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La unidad de actividad e n z i n ~ á t i c a  v i e n e  d c t c r -  

minada por l a  cantidad de enzima que cataliza l a  t r a i i s -  

formación de un micromo1 de s u b s t r a t o  p o r  minuto c ~ i  c o n -  

dic iones  d e f i n i d a s ,  Dichas condiciones se  d e t a l l a n  e11 1:i 

secci8n de va lo rac ión  de actividades enzi i l i5 t icas .  

El símbolo Vmax expresa velocidad rngxima. 

El sxmbolo Km i n d i c a  constante de N i c h a e l i s  cii 

c i n g t i c a  hiperbó l i ca .  E l  símbolo c n  cualquier t i p o  

de  cinética, indica la concent rac i6n  de s u b s t r a t o  q u e  d a  

una velocidad mitad de l a  máxima; en l a s  c i n é t i c a s  l i i p c r b ó -  

l i c a s  coincide con la Km. 

El slmbolo Ki significa constante d e  inhibici8n. 

E l  simbolo nH s i g n i f i c a  coeficiente d e  h i l l ,  e x -  

p r e s i ó n  d e l  grado de s ig rno id ic idad .  

Con l o s  terminos de  " i n  v ivo"  " in  s i t u "  e " i i i  v i -  
t r o "  nos  referimos a e r i t r o c i t o s  i n t a c t o s ,  eritrocitos p e r -  

meabilizados y hernolizadú, respectivamente. 



ABREVIATURAS 

Enz imas 

ALD : Aldolasa (EC 4.1.2.13) 

EN0 : Enolasa (EC 4.2.1.11) 

GAPDH : Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (EC 1.2.1.12) 

HK : Hexokinasa (EC 2.7.1.1) 

LDH : Lactaro deshidrogenasa (EC 1.1.1.27) 

PFK : Fosfofructokinasa (EC 2.7.1.11) 

PGL : Glucosafosfato isomerasa (EC 5.3.1.9)  

PGK ; Fosfogllcerato kinasa (EC 2 , 7 , 2 , 3 )  

PGM : Fosf oglicerato mutasa (EC 2.7.5.3) 

PK : Piruvato kinasa (EC 2.7.1.40) 

T IM : Triosafosfato isomerasa (EC 5.3.1.1) 

Otros comtiuestos 

ADP : Adenosindifosfato 

AME' : Adenosinmonofosfato 

*psA : p1,p5-~i(adenosin-5'-) pentafosfato 

ATP : Adenosintrifasfato 

c.  p.m. : Cuentas por minuto 

2,3-DPG : 2,3-Difosfoglicerato 

DHAP : Dihidroxiacerona fosfato 

DMS : D i m e t i l  suberirnidato 
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DTE 

EDT A 

FDP 

F6P 

GA3P 

G6P 

HEPES 

IT P 

TD 1 

TES 

: ~imetil-3,3'-diriobis~ropi~nimidafo 

: D i t i o e r i t r i t o l  

: Glucosa-6-fosfato 

: Acido N-2-hidroxietilpiperazina-N'-2-etanosulfÓnico 

: 1nosZntrifosfato 

: Acido 2-(N-morfilino) etanosulf6nico 

: Nicotinamida-adenindinucleotido oxidado 

: Nicotinamida-adenindinucleotido reducido 

: ~i~~tinamida-adenindinucleotido fosfata oxidado 

: Nicotinamida-adenindinucleotido fos fa to  reducido 

: Posfato inorgánico 

: ~ o l u c i s n  salina intracelular: K C 1  125 mM, MgCIZ 5 a, 

tampón fosfato 5 mll, pH 7 ,4  

: Solución salina fosfata: NaCl 115 mM, tampón fos fa to  

5 mPi, pH 7 , 4  

: Acido N-Tris (hidroximetil) metil-2-aminometanosulfónico 

: Tris (hidroximeti1)-aminometano 

: Unidades internacinales de  actividad enzirng~ica (+moles/niir-i) 





