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INTHODCCCION 

El eritrocito huma11<1. m:lduni. e~: una t•(•lula c1ti.· t1Íl'l'Cl' \h'­

culiaridades mGrf ul(1gicas y nwt;ib,llicas dl' fnln intL'rL'S. Es en dcc­
to b única cdula qut• can•,·e dt• partkuJay sub•:dularl.'S, l'S ,kcit\ 
dt' nt1dco. 1~1icrc1:-:mnas. 111 it, •cond rias y l iso:-0111;1:·: como conseelll'll­
~·:::i bs l"L';1ccic1: :· < :1?.'r1::.1tic;1:; !":·:dizad:1s :1 L'S\lls cornparti1nicntos 
celubn•s e~·t:'m ~(,Jo p:1rL·ialnwnlL' pn•scntl's (l. ~ 1. El l'ritrnc1lo 
L'Otno cc11~·e-.:1te:1c·:1 1•xhib,, .·sc:1s;1 eap:1Cit!:1d hiP,int(•tic;i y prc~·,•nl;1 

sólo alg11r::1s dt• las Pn:.im:i:• dt•l L·il'lo 1h- Kr,-.h...:. El l'ritrocito. ¡;ut 
otra p:irtt'. Pht:l'n.• t•'d:i su l'11L'l')"ia ¡wr 1:1s n':tcl·i,,::,•s tkl l'Sqlll'tna 
glico!itit'• P•'<'t:LI!' tic (~li' d!"p"n.·: b p:1rt'.l·t1LtricL1d dL'pl·ndc de 
b pn·~·c::ci:1 d"l cit·lt• ck lbp"Ji'lrt 1,u·:lwrin;: l :~. ·l. :1. li. 7. ~.) qnc 
la Cl;lula utiliz;i para 1h-stn1ir t'l 1\TP ton11;1dP t'n t':-:t'l'so. Tod<is 
las enzim;is cfP! cicln 1·1J]atl'r:d dl' Lis ¡w11t1>··:1s ,•st:'m ¡1n'sl'ntl's t ~l. 
JO. 11. 12. D.\. 

:\l;~ui:;1s rt•aeeiun.'s t•n1.im;úit·:1;:, :..:ti!1 l"·JJl'ci;ilnwntl' imporlan­
tt.•s l'n d (•ritrucito y snn Ja,· eo11l·ctad:1:· cun 1:1 fu1H"•'•:1 mús impor­
tantC' de t'>ste tipo L'l'lubr. l':.; dec;r, l'! transpnrtt• d't•! nxi~P:10 pnr b 
hemoglobina: 1.•stas p;11.ima:..: son la~: nwtalwmn;~lohii::1-· n~dudns:1s 

( 1-1) cu~«l función t.'.' b dP rL·dueir la lwmuglabin<.1 qt0<· nui~quP ':11 
cantidades peque1-1as se producP ele modo 1·onl in un 1,a falla tlt­
l'~:ta t'n1.irna dl'tPnnina la ap:1rieit»n d0 la nwtalwmoglubin..:•miu 
·.·n ~us dift•n•ntl·s ti~Jti:-: ( 15 l. La ~:l11tati(m n•dtll'ta~·:1 \' la glutatión 
¡wrnx:rl:ts:1 t'St:'111 íntim;un<•nt(• rl·l:1t·innad:1.'-' l'tlll b ;111\l'rior y con 
;;is Gluew :i-li-fo:-:f:itn dt•:..:hidrog •nasa, l':'JW<'ialn1enlt'. t'li 111 que ,.;,_• 
rPÍi('rc :1 l;¡ dispnnibili<bd (kl tri-fnsf11-piridit1-tl\t'.·!!•uti<.I'•> 
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Cwrtos cuíacton·s !·on particulnnnentc- importantes en el m.m­
tenimbnto de la inte;~ridad celular del eritrocito; en l'Íeeto la~ eon­
Cl.'ntracioncs de piridín-nuclcótidos. adcnusina trifosfato y giutati•'.m 
van dfrminuyendo paulatinamente y cuando los dos últimos tipus 
mdeculares alcanzan nin' les del 411'; dl' las existenci<is en f'l rct !­
culocito. el glóbulo rojo se rompe y esto ac-ontl•c_• l'll p] hunrn110, 
después ele ur:a sobre vida <ll' 120-1:.?5 día'. 

