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SIMBOLOS Y CONVENCIONES EMPLEADOS

La unidad de actividad enzimdtica viene deter-
minada por la cantidad de enzima que cataliza la trans-
formacién de un micromol de substrato por minuto en con-
diciones definidas. Dichas condiciones se detallan e¢n la
seccibn de valoracién de actividades enzimiticas.

El simbolo Vmax expresa velocidad maxima.

) El simbolo Km indica constante de Michaelis en
cinética hiperbélica. E1 simbolo 50’5, en cualquier tipo

de cinética, indica la concentracidn de substrato que da
una velocidad mitad de la mdxima; en las cinéticas hiperbd-
licas coincide con la Xm.

El simbolo Ki significa constante de inhibicién.

El simbolo g, significa coeficiente de Hill, ex-
presidén del grado de sigmoidicidad.

Con los términos de "in vivo" "in situ" e "in vi-
tro'" nos referimos a eritrocitos intactos, eritrocitos per-

meabilizados y hemolizado, respectivamente.



ABREVIATURAS

Enzimas

ALD : Aldolasa (EC 4.1.2.13)

ENO : Enolasa (EC 4.2.1.11)

GAPDH : Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (EC 1.2.1.12)
HK : Hexokinasa (EC 2.7.l.1)

LDH : Lactato deshidrogenasa (EC 1.1.1.27)
EFK : Fosfofructokinasa (EC 2.7.1.11)

PGL : Glucosafosfato isomerasa (EC 5.3.1.9)
PGK : Fosfoglicerato kinasa (EC 2.7.2.3)
PGM : Fosfoglicerato mutasa (EC 2.7.5.3)

PK ¢ Piruvato kinasa (EC 2.7.1.40)

TIM : Triosafosfato isomerasa (EC 5.3.1.1)

Otros compuestos

ADP : Adenosindifosfato

AMP : Adenosinmonofosfato

APSA : pl,p5~Di(adenosin-5'—) pentafosfato
ATP : Adenosintrifosfato

c.p.m, ¢ Cuentas por minuto

2,3-DPG : 2,3-Difosfoglicerato
DHAP : Dihidroxiacetona fosfato

DMS : Dimetil suberimidato

I
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DTBP : Dimetil-3,3'-ditiobispropionimidato

DTE : Ditioeritritol

EDTA : Acido etilendiaminotetraacético

FDP : Fructosa-1l,6-difosfato

F6P : Fructosa-6-fosfato

GA3P : Gliceraldehido-3-fosfato

GeP : Glucosa-b6-fosfato

HEPES : Acido N-2-hidroxietilpiperazina-N'-2-etanosulfodnico

I1P : Inosintrifosfato

MES : Acido 2-(N-morfilino) etanosulfdnico

NAD+ : Nicotinamida-adenindinucleotido oxidado

NADH : Nicotinamida-adenindinucleotido reducido

NADP+ : Nicotinamida=adenindinucleotide fosfato oxidado

NADPH : Nicotinamida-adenindinucleotido fosfato reducido

Pi : Fosfato inorganico

SS1 : Solucibn salina intracelular: KC1l 125 mM, Mg012 5 mM,
tampdn fosfato 5 mM, pH 7,4

SSP : Solucidn salina fosfato: NaCl 115 mM, tampdn fosfato
5 mM, pH 7,4

TDI ¢ Toluol-2,4-diisocianato

TES : Acido N=Tris (hidroximetil) metil-2-aminometanosulfdnico

TRIS : Tris (hidroximetil)-aminometano

U : Unidades internacinales de actividad enzimdtica {pmoles/min)



I. INTRODUCCIGON



Ante el afan de desentrafiar el funcionamiewn:.  de
un mecanismo desconocido, el método cientifico ofrece ¢l
proceder analitico de separacidn y estudio de las partes
que lo integran, previa ruptura de la entidad fisica que
las contiene. Aplicando esta sistemdtica, los estudios 1lle-
vados a cabo con preparaciones de enzimas purificados en
diverso grado han permitido el gran desarrollo que la enzi-
mologia posee en la actualidad, con la elevada cuantia de
enzimas aislados y caracterizados a nivel molecular, y el
alto porcentaje de efectos descubiertos, que modulan su ac-
tividad y que son presuntamente fitiles para la regulacidn
metabdlica en las células. Ahora bien, frente a estos avan-
ces, se plantea la cuestidn, aGn no resuelta, de hasta que
punto la conducta de los enzimas observada in vitro puede
reflejar con fidelidad su comportamiento in vivo.

La dificultad de dar una respuesta adecuada sur-
ge de las diferencias existentes cntre las condiciones en
que habitualmente se estudian los enzimas in vitro y las
que prevalecen dentro de la célula.

Dichas diferencias pueden resumirse en dos aspcc-
tos fundamentales: la concentracidn de proteinas y metabo-
litos por un lado, y el mantenimiento de la integridad de
las estructuras celulares por otro.

Respecto al primer punto, cabe sefialar la diferen-
cia tan notoria que se establece entre las concentraciones
de los enzimas que por razones técnicas se emplean en los
ensayos in vitro y las que existen in vivo, de forma que en
7 a 10-10 M, mientras que
>4 1970

cientos a miles de veces mayor (130)(127). E1 interés do

¢l primer caso suelen ser de 10

en la célula los enzimas estdn en el orden de 10 M,



las elevadas concentraciones proteicas intracelulares hu s:-
do puesto de manifiesto en diferentes ocasiones; pur una
parte afectan de forma decisiva a las interacciones homé-
logas y heterblogas de los enzimas, siendo de particular
importancia cuando se trata de enzimas reguladores, en
los cuales pueden influir imprimiendo cambios en sus ca-
racteristicas alostéricas (57)(56). Por otra parte, e€stos
niveles elevados de concentracién son responsables de es-
tados de agregacidon diferentes que originan modificacio-
nes marcadas en su comportamiento, como ha sido senalado
en distintas ocasiones respecto de la fosfofructokinasa,
cuya conducta in vivo parece ser en gran parte dependien-
te de la concentracidn que alcanza en estas condiciones
(78) (158)(149)(96) (101},

Los substratos y efectores, ¢n cambio, suelen
emplearse en los ensayos in vitro a concentraciones muy
superiores a las gque presentan in vivo.

La conjuncidn de estos dos contrastes ilustra
claramente el salto que supone el paso de la cubeta de
ensayo a la célula, si en el primer caso la concentra-
cidn de substratos y efectores es muy superior a la del
enzima, en el segundo la concentracidon de enzima se en-
cuentra en amplio exceso sobre la del substrato; lo que
también da lugar a modificaciones relevantes en los con-
dicionamientos cinéticos, como Sols y Marco describieron
en 1970 (127).

Por tanto la modificacidén que suponen los estu-
dios in vitro, no solamente atafle al ambiente macromole-
cular de los enzimas sino también al micromolecular. Ln
la cubeta de ensayo se incluyen los diversos componentes
de la reaccidn en las condiciones dptimas para su estudio

¥

pero que no siempre coinciden con las de la célula, a ve-



ces ni siquiera sdén fisildgicas.

Haciendo ahora referencia al segundo Jde los as-
pectos enunciados, cabe sefialar que en los ensayos habitua-
les con extractos de drganos o preparaciones mas © nenos
purificadas, desaparece la localizacidn estructural de los
enzimas y metabolitos, que ha sido definida como su com-
partimentacidn intracelular, lo que pucde modificar con-
siderablemente su funcionalidad (127)(468). También huay que
tener en cuenta en este sentido los factores nocivos que
se introducen en los procesos de aislamiento y purifica-
cidn de los enzimas, como son por ejemplo las homogenciza-
ciones y cambios osmbticos que conducen a la ruptura de las
vesiculas lisosomales, dando suelta a proteasas que al
fraccionar las cadenas polipeptidicas son responsables en
ocasiones de artefactos y comportamientos enganosos {(139).

Ante esta serie de consideraciones, la afirmacidn
de Efrain Racker en un congreso internacinal de bioqui.ica
celebrado en Moscii en 1961: "First purify, then think. Do
not waste clean thinking on dirty things", no posee hoy la
validez que tenia por aquellas fechas.

Frente a la necesidad de acercarnos lo mas posi-
ble a las condiciones intracleulares, surgié el .bordaje
in situ introducido en el laboratorio del Prof. Sols, co-
me una aproximacidén a la situacidn in vivo, intermedia eun-
tre &sta y la in vitro, y que se asemeja a la fisioldgica
particularmente en lo que concierne al mantenimiento de la
concentracidn proteica, y las posibles interacciovnes entre
los componentes macromoleculares. En este sentido, Sols y
Reeves (108) desarrollaron en 1973 la técnica de estudio
in situ de enzimas en E. coli, basada en la permeabiliza-
cién selectiva por destruccidn de la membrana plasmitica,

manteniendo asi la integridad de la célula e impidiendou



la salida de macromoléculas (128)(124), abordaje ampliado
luego a las levaduras (121)(42). Ahora bien, estas técni-
cas solo sén validas para microorganismos; las células ani-
males al carecer de pared no pueden ser tratadas de esa
forma sin que se desintegren, con la consiguiente libera-
cidn de los enzimas al medio.

Diversos intentos han sido llevados a cabo con
objeto de permeabilizar células animales. Se han empleado
una serie de agentes y técnicas que de una forma u otra
tratan de modificar la estructura de la membrana celular.
Entre los mas relevantes cabe mencionar los siguientes:
pelienos, como 1la anfotericina B (63) o la nistatina (24);
sulfato de dextrano (119);tolueno (55); Tween-80 (15); so-
metimiento a choque osmético (120} y aplicacidn de un pul-
so eléctrico (64). Con ninguna de estas técnicas se ha
conseguido obtener preparaciones de cé&lulas permeabiliza-
das, en condiciones que permitan realizar estudios cinéti-
cos in situ con la generalidad de los enzimas del metabo-
lismo intermediario, para lo cual consideramos que se de-
ben reunir como minimo dos requisitos:

1) Estabilidad durante un tiempo no inferior al que
duran los ensayos cin€ticos normales, con reten-
cidn de las proteinas intracelulares; dicho in-
tervalo puede estimarse en no menos de 10 a 30
minutos; los tiempos muy cortos que no superan
los 5 minutos pueden impedir la visualizacidn de
aspectos importantes de la actividad enzimitica,
como s6n los fendmenos de histéresis (40)(6).

2) Permeabilidad suficiente para los metabolitos in-
termediarios.

Los procedimientos mencionados anteriormente ado-
lecen de alguna de las siguientes limitaciones:

- Estabilidad escasa, con salida de proteinuas intra-



celulares al medio en un porcentaje apreciable

(119) (55) (15)(120).

- Permeabilidad insuficiente {63)(24)(119)(64).

En este trabajo hemos emprendido el abordaje in
situ de enzimas en células animales, conseguido gracias a
un método de permeabilizacidn que hemos desarrollado en
nuestro laboratorio y que cumple con las condiciones seha-
ladas mas arriba; procedimiento que nos ha permitido el es-
tudio cinético in situ de enzimas intracelulares. kste
abordaje se ha llevado a cabo en eritrocitos de rata, cé-
lulas de facil obtencidn, manejo sencilio y metabolismo
poco complicado; ademds los enzimas se encuentran en estas
c¢élulas rodeados de un ambiente macromolecular extremo,dc-
bido a la elevada concentracidn de hemoglobina, por lo que
la importancia del mantenimiento de altos niveles de pro-
teinas estd especialmente resaltada en este caso.

El proceso de permeabilizacidn consistid en una
primera etapa de fijacidn de las proteinas de la mecabrana,
seguida de una posterior de permeabilizacién con digitoni-
na; la fijacidén se ha conseguido con el usc de diversos
reactivos bifuncionales.

Hemos estudiado comparativamente, in situ e in
vitro, todos los enzimas de la glicolisis juntamente con
el funcionamiento de la via completa, la cual ha sido exa-
minada in situ a partir de diferentes niveles,

La glicolisis, como fué indicado por Sols en 1968
(123), puede ser considerada como una secuencia de dos vias:
la fosforilacidén de la glucosa a glucosa-6-P y la via gli-
colitica comin desde glucosa-6-P hasta piruvato (o lactato)
con produccién de ATP; la glucosa-6-P puede también ser con-
vertida en glucOdgeneo (o almiddn) como forma de almacenamien-
to de carbohidratos, ademids, puede también penetrar en la
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via de las pentosas; el piruvato es principaimente usado
en el ciclo de Krebs. Pero el eritrocito carece de reserva
de carbohidratos y de mitocondrias, de forma que su meta-
bolismo estid reducido c¢asi unicamente a la glicolisis y la
via oxidativa para la regeneracién del NADPh, De esta ma-
nera la glicolisis posee en el eritrocito una importancia
fundamental, constituyendo la finica ruta de producciodn
energética; por lo que estas células ofrecen una oportuni-
dad Gnica para el estudio de dicha ruta: no existe inter-
ferencia por otras vias metabdlicas, no hay compartimenta-
cidn intracelular y por otro lado las concentraciones de
los enzimas son practicamente constantes (105).

A medida que el trabajo ha ido avanzando ha Jda-
do lugar a las siguientes comunicaciones, que he presenta-
do en el extranjero y en Espafa:

"Regulation of enzyme activity in animal cells

in situ'". J.J. Aragdn, M. Martinez-Pardo y
A. Sols (1976) Tenth International Congress
of siochemistry, Hamburgo, p. 389 (ver Ane-

jo 1); "Regulacitn de la actividad vnzimati-
ca en células animales in situ'. J.J. Aragdn,

R. Frenkel, M. Martinez-Pardo, A. Giner y A.
Sols (1976) Primer Congrescv de la Federacidn
Espanola de Sociedades de Biologia Experimen-
tal, p. 117.

"Behavior in situ of the allosteric enzymes of
glycolysis in erythrocytes'. J.. Aragdn y
A. Sols (1977) 11th FEBS Meeting, Copenhague,
A1-8 053 (ver Anejo 2); "Cowmportamiento in

situ de los enzimas alostéricos de la glico
lisis en eritrocitos". J.J. Aragdén (197 )

VII Congreso de 1a Sociedad Espafiola de¢ bBio-



quimica, Pamplona, 14.

Y participacidn en una publicacidn del labora-

torio:

"Study of enzyme activity in animal cells in
tu". A. Sols, J.E. Feliu y J.J. Aragon.
En Metabolic Interconversion of Enzymes
1975 (Shaltiel, S., ed.) Springer-Verlag,
Belin, 1976, pgs. 191-197.

Como ejemplo de las comunicaciones presentadas a
congresos en forma de paneles, se adjuntan, fotografias de
dos de los mismos, constituyendo esto los anejos de esta
Tesis.
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2.1, PRODUCTOS

Casas comerciales

Abbott (North Chicago, USA)

Boehringer Mannheim Gmbh (Mannheim, Alemania)
Calbiochem (Los Angeles, USA)

Carlo Erba (Mildn, Iltalia)

Doesder (Barcelona, Espana)

Ferosa (Barcelona, Espana)

Koch~Light (Colnbrook, Inglaterra)

Leo (Madrid, Espana)

May&Baker LTD (Dagenham, Inglaterra)

Merck (Darmstadt, Alemania)

Packard (Zurich, Suiza)

Pfanstiel (Bankegan, USA)

Pharmacia (Uppsala, Suecia)

Pierce (Rockford, USA)

Probus (Barcelona, Espata)

Radiochemical Centre {(Amersham, Inglaterra)
Riedel de Haen AG (Hannover, Alemania)

Sigma Chemical Company (St. Louis, USA)

Intermediarios glicoliticos

Glucosa May & Baker

(U-lAC) Glucosa Radicochemical Centre
Manosa Pfanstiel
Glucosa-6-fosfato Boehringer

Frustosa—6-fosfato "

Fructosa-1,6-difosfato n
Gliceraldehido-3-fosfato Sigma

3-Fosfoglicerato '



2,3-Difosfoglicerato
2-Fosfoglicerato
Fosfoenolpiruvato
Piruvato

Lactato

Nucledtidos

NADT

NADH
NADPT
ATP
ADP
AMP

L[TP

Enzimas auxiliares y proteinas

Adenilato kinasa

Aldolasa

Enoclasa

Fosfoglicerato kinasa
Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
Glicerol-3-fosfato deshidrogenasa
Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
Glucosafosfato isomerasa
Hexokinasa

Lactato deshidrogenasa

Piruvate kinasa

Triosafosfato isomerasa

demoglobina

Otros

Acetona

Boehringer

Sigma

"
"

Boehringer

Slgma

"
1t
"

Boehringer

Boehringer
Sigma
Boehringer
Sigma

Boehringer

"

13
Sigma
Boehringer

Sigma

Boehringer

Sigma

Merck

14



2.2,

ApsA

Arseniato
Cloruro amdnico
Cloruro magnésico
Cloruro potasico
Cloruro sodico
Digitonina
Ditioeritritol
Dowex-50

Etanol

EDTA

Ficoll

Fosfato dipotdsico
Fosfato monopot@sico
2-Fosfoglicolato
Glicerol
Glicil-glicina
Glicina

Heparina

HEPES

Hidracina

MES

Nembutal

Permablend

TES

Tolueno
Trietanolamina

TRIS

APARATOS

La agitacidn de los eritrocitos

Boehringer

I
Merck
(1}

1

Calbiochem
Sigma

Merck

1"
Pharmacia
Merck

"
Boehringer
Carlo Erba
Sigma
Merck
Leo
Calbicchem
Koch Light
Calbiochem
Abbott
Packard
Calbiochem
Doesder

Merck

t

en el proceso

de
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permeabilizacidn se 1llevd a cabo con un agitador magnéticu
Metrohm. En las centrifugaciones se utilizd una centrifuga
Wifug Doctor y para volimenes mayores una, modelo Sorvall
$§8-3, instalada en cimara fria.

Para las incubaciones a temperatura controlada
se empled un bafio termostatizado Grant con agitacidn de vai-
vén.

Las medidas de la actividad enzimdtica se realiza-
ron en un espectrofotémetro Gilford 2.400 con registrador
automitico y regulacién térmica, usando cubetas apropiadas
de 1 ml de volumen y de 1 cm de paso de luz. Cuando la ac-
tividad enzimidtica se midid a través de un método isotdpico,
la radiactividad se determind en un contador de centclleo
liquido Mark II de la casa Nuclear Chicago.

Las medidas colorimétricas correspondientes a la
valoracidn de hemoglobina y colesterol se hicicron en un
espectrofotdmetro Beckman DB, usando cubetas apropiadus de
3 ml1 de volumen y 1 cm dc¢ paso de luz.

Para los espectros de absorcitn se usd un espec-
trofotdometro Beckman 25.

Para las homogeneizaciones se utilizd un homogenei-
zador Kontes Dual-Grinder.

Las sonicaciones para obtener emulsiones y lisa-
dos celulares se efectuaron en un sonicador Branson Sonic
Power. El mismo aparato fué utilizado cn las pruebas de
rotura de c¢élulas permeabilizadas, junto con otro de ma-
yor potencia, un sonicador MSE modelo 11/75 MK2.

El ajuste de pl de las soluciones empleadas se
hizo con un potencidmetro Metrohm Herisau E 300 B.

Las observaciones microscodpicas y el contaje de
1os eritrocitos se llevaron a cabo en una camara de Neu
bauer, con un mic¢roscopio MeOpta normal.
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La obtencibn de fotografias de eritrocitos per-
meabilizados y normales se realizbd con un microscopio Nikon
de contraste de fase.

2.3. MATERIAL BIOLOGICO

Los eritrocitos eran obtenidos de ratas Swiss al-
bina sangradas por puncidn abrtica previa anestesia intra-
peritoneal con Nembutal a una <dosis de 5 mg por 100 g de
peso y heparinizacidn con 0,02 ml de heparina al 1% por ca-
da 100 g de peso a través de la vena femoral.

Una vez extraida la sangre se centrifugaba a
1000 xg, durante 5 minutos, tras 1o cual se eliminaba la
capa syperior de leucocitos por extraccidn con una pipeta
tasteur, a continuacién el precitado de eritrocitos se la-
vaba dos veces con SSP en exceso.

Al final los eritrocitos fueron suspendidos en
SSP hasta completar un volumen idéntico al que ocupaba la
muestra de sangre inicial.

Cuando en experimentos complemenhtarios se usarul
eritrocitos humanos frescos, fueron extraidos por puncidn
de 1a vena mediana del codo y lavados de idéntica manera
que los de rata.

2.4. METODOS DE PERMEABILIZACION DE ERITROCITOS

Los métodos de permeabilizacidn que hemos .m-
pleado comprenden dos etapas, en la primeras de las cuales
se obtiene la fijacidén de las proteinas deé la membrana
merced a la utilizacidn de reactives bifuncionales (153),
en uuo segunda etapa las células son permcabilizadus por
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un tratamiento con digitonina. Los métodos difierem entre
si segiin el tipo de reactivo usado.
Los reactivos bifuncionales que hemos utilizado
son los siguientes:
- Toluol-2,4-diisocianato (TDI)
- Dimetil-3,3'-ditiobispropionimidato {DTBP)
- Dimetil suberimidato (DMS)
La férmula quimica de c¢ada uno de ellos se en-
cuentra en la Figura 1.
Este tipo de reactivos posee dos grupos funcio-
nales capaces de reaccionar con determinados grupos reac-
tivos de las proteinas, por lo que pueden establecer puen-

tes entre moléculas contiguas. Con su utilizacidn se consi
gue la fijacitn de la membrana celular, manteniéndose de
esta forma iIntegro el armazén proteico de la misma, de ma-
nera que el reactiveo actuaria a modo de "grapas" que man-
tienen unidos componentes de la membrana; esa es la razdn
por la cual hemos adoptadado el término de "grapamiento"
para llamar al proceso de actuacidén de los diversos reac-
tivos bifuncionales, quedando por tanto "grapadas"™ las cé-
lulas una vez gque han sufrido su ataque.

En el caso del TDI los grupos reactivos son gru-
pos cianato, los cuales, en general, reaccionan con aminas
para formar ureas sustituidas y alcoholes formando ureta-
nos. En las reacciones con proteinas y especialmente a pH
neutro o alcalino la reaccidn fundamental es con grupos
amino {153), de forma que establecen enlaces covalentes
con los e-aminogrupos de lisina de las proteinas, dan-
do lugar a la formacidn de carbamatos (93)(7).

El DTBP y el DMS son imidoésteres bifuncionales
solubles en agua (153)(32)(59), que reaccionan con un alto
grado de especificidad con los grupos amino de las protei-
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N=C=0
TDI ©

DTBP o—c-g—g-s-s-
HH

DMS o-C-

Figura 1. Formulas quimicas de los reactivos bifuncionales
g qn

utilizados én los procedimientos de permeabiliza-

¢ion de eritrocitos,
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nas dando lugar a la formacidn de imidinas a ph alcalino
(7).

En la segunda etapa de permeabilizacidn con di-
gitonina, lo que se persigue es aumentar la permeabilidad
de los eritrocitos grapados, merced a 1a remocidn de 1i-
pidos de 1la membrana, principalmente el colesterol, que
constituye el 30% de los lipidos de 1a membrana del eri-
trocito (22). La digitonina actua formando con el coles-
terol un digiténido que es insoluble en soluciones acuo-~
sas.

En 1la Figura 2 exponemos un esquema ilustrati-
vo de-1lo que pensamos que puede constituir el grapamien-
to con un reactivo bifuncional y la posterior permeabi-
lizacidn con digitonina,

2.4.1. Fijacidn de las proteinas de la membrana

La sistemdtica varia segin el tipo de reactivo
bifuncional utilizado.

2.4.1.1. Grapamiento con DMS:

- Disolver 24 mg de DMS en 7 ml de una solucibn
de trietanolamina 100 mM, NaCl 75 mM, pH 8,7 ¥y
ajustar el pH a 8,5 con NaOH 0,1 N.

