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RESDllEI 

l. Se estudió la actividad llAD qlicohidrolasa de eritrocitos lavados de sanqre bU1ana de diferentes donadores 

obtenida de un banco. 

2. El objetivo de este trabajo fue deteninar si la D-glucosa, uno de los co1pone.ntes del plas1a sangu1neo, 

increaenta la actividad llADasa de los eritrocitos, cuando éstos se incuban en el ledio alcalino y si este 

increaento es de la 1is1a cuantía gue el observado cuando los eritrocitos esUn resuspendidos en plas1a. 

3. Los eritrocitos separados del plas1a se lavaron basta reducir a cero su contenido de glucosa. 

4. La actividad NADasa de los eritrocitos se ensayó tanto en un ledio ácido COIO en uno alcalino. 

5. Los eritrocitos fueron resuspendidos en diferentes ledios: solución isotónica de fosfatos, extracto téraico 

preparado del plas1a y soluciones puras de D-qlucosa y de otros azúcares . 

6. Las incubaciones para valorar la actividad NADasa se hicieron a 37'c durante 15 1in. La aezcla contenia 

eritrocitos lavados resuspendidos en la solución por estudiar o en las soluciones t estigo, atortiguador de 

fosfatos de sodio a pH ácido o alcalino y NAD colO sustrato. 

7. La concentración del NAD en las 1uestras de la aezcla de incubación tratadas con ácido perclórico, se 1idió 

con el siste1a etanol-alcohol desbidroqenasa. 

8. La concentrtación de qlucosa se deteninó nediante el sistema bexoquinasa-glucosa 6-fosfato desbidroqenasa 

en el extracto ácido de las aezclas gue conten1an eritrocitos y en los diferentes lll!dios que se usaron para 

resuspender los. 

9. Se demostró que la solución isotónica de fosfatos resultó 1ás conveniente para lavar los eritrocitos que 

la solución isotónica de cloruro de sodio. 

10. Se denostró que al so1eter a diálisis al extracto térmico dis1inuyó la capacidad de la porción retenida para 

incre1entar la actividad especifica alcalina NADasa de los eritrocitos y gue otros co1puestos igual1ente 

activos atravesaron la melbrana de diHisis junto con la qlucosa . 

u. Se de10stró que la D-qlucosa por si sola increaentó la actividad especifica alcalina de la llADasa de los 



eritrocitos lavados aunque en nenor cuant1a que el extracto ténico. 

12. Se de1ostró que la respuesta de la NADasa alcalina del eritrocito a concentraciones crecientes de !>-glucosa 

fue del tipo todo o nada. En contraste, la respuesta a diferentes concentraciones de extracto té111.ico, que 

entre otros componentes contiene glucosa, fue de tipo aparente1ente hiperbólico. 

13. se de10stró que con excepción de la l>-fructosa, cuyo efecto fue aenor que el de la !>-glucosa, ninguno de 

los otros azúcares ensayados increaentó la actividad específica alcalina NADasa de los eritrocitos. 

14. Se de10Str6 que los eritrocitos de la sangre al1acenada llOdifican su foria y ta1año y que al lavarlos 

tienden a recuperarlos. 

15. se proponen tres posibles aecanisaos de acción, a través de alguno de los cuales, la 1>-qlucosa increaenta 

la actividad especifica alcalina NADasa de los eritrocitos hu.anos. 



IJTiODOCCIOll 

La NAD glicohidrolasa o NAD nucleosidasa (EC 3.2.2.5) (NADasa) cataliza la ruptura de la molécula del 

dinucleótido de nicotina1ida y adenina (NAD). Al ocurrir la hidrólisis del enlace ll-H-glicosidico que une el 

nitrógeno cuaternario de la nicotina1ida con el carbono-! de la ribosa, se liberan nicotina1ida, ADP-ribosa y 

un protón. Virtualmente, esta enzi1a funciona no sólo coto hidrolasa sino tal!bién como transglicosidasa; en cuyo 

caso, cataliza la fonación de NAD a partir de ADP-ribosa y de nicotina1ida o la sintesis de dinucléotidos 

análogos al NAD o sea con una base piridinica diferente a la nicotinaaida. 

HIOROLISIS DEL NAO 

NH2 

N~N' º' CONHz ~ .. Jl-N ~ 

ri:l ~~J:·· 
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< 
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Ali visa tos y Denstedt ( 1951) observaron que el NAD aqreqado a una suspensión de glóbulos rojos lavados de conejo 

(o de hu.ano) o a la preparación obtenida al heaolizar estos glóbulos rojos, era destruido cataliticaaente. 

Deaostraron que la actividad enzi1nica responsable de la degradación catalitica del NAD se encuentra en la 



1embrana del eritrocito (preparación que lla11aron estroma) y que su sitio act ivo está orientado hacia la 

superficie externa de dicha nembrana; esto últi110 explica que catalice solamente la hidrólisis del NAD exógeno 

y no la del NAD contenido dentro del eritrocito. Co1probaron que la inhibición de esta enzima producida por la 

nicotina11ida es de t ipo co11petitivo y que resulta casi total a la concentración 10 l!I del inhibidor. 

Friscber ~. (1973) no encontraron diferencias en la actividad NADPasa de eritrocitos lavados de sangre 

reciente y de sangre al1acenada a 4'c recibida en el anticoaqulante ACD (ácido citrico - citrato - dextrosa), 

durante los ensayos hechos a lo largo de 3 se11anas. Estos investigadores sugieren que en los eritrocitos hUDanos 

las actividades NADasa y NADPasa radican en una sola enzi1a y no en dos coll-0 lo babian postulado Hoflann y Knoll 

(1961), dado que albas actividades sie1pre variaron paralelaaente en las distintas preparaciones de eritrocitos 

(con una relación NADPasa/NADasa pro1edio de 0 .60) y que en ningún caso encontraron deficiencias de una sola 

de estas enz inas sino siempre de ambas. 

Ravazzolo et al. (1976) extrajeron en fona soluble la NADasa de la 1elbrana del eritrocito hU1ano lediante una 

solución de Triton X-100 en fosfatos y 1etcaptoetanol y la purificaron precipitándola con sulfato de amonio. 

La actividad NADPasa fue solaaente el 35 por ciento de la actividad NADasa y en el análisis electroforético, 

en acetato de celulosa, la actividad NADasa aparecia en una banda que tuvo la 1is1a posición que la banda 

revelada por su actividad NADPasa; lo que confina, según estos autores , que una y otra actividad son debidas 

a una sola enzima. La preparación aostró su actividad taxi11a a pH 6.5, con un descenso notable a pH mayor de 

7 .s y también a pB menor de 5.5. El Ka para el NAD fue 43 111!, tanto a pH 6.5 como a 7.2. 

Cood11an y su grupo (1982) confinaron que la NADasa de los eritrocitos de varias especies animales (bU11anos, 

ratones, ratas, bovinos, ovinos y monos) es una enzima extracelular (una ectoenzima) y demostraron que funciona 

en todos estos casos co10 glicohidrolasa y co10 ADP-ribosiltransferasa (utilizaron protamina co10 aceptor). La 

KD para el NAD fue nuy parecida entre los eritrocitos de las diversas especies (desde 20 hasta 80 IJ.)I, a 37'c 

y pB 7.4 con a1ortiquador de fosfatos de potasio); en cambio, la V11áx fue notablemente diferente (77.8 en 
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eritrocitos huaanos y sucesivamente mayor en la serie de aninales 1encionada, basta 27,121 p11ol/108 células en 

los eritrocitos del nono); esto último implica que el número de moléculas de esta enzi1a que se encuentran en 

la membrana de los eritrocitos de los diversos ani1ales es 1uy desigual. La autoinactivación de la NADasa que 

se observó in vitro no se corrige con el lavado exhaustivo de los eritrocitos, ni con el enfrialiento a 4'c 

durante 48 h; por lo que Good11an et al. sugieren que este calbio irreversible posiblemente revela una 

1odificación covalente de la 11olécula, quizá una auto-ADP ribosilación, como la que se ha de10strado que ocurre 

en la toxina del cólera, una de cuyas unidades actúa tanto co10 catalizadora coao aceptora del grupo ADP-ribosa. 

El interés de nuestro qrupo de trabajo por la NADasa surqe durante el estudio del infarto experiaental agudo 

del liocardio, provocado en el corazón del perro, al ocluirle quirúrqicaaente la raaa descendente anterior de 

la arteria coronaria izquierda. Las 1itocondrias aisladas de la zona dañada dejan de oxidar a los sustratos 

cuyas desbidrogenasas especificas utilizan el NAD coao coenziaa. El contenido de HAD de estas preparaciones 

1itocondriales dis1inuye considerableaente y al investigar la causa de esta dis1inuci6n se de10Stró que la 

responsable era la actividad NADasa del propio tejido cardiaco, dado que en la priaera hora de la oclusión de 

la arteria, la cantidad de NAD que desaparece en el tejido isqué1ico es equivalente a la cantidad de 

nicotina1ida que aparece en dicho téjido (Calva et al.,1966 y Nuñez et al., 1976). 

Los eritrocitos resultan ser un naterial relativaaente sencillo en co¡paración con el tejido cardiaco; por lo 

cual, el estudio de la NADasa en estas células es aenos co1plicado que en el corazón. 

En los eritrocitos de 11a1iferos la NADasa se encuentra en la aelbrana plas11~tica, con su sitio activo orientado 

hacia la superf icie externa; por lo que esta enzi1:1a actúa virtualmente sólo sobre el NAD del lled10 de suspensfor 

y no sobre aquél contenido dentro del eritrocito. 

Las investigaciones realizadas en nuestro laboratorio de1ostraron que al incubar , en 11edios con diferente pB, 

nuestras de sangre recié.n extraida, hay dos :onas con actividad NADasa 1áxiaa: una a pB relativaaente ácido 
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(alrededor de 6.5) y otra con actividad 1ás alta a pH relativatente alcalino (cercano a 7.9) (Kéndez 1985). En 

cambio, la sangre total allacenada durante 10 a 12 dlas a 4'c, deja de nostrar la 1ayor actividad al pH alcalino 

y sólo conserva la láxi1a a pH ácido (Urbán, 1989) . Asilisao, se observó que la suspensión de eritrocitos 

lavados o la preparación de fantas1as sólo 1uestran una reqión de actividad NADasa láxita, la correspondiente 

a la zona ácida (lléndez, 1985) y que la adición de plasta au.enta la actividad en el tedio alcalino, de tal 

tanera que la cuantía de la act ivación acerca este valor al valor aostrado por la sangre recién extralda 

incubada en estas condiciones, sin que IOdifique signifícativa1ente la actividad llADasa en el tedio ácido 

(Orbán, 1989) . 

En los eritrocitos que sin lavar se separaron de la sangre recién extralda y se incubaron en ausencia de plasta, 

la actividad NADasa a pH alcalino fue 1ayor que a pH ácido, coto si se tratara de eritrocitos presentes en la 

sangre co1pleta. La adición de plasma al tedio en que se resuspendieron estos eritrocitos, au.entó IUY poco la 

actividad alcalina, pero el valor lleqó a ser igual al de los eritrocitos exhaustivatente lavados que se 

incubaron con plasta (Urbán, 1989) . 

Los eritrocitos que después de ser lavados se sotetieron a be16lisis, aunque conservaron la actividad NADasa, 
. 
no respondieron a la presencia de plasta; esto es, la actividad a pH alcalino no auaentó (Orbán, 1989). 

En el plasta no se detectó actividad intrínseca NADasa cuando se incubó en tedios de pH desde 5 hasta 7. 5 y 

en el nedio alcalino, pB 7.9 , la degradación del NAD apenas representó el 6% de la hidrólisis observada, a ese 

pB, en presencia de eritrocitos lavados (Orbán, 1989) . Consecuenteiente, es indudable que el auaento notable 

de la actividad NADasa de los eritrocitos hu1anos, incubados a pB alcalino, provocado por el plasta, es debido, 

no a la 1anifestación de la enzima contenida en el plas1a, que es insignificante, sino al efecto de otros 

conponentes del plas11a, basta ahora no conocidos, que activan a la enzita en el tedio alcalino de incubación. 

6 



Sangre total • 0.1M cit-0.lMfosf O 0 .2 M fosfatos 

Eritrocitos • 0 .1Mc i t-0.1Mfosf 

Fantasmas A 0.1 M cit-0.1 M fosf 
O 0 .1 M Tris -0.1 M fosf 
6 0.2 M fosfatos 

0125 
et 
z 

~100 
o 
...J 

~ 75 
..... z 
w 
(.) 

~ 50 
Cl. 

z 
o 25 
u 
et 
o 
et 

~ o 
w 
o 

l 

5 

• 
• O sangre recién extraído 
e O er i trocitos lovodos 
A 6 fantasmas de eritrocitos 

• plasmo 

.. . .. 
6 7 8 

pH (37ºC) 

9 

Fiq. l. Efecto del pB sobre la deqradaci6n del llAD que ocurrió durante 30 1in a 37'c en presencia de saD<Jre 

recién extraida, eritrocitos lavados, fantasllaS, o plasaa. Los valores de la actividad específica se calcularon 

coao nanoaoles de llAD deqradado por 1inuto y por lililitro de saD<Jre; excepto en el caso de los fantasaas en 

que se refirió a un ailiqraao de proteínas. En es~ qrAfica todos los valores se 111estran en cada serie coao 

porcentajes de la actividad lláxiaa correspondiente. 
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Aparentemente, el factor o los factores del plasma responsables de la activación de la NADasa a pH alcalino, 

están adsorbidos en la superficie externa de los eritrocitos contenidos en la sangre recién extraida. Es 

probable que durante el al1acenaDiento de la sangre se modifiquen las caracteristicas de la membrana del 

eritrocito y que esto provoque la separación de dichos factores de la superficie de esta célula. 