Las enzimas del eritrocito Sl' pueck•n clasiiicar en tres c1ascs, 
efe acuerdo ccn su vida m:dia: algunas enmo la dc'.·hidr:1genas:\ 
láctica y la nuck,ósido fnsforilasa. ~-e l'lasiiican E"ntrl' la:; de vida 
prolongada, ya qu~ su actividad sp conserva durante todo el 
período vital celular; otras di~:mi:;uyl'll paulatina:11e~1tc y su acti­
vidad es mfnima. en las últim;1s !"l'mana:> c1el crit:-ocito maduro, 
ta~es son. las relaciones al ciclo eolate:·al ele las pcntosas como Id 
Glucorn-(i-fosfato dcshidrogcnasa ~· (j fosfo glucúnico dcshiclrogL"­
nasa. 

El último gn1po, es ejemplificado !10r todas aquolhs enzima.,; 
que en el reticulocito :oc n·bcionan a proc :sos bio:;intC,ticos. todas 
estas protcín;1s <lcsaparc:.:en dentro c!l• la primera ~·pmana de vida 
del eritrocito. 

El eritrccitn es una ct'.·lub muy adecuada pa;·a rl·alizar e~tudio<; 
d~ diferente índole J)llr ~·LT una cl·lula fúcilmvnt~· clis!rnnibic CU.) o 
aparato enzimútico. pn>teínas estructurales. lwmoglobina y cofac­
tcres :-e mcdifican L'n múltipll·~: ellndiL·iorH"' nulricinnalcs y patoló­
gicas. 

El e~. t ud io de la G luco.~a-li-f osf ato cksh idrogt•nasa. no.; pareció 
de especial inL·n;s ya quL' vlla cata!iza d primer paso del ciclo co­
lateral de las pcntosas y su aetividad L'" clL· nrimcra 1mportanci¡1 
en el mantenimiento de eoncentracior;c~: ackeuacbs de t!·i-fodo-pi­
ridin- nuckútido reducido. y por consigu!ent.> en la transformación 
de mctahemoglobina a hemoglobina r,•clucicla y del glutaticn oxida­

do a glulalión rcdueido. de::em¡wúa por consiguiL'llll' un papel pri­
mordial en 1·clació:1 al funeiun;1mient•) normal y ~'obre \'ida del ~ri­

trncito. 



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 así una mejor relación entre el funcionamiento 
enzimático y la integridad celular. 
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l\JATERIAL Y METODOS 

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

Los animales fueron anestesiados con éter, se efectuó punción 
cardíaca y se extrajeron 4-5 mi ch.• sangre por animal, se evitó la 
coagulación por el uso de heparina ( 5 mi para el volúmen indicado). 

Las células fueron sL•dinwntadas en centrífuga refrigerad;:. a 
2000g por 10 minutos el plasma. los glóbulos blancos y las pla­
quetas fueron eliminadas. 

Los glóbulos rojos que constituyen por su mayor densidad la 
capa inferior fueron la\'adns tn•s veces consecutivas con ">olucir'.m 
isotónica ( O.~Yí l de clorure> ele sodio, eliminando en cada ocasión 
el líquido ~·obrenadante. la contaminación fue de un leucocito ¡.,ur 

20000 eritrocitos. 

Los eritrocitos así obtenidos fu~~ron ht>molizados ~on agua des­
tilada a 4 ·C. 

Las diferentes sustancias utilizadas fueron obtenida~; de i.-. 
Nutritional Biochemicals Corporation. 