- Suspender en la solucidn anterior 1 g de eri-
trocitos lavados. E1 peso molecular del DMS es
de 200, por tanto la concentratidn a la que se
usa este reactivo es de 0,12 mmoles por gramo
de eritrocitos.

- Incubacidn durante 30 minutos a 37°C.

- Dilucibn con varios volGmenes de SSP y centri-
fugacidon a 1000 xg durante 5 minutos. El sedi-
mento se resuspende en SS8I al 50% (v/v).



Figura 2. Visidn esquemfitica del procedimiento de grapamiento vy

permeabilizacidn.

(::::::) : proteinas

({11 ——
l l : reactivo bifuncional (“'grapas')
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2.4,1.2, Grapamiento con DTBP:

- Disolver 10 mg de DIBP en 8 ml de Tris 50 mM,
NaCl 125 mM, pH 9.

~ Suspender en la dilucidn anterior 1g de eritro-
citos lavados. Puesto que el peso moleculay del
DTBP es de 236 la concentracidfn a la que se usa
este reactivo es de 0,04 mmoles por gramo de
eritrocitos.

- Incubacidn durante 30 minutos a 37°C.

- Dilucidn con varios volOmenes de SSP y centri-
fugacidfn a 1000 xg durante 5 minutos. El sedi-
mento es resuspendido en SSI al 50% (v/v).

2.4.1.53. Grapamiento con TDI:
El procedimiento ha sido adaptado de Kitajima
et al. (65).

- Preparar por sonicacifn unz emulsidn de TDI en
SSP al 0,5% (v/v).

- Adicionar 3 ml de la emulsidn anterior a una
suspensidn de 1 g de eritrocitos en 20 ml de
SSP. Dado que el pescu molecular del TDI es 174,
la concentracidn a la que se usa este reactivo
es de 0,11 mmoles por gramo de eritrocitoes.

- Incubacidén durante 3 minutos a 4°C con agita-
cidn.

- Dilucidn con agua destilada en exceso y centri-
fugacion a 1000 xg durante 5 minutos. El sedi-
mento es resuspendido en SSI al 50% (v/v).

2.4.2. Permeabilizacidn con digitonina

La sistemdtica es comlin a los distintos procedi-
mientos de grapamiento descritos en los apartados anteriores.
- Incubacibn durante 5 minutos a 25°C con agitacidn
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de una suspensidn formada por: 1 volumen de eri-
trocitos grapados suspendidos al 50% (v/v}, 9,5
vol(menes de agua destilada y 0,5 voliimenes de
digitonina al 1% en etanol. La proporcidn en
que se usa la digitonina es por tanto de 10 mg
por gramo de eritrocitos.

- Centrifugacidn a 1000 xg durante 5 minutos y la-
vado del precipitado dos veces con S8I, resus-
pendiéndolo finalmente en este medio hasta el
50% (v/v).

2.5, METODO DE LISIS DE ERITROCITOS PERMEABILIZADOS

Los eritrocitos permeabilizados por alguno de los
métodos descritos en el apartado anterior som dificiles de
romper por métodos fisicos, como luego se describird en RE-
SULTADOS. No obstante, uno de los reactivos bifuncionales
que hemos utilizado,el DTBP, dado que posee en su molécula
un puente S-S, presenta la posibilidad de ser escindido
por tratamiento con agentes reductores de este tipo de enla-
ces como puede ser el mercaptoetanol o el ditioeritritol
(DTE). De esta manera una vez grapados 1los eritrocitos con
DTBP, al tratarlos con DTE se verifica una rotura de las
moléculas del reactivo que mantienen unidos los componen-
tes de la membrana, lisdndose de esta manera las células.
El procedimiento es como sigue:

- Un gramo de eritrocitos permeabilizados (y gra-
pados don DTBP) son tratados con DTE 10 mM. Tras

10 minutos a 25°C puede observarse lisis total

al microscopio.
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2.6. OBTENCION DE LOS HEMOLIZADOS

La técnica clésica de hemolisis por hipotonia
presenta el inconveniente de la formacidn esponténea de
vesiculas discoidales ("ghosts"), constituidos por restos
de membranas invertidos que pueden secuestrar en su inte-
Tior proporciones apreciables de las proteinas del cito-
sol (18) y con ello dar lugar a diferencias en la deter-
minacidén de la cantidad total de los enzimas que se €S-
tudien, diferencias por otro lado frecuentes en la lite-
ratura.

Hemos elegido la rotura mecinica por somicaciédn,
con la que se obtiene un fraccionamiento mas completo de
1a membrana y unas actividades enzim@ticas miximas supe-
riores a las obtenidas por hemolisis hipotdnica o por con-
gelacidn-descongelacidn {98). La sonicacidn se ha llevado
a cabo en un espacio de tiempo lo suficientemente corto,
que evite la despaturalizacibn proteica por calentamiento
(0o, eventualmente, por vibracidn, como ha sido descrito
posteriormente por Asakura et al. (3) ). El procedimiento
ha consistido en sonicar a intensidad 6 en nuestro soni-
cador (vease APARATOS), una suspensidn de eritrocitos la-
vados en SSI al 20% (v/v) durante 10 segundos, mantenien-
do el recipiente en hielo, con objeto de evitar un calen-
tamiento excesivo.

Cuando en alghn experimento fu€ preciso utilizar
un hemolizado concentrado se sonicd de idéntica manera un
sedimento de eritrocitos que habian sido centrifugados
previamente a 1000 xg durante 5 minutos.

2.7. PREPARACION DE EXTRACTOS DE MUSCULO

Trozos de misculo esquelético, previamente tri-
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turados, fueroi homogeneizados empleando un homogeneizador
de vidrio con émbolo de tefldén acoplado a un dispositivo gi-
ratorio. El homogenado se prepard con 5 voliimenes de fosfato
5 mM, KC1 150 mM, KHCO; 5 mM, Cli Mg 1 mM, CaCl, 0,5 mM, DTE
1 mM, a pH 7,4.

El extracto se obtuvoe por centrifugacitn del ho-
mogenado a 30.000 xg durante una hora, tomando el sobrena-
dante y descartando el sedimento.

2.8. VALORACION DE ACTIVIDADES ENZIMATICAS

A excepcidn de la hexokinasa, para cuya valoracién
hemos empleado un método isotdpico, el resto de las activida-
des enzimdticas se valoraron por métodos espectrofotométri-
cos continuos en los cuales se acoplaba la reaccidn estudiada
con cambios red-ox en un piridinnucleftido, adicionando,
cuando fu€ necesario, un sistema de enzimas auxiliares. Se
utilizaron cubetas de vidrio 6ptico Corex, con paso de luz
de 1 cm. Las valoraciones se realizaron a 37°C, registréndo-
se graficamente la variacitn de la absorcidn a 340 nm. En
todos 1os casos se llevaron blancos adecuados. El1 coefi-
ciente de extincidn molar de NADH y NADPH se tomd iguszl a
6,22 por cm de paso de luz y 1 mM de concentracidn.

Para el estudio de actividades enzimiticas se
adoptd uns mezcla base que representa simplificadamente lo
mas comin del medio ambiente micromolecular intracelular:
un tampén & pH 7,4 (TES 50 mM), KC1 100 mM ¥ MgCl2 5 mM,
mas Ficoll al 7% con objeto de mejorar la estabilidad de
la suspensidén. En ensayos preliminares con algunos enzimas
se comprobd la no influencia dei Ficoll sobre l1a sctividad
de los mismos; tampoco provocd agregacidn de los eritroci-
tos permeabilizados, como se comprobd por examen al micrus-
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copio Gptico tras una incubacidn correspondiente al tiem-
po de los ensayos.

La cantidad de muestra ensayada en las valora-
ciones espectrofotom@tricas (eritrocitos permeabilizados
o hemolizados) fué de 2 mg. La absorcidn Optica debida a
la turbidez de esta suspensidn diluida no interfiere con
el método de valoracibmn.

Las reacciones se iniciaron afiadiendo el subs-
trato, o uno de los substratos, tras dejar equilibrar la
mezcla de reaccidn -salvo dicho substrato- durante unos
10 minutos a 37°C.

A continuacidn se indican los sistemas de en-
sayo utilizados para cada enzima. Los métodos de ensayo em-
pleados para la valoracibn de hexokinasa, fosfofructokina-
sa ¥y gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa se describen
en particular mas abajo {2.8.1.- 2.8.3.)

Glucosafosfato isomerasa: Mezcla base, fructosa-6-P 2 uM,
NADD" 0,5 mM, glucosa-6-fosfato desnidrogenasa 1 U.
En los estudios cinéticos se variaron las concen-

traciones de lps reactivos seglin se indica en cada caso.

Aldolasa: Mezcla base, fructosa 1,6~diP 1 mM, NADH (0,15 mM,
a«-glicerofosfato deshidragenasa 0,5 U, triosafosfato isome-
rasa 5 U,

Triosafosfato isomerasa: Mezcla base, gliceraldehido-3-P
3 mM, NADH 0,15 mM, a-glicerdfosfato deshidrogenasu 1 U.

Fosfoglicerato kinasa: Mezcla base, DTE 1 mM, ATP-Mg 1 mM,
3-fosfoglicerato 5 mM, NADH 0,15 mM, gliceraldehido-3-fos-~
fato deshidrogenasa 1 U.

Fosfoglicerato mutasa: Mezcla base, DTE 1 wmM, 2,3-difos-
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foglicerato 0,05 mM, 3-fosfoglicerato 1 mM, ADP-Mg 1 mM,
NADH 0,15 mM, enolasa 0,1 U, piruvato kinasa 2 U,lactato
deshidrogenasa 2 U.

Enclasa: Mezcla base, EDTA 1 mM, 2Z~fosfoglicerato 0,5 mM,
ADP-Mg 1 mM, NADH 0,15 mM, piruvato kinasa 0,5 U, lactato
deshidrogenasa 1 U.

Piruvato kinasa: Mezcla base, ADP-Mg 2 mM, fosfoenolpiru-
vato 5 mM, NADH 0,15 mM, lactato deshidrogenasa 1 U.

Lactato deshidrogenasa: Mezcla base, NADH 0,15 mM, piruva-
to 2 mM,

Adenilato kinasa: Mezcla base, ADP-Mg 2 mM, NADP® 0,5 mM,
glucosa 1 mM, hexokinasa 1 U, glucosa-b-fosfato deshidro-

genasa 1 U,

2.8.1., Valoracidn de la hexokinasa.

Por tratarse del enzima menos activo de la ruta
glicolitica hemos usado un método isotdpico adaptade del
usado para valorar galactokinasa por Sherman y Addler (122)
en E. coli y Blume y Beutler (37) eh erifrocitos, consis-
tente en la incubacidn de glucosa marcada con He junto con
ATP y el enzima {eritrocitos permeabilizados o hemolizado),
expresindose la actividad en funcidn de la radiactividad
incorporada en forma de glucosa-6-fosfato (o bien ligada a
cualquier otro metabolito formado a partir de éste) a un
filtro de papel Whatman DE 52 retenedor de aniones y sobre
el que se lava la mezcla reaccionante de forma que se eli-
mina la (14C) glucosa no fosforilada. La mezcla de yeaccidn
fué: mezcla base, ATP-Mg 5 mM, glucosa Z mM, (U~14CJ gluco-
sa 0,3 uCi/ml, en un volumen final de 0,4 ml. Se emplearcu
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20 mg de eritrocitos en cada ensayo.

Las valoraciones se llevaron a cazbo a 37°C, tras
15 minutos de incubacidn, durante los que se comprobd que
la reaccion era lineal. Se tomaron 50 pl de la mezcla de
reaccidn que se mezclaron con otros 50 de glucosa 1 M, con
objeto de diluir la glucosa marcada; de esta mezcla se pu-
sieron 50 pl sobre un circulo de papel Whatman DE 52 de
2,5 c¢m de didmetro que era lavado con 300 ml de agua des-
tilada. Finalmente se media ls radiactividad incorporuda
38 los filtros de papel secados a temperatura ambiente, uti-
lizando como liquido de centelleo una solucidn de tolueno
conteniendo 0,03% dimetil-p-bis-2-(5-feniloxiazolil) ben-
ceno {dimetil-POPOP) y 5% 2,5-difeniloxazol (PPQ). Siste-
miticamente se tomaron alicuotas de la reaccidn a ticmpo
cero.

La formacidn de glucosa-6-fosfato se determind a
través de la diferencia existente entre la radiactividad
total incorporada a un filtro sin lavar que contenia una
alicuota de la reaccidn a tiempo cerc y la incorporada a
un  filtro lavado tras adicionarle la mezcla una vez com-
pletado el tiempo de reaccidn.

La extincidn inespecifica (quenching) fué funda-
mentalmente de orden quimico, relacionada con el papel de
intercambio i6énico utilizado en el ensayo y no superd el
15%.

2.8.2. Valoracidn de la fosfofructokinasa.

La valoracidn de su actividad se 1levd a cabo a
través del sistema de enzimas auxiliares, aldolasa, triosa-
fosfato isomerasa y a-glicerofosfato deshidrogenasa, aco-
plado a la produccidn de fructosa-6-fosfato (100). Salvo
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indicacidn, la mexcla de ensayo fué: Mezcla base, DTE 1 mM,
NADH 0,15 mM, ITP~-Mg 1 mM, glucosafosfato isomerasa 0,5 U,
aldolasa 1 U, a-glicercofosfato deshidrogenusa 1 U, triosa-
fosfato isomerasa 10 U. El substrato, fructosa-6-fosfato,
se adiciond mezclado con glucosa-6-fosfato en la proporcién
correspondiente a la Keq de la reaccidn catalizada por la
glucosafosfato isomerasa que es de 0,3 (60), manteniéndose
as1 la concentracidn de fructosa-6-fosfato independiente-
mente de la presencia de este enzima en los eritrocitos
permeabilizados o hemolizados.

Con objeto de eliminar el amonio, potente activa-
dor de la PFK, presente a concentraciones elevadas en las
preparaciones comerciales de enzimas, el sistema de enzimas
auxiliares empleado para el ensayo fu previamente diali-
zado durante 4 horas con cuatro cambios, contra TRIS 50 mM,
EDTA 1 mM, pH 7,5.

En los estudios realizados, el enzima se valord
en dos tipos de condiciones: las indicadas arriba o en pre-
sencia de efectores positivoes (AMP 0,1 mM, fosfato 5 mM y
Nﬂz 1 mM) cuando se querla obtener la actividad especifica,
0 en otros casos que se especifican en RESULTADOS.

2.8.3, Valoracitn de la gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa: ensayo “"lianeal".

El ensayo espectrofotométrico de este enzima vu-
lorando la aparicidn de NADH, uno de sus productos, presen-
ta inconvenientes importantes. Por un ludo, el desarrollo
de la reaccidn en el sentido de la produccidn de NADH se ha-
ce practicamente imposible a pH fisioldgico, puesto que
mientras que no sea a pH fuertemente alcalino, el potencial
red-ox del par NAD" /NADH es muy elevado. Por esta razdn
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uiao de los procedimientos clfisicos de valoracidm consiste
en la utilizacifn de arseniato en lugar de fosfato como
aceptor del grupo acilo y en presencila de NAD en exceso
(143) , dando lugar asi a la formacidn virtualmente irre-
versible de 3-fosfoglicerato. Otro de los sistemas que se
han propuesto con objeto de estudiar la reaccidn a ph fi-
sioldgico es la sustitucidn del NAD" por un andlogo qui-
mico, el 3-acetil-piridin adenin nucledtido, (61}, con-
juntamente con el uso de un enzima auxiliar después de la
deshidrogenasa, {(79), de forma que la concentracidn del
producto no coenzimitico se mantenga lo mas baja posible,
pudiéndose asi seguir la reaccidn en el sentido gliceliti-
co en esas condiciones de pH.

Ademis este enzima presenta una fuerte inhibicidn
por los productos, tanto por el NADH como por el 1,3-difos-
foglicerato. Estas.inhibiciones son competitivas no sola-
mente con el substrato precursor hombélogo sino también con
el cosubstrato opuesto, y con constantes de inhibicidn
muy bajas, del orden de 10°% M (41)(92). Esto da lugar a
que 1z velocidad inicial de la reaccidn sea dificil de apre-
ciar, pues el aclimulo inmediato de los productos comienza
a inhibir el enzima, perdiéndose por tanto la linearidad
ya casi desde el principio.

Ante estas dificultades, que rodean de un margen
de incertidumbre, a los datos cingticos obtenidos sobre es-
te enzima, hemos utilizado un método espectrofotométirico
de valoracibn, original de esta tesis y que estid pendients
de publicacifn independiente, al que hemos llamado ensayo
"lineal', Con este método se ha conseguido evitar la doble
inhibicidn referida: el 1,3-difosfoglicerato se retira
adicionando fosfoglicerato kinasa y ADP, valorandose el ATP
formado a través de un 5istema auxiliar conm glucosa, glu-



cosa-~6-fosfato deshidrogenasa vy NADP® que da lugar a la
aparicidn del NADPH observable a 340 nm; y ¢l NADH se eli-
mina por medio de LDH y piruvato. La interferencia de la
adenilate kinasa, capaz de formar directamente ATP a par-
tir de ADP, ¥y que es un enzima ampliamente distribuido

en los tejidos, se evita adicionando Ap-A, potente inhibi-
dor especifico de este enzima (73). La secuencia de las
reacciones auxiliares que intervienen en el ensayo lineal
aparecen esquematizadas en la Figura 3.

La mezcla de reaccidn fué: Mezcla base, DTE 1 aM,

EDTA 1 mM, NAD® 0,3 mM, fosfato 50 mM a pH 7,4, gliceral-
dehido-3-P 3 mM, triosafosfate isomerasa 0,5 U, piruvato
20 mM, lactato deshidrogenasa 1 U, ADP-Mg 1 mM, ApSA 0,1
mM, fosfoplicerato kinasa 2 U, glucosa 1 mM, hexokinasa

8 U, NADP" 0,5 mM v glucosa-6-fosfato deshidrogenasa 4 UG.
1l célculo de la concentracidn efectiva de gliceraldehi-
do-3-P se hizo teniendo en cuenta que la Keq de la reac-
cidn catalizada por la triosafosfato isomerasa es de 0,045
{(81).

La preparacidn comercial de gliceraldehido-3-P
utilizada se encuentra en forma de sal de bario. Para ob-
tener el aldehido libre se siguid el siguiente procedi-
miento: calentamiento de 100 mg de la sal durante 3 minu-
tos a 100°C en 5,5 ml de una suspensidn de Dowex-50 al
28% (p/v) seguido de enfriamiento rdpido sobre hielo, cen-
trifugacibn a 1000 xg durante 10 minutos y lavado con 0,5
m! de agua destilada. La concentracidn total de aldehido
presente en el filtimo filtrado se determind enzimdticamen-
te con NADH y la mezcla de enzimas triosafosfato isomera-
sa/a-glicerofosfato deshidrogenasa,
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2.9. GLICOLISIS IN SITU E IN VIVO

En los estudios in situ la glicolisis se midid
incubando eritrocitos permeabilizados en una concentra-
cidén final de 0,25 g por ml a 37°C. Las células se sus-
pendieron en TES 50 wM pH 7,4, XC1 0,1 M, Cl,Mg 5 mM.

La composicidn de las mezclas de ensayo se refiere en Ri-
SULTADOS. La glicelisis se inicid con glucosa 5 mM, glu-
cosa-6-P 1 mM o gliceraldehido-3-P 5 mM; a tiempos deter-
minados {vease RESULTADOS) se tomaron alicuotas que fue-
ron centrifugadas a 2000 xg durante 5 minutos, valordndo-
se lactato en los sobrenadantes una vez decantados {ver
2.10).

En los estudios in vivo se incubaron eritrocitos

normales a 37°C, suspendidos en SSP a una concentracidn
final de 50 mg por ml. La reaccidn se inicid con glucosa
10 mM o bien con dihidroxiacetona 10 mM. Se midid la gli-
colisis andlogamente a lo descrito para los estudios in
situ a traveés de la valoracidn de lactato.

2.10. VALORACION DE METABOLITOS

La determinacidon de la concentracidn de metabo-
litos se realizd en dos sistemas diferentes, por un lado
en las alicuotas tomadas de las mezclas de reaccidén en
gue se estudid glicolisis y por otro en preparaciones de
eritrocitos permeabilizados.

2.10.1 Obtencidn de las muestras.

Las valoraciones de intermediarios glicoliti-
cos se llevaron a cabo en las muestras obtenidas para va-



lorar lactato en un sistema gque glicolizaba, de forma ani-
loga a como se ha descrito en el apartado anterior.

La obtencifn de muestras para valorar la posible
existencia de determinados metabolitos en eritrocitos per-
meabilizados fué€ como sigue: se utilizaron preparaciones
de eritrocitos que habian sido grapados con DTBP y lisados
con DTE (vease METODO DE LISIS DE ERITROCITOS PERMEABILI-
ZADOS). De la muestra a estudiar se tomaron 4 ml (2 g de
eritrocitos, pesc hiimedo) gue fueron congelados en nitrd-
geno liquido, a continuacidn se mezclaron con 2 ml de
HC10, 3 My 0,5 ml de TRIS 0,4 M, manteniéndolos 10 minu-
tos a -10°C y descongeléndolos lusgo a temperatura ambien-
te con agitaci®n frecuente. Una vez descongelados se cen-
trifugaron a 10.000 xg durante 10 minutos. Los sobrenadan-
tes se ajustaron a pH 6,5 con KOH 10 N. Despu&s de 10 mi-
nutos a 0°C se centrifugaron los extractos a 2000 xg du-
rante 10 minutos y los sobrenadantes de esta Gltima ope-
racidn constituyeron las muéstras para la valoracidn de
los metabolitos (115).

2.10.2 Valoracitn de los metabolitos.

La determinacidén de la concentracifn de metabo-
1itos en las muestras obtenidas, se realizd por métodos
enzimdticos espectrofotom@tricos en los cuales se acopld
la reaccidn principal con cambios red-ox en los piridin
nuclebtidos, siguiéndose la variacidn en la absorcién a
340 nm hasta gue la reaccidn termind por consumo del me-
tabolito a valorar.

El volumen final de 1la mezcla de reaccidn fuéd
de 1 ml. En las valoraciones se utilizaron hubitualmen-

te 50 pl de cada nmuestra.



A continuacifbn se indican los sistemas de ensayo
empleados para la valoracidn de cada metabolito.

Lactato. Su Heterminacién se realizé con LDE ¥y NADY. La
mezcla de ensayo fud: glicina 0,43 M pH 9, hidracina 0,34
M, NAD® 1,5 mM, LDH 35 U. (49).

Glucosa y mezcla de G6P + F6P. Fueron determinados sucesi-
vamente. La mezcla de ensayo fué:TES 50 mM pi 7,4, RC1 0,1
M, MgCl, 5 mM, NADP® 0,5 mM, ATP-Mg 2 mM, glucosafosfato
isomerasa 1 U, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa Z U. La

variacién en la absorbancia hasta completarse la reaccifdn
indicd la concentracidn de G6P + F6P presente, la adicidn
de 1 U de hexokinasa determind el consumo de glucosa exis-
tente en la muestra. (12).

Fructosa-1-6-diP y mezcla de GA3P + DHAP. Tueron determina-
dos sucesivamente. La mezcla de ensayo fué: TES 50 mM

vh 7,4, KC1 0,1 M, MgClz 5 mM, NADH 0,3 mM, o-glicerofos-
fato desnidrogenasa 0,5 U, triosafosfato isomerasa 5 li.