Posteriormente, al lavar los eritrocitos, es posible que con este tratamiento se reconstituya la estructura de 

la aembrana y los factores plasmáticos vuelvan a ser adsorbidos cuando estos eritrocitos lavados son 

resuspendidos en el 11is10 plasma que tuvieron durante el al1acena1iento. 

Las investigaciones hechas en nuestro laboratorio, relativas a la identificación del factor o de los factores 

presentes en el plasma que estit1ulan a la llADasa de los eritrocitos hUlanos integros, incubados en un 1edio 

alcalino, han revelado que estos co1puestos son estables durante el calentamiento a 92'c, hasta por 3 horas; 

son solubles en agua, pero no en solventes de lipidos; resisten el enfria1ento y la liofilización y se destruyen 

por digestión ácida prolongada llevada al cabo a alta te1peratura. Al filtrar por una colWllla de Sephadex el 

extracto térmico obtenido del plasna, con sólo el 3\ de las proteinas contenidas en el plas1a original, 

observa11os que la fracción que fue capaz de activar a la llADasa alcalina del eritrocito huaano, redujo el 

reactivo cualitativo de rolin-1!11 usado para revelar azúcares con grupo reductor y posterioraente demostramos, 

con el sistema hexocinasa-glucosa 6-fosfato desbidroqenasa, que este azúcar es la glucosa. 
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OBJETIVOS 

C-0n base en estas últi1as observaciones juzgamos pertinente realizar el presente trabajo con los siguientes 

objetivos: 

a) Estudiar el efecto que tiene el lavado de los eritrocitos sobre su actividad NADasa y sobre su contenido de 

glucosa. 

b) Estudiar el efecto del extracto téniico pUsaatico liberado de su glucosa por diUisis sobre la actividad 

NADasa de los eritrocitos. 

c) &studiar el efecto de diferentes concentraciones de o-glucosa en soluciones puras de este azúcar y en 

diluciones del extracto téniico plas1füco que talbién contiene glucosa, sobre la actividad llADasa de los 

eritrocitos. 

, 

d) Investigar si el increaento de la actividad NADasa de los eritrocitos provocado por el extracto téraico 

plas1ático se debe exclusi vaaente a la glucosa. 

e) Deterainar si a concentraciones equivalentes a la usada en la solución de o-glucosa, otros IODO- y 

disacáridos biolóqicos tienen efecto sobre la actividad IADasa de los eritrocitos y 

f) Investigar si los eritrocitos al ser al1acenados COIO sanqre total a f c durante varias seaanas, sufren 

IOdificaciones aorfológicas y si éstas son reversibles al lavarlos. 
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ll!TERIALES JI E TODOS 

Solución anticoagulante. 

l. Anticoagulante CPD (Citrato-fosfato-dextrosa).- Se pesaban 0.327 g de ácido cítrico, 2.63 g de citrato 

trisódico, 0.222 g de fosfato monosódico y 2.55 g de O-glucosa (dextrosa) y se disolvian en agua bidestilada 

para obtener 100 nl. 

Solución isótonica de fosfatos para lavar los eritrocitos. 

2. Solución isotónica de fosfatos (Dodge, llitchell y Hanahan, 1963) (Solución de llodqe). - Se pesaban 14 .63 g 

de Napo4 y se disolvian en 1000 nl de agua bidestilada (0.155 11 solución alcalina). Por otra parte se 

pesaban 5.348 g de NaHf>4 y se disolvian en 250 11 de agua bidestilada (0.155 K solución ácida). 

La solución isotónica de Dodge (310 nilios10lal l se preparaba agregando a los 1,000 11 de la solución alcalina 

un volUJien suficiente de la solución ácida para obtener un pH de 7 .40 a temperatura albiente. 

Soluciones wa el ensayo de la actividad llADasa. 

3. Amortiguador de fosfatos 0.30 K a pH 6.25·6.28.- A una solución 0.30 K de NaHf>4 (solución ácida) se le 

añadió la cantidad necesaria de solución de Na2HP04 0.30 K (solucion alcalina) para obtener un pe de 6.25 a 

te1peratura ambiente. 

4. Amortiguador de fosfatos 0. 30 Ka pH 8.70-8 .75.- >.una solución de Natiro4 0.30 H (solución alcalina) se le 

agregaba la cant idad necesaria de solución de llaH2P04 (solución ácida) pan disninuir el pe a 8. 70 a temperatura 

ambiente. 
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5. Solución isotónica de cloruro de sodio.- Se disolvían 8.5 g de NaCl en agua y se completaba el volUJ!en a un 

litro. 

6. Solución a pH entre 7.0 y 7.4 de HAD 6 111! en cloruro de sodio.- se pesaban 48 ll<J de HAD (Sici-a N-7004) y 

se disolvian en 7 11 de NaCl al 0.85\. El pB se ajustaba entre 7.0 -7.4 a te1peratura a1biente con NaOH 0.1 

N. Al final el volunen se co11pletaba a 10 11. 

Soluciones para la medición enzi1füca del IAD. 

7. Solución concentrada de deshidrogenasa alcohólica (1,000 unidades por aililitro).- La solución concentrada 

preparada con 10,000 unidades /11 (reactivo Sigaa A-7011 disuelto en 3 11 de agua estéril) se diluia 1:10 con 

la solución isotónica de NaCl. Esta dilución se conservaba en el refrigerador basta por una seaana y se 

centrifugaba antes de usarse si estaba turbia (1 a 2 lin a 1,120 xg, 2600 rpa en la centrifuga cHnica). 

8. AIOrtiguador para la 1ezcla de reacción de la deshidroqenasa alcohólica.- se disolvian 18.16 g de Trim base 

en unos 150 ll de agua y se vaciaban cuantitativaaente a un aatraz vollllétrico de 250 11. Lueqo se añadian 14.7 

11 de etanol absoluto y se completaba el vol unen con agua. 

El pB final de esta solución era 10.8 aproxiaadaaente a teaperatura aabiente. 

Soluciones para la cuantificación de proteínas !oVpa e Eagle. 1956). 

9. Solución A.- Se disolvian 20 q de Nait'Ol, 4 g de NaOB, 0.2 q de tartrato de sodio y potasio en agua 

bidestilada y se llevaban a un vol1111en final de 1,000 11. (El tartrato se disol•1ió en esta solución alcclina , 

en lugar de ponerlo en la de cuso4, porgue en esta últiaa se produce a la larga un precipitado; Oyaaa e Eagle, 

1956. ) 
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10. solución B .- Se pesaban 5 g de cuso4.s a2o, se disolvian en agua bidestilada y se co1pletaba el volu1en 

a 1,000 11. 

11. solución e .- Se preparaba in11ediata1enteantes de usarse, agregando 50 n1 de la solución A a 1 11 de la 

solución B. 

12. Dilución del reactivo fenólico de Folin-Ciocalteu .- Se preparaba con agua bidestilada una dilución 1:2 del 

reactivo concentrado de Folin-Ciocalteu (Siqta F-9252) intediata1ente antes de usarse. 

13. solución tipo concentrada de albúaina de suero de bovino (400 µq/11).- se pesaban 10.00 1g de albúaina 

(Siqta A-4378) y se disolvian con solución salina o.m hasta un voluten de 25 11. Esta dilución se guardaba 

en el refrigerador. 

14. solución tipo diluida de albúaina (50 µq/11). - se ponlan 1.25 11 de la solución tipo concentrada de 

albúai.na, en un tatraz volUlétrico de 10 al y se cotpletaba el vol111en con solución salina al o.85\. 

Qbtención de la sangre. 

Las bolsas de sangre, donadas por el Banco de sangre del Instituto Nacional de Cardioloqla Ignacio Cbávez, 

contenian 70 11 de anticoaqulante CPD, cantidad suficiente para recibir 500 11 de sangre del donador. El 

contenido de glucosa en la suspensión final de eritrocitos, suponiendo que la sangre del donador contiene 100 

mq /dl, es de unos 400 mq/dl. En la aayoria de las ocasiones las bolsas recibidas no tenian los 500 11 sino 

11enos, por lo que contenían un exceso de anti coagulante. 
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llUeStras de sangre recién extra ida. 

Se extraían de una vena superfícial del codo 60 nl de sangre de un donador sano en ayunas. La 1UeStra de sangre 

se vacíaba en un tubo que contenía 8.4 11 de anticoagulante CPD y se hacia la 1ezcla por inversión suave para 

evitar la be16lisis. 

Seyaraci6n de eritrocito& y ele playa. 

La sangre contenida en la bolsa se 1ezclaba IUY bien y la 1Uestra extra ida o, en su caso, la sangre recién 

extraída, se centrifugaba a 1,000 xg (3,600 rp1) en el rotor JA-20 de 7 ca de radio 1edio, a f c, durante 20 

1in. Al final, con pipeta Pasteur se transfería el plas1a a un 1atraz ·de Erlenteyer. La interfase entre el 

plas1a y los eritrocitos se desechaba con el fin de descartar la 1ayor parte de los leucocitos y las plaquetas. 

!,avado de los eritrocitos (Dodge. litcbell y Hanallan. 1963). 

A los eritrocítos sediaentados, separados del plas1a, se les agreqaba un vol111en igual de solución isotónica 

de fosfatos . Los tubos se tapaban con parafil1 y se invertían suave1ente hasta resuspender total1ente los 

eritrocitos. La suspensíón de glóbulos rojos se centrifugaba a 1,000 xg, dura.nte 20 lin, a 4'c. El sobrenadante 

se eli1inaba con una pipeta Pasteur, junto con la capa blanquecina de leucocitos y de plaquetas. 

En el transcurso de los experitentos se detectó que al lavar los eritrocítos, adem de quitar residuos de 

plasma y de otras células sanguíneas, se extraía la glucosa endógena de los glóbulos rojos (ver Resultados). 

Consecuente1ente los eritrocitos se lavaban las veces que era nesesario para quitar toda la glucosa endógena, 

lo cual se logró en la 1ayoría de las ocasiones al cuarto lavado. 

Los eritrocitos una vez lavados se ponían en un frasco de Erlen1eyer. 
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Preparación del extracto Acido para deteninar glucosa. 

A 1 11 de eritrocitos se le agreqaba 1 11 de solución isotónica de fosfatos y a esta resuspensión se añad1an 

2 11 de ácido perclórico al 10% , se agitaba y se dejaba la 1ezcla en hielo 10 1in. Lueqo se centrifugaba a 

1,120 xg (2,600 rp11) (radio 11áxino 15 c1) a te1peratura ambiente, durante 10 1in, en una centrífuga cl1nica 

Chriss. El sobrenadante libre de prote1nas precipitadas se pasaba a otro tubo para centrifugarlo nuevamente y 

as1 obtener una solución libre de part1culas visibles. 

Detertinación de la concentración de glucosa oor el létodo enlilático de la bexocinasa-glucosa 6-fosfato 

cleshi4rogenasa. 

Las determinaciones de glucosa se llevaron a cabo en muestras de plas1a, de diluciones de extracto térmico, de 

soluciones de glucosa qul1icamente pura o de extracto ácido de eritrocitos o de mezcla de incubación. 

Fundamento 

La glucosa es fosforilada por el ATP en presencia de la bexocinasa. La glucosa-6-fosfato fomda es 

posterior1ente oxidada por el llAD a 6-fosfogluconolactona en presencia de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa. 

llllrante esta oxidación una cantidad equi1olar de NAD es reducido a llADB. El NADH presenta su 1áxi1a absorbancia 

con la luz de longitud de onda de 340 n1. El incre11ento en la absorbancia es directatente proporcional a la 

conoe11traoción de glucosa presente en la 1uestra. 

Glucosa t ATP ---- -------> G-6-P t ADP + e+ 

bexocinasa de levadura 

G-6-P + llAD ---------------> 6-PC lactona + llADll + e+ 

G-6-P deshidrogenasa de Leuconostoc 1esenteroides 
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La actividad de esta G-6-P deshidroqenasa con NAO es aproxiaada1ente 1.8 veces la observada con NADP (Cat. Siqaa 

1990, pág. 515). 

Cada frasco de reactivos (Sigma Diagnostic Kit Gluoose No. 16-0V [Blc]50) contiene: 

NAO 

ATP 

1.5 uol/l 

1.0 nol/l 

Hexocinasa de levadura 1,000 unidades/! 

G-6-P deshidroqenasa de Leuconostoc mesenteroides 1,000 unidades/! 

Iones aagnesio 2.1 uol/ l 

Alortiguador pH 7 .5 +/- 0.1 

Azida de sodio 0.051 (presenativo) 

Los reactivos del frasco original se disolvian con 50 11 de agua desioniiada y la aezcla se hacia por inversión. 