La Glucosa-li-fosfalo en la forma de la sal de bario fue con­
vertida a Glucosa-6-fosfato por precipitaeiún del meta!, bajo la f0r­
ma del ~·ulfato dP bario como consecuencia ift• la adición de sulfr.to 

de potasio ( 1 G). 
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Funclamcnro.---Los electrones cedidos por la Glucosa-G-fosfnto 
deshidrogcnasa son transportados a través de una cadena constitui­
da por el tri-fosfo-piridín-nuclcótido, el metil-sulfato de fenazina 
que funciona como transportador el" electrones, y por el 2,6, diclo­
ro indofenol que acepta los electrones para reducirse y ti·ansfor­
marse en un compuesto incoloro cuya aparición puede seguirse co­
lorimétricamente ( 17 ) . 

El ~istcma se incuba durante 10 minutos y los cálculos s~ ve­
rifican en función de la zona corrc~pondicnte a la velocidad inieiai. 

La reacción se inicia por la adición de Glucosa-G-fo.~fato, !::. 
enzima se prehincuba a 37 C. durante una hora. 

Las concentraciones de los reactivos son las siguientes: 

Glucosa-6-fosfato 1.GG mM, lri-fosfo-piridín-nucleótido oxidaclu 
166 uM, cloruro rle magnesio 16.6 mM. tri-hidroxi metil amino xne­
tano 83.5 mM, 2,L dicloro-indofenol 33.2 uM, metil sulfato de fena­
zina 13.6 uM. 
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HESULT:lDOS 

La actividad" en7.imútica se expn'sÓ como u Moles de Tri-fosío­
piridin-nucleótido rL"<lucido formado por minuto por ml de glóbuios 
rojos empacados. 

La absorción max1ma se obtiene a G05 mrvl. sin embargo, t.i.::­
bido a la interferem:ia de otros componentes del ~:istema, se prelie­
re utilizar la longitud dL· onda cll' ti20 mu. El co:-fice11t1.• de extin­
ción molar ful• clL• 114 x 10-' cm )mola \ Fig. l l. 

La rcaceiún L'nzimúti<:a es ck urc"· ·'.1 CL'l"l' d11r¡i\1lQ los dnco pri­
meros minutos. posll'riornwn L• la \'l' ludda<l disminuye. práctica­
mentL• no hay transformal'i1'111 neta mús allú el.• lus 10 mi1~utos. 
\Fig. 21. 

La actividad catalitil'a Sl' conSL'l"\'a sin moclificaeiún importan­
lt' duranll' 10 días apruximadanwntl'. con hl'mlllizado diluido cu<m­
ch> se rdrigera a .\ e. ( Fig :~). 

La enzima Sl' ~:atura para dar rcacc1on de urden cero. cuancio 
la conct•ntracil>n de glucosa-G-fosfato l'S superiur a lHiO uM y la ac­
tividad l'nzimútica l.•s sufkil'tll1_• para liberar alredL•dor dL' :rn rnu­
moles dL' t ri~:-fosfo-piriclín nw:kúticlo n'dlll'ido l TPNII por minuto. 

La constantL' dL' l\'lich;wlis obtenida pur t•l 1rn'.~todo dl' las red­
procas l'S di' 7.7:í a !l x ltl- · i\I l Figs. ·l y :il. 

El pll (1pt i mo Sl' i:lll'llL'll t ra L'I\ln• 7 .~5 y 7 .ti O. No st• dect uaron 
prueb:1s pa1·a dl'tt'rminar si la di:·minuciún dl' la \'elm~idad ~• amh~~; 
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lado;~ de la zona 1"1ptinia l'l"<I dL'bido a cambios en la estabilidad 1·n­
zimática o a modificaci11m·;-; t·n la afinidad o velocidad máxima. 
( Ji'ig. ()). 