Ante e l  afán de d e s e n t r a ñ a r  e l  funcionan~iei:.~~ d c  

un niccanismo desconocida, el niétodo c i e n t í f i c o  o f r ece  el 

proceder  analítico de separación y e s t u d i o  d e  l a s  p a r t e s  

que l o  i n t e g r a n ,  previa ruptura de l a  entidad f z s i c a  q u c  

las contiene. Aplicando e s t a  s is tenig t ica ,  1 0 s  estudios l l c -  

vados a cabo con preparaciones d e  enzimas purificados c ~ i  

diverso grado han permitido e l  g ran  desarrollo que 1 ; ~  c n t i -  

mologia posee en l a  actualidad, con l a  elevada c u a n t i a  de 

enzimas aislados y caracterizados a n i v e l  molecular, y c l  

a l t o  porcentaje de efectos descubiertos, que modulan s u  3;- 

t i v i d a d  y que són presuntamente Gtiles p a r a  l a  regulación 

metabólica en l a s  c 6 l u l a s .  Ahora b i e n ,  f r e n t e  a e s t o s  a v a n -  

ces,  se  plantea l a  cuestión, aún no r e s u e l t a ,  de h a s t a  que 

punto l a  conducta de los enzimas observada in v i t r o  puedc  

r e f l e j a r  con fidelidad su comportamiento in v i v o .  

La d i f i c u l t a d  de dar una respuesta adecuada s u r -  

ge de las diferencias existentes ~ n t r e  l a s  condiciones e n  
que habitualmente se estudian l o s  enzimas in v i t r o  y l a s  

que prevalecen den t ro  de la cglula. 

Dichas d i f e r e n c i a s  pueden resumirse en dos  aspec-  

t o s  fundamentales: l a  concentración de prote i i ias  y metabo- 

litos por  un l ado ,  y e l  mantenimiento d e  l a  i n t e g r i d a d  d e  

l a s  estructuras c e l u l a r e s  por o t r o .  

Respecto a l  primer punto ,  cabe s e ñ a l a r  l a  d i f e r c r i -  

c i a  t a n  notor ia  que se establece  e n t r e  l a s  conce r i t r ac io~ ies  

de l o s  enzimas que por razones técnicas se emplean en 10s 

ensayos in v i t r a  y las que existen i n  v i v o ,  de forma que cn 

cl primer caso  sue len  ser  de a 10 -10  M, m i e n t r a s  q u e  

en l a  c é l u l a  l o s  enzinas e s t a n  en e l  o rden  de 1 0 - S  a M,  
cientos a miles de veces mayor (130) ( 1 2 7 ) .  E l  i n t e r é s  dc\ 



l a s  elevadas concentraciones proteicas i n t r a c e l u l a r e s l i l i  >: -  

do p u e s t o  de manifiesto en d i f e r e n t e s  o c a s i o n e s ;  pi 1- una  

parte  afectan de forma decisiva a l a s  interacciones homó- 

l ogas  y heterdlogas de l o s  enzimas, s i e n d o  d e  particular 

impor tanc ia  cuando se t r a t a  de enzimas reguladores, en 

los c u a l e s  pueden i n f l u i r  imprimiendo cambios en sus  c s -  

racterzsticas a l o s t e r i c a s  ( 5 7 ) ( 5 6 ) .  Por o t r a  p a r t e ,  e s t o s  

n i v e l e s  elevados de concentración son responsables de  e s -  

t ados  d e  agregacien di ferentes  que o r i g i n a n  n iod i f i cac io -  

nes marcadas en s u  comportamiento, como ha s i J o  sefialado 

en  distintas ocasiones respecto de  l a  fosfofructokinasa, 

cuya conducta i n  v ivo  parece ser e n  g ran  p a r t e  dependien- 
t e  de la concentración que alcanza en e s t a s  car id ic iones  

( 7 8 )  ( 1  58) (1  49) (96) (1  01 31 
Los  subs tra tos  y e fec to re s ,  en cambia, s u e l e n  

emplearse en las ensayos in v i t r o  a concentraciones muy 
s u p e r i o r e s  a l a s  que presentan i n  v i v o ,  

La conjunc ión  de e s t o s  dos contrastes ilustra 

claramente e l  s a l t o  que supone el paso  de l a  cube ta  de 

ensayo a l a  cé lu la ,  si en el primer caso  l a  concei i t ra-  

c i ó n  de substratos  y e fec to re s  es muy s u p e r i o r  a l a  d e l  

enzima, en e l  segundo l a  concentración de enzima se en- 

c u e n t r a  en amplio exceso sabre l a  d e l  substrato; lo que 

tambien da lugar a modificaciones relevantes en l o s  con-  
dicionamientos cineticos, como Sols y Marco describieron 
en  1970  ( 1 2 7 ) .  