La reacción se llevaba a cabo a teaperatura albiente. Se pon1an 1.00 ó 1.50 11 (dependiendo de la concentración 

de glucosa en la auestra por aedir) de la solución de los reactivos Sig.a en una cubeta rectangular de 3 11 de 

voluaen y de 10 n de anchura interior y se lled1a su absorbancia a 340 DI, co1pad.ndola contra la del agua 

puesta en otra cubeta seaejante. Una vez obtenida la lectura inicial, se agreqaba a la cubeta, con una pipeta 

Ha11ilton, 10 ó 25 µl (dependiendo de la concentración de glucosa en la auestra por aedir); se aezclaba bien y 

lueqo de 10 lin, cuando la absorbancia ya era estable, se toaaba la lectura final. 

Para obtener el calbio de absorbancia (AA) se le restaba a la lectura final ("2 ) la lectura inicial (A¡ ) . 

La concentración de glucosa se expresa en los 1iligra1os contenidos en un decilitro (100 11) de la 1UeStra 

analizada y se obtenia con la siguiente ecuación. 

Glucosa {Dq/dl) AA X \'T X ~JI X 100 
6. 22 X 10 X PL X VM 

lll r poor 1 111 df1 

c11· miol ;:¡ 111 cm 111 

¿_~ x 119, m om 

mg/dl 
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Donde: 

A>. = cambio de absorbancia = A2 - A1 

VT = volUllen total de la 11ezcla de reacción en la cubeta (1.010, 1.025 6 1.510 111) 

PK = peso 1<>lecular de la glucosa (180.16 l<J/mnol) 

100= conversión de mililitros a decilitros (111/dl) 

6.22x103 = coeficiente de absorbancia del NADH (cn-1 111101-l 11) 

PL = paso de luz en la cubeta (1 c11) 

VII = volu.en de la muestra analizada (0.010 ó 0.025 11) 
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Valoración del sisteaa enzilático usado para deterainar la concentración de glucosa. 

se deteninaron varias concentraciones de soluciones estándar de glucosa (3, 6, 9, 12, 18 y 24 ll<J/dl) con el 

fin de conocer la sensibilidad y exactitud del aétodo. 

Las diluciones se prepararon a partir de una solución tipo que contenia 24 ll<J de tezcla de anó1eros de D­

glucosa (Siqaa G-8270) en 100 nl (Tabla 1) . 

'rabla l. Preparación de soluciones estándar de glllCOSa para el ensayo con el létodo enzitático 

Solución 

nútero 

6 

Preparación de 25 11 

Solución original 

18.80 11 de solución 1 

16. 70 al de solución 2 

18. 75 al de solución 3 

16. 70 11 de solución 4 

12.50 t1l de solución 5 

--- - - ----- - ---
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Concentración final 

al coapleta,r a 25 11 

con aCl\la 119 /dl l 

24.0 

18.05 

12.06 

9.04 

6.04 

3.02 



Tabla 2. Co1¡>Uaci6n de las concentraciones de glucosa calculadas oon las deteninadas entiúticuente 

Concentración esperada 

(•q/dl ) 

3.02 

6.04 

12.10 

18.00 

24.00 

Glucosa 

Concentración obtenida 

(»g/dl) 

2.87 

6.46 

12.2 

19.0 

25.1 

Diferencias 

(iq/dl) 

-0.15 

+o.42 

+o.10 

+l.00 

+1.10 

Los resul tados obtenidos ¡Tabla 2) (rig.l ) nos sirvieron de base para conf iar en las deteninacionet. d!> ~l uco!>? 

a partir de 3 ng/dl y tocar ~01:10 significativas solaaente las diferencia~ de 2 tg1d. ruando aenos . 
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Piq. l. correlación entre de los datos esperados y los datos obtenidos correspondientes a las concentraciones 

de soluciones estAndar de qlucosa (ver Tabla 2). La ecuación correspondiente a la qrUica es y = 1.056 x y el 

indice de correlación o. 999 . 
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Obtención del plasaa libre de células sanguineas. 

El plastJa obtenido de la centrifugación de la sangre total, con anticoagulante, se ultracentrifuqaba y se 

llicrofiltraba para eli1inar restos de eritrocitos, de leucocitos y de plaquetas, ya que todos ellos contienen 

actividad KAD qlicohidrolasa. 

La ultracentrifuqación se realizaba a 7,800xg (10,000 rp11) en el rotor JA20 de radio medio 7cn, a 4'c, durante 

10 1in y el sobrenadante se pasaba lueqo a través de un ticrofiltro de 0.20 µ.a de poro. 

Preparación del extracto tértico de plasu. 

Los tubos conteniendo porciones de 30 11 del plas1a libre de células sanquineas, se ponian en un baño de agua 

que estaba a la tellperatura de ebullición y a partir del IOtento en que se alcanzaba esta te1peratura se 

incubaba 30 11in. Al téniino de este tie1po, los tubos se enfriaban poniéndolos en una hielera. El contenido 

pastoso se disgreqaba y se pasaba a otros tubos para centrifugarse a 25,3'° xg (18,000 rpal en el rotor JA20 

de radio tedio de 7 ca, durante 2 b a 4 ·c. 

El sobrenadante obtenido se pasaba por un filtro de 0.20 µ.a y se guardaba en un frasco que babia sido 

esterilizado (extracto tér1ico). 

Diálisis <!el extracto téraico. 

Un volumen de 12 al de extracto tér1ico se dializo ut il izando un tuoo <!P celuJ o~> con POros suficientemente 

pequeños para retener co1puestos de peso aolecular aayores de 3500 daltones Dialyzer iubing of reqeneratP.O 

cellulose, Spectra Por, 3, ll'llCo 3500, Thoaas scientific 3787-845). 

El extracto se dializó -::ontra 11ás de 100 volÚJlenes de a10rt iguador de fosfato$ de sodio 0.005 11 a 4' c, 

caabiandose é$te cada 2 horn: 

se deterr.li nó la concentrac1ón de glucosa del extracto térnco cada vez que se calbiaba el a10rt iquaóor. Se 
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consideró terminada la diálisis cuando el extracto térmico casi no contenía qlucosa, col!lo lo mostró el ensayo 

enziaático. 

Ensayo de la actividad 11>.Dasa 

lesuspenciones de eritrocitos que se incubaron. 

Los eritrocitos lavados se resuspendian en cada una de las siquientes soluciones: 

l. Solución de Dodqe 

2. Plas1a con anticoaqulante 

3. Extracto tér1ico 

4. Soluciones de glucosa 

5. Soluciones de diferentes carbohidratos 

Pre¡araci6n de las soluciones utilizac!as para resl!§pender los gl61!ulos rojos layados. 

Diluciones de extracto tértico. 

Con el fin de ver el efecto de la concentración de la glucosa que forna parte de los diversos co1puestos 

contenidos en el extracto ténico, se realizaron varias diluciones de éste en solucion de Dodge. 

La concentración de glucosa en el extracto oriqinal se deteninó por el létodo enzi1ático. 

Soluciones con diferente concentración de glucosa IDJ.i,aicaJ1e11te oora. 

Se pesó D-glucosa qulnica1ente pura (Sigaa G-8270, 1ezcla de an611eros) para obtener una solución con la 

concentración de glucosa iqual a la del extracto ténico original y a partir de esta solución se obtuvieron 

diferentes diluciones correspondientes a las concentraciones de qlucosa presentes en las diluciones utilizadas 

del extracto tér1ico. 
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Soluciones de diferentes carbohi4ratos a la aiSJa concentración 12lar que la glucosa tenia en el extracto 

tériico original 

se detenünó la concentración de glucosa en niligra12s por decilitro de extracto térnico y se calculó la 

correspondiente concentración en 1ili12les por decilitro. 

Las soluciones de los diferentes carbohidratos se prepararon a la 1isna 12laridad que tenia la glucosa en el 

extracto tér1ico. 

Eje1plo para la 1altosa: 

307 19 de glucosa /dl de extracto téaico = 1. 71 llOl/dl de extracto Unico 
180 1g de glucosa/no! de glucosa 

Por lo tanto, 342.3 1g de 1altosa /ool x l. 71 D10l/dl = S84 119 de aaltosa /dl 

Pr@araci6n de las suspensiones de gl61!u.los rojos para ser incubados· 

Eritrocitos 4 .5 11 4.5 11 de la solución escogida 

La suspensión se hacía por inversión suave del tubo y se determinaba la concentración de eritrocitos mediante 

el henatocr i to. 

!!edición del belatocrito. 

El he1atocrito se deterainó en todas las suspensiones de eritrocitos. Se usaron copilares de 75 na de longitud, 

1.1-1.2 11!1 de diáletro y 0.2 11t1 de grosor de la pared. La suspensión de eritrocitos se dejaba subir por el 
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capilar manteniendo inclinado tubo basta llenar 3/4 partes del nÍSllO. El capilar se sellaba en el extremo libre 

de sangre, fundiendo el vidrio con una flana de gas, evitando que la sangre se dañara. 

Los capilares se centrifugaron 3 1in1 a 18,460 xg, e.n la centrifuga IEC nodelo Kicrocapilar llB y los sediaentos 

se leyeron en el disco Kicrocapillary Reader IEC lodelo 2201. 

La actividad NADasa se refirió a un 1ililitro de eritrocitos. 

IllCl!baci6n para el ensayo de la actiddad ·IADasa 

Rn los ensayos se incluian sieapre dos controles, uno consistente en una suspensión de eritrocitos en la 

solución isotónica de fosfatos (solución de Dodge) y otro de eritrocitos suspendidos en el extracto tériico. 

cada ensayo se realizó por duplicado tanto a pB ácido colO a pB alcalino. 

La 1ezcla de incubación contenia lo siquiente: 

1.50 11 de eritrocitos suspendidos en la solución correspondiente 

1.00 11 de a12rtiguador de fosfatos 0.3 K al pH inicial de 6.25-6.28 para la actividad ácida y de 8. 70-8. 75 

para la actividad alcalina respectiva1ente, y 

0.25 ml de agua 

2. 75 11 vol111en inicial 

La nezcla se preincubaba 10 1in en el baño a 37 'e y la reacción se iniciaba al añadir o. 25 11. de una solución 

de HAD 6 111 (concentración final 0.5111) (volUllen final 3 11). Inlediatanente se tapaba el tubo y se invertia 

10 veces ( aproxi1ada11ente 20 seq). En seguida se toaaba 1 11 de la 1ezcla y se vaciaba a un tubo que contenia 

1 111 de ácido perclórico al 101 (p1 v) puesto en la bielera. El tubo con la 1ezcla ácida se agitaba vigorosaaente 

y se volvia a poner en frio al aenos por 10 1in. Esta 1uestra correspondia al tie1po o. 

El tubo con la 1ezcla de incubación restante se regresaba de in11e<liato al baño a 37'C y se incubaba 14 1in 1ás. 
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Al ninuto 14 se sacaba el tubo, se 1ezclaba su contenido y nuevamente se to1aba 1 11 de auestra que se vaciaba 

al minuto 15 en otro tubo que contenia 1 11 de ácido perclórico frio. Esta 11uestra correspondia al t ie1po 15. 

A la porción restante de la aezcla de incubación se le media el pH a 37 'e con el potenciometro Radioaeter 

PHll22r, con una escala de sensibilidad de 0.01. 

Qbtenci6n del sobrenadante ácido libre de ~rotelnas. 

Los tubos que contenian las proteinas precipitadas de la auestra incubada, se centrifugaban a 1,120 xg (2,600 

rp1) (radio 1h. 15 ca) a temperatura albiente durante 10 ain, en la centrifuqa clinica Chriss. 

El sobrenadante se transferia a otro tubo y se centrifugaba nuevaaente para obtener un liquido libre de 

particulas visibles. 

lledici6n del BAD por el l!étodo de la desbid?ogenasa alcob6lica liacker. 1950\. 

t'l!nduento 

La deshidrogenasa alcohólica cataliza la siguiente reacción: 

Etanol + llAD -------> acetaldehido + llADll + t 

La reducción de bajas concentraciones de NAD es casi del lOOt cuando la reacción ocurre a pH alcalino y en 

presencia de un exceso de etanol y sin necesidad de agregar se1icarbazida para atrapar el acetaldehido 

(Racker, 1950) . 

El dinucléotido reducido de nicot ina.ida y adenina (NADB) tiene una absorbancia 1áxi1a a 340 nm, 1ientras que 

el dinucléotido oxidado (KADl no absorbe la luz a esta longitud de onda; por lo que la absorbencia que se lee 

corresponde al NillH pres~nte en la 11uestra , el cua1 equ ivale al NAD presente en la aezcla de incubación que ha 

sido reducido por ~¡ etanol i:n presencia de l~ deshidrogenasa alcohólica . 
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Kedici6n del llAD 

En cubetas rectanqulares de 3 11, se ponian 2.00 al de aaortiquador de la deshidroqenasa alcohólica y 1.00 nl 

del extracto ácido. Luego de tapar la cubeta con parafíl1, se 1ezclaba bien su contenido invirtiéndola varias 

veces. 

La absorbancia a 340 n11 se leia contra otra cubeta con aqua (lectura inicial). 

Después se agregaban, con una pipeta auto.atica Gilson, 0.05 11 de la dilución de la deshidroqenasa alcohólica 

(50 unidades) y, luego de tapar la cubeta, se mezclaba bien su contenido y se leia la absorbancia 2 6 3 1in 

después, talbién contra aqua (lectura final). 

