/ml 710 10

Leer la densidad &ptica por unos minutos hasta que los cam--
bios de 8sta sean constantes en funcidn del tiempo. Poner inicialmente
el espectrofotdmetro con el blanco a un valor de DO de 0.08 ya que la DO

del sistema descenderd con el tiempo.
C. Blanco adicional. Ninguno

D. Comentarios. Una extraccidn incompleta del &cido con el &ter puede
llevar a que haya un decremento muy rédpido de la densidad dptica (antes
de la adicidn de glutatidn reductasa) debido a la inestabilidad del NADPH

en medio dcido. Se debe tener cuidado en que esto no ocurra.

E. Calculos, valores normales e interpretacidn. Se trazan 1lineas rectas
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que se ajusten a la velocidad inicial (antes de la adicidn de glutatidn
reductasa) y a la velocidad final (despuds de la adicidn): la distancia
que hay entre las dos rectas serd ADO y representa NADPH oxidado, y por

tanto la cantidad de GSSG en el filtrado. Ia concentracidn (C) de GSSG en

uM/g Hb es:

o - 4DO x 30.4

B Hb
en donde Hb es la concentracidn de Hb (en g/dl) y 30.4 engloba la conver
sidn de g/dl de Hb a g/ml, las diluciones del hemolizado en la celdilla
de medicidn (10/9) yla de ]apreparacic‘)n del extracto (4.24/2.49) y el fac

tor de 6.22 (DO de NADPH de 1.0 uM/ml).

Los gldbulos rojos de adultos normales contienen 0.0123 +
0.0045 uM/g Hb. Se han observado que los niveles de GSSG se elevan cuan

do existe deficiencia eritrocitica de G-6-P deshidrogenasa.
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Cap. 36

PIRUVATO
A. Fundamento. El piruvato se reduce

presencia de lactato deshidrogenasa:

, +
Piruvato + NADH + H

LDH

cuantitativamente a lactato en --

+
Lactato + NAD

La cantidad de NADH utilizada se asocia estequiométricamente

al piruvato, y su desaparicidn se mide a 340 nm.

B.

de

ml

Procedimiento. Se afiaden 1 ml de sangre a 3 ml de &cido percldrico

a temperatura de hielo, se mezclan y se centrifuga. Una alicuota

1.5 ml del sobrenadante se neutraliza ajustando el volumen final a 2 -

(ver Cap. 3, inciso D, subinciso 3).

A continuacién se coloca en

Tris-HC1 1 M, pH 8.0
NADH 2 mM

Extracto de acido percldrico

Agua

LDH 100 U/ml

celdillas:

Blanco (ul) Sistema (ul)
200 200
100 100
——c 500
690 190

Leer la DO basal a 37° C y a 340 nm

10 10

Medir la DO a 340 nm hasta que no -
haya cambio alguno, ha diferencia -
de esta lectura con’ la basal =ADO.
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El espectrofotémetro deberd ser puesto con el blanco a un va-
lor de densidad &ptica de 0.08 ya que la densidad Sptica del sistema des
cendera.

/
C. Blanco adicional. Ninguno

D. Comentarios. Si bien las soluciones puras de piruvato son relativa-
mente estables, puede desaparecer ripidamente de los filtrados de sangre
con acido percldrico. Por ello es importante que los filtrados no se --
almacenen, sino que se neutralicen y se usen inmediatamente en el andli-

sis.

E. Calculos, valores normales e interpretacidén. Ya que el piruvato se

difunde a través de la membrana eritrocitica y se redistribuye en plasma
y ygldbulos rojos, las concentraciones en sangre (C) de piruvato se expre

san en micromoles:

o - 4Dox 1oé1§2x 0RO _ e < aene

El factor 10.13 toma en cuenta la dilucién 1:3.8 de sangre en
el filtrado original (asumiendo qﬁe tiene el 80 % de agua), la dilucidn
de 1.5 a 2.0 ml durante la neutralizacién y la dilucidn 1:2 en la celdi-
lla. El1 factor 1000 es para transformar los milimoles a micromoles, y -

6.22 es el coeficiente de extincidn milimolar del NADH.