L.a variacién en la absorbancia hasta completarse la reac-

cidén indicé 1la concentracidn de GA3P + DHAP presente, la
adicidén de aldolasa 0,5 U determind el consumo de FDP

existente en la muestra. (86).

2,3-Difosfoglicerato. TRIS 46 uM pH 7,6, MgCl, 5 mM, EDTA
1 mM, mercaptoetanol 1 mM, ATP 6 mM, NADH 0,3 mM, fosfo-
glicerato kinasa 22 U, fosfoglicerato mutasa 12 U, glice-
raldehido-3-fosfato deshidrogenasa 4 U, 2-fosfogiicolato

2 mM. {85).

ATP. TES 50 mM pH 7,4, KC1 0,1 M, MgCL, 5 mM, TPN® 0,5 mM,
giucosa 2 mM, glucosa-6-P deshidrogenasa 2 U, hexokinasu
1 U (69),
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2.11., DETERMINACION DE HEMOGLOBINA

Las muestras de eritrocitos permeabilizados y
de hemolizado fueron suspendidas en NaOH 0,1 N al 103
(v/v) y mantenidos en un bafio a ebullicidn durante 15
minutos, juntamente con una solucidn patrdén de hemoglo-
bina al 10% (v/v) también en NaOH 0,1 N. Se tomd una ali-
cuota de eéstas soluciones y se afladieron 4 ml del reac-
tivo de Drabkin (50 mg de XCN ¥ 200 mg de KSFe(CN)6 en
1000 ml de agua destilada) (152)., Midiéndose luego la
densidad Optica a 540 nm. La cantidad de hemogiubina de
ias muestras se determind comparando con una curva patrdn
de hemoglobina preparada de igual forma.

2.1Z. DETERMINACION DE COLESTEROL

Se llevo a cabo paralelamente en eritrocitos nor-
males sin sufrir ninglin tratamiento, eritrocitos grapados
y eritrocitos permeabilizados.

Primeramente se realizd la extraccidn del coles-
terol de los distintos tipos de eritrocitos (37). El pro-
cedimiento fué como sigue: centrifugacidn a 1000 xg duran-
te 5 minutos de 2 ml de cada muestra, el sobrenadante se
desechd y se afiadieron 2 ml de KOH al 30% al precipitade
que luego se calentd a 80°C durante 1 hora, se enfrid en
hielo y a continuacién se mantuve 2 minutos en agitacidn
tras adicionar 6 ml de cloroformo, luego se centrifugaron
las soluciones a 2000 xg durante 15 minutos y con una je-
ringa y un cateter de polietileno se extrajo la fase in-
ferior de las tres formadas, gue es la que contiene el

colesterol.
Se pas6 entonces a valorar el colesterol extrai-



do de acuerdo con el mBtodo de LIbermann-Burchard (133).
Para ello se prepard una solucidn patrdn de colesterol de

1 mg/ml, se anadieron a €sta y al resto de las soluciones
problema 2 ml de reactivo acético-sulfirico (preparado
mezclando 4 partes de anhidride acgtico y 1 parte de &ci-
do sulflrico concentrado, lentamente, con agitacifin y en
matraz contenido en hielo) y se mantuvo en agitacidn duran-
te 15 minutos. Finalmente se midid la densidad dptica a
625 nm. La cantidad de colesterol extraido de cada muestra
se determind comparando con la curva patrdn de colesterol.

2.13. PURIFICACION PARCIAL DE LDH DE ERITROCITOS

Eritrocitos lavados vy suspendidos al 50% en
SS8I (v/v) fueron hemolizados por congelacidn y descongela-
cibén en bafio de acetona c¢on nieve carbdnica, resuspen-
diéndose luego en 5 vollimenes de TRIS 50 mM, C1K 100 nai,
MgCl, 5 mM, a pH 7,4. Tras centrifugacidn a 30.000 xg du-
rnate 1 hora y descartando el sedimento se¢ obtuve un ex-
tracto que fué sometido a fraccionamiento entre el 47 y
el 65% de sulfato aménico, empleado en forma de solucidn
saturada a pH 7, adicionandolo gota a gota y con agita-
cidn continua. Las proteinas precipitadas se recogieron
por centrifugacién a 30.000 xg durante 30 minutos y se
suspendieron en medio de homogeneizacién. La eliminacién
del sulfato dmbnico de la fraccidén obtenida se realizd por
diflisis de 5 ml de la misma frente a 1 litro de sclucidn
de homogeneizacitn durante 12 horas, con renovacibn del
medio de diflisis a las 6 horas.

Todas las operaciones fueron llevadas a tabo en

una camara fria (4°C}.
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3.1, DESARROLLO Y ESTUDIO CRITICO DEL ARORDAJE IN
SITU EN ERITROCITOS

El primero de los reactivos bifuncionales que
se utilizbé fué el TDI, cuya puesta a punto y ensayos pre-
liminares fueron llevados a cabo por el Dr. J.E. Feliu;
con este reactive iniciamos el método del abordaje in si-
tu de enzimas intracelulares en eritrocitos y se lleva-
ron a cabo los primeros estudios sobre actividad y con-
portamiento de enzimas en estas condiciones. Posterormen-
te se introdujo el usp de los otros reactivos, DMS y DTRBRP,
adaptados con &xito en nuestro laboratorio por el Dr. R,
Frenkel para permeabilizar leucocitos. Las pruebas refe-
rentes a la sistematizacidn del abordaje fueron realiza-
das con los tres tipos de reactivos.

3.1.1, DETECCION EN ERITROCITOS GRAPADDS DE ACTI-
VIDAD ENZIMATICA IN SITU

Una vez obtenidad la fijacidon de 1z membrana de
los eritrocitos, utilizando para ello TDI y de acuerdo con
el procedimiento explicado en MATERIAL Y METODOS (2.4.1.3.},
procedimos a valorar actividad enzimftica en la células
(atin no habiamos tratado de aumentar la permeabilidad de
1a membrana usando digitonina).

El enzima que elegimos para este fin fué la LDH,
dado que reune una serie de caracteristicas muy favora-
bles: '

- Posee mucha actividad en eritrocitos.

- Tiene un substrato grande, que ademis estd car-
gado, el NADH, y con Xm baja; lo que le convier-
te en un buen candidato para los estudios Je per-
meabilidad que mas adelante realizamos (3.1.2.).
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- Facilidad de ensayo.
~ No presenta alosterismos, ni labilidades, ni re-
querimientos especiales.

Al valorar entonces LDH en los eritrocitos gra-
pados en condiciones de Vmax (MATERIAL Y METODOS, 2.8.),
en caso de que no estuviesen permeabilizados no encontra-
riamos actividad enzimftica, ya que estaria impedido el pa-
50 & substrates y cofactores, como sucede en una célula in-
tacta. Realizado el ensayo se detectd una actividad LDH,
que referida a niimero de eritrocitos y peso seco correspon-
did a:

- 1,8 U/10° eritrocitos grapados.
- 6,8 U/100 mg de peso seco de eritrocitos grapados,

A continuacidn, centrifugamos a 1000 xg durante
5 minutos 1a suspensifn de eritrocitos ensayada y procedi-
mos g valorar actividad enzimdtica en el sobrenadante; 1la
actividad encontrada fué de:

- 0,08 U/109 eritrocitos grapados.
- 0,3 U/100 mg de peso seco de eritrocitos grapados.

Esta actividad es del 4% respecto a la encontrada
en la suspensidn total. Esto nos demostrd que la actividad
LDH que valoramos se encontraba fundamentalmente ligada a
las células grapadas.

De aniloga manera, en eritrocitos grapados con DMS
o DTBP, la actividad encontrada en el sobrenadante no superd
el 5%.

Estos resultados nos indicaron que el tratamiento
con los reactivos bifuncionales empleados no sole fija las
células sino gue ya produce una cierta permeabilizacidn. No
obstante, pensamos que pudiera darse el caso de que durante
1a valoracién de 1la actividad, los eritrocitos grapados su-
frieran alguna alteracién en la cubeta de ensayo que libera-
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se al exterior los enzimas supuestamente intracelulares.
Para comprobar esto se 1llevd a cabo 1la siguiente prueba:
una cubeta funcionante con eritrocitos grapades se centri-
fugd a 1000 xg durante 5 minutoés, recogiéndose el sobrena-
dante y resuspendiendo el sedimento en 1 ml de mezcla de
ensayo, en estas condiciones la actividad LDH valorada en
el sobrenadante fu& menor del 5% de la valorada en la mez-
¢la de ensayo inicial; por el contrario, el sedimento re-
suspendido manifestd del 80 .al 80% de la actividad. Un
examen microscbpico despues de esta valoracifén nos reveld
que las c@lulas se encontraban intactas.

De esta forma demostrasmos que durante la valora-
cidn de la actividad enzimidtica los enzimas siguen estando
ligados a los eritrocitos grapados y probablemente situa-
dos en su interior, ya que como veremos mas adelante exis-
ten barreras de permeabilidad, salvadas por el tratamiento
con digitonina.

Experiencias posteriores nos demostraron que pre-
paraciones bien lavadas de eritrocitos permeabilizados no
tiene nada de enzima soluble y son estables {(ver 3.71.5.).

3.1.2. PERMEABILIZACION DE LOS ERITROCOTOS GRAPADOS

Primeramente valoramos actividad LDH en eritroci-
tos grapados con TDI, realizandoe un estudioc cinético fren-
te a piruvato y NADH,

Cuando se usd el piruvato como substrato varia-
bie obtuvimos una curva de saturacidn tipicamente Michae-
liana, como puede verse en la Figura 4, La Km calculada fué
de 0,1 mM, semejante a la obtenida en hemolizado.

En cambio al realizar el estudio cinético de la
LDH frente a NADH como substrato variable, a concentracio-
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nes entre 0,01 y 0,3 mM obtuvimos una curva de saturacion
en 1la que al aumentar el NADH no se llegaba a alcanzar una
meseta dentro de este rango de concentraciones, como s¢ ve
en la Figura 5 (triangulos oscuros). Como puede apreciarse
en la representacidn de Lineweaver-Burk, incluida en la
misma Figura (triangulos oscuros), la Km encontrada fud

de 0,4 mM, valor anormalmente elevado de acuerdo com lo
descrito (151) y diferente ademas a 1o que encontramos in
vitro, en hemolizado, en que un estudio cinético similar
indicé una Km de 0,03 mM (Figura 41). Estos datos nos hi-
cieron pensar que o bien la LDH presenta una Xm in situ
anormalmente elevada o bien existia una barrera de permea-
bilidad en los eritrocitos grapados, barrera manifiesta
para el NADH y no para el piruvato debido al mayor tamafio
de la molécula de NADH.

Empleamos entonces una serie de técnicas con el
objeto de mejorar la permeabilidad de 14 membrana de los
eritrocitos grapados, cuales fueron:

- Congelacibn y descongelacidn
- Remocitn de lipidos con tolueno
- Remocidn de lipidos con digitonina

Valorando LDH tras cada prueba, empleando el pi-
ruvato a 1 mM y a una concentracidn baja de NADH, 30 M,
puesto que al ser la difusidn directamente proporcional
a la concentracién de substrato, en el caso de conseguir
salvar la bairera de permeabilizacidn y usando concentra-
ciones de NADH por debajo de saturacidn observariamos 16-
gicamente un aumento en la actividad enzimdtica registra-

da.

3.1.2.1. Congelacidn y descongelacidn.

Valoramos LDH en eritrocitos gfapaﬂos en las
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Las demfis condiciones segin MATERIAL Y METODOS
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condiciones descritas mas arriba y a continunacidn reali-
zamos una congelacidn y descongelacidn brusca de este lo-
te de células empleando para ello un bafio de acetona v
nieve carbdnica a ~30°C, volviendo entonces a wvalorar LDH,
la actividad registrada coincidid con la que se deternind
antes de congelar,

No conseguimos pues con este intento aumentar
la permeabilidad de la membrana al NADH/NAD',

3.1.2.2. Remocifn de 1ipidos con_toluenoc.

El procedimiento seguido fué afiadir 50 pi de to-
lueno en etanol a1 20% a 1 ml de eritrocitos grapados sus-
pendidos en 851 al 10% (v/v), mantemerlos 5 minutos en agi-
tacibn y lavar, resuspendiendo hasta 1 ml en este mismo
medio,

La actividad LDH registrada despues de este pro-
ceso superd en un 25% a la que mostrd el lote inicial de
eritrocitos grapados sin tratarles con tolueno.

3.1.2.3. Remocidn de lipidos con digitonina.

1 procedimiento que seguimos fué expuesto en MA-
TERIAL Y METODOS (2.4.2.), pero usandp en este caso la digi-
tonina a tres concentraciones, 0,001%, 0,01% v 0,05%.

Las actividades enzimdticas encontradas fueron las

siguientes: Uflﬂg U/mg de %z de
eritrocitos PESO Seco actividad

- Britrocitos grapados 0,7 0,02 100

-Eritrocitos grapados + 0,8 0,02 114 v 109

digitonina al 0,001%

~Eritrocitos grapados + 1,3 0,03 185 y 173
digitonina a1 0,012

~Eritrocitos grapados + 1,4 0,04 200
digitonina al 0,05%
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Realizando pues un tratamiento posterior a la fi-
jacidn de las proteinas de la membrana con TDI utilizando
digitonina disuelta en etanol, a una concentracidn final
en el tratamiento del 0,05%, conseguimos aumentar 1la per-
meabilidad de los eritrocitos grapados al NADH, puesto que
aumentd considerablemente la actividad LDH a una concen-
tracitn de NADH muy por debajo de saturacidn.

Verificamos entonces un estudio cinético en estos
eritrocitos permeabilizados y encontramos una curva de sa-
turacién para el NADH ya tipicamente Michaeliana, con uns
Km para este substrato de 0,03 mM (Figura 5, circulos os-
curocs), de acuerdo ahora con los datos obtenidos en hemo-
lizado. ‘

En eritrocitos grapados con DMS y DTBP realiza-
mos un estudio similar., Conociendo ya la posible existen-
cia en estas células de una permeabilidad insuficiente, a
la vista de los resultados obtenidos con el TDI, procedi-
mos a valorar LDH a dos concentraciones de NADH, una en el
rango de 1a Km, 30 uM, y a otra a saturacidn, y de forma
simultinea en dos lotes de células: uno de eritrocitos gra-
pados con DMS o DTBP y otro en que despuds de graparios
fueron tratados con digitonina al 0,05%. De esta manera
la relacién entre la actividad LDH con NADH a concentracién
alta y baja nos indicaria el nivel de permeabilidad de las
células grapadas y el efecto posterior de la digitonina,
puesto que una vez permeabilizadas las c&lulas y de acuerdo
con la definicitn de Km la relacidn referida deberi ser de
2. La actividad fué referida a Ufg de células, pardmetro
que finalmente adoptamos para referir la actividad especi-
fica,

Los resultados aparecen en la Tabla 1. Puede apre-
ciarse que cuando se usa como reactivo grapador el DMS, exis-
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TABLA 1., Actividad LUH en eritrocitos grapades con DMS o DT8P vy

luego trratados con digitonina, a las concentraciones de

NADH que se indican.

La actividad enzimitica estd expresada en U/g de células

A) Reactivo grapador: DMS

0‘3‘2”;& G,gf:}; NADH 0,3 mM/NADH 0,03 mi
Eritrocitos grapados 11 4 2,8
Eritrocitos permeabilizados 20 9,3 2,1
8) Reactivo grapador: DIBP )

G‘E‘I’i{ Ofg‘;nﬁn NADH 0,3 mM/NADH 0,03 m
Exritrocitos grapados 12,46 6 2,1
Eritrocitos permeabilizades 14,8 7.5 2
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te una barrera de permeabilidad andloga a en el caso del
TDI, puesto que la relacifn de la actividad LDH a NADH al-
to y bajo es de 2,8, barrera que se elimina con el uso de
la digitonina, Cuando el reactivo grapador es el DTBP, pue-
de verse que las células grapadas estin ya suficientemente
permeabjilizadas. No obstante, dada la aparente inocuidad pa-
ra los enzimas intracelulares de la digitomina y el etanol
a las concentraciones empleadas y en beneficio de una mayor
uniformidad para el procedimiento, adoptamos a partir de
aqui la adicitn de una segunda etapa de permsabilizacidm
con digitonina sistemfticamente tras el proceso de grapa-
miento con cualquiera de los tres reactivos bifuncionales
que hemos utilizado, siguiendo la pauta detallada en MATE-
RIAL Y METODOS.

El aumento de permeabilidad encontrado con el uso
de la digitonina pensamos que deberia estar relacionado en
parte con la liberacifn del colesterol de la membrana por
parte de la digitonina, una vez gue forma con é1 un com-
puesto insoluble. Hicimos entonces una valoracién de es-
te lipido (MATERIAL Y METODOS, 2.12.) en cada uno de los
tipos de eritrocitos, intactos, grapades y permeabilizados.
En ls Tabla 2 exponemos el resultado de esta valoracidn
incluyendo los tres tipos de reactivos grapadores. Como
era de esperar la cantidad de colesterol disminuyd nota-
blemente tras 1a utilizacidn de la digitonina, de forma
que el porcentaje del colesterol extraido en eritrocitos
permeabilizados oscilS entre un 50 y un 70% del total exis-
tente en ertrocitos normales.

Puesto que el tratamiento con digitonina en las
condiciones en que se realiza (2.4.2.) supone un choque
hipoténico dréstico para las células grapadas se pensd que
¢l incremento de la permeabilidad conseguido podria estar



TABLA 2. Valoracion de colesterol en eritrocitos intactos, grapados

{con TDI, DMS v DTBP respectivamente) v posteriormente per—

meabilizados con digitonina.

El colesterol se expresa ep mg/g de eritrocitos

DL DMS __DLIBP
Eritrocitos intactos 1,1 i,1 1,1
Eritrocitos grapados 0,96 0,96 G,92
Eritrocitos permeabilizados 0,3 0,6 0,48

Z de colesterol extraido 73 45 58
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tambien relacionado con la desestructuracidn que la nmenm-
brana grapada puede sufrir en este chogue. Con objeto de
aclarar esta cuestidn, realizamos un estudio de parmeabi-
lidad en eritrocitos que ademfis de graparlos y tratarlos
luego con digitonina habian sufrido una etapa intermedia
entre los dos tratamiento en gque fueron lavados con agua
destilada, valorando LDH & concentracifn alta y baja de
NADH como hicimos anteriomenste.

En 1a Tabla 3 aparecen los resultados obtenidos
en eritrocitos que fueron grapados con DMS y DTBP, los
dos reactivos que mas hemos utilizado, A partir de estos
datos puede gpreciarse (y fundamentalmente en el caso del
DMS), que el chogque hipotdnico contribuye marcadamente a
un aumento en la permeabilidad. aunque la digitonina pue-
de contribuir a suprimir por completo 1a barrera para la
difusidén del NADH.

3.1.3. VISUALIZACION DE ENZIMAS INDEPENDIENTES DE
PIRIDINNUCLEQTIDOS.

En el casoc de enzimas no dependientes de piridin-
nucledtidos 1a sistemftica del ensayo espectrofotométrico
consistid en adicionar a la mezcla de reaccifn un sistema
auxiliar que comprendiese alguna deshidrogenasa piridinnu-
clebtido dependiente, conjuntamente con la suspensidn de
eritrocitos permeabilizados. De esta manera, los productos
(0-el producto) de la reaccidn principal, una vez fuera de
las c&lulas son transformados por el sistema del enzima o
enzimas auxiliares, condicionandose asi el cambio red-ox
en el piridinnucledtido y que es observable a 340 nm.

En la Figura © ilustramos este caso con el ejem-
plo del método de ensayo para la valoracidn in situ de 1a
glucosafosfato isomerasa de forma que nos permite seguir
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TABLA 3. Estudio de permeabilidad en eritrocitos grapados con DMS o

DIBP, que luego fuerom lavados con agua destilada y final-

nente tratados con digitonina.

Se expresa la actividad LDH en U/g valoradas a las concen~

traciones de NADH que se indican

A} Reactivo grapador: DMS

Etapas BI%DEH o,ggﬂfm NADH 0,3 mM/NADH 0,03 mM
12: Grapamiento 11 A 2,8
28: Lavado con agua ° 13,2 6 2,2
32: Tratamiento con 20 9,3 2,1
digitonina
B) Reactivo grapador: DTRP
Etapas 0.3 aM 0,05 my  MADE 0,3 mM/NADH 0,03 m
12, Grapamiento 12,6 6 2,1
22: Lavado con agua 13,3 6,7 2
3%: Tratamiento con 14,8 7,5 2

digitonina
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Figura 6. Suspensidn diluids de eritrocitos permesbilizados
en un medio conteniendo el substrato y el sistema
auxiliar que permite seguir la actividad espectro~
fotométricamente.



su actividad espectrofotométricamente.

3.1.4. RENDIMIENTG DEL METODO DE PERMEABILIZACION
DE ERITROCITOS

El rendimiento del m8todo de permeabilizacidn
de eritrocitos se valord de acuerdo con los siguientes
criterios:

- Contaje del nimero de cé€lulas por milimetro ci-
bico.

- Peso seco.

- Absorcifn a 650 nm.

Los tres criterios se ensayaron sucesivamente en
eritrocitos permeabilizados emgleando TDI, DMS y DTRP.

3.1.4.1. Contaje del nlimero de células por milimetro clibico

De una porcidn de eritrocitos intactos se tomd
una fraccidn de los mismos que fueron permeabilizados y lue-
go suspendidos en SSP a 1a misma concentracifn que la del
lote inicial de células intactas, al 50% {v/v). Se tomaron
alicuotas de ambos tipos y se contaron en una cémara de
Neubauer.

El niimero de c&lulas por milimetro ciibico en los
eritrocitos permeabilizados fué del 77% respecto a los sin
permeabilizar.

3.1.4.2. Peso seco

Se tomaron alicuotas de eritrocitos de los dos ti-
pos mencionados en el apartado anterior, se pusieron sobre
sendos filtros Whatman, previamente pesados y fueron seca-
dos durante 3 horas bajo una li3mpara de 220 W al cabo de
las cuales se calculd el peso neto de los dos lotes de eri-



trocitos desecados.
El peso seco de los eritrocitos permeabilizados
resultd ser el 77% respecto 2 los sin permeabilizar,

3.1.4.3. Absorcidn a 650 nm

Nos interesaba encontrar un procedimiento para
valorar el rendimiento de la permeabilizacitn de forma mas
rédpida que con los criterios anteriores de contaje y peso
seco. En este sentido pensamos en buscar un parametro que
nos permitiera valorar con facilidad la turbidez propia
de las c&lulas iIntegras.

Con ¢ste objeto realizamos los espectros de ab-
sorcidon de las siguientes suspensiones:

- Control de eritrocitos intactos en SSP
~ Eritrocitos intactos en agua destilada
- Eritrocitos permeabilizados en S5SP

Y las tres a 1a misma concentracidn de células,
el 0,2% (v/v}.

Como puede apreciarse en la Figura 7, en que
aparecen los espectros de absorcibn correspondientes, los
tres presentan un mdximo de absorcién entre 400 vy 450 nm,
tipico de la oxihemoglobina. En cambic a 650 nm la densi-
dad Optica del lisado (eritrocitos intactos en agua des-
tilada)es nula, mientras que los eritrocitos integros (in-
tactos en SS5P y permeabilizados) presentan a esa longitud
de onda densidades 6pticas que oscilan en los distintos
espectros entre 1,2 y 1,4 u.o0.; absorcidn que ldgicamen-
te corresponde a la turbidez propia de la presencia de
células integras. |

Aplicando este ¢riteric a la medida de la den-
sidad d6ptica a 650 nm a eritrocitos iatactos y a la frac-
cidn de eritrocitos permeabilizados suspendidas ambas cu
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0,2% {(viv)



56

SSP al 0,2% {v/v) resultd un porcentaje del 80% de célu-
las integras tras los procesos de permeabilizacidn.