La absorbancia neta se obtenia restando a la lectura final la lectura inicial. 

La diferencia de absorbancia 6A se obtenia restando a la absorbancia neta del tie1po o la absorbancia neta del 

tie1po 15. 

Cálculos pan obtener el valor de la actividad escecifica. 

l. 6A X -~ X hQ2 X 2.:.Q X hQ X ..l..= AA X 130.76 
6.22 X 10 1.0 1.0 1.5 15 

2. AA X 130. 76 X ___.1..,.00,,___ 
henatocri to t 

AA x 13076 
he1atocrito t 

DIOl de llAD CODSUlido 
1in, 11 de sangre o de suspensión de eritrocitos 

en cualquiera de las soluciones usadas 

n1ol de !!AD consumido 
1in, 111 de eritrocitos 

3. La unidad de actividad enzi1ática es la cantidad de enzi1a capaz de hidrolizar l n1ol de HAO por 1inuto en 

1 as condi ·iones que se especifican. 

4. La acthidad espec11 1ca es el nú1ero de unidades contenidas en 1 ni de eritrocitos. 
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Significado de los térainos de la ecuación anterior. 

6.22 x 10·3 = coeficiente de absorbancia del NADB expresado en cn·l (miol / 1111¡·! 

3.05 = tililitros en la cubeta del espectrofot61etro 

1.0 = 1ililitros del sobrenadante ácido puestos en la cubeta del espectrofotó11etro 

2.0 = 1ililítros de la 1ezcla del ácido perclórico y de la tuestra de incubación. 

1.0 = mililitros de la 1uestra de incubación tomados al tiempo O ó al tiempo 15. 

3.0 = 1ililitros totales de la 1ezcla de incubación. 

1.5 = 1ililitros de sangre o de suspensión de eritrocitos en la 1ezcla de incubación. 

le¡ = 1inutos de incubación 

be1atocritot = beléltocrito de la sangre total o de las suspensiones de eritrocitos en las diferentes soluciones. 
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Deterlinación de protelnas loma e Eac!1e. 1956). 

Las preparaciones de extracto ténico se dilulan 1:10 con solución isotónica de KaCl para ajustar la 

concentración de protelnas a la sensibilidad del método de Lol/l'y. 

En tubos de ensayo se ponian los siguientes volúmenes de solución estándar (50 µq/dl) de albúaina de suero de 

bovino: o, 0.20, 0.40, 0.60, o.so y LOO; y 0.10 y 0.20 de la dilución del extracto. En cada tubo el volUJen 

se co1pletaba a 1.00 li con solución isotónica de KaCl. Lueqo :;e agreqaban 5 li de la solución e recién 

preparada y se aezclaba bien. se dejaban 10 nin a la te1peratura aabiente y enseguida de agreqaban rápida11ente 

0.5 li de la dilución del reactivo fenólico, con pipeta vohmetrlca de soplar y aanteniendo el tubo en agitación 

constante con el vórtex. Una hora después se leia la absorbancia a 660 na contra el testigo de reactivos. 

coao se conoce la pendiente (1) de la recta obtenida al relacionar en la gráfica las absorbancias de la solución 

tipo de alb<iaina (y) con las concentraciones de albCllina de bovino (x), expresadas en aicrograaos por aililitro 

de muestra contenida en la cubeta del espectrofotóaetro, se puede calcular (x) correspondiente a los aicrograaos 

de protelna (o coapuestos que reaccionan con el reactivo de Folin) - en téninos de licrograaos de albCllina de 

bovino - presentes en un aililitro de la 1Uestra analiiada contenida en la cubeta del espectrofotb.etro. 

y = 1 x ; por lo tanto, 

En donde: 

y = absorbancia de la solu("ión probleaa 

X= ..J_ 
1 

1 = ~rbancia de la sol. de alb. de bov . 
µg de alb/nl de ¡¡uestra en la celda 

x = iMJ de proteina en téninos de alb. de bov. 
al de muestra en la celda 

; por lo que, 
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Pinal11ente, la concentración de proteínas ( o compuestos que reaccionan con el Folin) - en térninos de 

11icrogm1os de albúmina de bovino - presentes en un mililitro de la solución problena original analizada, se 

obtenia co110 sigue: 

X • 1 • .lQ.. . _L
3 

= 
0.1 (ó 0.2) 1 10 

LL<l de proteina = concentración de proteínas 
al de sol. problena original 

0.1 ó O. 2 = mililitros de la dilucion de la sol. problema puesta en la celda del espectrofotó11etro 

10/ l = dilución hecha de la solución proble1a original 

1/103 = conversión de 11icroqramos a 1iligra10s 
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Preparación de eritrocitos para su análisis con 1icroscopia electrónica de translisión. 

se estudiaron eritocitos sin lavar que se aislaron de sangre recién extraída, eritrocitos lavados de sangre 

recién extraída, eritocitos sin lavar to1ados de sangre al1acenada y eritrocitos lavados de sangre al1acenada, 

respecti vanente. 

Los eritrocitos de sangre reciente se procesaban inlle<liataaente después de que la sangre era extraída de un 

donador en ayunas. Esta 1is1a sangre se al1acenaba dos se1anas y al CUJ1plirse este periodo se to1aba la 11uestra 

para tener eritrocitos sin lavar de sangre alllacenada. 

Los eritrocitos de sangre reciente y de sangre al1acenada, respectivaaente, se lavaban por la técnica de Dodqe 

et al. ( 1963) . 

A todas las auestras de eritrocitos se les deteninaba actividad KADasa. 

En cada caso, las preparaciones para el análisis con 1icroscopia electrónica de trans1isión se hacian con 5 ¡¡l 

de eritrocitos que se fijaban priaero con glutaraldehído al 2\, en la siquiente fom: la 111estra se resuspendía 

en el glutaraldehído durante 5 1in y lueqo se dejaba en reposo 1 h a la te1peratura albiente. Transcurrido este 

tie1po, las 1UeStras se centrifugaban en una 1icrocentrífuqa Eppendorf durante 10 sequndos. El sobrenadante se 

desechaba y el sediaento se lavaba dos veces con solución isosl6tica de fosfatos, centrifugándose la suspensión 

en cada ocasión . 

L.a sequnda fi jación se hacia durante 1 h a f e con tetróxido de os11io diluido al lt . Posterioraente la 1uestra 

se lavaba de 1anera si11ilar a la pri1era fijación . 

La deshidratación de las células se llevaba a cabo con etanol a porcentajes crecientes desde 50 hasta lOOt, en 

pasos de 10 en lOi .Cada paso de deshidratación era de 10 11in y al llegar al lOOt el procedi111ento se repetía 

tres ';eces. 

La infiltración se hacia con re~ina epóxica spurr, agregando al volu1en di> etanol, que tenla Ja IUestra, un 
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voluaen semejante de resina y manteniendo la mezcla en constante agitación durante 3 h a temperatura ambiente . 

En sequida, a esta nezcla se le aqreqaba el volumen necesario de resina para tener una proporción 3:1 resina­

etanol y se agitaba durante 3 h 11~s tanbién a temperatura allbiente; por último se hacían dos cambios sólo con 

resina y en él último cambio la resina se dejaba que polinerizara 35 h a 60°C. 

Las auestras se cortaban con ultra1icroto110 y se teñían con soluciones saturadas de acetato de urani lo y de 

citrato de ploao sucesiva11ente. 
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RESOLTADOS 

La sangre total recién extra ida llostró mayor actividad NADasa a pB alcal ino que a pH ácido; mientras que en la 

sangre alaacenada, dos se1anas a 4'c, la actividad en el 1edio alcalino fue igual a la observada en el te<lio 

ácido (Tabla 3). 

Los eritrocitos lavados de sangre recién extraida o de sangre al1acenada resuspendidos en solución isotónica 

de fosfatos presentaron 1Ucho menor actividad lfADasa alcalina gue la sangre total recién extra ida incubada en 

el medio alcalino y 1enor o igual actividad que la observada en el te<lio ácido. La actividad alcalina autentó 

notabletente cuando los eritrocitos lavados fueron nueva1ente suspendidos en plas1a, independiente1ente de si 

procedian de sangre recién extraida o de sangre almacenada (Tabla 3). 

Los eritrocitos lavados de sangre al1acenada 10straron un incre1eJ1to en su actividad IADasa alcalina al ser 

incubados en presencia del plasma sanguineo y talbién cuando fueron resuspendidos en dos preparaciones 

seaipurificadas de plas1a que convencionaltente lla1a10S extracto téraico y extracto ultrafiltrado, 

respectiva1ente. Sin ellbargo, el aUiento de la actividad MADasa provocado por el extracto téraico fue sólo el 

85\ del causado por el plasma y con el extracto ultrafiltrado solo se obtuvo el 81\. No obstante gue el 

porcentaje de activación fue tenor, la ventaja de estas dos preparaciones es que en la pri.era la concentración 

de proteinas sólo es el 3l de la medida en el plasaa y en el extracto ultrafiltrado todavia dis1inuye aás y 

apenas es del 0.4\ . Por otra parte, las dos preparaciones se1ipurificadas contienen la 1is1a concentración 

de glucosa que el plas1a. En contraste con estos resultados obtenidos en el tedio alcalino, la actividad 

especifica NADasa Jedida con los eritrocitos incubados en el medio ácido resultó aproxiaada.ente igual en las 

tres diferentes resuspensiones de eritrocitos (Tabla 4). 

Con los lavados sucesivos, los eritrocitos de sangre almacenada 10straron un au.ento significativo en la 

actividad alcalina KADasa medida en presencia de extracto téniico plasaático; 1ientras que no se todificó la 

actividad ensayada en el medio ácido. Ahora bien, cuando se usó la solución isotónica de fosfatos para los 

lavados, los eritrocitos 1ostraron un a111ento progresivo de la actividad alcalina con el número de lavados. En 
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Tabla 3. Actividad HAD glicohidrolasa de eritrocitos lavados de sanqre recién ertraida y de sanqre 

al.a cenada 

Muestras 

inc uba d as u d i 2 á c i do I! e d i o alcalin2 

pH 
Actividad 

t 
especifica pH 

Actividad 
t especifica 

Sangre 

recién extra ida 

sangre total 6.49 20.4 7 .84 28.4 

Eritrocitos lavados 

+ fosfatos 6.60 22.0 7.62 15.4 

+ plas.a 6.54 20.6 7.84 31.6 

Sang r e 

al1a c en a d a 

sangre total 6.41 19. 7 7.67 19.2 

Eritrocitos lavados 

+ fosfatos 6.60 19.3 7.85 19 .2 

+ plasna 6.53 19. 9 7.90 32.4 

\a acti vidad específ ica son los nanoaoles de NAO hidrolizado por 1inuto por aililitro de eritrocitos. 
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Tabla 4 Respuesta de la actividad NAD glicohidrolasa de eritrocitos lavados de sangre 
almacenada a preparaciones semipurif icadas del plasma sanguíneo 

Medios de NADasa 

suspensión Mezcla de incubación Medio ácido Medio alcalino 
de los 

Glucosa Pro teínas eri trocitos 
lavados (mg/dl) del plasma pH Actividad pH Actividad 

(mg/dl) específica específica 

Plasma sanguíneo 80 1860 6.54 19.4 7.83 34 . 9 

Extrac t o térmico 86 61 6.53 17.7 7 . 85 29.8 

Ex tracto ultrafiltrado 87 8 6.53 18.8 7.82 28 . 4 



Tabla 5. Bfecto de los lavados sucesivos de los eritrocitos de sangre alaacenada sobre su actividad 

llAD qlicohidrolasa -.edida en presencia de extracto tén ico 

Hú1er o HAila u lncre11ento 
d e l a 

d e 11 ~ g i 2 A!< i g 2 11 ~ d i o alnlin2 actividad 
especifica 

lavados Actividad Actividad alcalina• 
pH especifica pH especifica 

Lavados 
c o n 

fosfatos 

o 6.73 19.1 7.82 20.7 o 

6.60 19.5 7.63 28.3 7.6 

2 6.60 13.7 7.75 34.2 13.5 

6.61 20.5 7.73 44.7 24.0 

Lavados 
con 
Na e l 

o 6.73 18.4 7.82 20. 7 o 

6.53 18.8 7.93 30. 7 10.0 

2 6.53 21.5 7.85 31.l 10.4 

3 6.52 19.0 7 .93 30.2 9.5 

La 1ezcla de incubaci6n de los eritrocitos contenia 120 1g de glucosa por decilitro proveniente del extracto 
ténico utilizado para resuspenderlos. 

Datos de uno de dos experimentos si1ilares. 

•El incremento de la actividad especifica alcalina es la diferencia de actividad entre la manifestada por 
los eritrocitos resuspendidos en el 1edio en estudio y la de los eritrocitos resuspendidos en el 1edio en 
estudio y la de los eritrocitos resuspendidos en la solución isot6nica de fosfatos. 
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caabio, en los lavados con solución isotónica de cloruro de sodio, la actividad alcalina no aUJentó después del 

primer lavado y el valor de este aUJ1ento fue sólo el 40\ del alcanzado por los eritrocitos lavados tres veces 

con solución de fosfatos; a pesar de que después del pri1er lavado con cloruro de sodio, la cifra de la 

actividad alcalina llADasa fue 32\ 1ás alta que en los eritrocitos lavados con fosfatos (Tabla 5). 