Por t a n t o  l a  modificacion que suponen l o s  e s t u -  

d i o s  i n  v i t r o ,  no solamente atafie a l  ambiente macroiiicile- 

c u l a r  de  los enzimas s i n o  también a l  micromolecular. Ln 

l a  cubeta  de  ensayo s e  incluyen l o s  d ive r sos  componentes 

de l a  r cncc ión  en las condiciones Optimas p a r a  s u  e s t u d i o ,  

pe ro  que no siempre co inc iden  con l a s  de l a  c é l u l a ,  a V V -  



ces n i  s iquiera  56n fisil6gicas. 
Haciendo ahora referencia a l  segundo  le l o s  a s -  

pectos enunciados, cabe señalar que en los ensayos I i ~ i b i t u a -  

l e s  con extractos de 6rganos  o preparaciones mas o niciios 

purificadas, desaparece l a  localizaci6n estructural tic l o s  

enzinias y metabolitos, que ha s i d o  d e f i n i d a  como s u  conr- 
partimentaci8n intracelular, l o  que puede modificar c o n -  
siderablemente su funcionalidad ( 1  2 7 )  ( 4  S) . También hiiy r luc 

t ene r  en  cuenta  en e s t e  sentido los fac to res  nocivos quc 

se introducen en los procesos d e  aislamiento y purifica- 

ci8n de los enzimas, como son por ejemplo l a s  hornogeneiza- 

ciones y cambios osmúticos que conducen a l a  r u p t u r a  dé l a s  

vesZculas lisosomales, dando s u e l t a  a p r o t e a s a s  que a l  

fraccionar l a s  cadenas polipeptxdicas s o n  responsables en 

ocasiones de  ar te fac tos  y cornportanlientos engañosos ( 1 5 9 ) .  

Ante  e s t a  serie de consideraciones, l a  afirmación 

de Efrain Racker en un congreso internacinal de b i o q u j , , , i c a  

ce lebrado en Moscfi en 1961:  "First p u r i f y ,  t h e n  t h i n k .  Do 

not waste clean t h i n k i n g  on dirty things", no posee hoy l a  

v a l i d e z  que t e n l a  por aquellas fechas ,  
Frente  a l a  necesidad de acercarnos 10 mas p o s i -  

b l e  a las condiciones in trac leu lares ,  surgió e l  . ~ b o r d a j e  

i n  situ introducido en e l  laboratorio d e l  P r o f .  S o l s ,  co-  

mo una aproximación a l a  situacion in v i v o ,  intermedia eii- 

t r e  ssta y l a  in v i t r o ,  y que se asemeja a l a  fisiológica 

par t i cu la rn ien te  en l o  que concierne  a l  mantenimiento  de l a  

concentración prote ica ,  y l a s  p o s i b l e s  i n t e r acc iones  e i i t re  

l o s  coniponentes macromoleculares . En este  sentido, S o l s  y 

Reeves ( 1 0 8 )  desarrollaron en 1973  l a  t é cn i ca  de e s t u d i o  

i n  s i t u  de enzimas en E. c o l i ,  basada en  l a  permeabiiiza- 
ción selectiva por destrucción de l a  membrana plasmáticn, 

manteniendo a s í  l a  i n t e g r i d a d  de la c é l u l a  e impidiendv 



l a  s a l i d a  de macromoléculas ( 1  2 8 )  ( 1  2 4 )  , aborda je  ariiyliado 

luego a las  levaduras ( 1 2 1 ) ( 4 2 ) .  Ahora b i e n ,  e s t a s  técr i i -  

cas s o l o  són válidas para microorganismos; l a s  c g l u l a s  a i i i -  

males a l  carecer  de pared no pueden s e r  tratadas de  esa 

forma s i n  que se desintegren, con l a  consiguiente l i b e r a -  

ción de l o s  enzimas al medio. 

Diversos intentos han s i d o  l l e tados  a cabo c o ~ i  

o b j e t o  de permeabilizar ce lu l a s  animales. Se han empleada 

una serie de agentes  y tscnicas que de una forma u o t r a  

tratan de modi f i ca r  l a  estructura de l a  membrana c e l u l a r .  