De acuerdo con estos tres criterios, hemos en-
contrado que el rendimiento del método de permeabiliza-
cidn de eritrocitos estd alrededor del 80%, siendo esta
cifra similar con los tres tipos de reactivos bifuncio-
nales vtilizados.

3.1.5. ESTABILIDAD DE LOS ERITROCITOS PERMEABLI-
ZADOS

Con objeto de conocer la estabilidad de las cé-
lulas permeabilizadas se llevaron a cabo una serie de prue-
bas, emplefndose distintos tratamientos.

La estabilidad fué estudiada paralelsmente en
eritrocitos que habian sufrido los tres procedimientos de
permeabilizacidn descritos (2.4.1.)

5.1.5.1, Tratamientos fisicoquimicos.

Se prepararon dos lotes de eritrocitos:
- Lote A: eritrocitos intactos.
- Lote B: eritrocitos permeabilizados.

Ambos lotes se mezclaron por separado y sucesi-
vamente a una concentracitn final del 0,3% (v/v) con los
siguientes productos:

1. Agua destilada
. Alcohol etilico al 30% en SSP
» Acetona al 30% en SSP
. Saponina al 0,1% en S$SP
. Diditonina al 0,1% en SSP
Se considerd el 100% de hemdlisis a la obtenida
al suspender los eritrocitos en 6 ml de agua destilada a

Uy R L PO
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dicha concentracifn,y el 0% de hemblisis (siempre hay al-
go de hemdlisis debida s la manipulacidén de las células,
como la centrifugacidn, aiin en medio isotdnice) a la ob-
tenida suspendiendo igual cantidad de eritrocitos en SSP.
El grado de hemblisis fu€ valorado por lectura espectro-
fotométrica a 540 nm del sobrenadante que resultd de cen-
trifugar las suspensiones de eritrocitos a 1000 xg duran-
te 5 minutos y situando los valores obtenidos entre el {

y el 100% de hemblisis. Se procurd seleccionar una sus-
pensibn de eritrocitos de tal forma que con ¢l 100% de he-
m61isis no se perdiese la linearidad de 1a ley de Lambert-
Beer.

Con el lote B, de eritrocitos permeabilizados,
aparecié una hemflisis menor del 5%, contrastando con el
lote A, de eritrocitos intactos, que presentd una hemdli-
sis del 100% al enfrentarse con cada uno de los agentes
empleados.

El sedimento de 1000 xg, de los eritrocitos per-
meabilizados, que no habian sufrido hemflisis, fué sus-
pendido en SSP y oxaminados los eritrocitos microscdpica-
wente, en todos los casos presentaron forma normal. Como
ejemplo de la resistencia a la hemflisis, presentada por los
eritrocitos permeabilizados, presentamos una fotografia
(Figura §,B) en que aparecen algunos de estos suspendidos
en agua, mostrando el mantenimiento de su forma caracte
ristica, como puede observarse comparande con la fotografia
acompafiante en que se ven eritrocitos normales, sin per-
meabilizar, disueltos en SSP.

En la Figura 9 presentamos fotografias de eritro-
citos permeabilizados ¥y normales obtenidas al M.E.



A
Eritrocitos normales, sin permeabilizar, suspendidos en SSP

Eritrocitos permeabilizados suspendidos en agua destilada

Figura 8. Fotografias obtenidas con un microsccpio Nikon de contras-

te de fase a 400 aumentos.
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5.1.5.2. Tratamientos mecanicos

Los eritrocitos permeabilizados fueron sometidos
a las siguientes pruebas:

a) Homogeneizacidn: 5 ml de eritrocitos permea-
bilizados fueron homogeneizados durante 2 minutos utili-
zando un homogeneizador de vidrio Kontes con vidstago tam-
bién de vidrio, acoplado a un motor corriente usado a ve-
locidad media.

b} Congelacidn-descongelacidén: durante 12 horas,
5 ml de eritrocitos permeabilizados permanecieron conge-
lados a -15°C, al cabo de los cuales fueron descongelados.

Otro lote de eritrocitos permeabilizados fué¢ con-
gelado y descongelado bruscamente dos veces, usando un ba-
fio de acetona y nieve carbdénica a -70°C.

¢) Rotura en mortero con altimina: fueron cen-
trifugados a 2000 xg durante 5 minutos 4 ml de eritroci-
tos permeabilizados; el sedimento se mez¢ld con aldmina
o arena fina (en una cantidad triple del peso del preci-
pitado) en un mortero donde se machacé durante 10 minutos,
el polve obtenido se diluydé cn 10 ml de SSI y fué centri-
fugado a 30.000 xg durante 15 minutos, el sedimento fué
luego resuspendido en SSI hasta el volumen inicial.

d) Sonicacidn: los eritrocitos permeabilizados
fueron sometidos a sonicacién en el Branson Sonic Power,
puesto a intensidad 7 y durante 1 minuto. A otro lote de
los mismos eritrocitos se le agregd polvo de vidrio (1/1,
en peso) antes de la sonicacidn.

Tras finalizar cada prueba se valord en todos
los casos 1la hemoglobina liberuda de acuerdo con ¢l méto-
do descrito en el apartado anterior, observiandose tras to-
das las pruebas una hemdlisls menor del 5%.
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3.1.5.3.Estabilidad de enzimas in situ

Con objeto de conocer la estabilidad in situ de
algunos de los enzimas estudiados, preparamos un lote de
eritrocitos permeabilizados (grapados con TDI) y valora-
mos en Vmax (MATERIAL Y MLTODOS) glucosafosfato isomera-
sa (PGI), triosafosfato isomerasa (TIM) y lactato deshi-
drogenasa (LDH). A continuacidn se conservaron suspendi-
dos en glicerol y a -20°C. Los tres enzimas se Vvuiivleron
a valorar a los 20 y 60 dias mas tarde; para ello se to-
maron alicuotas que se centrifugaron durante 5> minutos a
1000 xg, el sedimento se diluyd al 20% en SSI, ensayan-
dose los enzimas en esta suspensidn final.

Los resultados aparecen en la Tahla 4, donde
puede apreciarse como la actividad de los tres enzimas
estudiados se conservé a lo largo de dos meses en mas dc
un 90%.

Los sobrenadantes de cada muestra presentaron:—
aspecto incoloro y transparente y no mostraron absorcidn
de luz apreciable a 540 nm, indicando esto que no hubo
practicamente liberacidn de hemoglobina a partir de los
eritrocitos permeabilizados, mantenléndose por tanto 1in-
tegros a lo largo de los dos meses de observacidn., Tam-
poco se observd en los sobrenadantes actividad signifi-
cativa de ninguno de los enzimas in situ valorados en la

prueba.

3.1.6. ROTURA DE LOS ERITROCITOS PERMEABILIZADOS

A la vista de los resultados expuestos en
3.1.5.1, y 3.1.5.2., que muestran la resistencia que los
eritrocitos permeabilizados ofrecen a las técnicas de 1i-
sis celular habituales, decidimos someterlos a procedimici-



TABLA 4. Actividad de PGI, TIM v LDH en eitrocitos permeabilizados

consexvados al 5o% en glicerol a ~20°C durante dos meses.

La actividad enzimltica eatd expresada en Ufg de c@lulas

PGI:

TIM:

LDH:

Ensayo inicial 20 dias 60 dias
was tarde mas tarde
12 12 11
200 200 180

40 40 37

62



tos de sonicacién mas intensos.

Llegamos a consegulr una 1isis celular sustan-
cial cuando se realizd una sonicacidn de 4 ml de eritro-
citos permeabilizados junto con 2 ml de glicerocl a -20°C
y 10 gramos de polvo de vidrio. No obstante la hemoglo-
bina que se valord en ¢l sobrenadante tras centrifugar
fué solamente del 31% respecto de la tasa de hemoglobina
que poseian estas células.

Alin con un aparato mas potente (MSE modelo 11/7»
MK 2}, con sesiones de sonicacibn de 15 segundos y 30 de
descanso 1a hemflisis no superd el 33%. Un examen al M.O.
reveld la presencia de frapgmentos celulares alternando
con células integras que predominaban de forma mayorita-
ria. '

Las técnicas habituales de hidrdlisis dcidu o
alcalina aunque eficientes con los eritrocitos grapados,
no nos ofrecian utilidad, ya que implican desnaturaliza-
citn de las proteinas.

El usc del DTBP como reactivo grapador que posee
en su molécula un puente S-S nos ofreci6é la posibilidad de

lisis celular completa con relativa inocuidad utilizando
DTE, como ha sido descrito en MATERIAL Y METODOS (2.5.).
La hemdlisis de eritrocitos permeabilizados conseguida
por este procedimiento fué del 100%.
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3.2. ESTUDIC CINETICO COMPARADDO IN SITU E IN VITRO
DE LOS ENZIMAS DE LA GLICOLISIS EN ERITROCITOS
DE RATA

Se han estudiado todos y cada uno de los enzimas
de la glicolisis, aunque no con la misma intensidad pres-
tdndose mayor atencién a aquellos que por tener mecanismos
reguladores o cin@ticas complejas ofrecen mayor interés
para su estudio polifacético in situ.

Los estudios cinéticos fueron realizados en eri-
trocitos permeabilizados y en hemolizados,preparados tal v
como se indica en la seccidn de MATERIAL Y METODOS a partir
de células recién obtenidas, llsvindose a cabo el estudio
durante las dos o tres horas siguientes.

3.2.1. HEXOKINASA

3.2.1.1. Puesta a puntc del método de ensayo

Como se¢ ha explicado en MATERIAL Y METODOS (2.8.1.),
hemos utilizado un método isotSpico para valorar este enzi-
ma, habida cuenta de su escasez en el eritrocito, 0,2 U/g
{(31). Con nuestro método de valoracifn la actividad HK vi-
no exnresada en funcidn de la radiactividad retenida por un
filtro fijador de aniones una vez que fud lavado tras la
adicién de una alicuota de uyna mezcla de reaccidn en que se
incluyd (U~14CJ glucosa, ATP y el enzima (eritrocitos per-
mezbilizados o hemolizado), habiendo sido la mezcla incuba-
da previamente a 37°C durante un periodo de tiempo determi-
nado.

Con objeto de conocer el intervalo de tiemno en
que la produccidén de glucosa-6-P era lineal, s¢ hicieron
valoraciones en un hemolizado a intervalos sucesives, em-
pleando glucosa 0,38 mM, ATP-Mg 5 mM, (U-'*C)glucosa 0,2 uCifnl
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y 60 mg de eritrocitos, en un volumen final de 0,4 ml, Los
resultados se exponen en 1a Figura 10. Como puede aprec.,ar-
se comenzd a perderse la lenearidad z partir de los prime-
ros 15 o 30 minutos de incubacifn; considerando la produc-
cidn de glucosa-6-P en este periodo, la actividad especifi-
ca calculada fué de 0,06 U/g, inferior por tanto a las 0,2
U/g descritos por Christensen (31).

La pérdida de lineridad observada npodria deherse
a la aparicidn del glucosa-6-P, que ademds de ser el produc-

to de la reaccidn catalizada por la hexokinasa es un inhi-
bidor alostérico de este enzima, como fué descrito por Cra-
ne y Sols en 1954 (28) y luego sefialado en eritrocitos por
Rose y O'Connell en 1964 (113). Pero tambidn cabia 1a po-
sibilidad de que una ATP-asa con actividad considerable
Provocara el consumo de ATP, reduciéndose por tanto la ac-
tividad de la hexokinasa una vez que la concentracidn de
ATP cayese por debajo de saturacidn.

En caso de ser cierta la segunda posibilidad, si
realizdbamos paralelamente a una valoracidn como la ante-
rior otra en que el ATP y el hemolizado se incubasen pre-
viamente a la adicién de 1a glucosa durante unos 30 minuy-
tos, la actividad hexokinasa deberia reducirse puesto que
habria disminuido ostensiblemente el nivel de ATP durante
la incubacidn inicial. Realizames este experimento y como
puede verse en la Figura 11 en que exponemos el resultado,
no ehcontramos diferencia significativa en 1a actividad HK
en las dos condiciones. Por tanto cabe explicar 1la disminy-
¢idn de actividad como debida a la inhibicidn producida por
la formacidn de glucosa-6-P.

A la vista de estos resultados procedimos z reg-
lizar valoraciones paralelas de hexokinasa in situ e in
Vitro en condiciones idénticas en los dos casos, tomando
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Figura 10, Actividad hexokinasa in vitre valorads utilizando
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Glucosa 0,38 mM, AIP~Mg 5 mM
Las demfis condiciones de ensayo segiin MATERIAL Y METODOS
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Figura 1l. Actividad hexokinasa in vitro.

Glucosa 0,38 oM, ATP-Mg 5 oM

(®: sin incubacibn previa

(a): tras incubar el hemolizado con ATP-Mg
durante 30 minutos A

Las demds condiciones seglin MATERIAL Y METODOS
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alicuotas sucesivas de la mezcla de reaccién hasta un in-
tervalo no superior ya a los 30 minutos y empleando concen-
traciones variables de glucosa, desde 0,04 mM hasta 1 @M,
con objeto de determinar un tiempo de rsaccidn Hptimo aln

a concentraciones bajas. En todos los casos encontramos

que in vitro la produccidn de glucosa-6-P fué lineal deantro
de los 15 primeros minutos afin a las concentraciones mas
bajas de glucosa empleadas, por tanto adoptamos este inter-
valo de 15 minutos como tiempo de reaccidémn in vitro. In
situ y contrastando con esto en cierto modo, encontramos
que durante los 30 minutos de observacidn se mantuve 1li-
neal el curso de la reaccibn. Esto puede apreciarse en la
Figura 12, en que exponemos una valoracidn paralela in si-
tu ¢ in vitro. También encontramos que la actividad in si-
tu fué sensiblemente inferior a in vitro, a causa de esto
decidimos alargar a 45 minutos el tiempo de reaccidén dptimo
in situ, dado que asi obtendriames mayor nflimero de cuentas
por minuto al final de la incubacidn, lo que supondria una
mayor seguridad en las medidas. Experiencias posteriores
nos confirmaron que la linearidad era mantenidz in situ
durante ese pericdo de tiempo. Sobre estos dos aspectos di-
ferenciales de linearidad a lo largo del tiempo v actividad
midxima en hexokinasa volveremos mas adelante.

Con objeto de asegurarnos de que el enzima que es-
tidbamos valorando era hexokinasa y eliminar fundamentalmen-
te el manejo de una posible glucokinasa, aprovechamos el
hecho de que la hexokinasa presenta una afinidad pars 1a
D-manosa unas dos veces superior que para la D-glucosa, con
una actividad maxima mas reducida, como fud descrito en ce-
rebro por Sols y Crane em 19534 (125). En un caso asi, en que
un ehzima actue simultaneamente sobre dos substratos con
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afinidades y velocidades méximas diferentes para cada uno,
1a relacibn de las velocidades iniciales frente a cada
substrato estd en razdn directa de las velocidades miximas
y las concentraciones de los substratos e inversa de las
Kn, como se desprende del tratamiento de las ecuaciones ci-
néticas que en esta situacidn se plantean. De esta manera,
la actividad del enzima de un hemolizado, utilizando gluco-
s5a marcada a 1 mM y en presencia de manosa fria 10 aM de-
beria ser sensiblemente inferior que en ausencia de este
filtimo azucar, del orden del 10 al 15%, dado que en estas
candiciones &l enzima utilizaria manosa preferentemente y
siendo por tanto escasa la proporcifn de glucosa-6-P mar-
cada que se formaria. Esto no ocurriria asi si se tratase
de una glicoquinasa, puesto que su afinidad por la manosa
es muy reducida (116). Realizamos esta experiencia y fué
confirmada nuestra hipb6tesis, con manosa 10 mM y glucosa

1 mM 1a radiactividad incorporada al filtro fué dei 11%
comparada con la que se incorpord en ausencia de manosa.
Por tanto el enzima que estibamos manejando era efecti-
vamente hexokinasa,

Puesto a punto el sistema de valoracidn de la
actividad de este enzima, procedimos a realizar los es-
tudios cinéticos que a continuacidn se detallan.

3.2.1.2. Cindética frente a la glucosa.

La curva de saturacibén frente a la glucosa mani-
festd un comportamiento hiperbdlico, 13 concentracién de
ATP-Mg empleada fu€ 5 mM. Como puede apreciarse en la Fi-
gura 13 en que se representa gréficamente el estudio ciné-
tico por el método de Lineweaver y Burk, la Km obtenida
fué de 0,2 mM, tanto in situ como in vitro. La Vmax fud de
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0,026 U/g de eritrocitos in situ y de 0,08 U/g in vitro.

Tanto estos como el resto de los duatos cinéti-
cos referentes a los enzimas estudiados se encuentran
reunidos en la Tabla 9, pag. 133.

El valor de XKm encontrado por nosotros en eri-
trocitos de rata difiere de los datos obtenidos en eri-
trocitos humanos en que Rijksen y Staal (109) y Temkine
{137) describen esta constante en el ovden de 0,05-0,07 mM.

3.2.1.3. Cinética frente al ATP-Mg.

Empleando una concentracidn de glucosa de 2 mM
encontramos in situ una doble cin&tica con Kms respectivas
de 0,15 y 1,5 mM. In vitro la cinética de saturacidn res-
pecto al ATP-Mg presentd aspecto michaeliano tipico con
Km de 0,3 mM,

Estos datos estan expuestos en la representacidn
de la Figura 14.

El valor de la Km encontrado in vitro esté en el
rango de lo descrito en eritrocitos humanos por Rijksen y
Staal (110) v Temkine {137) y contrasta con el valor ci-
tado por Rapoport en 1968 (103) sefialando una Km para el
ATP-Mg en hexokinasa de eritrocitos de 3 mM.

3.2.1.4. Inhibiciln por glucosa-6-P,.

Desde los trabajos de Crane y Sols {27}(28) con
hexokinasa de cerebro se conocce que este enzima presenta
una inhibicidn alostérica por glucosa-6~P, cinéticamente
competitiva con ATP-Mg y virtualmente independiente dei ph
(34). Inhibicién luego descrita en eritrocitos humanos por
Rose y O'Connell en 1964 (113).

El efecto del glucosa-6-P lo estudiamos en pri-
mer lugar empleando simultaneamente dos concentraciones de
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ATP-Mg, una saturante, 5 mM, y otra en el rango de 1o fi-
sioldgico, 0,5 mM (103). El glucosa-t-P se equilibrd pre-
viamente con glucosafosfato isomerasa comercial con objeto
de mantener su concentracidn independientemente de la pre-
sencia de ese enzima en los eritrocitos.

Los primeros resultados aparecen en la Figura 15
Como puede verse la inhibicién por G6P se dJa también in si
tu (circulos y tridngulos oscuros) pero con menor intensi-
dad que in vitro (circulos y triZngulos claros). La activi

£

dad de la hexokinasa a concentraciones altas de G6P y en
los dos rangos de ATP-Mg se mantiene in situ por encima de
in vitro. Cabria pensar que la fosfofructokinasa consumie-
se algo del G6P de forma que no llegase por ello a anular-
se la actividad de 1a hexokinasa. Esta posibilidad se des-
cartd dado que cuando se valord GOP en la mezcla de reac-
cidén tras los 45 minutos de incubacifn no varid sensible-
mente su concentracidn.

Procedimos entonces a realizar una serie de es-
periencias sucesivas con objeto de confirmar la menor sen-
sibilidad de la hexokinasa in situ al G6P, empleando ATP-Mg
0,5 mM y aumentando tumbién la proporcién de glucosa mar-
cada con objeto de tener mayor garantia en las medidas. En
la Tabla 5 se exponen estos resultados que vinieron a con-
firmar 1a observacifn inicial; tomando valores medios re-
presentamos en la Figura 16 los porcentajes de inhibicidn
por GOP in situ (circulos oscuros) e in vitro (circulus
claros). En experiencias posteriores observamos qur emplean-
do glucosa-6-P 5 nmM la actividad hexokinasa era virtualmen-
te nula tanto in vitro como in situ.

Con objeto d& reproducir lo mas posible las con-
diciones de elevada concentracién proteica yue prevalecen
in situ, estudiamos a continuacidn la inhibicién por GoY



Actividad , c.p.m.

600

75

400
A
®
‘ A
' A—
L\ ‘
A M_
O
e
. | , 1 o=
0,5 | L25

[Glucosa -G,-P] , mM

Figura 15, InhibiciOn alost®rica de la hexokinasa por glu~

cosa-6-P g diferentes concentracionss de ATP-Mg

in situ e in vitro,

Glucosa 2 oM

A): in situ, ATP-Mg 5 mM

@): " ATP-Mg 0,5 mM

A): in vitro, ATP-Mg 5 oM

) " ATP-Mg 0,5 =M

Las demfs condiciones segfin MATERIAL Y METODOS
Resctivo grapador: TDI



TABLA 5 Inhibicibn alostérica de hexokinasa por glucosa~6-P in situ

e in vitro

La actividad de la hexokinasa esti expresada en c.p.m.;
ATP-Mg a concentracida 0,5 mM, Las restantes condiciones
gegiin MATERIAL ¥ METODOS. Reactivo grapador: TDL

[cep], mM: 0 0,01 0,05 0,32 1,25

4) In situ: 231 226 172 148 101
420 251 218 201 138

1690 1656 1041 602 553

B) In vitro; 236 203 88 72 19
880 778 486 176 72

2480 2145 1454 570 232
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empleandoun "hemolizado concentrado" obtenido por sonica-
citn (MATERIAL Y METODOS 2.6.) de un sedimento de eritro-
citos intactos, y afiadiendo el resto de los componentes de
la reaccidn en un volumen minimo, de forma que se emplearon
100 ul de hemolizado concentrado y unos 20 pl de 1a mezcla
de ensayo, al final del periodo de incubacidn diluiamos

diez veces la mezcla total con objeto de evitar cu lo po-
sible la elevada extincidn inespecifica por color que en
estas condiciones podia presentarse. Realizamos entonces

el estudio de inhibicidn por glucosa-6-P paralelamente en
un hemolizado diluido a la concentracidon habitual en los
ensayos in vitro (1/10, v/v) y en el hemolizado concentra-
do. Los resultados obtenidos aparecen en la Tabla 6. Pue-

de apreciarse como en las condiciones de elevada concentra-
cidn proteica que implica el hemolizado concentrado, la sen-
sibilidad al glucosa-6-P es menor que en el hemolizado di-
luido (in vitro). En 1la Figura 16, en trifingulos oscuros,
aparecen incluidos los poréentajes de inhibicidn de la acti-
vidad hexokinasa en estas condiciones de hemolizado con-
centrado conjuntamente con los datos encontrados in situ
{circulos oscuros) e in vitro {circulos claros). Los valo-
res de Ki para la glucosa-6-P en presencia de ATP-Mg 0,5 mN
y obtenidos a partir de la Figura 16 son de 0,04 mM in situ,
0,07 sM in vitro y 0,05 mM en el hemolizado concentrado.

La Ki encontrada in vitro coincide con el rango de valores
descritos por Rose (113) y Rapoport (103).

También estudiamos la Vmax de la hexokinasa en el
hemolizado concentrade y paralelamente en uno diluido. Expe-
riencias repetidas mostraron que 1la actividad mixima en el
hemolizado concentrado estd reducida al 50% respecto a las
condiciones habituales im vitr§. De Verdier en 1965 (34) y
Brewer en 1969 (19) describieron tambifn una reduccidn en
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TABLA 6 Inhibici®n alostérica de hexokinasa por glucosa~6~F en un

hemolizado concentrado v en otro dileido (in vitro).