Los eritrocitos de sangre ah!acenada al ser lavados, tanto con la solución de fosfatos coao de cloruro de sodio, 

fueron perdiendo sucesi vaaente la glucosa que contenían y esto ocurrió en fom si1ilar usando una u otra de 

estas soluciones. Asi, al final del tercer lavado los eritrocitos sólo contenian el 4l de la glucosa original 

(Tabla 6). En los experi1entos posteriores, los eritrocitos se lavaron una cuarta vez para reducir a cero su 

contenido de glucosa. 

La !>-glucosa disuelta en solución isotónica de fosfatos estilllló notable1ente a la actividad alcalina llADasa 

de los eritrocitos lavados de sangre huaana alaacenada; sin elbarqo, en este experiaento en particular, el 

incre1ento sólo alcanzó el 7H del provocado por el extracto téraico y el 50t del causado por el plas1a. Por 

otra parte, la glucosa no lodificó la actividad ácida de esta enziaa (Tabla 7). 

Al soaeter el extracto téraico plas1ático a diálisis utilizando un tubo de celulosa con poro que retiene 

co1puestos de pesos aoleculares 1ayores de 3500 (Thoaas SCientific, p.440/ 1991-1992), se observó que la 

concentración de glucosa dis1inuy6 de 336 aq a 15 aq por decilitro de extracto téraico, aproxiaada11ente un 96t. 

El incre1ento de la actividad especifica alcalina llADasa provocado por el extracto téraico dial izado sólo fue 

rn del obtenido con el extracto sin dializar. Por otra parte, con el 1isao extracto térnco dialiiado, pero 

con la concentración de glucosa restaurada a 424 ag/dl, el incre1ento aunque fue 1ayor que con el extracto 

dializado, sólo alcanzó el 53\ del obtenido con el extracto antes de la diálisis (Tabla 8) . 

El estudio del efecto de concentraciones progresil•a11ente crecientes de !>-glucosa sobre la actividad especifica 

alcal ina HADasa y su comparación con el efecto de volúmenes progresivos de extracto ténico que talbién contiene 
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Tabla 6. Pérdida de qlucosa al ser lavados los eritrocitos de sanqre alaacenada utilizando 

soluciones isosll6ticas de fosfatos ·o de cloruro de sodio 

Solución 

usada 

Fosfatos 

Núlero 
de 

lavados 

o 

2 

Glucosa 
(IJ/dll 

Eritrocitos Sb • 

437 480 

170 165 

47 50 

19 12 

Solución 

usada 

N a e 1 

llúlero 
de 

lavados 

o 

2 

3 

Glucosa 
(IJfdll 

Eritrocitos Sb * 

440 470 

160 153 

48 

18 14 

* Sb, siqnifica sobrenadante y se refiere a plas1a en el renqlón 1 y al liquido obtenido después de lavar 

los eritrocitos. 

Datos de uno de dos experi1entos si1ilares. 
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Tabla 7. Efecto de la I>-glucosa sobre la actividad llAD glicohidrolasa de los eritrocitos lavados de sangre 

al1acenada 

lledio de 
suspensión 
de 1 os 
e r i t r o.e i t o s 
l av ados 

Fosfatos 

D - g 1 u e o s a• 

Extracto 
tér1ico 

Pl as 1 a 

Glucosa 
en la 

wezcla de 
incubación 

(1g/dl) 

125 

125 

121 

pB 

6.65 

6.54 

6.54 

6.55 

HA Pasa 

lle<lio Acido lle<lio alcalino 
Actividad 
especifica pH 

12.4 7.78 

14.0 7.75 

13. l 7 .82 

12.2 7.80 

Actividad 
especifica 

12.9 

26.2 

31.6 

38.9 

lncrewento 
de la 

actividad 
especifica 
alcalina 

o 

13.3 

18. 7 

26 

•La solución de los azúcares o sus derivados se hizo en wezcla isotónica de fosfatos para todos los 

exper iwentos. 

La raya (-) significa que no se hicieron determinaciones analiticas. 
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Tabla 8. Respuesta de la actividad HAD glicohidrolasa de los eritrocitos lavados de sangre 

al1acenada al extracto téraico diálizado* 

Medios 
de 

suspensión 
de 1 os 
eritrocitos 
lavados 

Po sfatos 

O-glucosa 

Extracto 
tér1ico 
co1pleto 

dialitado 

dializado 
+glucosa 

Glucosa 
en la 
mezcla 

de 
incubación pB 

(19/dl) (111) 

4.8* t 0.27 6. 70 

96 5.3 6.70 

84 4.7 6.64 

3.8 0.21 6.57 

106 5.9 6.60 

H.Hua 

K~i2 as;id2 ftedio als;ªlino 
Actividad Actividad 
especifica pR especifica 

18.5 7.83 22.5 

20.0 7.82 29.1 

21.1 7.98 38.8 

22.2 7. 93 29 .5 

19.1 7.95 31.2 

Incre1ento 
de la 

actividad 
especifica 
alcalina 

6.6 

16.3 

7.0 

8.7 

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

• Se utilizó una 1elbrana que retiene compuestos de pesos moleculares 1ayores de 3500. 

i. Los eritrocitos lavados contribuyeron en este experinento con 4.8 IKJ de glucosa por decilitro de mezcla 

de incubación. 

Datos de uno de dos experimentos si 1i lares. 
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glucosa, se hizo en tres experimentos. En el pritero, se estudió el efecto de las bajas concentraciones de 

soluciones puras de D-glucosa, de 1.5 a 12 119/dl de tezcla de reacción (Tabla 9); e.n el segundo, el efecto de 

concentraciones altas de D-glucosa en solución pura, de 20 a 135 11q/dl (Tabla 10) y en el tercero, las 

co~centraciones de 17 .2 a 129 119/dl de glucosa pero presente en el extracto téraico (Tabla 11). ColO tanto los 

eritrocitos colO el extracto téraico provinieron de diferentes donadores, en cada uno de los tres experillelltos, 

los valores obtenidos en los dos últilOS experiaentos se refieren al valor encontrado con los eritrocitos 

resuspendidos en solución de fosfatos en el priter eicperi1ento (Clladro sin6ptico 1). 

Los eritrocitos consuaieron glucosa durante los 15 ain de incubación a 37'c. Bn las concentraciones tenores de 

glucosa el consUIO de este azúcar fue tenor que en las concentraciones aayores (Tabla 9); en estas liltiaas, la 

cifra fue constante, alrededor de 3 19/dl, 15 1in. La solución pura de D-glucosa no incretenta la actividad 

ácida IADasa (Tabla 10). 

La respuesta de la JIADasa alcalina de los eritrocitos a la D-glucosa pura se observó desde la concentración lás 

baja que se usó y casi se alcanzó el láxi10 incre1e11to con la segunda concentración ( 3 19/dl de tetcla de 

reacción). En calbio, el extracto ténico, valorado para esta 001P4ración por su contenido de glucosa, activó 

progresivaiente a la HADasa en el tedio de incubación alcalino; de tanera que la gráfica de los valores 

obtenidos se11e ja una hipérbola. A IUY bajas concentraciones de glucosa, tenores de 5 19/dl de tezcla de 

reacción, la solución de D-glucosa pura incretentó lás la actividad que el extracto téraico conteniendo este 

1is10 nivel de glucosa. A partir de 8 19 de glucosa por decilitro de tezcla de reacción, la respuesta de la 

llADasa alcalína de los eritrocitos huaanos al extracto téraico plastático fue mayor que a la solución de D­

glucosa pura y a la concentración de 130 19/dl, la respuesta a la solución pura de O-glucosa fue apenas el 53\ 

de la obtenida con el extracto ténico (Fig. 3). 

Al examinar los datos obtenidos con eritrocitos y extracto tér1ico de diferentes donadores (cuadro sin6ptico 

2), se observa que una concentración prácticatente igual de glucosa, p. ej. de 100 a 113 l<J/dl, no produjo el 

1is10 increaento en la actividad alcalina llADasa de los diferentes eritrocitos, varió de 7 .6 a 14 nt0l de IAD 

39 



Tabla 9. Respuesta de la actividad RAD glioobidrolasa de los eritrocitos lavados de sangre al1acenada a la 

1>-qlucosa a bajas concentraciones y consimo de este 10nosacárido en el tedio alcalino 

Medios 
d e 

suspensión 
d e l o s 
eritrocitos 

Fos fatos 

D-glucosa 

Glucosa en la uzcla 

Concentración f1g/dll 
Valor Valores del análisis 
no11inal Inicial Final 

1.5 1.4 1.1 

3.0 3.2 0.7 

6.0 6.8 3.8 

9.0 9.7 6.6 

12.0 12.8 9.7 

de incubación 

Consu.to 
(l<J/dl, 15 1in) 

0.3 

2.5 

3.0 

3.1 

3.1 

NADasa 

lledio alcalino 
pH Actí Vi dad 

especifica 

7.82 22.3 

7.83 27.5 

7 .84 30.8 

7.83 30.5 

7 .82 29.5 

7 .83 30.5 

La !>-glucosa se disolvió en la solución del NAD y por lo 1is10 se añadió al tie1po cero de incubación y la 

incubación se hizo durante 15 11in. 
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Tabla 10. Respuesta de la actividad NAD qlicobidrolasa de los eritrocitos lavados de sanqre 

alaacenada incubados con D-qluoosa a altas concentraciones 

lledios 
d e 

suspensión 
de l os 
eritrocitos 
lavados 

Fosfatos 

D·qlucosa 

Plascia 

Glucosa 
en la 
1ezcla 

de incubación 
(iq/dl) 

Valor inicial 
no1inal 

20 

41 

135 

10s
1 

pB 

6.62 

6.62 

6.63 

6.63 

6.53 

NADasa 

lle<lio ácido lledio 
Actividad 
especifica pB 

22.2 7.80 

19.8 7. 79 

19.3 7.78 

20.1 7. 76 

20.0 7.90 

alcalino 
Actividad 
especifica 

20.3 

29.1 

29.6 

30.4 

34.9 

L.a D-qlucosa se añadió donde la preincubación que fue de 10 1in y la incubación se hito durante 30 1in 1As. 

1 Este valor se determinó experi1entalmente. 

Datos de uno de dos experi11entos si1ilares. 
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Tabla U.Respuesta de la actividad llAD qlicohidrolasa de los eritrocitos lavados de sanqre 

al1acenada incubados con diferentes volÚllenes de extracto téraico expresados COIO 

concentración de la qlucosa que contienen 

Kedios 
d e 

suspensión 

Glucosa llADasa 

d e 1 os 
eritrocitos 
lavados 

en la 
1ezcla de 
incubación l!edio ácido _...,Ked=-io.__"""a~lca..,...h ... · no..._ 

(119/dl) Actividad Actividad 
Valor Valor pB especifica pH especifica 

inicial final 
ledido calculado* 

Fosfatos 6.69 21.2 7.83 17 .4 

Extracto 
tér 1 ico 17.2 14.2 6.69 19. 7 7 .86 30.2 

43.0 40.0 6.68 19.2 7.87 33.1 

64.5 61.5 6.65 18.9 7.88 36.0 

129 .0 126.0 6.58 20.2 7.92 34.6 

*Se tol6 en cuenta que los eritrocitos en las condiciones de incubación usadas consuaen 0.2 19 de 

qlucosa por deci litro de 1ezc1a· de incubación, por uinuto (Tabla 7) . 

Datos de uno de varios experi'1entos si1ilares. 
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Fiq. 3. Efecto de la concentración de qlucosa en el extracto tér11ico ( • ) y en una solución pura de qluoosa 

(e ) sobre la actividad llADasa a pB alcalino. L<>s valores de la actividad especifica se expresan COIO los 

nanoaoles de llAD consuaido por minuto en un 1ililitro de eritrocitos 
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cuadro sinóptico l. Efecto de la concentración de glucosa en la 1ezcla de incubación sobre la actividad 

especifica alcalina de la llAD glicobidrolasa de los eritrocitos lavados de sangre al1acenada y 

resuspendidos en diluciones de D-<Jlucosa y de e1tracto ténico respectiva1ente 

Glucosa 
Concentración 
promedio en la 
1 ezcla de 
incubaci~n 

(•g / dl) 

o 

1.25 

1.95 

5.3 

8.15 

10.9 

16.0 

37.0 

131 

15. 7 

41.5 

63.0 

127 .5 

llAD asa 
Act ivi dad especifica 

lle dio Med ios 
con con 

fosfatos glucosa 

22.3 

27.5 

30.8 

30.5 

29.S 

30.5 

31.1 

31.6 

32.4 

alcalina ** 

Medios 
con 

extracto 
tér1ico 

35.1 

38.0 

40.9 

39.5 

Los datos de esta tabla fueron calculados de los valores que aparecen en las tablas 7, 8 y 9. 

*Las concentraciones de glucosa son las que se calculó que existian a la mitad del tienpo de incubación. 

ºLos valores de la actividad llADasa de las Tablas 10 y 11 se refirieron, coao los de la Tabla 9, al valor 
aencionado en esta Oltiaa Tabla cuando los eritrocitos estuvieron resuspendidos en solución de fosfatos 
(22.3 naol de llAD degradado por 1iinuto y por 1ililitro de eritrocitos). 