La \'ariacit'm dt> Tri-f\l~Íll-piriclin-nuclcótido oxidmlo, resultó 
en incrcnwnt•l progrv<Í\'(• d1• la \'elt<t·idacl. La ~·.aturaci1)n se obti011t.:! 
cuando la 1·onn·ntr.ici•:ll1 tk la cocnzima e~: ~.u¡wrior a 100 ul\:I. La 
constank de :\Iich;il'\i:; p;1ra \;i coenzima es de 12 x ll)-': ( Fig. 7). 

La acti\'idad fut• din·l·t;inwntc• prop;ircional :1 la cantidad ele 
enzima ha;;t<1 t);J mu\ dt> !~It",bulos ruj.,~ vmpacaclu~:: sin embargo e:;­
le comportamiento fut· 1'"nstanll· cuanclo SL' t1·abajó con hcmoliz.:•­
do Jializado;;, cu;111clt1 s:• tr:1b:1j<: cu11 lh·nwliz<1do directamente <::C'. 
ohtu\'o inhiliici1ºm al tr.1h:1jar cun c<1lll'l':1lracioncs alta...; de enziir.a. 

Cuandu a \;1 \'l1Zi111:1 di;i\izada !'l' le adicionó parte del líquido de 
ciiúli~·i:-:. 1:1 inh1li:ci1'1n v11 Li ;;1:\ i\'i(bd se produjo en todos los casos. 
l Fig ~l. 

La l'lll'\':1 n11s d1·mut>,\r;1 c¡UL' la t.·mpl'ratura (1ptima en lns condi­
eio1ws dl• nuv~tro m\•t1,do l'S 1! · .¡:, :.'. la 1'1wrgia de activación -:s 
alrcdor di' !IOO() l·;dorías pur llHllL'. ( Fig. 9 l. 

La conl·1·ntr;H·i1.1n mínima 1w~·L•saria para transportar. los clec­
lro1\\~·s d,•I tri-fllsft1-piridin rnwlet'1tidu n•ducido (TPNH) al 2,G, di­
cloro-ind11f,·1wl l'S dL· li u:-.1 \ Fig. lO \. 

La com'L'!llraci1'in d1· ,·~-lL· ;1L'L'p\11r dl' L'lcctroncs ckb.:· SL'r entre 

10 y :l:l ui\l. a 1·unl·1·n\r;l\'io1J<•s supl·ri01-.•s SL' produjo inhib:ción de 
n~rl'a 1

1L'l 21í',. \ Fig. l l l 

L;1 pr1•paraciún di;di:1;1th t ivnl' nwnor adividad que ln que no 
ha sido ~·onwtitb ;1 1·s!L' pniccdim•·ntu \u cual sugiere que durante 
el pn•v '!'O ~·p t•liminl' un i11hihid'ur ( Fig. 12 ). 
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DISCUSION 

El método usado demostró ser de fúcil manipulación. bajo co.;,­
to, muy sensible y con reproductibilidad muy aceptable. 

Les rC':-:ultaclo:> obll'niclos son muy ~imilares a lo~ reportacb::; 
por Kirkman i\farks y Cl.)bbnradon's ( 18) y otros autores, aunque 
e:-: nccc~ario ,.cla1;1r. qllt' tudos l''tos in\'t•sti!~ado1·cs h<'ln trabajado 
con glóbulcs rojos dt' humanos l'!1 l'fecto la con:-:tantc ele Michaelis 
para la Gh1cPsa-li-io:-:iato y tri-fosfu-piriclín-nucll'Útidn, así corno 
la cncrgia tk acti\·:1t·i1'n1 par;1 la reacciÓ!1 vn:~imútica son idénticas 
a las por ellos repnrtad'os. C1.111H> restdtado int::-rc:.;ante se pue<le 
mencionar b pre:-:cncia l'll d lwmolizado no dializado. de un inhi­
bido!' ck pesc1 Jn<)kcular bajo. cuya nat11rall':~a 110 ~e trató ne acia­
rar. 