La actividad de la hexokinasa est@ expresada en c,p.m.;
ATP~Mg a concentracidn 0,5 mM. Las restantes condiciones
segiin MATERIAL Y METODOS.

[66P] , mM: 0 0,01 0,05 0,32 1,25
A) Hemolizado 660 510 420 180 140
¢concentrado
1146 904 860 467 321
E) Hemolizado 880 778 486 176 72
diluido

(in vitro)
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la Vmax de hexokinasa en eritrocitos intactos respecto a
en hemolizado.

5.2.1.5. Comportamiento frente al 2,3-difosfoglicerato

A la vista de la actualidad que estid cobraudo os-
te metabolito como posible regulador de 1a actividad de va-
rios enzimas glicoliticos y principalmente de 1a hexokinasa,
decidimos sstudiar en nuestras condicivnes el efecto que
dicho compuesto pueda ejercer sobre este enzima,

El 2,%-difosfoglicerato (2,3-DPG) es el compues-
to de fosfato orgéinico mas abundante en eritrocitos (8).

Fué aislado a partir de c8€lulas rojas de cerdo por Greenwald
en 1925 (46), quién describid la elevada concentracidn a

que se encuentra en estas células. En eritrocitos humanos su
concentracidn es del orden de 4,5-5 oM (104), en la rata
alcanza valores similares{105); por tanto estd en relacibn
practicamente de 1/1 con 1la hemoglobina, cuyz concentracidn
es de aproximadamente 5 mM. Este nivel de Z,3-DPG tan ele-
vado esti relacionado con su papel de actuar de modulador
alostérico de 1a funcidén de la hemoglobina como fué encon-
trado por Chanutin y Curnish (29) y por Benesch y Benosch
(9) en 1967; se une fuertemente a la hemoglobina con una
constante de afinidad de ﬁxlﬂ'ﬁ
y Yu {11), combinindose preferéntemente con la desoxibemo-
globina en un sitio de ligamiento especifico y a razéw de
una mol&cula por tetrimerc (97)(2).

Diversos autores han tratade de darle tambign al
2,3-DPG un papel de regulador de la actividad de ciertos
enzimas del eritrocito y entre ellos algunos de la glico-
lisis. De estos Giltimos, la hexokinasa ¥ la fosfofructo-
kinasa han sido en los que mas hincapi& se ha hecho,

M, seglin Benesch, Benesch
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En la hexokinasa, Dische en 1941 (35) describid
por primera vez una inhibicidn por 2,3-DPG. Posteriormen-
te y empleando siempre concentraciones de 2,3-DPG por en-
cima de 2 mM, Brewer (19), Ponce et al. (99) y el grupo
de Rapoport (58) entre otros, han descrito este efecto,
Ponce presenta una Ki para el 2,3~-DPG de 5 mM incluyendo
también inhibicidn por parte de este metabolito scbre las
restantes kinasas de la glicolisis, fosfofructokinasa, fos-
foglicerato kinasa vy piruvatoe kinasa, igualmente con
2,3-DPG en el rango de concentracidn en el eritrocito {99).
Recientemente, Rijksen y Staal {111) han descrito valores
de Ki para el 2,3-DPG en hexokinasa de eritrocitos humanos
del mismo orden que los descritos por Ponce et al, (99);

El hecho de que la inhibicidn descrita sobre he-
xokinasa por 2,3-DPG se de a las concentraciones a que es-
te compuesto se encuentra en el eritrocito, hizo pensar a
los autores mencionados gque el 2,3-DPG actuaria como un
efector alostérico de este enzima en ese tipo de células,

y por ende como regulador de la glicolisis conjuntamente
con el ATP. Para Brewer (19), eto explicaria ademis el he-
cho de que en eritrocitos intactos la actividad de la he-
xokinasa se encuentre disminuvida, ya que el enzima estaria
en un estado inhibido a causa del 2,3-DPG present.. No obs-
tante, otros autores como Garby y De Verdier (43) han ne-
gado la existencia de esta inhibicidn.

A 1la vista de estos datos, procedimos a estudiar
el efecto del 2,%-DPG sobre la hexokinasa In situ e in vitro
a concentraciones de 1,25 y 2,5 mM, empleando ATP-Mg 0,5

mM, glucesa 2 mM y €l resto de las condiciones de acuerdo
a lo descrito en MATERTAL Y METODOS. En la Tabla 7 apare-

cen los resultados obtenidos in situ. Como puede ap. 'ciar-
se, en nuestras condiciones de ensayo, tratando de acer-



TABLA 7 Comportamiento im situ de hexokinasa de eritroritos frente

al 2,3-difosfoglicerato.

ATP-Mg 0,5 nM, glucosa 2 mM, (leﬁc) glucosa 0,3 uCi/ml,
eritrocitos permeabilizados 40 mg/mi, 45 minutos a 37°C.
El regto de las condiciones segtin MATERIAL Y METODOS.
Reactivo grapador: TDI,

2,3~-difosfoglicerato V (c.pum.)
mM (3 experimentos por separado)
ninguno 504 = 5
1,25 461 & 27

2,5 497 £ 72

82
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carnos a aguellas que prevalecen in vivo, no hemos encon-
trade inhibicidon significativa por parte del 2,3-DPG, Re-
sultados similares obtuvimos en el estudio in vitro rea-
lizado paralelamente.

3.2,2. GLUCOSAFOSFATO ISOMERASA

Se 1levd a cabo un estudio cinético frente al
fructosa-6-P como substrato a concentraciones variables.

Los resultados aparecen en la Figura 17 en que
se representan las cinéticas in situ e in vitro. La Xm ob-
tenida in situ fué de 0,14 mM, que no difiere significa-
tivamente del valor encontrado in vitro 0,1 mM. La Vmax
fué de 7 U/g in situ y de 15 U/g in vitro.

3.2.3, FPOSFOFRUCTOKINASA

El estudio in situ de determinados aspectos de
la fosfofructokinasa ha tenido para nosotros particular in-
terés. Este enzima constituye el punto de control funda-
mental de la glicolisis (89)(74)(117). Se han presentado
evidencias que apuntan hacia una influencia de la concen-
tracifn proteica sobre el grado de agregacidn del enzima,
motivindose por tanto diferencias importantes en sus ca-
racteriaticas cinéticas y reguladoras (78)(158)(149)(57)
(96).

Al tener en nuestras manos un método que nos
permite estudiar la conducta de los enzimas a concentracio-
nes fisioldgicas de proteina, la fosfofructokinasa se mos-
trd como uno de los candidatos mas favorables en el senti-
do de que su estudio a través del abordaje in situ aporta-
se luz importante sobre su comportamiento y regulacién
in vivo.
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No obstante, dado que el objetivo de nuestro
trabajo ha sido el estudio in situ de todos los enzimas
de la via glicolitica, nos hemos limitado a investigar
solamente aquellas caracteristicas cinéticas de mayor re-
levancia que posee este enzima, ya que la complejidad de
su regulacidén, sujeta a unpa multiplicidad de efectores
(132)(126)(67)(77), requiriria para si sola la extensidn
de esta tesis doctoral.

3.2.3.1, Cinética frente al fructosa-&-P,

La cinética de saturacidn de la fosfofructokina-
sa frente al fructosa-6-P ha sido descrita clasicamente
como una tipica cinética sigmoidal, que en presencia de sus
efectores positivos se transforma en hiperbdlica (16)(78)
{58). No obstante, Ramaiah y Teswani en 1970 estudiando la
fosfofructokinasa de higado de conejo (101} y los grupos
de Xurganov y Hofmann en 1976 con enzima de eritrocito (149)
han presentado datos a favor de que aiin en ausencia de acti-
vadores la forma de la cin€tica se transforma en hiperbdli-
¢a cuandt se ensaya a concentraclones elevadas de enzima.

A la vista de estos datos realizamos un estudio
de la actividad de la fosfofructokinasa frente a concentra-
ciones variables de fructosa-6-P en presencia y ausencia de
sus efectores positivos: AMP, Pi y NH;, empleados a con-
gentraciones practicamente saturantes (94)(88){(129)(82).
Por otro lade, dado que el ATP, ademis de ser unc de los
substratos del enzima es tambi®n un fuerte inhibidor alos-
térico, como fub observado por Lardy y Parks en 1958 (70),
hemos usado en su lugar ITP como donador de fosfato, que
presenta la ventaja de ser un buen substratoc y no provocar
inhibicidn (142)(58).

El estudio cinético fué llevado a cabo empleando
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el ITP-Mg a una concentracidn de 1 mM. Las concentraciones
de efectores usadas fueron: AMP 0,1 mM, fosfato 5 mM y
NH4C1 1 mM.

Los resultades encontrados fueron los siguientes:

- La curva de saturacidn in vitro en ausencia de
efectores positivos manifestd un comportamiento sigmoide
(Fig 18, circules claros) con un valor de Iy de 1,6 y un
50,5 de 2,2 mM (Fig 19, circulos claros).

- In situ y en ausencia tambiéa de efectores, la
cinética de saturacidn ofreci® en cambioc un comportamien-
to practicamente hiperb6lico (Fig 18, circulos oscuros)
con un valor de ny de 1,1 y un 50’5 de 0,2 mM (Fig 19,
circulos oscuros).

- En presencia de los efectores se aprecid una
fuerte activacidn en los dos casos, per. claramente mas in-
tensa in vitro, pasande la cinética de sigmoide a hiper-
bdlica (Fig 18, circulos y cuadrados clares). El nyy fué de
1,0 tanto in situ como in vitro (Fig 19, cuadrados oscu-
ros y claros respectivamente). Los valores de Km (SD,S)
en presencia du activadores fueron de 0,04 mM in situ y
0,025 mM in vitro (Figs 19 y 20, los mismos simbolos).

- La actividad especifica, calculada en presencis
de efectores positivos fud de 3,8 U/g in situ y 8 U/g in
vitro (Fig 20).

A la vista de estos .esultados se confirmd in si-
tu la sensibilidad de 1la fosfofructokinasa a los efectores
alostéricos, pero nos llamd poderosamente la atencidn el
hecho de que in situ la actividad en ausencia de activado-
res es dristicamente mas elevada que in vitro, mostrando
por tanto el enzima en esas condiciones una afinidad por el
fructosa-6-P diez veces superior en eritrocitos permeabili-
zados que cuando se ensdya en €l hemolizado (valores de
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SO,S 0,2 ¥y 2,2 mM respectivamente).

Esta diferencia tan apreciable podiz ser un fe-
némeno genuino in situ, pero también podria estar relacio-
nada con una serie de posibilidades artefactuales.

Por un lado, cabia pensar en la posibilidad de
que el reactivo bifuncional empleado en el proceso de
grapamiento (DMS) pueda penetrar en las células permeabi-
lizadas de manera que afectase de alguna forma al enzima
en cuestidn, modificando su comportamiento. En este senti-
do realizamos un estudio cinético usando en este caso un
hemolizado previamente tratado con DMS a la misma concen-
trancibn y siguiendo idénticas pautas que en la sistemfiti-
ca del método de grapamiento. En la Figura 21 aparecen los
resultados de este experimento comparados con las observa-
ciones iniciales, puede apreciarse como la actividad de
la fosfofructokinasa en ausencia de efectores en el heno-
lizado tratado con DMS (trifdngulos claros) estd muy por
debajo de lo observado in situ en las mismas condiciones
{circulos oscuros), relacionindose mas con el comportamien-
to inicial encontrado in vitro (el hemolizado sin tratar
con el reactivo bifuncional, circulos claros).

Dado que contédbamos con otro reactivo grapador
distinto del DMS, el DTBP, que como explicamos en MATE-
RIAL Y METODOS (2.5.), mediante un tratamiento con DTE per-
mite la rotura de las células permeabilizadas, estudiamos
entonces la cinética de saturacién frente a fructosa-6-P
en eritrocitos permeabilizados empleandd DTBP como reactivo
bifuncional y paralelamente en otro lote de las mismas cé-
lulas que habian sido rotas con DTE. En la Figura 22 apa-
recen los resultados en que puede verse por un lado como
la actividad in situ en ausencia dJde efectores esta eleva-
da, {triingulos oscuros) y es practicamente coincidente
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a cuando se empled DMS como grapador (circules oscuros),
en cambio cuando se estudia la actividad de las c@lulas li-
sadas con DTE (triéngulos claros), la actividad decrece
considerablemente, reproduciéndose los resultados encontra-
dos en el hemolizado tratado con DMS (Fig 21) y que son
del mismo rango que la observacifn inicial in vitro (cir-
culos claros); la cinética en presencia de efectores en
los eritrocitos permeabilizados lisados con DTE {(cuadrados
oscuros) muestra similar activacitn del enzima que la en-
contrada en un principio in situ e in vitro (Fig 18).

Otra de las posibilidades que podrian explicar
el aumento de actividad de la fosfofructokinasa encontra-
do in situ en ausencia de efectores seria que hubiese al-
guna dificultad en los eritrocitos permeabilizados para
la salida del producto de la reaccifn principal, el fruc-
tosa difosfato, acumulindose entonces este metabolito
dentro de las células y dado que ha sido descrito como un
activador de la fosfofructokinasa afin a concentraciones
en el rango gmolar (94)(114)(58)(138) podria dar lugar a
un aumento de la actividad del enzima in situ en ausen-
cia de los efectores positivos ensayados, Con objeto de
conocer indirectamente el efecto gque un aciimulo de FDP
producido a lo largo del ensayo podria tener sobre la ac-
tividad de 1a fosfofructokinasa realizamos una serie de
valoraciones de este enzima en un hemolizado reduciendo la
aldolasa del sistema auxiliay, de manera que al no estar
en excesc sobre la fosfofructokinasa el sistema auxiliar se
convertiria en deficitario y se acumularia el producto de
la reaccibn principal, el FDP, que si se comportase como un
activador a concentraciones muy bajas deberia provocar un
aumento en la actividad de la fosfofructokinasa. Los resul-
tados de este experimento aparecen en la Tabla 8, como pue-
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TABLA 8 Actividad PFK in vitro en ausencia de efectores empleando

cantidades decrecientes de aldolasa en el sistema de emsayo.

La actividad PFK estd expresada en m.u.o./min. Fructosa-6-P
0,5 mM, ITP-Mg 1 mM, 1 mg de hemolizado (aproximadamente

0,01 U de PFK). El resto de las condiciones de ensayo segiin
MATERIAL Y METODOS.

Aldolasa empleada (i) Actividad PFK
2 76
0,2 54

0,05 58
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de verse empleando 1 mg de hemolizado (aproximadamente 0,01
U de fosfofructokinasa) y reduciendo la aldolasa desde 2 U
(en el orden de la cifra habitual en el ensayo de la fos-
fofructokinasa) hasta 0,02 U no se observd aumento alguno
en la actividad de la fosfofructokinasa.

También pensamos que otra de las razones que po-
dia dar cuenta del fendmeno observado in situ podia ser
que los eritrocitos permeabilizados conservasen cantidades
significativas de metabolitos y entre ellos algunos de los
efectores de la fosfofructokinasa, o bien que mantuviesen
algin nivel de produccidn de los mismos. Una forma de ex-
cluir esta posibilidad consistia en someter la preparacidn
de eritrocitos permeabilizados a una didlisis exhaustiva
con objeto de eliminar los metabolitos presuntamente atra-
pados, pusimos en prlctica este procedimiento, pero tras
48 horas de didlisis contra cuatro cambios de una solucidn
de XKC1 125 mM y TES 10 mM pH 7,4 encontramos que se habia
inactivado la fosfofructokinasa, lo que en parte fué de es-
perar dada la inestabilidad de este enzima. Procedimos en
tonces a realizar una valoracidn directa en eritrocitos
permeabilizados de algunos de los efectores mas significa-
tivos capaces de modificar 1la conducta de este enzima, en-
tre ellos FDP, ATP y 2,3-DPG; respecto & AMP ademids de su
escasez en eritrocitos intactos tampoco existen procedi-
mientos de valoracibn lo suficisntemente precisos como para
determinarlo a las pequefias concentraciones en que légicamen-
te pudiera conservarse en una cé&lula permeabilizada; esta
filtima consideracidn era también valida para otro de los
efectores cldsicos de la fosfofructokinasa, el idn amonio.
Las valoraciones de FDP, ATP y 2,3-DPG se hicieron en un
lote de eritrocitos permeabilizados que fueron incubados
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previamente con la mezcla de ensayo habitual de fosfofruc-
tokinasa y en ausencia de efectores, de esta forma podriamos
ademis tener en cuenta la posibilidad ya mencionada del aci-
mulo de FDP a lo largo del ensayo por posible barrera de sa-
lida de las c&lulas permeabilizadas, como control empleamos
un lote de eritrocitos intactos, las determinaciones se hi-
cieron de forma paralela en las dos preparaciones siguien-
do las pautas descritas en MATERIAL Y METODOS (2.10.).
Realizadas las valoraciones encontramos que mientras en los
eritrocitos intactos se valord FDP, 2,3-DPG y ATP dentro de
los niveles descritos que alcanzan estos metabolitos en el
eritrocito, en las células permeabilizadas y dentro del mar-
gen de sensibilidad m@ximo que los métodos empleados nos
permitieron, de 2 a 5 uM, no detectamos la presencia de nin-
guno de los tres efectoregs investigados.

Quedaba finalmente la posibilidad de abordar el
estudio de la actividad fosfofructokinasa en ausencia de
efectores empleando un hemolizado concentrado, con objeto
de saber si en esta situacifn en que se reproduce la eleva-
da concentracidn proteica que prevalece in situ se confir-
maria la diferencia cinética encontrada en los eritrocitus
permeabilizados, como hicimos en el estudio de la inhibi-
cidén de 1la hexokinasu por glucosa-6-P (apartado 3.2,1.4.).
Este abordaje, que en el caso de la hexokinasa se mostrd
apto, no presentd en el ensayo de la fosfofructokinasa unas
condiciones minimas de fiabilidad y precisidn, quizds moti-
vado por la mayor complejidad de este enzima sujeta por
otro lado a una gran variedad de efectores, presentes en
el hemolizado concentrado.

5.2.3.2. Cinética frente al ITP Mg.

Tanto en €ste como en el resto de los estudios
in situ llevadbs a cabo con la fosfofructokinasa el reac-
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tive bifuncional empleado fué el DMS.

Al igual que en el estudio cinético frente al
fructosa-6-P la curva de saturacién frente al ITP-Mg fué
realizada en ausencia y presencia de efectores positivos:
AMP 0,1 mM, Pi § uM y NH, 1 mM. El fructosa-6-P se em-
pled a concentracién de 1 mM.

Los resultados pueden apreciarse en la Figura
23. De forma andloga a en el caso de la c¢inética frente
al fructosa-6-P, expuesta en el apartado anterior, se
aprecia también aqui una actividad in situ en ausencia
de efectores (circulos oscuros) mas elevada que in vitro
en condiciones similares {(circulos claros); la forma de
la curva de saturacidn, en estas condiciones, tanto in
situ como in vitro, es hiperbdlica. La activacidn por
parte de los efectores se realiza a través de un aumen-
to en la Vmax (de forma mas dristica in vitro) sin cam-
bio aparente en la afinidad por el substrato; la Km en
ausencia y presencia de activadores tanto in situ como
in vitro se mantiene en el rango de 0,3 mM, como so pue-
de ver en la Figura 24.

3.2.3.3. Inhibicién por ATP.

La inhibicidn de 1a fosfofructokinasa por ATP
constituye uno de los mecanismos fundamentales a través
de los cuales se regula alostericamente la actividad de
este enzima (70)(146)(%4). En eritrocitos fué descrita
por Layzer et al, en 1969 (71), en estas c&lulas se ha
mostrado una menor sensibilidad al ATP que en mdsculo
{(71)(58).

La inhibicidn por ATP es fuertemente dependien-
te del pH de forma que la sensibilidad es médxima a pH
0,9-7 y decrece drasticamente en el rango alcalino (142)
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(58)(16). Por otro lado Hulme y Tripton en 1971 (57), ¥y
otros autores (56)}(141) trabajando con enzima purificado
han mostrado que 1la inhibicidn por ATP es también depeun-
diente de la concentracidén de enzima, de manera'que la
sensibilidad es menos patente a concentraciones elevadas.
Estudiamos entonces el efecto del ATP emplean-
do fructosa-6-P 0,04 oM ¥ la mezcla de efectores positi-
vos: AMP 0,1 mM, Pi 5 mM, NH; 1 mM, dado que in vitro y
como ha sido mostrado en el gpartado 3.2.3.1. no se de-
tecta actividad fosfofructokinasa a concentraciones ba-
jas de fructosa-6-P en ausencia de activadores. Simultid-
neamente realizamos el estudio a pH 7,4 y pH 6,9 en que
la inhibicidn es midxima. Los resultados aparecen expre-
sados en la Figura 25, como puede verse, se confirmu in
situ la inhibicién alostérica por ATP pero es menos in-
tensa que in vitro, los valores calculados de Ki fueron:
0,9 mMy 05 mM in situ a pH 7,4 ¥y 6,9 respectivamente y
0,4 mM y 0,03 mM in vitro a pH 7,4 y 6,9 respectivamente.

5.2.3.4, Inhibicidn por citrato.

Otra de las sefiales reguladoras importantes a
que responde la fosfofructokinasa es el citrato, que pro-
voca uyna marcada inhibicidn alost@rica sobre su actividad
(44)(95). Conjuntamente con la inhibicidn por ATP, la in-
hibicibn por citrato, uno de los productos finales del ci-
clo de los fcidos tricarboxilicos, se ha sefialado como un
mecanismo esencial de control feedback de la glicolisis
aerobia (124 bis){(117)(102).

En eritrocitos algunos autores han sefialado que
esta inhibicién de la fosfofructokinasa por citrato se pre-
senta, pero de forma menos aparente que en mfisculo (71)(68)
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(140). Staal et al. (131) han negado la existencia de es-
ta caracteristica en el enzima de estas células.

A la vista de estos datos hemos estudiado en
nuestras condiciones el efecto del citrato empleando
fructosa-6-P 0,04 mM, ITP-Mg 1 mM y la mezcla de efectores
positivos: AMP 0,1 mM, Pi 5 mM, NHZ 1 mM puesto que como
anteriormente se mostrd (3.2.3.1.) la actividad de la fos-
fofructokinasa in vitro en ausencia de ellos es nula. El
citrato se usb® a concentracidn 3 mM. Pensando que su efec-
to estuviese en dependencia del pH como sucede en el caso
del ATP lo hemos estudiado a tres valores de pH: 7,4, 7,2
y 7,0. En 1a Figura 26 mostramos los resultados en que se
representa la actividad PFX residual in situ e in vitro
en porcentajes respecto a la actividad control en ausencia
de citrato, como puede verse no hay inhibicidn por citra-
to a pH 7,4 pero si se presenta en los rangos de pH ligera-
mente inferiores, aunque €l enzima in situ es marcadamente
menos sensible.

3.2.4. ALDOLASA

En eritrocitos este enzima posee una gran afini-- -
dad por su substrato {137), el fructosa-1,6-difosfato, e
tal forma que la determinacidn precisa de la constante de
Michaelis requiere métodos de valoracidn mas sensibles que
el espectrofotométrico, por esta razdn no pudimos explorar
la curva de saturacidn por debajo de concentraciones en el
rango de 5 uM, como se puede ver en la Figura 27. No obs-
tante, de ella puede deducirse que 1la Xm in situ e in vi-
tro debe ser igual o menor a 20 pM. La Vmax encontrada fuo
de 0,2 U/g in situ y 0,5 U/g in vitro.
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3.2.5. TRIOSAFOSFAT) ISOMERASA

Se trata de un enzima con una actividad catali-
tica extraordinaria, su actividad especifica estd descrita
en el rango de 200 unidades por gramo de eritrocitos {(58),
alrededor de dos mil veces superior a la hexokinasu, el en-
zima de menor actividad especifica de toda la via glicoli-
tica en células rojas {apartade 3.2.1.).