Entre los mas relevantes cabe mencionar los s i g u i e n t e s :  

polienos, como l a  a n f o t e r i c i n a  B (63) o la nistatina ( 2 3 ) ;  

s u l f a t o  de dextrana ( 1  19) ; t o l u e n o  ( 5 5 )  ; Tween-80 ( 1  S )  ; s o -  

metimiento a choque osmático ( 1  203 y ap l icac i6n  de un p u l -  

s o  e l é c t r i c o  ( 6 4 ) .  Con ninguna de e s t a s  técnicas s e  ha  

conseguido ob tene r  preparaciones de células permeabiliza- 
das, en condiciones que permitan r e a l i z a r  e s t u d i o s  cinéti- 
cos in s i t u  con la generalidad de l o s  enzimas del  metabo- 

lismo intermediario, para 10 cual consideramos que se  de-  

ben reunir como mlnimo dos requisitos: 

1 )  Estabilidad durante un t iempo no i n f e r i o r  a l  que  

duran 10s ensayos cingticos normales, con r e t en -  

ci6n de las  proteinas i n t r a c e l u l a r e s ;  d i c h o  i n -  

tervalo puede estimarse en no menos de 1 0  a 30 

minutos; los tiempos muy c o r t o s  que no superan 

los 5 minutos pueden impedir l a  visualizaci6n de 

aspectos importantes de l a  actividad e n z  ini5t i c a  , 
como són l o s  fenómenos de h i s t é r e s i s  ( 4 0 )  ( 6 ) .  

2)  Permeabilidad suficiente p a r a  l o s  metabulitos 111- 

ternediarios. 
Los procedimientos mencionados anteriormente ado- 

lecen de alguna de las  siguientes limitaciones: 

- Estabilidad escasa, con salida de  p r o t e i i i ~ s  i n t r a -  



celulares a l  medio en un p o r c e n t a j e  a p r e c i a b l c  

( 1  19)  ( S S ]  ( 1  5) ( 1  2 0 ) .  

- Permeabilidad i n s u f i c i e n t e  ( 6 3 )  ( 2 4 )  ( 1  193 164).  

En e s t e  t r a b a j o  hemos emprendido e l  aborda je  i n  
situ de enzimas en células animales, conseguido g r a c i a s  a 

un mstodo de permeabilizaci6n que hemos desarrollado e n  

nuestro laboratorio y que cumple con l a s  condiciones s e n a -  

ladas  mas arr iba;  procedimiento que n o s  ha permitido e l  c s -  

t u d i o  c i n e t i c o  i n  s i t u  de enzimas intracelulares. Este 
abordaje se ha llevado a cabo en eritrocitos de r a t a ,  c 6 -  

lulas d e  fácil obtencion, manejo sencillo y metabolismo 

poco complicado; además los enzimas se encuen t r an  en  estas 

c é l u l a s  rodeados de un ambiente macromolecular extreno,dc- 
b i d 0  a l a  elevada concentraci6n de hemoglobina, p o r  l o  q u e  

la importancia d e l  mantenimiento de a l t o s  n i v e l e s  de p r o -  

teinas e s t á  especialmente resaltada en e s t e  caso. 

El proceso de permeabilizaci6n consistió en una 
primera etapa de f i j a c i 6 n  de l a s  proteinas de l a  mc,iihraiia, 

seguida de una poster ior  de permeabilizaci8n con d i g i t o n i -  

na; la f i j a c i 6 n  se ha conseguido con el uso d e  d i v e r s o s  

reactivos bifuncionales. 

Hemos es  t udiado comj~arat  ivamente , i n  S i t u  e i r 1  

v i t r o ,  t odos  l o s  enzima5 de l a  glicolisis juntamente con 

el funcionamiento de l a  v i a  completa, l a  c u a l  ha s i d o  exa-  

minada in s i t u  a p a r t i r  de d i f e r e n t e s  niveles. 

La glicolisis, como fué i n d i c a d o  p o r  S o l s  en 1968 

( 1 2 3 1 ,  puede s e r  considerada como una secuencia  de  dos vias: 
l a  fosforilacidn d e  l a  glucosa a glucosa-6-P y l a  v i a  g l i -  

c o l í t i c a  comiin desde glucosa-6-P has t a  piruvato ( o  l a c t a t o )  