Datos de uno de dos exper iaentos si1ilares. 
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cuadro sinóptico 2. Contribución porcentual de la IHjlucosa al incremento de la actividad especifica 

alcalina NAD glicobidrolasa de los eritrocitos lavados de sangre ah1acenada extraída de diversos donadores y 

resuspendidos en diferentes preparaciones de extracto tér1ico 

Prep a ración Glucosa HAIHU 
en la Incremento de la actividad especifica Activación 

de mezcla AlQª'1ina° ll:Q[~t11ª1 
de Medio Medio debida debida 

eritrocitos t 
incubación a la otros con con 

(tg/dl) glucosa extracto glucosa** co1ponentes 
tér.ico del extracto 

17 77 5.9 10.6 56 44 

6 96 6.6 16.3 40 60 

16 100 7.6 18. 7 41 59 

14 110 11.3 15.5 73 27 

13 110 14.0 19.2 73 27 

11 112 13.8 23.2 59 41 

15 113 8.4 18.6 45 55 

5 125 13.3 18. 7 70 29 

Fig.l 130 9.7 18 .3 53 47 

*oatos to1ados de las tabla~ aend onados en esta colu1na. 

**se refiere al auaento de la actividad alcalina con respecto al valor encontrado en la preparación 

correspondiente de eritrocitos resuspendidos en la solución isotónica de fosfatos. 

**\alores referidos al extracto téniü:o to1ado co10 100 t en cada incubación. 
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degradado/ain, 111 de eritrocitos. Ademas, si este incremento, causado por la glucosa, se relaciona con el 

provocado por el extracto tén ico, el porcentaje también resultó 1uy variable, de 41 a 73% . En otras palabras, 

por el moaento no es factible predecir la cuantia del incremento de la NADasa alcalina que causará una 

concentración conocida de glucosa en eritrocitos lavados de sangre de diferentes donadores y ta1poco el 

porcentaje en que este azúcar contribuirá en la respuesta causada por el extracto tériico. 

Los siguientes azúcares y algunos de sus derivados no llOdificaron la actividad especifica de la NADasa de los 

eritrocitos lavados de sangre hU1ana al1acenada, tanto en el tedio ácido COIO en el alcalino: L-glucosa, D­

glucosa1ina, D-2-desoxiglucosa, D-ribosa, D-fucosa, D-qlucosa 6-fosfato, lactosa, sacarosa, maltosa, D-1anosa 

y O-galactosa (Tablas 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18 y 19); en calbío la D-fructosa incrementó la actividad NADasa 

alcalina en un 53t en relación con el a111ento causado por la D-qlucosa (Tabla 12) (CUadro sinóptico 3) . 

Los eritrocitos de sanqre recién extraida que sin lavar fueron vistos con el 1lcroscopio electrónico de 

trans1isión presentaron perfil bicóncavo y el conjunto de ellos apareció holl6qeneo en cuanto a la fona, ta.año 

y densidad electrónica de las células ( Fiq. 4). En la preparación de eritrocitos lavados de sanqre recién 

extraida, la población fue heterogénea por la diversidad de toms, taaaño y densidad electrónica, aunque 

conservaron la tendencia al perfil discoide ( Fig 5). 

Los eritrocitos de sangre al1acenada que sin lavar se estudiaron con en el 1icroscopio electrónico aparecieron 

de perfil circular y con digitaciones, heter6qeneos en tona y ta1año y de notable densidad electrónica; 

inclusive se ven fraqaentos de células (Fig. 6) . 

Jluchos de los eritrocitos de sangre allacenada después de que se lavaron dis1inuyeron de ta.año, se alargaron 

y tendieron a 10strar nueva.ente perfil bicóncavo; 1ientras en otros persistió el perfil circular; la densidad 

a los electrones continuó siendo notablemente alta a pesar de los calbios aencionados (Fiq. 7). 
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Tabla 12. Efecto de la I>-fructosa y de la I>-2-desoxiglucosa sobre la actividad NAD qlicohidrolasa de los 

eritrocitos lavados de sanqre al.aoenada 

Jledios Concentración HHPil Incretento 
de del azucar en l!~dio Ai;id2 ~ios ¡¡li;din2 de la 

suspensión la tezcla Actividad Actividad actividad 
de los de pR especifica pR especifica especifica 
eritrocitos incubación alcalina 
lavados (1Cj/dl) (111) 

Fosfatos 6.66 20.5 7.82 17.6 

I>-qlucosa 112 6.2 6.69 17.6 7.80 31.4 13.3 

l>-f ructosa 112 6.2 6.66 13.0 7. 73 24.9 7.3 

l>-2-desoxi-
glucosa 112 6.8 6.66 18. 7 7.31 18.7 1.1 

Extracto ténico 112 6.2 6.56 20.4 7.39 40.3 23.2 
(glucosa) 

Datos de uno de dos experitentos si1ilares. 

47 



Tabla 13. Efecto de la D-qluoosa1ina sobre la actividad IAD glioobidrolasa de los eritrocitos 

lavados de sangre al1acenada 

l!edios 

suspensión 
de los 

eritrocitos 
lavados 

D-qlucosa1ina 
10noclorhidrato 

Plasma 

(glucosa) 

concentración 
del 

azúcar 
en la 
mezcla 

incubacion 
(lg/dl) (d) 

167 7 .8 

Datos de uno de do~ e,;peri 11€nto~ si ni lares. 
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!!A Pasa 

lledio acido l!edio alcalino 

Actividad Actividad 
pB especifica pe especifica 

6.55 16.5 7.87 13.l 

6.57 17. 7 7.84 31.1 



Tabla 14. Efecto de la Irqlucosa sobre la actividad NAD glicohidrolasa de los eritrocitos 

lavados de sangre allélcenada 

Jledios concentración l!AilHA Incre1ento 
de del de la 

suspensión azúcar Jledi2 Ai:i!l2 ~edio ªl~liD2 actividad 
de los la 1ezcla Actividad Actividad especifica 

eritrocitos de incubación pH especifica pB especifica alcalina 
lavados (19/dl) (1111 ) 

Fosfatos 6. 70 17.3 7.35 19.2 

Irqlucosa 110 6.1 6.69 18.8 7 .83 33.2 14 

L•glucosa 112 6.2 6.70 17.3 7.86 16.l -3 

Extracto 
tér1ico 112 6.2 6.58 15.3 7.98 38.4 19.2 
(glucosa) 

Datos de uno de dos experi11entos si1ilares. 
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Tabla 15. Efecto de la D-ri.bosa y de la D-fucosa sobre la actividad NAD glicobidrolasa de los 

eritrocitos lavados de sangre almacenada 

Kedios Concentración HA Dan Increaento 
de del azúcar de la 

suspensión en la Nedi2 ai;i!l2 l!~io ali:;alin2 actividad 
de los aezcla Actividad Actividad especifica 

eri trocitos de pH esprecffica pH especifica alcalina 
lavados incubación 

(l<J/dl) (111) 

Fosfatos 6.68 19.5 7.80 22.7 

!>-glucosa 110 6.1 6.68 24.3 7.80 34.0 11.3 

D-ri.bosa 93 6.2 6.68 22.2 7.81 23.3 0.6 

D-fucosa 102 6.2 6.68 21.2 7 .82 14.3 -8.4 

Extracto 112 6. 2 6.57 21.6 7.91 38. 2 15.5 
ténico 
(glucosa) 

··-·-- .. --
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Tabla 16. Efecto de la D-qlucosa 6-fosfato y de la lactosa sobre la actividad llAD glicobidrolasa de los 

eritrocitos lavados de sangre alaacenada 

Kedios concentración HA~HA Incre1ento 
de del azúcar de la 

suspensión en la lledi2 Acido ~i2 dliAli112 actividad 
de los 1ezcla Actividad Actividad especifica 

eritrocitos de pH especifica pH especifica alcalina 
lavados incubación 

(19/dl) (1111) 

Fosfatos 
t 

3.6 0.2 6.65 26.2 7.78 26.2 

D-glucosa 113 6.3 6.64 28.2 7.76 34.4 8.2 

D-glucosa 6-P 86.5 6.5 6.66 28.0 7. 76 26. 7 0.5 

Lactosa 233 6.5 6.66 26.7 7. 78 21.5 -4. 7 

Extracto ténico 11 7 6.5 6.55 27.3 7.89 44.9 18. 7 
(glucosa) 

\os eritrocitos lovados contribuyeron en este experimento con 3.6 19 de glucosa por decilitro de 1etcla 

incubació11. 
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Tabla 17. Efecto de la sacarosa y la 1altosa sobre la actividad HAD glicohidrolasa de los 

eritrocitos lavados de sangre al1acenada 

Medios concentración 
de del az6car 

suspensión en la 
de los aezcla 

eritrocitos de 
lavados incubación 

(119/dl) (111) 

Fosfatos 

D-qlucosa 100 5.5 

sacarosa 190 5.6 

Jlaltosa 
t 

200 5.8 

Extracto ténico 100 5.5 
(glucosa) 

l!ADasa 

Kedio Acido Kedio alcalino 
Actividad 

pB específica pe 

6.68 15.7 7.83 

6.68 17.1 7.83 

6.68 16.8 7 .82 

6.67 16.4 7 .84 

6.59 16.0 8.00 

Actividad 
especifica 

16.6 

24.2 

17.3 

19.4 

35.3 

Increaento 
de la 

actividad 
especifica 
alcalina 

7.6 

0.7 

2.8 

18. 7 

\ a 1altosa utilizada no estaba libre de glucosa y la concentración de ésta fue de 0.33 1<J por decilitro de 

aetcla de incubación (0.018 111). 
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Tabla 18. Efecto de la D-1anosa sobre la actividad RAD qlicohidrolasa de los eritrocitos 

lavados de sanqre al1acenada 

Medios Concentración HA!l asa Increaento 
de del azúcar de la 

suspensión en la Kedi2 .icido lledi2 Al~lin2 actividad 
de los aezcla Actividad Actividad específica 

eritrocitos incubación pB especifica pe especifica alcalina 
lavados (ICJ/dl) (IK) 

Fosfatos 6. 71 21.6 7.83 21.4 

D-qlucosa 77 4.3 6.71 19.4 7 .81 27.3 5.9 

D-llallOSa 77 4.3 6.71 22.4 7.85 22.2 0.8 

Extracto térmico 77 4.3 6.64 20.5 7.98 32.0 10.6 
(qlucosa) 
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Tabla 19. Efecto de la I>-qalactosa sobre la actividad IAD qlicobidrolasa de los eritrocitos 

lavados de sanqre altacenada. 

lledios 
de 

suspensión 
de los 

eritrocitos 
lavados 

Fosfatos 

I>-galactosa 

Concentración 
del 

azúcar 
en la 

11ezcla de 
incubación 

(l<J/dl) (111) 

77 4.3 

Extracto ténico 77 
(qlucosa) 

4.3 

NA Pasa 

lledio Acido 
Actividad 

pB 

lledio alcalino 
Actividad 
especifica especifica pH 

6.68 8.67 7.77 8. 74 

6.68 9.24 7.78 8.85 

6.57 8.26 7 .91 14.25 
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Incretento 
de la 

actividad 
especifica 

alcalina 

J .11 

5.51 



cuadro sinóptico 3. Efecto de diversos azücares y sus derivados sobre la actividad especifica alcalina de la 

IAD glicobidrolasa de los eritrocitos lavados de san<p:e allacenada 

Azücar 

o-glucosa 

O-fructosa 

L-glucosa; 0-1anosa; O-g alactosa; 

2-0-desoxiglucosa; 2 - o-gl ucosa1 ina; 

O-glucosa 6-fosfato; 0-ribosa; 0 - fucosa; 

11altosa; lactosa; sacarosa 

Datos toaados de las tablas 5, 6, 8, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 y 18. 
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Fig~ra 4- Eritrocitos de sangre 

recien extra~da sin 1a~ar 

roto l. ( x2500) Bar = 2 ¡¡a Foto 2.(x 600) Bar 1 ¡¡a 
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Figura 5. Eritrocitos de sangre 

recién extra~da 1a~ados 

roto l . (x 2500) Bar = 2 "' roto 4. ( x 6000) Bar = 11'1 
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Figura 6- Eritro~itos de sangre 

al~a~enada sin la~ar 

Foto 5. 11. 25úúi B~r = ( ~a Foto ó. (X é0001 B.;r 1 µn 



Fig~ra 7- Erit~~~it~s de sangre 

al~acenada la~ad~s 

Foto 7. (x 2500) Bar = 2 119 Foto a. (x 6000) Bar = l !Al 
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DISCOSIOJI 

La enzi11a NAO glicohidrolasa que se encuentra en la melbrana del eritrocito humano tiene su sitio activo 

orientado hacia el exterior (Alivisatos y Denstedt, 1951). Esto explica que la enzi1a catalice sola1ente la 

hidrólisis del HAD del medio en que se encuentren los eritrocitos y no la del HAD contenido dentro de ellos. 

Consecuente1ente, el sustrato exóqeno llega al sitio activo de la enzima sin 1ediar el paso a través de 

1elbranas y quizá ocurre lo 11is10 con los co1puestos que la activan o la inhiben. 