El estudio cipético fué llevado a cabo frente a
gliceraldehido-3-fosfato como substrato. En la ligura 28
se representan graficamente las cinéticas in situ e in vi-
tro. La Km obtenida fué de 0,4 mM tanto in situ como in
vitro. La Vmax fué de 80 U/g in situ y 200 U/g in vitro.

3.2.6. GLICERALDEHIDO-3-FOSFATO DESHIDROGENASA

3.2.6.,1, Puesta a puntoc del métudo de ensayo

Como se ha explicado en MATERIAL Y METODOS (2.8.3.)
dadas las dificultades que el estudio de la actividad de es-
te enzima presenta, cuales sOn la escasa viabilidad de 1a
reaccidn a pH fisioldgico por un lado, y que por otro la
fuerte inhibicidn que sufre por parte de los productos d.
1a misma, inconvenientes que no son sorteados con los mé-
todos espectrofotométricos clasicos (143)(61)(79), hemos
desarrollado un nueve sistema de valoracidn al que hemos
llamado ensayo "lineal' con el que se evita el aclmulo de
ninguno de los productos de la reaccidn.

Los primeros ensayos re¢alizados con objuto de po-
ner el método a punto fueron 1llevados a cabo empleando
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) comercial
de musculo de conejo. &n la Figura 29 presentamos una va-
loracidn espectrofotométrica de la actividad de este enzima
realizada en las condiciones que se detallan en el uparta-
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do 2.8.3. de MATERIAL Y METODOS; como puede apreciarse,
el curso de la reaccidn es perfectamente lineal durante
por lo menos 6 minutos, tiempo suficiente que nos permite
determinar la velocidad inicial con toda garantia.

Antes de pasar a estudiar con este métode la ac-
tividad de la GAPDH de eritrocitos, comprobamos primera-
mente que se mantenia la linearidad de la velocidad de
reaccidon (dentro de los limites de la ley de Beer) res-
pecto a la cantidad de enzima, como puede verse en la Fi-
gura 30 en que representamos la actividad enzimdtica cb-
servada frente a cantidades crecientes de enzima. Poste-
riormente verificamos que el ensayo "lineal" empleando
ya un extracto crudo (de misculo esquelé&tico de rata),
ofrecia 1las mismas garantias de fiabilidad que con el en-
zima purificado, la posibilidad de interferencia por par-
te de la adenilato kinasa fué& obviada gracias a la adi-
cidn de ApgA, un inhibidor potente y especifico (73}, co-
mo ya explicamos en MATERIAL Y METODCS. Cuando en estas
condiciones se sustituyd el fosfato por arseniato no se
detectd cambio alguno en la absorcifn a 340 nm, lo que
nos sirvid de prueba adicional de que el método de ensayo
era eficaz, ya que al no formarse 1,3-difosfoglicerato,
uno de los productos de la reaccidn, el sistema auxiliar
empleado (fosfoglicerato kinasa, hexokinasa y glucosa-o6-fos-
fato deshidrogenasa) no podia visualizar nada.

A continuacién comprobamos que utilizando el en-
sayo "lineal" podia determinarse con precisifn 1a activi-
dad de la GAPDH en eritrocitos tanto in vitro como in situ,.

3.2.6.2, Cinética frente al NAD .

En 1968 Conway y Koshland (26), mestraron en el
enzima de mlisculo de conejo una cinética compleja de satu-
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racidn para el NAD® que explicaron de acuerdo con el moaue-
lo de Koshland-Filmer-Nemethy segin el cual, el ligamiento
del NAD® al enzima ocurriria con cooperatividad negativa
(66), de forma que el acoplamiento sucesivo de cada molé-
cula de NAD® daria lugar a una disminucifn en la afinidad
para las moléculas siguientes (nH¢1).

En nuestras condiciones de concentracidbn fisio-
1l6gica de enzimas y determinando la actividad de la GAPDH
por medio del ensayo "lineal', hemos realizado un estudio
cinético frente a la concentracién de NAD® empleando gli-
ceraldehido-3-P 3 mM y fosfato 50 mM. La curva de satura-
cifn mostrd forma sigmoidal tanto in situ como in vitro
aunque de forma mas acusada en el primer caso, con un ny
de 2,6 in situ y 1,6 in vitro y un S0 g de 0,18 in 51tu y
0,05 in vitro, lo que indica una afinidad por el NAD" seii-
siblemente inferior in situ (Fig. 31).

3.2.6.3. Cinética frente al gliceraldehido-3-P.

Utilizando una concentracidn de NAD® de 0,5 nM y
fosfato a 50 mM encontramos una Km para el gliceraldehido-3-P
de 0,3 mM tanto in situ como in vitro. La Vmax encontrada
fué de 5 B/g in situ y 9 U/g in vitro (Fig. 32).

3.2.6.4. Cinética frente al fosfato inorginico.

Fué realizado este estudio cinético empleando NAD"
0,5 mM y gliceraldehido-3-P 3 mM. Lz Km obtenida fué de 10
mM, tanto in situ como in vitro (Fig. 33).

5.2.7. FOSFOGLICERATO KINASA

La reaccidn catalizada por este enzima represen-
ta el primer punto de la cadena glicolitica en que se ge-
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Figura 31. Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa in situ e

in vitro. Representacidn de Hill de la cindtica
frente al NAD'.

Gliceraldehido-3-P 3 mM, Pi 50 mM

®): in sity

©): in vitro

Las demds condiciones segiin MATERTAL Y METODOS
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nera ATP.

Dada la inestabilidad del 1,3-difosfoglicerato,
su substrato junto con el ADP en el sentido glicolitico,
hemos estudiado su comportamiento en reverso.

Como puede verse en la Figura 34 en que repre-
sentamos la curva de saturacidn frente al 3-fosfoglicera-
to, con ATP-Mg 1 mM, 1la Xm encontrada fué de 0,7 mM in si-
tu e in vitro. La Vmax obtenida fué de 7 U/g in situ y de
16 U/g in vitro.

3.2.8. FOSFOGLICERATO MUTASA

De los enzimas pertenecientes a la porcidn de la
via glicolifica‘camprendida entre gliceraldehido-3-P y lac-
tato (donde tiene lugar las reacciones de oxido-reduccidn
y produccidn de ATP), la fosfoglicerato mutasa es .. que me-
nor actividad especifica muestra en eritrocitos. Junto con
otros dos enzimas mas, la difosfoglicerato mutasa y la.
2,3-difosfoglicerato fosfatasa,forma el 1llamado ciclo del
2,3,-difosfoglicerato, un pequefio ciclo colateral a 1a gli-
colisis, en que tiene lugar la formacidén de este metabolito
en los eritrocitos (106}{107). Por otro lado el 2,3-DPG ac-
tua de cofactor de este enzima, por el que presenta un re-
querimiento absoluto (47)(20).

Realizamos un estudio cinético frente a la con-
centracidén de 3-fosfoglicerato, que exponemos en la Figura
35, obteniendo una Km de 0,1 mM tanto in situ como in vitro.
La Vmax determinada fu€ de 0,45 U/g in situ y 0,73 U/g in
vitro,

3.2.9, ENOLASA

Se trata de un enzima que ha recibido particular
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atencién como un tipico metalo-enzima, de forma que su acti-
vidad estd fuertemente influenciada por determinados iones
metdlicos, dindose lugar a la formacidn de un complejo ter-
nario enzima-substrato-metal (76)(154).

Su actividad es muy sensible a cambios en la com-
posicibén del medio de ensayo, principalmente trazas de me-
tales pesados, de aqul la necesidad de adicionar a 1la mez-
cla de ensayo algiin compuesto quelante como EDTA. Posee un
inhibidor muy bien conocido, el fluor (76).

Hemos llevado a cabo un estudio cinético frente
al 2-fosfoglicerato como substrato variable, que represen-
tamos en la Figura 36. La Km obtenida fué de 20 uM in situ
e in vitro. La Vmax encontrada fué de 4,6 U/g in situ ,

8 U/g in vitro.

3.2.10. PIRUVATO KINASA

Junto con la hexokinasa y la fosfofructokinasa la
piruvato kinasa cataliza una de las tres reacciones virtual-
mente irreversibles de la glicolisis, se trata de un enzima
alostérico, como los otros dos, cuya actividad puede modu-
larse por la presencia de determinados metabolitos efecto-
res, constituyendo entonces otro de los puntos donde la via
glicolitica es susceptible de regulacifn. Cataliza la segun-
da reaccidn generadora de ATP en la plicolisis.

Este enzima ha sido extensamente estudiado, parti-
cularmente desde que se descubrif que su deficiencia esta-
ba relacionada con una mutacifn en el enzima dc eritrocitos
de forma que exhibe caracteristicas cinéticas y electroforé-
ticas distintas a las normales y se acompafia de una anemia
hemolitica (134)(87)(1).

Clasicamente se han distinguido tres tipos de iso-
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zimas; el tipo L predominante en higado, el tipo M que
predomina en mlisculo y leucocitos y el tipo A mayoritario
en rifidn y tejido adiposo. El enzima en los eritrocitos,
corresponde enteramente al tipo L de higado (14)(80) que
muestra cinética sigmoide para el fosfoenolpiruvato, in-
hibicifn alostérica por ATP y alanina, y activacidn por
fructosa-1,6-difosfato que contrarresta las inhibiciones
{135)(136) (23).

Empleando ADP-Mg 1 mM, el enzima mostrd cinética
sigmoide frente al P-enolpiruvato con cooperatividad posi-
tiva, tanto in vitro como in situ aunque menos acusada en
este Giltimo caso, los valores de By fueron de 1,4 in situ
y 2,5 in vitro,.y un 30’5 de 1,5 mM in situ y 0,8 wmM in
vitro, Estos resultados pueden apreciarse en las Figuras
37 vy 38.

El enzima in situ exhibe también activacidn alos-
térica por el fructosa-1,6-difosfato, al igual que in vitro,
como se puede ver en la Figura 38 en que se expone la cing-
tica de saturacibn para el P-enclpiruvato en presencia y
ausencia de FDP 10 uM. Puede apreciarse como esta activacién
promueve el cambio de c¢inética de sigmoidal a hiperbblica
dando lugar asi a un aumento muy considerable en la afinidad
por el P-enolpiruvato, con un 80’5 (Km) en presencia de FDP
de 0,4 mM in situ y 0,2 mM in vitro (Fig. 39). La Vmax de-
terminada en presencia de FDP, fud de 3,4 U/g in situ y 6
U/g in vitro (Fig. 39). Tambifn mostrd 1a PX in situ inhi-
bicidn alostérica por ATP que era contrainhibida por FDP e
inhibicién por alanina.

3.2.11. LACTATO DESHIDROGENASA

Es un enzima de gran actividad en eritrocito y uno
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de los mas estudiados en 1o que se refiere a estructura
cuaternaria y formas de sus distintos isozimas. Ya en
1950, Meister (83), llamb la atencibn sobre la heteroge-
neidad de la lactato deshidrogenasa (LDH) de corazdn de -
vaca. Mas tarde, Vessel y Bearn (145) en 1957, y Markert
y Moller en 1959 (81}, a través de estudios con electrofo-
resis revelaron la presencia en suero humano de mltiples
formas de LDH, y fueron Cahn, Kaplan, Levine y Zwilling
(21}, quienes en 1962 aislaron los cinco tipos de isozi-
mas que hoy se conocen, encontrando que entre ellos exis-
ten dos formas puras, la M, predominante en mfisculo es-
quelético y la H mayoritaria en corazdn, el resto son for-
mas intermedias que aparecen a través del periodo embrio-
nario, tratandose entonces de enzimas hibrideos a partir
de los componentes de los tipus M y H. Su estructura cua-
ternaria es un tetrémero compuesto de cuatro cadenas po-
lipeptidicas, resultantes de la asociacifn repetida de
dos subunidades distintas, la M y 1a H, dando lugar asi a
cinco estados de agregacidn de las mismas y por ende a
los cinco isozimas en que se distribuye la LDH en la ma-
yoria de los tejidos, a saber: H4 (LDH~1), H3 M (LDH-2),
HZMZ (LDH3), HM3 (LDH-4) ¥ M4 (LDH-5).

En el eritrocito Rosa y Schapira (112) encon-
traron solo dos bandas electroforéticas correspondientes
a los isozimas LDH-1 y LDH-2, y solo en eritrocitos jove-
nes aparecen trazas del resto de las formas, que segiin
Friedemann y Rapoport (39) se reparten de la siguiente
manera: LDH-1 30-40%, LDH-Z 40-45%, LDH-3 14-16%, LDH-4
3-5%, LDH-5 2%,

3.2.11.1. Cinética frente al piruvato

La concentracifén empleada de NADH fué de 0,3 mM,
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se ensayd a concentraciones variables de piruvato, como
puede verse en la Figura 40 en que se representa grafica-
mente el estudic cinético. La Km obtenida fué de 0,718 aM,
tanto in situ como in vitre., La Vmax fué de 23 U/g in situ
y de 44 U/g in vitro.

3.2.11.2. Cinética frente al NADH

La concentracién de piruvato usada fué de 1 mM.
En la Figura 41 exponemos los resultados. La Km obtenida
fué de 0,03 mM, tanto in situ como in vitro.

3.2,11.3. Inhibicibn por exceso de piruvato

Existe una amplia polémica en torno a la iu:hibi-
cidén de LDH por exceso de piruvato y al posible papel Fi-
sioldgico que jugaria dicha inhibicidn. Kaplan y colabora-
dores (21) encontraron en 1962, que el tipo H de 1a LDk,
esto es, el isozima LDH-1 compuesto por cuatro cadenas H
(como se ha explicado en el apartado anterior) presentuba
una inhibicidn por piruvato en exceso a concentraciones
comprendidas entre 1 y 10 mM; en cambio no aparecia inhi-
bici6n cuando el isozima usado era el M (LDH-5, compuesto
por cuatro cadenas M). Mas tarde, el grupo de Kaplan (38)
explicd esta inhibicién como debida a la formacién de un
complejo ternario abortivo piruvato~NAD+—LDH {aunque re-
cientemente se han propuesto otros mecanismos {147))..Lsta
inhibicidn explicaria segin ellos, 1a especificidad de te-
jido para los distintos isozimas de 1a LDH, habida cuenta
de que el tipo H es predominante en los tejidos con un me-
tabolismo puramente aerobioc o respiratorio, como es el co-
razdn, en los cuales la formacién del complejo inhibider
impediria la reduccidén del piruvato a lactato, mientras
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que el tipo M predomina en los tejidos preferentemente
anaerobios y por tantoc muy dependientes de la glicolisis
para sus necesidades energéticas, como es el miisculo es-
quelético, en los cuales escasea la forma H por lo que no
se formaria el complejo abortive responsable de la inhi-
bicibn del enzima. Segiin esta teoria, que se ha dado en
1lamar "aercbis-anaerobia™ (144), el tipo H operaria co-
mo uh regulador del metabolismo del piruvato en células
‘altamente aerobias.

Contrariamente a lo expuesto por el grupo de
Kaplan, Wuntch et al. (157}(155), sostienen que la inhi-
bicifn de la LDH-1 seria un proceso dependiente del es-
tado de dilucidn del enzima, debido a que a concentratio-
nes bajas (156) si encontraron inhibicibn por exceso de
piruvato, pero a concentracion&s altas de enzima {157)
(155), en el rango de lis que existen en células de mami-
feros no la obtuvierdn. Seglin estos autores, pues, la in-
hibicifn descrita seria un artefacto del sistema de ensa-
yo y no tendria por tanto significacién in vivo.

Asi las cosas, homos estudiado el efecto del
piruvate a contentraciones ampligmente en eX¢eso (hasta
50 mM) sobre la LDH contenida en eritrbcitos (en los que
predominan las formms H, LDH<1 y LDH-2, como ys se ha ci-
tado), paralelaments in vitro e in situ, situacién esta
Gltima en la que manejsmos el enzima a Su concentracidn
fisloi8gica, Usamos piruvato a ocho concentraciones com-
prendidas entre 25 uM y 50 mM, como puede verse en la Fi-
gura 42, en que representamos grificaments las activida-
des obtenidas para cada concentracidén de substrato. He-
mos encontrado primero una actividad enzimdtica progresi-
va hasta concentraciones de piruvato de 2 mM (100% de ac-
tividad), como corresponde a 1a paulatina saturacién del
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enzima por el substrato, para observar a2 medida que el pi-
ruvato aumenta una fuerte inhibicidn, que a concentracioc-
nes de piruvato de 35 a 50 mM 1llegd a ser del 80%, como
puede apreciarse en la Figura 42. Esta inhibicifn la he-
mos encontrado de forma paralela in situ e in vitro.

Observaciones a concentraciones moderadamente
altas de piruvato sugieren que la inhibicidn por exceso de
este metabolito disminuye en medio fuertemente alcalino
(pH 10).

3.2.11.4, Efecto del pH sobre la actividad LDH

Dentro del objetivo fundamental de nuestro tra-
bajo de estudiar el comportamiento de los enzimas glicoli-
ticos in situ de forma comparitiva con el que se cbserva
cuando se ensaya d tbncentraciones diluidas de enzima (in
vitro), estudiamos el efecto del pH sobre la LDH, por una
parte con el inter€s de saber si el hecho de emplear con-
centraciones fisioldgicas de enzima (in situ) podia modi-
ficar en algo el efecto del pH y por otra con el de cono-
cer si e8te enzima, de grah utilidad como enzima auxiliar,
seria apto como tal en los casos en que por alguna razdn
fuera preciso acoplarla en ensayos a pH extremo,

Realizamos una curva de sensibilidad al pH em-
pleando el piruvato a concentracifn § mM y NADH 0,3 mM,
explorando la actividad LDH en el rango de pH entre 5,4 y
9,6; no trabajamos en la zona mis Acida ya que por debajo
de pH 5 el NADH es demasiado inestable (75). El resultado
lo exponemos en la Figura 43, como se puede apreciar la
méxima actividad se mantiene en forma de meseta entre pH
5,4 y 8, tanto in situ como in vitro, lo que por otro lade
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coincide con l¢ descrito en los ensayos habituales (150).
La actividad decrece en el rango alcalino, aunque algo nas
deprisa in vitro, a pH 10 solo se detecta el 20-25% de la
actividad mixima; no obstante, podria ser apto como enzi-
ma auxiliar en ensayos a ese rango de pH siempre que se
mantuviera la afinidad por el piruvato dentro de un rango
aceptable, bastando entonces con elevar la dosis de enzima.
En este sentido verificamos un estudio cinético frente al
piruvato a pH 10, encontrando gue la afinidad estaba con-
siderablemente disminuida, 1a Km subid de 0,2 mM, que es
el valor encontrado a pH 7,4, a 10 mM. Este valor fué con-
firmado cuando se empleS enzima de eritrocitos parcialmen-
te purificada, lo que la descarta como enzima auxiliar en
estas condiciones.

3.2.12., SENSIBILIDAD DE LOS ENZIMAS A LOS DISTIN-
TOS REACTIVOS GRAPADORES

La mayor parte de los enzimas estudiados in situ
lo han sido empleando los tres reactivos grapadores que
hemos utilizado en los procesos de permeabilizacidn de eri-
trocitos (MATERIAL Y METODOS apartade 2.4.1.),

Las propiedades cindticas de los enzimas in situ
se han mostrado idénticas con uno u otro reactivo, como
asi mismo las variaciones en las propiedades alostéricas
que han 3ido encontradas in situy., Las velocldades miximas,
en goneral, oscllaron alrededor del 50% de las detectadas
in vitro, si bien en algunos enzimas se mostraron mas re-
ducidas, dependiendo del tipo de reactivo utilizado.

Dado que existe la posibilidad de que el reactivo
grapador que se emplee pueda penetrar en las células per-
meabilizadas y afecte a una proporcidn substancial de las



proteinas intracelulares incluyendo todos o algunos de los
enzimas estudiados in situ, hemos llevado a cabo un estu-
dio de la sensibilidad que estos enzimas presentan a los
distintos reactivos. En este sentido, realizamos valora-
ciones en Vmakx de los diferentes enzimas en una serie Je
hemolizados que previamente fueron tratados por separado
con los distintos reactivos. Estas velocidades midximas fue-
ron comparadas con las encontradas inicialmente in vitro,
esto es, en un hemolizado sin tratar con ningilin reactivo.
lLos valores encontrados en estas condiciones se rupresen-
tan en la Tabla 9 paralelamente a los valores de Vmax obte-
nidos in situ empleando los diferentes reactivos y conjun-
tamente con las Vmax que se& observaron in vitro. En la mis-
ma Tabla se muestran también los valores de Km encontrados
in situ e in vitro en los enzimas estudiados.



133

TABLA 9. Epzimas glicoliticos de eritrocitos de rata in situ.
Vmax Vmax Actividad
in vitre Reactivo in situ in vitro mag £m o SO {mM)
U/e grapador % el reactive, ¥ in situ °7 im vitro
h&vll.!ll'-l 0.08 TDI 33 _75 Glu b e 0’2 —
ATP 0,15/1,5 0,3
PGl......... 158 DI 47 15 FGP +— 0,1 ——r
DTBP 40 33
PFEueveunsns 8 DMS 48 36 ITP «— 0,3 —
DIRP 30 20
ALD'."I.... 0’5 TDI &0 35 FDP *'_ <0,02 —-*'
TMeervsoe.- 200 TGI 40 57 GA3P +— 0,4 —>
GAPDH....... 9 DI 17 30 NAD® 0,18 0,05
DT8P 31 28 GA3P +— (,3 —
DMS 57 60 Pi 10—
PGK..... rass 16 DI 10 37 3PGA ~— 0,7 —
DTBRP /11 48
DMS A a4
PGM..... e 0,7 TDI <5 i5 IPGA ~— Q0,1 —+
DTEP 40 40
DMS 62 35
ENG......... 8 ™I 57 48 2PGA < (0,02 —+
PKuvoossnnea b TDI <5 25
DTBP 33 20
DMS 58 22
LDH.-...--.. t}t]. TDI. 52 30 PIR 4—"”0,2 e
DTBP 52 39 NADH «<— (,03 —»
DMS 51 45
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3.3 GLICOLISIS IN VIVO E IN SITU

Una vez estudiados la totalidad de los enzimas
glicolitices por separado, observando in situ su comporta-
miento cinético y peculiaridades particulares, pasamos a
realizar un estudio de la glicolisis completa.

Como ya se menciond en la INTRODUCCION, el eri-
trocito ofrece una oportunidad finica para el estudio de
esta ruta metabblica, como queda avalado por las razones
siguientes: la posibilidad de interferencia por otras vias
¢std virtualmente eliminada, no existe compartimentacidn
intracelular v las concentraciones de todos 10s enzimas
son practicamente constantes {105).

Los estudios in situ han sido comparados direc-
tamente con estudios in vivo, habida cuenta de que la via
puede ser evaluada en células intactas a partir de subs-
tratos que permean libremente a través de la membrana ce-
lular.

Por otro lado y como también fué mencionado en
la INTRODUCCION, el abordaje in situ, debido a que se lle-
va a cabo en cé€lulas permesbilizadas, nes permite el es-
tudio deé la glicolisis & partir de cualquiera de los meta-
bolitos intermediarios que integran la via, lo que favo-
rece la evaluacién de su funcionamiento a distintos nive-
les en condiciones de concentraciones fisioldgicas de en-
zimas.

La glicolisis se ha medido a través de 1a valo-
racidén de la produccidn de lactato a lo largo del tiempo,
como fué explicado en MATERIAL Y METODOS ({apartado 2.9.).

