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INTRODUCCION

El eritrocito humano, maduro. es una ¢élula qus olvece pe-
culiaridades morfologicas ¥ metabolicas de gran interdés. Es eon efec-
to la unica célula que carece de particulay subeeludares, es decir,
de micleo, microsomas, mitocondrias v lisosomas: como consecuen-
sia las reaccien v cozimaticas localizadas o estos compartimientos
celulares ertan v6lo parciahmente presentes (1, 2y, El eritrocito
como cenrecuencia exhibe sseasa capacidad biosintdtica v presenta
solo algunas de las enzimas del ciclo de Krebzo El eritrocito, pn
otra parte. ebticne toda #u energia per las reacciones del esquema
glicolitice: pecular de que dispons: fa particalaridad depende de
la presencia del ciclo de Rapoport Luebering (20405, 6, 7, 8) que
la célula utiliza para destenir ¢b ATP formadoe en exceso. Todas
las enzimas del ciclo colateral de las pentorsas estin presentes (9,

10, 11, 12, 13,

Algunas reacciones enzimatcas, son especialmente importan-
tes en el eritrocito ¥ son las concetadar con fa funcidn mas impor-
tante de &ste tipo celular, ez decir, el transporte de! oxigeno por la
hemoglobina; estas enzimas son las metahemoplobivas reductasas
(1) cuya funcion e¢x o de reducir la hemoglabina que aunque on
cantidades pequenas se produce de modo continuo. La [alla de
¢ésta enzima determina la aparicion de la metahemoglobinemia
cnosus diferentes tinos (157, La glutation reductara v la glutation
peroxidasa estian intimamente relacionadas con Ia anterior y con
ins Glucor a-6-fosfato deshidrogonasa, expecialmente, en 1o que se
reficre a la disponibilidad del tri-fosfo-pividin-nucléotido,

8




Ciertos cofactores von particularmente importantes en ¢l man-
tenimiconto de la inteyridad celular del eritrocito:; en efecto las con-
centraciones de piridin-nucledtidos, adenosina trifosfato y giutation
van dirminuyendo paulatinamente y cuando los dos Gltimos tipos
mcleculares alcanzan niveles del 407 de las existencias en el reti-
culocito, el globulo rojo se rompe v esto acontec: en el humano,
después de una sobre vida de 120-125 dias.

Las cnzimas del eritrocito se pueden clasificar en tres clascs,
de acuerdo cen su vida modia: algunas como la dechidrogenasa
lactica y la nucledsido fosferilasa, so clasifican entre las de vida
prolongada, ya quo su aclividad se conserva durante todo el
periode vital celular; otras disminuyen paulatinamente v su acti-
vidad es minima, en las altimas semanas del eritrocito maduro,
tales son, las relaciones al ciclo colateral de las pentosas como la
Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa v 6 fosfo gluconico deshidroge-
nasa.

El altimoe grupe, e¢s ejemplilicado vor tedas aguellas enzimas
que en cl reticulocito se relacionan a proc:sos biosintdétices, todas
estas proteinas desaparecen dentro de la primera remana de vida
del eritrocito.

El eritrceito ¢z una eélula muy adecuada para realizar estudios
d> diferente indole por ser una célula facilmente disponibie cuyo
aparato cnzimitico, proteinas estructurales, hemeoeglobina v cofac-
teres re medifican en maltiples condiciones nutricionales v patolo-
gicas.

El estudio de la Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, nes pareciod
de especial intorés ya que ella cataliza ¢l primer paso del ciclo co-
lateral de las pentosas v su actividad ¢s de orimera mpertancie
en el mantenimiento de concentraciones adecuadas de tri-fosfo-pi-
ridin- nucledtido reducido, v por consiguient: en la transformacion
de metahemoglobina a hemoglobina reducida v del glutatien oxida-
do a glutation reducido, desempena por consiguiente un papel pri-
mordial en relacién al funcionamiento normal v rebre vida del eri-
trocito.



Es de utilidad correlacionar las modificaciones en la actividad
de esta enzima con las diferentes etapas de la vida celular, y tra-
tar de establecer asi una mejor relacion entre el funcionamiento
enzimatico y la integridad celular.
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MATERIAL Y METODOS

Se usaron rata Wistar (machos) de 200-300 g. alimentadas
con purina.

Los animales fueron anestesiados con éter, se efectué puncion
cardiaca y sc¢ extrajeron 4-5 ml de sangre por animal, se evito la
coagulacion por el uso de heparina (5 ml para el voltimen indicado).

Las células fueron sedimentadas en centrifuga refrigerads a
2000g por 10 minutos el plasma. los globulos blancos y las pla-
quetas fueron eliminadas,

Los globulos rojos que constituyen por su mayor densidad la
capa inferior fucron lavados tres veces consecutivas con solucion
isotonica (0.97¢) de clorure de sodio, eliminando en cada ocasion
el liquido robrenadante, la contaminacion fue de un leucocito por
20000 eritrocitos.