La concentracién de piruvato en sangre fresca es de 53.3 + -

2.5 uNp. La cuantificacidn de niveles de piruvato es de interés en el es

tudio de la glicolisis eritrocitica.
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LACTATO

A. Fundamento. EL lactato y el piruvato establecen un equilibrio en --

presencia de NAD y de la lactato deshidrogenasa:

LDH

+ +
Lactato + NAD Piruvato + NADH + H

Los niveles fisioldgicos del equilibrio lactato-piruvato tien
den a estar a favor del lactato; sin embargo a un pH alto y a concentra-
ciones altas de NAD, aunado a la presencia de hidrazina para remover el
piruvato formado en el equilibrio, se logra empuja; la reaccidén hacia la
derecha. Bajo estas condiciones el lactato reduce estequiométricamente
el NAD+ a NADH, y la cantidad de lactato en la mezcla se puede medir por

el cambio de densidad Sptica a 340 nm.

B. Procedimiento. Un ml de sangre completa se afiade a 3 ml de dcido per
cldrico : "% . a temperatura de hielo. Se mezclan bien y se prepara un -
extracto neutro a partir de 1.5 ml del sobrenadante, ajustando a un volu-
men final de 2 ml (ver Cap. 3, inciso D, subinciso 3). A continuacidn se

colocan en celdillas:
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Blanco (ul) Sistema (ul)
Buffer de glicina-hidracina* 500 500
NAD 5 mM 200 200
Extracto de dcido percldrico -— 100
Agua 290 190

Leer la DO basal a 37°C y a 340 nm.

LDH 2500 U/ml 10 10

Medir la DO a 340 nm hasta que no haya cambio alguno. La di-

ferencia de esta lectura y la basal es la ADO.

C. Blanco adicional. Ninguno

D. Comentarios. Se debe tener especial cuidado en no contaminar el ma--

terial de vidrio con el sudor de las manos ya que &ste es rico en lactato.

E. Calculos, valores normales, e interpretacidén. Ya que el piruvato se

difunde a través de la membrana celular y se distribuye a través del plas
ma y gldbulos rojos, las concentraciones (C) de lactato en sangre se ex-—-—

presan en micromoles:

. Mo sg.g; xdosd | Lo g

El factor 50.67 toma en cuenta la dilucidn 1:3.8 de sangre en

* La solucidn madre contienen 7.5 g de glicina + 5.2 g de sulfato de hi
dracina + 0.2 g de EDTA disddico en 49 ml de agua. Se almacena en el
refrigerador. Antes de usarse afiadir 5.1 ml de NACH 2 M a 4.9 ml de
la solucidn madre.
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el filtrado original (asumiendo el 80 % de contenido en agua para la san
gre), la dilucién de 1.5 ml a 2.0 ml durante la neutralizacidn y la dilu
cidn 1:10 en la celdilla. El factor 1000 transforma las milimolas a mi-

cromoles, y 6.22 en el coeficiente de extincidén milimolar del NADH.

La concentracidn normal de lactato en sangre fresca es de 932
+ 211 uM. Ia determinacidn de lactato es importante en el estudio de la

glicolisis eritrocitica.
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PARTE VI

PRUEBAS DE TAMIZAJE

GENERALIDADES

Los métodos presentados en las partes III y IV permiten la -
estimacidn cuantitativa de la actividad enzimitica en glébulos rojos. -
Sin embargo en la practica, frecuentemente es suficiente con saber si -
existe o no una marcada deficiencia de la actividad de la enzima en ---
cuestidn, ya que usualmente no son de importancia clinica las deficien-
cias leves de enzimas. Por esta razdn se ha desarrollado un niimero de
técnicas de tamizaje para la deteccidn de deficiencias enzimdticas. Es
tas técnicas son fitiles para laboratorios que no tienen la instrumenta-
cidn requerida para el andlisis enzimético‘cuantitativo, o en algunas -
circunstancias en las cuales es suficiente saber si existe o no un esta
do de deficiencia severa. Todos los procedimientos presentados en esta
seccidn, dependen de la reduccidn de algunos de los piridin-nucleétidos,
pero en lugar de medir el por ciento de oxidacién o reduccidn del piri--
din-nucledtido espectrofotométricamente, se usa como indicador la fluo--
rescencia que se puede observar a simple vista. Esta fluorescencia se -
observa en el piridin-nucledtido reducido cuando se ilumina con luz ul--

travioleta, lo cual no sucede con el piridin-nucledtido oxidado.