Nurncrt1:·1i~: rL'pot·tl'.~ t'n la litcr~itU! a m .'ncionan la existencia 
de sustancias adi\-;1don s e inhibidon'~· de la ;1ctividad de Glucos<;­
li-fc:·fatu dcshidnlg\•11;1sa \ 1\).20\: d prnct·~:u de ;1cti\·ación pan.·c~ 
depender el.· un f;1ct1.r efe naturaleza prntl'Ínil"a l'"1 relación con ci 
·:stroma: los inhibid1·rt',..; mús impm·tantes que se nwncionnn s0n 
difercntl'S L'~:tL•niidv~ y pa11Te :·t•r qt1L' Li pn'SL'IH:ia d~ 11;1 grupo c.c:to 
en la po~ ici1"m 1 i li 20 <'s 1·~·1·1'1·i;¡J parn q1w l'stc fenómeno se pre­
:,:enk l :.n \. 

Otros inhihidon•s importanh•s snn aqllL'llas ~.u~tancias que pro­
' iencn ck 1111 difk:wiu1ws estructurales P11 la melécula del TPN re­
querido o ínti111a11wnt<' n~lal'iunada a la t'structun1 d"c· nicotinamida 

La C~hll·osa-fi-f.,sL1tn rkshiclr111.!t'nasa ~-t.' ha conn'rlido en d 



punto de convergencia para la explicación efe nunwrosos fenóme­
nos relacionados directa o indirectamente con L'! eritrocito· 
en efecto se pretende encontrar en la disminución natural d~ Ja ac: 
tividad de esta cn1.ima. la explicación lógica para el incremento de 
metahemoglohina. disminución de glutatiún reducido. disminuci1'.Jl1 
de ATP y activac:(in de enzimas hidrollticas; fenómenos todos 
ellos que aparc:en euando el eritrocito va a desaparecer y ::;er des­
truído en l'l sistL'ma retículo endotclial. 

Numcro~os fúrmacns tienen un;\ intluencia definida sobre la 
actividad de la cm.ima discutida: l'l1 cfc•:to la primaquina, los ni­
trofuranos. la...; sulfanilamidas. naftaleno. disminuyen la actividad 
de esta enzima a niveles mínimos en los sujetos con. sensibilidad a 
estas drnga.s ( 22. 2:~. 24. 25. 2li. 2i, 28. 29. 30, 31 ); esto conduce a 
la disminución de los niveles de glutati(m reducido (32. 33, 34.), 
ATP. incremento de metahemoglobina y aparición de los cuerpos 
de hein.s ( :~5) con hcmólisi.s muy importante en ocasiones. Los gló­
bulos rojos d.' Pstos individuos son así mismo más sensibles a im: 
soluciones hipotúnicas; en. los estudios que bajo este aspecto se rea­
lizaron se pudo demostrar el rompimiento por hipotonicidad se, 
produce fúcilmcnte por debajo de 0.48''! de NaCl ( 36, :37, 38, 39.) 
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RE3U!\IEN Y CONCLUSI01\1ES 

1.-Se discuten los datos méÍs importantes encontrados en la 
literatura en relación con ·~l metabolismo normal del cri­
trccito y las alteraciones que diferentes procesos enzimá­
ticos experimentan en algunas condiciones patológicas. 

2.-Los datos cinéticos presentados nos permiten afirmar la 
presencia de un inhibidor para la Gluco~a-6-fosfato des­
hidrogenasa. este inhibidor es probablemente de bajo pe­
so molecular. ya qt1L' l'S eliminado poi· diúli~is. 

:~.-La-:; diferentes constantes en relación con la variación de 
dif erL'ntes facton·s eomo L'l sustrato. la coenzima, la tem­
peratura, el pH. nos lw p~·n:niticlo encontrar una serie de 
constantl's comparables c•n magnitud a los reportados por 
varios inn'stigadon•s en relación al eritrocito humano. 

4.-Se analiza p\ pfccto cl1• la variación de los transportado­
rl's y aceptores artificialt>s de c•lcctrones. 
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