Los eritrocitos asi obtenidos fusron hemolizados on agua des-
tilada a 4°C.

Las diferentes sustancias utilizadas fueron obtenidas de 1a
Nutritional Biochemicals Corporation.

La Glucosa-6-fosfato en la forma de la sal de bario {ue con-
vertida a Glucosa-6-fosfato por precipitacion del metal, bajo la for-
ma del sulfato de bario como consecuencia duv la adicion de sulfa
de potasio (16).
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Fundamento——Los clectrones cedidos por la Glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa son transportados a través de una cadena constitui-
da por el tri-fosfo-piridin-nucleétido, el metil-sulfato de fenazina
que funciona como transportador d= electrones, y por el 2,6, diclo-
ro indofenol que acepta los electrones para reducirse y transfor-

marse en un compuesto incoloro cuya aparicion puede seguirse co-
lorimétricamente (17).

El sistema se incuba durante 10 minutos y los calculos s2 ve-
rifican en funcion de la zona correspondiente a la velocidad inicial.

La reaccion se inicia por la adicién de Glucosa-G-fostato, la
enzima se prehincuba a 37 °C. durante una hora.

Las concentraciones de los reactivos son las siguientes:

Glucosa-6-fosfato 1.66 mM, tri-fosfo-piridin-nucleétido oxidadu
166 uM, cloruro de magnesio 16.6 mM, tri-hidroxi metil amino me-

tano 83.5 mM, 2,6 dicloro-indofenol 33.2 uM, metil sulfato de fena-
zina 13.6 uM.



RESULTADOS

La actividad enzimitica se expresd como u Moles de Tri-fosio-
piridin-nucleétido reducido formado por minuto por ml de glébuios
rojos empacados.

La absorcion maxima se obtiene 2 605 mM, sin embargo, de-
bido a la interferencia de otros componentes del sistema, se pretie-
re utilizar la longitud de onda de 620 mu. El coxicente de extin-
cion molar fue de 114 x 10" em’/mola. (Fig. 1),

La reaceion enzimdtica es de orden cero durante los cinco pri-
meros minutos, posteriormente ja velocidad disminuye, practica-
mente no hay transformacion neta mias alla d» los 10 minutos.
{Fig. 2.

La actividad catalitica se conserva sin modificacion importan-
te durante 10 dias aproximadamente, con hemolizado diluido cuan-
do se refrigera a 4 C (I 3.

La enzima se satura para dar reaccion de orden cero, cuando
la concentracion de glucosa-6-fosfato es superiocr a 660 uM v la ae-
tividad enzimatica es suftciente para liberar alrededor de 36 mu-
moles de tris-fosfo-piridin nucledtido reducido (TPNH por minute.

La constante de Michaelis obtenida por el método de las reci-
procas vs de T.75 a 9 x 10-° M (Figs, 4y ).

El pIl Optimo se encuentra entre 7.25 y 7.60, No se cfectuaron
pruchas para determinar si la disminucion de la velocidad a ambos
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lados de la zona optima cra debido a cambios en la estabilidad #n-
zimatica o a modificaciones en la afinidad o velocidad maxima.
(Fig. 6).

La variacion de Tri-fosfo-piridin-nucledtido oxidado, resulto
cn incremento progresivo de la velocidad, La caturacion se obtions
cuando la concentracion de la coenzima es superior a 100 uM. La
constante de Michaelis para la coenzima es de 12 x 10-° (Fig, 7).

La actividad fue dircctamente proporcional a la cantidad de
enzima hasta 65 mul de globulos rojos empacados: sin embargo es-
le comportamiento fue ¢onstante cuando se trabajd con hemoliza-
do dializados, cuando s» trabaje con hemolizado directamente se
obtuvo inhibicion al trabajar con concentraciones altas de enzima.

Cuando a la enzima dializada se le adicionod parte del liquido de
dialicis, la inlabicion en la sctividad se produjo en todos los casaos.
(Fig. 8).

La curva nos demuestra que la tmperatura optima en las condi-
civnes de nuestro método ex Jd 0 45 O la energia de activacion es
alredor de 9000 calorias por mole. (Fig. 9.

La concentracion minima necesaria para transportar, los elec-
trones del tri-fosfo-piridin nucledtido reducido (TPNH) al 2,6, di-
cloro-indofenol es de 6 udl (Fig. 10y,

La concentracion de este aceptor de electrones debe ser entre
10 v 35 udl a concentraciones superiores se produjo inhibicion de
cerea del 200 ¢ (Fig 11

La preparacion dializada tiene menor actividad que la que no
ha sido rometida a este procedimento lo cual sugiere que durante
el proceso se elimine un inhibidor (Fig. 12).

14



Jo‘\ *

Fig.1

REN /0/9 /‘\5\

SN /5;

Soa. G//
.

T

"y . .

v S G . .o o . . ’
LU L1 I DTN PTY LAY LY TN I TR Y- RS LA LTS § 1 l‘)‘ .‘)0 ll)‘ LR B‘&! "l@ A

Fig, 1.—~ESPECTRO DE :\RS()R(‘ION DEL 2. t, DICLORO-INDOFE.