En las pruebas de tamizaje, la muestra de sangre se afnade a -
la solucidn de tamizaje y se coloca un poco de la mezcla en papel Whatman
No. 1 & en otro papel adecuado para esto: después de secar la mancha, -

se examina con luz ultravioleta.
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Cap. 38

PRUEBA DE TAMIZAJE DE LA TRIOSAFOSFATO ISOMERASA (Ref. 33).

A. Fundamento. Es idéntico al usado en el anidlisis para triosafosfato
isomerasa (ver Cap. 1l1) pero la pérdida de fluorescencia del NADH bajo
luz ultravioleta sirve como un indicador de la actividad enzimidtica en

lugar de la medicidn espectrofotométrica del cambio de absorbancia.

B. Mezcla de tamizaje. Cada mililitro de la mezcla contiene lo siguien

te:
Volumen (ul)
NADH 7 mM 100
DL-Gliceraldehido-3-fosfato 50 mg/ml (~290 mM) 10
Alfa gliceraldehido fosfato deshidrogenasa 8 U/ml 1
Buffer de trietanolamina 0.1 M, pH 8.0 500
EDTA 0.027 M 200
Agua : 200

C. Procedimiente. La muestra de sangre se recolecta en EDTA, heparina

o ACD. Diez ul de la sangre se afiaden a 3 ml de agua destilada y se mez
clan. Diez ul del hemolizado se afiaden a 100 ul de la mezcla de tamizaje,
una alicuota de la nueva mezcla se coloca en papel filtro, y el resto de
la mezcla se deja reposar por 20 a 30 minutos, y se hace una segunda man
cha.en el papel. Se dejan secar unos minutos las manchas y se examinan

con luz ultravioleta.
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D. Intergretacién. La primera mancha deberd fluorescer brillantemente,
pero la segunda mancha (la de 20 - 30 minutos) normalmente presentarid una
pequefia fluorescencia o no presentard fluorescencia. Sin embargo en la
deficiencia de TPI, la fluorescencia en la segunda mancha serd casi tan -
brillante como la mancha hecha antes de la incubacién de la mezcla. Es -
@itil examinar una muestra control normal junto con la muestra del pacien-

te.
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Cap. 39

PRUEBA DE TAMIZAJE DE LA PIRUVATO CINASA (ref. 34).

A. Fundamento. El principio del procedimiento es idéntico al usado en

el an3lisis de piruvato cinasa (ver Cap. 16), pero se observa la pérdida
de fluorescencia del NADH con luz ultravioleta en lugar de medirla es--
pectrofotométricamente. Como los leucocitos de los pacientes con defi--
ciencia de piruvato cinasa en eritrocitos tienen una actividad normal, -
es particularmente importante excluir a las c@lulas blancas de la muestra
a analizar. Esto se logra mediante dos formas: la primera es centrifu-
gar la sangre, y eliminar la capa de c€lulas blancas; la segunda emplea

una lisis hipotdnica con solucidn salina al 0.1 %.(evitar el uso de -
agentes como la digitonina o la saponina ya que los leucocitos deben per-

manecer intactos para que sus enzimas no se vierten en el hemolizado).

B. Mezcla de tamizaje.

Volumen (ul)

Fosfoenol piruvato (PEP), sal de ciclohexil-

amonio (neut) 0.15 M 30
ADP (neut) 30 mM ; 100
NADH (neut) 15 mM 100
MgCl2 80 mM 100
Buffer de fosfatos 0.25 M, pH 7.4 50

Agua 620
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La mezcla es estable por solo cuatro dias en forma congelada
debido a la inestabilidad del NADH. Es posible preparar una mezcla de
reaccidn parcial sustituyendo el NADH por agua en la solucidén. La mez-
cla parcial es estable indefinidamente en forma congelada. Cuando se -
necesite, se afiade suficiente muestra parcial a un frasco seco prepara-=
do con NADH, para lograr una concentracidén de NADH de 1 mg/ml, v.gr. —=

0.5 ml de la mezcla parcial a 0.5 mg del NADH.

C. Procedimiento. La sangre se puede colectar en EDTA, heparina o ACD.
Se centrifuga y se elimina el plasma y capa leucocitaria cuidadosamente
por aspiracidén. Se prepara una suspensidn de gldbulos rojos al 20 % -=
afiadiendo 4 voliimenes de solucién salina al 0.9 % a un volumen de paque
te. Diez ul de la suspensién al 20 % se anaden a 100 ul de la mezcla -
de témizaje. Una alicuota de la mezcla se coloca inmediatamente en pa-
pel filtro, y el resto de 1la mezcla se incuba a 37° C por 30 min. Des-
4pués de la incubacidn se hace una segunda mancha en el papel. Después

de secar el papel se examinan las manchas con luz ultravioleta.