Trabajos anteriores de nuestro laboratorio de10Straron que la sangre humana recién extraída al ser incubada en 

un ledio alcalino (pH 7.9) tuvo mayor actividad llADasa que cuando fue incubada en un 11edio ácido lpB 6.5) 

(Kendez, 1985). Por su parte, los eritrocitos lavados de sangre recién extraída 10Straron, cuando fueron 

incubados en ausencia de plasma, esto es, resuspendidos en soluci6n isot6nica de fosfatos,una sola región de 

actividad láxima, la correspondiente al pH ácido. Al pB alcalino de 7. 9 la actividad IADasa fue menor, o cuando 

wucbo igual, que al pH ácido. Y sólo resultó 1ayor cuando los eritrocitos fueron incubados en el 1edio alcalino, 

pero en presencia de plasma (lléndei, 1985; Orbán, 1989). 

Talbién se delOStró en el laboratorio que la actividad alcalina llADasa en la sangre después de estar al1acenada 

alrededor de dos semanas, a 4 grados e, fue notable.ente 1enor que en la sangre recién extraída; 1ientras que 

la actividad ledida en el 1edio ácido no se IOdific6 significativa1ente (Orbán 1989) . cuando los ensayos se 

hicieron en los eritrocitos lavados de la sangre allacenada, no se encontraron diferencias con los eritrocitos 

lavados de sanqrf' recién extraída, resuspendidos en albos casos en solución isotónica de fosfatos, (Urbán, 

1989). 

Prischer et al . (1973) no hicieron estudios co1parativos con la sangre completa recién extraída y con la 

al1acenada; por lo cual no observaron la diferencia 1encionada en el párrafo anterior que nosotros si 

detectaos. Sus estudios los realizaron con eritrocitos lavados de sangre humana recién extraída y con 
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eritrocitos lavados de sanqre almacenada, en albos casos incubados en a1110rtiquador de fosfatos . Nuestros 

resultados son senejantes a los obtenidos por estos investiqadores, ya que ellos no encontraron diferencias 

significativas en la act ividad NADPasa que midieron a pH 7.4, en estas preparaciones de eritrocitos. 

Previamente hablan de10strado que en los eritrocitos humanos la actividad NADasa y la actividad NADPasa radican 

en una sola enzi1a. 

En el presente trabajo lo que nos interesó fue la 1ayor actividad de la enzi1a HADasa de los eritrocitos bU1anos 

a pH alcalino en presencia de plas1a y COIO este co10porta1iento fue semejante en eritrocitos lavados de sangre 

recién extraida y en eritrocitos lavados de sanqre almacenada (Orbán, 1989), nosotros utiliza10s estos últi10S1 

ya que el Instituto Nacional de cardioloqia Ignacio aiavez nos estuvo donando la sangre que su banco descartaba 

por no ser útil para usos clinicos. 

Por otra parte, en lugar del plasma sanguineo e1Plea1os la preparación que llamall06 extracto ténico porque, 

aunque produjo sola11ente el 85\ del increaento de la actividad IA.Dasa alcalina causado por plas1a original, 

tiene la ventaja de que el material proteico es sólo el 3\ del contenido en el plasma y la concentración de 

glucosa es la 1is1a en uno y en otro. 

Algunos investiqadores utilizan solución de NaCl 0.15 11 (Jain, 1989) o 0.162 M (Prischer et al . , 1973) para 

lavar los eritrocitos de sangre humana y otros usan a1<>rtiquador idealmente isotónico de fosfatos de sodio 

(Dodge et al., 1963). Nuestros resultados delOStraron que con la solución lavadora, tanto de NaCl co1<> de 

fosfatos, se loqró que los eritrocitos de la sanqre al1acenada perdieran, en la 1is1a proporción en cada lavado, 

la glucosa que contenían y al final del cuarto lavado quedaron totalmente libres de este azúcar. Sin embargo, 

en contraste con la pérdida de glucosa que se loqró al lavarlos con cualquiera de las dos soluciones, el 

incremento de la actividad alcalina NADasa causado por el extracto ténico sólo fue aunentando en los 

eritrocitos que fueron lavados con la solución de fosfatos y no en los lavados con solución de NaCl . (Los 

eritrocitos lavados con una u otra de la:. soluciones fueron incubados, para aedir su actividad NADasa alcalina, 
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sie1pre en amortiguador de fosfatos de sodio 0.1 K y en presencia de extracto téniico. ) Al final del tercer 

lavado, el incre1ento de la actividad alcalina NADasa provocado por el extracto tér1ico fue notable1ente 1ayor 

en los lavados con fosfatos que en los lavados con la solución de KaCl. En estos últi1<>s, el pequeño incre1ento 

de la actividad alcalina HADasa observado después de el primer lavado no se IOdific6 con los lavados 

posteriores . Por el 1101ento1 no tene1os explicación para est<l diferencia. 

Al someter a diálisis al extracto téniico (15 11 contra nueve cubios de un litro de solución 0.005 K de 

fosfatos, a pH 7 .6, en el cuarto frío) se redujeron la concentración de glucosa de 398 a o 1iliqra10s por 

decilitro, la de proteinas de 2.4 a l. 7 1q/1l y la capacidad para incrementar la actividad alcalina IADasa de 

100 a 57l o sea que sólo conservó el 43\ de esta capacidad. Al restituirle al extracto ténico dializado su 

concentración original de I>-qlucosa, a111entó el incremento sobre la actividad alcalina llADasa; pero, a pesar 

de la presencia de glucosa, este incremento fue menor que el observado con el extracto antes de dializarlo. Esto 

sugiere que posible.ente el extracto téniico contiene dos grupos de COl¡lUestos que actuan sobre la llADasa 

alcalina: uno, de los que no salieron del tubo dializador, o sea, que tienen pesos 1<>leculares mayores de 3,500; 

y otro, de los que si atravesaron la melbrana, esto es, que tienen pesos 1e110res de 3,500. Entre estos últi!IOS 

figuran, ademas de la gluc0S<1, otros coapuestos aún no identificados, ya que la adición de glucosa al extracto 

retenido por la mellbrana, no fue suficiente para restaurar la capacidad que éste tenia para incrementar la 

actividad alcal ina NADasa de los eritrocitos. 

Por otra parte, el incre1ento de la actividad alcalina JIADasa de los eritrocitos provocado por el extracto 

dializado, reconstituido con su concentración original de glucosa, fue tenor que la suaa de los increaentos 

obtenidos al incubar separadamente, por una parte a los eritrocitos resuspendidos en glucosa y por otra a los 

resuspendidos en extracto dializado (en dos experimentos ei rncreaento fue 25 y 36 t aenor que la suma de los 

incre1entos obtenidos en las condiciones aencionadas). &sto indica que el incre1ento causado por la glucoS<l, 

no se suaó arit11ética1ente al causado por lo~ otros co1ponentes del plas1a de pesos 10leculares 1ayores de 

3,500, presentes en el extracto dial izado. Con los datos hasta ahora obtenidos no podelOS explicu esta observación. 
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La actividad N>.Dasa de los eritrocitos en el medio ácido fue prácticnente igual en presencia del extracto antes 

y después de dializarlo e igual a su vez a la observada en ausencia de extracto. Esto coaprueba que el extracto 

té111ico sólo aodifica la actividad alcalina N>.Dasa y no la ácida. 

Los componentes plasaáticos de pesos aoleculares 1ayores de 3,500 que increaentan la actividad alcalina NADasa 

probablemente son péptidos y los de pesos aenores son, adeaás de la O-glucosa, péptidos pequeños o coapuestos 

nitrogenados no proteicos. Experiaentalaente, en trabajos anteriores de nuestro laboratorio, se han descartado 

a los 11pidos y a los iones inorgánicos del plasaa; asi coto a la aayor parte de los L-aainoácidos (Urbán, 

1989). 

En vista de que el extracto té111ico activa a la N>.Dasa alcalina casi tanto coto el plasaa original, podelOS 

suponer que la aayor parte de los posibles péptídos involucrados, tanto aquéllos de pesos aoleculares aayores 

0010 los aenores de 3,500, no fueron IOdificados por el calentamiento del plasaa a la temperatura de ebullición 

del agua. Esto posibleaente significa que los supuestos péptidos son ricos en carbobidratos y no se 

desnaturalizaron, o que su desnaturalización fue reversible (fenóaeno de renaturalización) (oser, 1965; pág. 

186-187) . La pepsina, por ejeaplo, si es calentada a una cierta te1peratura puede ser desnaturalizada y perder 

sus propiedades proteol1ticas; las cuales recobra al ser enfriada en solución (Oser, 1965; pág. 186-187). En 

general es excepcional que la renaturalización resulte en la restauración co1pleta de la proteina 

desnaturalizada (Oser, 1965; pág. 187), por lo que, nosotros pensalOS que es lás probable que el calentamiento 

del plasta, en las condiciones en que se realizó, no desnaturalice a los supuestos péptidos que increaentan a 

la actividad alcalina N>.Dasa de los eritrocitos. 

El grado de act ivación de la N>.Dasa alcalina de los eritrocitos provocado por el plas1a o el extracto té111ico 1 

fue variable entre los diferentes donadores de sanqre, esto es, dependió tanto del donador de eritrocitos coao 

del donador de plas1a (UrMn, 1989) . Por otra parte, aun cuando algunos de los extractos té111icos tuvieron la 

1isaa concentración de glucosa, la cuantia del increaento de _la actividad alcalina 11>.Dasa no fue la 1iS1a en 
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las preparaciones de eritrocitos de diferentes personas. 

soluciones puras de O-glucosa de iqual concentración no provocaron un incremento semejante de la actividad de 

la actividad alcalina llADasa en preparaciones de eritrocitos de diferentes donadores y, ade1ás, dichos 

increaentos en cada caso no sie1pre fueron porcentualaente los misaos con respecto al causado por el extracto 

tér1ico, ya que variaron entre el 40 y el 75% del provocado por este últi11<>. 

La respuesta de la actividad alcalina NADasa de los eritrocitos lavados exhaustivaaente, y por lo 1isao 

desprovistos de glucosa, a concentraciones proqresivaaente crecientes de D-qlucosa fue del tipo "todo o nada" 
• 

o sea que la respuesta tuvo un ulbral definido de concentración. El incre110nto láxiao se alcanzó, en el 

experiaento particular que ilustra estos resultados, a partir de la concentración inicial de 3 1iligra1os de 

D-qlucosa por decilitro de 11ezcla de incubación. Este incrsnto se untuvo casi el 1is110, a pesar de que se 

lleqó a tener una concentración inicial de D-qlucosa, en la aezcla de incubación, basta de 42 veces el valor 

ulbral. Este tipo de respuesta revela que la acción de la D-qlucosa, por si sola, no parece representar un 

factor biológico requlador de la actividad NADasa del eritrocito h111ano, al 11enos en las condiciones 

experiaentales que utilizaaos. 

En contraste con los resultados anteriores, la respuesta de la actividad alcalina NADasa de los eritrocitos a 

volúaenes crecientes de extracto tér1ico, que por supuesto contenta glucosa, fue de tipo aparente1ente 

hiperbólico. El increnento 1áxi!lo se obtuvo con un voluaen de extracto térmico que en tér1inos de glucosa 

equivalió a haber añadido 60 1iligraaos de glucosa por decilitro de mezcla de incubación. La respuesta al 

extracto térnico dif irió cualitativa y cuantitativamente de la obtenida con la solución de O-glucosa pura. 

cualitativaaente porque el increnento de la actividad alcalina NADasa en función del voluaen de extracto térmico 

fue de t ipo hiperbólico en vez de todo o nada. Esto sugiere que los co1ponentes del plas1a, incluyendo en ellos 

a la glucosa, posibleaente si puedan ejercer un papel regulador de la actividad alcalina HADasa de Jos 

eritrocitos hu1anos. CUantitativaaente difiere.n porque, con excepcion de los lás pequeños volúmenes de extracto 
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ténico, la respuesta a una cierta concentración de glucosa fue sie1pre aayor con el extracto téraico, que 

contiene este azúcar y otros componentes no identificados, que con la solución pura de qlucosa . El papel de los 

co1ponentes del plasta, que no son qlucosa, parece ser i1portante para reqular y aU1e.ntar la actividad alcalina 

llADasa de los eritrocitos hu.anos, sieapre que en la qlucosa esté presente a una concentración aayor que la 

ulbral. 

En el futuro serA necesario, primero, identificar la naturaleza de los coapuestos del plasaa diferentes de la 

qlucosa que participan en la activación de la llADasa alcalina de los eritrocitos y lueqo, dilucidar si tienen 

capacidad para increnentar directamente a la llADasa alcalina o lo hacen a través de condicionar el efecto de 

la glucosa . 

En resuaen en el presente trabajo de10Stra10S que la glucosa por si sola activa, aunque sea parcialmente, a la 

llADasa de la 1elbrana del eritrocito h1111ano cuando el ensayo se hace en el medio de incubación alcalino y esta 

activación es del tipo todo o nada. 

De todos los azúca.res y sus derivados ensayados en este trabajo, solaaente fueron efectivos la D- glucosa y la 

D-fructosa. La D-qlucosa a concentracion 1ili10lar equivalente superó con el doble de efectividad a la D­

fructosa, en lo que se refiere al incremento que causó en la actividad alcalina llADasa de los eritrocitos 

hU1anos. Se sabe que el 57\ de las aoléculas de D-fructosa en solución adquieren, en el estado de equilibrio 

de todas las fornas conforaacionales posibles, la conforaaci6n beta· D-fructopiranosa (Doddrell y Allerhand, 

1971). Esta confon ación de la D-fructosa se parece 111Cho a la conforaaci6n predo1inante de la D-qlucosa, la 

beta-D-qlucopiranoM. ( La ton a beta-D-fructofuranosa que es la que habitualaente se presenta en los tratados 

de bioquiaica no es la confonación 1ás probable de esta cetosa en solución). Por otra parte, la L-qlucosa, aun 

cuando es enanti61ero de la D-qlucosa, no aodificó la actividad de esta enzi1a. 

llás adelante convendrá hacer estudios para establecer el mecanisao 10lecular a través del cual la D-qlucosa 
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activa a esta enii11a. 