Los substratos que se emplearon fueron glucosa
y dihidroxiacetona in vivo y glucosa, glucosa~6-P . «'j-
ceraldchido-3-P in situ.
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3.3.1., GLICOLISIS IN VIVO

Como se ha mencionado en el apartado anterior
ademas de estudiar la produccidn de lactato a partir de
glucosa se ha hecho también a partir de dihidroxiacetona,
que penetra en la via una vez que se fosforila por medie
de 1a accibn de la triokinasa (53), convirtiéndose asi en
dihidroxiacetona fosfato, un intermediario glicolitico a
nivel de la reaccifn catalizada por la triosafosfato iso-
merasa. La triokinasa es un enzima de actividad muy esca-
sa en eritrocitos (13), en los cuales el substrato normal
de la via glicolitica es la glucosa, aunque hay un cierto
tipo de células rojas, como son las de cerdo, donde curio-
samente la dihidroxiacetona es un potente substrato, a la
vez que su membrana es impermeable al paso de la glucosa
(62).

La produccifin de lactate fué medida en una mez-
cla conteniendo el substrato y eritrocitos intactos a una
concentracién de 0,25 g por ml diluidos en SSP hasta un
volumen final de 10 m1, a lo largo de 8 horas de incubacién
a 37°C,

Cuando se empled glucosa 10 mM como substrato la
produccibn de lactato fud de 0,08 umoles por gramo de eri-
trocitos y por minuto, lo que teniendo en cuenta que por
cada molécula de glucosa que se degrada a través de la via
glicolftica se generan dos de lactato, equivalen aproxima-
damente a unos 2,4 umoles de glucosa por gramo y por hora.
La via de las pentosas es minoritaria en eritrocitos, sien-
do el porcentaje de glucosa que se metabolizg a su través
de solamente el 5% (30)(114)(51), de forma que el 95% lo
hace a través de la glicolisis.

Las velocidades de produccibn de lactato a partir
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de glucosa y otros substratos se encuentran reunidas en la
Tabla 10, pag. 151. |

En 1a Figura 44 se representa la produccidn de
lactato in vivo a lo largo del tiempo a partir de los dos
substratos ensayados. Puede apreciarse como el curso de la
produccién de lactato presentd en principio una corta fase
de latencia seguida de una segunda fase de velocidad mdxi-
ma, finalizando con otra de velocidad residual correspon-
diente al agotamiento del substrato. A partir de dihidroxi-
acetona 10 mM se observé glicolisis en un rango similar a
desde glucosa (Figura 44 y Tabla 10), la velocidad de pro-
duccién de lactato fué de 0,1 umoles/g/min. Este valor es
expresidn de la capacidad de la triokinasa en eritrocitos,
ya que es inferior a las actividades de los enzimas glico-
liticos desde la etapa de triosas a lactato. Esta actividad
triokinasa como puede apreciarse, se encuentra en un rango
similar al de la hexokinasa y por tanto no evaluable es-
pectrofotométricamente en un ensayo contianuo.

Cudndo se mezclaron glucosa v dihidroxiacetona 1la
glicolisis no se acelerd. La adicifén de glicerol 10 mM no
varid apreciablemente la velocidad glicolitica.

3.3.2. GLICOLISIS IN SITU

Con objeto de poder visualizar la glicolisis in
situ, & 1a vista de la naturaleza de este abordaje, adicio-
namos cofactores a la mezcla de incubacién a concentracio-
nes cataliticas, dado que logicamente se pierden en el pro-
ceso de permeabilizacién de los eritrocitos.

3.3.2.1. Produccidén de lactato a partir de gliceraldehido-3-P.

Se midid la aparicién de lactato a lo largo de 2
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Bigura 44. Glicolisis in vivo.

Se midid la formacifn de lactato a lo largo de 8 horas

de incubacidh a 37°C de una mezcla conteniende el subs-
trato y eritrocitos intactos a una concentracidn de

0,25 g/ml diluidos en SSP hasta un volumen final de 10 ml
(D: dihidrokxiacetona 10 mM

{O): glucosa 10 mM

) : control de eritrocitos sin substrate
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horas en una mezcla incubada a 37°C que contenia ADP-Mg
5 mM, P1 20 mM, Ap;A 0,1 mM, DTE 1 mM, gliceraldehido-3-P
5 mM, una mezcla idnica bésica similar a la empleada sis-
tematicamente en las valoraciones de actividades enzimi-
ticas que contenia TES 50 mM pH 7,4, XC1 100 mM y MgCl2
5 mM, mas eritrocitos permeabilizados a una concentracidn
de 0,25 g/ml, en un volumen final de 2 ml.

En 1a Figura 45 pueden apreciarse los resultados.
Cugndo se empled NAD' a una concentracidn de 0,1 mM la ve-
locidad de produccifn de lactato fué de 0,06 pmoles/g/min,
lo que estaba muy por debajo de la actividad del enzima
mas escaso de este sector de la via glicolitica, la fosfo-
glicerato mutasa, que como se vid en el apartado 3.2.8.
prasenta una actividad in situ de 0,45 U/g, Pensamos en-
tonces en aumentar la concentracian de NAD' puesto que a
0,1 mM 1a gliceraldehido-3-P deshidrogenasa no aeberia es-
tar funcionando en condiciones de Vmax (SB g para. el NAD®
de 0,18 mM 1n situ, vease apartado 3.2.6.2. ) Cuando em-
pleamos NAD" 0,5 wM la velocidad de aparicién de lactato
aumentd a 0,12 umoles/g/min, como puede apreciarse en la
Figura 45, acercdndose ya a 1z actividad del enzima de ca-
pacidad mas limitada

La produccién de lactato desde gliceraldehido-3-P
in situ es por tanto de un rango simular ¢ incluso ligera-
mente superior a cuando se midid in vivo a partir de una
triosa hombioga y sin fosforilar, la dihidroxiacetona. Por
otro lado se observa tambi®n que la fase inicial de laten-
cia es de menor Cuantia en las condiciones ensayadas in si-
tu,

3.3.2.2. Produccién de lactato a partir de glucosa-6-P.

Se determind la aparicién de lactato a partir de
glucosa-6-P en condiciones de Vmax para la via, incluyendo
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Figura 45. ProducciOn de lactato in situ a partir de gli-

ceraldehido-3-P.

Mezcla de ensayo: ADP-Mg > wM, Pi 20 mM, Ap A

0,1 wM, DTE 1 mM, gliceraldehisu-3-P 5 mM, Lu-
cubacidn a 37°C. NAD a las concentraciones que

a contin¥aciﬁn se sedalan

@): NAD, 0,5 mM

(A): NAD 0,1 mM

) : Control en ausencia de substrato {NAD+ 0,5 n)
Reactivo grapador: DMS
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por tanto los efectores positives de la fosfofructokinasa.
La mezcla de incubacién comprendid:glucosa-6-P 1 mM, ITP-Mg
1 mM, ADP-Mg 5 mM, NADY 0,5 mM, Pi 20 mM, AMP 6,1 m, NH; 1
mM, ApcA 0,1 mM, DTE 1 mM, 13 mezcla idnica bisica y 0,25
g/ml de eritrocitos permeabilizados, en un volumen final de
2 ml. Se midié la aparicidn de lactato a lo largo de 2 ho-
ras en la mezcla incubada a 37°C. El resultado puede apre-
ciarse en la Figura 46. La produccidn de lactato a partir
de glucosa-6-P fué de 0.07 umoles/g/min,

Con objeto de confirmar si la fosfofructokinasa
estaba limitando o no el flujo de la via valoramos fructo-
sa-1,6-difosfato paralelamente al lactatoc a lo larpo de 1la
incubacifén, como puede apreciarse en la Figura 47 en que
mostramos esta determinacidon la aparicidn del fructosa di-
fosfato fué concordante con la de lactato, se acumula en
los primeros 15 a 30 minutos para luego descender parale-
lamente con el consumo del glucosa-6-P y a la vez que la
produccidn de lactato va sumentando, luego la fosfofructo-
kinasa, & la alta concentracifén inicial empleada, no limi-
ta el flujo desde glucosa-6-P, la etapa limitante debe es-
tar por tanto por debajo de la reaccidn catalizada por es-
te enzima,

3.3.2.3. Produccidn de lactatoc a partir de glucosa o olico-

1igis entera.

En los primeros estudios de glicolisis entera 1a
mezcla de incubacién que empleamos comprendif: glucosa 5 mM.
ITP-Mg 1 mM, ADP-Mg 5 mM, NAD" 0,5 mM, Pi 20 mM, AMP 0,1 mM,
NH, 1 mM, ApcA 0,1 mM, DTE 1 mM y la mezcla ibnica basica
en un volumen final de 1 ml.

De forma paralela estudiamos la posibilidad, que
ofrece el agbordaje in situ, de sortear 1la hexokinasa intra-
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Figura 47. Glicolisis in situ a partir de glucosa-6~P. Determina-

cidn de fructosa-l,6-difosfato a lo largo de 12 incuba~
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Mezcla de ensayo: ITP-Mg ] uM, ADP-Mg 5 m, NAD® 0;5 mM,
Pi, 20 M, AMP 0,1 oM, NH, 1 mM, 4pA 0,1 uM, DTE 1 mM
Incybacidn a 37°C.

Reactivo grapador: DMS
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celular adicionando hexokinasa comercial en exceso (4 U/ul).
De esta forma, la glucosa-6-P formada en prdpcrcién abumn-
dante fuera de las células permesbilizadas, se incorpora-
ria una vez dentro a la cadena glicolitica de enzimas in-
tracelulares; en estas condiciones, 1a produncidn de lac-
tato deberia ser superior l6gicamente a la de la glicolisis
entera desde glucosa, y equiparable a la que se encontrd
cuando se inicib la via a partir de glucosa-6-P. Asi ten-
driamos un método Optime para constatar in situ la limita-
cibén que 1a hexokinasa supone al flujo glicolitico en el
eritrocito, dado que como ya hemos descrito anteriormente,
¢s el enzima que presenta actividad mas escasa.

La produccibn de lactato encontrada cuando se mi-
did glicolisis entera fué de 0,04 umoles de lactato por
gramo de eritrocitos y pbr Minute, 16 que corresponde apro-
ximadamente a 1,4 umoles de glucosa/g/hora. Cuando se adi-
ciond héxokinasa en excesc la produccidén de lactato aumen-
t8 hasta 0,07 pmoles/g/min, exactifente el valor encontra-
do tuando se midid 1a produnccidn de lactato desde gluco-
8a-6-P, descrito én el apartado antérior.

Pers Comd puede aptéciarse en la Figure 48, en que
se exponen los resultados, se aprecid un pericdo de latencia
muy extenso, de mas de une hord, que en contra de lo que
cabla esperar tambifn se presentd cuando se sorted ls hexo-
kinasa intracelular, lo que no parecia légico, puesto que
no fué ocbservado cuando wmedimos glicolisis directamente a
partir de glucosa-6-P, Con objeto de conocer la etapsa res-
ponsable de ostd latencia, reslizamos la deétermihacidn de
una serie de metabolitos intermediarios glicolfiticos,; cua-
les fueron: glucosa, glucosa-6-P mas fructosa-6-P, fructo-
sa-1,6-difosfato y dihidroxiacetona-P mas gliceraldehido-3-P.
Determinaciones qus fueron hechas paralelemente a la apari-
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Figura 48, Glicolisis in situ v determinacidn de intermediarios
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cién de lactato, de forma similar fueron lilevadas a cabo
cuando se incubd la mezcla en presencia de hexokinasa co-
mercial en exceso.

En la Figura 48 puede verse como la desaparicidn
de glucosa fu€ concordante con la aparicidn de lactato
cuando s¢ midib glicolisis entera, en que la velocidad de
consumo fu@ practicamente coincidente con la de produccidn
del Gltimo metabolito de la ruta. Como también sucedid con
la desaparicidn de glucosa-6-P cuando se¢ adiciond hexokina-
sa a la mezcla de incubacién, por tanto, la limitacién de-
beria forzasamente estar mas abajo de la glucosafosfato
isomerasa. Cuando valoramos fructosa difosfato y triosas
pudimos apreciar como no comenzaban a acumularse hasta pa-
sada la primera hora de incubacidn (Fig. 49), lo que de-
mostraba que la limitacién inicial estaba localizada a ni-
vel de la fosfofructokinasa, limitacibn que probablemente
estaba motivada porque al amplear el ITP-Mg a una concen-
tracidén inferior a la de glucosa (1 mM el ITP-Mg y 5 mM
la glucosa) el nuclebfsido trifosfato era consumido por la
hexokinasa, quedando entonces deficitario el enzima si-
guiente que 6s dependiente Jél mismo nucleftido, la fosfo-
fructokinasa, de forma que no aumentaba su actividad hasta
que el ITP era reciclado, 1o que tenia lugar pasada la pri-
mera hora, poniéndose en marcha entonces el resto de la
maquinaria glicolitica. Esta hipdtesis se confirmaria si
al poner en la mezcla de incubacibn el ITP-Mg en exceso s0-
bre la glucosa, se redujese dristicamente el periodo de la-
tencla encontrado. Medimos entonces de nueve el flujo gli-
colftico en agqusencia y presencia de hexokinasa extracelu-
lar, pero con ITP-Mg 6 mM y glucosa 5 mM, manteniendo igual
el resto de la mezcla de incubacidn y volviendo a determinar
la serie de intermediarios glicoliticos que evaluamos en la
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Figura 49. Glicolisis in situ. Determinacidn de fructosa-1,6-~difos-

fato v gliceraldehido-3-P + Dihidroxiacetona-P.

Mezgla de ensayo: glucosa 5 mM, ITPnug 1 oM, ADP-Mg 5 uM,
NAD 0,5 mM, Pi 20 mM, AMP 0,1 mM, NH& 1 oM, Apsa 0,1 mM,
DTE 1 oM, Incubacidn a 37°C.

Reactivo grapador: DMS
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incubacidn anterior. En la Figuras 50 y 51 exponemos los
resultados, que describimos como sigue:

- La fase de latencia se ha reducido muy conside-
rablemente y desaparecid del todo cuando se sorted la he-
xokinasa intracelular (Fig.50). Este periodo alcanza in
situ unos 15 minutos, diferente por tanto a in vivo en
que fué de 30 a 60 minutos (Fig. 44).

- E1 flujo glicolitico fué similar al encontra-
do en la incubacifn que realizamos con 1TP-Mg deficita-
rio, 0,04 uymoles de lactato/g/min en glicolisis entera
y 0,07 cuando se sorted la hexokinasa Fig. 50).

- La desaparicidn de glucosa {ué concordante en
ambos casos con la produccidn de lactato, como asi mis-
mo la del glucosa-6-P (Fig. 50).

- E1 aclimulo de fructosa difosfato y la mezcla
de triosas se adelantd hacia el inicio del priodo de in-
cubacién (Fig. 51). Lo que confirmé la hipétesis inicial
puesto que demuestra que la limitacién superada al incu-
bar con exceso de ITP estaba localizada a nivel de la
fosfofructokinasa.

En 1la Figura 52 exponemos globalmente los re-
sultados in situ e in vivo obtenidos en este estudio de
glicolisis evaluando la produccién de lactate a partir
de distintos niveles de la ruta. Los valores correspon-
dientes a los flujos respectivos encontrados se hallan
tambi&n reunidos en la Tabla 10.
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Mezcla de ensayo: glucosa 5 mM, ITP-Mg 6 oM, ADP-Mg 5 mM,
NAD 0,5 mM, Pi 20 mM, AMP Q0,1 mM, NHI‘ 1 uM, APSA 0,1 mM,
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Reactivo grapador: DMS
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Hez$la de ensayo! glucosa 5 mM, ITP—M& 6 mM, ADP-Mg 5 mM,
NAD 0,5 mM, Pi 20 mM, AMP 0,1 mM, NH4 1 mM, ApSA G,1 mM,
DTE 1 amM. Incubacidn a 37°C. .

Reactivo grapador: DMS
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substratos.

Mezcla de enmsayo in situ: ITP-Mg & mM, ADP-Mg 5 nM,
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TABLA 10. Produccidn de lactato in vive e in situ a partir de dife-

rentes substratos,

Mezcla de ensayo in situ: ITP-Mg 5 nM, ADP-Mg 6 mM, NAD'
0,5 oM, Pi 20 oM, AMP 0,1 uM, NH: L mM, Ap,A 0,1 mM, DIE
1 mM. Reactivo grapador: IMS

In vivo:
glucosa:
dihidroxiacetona:
In gitu:
glocosa:
gliceraldehido-3~P:

glucosa=-6-F:

0,08 ymoles lact./g/min.

0’1 1]
0,04 "
0,12 "
0,07 "
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3.4. APENDICE: la adenilato kinasa.

Se trata de un enzima ampliamente distribuido en
los tejidos, particularmente en miisculo, por lc que tumbién
se le conoce por el nombre de miokinasa. Es un enzima de
gran importancia, su papel fundamental se centra en la con-
servacidn del equilibrio entre los adenin nucledtidos, ATP,
ADP y AMP (90), contribuyendo por tanto a mantener la cons-
tancia de la carga energética, cuyas oscilaciones, como fué
sefialado por Atkinson (4)(5), constituyen las sefiales fun-
damentales de control del metabolismo energético,

Como enzima potencialmente muy relacionado con la
glicolisis (dada la importancia del AMP como activador ulos-
térico de la fosfofructokinasa), tenia interes para nosctros
estudiar su comportamiento in situ en eritrocitos, donde es-
ta ruta constituye la finica fuente de produccidn energética.

Las primeras valoraciones in vitro pusieron de ma-
nifiesto que este enzima mostraba una actividad llamativa-
mente escasa en eritrocitos de rata, alrededor de 2 U/g. In
situ y empleando el TDI como reactivo grapador, encontra-
mos valores de actividad en el rango del 20% de los halla-
dos in vitro, lo que logicamente hacia dificil la realiza-
cibén de un estudio cinético en nuestras condiciones habitua-
les de ensaya.

Pasamos entonces a estudiar su actividad empleando
eritrocitos humanos, en los que estén descritos valores de
adenilato kinasa superiores a los de rata (52). Estas célu-
las presentaron en un princlpio la dificultad de no resis-
tir el procesdy de permeabilizacidn cuando se empleaba el TDI
como reactivo grapador. Con DTBP, y aumentando el tiempo de
enfrentamiento al reactivo hasta una hora se consiguié per-
mcabilizarlos, obteniéndose un rendimiento del 70 al §0%;
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pero en cambio la cantidad de enzima detectado in situ fué
menor del 5% de la obtenida in vitro. A la vista de esta
acusada sensibilidad del enzima in situ al DTBP, procedi-
mos a permeabilizar de nuevo los erit¥rocitos humanos em-
pleando ahora el tercero de 1los reactivos gfapadores con
que contamos, el DMS, Con este reactivo, la permeabiliza
cidn de eritrocitos humanos alcanzd un rendimientoc de cé-
lulas grapadas similar al obtenido con DTBP, siendo tam-
bien preciso aumentar a una hora el tiempo de grapamiento;
obteniéndose en este caso una buena actividad del enzima
in situ. Verificamos un estudio cin&tico frente a la con-
centracidén de ADP-Mg y encontramos valores de Km de 0,8
aM in situ y 0,7 mM in vitro. La Vmax fu€ esencialmente
la misma en ambas tondiciones, 60 U/g.

Este fuf el finico caso de los enzimas que hemos
estudiado, en que se encontrd in situ una actividad mixima
practicamente del 100% respecto a in vitro.

La dificultad de c¢onseguir permeabilizar ertro--
citos humanos empleando el TDI,y la posterior modificacidn
que fué precisc hacer en la pauta de tratamiento cuando se
emplearon los otros reactivos, puedé indicar la existenxia
de una posible diferencia entre 1a estructura de la membra-
na de los eritrocitos de rata y los humanos.
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4, DISCUSION



155

4.1. EL ABORDAJE IN SITU EN CELULAS ANIMALES

El abordaje en si comprende dos etapas, una pri-
mera de "grapamiento', con la que se consigue fijar las
proteinas de la membrana mediante la utilizacidn de un
reactivo bifuncional y otra de permeabilizacidn con di-
gitonina. Con este mé&todo, desarrollado en eritrocitos
de rata se mantiene la estabilidad celular, como ha que-
dado demostrado por la resistencia que estas células una
vez tratadas han mostrado a las distintas pruebas hemoli-
ticas a que fueron sometidas, tras las cuales la hemoglo-
bina liberada nunca fué mayor del 5%, No obstante, entre
los tres procedimientos empleados para la fijacidn de las
proteinas de la membrana, uno de ellos, el grapamiento con
dimetil-3,3'-ditiobispropionimidato(DTBP), permite una pos-
terior lisis celular completa con relativa inocuidad uti-
lizando ditioeritritol. Los eritrocitos permeabilizados
mantienen forma y tamafio normales y su estabilidad (en
condiciones de conservacifn idfneas) permanece a lo largo
de meses,

El procedimiento resulta sencilleo y relativamen-
te breve, de forma que en menos de una horda pueden proce-
sarse varios gramos de eritrocitos con un rendimiento del
804, determinado por el empleo de distintos narémetros,
entre los cuales cabe entresacar la evaluacibn de la tur-
bidez propia de las células integras, valorads a través
de la absorcibn Sptica a 650 nm, criterio de aplicacién
répida y facilmente reproducible,

Los eritrocitos tratados por cualguiera de estos
tres procedimientos son libremerite permeables a varios ti-
pos de metabolitos, como queda demostrado por el hecho de
que los enzimas intracelulares son accesibles a los mismos,
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lo que es imposible en las células intactas, que son imper-
meables a la mayor parte de los substrabos-y cofactores em-
pleados; por la misma razén ha sido posible el estudio de

la glicolisis in situ a partir de niveles intermedios de 1z
ruta., Ademis esta permeabilizacifn es suficiente, dentro
del rango que corresponde a los metabolitos empleados, pues-
to que las cinéticas in situ son en general similares a las
encontradas in vitro.

El proceso de incremento de la permeabilidad en
los eritrocitos tratados estd fundamentalmente relacionado
con la liberacibén de 1ipidos de la membrana por parte de la
digitonina (Tablas 1 y 2), aunque también contribuye a ella
el mismo proceso de grapamiento y la posterior desestructu-
racién que la membrana fijada sufre cuando es sometida a
choque hipoténico (Tablas 1 y 3).

Las actividades enzimdticas determinadas en los
eritrocitos permeabilizados estdn eféctivamente ligadas a
las cé&lulas, ya que cuando se separaron por centrifugacién
no sé¢ deteéctd actividad alguna en la fraccibn sobrenadante,
en 1a que ademds se puso de manifiesto la ausencia de hemo-
globina, lo que por otro lado evidencid la falta de salida
del contenido préoteico fuera de:1as células permeabilizadas.
Por otro lado, 10s sritrocitos tratades conservan al menos
24 hores la generalidad de los enzimas estudiados y en el
caso de algunos de ellos {Tabla 4), durante meses.

Respecto al proceéso de grapamiento no hemos pre-
c¢isado con extensifn el nivel de estructura celular a que
tiene lupgar 1a actuacidn de los reactivos blfuncionales; a
la vista de las pruebas de estabilidad que hemos aportado es
evidente que con ellos se consigue la fijacidn de la mem-
brana celular, manteniéndese integro el armazén proteico de
la misma, de manera que los reactivos actuan a este nivel
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a modo de grapas que mantienen unidos los componentes de
la membrana. No obstante, estos compuestos en funcidn de
su solubilidad, su tamafio y la ldgica desestructuracidn
que presumiblemente provocan en la membrana, deben pene-
trar en las células o por 1o menos establecer también
entrecruzamientos o grapas entré las proteinas de la menm-
brana y las moléculas vecinas de hemoglobina, cocretamen-
te este hecho fué descrito por Wang y Richards en 1975
(148) tratando eritrocitos humanos con DYBP. Por estas
razones, la visibn del proceso de grapamiento que expo-
nemos en la Figura 2 (pag.21 ) es solamente un esauema
empirico de lo que pensamos que puede ser la actuacidn
de los reactivos a nivel de la membrana y que nos ayuda
a comprender los fendmenos de estabilidad y permeabili-
zacibn que se dan en los eritrocitos tratados de esta ma-
nera.