D. Intergretacién. La primera mancha deberid fluorescer brillantemente,
pero la fluorescencia debe desaparecer en la segunda mancha. Una mues-—
tra con deficiencia de PC muestra fluorescencia en ambas manchas. Ha--
ciendo manchas cada 10 minutos, es posible identificar provisionalment&
heterocigotos para la deficiencia de piruvato cinasa. Es itil incluir

una muestra control normal junto con la muestra del paciente.
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Cap. 40

PRUEBA DE TAMIZAJE DE LA GLUCOSA-6-FOSFATO DESHIDROGENASA (Ref. 35)

A. Fundamento. En presencia de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa y NADP,

la glucosa-6-P se oxida a 6-fosfogluconato en la reaccidn:

Gluc-6-PD

+ *
Glucosa-6-P + NADP 6-fosfogluconato + NADPH + H

Ya que la fosfogluconato deshidrogensa (6-PGD) estd presente en todos los
hemolizados, asimismo se lleva a cabo la reduccidén del NADP en la reac--

3
cion:

+ 66— +
6-fosfogluconato + NADP EoRED Ribulosa-5-P + NADPH + H

Cuando existe una deficiencia leve de G-6-PD, los hemolizados se incuban
con glucosa-6-P y NADP formdndose una pequefia cantidad de NADPH. Con la
presencia de GSSG en la mezcla de tamizaje, éste se reoxida en la reac—-

cidn de la glutatidn reductasa (GR):

+ GR +
GSSG + NADPH + H ——— 2GSH + NADP

Por lo tanto las mediciones en la prueba se hacen viendo la diferencia -
aproximada entre la actividad de G-6-PD y la actividad de glutatidh re--—

ductasa.
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B. Mezcla de Tamizaje

Volumen (ul)

Glucosa~6=P 0.01 mM 100
NADP 7.5 mM 100
Saponina 1 % 200
Tris-HC1 0.75 M, pH 7.8 300
GSSG 8 mM 60
Agua 200

La mezcla congelada es estable por varios meses.

C. Procedimiento. La sangre se colecta en heparina, EDTA o ACD. Se --
pueden usar las muestras de sangre por algunas semanas asi como manchas
de sangre colectadas en papel filtro y secadas. Diez ul de sangre se --
afiaden a 100 ul de la mezcla de tamizaje, y se hace una mancha en el pa-
pel filtro. El remanente de la mezcla se incuba a temperatura ambiente

por 5 a 10 minutos, y se hace una segunda mancha.

D. Intergretacién. En muestras normales la primera mancha fluoresce --
débilmente, y la segunda mancha fluoresce brillantemente. En muestras -
con deficiencia de G-6-PD las muestras no presentan o presentan una pe-
quefia fluorescencia. Es adecuado examinar una muestra normal control --

junto con la muestra del paciente.
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Cap. 41

PRUEBA DE TAMIZAJE DE GLUTATION REDUCTASA (Ref. 34)

A. Fundamento. Es el mismo al usado en la medicién espectrofotométrica
(Cap. 19) pero se usa la pérdida de fluorescencia al irse oxidando el --

NADPH, como indice de la actividad enzimdtica.

B. Mezcla de tamizaje.

ul
GSSG 33 mM 100
NADPH 15 mM 100
Buffer de fosfatos 0.25 M, pH 7.4 600
Saponina 1 % 200

La mezcla es estable por unos 10 dias congelada. Se puede preparar una -
mezcla parcial substituyendo el NADPH por agua: esta mezcla congelada --
es estable indefinidamente, y se puede agregar a NADPH preparado el dia -

de trabajo de modo que haya NADPH a concentracidén final de 1 mg/ml.