Es posible que la I>-qlucosa actúe sobre la HADasa de la me"lbrana de los eritrocitos hu1:1anos, expuestos a un 

tedio relat iva11ente alcalino, directamente sobre la aolécula enzi1ática o bien indirectamente a través de la 

proteína acarreadora de este azúcar o a través de las reacciones de la vía glicolltica o de la vía de las 

pentosas que ocurren en la 1atriz del eritrocito. 

Con respecto a la prime.ra hipótesis, sabeios de otra enzi1a, diferente de la HADasa de los eritrocitos bu1anos, 

cuya actividad es iodificada, en este caso inhibida, por la qlucosa. l.a enzima a la que nos referiaos es la 

glucóqeno foforilasa. Esta fosforilasa existe en dos fortas: la forta "a" y la fom "b". La forta "b" es 

convertida en la fona •a• por fosforilación de los residuos serina-14 en cada una de sus dos subunidades. Esta 

1odificación covalente es catalizada por una enzi1a especifica, la fosforilasa cinasa, descubierta por Edaond 

B. Fischer y Edwin G. Krebs. (Investigadores que obtuvieron el pre1io Mobel de Fisíoloqia o ledicina en 1992.) 

l.a fosforilasa •a• a su vez es convertida a fosforilasa "b" por la acción de una fosfatasa especifica, la 

proteína fosfatasa 1, que cataliza la hidrólisis del qrupo fosforilo de la serina-14 de cada una de sus dos 

subunidades. Consecuente1ente, la proporción de las fosforilasas "a" y "b" está detertinada funda1ental1ente 

por las velocidades de fosforilación y desfosforilación de este qrupo serina. Por otra parte e 

independientemente del estado de fosforilación, la glucógeno fosforilasa, tanto en su torta •a• C090 en la "b", 

puede adoptar una confoniación tensa (T) inactiva o una confortación relajada (R) activa. Kn el caso de la 

fosforilasa "a", el equilibro entre las fonas T y R es favorable hacia la confoniación R; a menos de que el 

nivei de glucosa en el medio sea alto, en cuyo caso, la reacción se desplaza hacia la forta T. l.a qlucosa causa 

la inactivación de la fosforilasa •a• porque al unirse al sitio activo de la enzima en su confortación R provoca 

el ca11bio a la confortación T. ( l.a unión en el sitio activo de la enzima es en fonia diferente a como lo hace 

el qlucóqeno que es el sustrato natural. ) (Se sabe que la cantidad de fosforilasa "a" activa disminuye 

rápidamente cuando se trasfunde glucosa al higado; Stahans et al. ,1974. ) l.a proteina fosfatasa 1, aunque está 

~ie11pre fuertemente unida a la forta "a" de la fosfor ilasa, no actúa sobre ella 1ientras tiene Ja conformación 

R. La inactivaci6n causada por la glucosa se debe ~ que lueqo que adquiere la confortación T, conversión que, 
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cono se mencionó antes, es favorecida por niveles altos de glucosa, quedan expuestos los grupos fosforilo de 

la serina-14 en las dos subunidades de la enzima y la fosfatasa ejerce su acción hidrolítica sobre estos 

grupos. Al ocurrir la pérdida del grupo fosfato de las serinas-14, la fosforilasa "a" de conforaación (T) se 

transforaa en fosforilasa "b" taabién de conforaación (T) albas inactivas. La glucosa tiene otra acción, aunque 

ésta es indirecta, en relación con el 11etabolis10 del glucógeno y ésta es la de activar a la glucógeno 

sintetasa. Esta activación ocurre en la siguiente foraa: al transforaarse la fosforilasa "a" (T) en fosforilasa 

"b" (T), como se describió antes, se libera la proteína fosfatasa 1, que estaba fuerte.ente unida a la fona 

•a• de la fosforilasa, tanto en su foraa R collO en su fona T, y al quedar libre esta fosfatasa actúa entonces 

sobre la entiaa glucógeno sintetasa y esta últiaa en su fom desfosforilada es aás activa que en su foraa 

fosforilada (Stryer, 1988; pag. 459-464; Stalaans et. al., 1974). 

Nosotros pensa.aos, basados en este ejeaplo de la glucóqeoo fosforilasa, que la D-glucosa pudiera unirse 

alostéricaaente a la aolécula de la enziaa 11>.Dasa de la aeabrana del eritrocito, cuando la enziaa tenga la 

confortación deteniinada por el tedio alcalino y no cuando tenga la deteninada por el tedio ácido. Ya unida 

la glucosa a la enziaa, este azúcar pudiera favorecer la acción catalitica sobre el llAD, por alg(ln otro caabio 

en la confornación de esta enziaa; adelás en esta interación glucosa-llADasa quiza participen algunos péptidos 

del plasma, todavía no identificados. 

Con respecto a la segunda posibilidad aencionada anterioniente, se sabe que los eritrocitos, coao sucede en la 

aayor parte de las células aninales, toaan la glucosa del tedio extracelular, si en éste se encuentra la glucosa 

a 1ayor concentración que en el interior de la célula. El transporte de la glucosa a través de la aeabrana del 

eritrocito se hace util izando una proteína acarreadora. Se supone que esta protelna uniporteadora de la glucosa 

sufre un caabio confornacional reversible durante el proceso de t ransporte que peni te el paso de glucosa del 

exterior al interior de la célula o viceversa (Alberts et al ., 1989; pag. 303-4). Jlosotros pensaaos que este 

cambio confon1acional del acarreador de la glucosa en el eritrocito pudiera llOdificar en alguna for11a, y 

si1ultáneaaente al paso de la glucosa, a la confonación alcalina de l a NADasa, ya que ésta es una protelna 
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inteqrada a la 1enbrana del eritrocito, cono lo es ta1bién el acarreador de la glucosa, incre1entando su 

actividad catalítica. >.de1ás si esto fuera así, virtualnente la NADasa alcalina tallbién incre1entaria su 

actividad durante el lavado de los eritrocitos, porque entonces la glucosa talbién es trasnsportada, sólo que 

en el sentido inverso, del interior al exterior de la célula. 

La tercera posibilidad 1erece explorarse, para investigar si es a través del proceso glicolltico o de la via 

de las pentosas co10 la O-glucosa provoca la activación de la NADasa alcalina. 

En los eritrocitos hemolizados o en sus fantasmas, a pesar de que en albos tipos de preparaciones se 1anifestó 

esta actividad, el plasta no produjo incre1ento de la actividad alcalina NADasa (lléndez, 1985; Orbán, 1989). 

Esto sugiere que, aparente.ente, la Denbrana debe conservar su morfología y su inteqridad funcional para que 

se aanifieste la activación de esta enziaa causada por el plasaa y refuena la idea de que el incremento causado 

por el plasaa, el extracto ténico o la glucosa, involucra cambios confonacionales de la 10lécula HADasa, ya 

que este incretento sola1ente se observó en los eritrocitos que aparentemente no estaban alterados. 

Los estudios sobre los canbios t0rfol6gicos de los eritrocitos, ocurridos durante el al1acena1iento de la 

sangre, nostrarón que estas células se volvieron esféricas y a111entaron su volu1en y sobre todo au1entó su 

densidad electrónica. En estos eritrocitos la llADasa no respondió a la precencia del extracto ténico. Lueqo 

de ser lavados, los eritrocitos dis1inuyeron de ta.año y tendieron a toaar su fona bicóncava original y aunque 

no se modificó su alta densidad electrónica, la NADasa si respondió al efecto activador del extracto ténico. 
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COllCLOSIOHES 

l. Las actividades especificas de la NAD qlicohidrolasa, la ácida, pB óptimo 6.5, y la alcalina pH ópti110 7.9, 

fueron práctica1ente las 1is1as en los eritrocitos lavados de sangre humana recién extraída y en eritrocitos 

lavados de sanqre alllacenada; tanto en ausencia de plas1a, valores 1ás bajos, como en presencia de este 

medio de suspensión, va lores nás altos. 

2. L-OS eritrocitos lavados de sangre almacenada fueron apropiados para los propósitos de este trabajo¡ por lo 

cual, no fue nesesario prepararlos de sanqre recién extraida. 

3. El extracto tér1ico y el extracto ultrafiltrado, preparaciones se1ipurificadas obtenidas del plas1a, 

increaentaron la actividad especifica alcalina NAD glicohidrolasa de los eritrocitos lavados y no la ácida, 

tal y cono ocurrió cuando se utilizó el plasta. 

4. El extracto ténico se utilizó para provocar el incre1e11to de actividad alcalina NADasa de los eritrocitos 

lavados; porque, aunque estilula un poco 1enos que el plasaa, tiene la ventaja de que la concentración de 

proteinas sólo es el 3\ de la original y la de la qlucosa se 1antiene la 1isaa. 

s. La solución isotónica de fosfatos usada para lavar los eritrocitos resultó ae jor que la solución de cloruro 

de sodio; porque la actividad especifica alcalina NADasa de los eritrocitos, ensayada en presencia de 

extracto ténico, au1entó sucesivaaente con cada lavado, 1ientras que usando la solución de cloruro de sodio 

se nantuvo la 11is11a a partir del primero y por lo nist0 no alcanzó el valor final obtenido con la solución 

de fosfatos. 

6. la concentración Je qluro!.a ~n los eritrocitos se redu jo 3 cero con cuatro lavados sucesivos, usando la 

solución de fosfatos o la de cloruro de sodio. 
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7. La diálisis elinin6 del extracto ténlico algunos co1ponentes del plas1a que incrementaban la actividad 

especifica alcalina de la NADasa de los eritrocitos, entre ellos la D-qlucosa; pero tubién retuvo otros. 

8. El increnento de la actividad especifica N>.Dasa de los eritrocitos lavados causado por la O-qlucosa no se 

SUIÓ arit1ética111ente al causado por los otros co1ponentes qui1icos del plasma retenidos durante la diálisis. 

9. La D-qlucosa en solución pura increnent6 la actividad especifica N>.Dasa de los eritrocitos lavados, aunque 

el autento fue nenor que el causado por un volunen de extracto ténico que contenía la 1is1a concentración 

de glucosa que la solución pura. 

10. El increnento de la actividad alcalina HADasa de los eritrocitos lavados que se obtuvo con concentraciones 

crecientes de O-glucosa en solución pura, fue del tipo todo o nada, con un Ulbral de 3 11<¡ de glucosa por 

decilitro de mezcla de reacción. En callbio, la respuesta a vohmenes crecientes de extracto tér1ico, que 

contenían D-qlucosa a concentraciones senejantes a las diluciones de la solución pura, fue de tipo 

aparentenente hiperbólico. 

11 . El increnento de la actividad especifica alcalina N>.Dasa a una 1is1a concetración de O-glucosa, no fue 

porcentualmente el 1isao cuando éste se relacionó con la respuesta provocada por el extracto ténico, en 

eritrocitos preparados de diferentes donadores. 

>. su vez, se obtuvo un porcentaje si1ilar de activación de la N>.Dasa usando concentraciones relativaaente 

diferentes de O-glucosa. 

12. Ningún otro azúcar de la docena que se probó incre1entó la actividad especifica alcalina de la HADasa de 

los eritrocitos, con excepción de la D-fructosa, con la cual, sin elbargo, el incremento apenas fue la 1itad 

del observado con la O-glucosa. 
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13 . El lavado de los eritrocitos separados de sangre recién extraída ocasionó cierto grado de polillOrfislO de 

las fornas bicóncavas. 

14. El al1acena1iento de la sangre produjo eritrocitos esféricos y con digitaciones según 10Str6 la 1uestra 

analizada antes de los lavados. 

15. El lavado de los eritrocitos de sangre al1acenada hizo que algunos recobraran la fom bicóncava 1.ientras 

otros penanecieron esféricos. 

16. La D-glucosa por si sola no parace ser un requlador fisiológico de la actividad alcalina llADasa del 

eritrocito hU1ano. 

17 . Los coaponentes quí1icos del plas1a, que no son glucosa, parece que son los responsables de reqular y 

autentar la respuesta a la D-glucosa. 

18. se plantea que la D-qlucosa actúe directa.ente sobre la aolécula de la HADasa, la cual se encuentra en la 

superficie externa del eritrocito, o indirecta11ente a través de la proteína acarreadora de este azúcar o 

de las reacciones de la vía glicolitica o de la vía de las pentosas. 

19. l..a aelbrana del eritrocito debe conservar su 10rfologia y su integridad funcional para que se 1anifieste 

el incre11ento de la actividad especifica alcalina llADasa causado por el plas1a, el extracto ténico o la 

D-qlucosa. 

20. Los eritrocitos en la sangre al1acenada 10straron calbios 10rfológicos y an una proporción ilpOrtante de 

células estos cambios fueron reversibles con los lavados. 
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