4.2. ESTUDIOS CINETICOS IN SITU E IN VITRO DE LOS
ENZIMAS DE LA GLICOLISIS

Los valores de Km encontrados in situ son en ge-
neral esencialmente iguales a los obtenidos in vitro, y
en la mayor parte de los casos se han mostrado coinciden-
tes con los descritos en la literatura (58)(137), datos
que por otro lado suelen proceder de eritrocitos humanos
y determinados en muchas ocasiones en condiciones bastan-
te alejadas de las fisiolégicas.

La mayoria de 103 enzimas fueron estudiados em-
pleando sucesivamente los diferentes tipos de reactivos
grapadores (Tabla 9). Las propiedades cinéticas se mantu-
vieron idénticas, sucediendo lo mismo en los casos de en-
zimas que muestran caracte;isticas especiales, cuales son
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los enzimas alostéricos, que serdn discutidos en el apar-
tado sigiente,

Las velocidades maximas de los enzimas glicoli-
ticos estudiados in situ se mostraron inferiores a las ob-
tenidas in vitro, generalmente alrededor del 50%, aunque
como puede verse en la Tabla 9 se encontraron en algunos
casos valores mas bajos, dependiendo del reactivo grapa-
dor que se emplease, como sucedid con la fosfogiicerato
kinasa, la fosfoglicerato mutasa y la piruvato kinasa que
mostraron con el TDI actividades miximas relativas muy ba-
jas y en c¢ambio con DTBP o DMS subieron al rango general
del 40 al 60%, Puede verse como de los tres reactivos, el
DMS fué con el que se detectaron mayores actividades in
situ, miefitras que el TDI fué con el que en ciertos casos
se mostrarcn mas reducidas. Estas diferencias de Vmax en-
contradas con los diferentes feactivos son expresitn de
una inactivacitn parcial provocada por el reactive en cues-
tién. Ahora big&n, curiosamente puede apreciarse (en la mis-
ma Tabla 9) como generalmente estas diferencias no corren
paralelss a la sensibilidad que los enzimas muestran a los
tres tipos de réactivos: hay casos sobresalientes como es
€l de la piruvate kinasa, en cue las actividades miximas
in situ respertv a in vitro fueron del 5%, 33% y 58% em-
pleando TDI, DTBP y DMS respectivamente, y en cambio la
sensibilidad que este enzima mostrd a los mismos fué del
20 al 25% en los tres casos.

Por tanto no coincide generalmente la reduccién
de Vmax encontrada in situ para cada enzima con la sensibi-
lidad que ofrece al reactivo. Incluso pueden apreciarse
casos en los cuales dicha sensibilidad es mucho menor que
la reduccidn de la Vmax in situ, como sucede con la hexo-
kinasa que presenta un 33% de actividad ia situ y un 75%
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en un hemolizade tratado con TDI; o bien la PGK, PGM y PL,
que en los eritrocitos tratados con TDI apenas muestran ac-
tividad y en cambio en un hemolizado tratado con el mismo
reactivo se valoran en porcentajes mas elevados.

En relacién con esta reduccidn de la actividad
mixima de los enzimas in situ se encuentra por un lado el
hecho observado de que cuando estudiamos la hexokinasa en
un hemolizado concentrado (apartado 3.2.1.4., pag.78 ) la
Vmax fué del orden del 50% respecto a la que mostrd en uno
diluide (in vitro), lo que se acerca a lo descrito por
otros autores trabajando con c&lulas intactas (19)(34).

Por otro lado, el flujo glicolitico in situ también estd
reducido al 50% respecto a in vivo y a su vez este dltimo
. valor es inferior (en el mismo porcentaje) a la ectividad
de la hexokinasa, el enzima limitante de la ruta,

Por Gltimo cabe séfialar en este seéntido, la exis-
tencia de deficiencias descritds en la mayor parte de los
enzimas glicoliticos, los cualesg entre otras manifestacio-
nes patolgicas se acompafian de:cuadros de anemia hemollti-
ca, y sin embargo la actividad residual del enzima defici-
tario ¢3td muy por encima de la capacidad del flujo plico-
1f{tico. Bl caso mas extremo 1o constituye el déficit de
triosafosfato isomerasa, que alin en 1los casos mMas severos
de los descritos (118) coexiste con una actividad del enzi-
ma de mas de cien veces por encima de la hexokinasa. Estas
deficiencias se acompafian en algunas ocasiones de una dis-
minucidn en la afinidad por el substrato, pero en otras es-
te pardmetro es normal y no obstante el flujo glicolitico
suele mostrarse disminuido, a la vez que se aprecia un acfi-
mulo del substrato; lo que resulta en todo caso dificil de
explicar. Aun la reduccidén de la actividad mixima de los
enzimas glicoliticos encontrada in situ, no es suficiente
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para dar cuenta de estos fendmenos, aunque si puede estar
en légica relacidn con los mismos.

La reunibén de todos estos datos nos inclina a
pensar que la referida disminucifn de actividad puede es-
tar en parte motivada por una inactivacibn parcial pro-
vocada por el reactivo grapador empleado en el proceso de
permeabilizacibn, perc &sto no explica por si solo el he-
cho. Los datos aportados sugieren también la posibilidad
de que se trate de un fenbmeno general, o al menos muy fre-
cuente, de manera que la actividad de los enzimas glicoli-
ticos en el eritrocito in situ e in vivo tienda a ser in-
ferior a la medible en extractos diluidos. Esto mismo apo-
yaria tambi&n la hipbtesis, frecuentemente sugerida en la
literatura, de que los enzimas de la via glicolitica posean
un funcionamiento concertado mediado a través de la inte-
raccibn entré los mismos, que a su vez estaria facllitads
por el acercamiento entre las diferentes proteinas (25)(54).
No queda pués totalménte eliminada la posibilidad de una
asociacifn entre los diversos enzimas de 1a ruta, en forma
mas o menos de supérestructura intracelular - el 1lamado
"gllicosoma" ~, 6 simpleémente Como complejo miltienziméti-
¢o, hasts ahora nunca evidenciado ni tampoco descartado de
manarsg inequfvoca (33)(84).

Les actividades miximas encontradas in vitro mues-
trdan un espectro muy variado que oscila desde la hexikinasa,
que presents la mas baja capacidad de 1a ruta, 0,08 U/e,
hasta 1la triosafosfato isomerasa, el enzima de actividad
més elevada, 200 U/g, (Tabla 9). En generdal los niveles de
enzimas pueden Agruparse en tres categorias: 1) Los de muy
baja actividad (%1 U/g) representados por hexokinasa, aldo-
lasa y fosfoglicerato mutasa; 2) los de actividad interme-
dia (de 1 a 20 U/g) que son la mayoria, representados nor
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glucosafosfato isomerasa, fosfofructokinasa, gliceraldehi-
de-3-fosfato deshidrogenasa, fosfoglicerato kinasa, enola-
sa y piruvato kinasa; y 3) los de actividad mas elevada,
cuales son triosafosfato isomerasa y lactato deshidrogena-
sa. Estos valores entran dentro del rango de los que se
describen en la literatura, aunque no resultan fiaciles de
comparar a la vista de la escasez de datos descritos en
eritrocito de rata y la diferencia en las condiciones de
ensayo utilizadas.

4.3. CAS0S PARTICULARES

Discutimos aqui los resultados obtenidos con en-
zimas que por poseer caracteristicas especiales (los alos-
téricos entre ellos) han merecido especial interés para su
estudio in situ, habiendo mostrado en estas condiciones 1la
mayor parte de ellos distinciones particulares en su com-
portamiernito. ‘

4.3.1. HEXOKINASA

La conducta cinética que mostrd este enzima fren-
te 8 la glucosa fué id&ntica in situ que in vitro. Electro-
foréticamente se ha descrito que se comporta como el isozi-
ma I de eritrocitos humanos (58), pero el valor de Km en-
contrado en los de rata, 0,2 mM (Fig. 13), supera en un
orden de magnitud al que presenta ese tipo de isozima (109)
(137}, lo que estd a favor de que ambos patrotes no sean
totalmente equivalentes. Frente al ATP en cambio, ¢1 com-
portamlento cinético in situ ha sido diferente, exhibiendo
en estas condiciones una doble Km, con valores de 0,15 v
1,5 mM (Fig. 14), mientras que in vitro fué Gnica y con
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Este enzima es alostéricamente inhibido por glu-
¢asa-6-P, pero con menor intensidad que in vitro (Figuras
15 y 16 y Tabla 5), lo gue ofrece particular interés ya que
una disminucién similar se presenté también cuando se estu-
dib este fenfmeno en un hemolizado concentrado (Figura 16
y Tabla 6), en el que se conserva la elevada concentracidn
proteica que prevalece in situ, lo que indica que esta dife-
rencia depende del ambiente macromolecular mantenido in si-
tu. Esta sensibilidad mas reducida in situ al glucosa-6-P
e;plicaria también el hechudeamnaéwmmm enun principioc estu-
diamos la actividad de la hexokinasa, la linearidad de la
reaccifn se mantuviese in situ por un periodo de tiempo mas
extenso que in vitro (Fig. 12}, ya que comp se explicd en
RESULTADOS (apartado 3.2:1.1. pag.65 ) esta disminucidn pro-
gresiva de la velocidad estaba ralacionada con la aparicién
de glucosa-6-P,

Respecto al comportamlento de 1a hexokinasa fren-
te al 2,3-DPG y como se aprecia en la Tabla 7, en nuestras
condiciones de ensayo y empleando concentraciones de hasta
2,5 mM, no hemos encontrado inhibicidn significativa in situ
ni in vitro. Todos los trabajos que conocemos sobre la inhi-
bl¢idn del enzima de eritrocito por parte del 2,3-DPG, atn
l1a misma publicacidn de Dische en 1941 (35) en que se des-
¢ribid por primera vez este fenémeno, se realizaron emplean-
do concentraciones de 2,3-DPG superiores a2 2 mM {19)(58)(99)
(111}, y los valores de ki ogue se han obtenido se encuentran
alrededor de 5 mM (99)(111), que es precisanente el nivel
que alcanza dicho metabolito en los eritrocitos., De aqui que
se haya pretendido dar al 2,3-DPG el papel de un auténtico
inhibidor alostérico de la hexokinasa en las células rojas,
por esta razén el trabajo de Dische se ha presentado como el
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primer caso encontrado de inhibicién feed-back (36). Pero
habrd que considerar en que forma se encuentra ¢l 2,3-DPG
en el eritrocito, ya que solo en estado libre podrd actuar
como efector. En el apartado 3.2.1.5. {pag.80) de RESULTA-
D0S), explicamos que este metabolito se halla fuertemente
unido a la hemoglobina, con una constante de afinidad de
6x10-6 M, como fué descrito por Benesch et al. (11), por
esta razbn la concentracitn de 2,3-DPG libre en condicio-
nes de un cociente Hb/2,3-DPG igual a la unidad no es su-
perior a 0,2 mM, como Benesch et al. mostraron en 1971 (10).
No obstante, el prado de combinacidncon la hemoglobina va-
ria con las condiciones de oxisenacidn, de forma que la
proporcién de 2,3-DPG libre aumenta con el grado de oxi-
genacion de la misma (72). El1 grupo de Rapoport (45) por
un lado y Hamasaki y Rose {50) por otro, han estudiado el
ligamiento del 2,3-DPG a la hemoglobina en estados de oxi-
genacidn y desoxigenacibn completas teniendo en cuenta la
presencia de Mg2+ y otros fosfatos orgidnicos, como el ATP,
que tambifn se une a4 esta proteina; seplin estos autores,
considerando el caso extremo de que 1a molécula de hemo-
globina esté totalmente oxigenada, 13 concentracidn de
2,3-DPG libre seria del 35% del total, o sea 1,7 mM, re-
duciéndose al 5% en la situacidn opuesta. In vivo, pues,
la concentracidn de 2,3-DPG libre debe oscilar alrededor
de 1 mM o incluso por debajo, y este es el nivel en el cual
este metabolito podria actuar como un efector. Los valores
de Ki que se han presentado en la literatura (99)(111) v
los resultados que nosotros hemos obtenido evidencian lo
contrario. Podemos considerar entonces que la inhibicién
descrita de la hexokinasa de eritrocitos por parte del
2,3-DPG carece de significado fisiolégicc. Sin embarro,
hay que resefiar que el mismo Dische, en su trabajo publi-
cado en 1941 describiendo este fendmeno (35), se refiere
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a 1a necesidad de tener en cuenta la concentracidn del di-
fosfoglicerato en estado libre, mostrande su sorpresa por
el hecho de que la fosforilacibén de la glucosa tenga lugar
en los eritrocitos intactos a pesar del nivel tan elevado
de 2,3-DPG que poseen, v resume diciendo: "Nous pensoms que
1'état combiné de 1'acide diphosphoglycerique cmpeché son

action inhibitrice sur la phosphorylation du glucose,...".

4.3.2. FOSFOFRUCTOKINASA

La fosfofructokinasa responde in situ a los efec-
tores alostéricos positivos y negativos aunque con sensibi-
lidad a los mismos menor que in vitro.

La actividad in situ en ausencia de efectores po-
sitivos: AMP, Pi y NH;(Fig. 18), es dridsticamente mas ele-
vada in situ, con un aumento considerable en la afinidad
por el fructosa-6-P, frente al cual la cinética en estas
c¢ondiciones es practicamente hiperbdlica, mientras que in
¥itro muestra forma sigmoidal, como lo confirman los valo-
res de n, que se presentan en la Figura 19. Esta peculia-
ridad eés la fas sobresaliefite de las encontradas in situ.
Hemmos tratado de¢ investigar posibilidades artsfactuales
quea pﬁdieran dar cuents de ella. De esta manera y en pri-
mér lugar no parsca estar relacicnada con le probable pre-
séncia intracelular del reactivo grapador, dado que no se
reproduce en hemslizados tratados conel mismo o bien en
sritrocitos lisados una vez que fueron grapados con DTBP
(Piguras 21 y 22); la posibilidad de actmule o produccidn
de activadores in situ tambiBn fu& eliminada, al menos
dentro de los limites de nuestro sistema de estudio. Lsta
diferencia de comportamiento de la fosfofructokinasa, ob-
servada en las condiciones de niveles fisiolégicos del
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enzima como son las que prevalecen in situ, confirman por
tanto los resultados obtenidos nor Ramaiah y Teswani (101}
y los grupos de Kurganov y Hofmann (149), los cuales traba-
jando con enzima purificado de higado de conejo y eritri-
trocito respectivamente, encontraron como la afinidad por
el fructosa-6-P aumenta progresivamente a medida que incre-
mentaban la concentracién de enzima. Una conducta similar
encontramos al estudiar la cinética frente al ITP-Mg (Fig.
23},

En el caso de los efectores negativos también ha
mostrado el enzima in situ una sensibilidad menor que in
vitro, como se aprecia en la Figura 25, en que se expone la
inhibicién por ATP estudiada a diferentes valores de pli.
Respecto al citrato (Fig. 26}, no hemos encontrado inhibi-
cién a pH 7,4, pero si aparecid cuando se ensayd a valores
de pH algo mas bajos; lo que puede egxplicar los resultados
de otros autores como Staal et al. (131), que no han encon-
trado inhibicién del enzima de eritrocitos por parte del
citrato estudiandola a pH 8,1, el cual resulta Optimo para
determinar la actividad méxima pero al que como hemos visto no se
obsérva la referida inhibicifén. Esta conducta corresponde al
enzima @n genéral, Independientemente del hecho de que en
log eritrocitos maduros no hay produccién de citrato.

4.3.3. GLICERALDEHIDO-3-FOSFATO DESHIDROGENASA

En nuestras condiciones y con el método de valora-
cién que hemos desarrollado para estudiar la actividad de
este enzima (el ensayo lineal), el comportamiento cinético
frente al NAD® no mosthé cooperatividad negativa sino posi-
tiva (Fig. 31), tanto in situ como in vitro, en contra de
lo que observaron Conway y Koshland (26) con enzima de miis-
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culo de conejo. Si bien in situ presentd cooperatividad nmas
elevada (nH de 2,6 frente a 1,6 in vitro]}.

4.3.4. PIRUVATO KINASA

Este enzima presentd in situ cooperatividad posi-
tiva para el PEP menor que in vitro {Figuras 37 y 38). lLas
propiedades alostéricas tipicas del isozima L se han confir-
mado in situ, si bien cabe sefialar que la activacibn provo-
cada por el fructosa difosfato se manifiesta in situ aln en
condiciones de Vmax, lo que no tiene lugar en vitro en que
la actividad mdxima no se afecta por la presencia del efec-
tor. Este fendmeno parece estar relacionado con alguna modi-
ficacién provoecada por el reactivo grapador, puesto que se
encontré tambien cuando se estudido el efecto del fructosa
difosfate en un hemolizado tratado con el mismo reactivo.

No obstante, a pesar de la aplicacidn de este criterio de
control, no es posibie simular la situacidén de enfrentamien-
to del reactiveo & las proteinas intracelulares, dado que las
condiciones de empaquetamiento e interaccidn estre las mis-
mas 3oh radicalmente distintas in situ a en un hemolizado.
Eit conjunto parécé qiue puede haber diférencias resles entre
in situ e in vitro, pers menores de las aparentes por un
componente artefactual. %

4,3.5. LACTATO DESHIDROGENASA

La constatscidn in situ de la inhibicifin por exce-
s0 de plruvats (Fig. 42), descrita in vitro por Kaplan y co-
laboradores (21)(38), confirma de forma ineouivoca vy en con-
tra de la pretensién de Wuntch (155) (156)(157), que este fe-
ndmeno puede darse & las concentraciones fisiolégicas del
enzima, Otra cuestién es ya la significacibn fisiolbgica que
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esto pudiera tener, en lo que mas bien permanecemos escép-
ticos, pues las concentraciones inhibidoras de piruvato re-
basan ampliamente el rango fisiolbgico,

4.4. GLICOLISIS IN SITU E IN VIVO

El flujo glicolitico medido tanto in situ como in
vivo, es inferjor a la capacidad del enzima limitante de la
ruta, la hexokinasa, concordando Esto con el proceso de in-
hibici6n feed-back a que estd sometida la actividad de este
ehizima.

El estudio in situ sorteando la hexokinasa eviden-
cia el caracter de etapa limitante que tiene 1a reaccidn ca-
talizada por este enzima (Figuras 48, 49, 50 y 51).

La produtcién de lactato in situ a partir de gluco-
sa se mostrd en el rango del 50% respecto a in vivo (Tabla
10). En las dos situaciones se aprecid un periodo de latencia
inicial, mas dcusado in vivo (Figuras 44, 50 y 52). Este in-
tervalo se alarg in situ-cuando la mezcla de ensayo fué de-
ficitaria en algun cofactor (Fig. 48), poniéndose de mani-
fiesto entontes s escasez durante ese periods de tiempo de
un nivel suficiente de metabolitos intormedios previos a la
etaspa que en spas condiciones limirabs el flujo (Figuras 48,
48, 50 y 51); lo que apunta 4 que la mayor extensidn de la
fase de latencia observada in vivo corresponda al veriodo de
tiempo que en esas condiciones es neétesario phra rellenar la
via de niveles de intermedios suficientes e¢omo para que la
preduccién de lactato tomience a ser lineal. También han si-
do estudiados diversos sectores de la ruta. Dé esta forma
cuando s¢ estudls la produccidn de lactato a partir de la
etaps Je triosas empleando dihidroxiacetona in vivo y gli-
ceraldehido-3-P in situ (Figuras 44, 45 y 52}, en el primer
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caso la produccidén de lactato fué ligeramente inferior zl
segundo, lo que e5td de acuerdo comn la capacidad mas redu-
cida del enzima que limita el fluio in vivo, la triokinasa;
in situ, la produccibn de lactato estuvo por debajo de la
actividad del enzima mas escaso, 1la fosfoglicerato mutasa
(puesto que el substrato en este caso ya estaba fosforila-
do). El flujo glicolitico en las dos situaciones fué supe-
rior al de la glicolisis entera, lo gue estd de acuerdo con
l1a menor capacidad de la hexokinasa.

Cuando se estudié in situ la produccidn de lac-
tato a partir de glucosa-6-P {Figuras 46, 47 y 52), el
flujo fué inferior que desde gliceraldehido-3-P, lo que
¢oncuerda ton 1a limitacidn qué supone la aldolasa, de menor
actividad especifica que la fosfoglicerato mutasa.

4.5. PERSPECTIVAS

El estudio de 1bs ehzimas in situ en células ani-
males que hemos desarrollado, nos ha proporcionado, como ya
¢ menciond en 18 INTRODUCCION, la posibilidad de reducir
18 distancia que los resultados obtenidos in vitro sobre el
comportamiente de los enzimas suponen respecto de la situa-
c¢ién que tiene lugar in vivo, acercidndonos por tanto a la
realidad fisiolbgica.

No obstante, el abordaje que hemos expuesto, y co-
mo hemos indicado en varias ocasiones a lo largo de esta te-
sis, no estd exento de limitaciones. En este sentido, esta-
mos investigando a propfsito de la bliscueda de reactivos gra-
padores que no pasen la membrana celular; en repetidas oca-
siones hemos intentado el uso de compuestos polifuncionaics,
del tipo de los dextranos activédos, que por su elevado peso
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molecular estuvieran incapacitados para transpasar la mem-
brana, pero no se han mostrado aptos parg los fines que per-
seguimos. En la actualidad estamos empefiados en la sintesis
de- un nuevo reactivo bifuncional que contenga en su molécu-
la determinados grupos que le impiden penetrar en la célu-
la, con el cual podréd ser posible la continuacitn del estu-
dio de los enzimas in situ en células animales en condiciones
aGn mas préximas a las que prevalecen in vivo.
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5, CONCLUSIONES
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El abordaje desarrollado para el estudio de enzimas in situ en cé-

lulas animales conduce a preparaciones muy estables de erittrocitos

libremente permeables, a la generalidad de los metabolitos interme-

diarios.

Hemos puesto a punto un nuevo método de ensayo para el estudio de
la actividad de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, sin

acumulacidn de ninguno de los productos de la veaccidn.

Se ha estudiadc el comportamiento in situ de todos los enzimas de la

glicolisis, habiéndose encontrado que los enzimas en general presen—

tan una conducta cinética in situ similar a in vitro, si bien las ve-

locidades maximas son menores im situ. La inhibicidn in situ de la
LDH por exceso de piruvato, confirma inequivocamente que este fend-

men¢ se presenta a las concentraciones fisioldgicas del enzima.

Lag propiedades alostéricas observadas in vitro tiemen en general una

contrapartida cualitativa in situ, aunque frecuentemente con diferen-

gias cuaptitativas importantés. Cabe sefalar, como mas destacado, el

caso de la fosfofructokinasa, cuyas actividdd en auséncia de efectores
aloatdricos positivos es drasticatiente mas elevada gue in vitre en
condiciones similares.

Con el abordaje in situ hemos estudiado tambin la glicolisis a partir
de diferentes niveles de la via. El flujo glicolftico in situ estd re-
ducido Feapecte & in vivo, mantehi@ndose inferior & ld actividad in vi~
tro del enzima limitante de la via, la hexokinasa. Existe una corres~
pondancis entra la disminuciSn de dicho flujo 4n sity v la observada
en las velocidades maximas de los enzimas individuales estudiados en

esag mismas condiciones.
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