C. Procedimiento. Puede usarse sangre con heparina, ACD o EDTA y almace
nada hasta por 3 semanas. A 100 ul de la mezcla de tamizaje se le agre--
gan 10 ul de sangre, se mezclan e inmediatamente se hace una mancha en pa
pel filtro. Se incuba a 37° la mezcla y se hacen manchas a intervalos --
de 15 minutos. Se dejan secar las manchas y se examinan con luz ultravio

leta.
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D. Interpretacidn. La primera mancha debe fluorescer siempre. Si la
actividad de glutatidn reductasa es alta, la fluorescencia desaparece —--
en la primera media hora de incubacidn, pero si estd baja, la fluorescen

cia persiste por una hora o mis de tiempo de incubacidn.
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PRUEBA DE TAMIZAJE DE LA NADH METAHEMOGLOBINA REDUCTASA (NADH DIAFORASA)
(Ref. 36)

A. Fundamento. ILa NADH metahemoglobina reductasa (MR) cataliza la re--
duccidn de la metahemoglobina en circunstancias fisiolSgicas. Sin embar
go el colorante diclorofenol-indofenol (DCIF), también sirve como subs--
trato de esta enzima, reduciéndcse a su forma incolora (DCIFHZ). El pro

cedimiento depende de la reaccidn:

+
NADH + H - ME NAD. + DCIFH2

La oxidacidn del NADH a NAD se puede observar con luz ultra--
violeta para la pérdida de fluorescencia. La muestra de sangre debe ser
primero tratada con nitrito para oxidar la hemoglobina a metahemoglobina,

ya que la hemoglobina reduciria el DCIF de una manera no enzimitica.

B. Mezcla de tamizaje.

Volumen (ul)

Tris-HCL 0.06 M, pH 7.5, con 1000
2.7 mM de Na2—EDTA

DCIF 19 mM (6.25 mg/ml) 10

Saponina 1 % 200

Afiadir esta mezcla a un frasco conteniendo 0.5 mg
de NADH seco.
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C. Procedimiento. Seis ul de una solucidn recientemente preparada de

nitrito de sodio 0.18 M se afiade a 0.1 ml de sangre colectada en hepari-
na o ACD. La mezcla se deja reposar a temperatura ambiente por 30 minu-
tos, y se afiaden 20 ul de &sta a 0.5 ml de la mezcla de tamizaje. Se ha
cen manchas en papel filtro con intervalos de 15 minutos durante 45 mi--

nutos.

D. Interpretacidén. La primera mancha debe fluorescer brillantemente, -
pero la fluorescencia desaparece de la mancha aproximadamente después de
30 minutos de incubacidn. En la deficiencia de la NADH diaforasa la --

fluorescencia persitird por 45 minutos o mis.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

La finalidad fundamental de este trapajo ha sido presentar en

forma resumida y en espafiol una recopilacidn de las técnicas mds con--

fiables y viables para determinar la actividad enzimatica presente en -

eritrocitos, asi como la concentracidn de compuestos metabdlicos inter-

mediarios en las mismas.

Esto se pudo lograr en base a la revisidén que se hizo del --

trabajo de E. Beutler (38) y las publicaciones sobre estudios enzimdti-

cos en eritrocitos hechas por diferentes autores de los afios de 1972 a

1976 (bibliografia B). Las conclusiones a las que se llegaron son las

siguientes:

a.

El gldbulo rojo tiene una creciente importancia en la realiza--
cidn de estudios enzimdticos por la disponibilidad y el facil
manejo de los eritrocitos asi como por la importancia de las --

enzimopatias en la patologia humana.

De la metodologia presentada en las publicaciones hechas por --
otros autores, se afiadié el método de la determinacién de la --
actividad de la adenosina deaminasa a los métodos presentados -
por E. Beutler en su publicacidén (38) por ser un método colo--
rimétrico sencillo. Las fichas mencionadas en la bibliografia
B desarrollan métodos inmunoldgicos, gendticos, bioquimicos y -
radioisotdpicos adecuados para un laboratorio de investigacidn
pero que pueden servir para desarrollar nuevas metodologias que

se empleen posteriormente en laboratorios clinicos.
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Los métodos presentados en este documento pueden contribuir al
ejercicio de una medicina a nivel molecular ya que dichos méto-
dos son realizables en un laboratorio hematoldgico que posea la
infraestructura necesaria, v.gr. laboratorios de investigacidn
o los de hospitales de concentracién. La aplicacién inmediata
seria la ayuda en el digandstico de anemias hemoliticas congé-
nitas no esferociticas, y posteriormente en la deteccidn de en-
zimopatias a otros niveles, ya que se ha visto que algunas defi
ciencias enzimdticas eritrociticas también se manifiestan en --

otros tejidos causando alteraciones orgdnicas diversas.
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