\fa .. . .
NOL. La concentracién de la solucién estudiada fue de 20 ug. por ml,



-1

TPNH mi

A20 -

380.-

340.

.300.

+260.

(20 -

180 -

0.

- aAMOLES

100 -

060

z ., . . ' . .
LA S Y A S A AR DO R [ N 2
Fig, 2——~CURVA DE PROGRESO DE LA ENZINA. El sistema de in
cubacién contiene en un volumen de 3 ml. 3 ubl. de Glucosa-ti-fasfato,
300 «M. de TPN oxidado, 500 wd. de clorure de magnesio, 100 uM., de
2,6, dicloro-indofenol, 40 ubl. de Metil sulfato de fenazing y 250 uM.
de buff » Tris pll 7.5.



o

o -700- \ o

.800-

= .600-

T

1500‘

.400.

300

.200-

.100.

' ' ) . ) ’ N

0 " 12 13 14 15 18 17 18 19 20 Dias

Fig. 3—ESTABILIDAD DE LA ENZINA. EI hemolizado de eritroci.
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gia de activacién,
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DISCUSION

El meétodo usado demostrd ser de facil manipulacion, bajo cos-
to, muy sensible y con reproductibilidad muy aceptable.

Les resultados obtenidos son muy similares a los reportados
por Kirkman Marks y colaboradores (18) y otros autores, aunque
es nceerario aclaiar, que todos ertos investigadores han trabajado
con globules rojos de humanos en efecto la constante de Michaelis
para la Glucosa-B-fosfato v tri-fosfo-piridin-nucledtido, asi como
la energia de activacion para la reaccion enzimatica son idénticas
a las por cllos reportados. Como vesultado interesante se puede
mencionar la prerencia en ol hemolizado no dializado. de un inhi-
bidor de peso molecular bajo, cuyva natuwraleza no sc tratd de acla-
rar.

Numeroros reportes en la literatura moncionan Ia existencia
de sustancias activadores ¢ inhibidores de 1a actividad de Glucosa-
6-fesfate deshidrogenasa (19200 el proceso de activacion parece
depender d» un facter de naturaleza proteinica en relacion con el
sstroma; los inhibideres mas importantes que se mencionan son
diferentes esteroides y parece rer que la presencia d» un grupo ceto
en la poricion 17 0 20 ex ecencial para aue este fenomeno se pre-
sente (21),

Otros inhibidores importantes son aquellas sustancias que pro-
vienen de madificaciones estructurales en la meléeula del TPN re-
querido o intimamente relacionada @ la estructura de nicotinamida

Lia Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa se ha convertido en ol
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punto de convergencia para la explicacién de numerosos fenome-
nos relacionados directa o indirectamente con ¢l eritrocito;
en efecto se pretende encontrar en la disminucion natural de la ac-
tividad de esta enzima, la explicacion logica para el incremento de
metahemoglobina, disminucion de glutation reducido. disminucion
de ATP y activacion de enzimas hidroliticas: fendmenos todos
ellos que aparezen cuando el eritrocito va a desaparecer y ser des-
truido en el sistema reticulo endoteliall

Numeroros farmacos tienen una influencia definida sobre la
actividad de la enzima discutida: en efecto la primaquina, los ni-
trofuranos, las sulfanilamidas, naftaleno, disminuyen la actividad
de esta enzima a niveles minimos en los sujetos con sensibilidad a
estas drogas (22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31); esto conduce a
la disminucion de los niveles de glutation reducido (32, 33, 34.),
ATP, incremento de metahemoglobina y aparicion de los cuerpos
de heins (35) con hemodlisis muy importante en ocasiones. Los glo-
bulos rojos d. estos individuos son asi mismo mas sensibles a las
soluciones hipotonicas; en los estudios que bajo este aspecto se rea-
lizaron s¢ pudo demostrar el rompimiento por hipotonicidad se
produce ficilmente por debajo de 0.48°% de NaCl (36, 37, 38, 39.)



RESUMEN Y CONCLUSIONES

1—Se discuten los datos mas importantes encontrados en la
literatura en relacidon con ¢l metabolismo normal del cri-
troeito v las alteraciones que diferentes procesos enzima-
ticos experimentan en algunas condiciones patoldgicas.

2.—Los datos cinéticos presentados nos permiten afirmar la
presencia de un inhibidor para la Glucosa-6-fosfato des-
hidrogenasa. este inhibidor es probablemente de bajo pe-
so molecular, ya que es eliminado por dialisis.

3.—Las diferentes constantes en relacion con la variacién de
diferentes factores como el sustrato, la coenzima, la tem-
peratura, ¢l pH, nos ha pmmitido encontrar una serie e
constantes comparables en magnitud a los reportados por
varios investigadores en relacion al eritrocito humano.

4.—S¢ analiza el efecto de la variacion de los transportado-
res y aceptores artificiales de electrones.
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