con producción de ATP; la glucosa-6-P puede tambign s e r  c o n -  

v e r t i d a  en glucolgeno ( o  a lmidbn)  como forma de almaccnaniie~i- 

t o  d e  carbohidratos, aderngs, puede tambien penetrar e n  l n  



v ia  de las pentosas; el piruvato es principaimentc usadu 

en el ciclo de Krebs. Pero el er i t roc . i :o  carece de reserva  

de carbohidratos y de mitocondrias, de forma que s u  meta-  

bol isniu e s t 5  reducido casi unicamente a l a  glicolisis y 12 

v i a  oxidativa para la regeneraci6n d e l  NADPh. De e s t a  nia- 

nera l a  g l i c o l i s i s  posee en el eritrocito una iiiiportaiicia 

fundamental, constituyendo l a  iínica ruta de  producc i8n  

energética; por lo que es tas  celulas o f r e c e n  una oportuni- 

dad finica para el estudio de dicha r u t a :  no existe ir i ter-  

f erenc ia  por o t r a s  vias  metabólicas, no hay compartimenta- 
ci6n in trace lu lar  y por otro lado l a s  concentraciories de 

l o s  enzimas son practicamente cons t an t e s  (105). 

A medida que e l  trabajo ha i do  avanzando h s  d a -  

do lugar a las siguientes comunicaciones, que he p r e s e n t a -  

do en el extranjero y en España: 

"Regulatlon o f  enzyme a c t i v i t y  in animal c e l l s  
in situ". J.J. Aragón, M. b la r t inez -Pa rdo  y 

A. Sols ( 1  976) Tenth International Congress 
of hiochemistry, IIamburgo, p .  389 ( v e r  Ane- 

j o  1 ) ;  "Regulacion de la actividad L - i i z i i i i 5 t i -  

ca en células  animales in s i t u " .  J . J .  A r a g ó n ,  

R. Frenkel, M. Martinez-Pardo, A ,  Giner y A .  

501s (1976) Primer Congresv de  l a  Federaci81i 

Española de Sociedades de B i o l o g l a  Expe r in~en-  

t a l ,  p .  1 1 7 .  
''~ehavior in s i t u  of t h e  allosteric enzymes of 

g l y c o l y s i s  in erythrocytes". &i -4 ragón  y 

A. S o l s  (1977) 11th FEBS Meeting, Copenhaguc,  

A1 - 8  053 [ver  Anejo 2 )  ; "Curiiportamiento i r 1  

s i t u  de l o s  enzimas a l o s t é r i z o s  de l a  glico 
lisis en er i t roci tos" .  J . J .  Aragón (197 : )  

VI1 Congreso de la Sociedad Española d ~ .  R i o -  



qulmica, Pamplona, 1 4 .  

Y participacih en una publicacion d e l  l a b o r a -  

t o r i o :  

"Study of enzyme a c t i v i t y  in a n i m a l  c e l l s  i n  
tu". A. S o l s ,  J . E .  F e l 5 u  y J.J. Aragón. 

En Metabolic Tnterconversion of  Enzymes 

1975 [Shaitiel, S . ,  ed . )  Springer-Verlag, 

B e l i n ,  1976 ,  pgs .  191-197 .  

Como ejemplo de  l a s  comunicaciones presentadas a 

congresos en forma de p a n e l e s ,  se ad jun t an ,  f o t o g i b a f í a s  d e  

dos de l o s  mismos, constituyendo e s t o  l o s  a n e j o s  de  e s t a  

Tesis .  



2 .  M A T E R I A L  Y M E T O D O S  



2 . 1 .  PRODUCTOS 

Casas comerciales 

Abbott (North Chícago, USA) 

Boehringer Mannheim Gmbh (Mannheim, Alemania) 

Calbiochem (Los Angeles, USA) 

Carlo Erba (Milán, I t a l i a )  

Doesder  a arce lona, España) 

Ferosa (Barcelona, ~ s p a ñ a )  

Koch-Light (Colnbrook, Inglaterra) 

Leo (Madrid, España) 

PlayGBaker LTD (Dagenham, Ingla ter ra)  

Merck (Darmstad t , Alemania) 
Packard (Zurich, Suiza) 

Pfanstiel (Bankegan, USA) 

Pharmacia (Uppsala, Suecia) 

Pierce (Rockf ord , USA) 
Probus (Barcelona, Espana) 

Radiochemical Centre (Amersham, Inglaterra) 

R i e d e l  de Baen AG (~annover, Alemania) 

Sigma Chemical Company (St, Louis, USA) 

Intermediarios gl icol?ticos 

Glucosa 

(u-14c) Glucosa 
Manosa 

Glucosa-6-fosfato 

Frustosa-6-fosfato 

Fructosa-l,6-difosfato 

~liceraldehido-3-fosfato 

3-Fosfoglicerato 

llay & Baker 

Radiochemical Cent re  

Pfanstirl 

hoehringer 
11 



2,3-Difosfoglicerato 

2-Fosfoglicerato 

Fosf oenolpiruva td 

Piruvato 

Lac ta to 

NADH 

NADP+ 

ATP 

AIlP 

AMP 

T. TP 

Enzimas auxiliares y proteinas 

Adenilato kinasa 

Aldolasa 

Enolasa 

Fosfoglicerato kinasa 

GliceraLdehido-3-f osf a t o  deshidrogenam 

Glicerol-3-fosfato deshidrogenasa 

Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa 

Glucosafosfato isomerasa 

Hexokinasa 

Lactato deshidrogenasa 

Piruvaro kinasa 

Triosafosfata isomerasa 

dernoglobina 

boehringer 

S igma 

Boehringer 

sig1Tl;i 

r l  

Boehringer 

Boehringer 

Sigma 

Boehringer 

Sigma 

Boehringer 
9 1  

S igma 

Boehringer 

Sigma 

1 1  

Boehringer 

Sigma 

Otros 

Ace tona Herck 



AP5A 

Arseniato 

Cloruro am8nico 

Cloruro magnésico 

Cloruro patásico 

Cloruro sódico 

Digitonina 

Ditioeritritol 

Dowex-50 

Etanol 

EDTA 

Ficoll 

Fosfato dipotásico 

Fosfato monopotZsico 

S-Fosfoglicolato 

Glicerol 

Gl ic i l - g l  lcina 

Glicina 

Heparina 

HEPES 

Hidracina 

IGS 

Nernbutal 

Permablend 

TES 

Tolurno 

Trietanolamina 

TRIS 

2 . 2 .  APARATOS 

Merck 
I I 

Calbiochem 

Sigma 
Il 

Merck 
11 

Pharmacia 

Merck 
I I 

Boehringer 

Carlo  E r b a  

S igma 

Merck 

Leo 

Calbi~cheut  

Kocli 1-ight 

Calbiochem 

Abbo t t 

Packard 

Cdlbiochem 

Doesder 

Merck 
I t  

La a g i t a c i ó n  de los e r i t r o c i t o s  en  e l  p r u c e s o  3 e  



pcrmeabili~aci6i se l l e v ó  a cabo con un a g i t a d o r  r n a g n é t i c ~  

Eietrohm. En l a s  centrifugaciones se  utilizó una c e n t r F f u g ~ 1  

Wifug Doctor y para volúmenes mayores una ,  modelo Sorval1 

S S - 3 ,  instalada en cámara f r í a .  

Para las incubaciones a temperatura c o n t r o l a d a  

se  empleó un baño termostatizado G r a ~ i t  con ag i t ac ió r i  d e  v a i -  
vén. 

Las medidas de l a  actividad enzimática s e  r e a l i z a -  

ron en un espectrofot6metru G i l f o r d  2 , 4 0 0  con registrador 
automático y regulaci6n térmica,  usando c u b e t a s  a p r o p i a d a s  

de 1 m1 de volumen y de 1 cm de  paso de l u z .  Cuando l a  a c -  

tividad enzimstica se  midi6 a t r a v g s  de un método i s o t G p i c o ,  

l a  radiactividad s e  determin6 en  un  contador d e  centelleo 

líquido Eilark 11 de l a  casa  Nuclear Chicago. 
Las medidas colorirn6tricas correspondientes a Xa 

v a l o r a c i h  de  hemoglobina y colesterol s e  hicieron e n  un 

espectrofot6metro Beckman DB, usando cubetas apropiadas  de  

3 m1 de volumen y 1 cm d e  paso de l u z ,  

Para l o s  espectros de absorción se us6 un e spec -  

t r o f o t ó m e t r o  Beckman 2 5 .  

Para l a s  hornogeiieizaciones se  utilizó un homogciiei- 

z a d o r  Kontes Dual-Grinder. 

Las son icac iones  para obtener  emuisiones y l i s a -  

dos c e l u l a r e s  s e  efectuaron en un son icador  Branson S o n i c  

Power. E l  m i s n i u  apa ra to  fue  utilizado cn l a s  pruebas  d e  

rotura de ce lu las  permeabilizadas, j u n t o  con o t r o  d e  ma- 

yor  p o t e n c i a ,  un s o n i c a d o r  MSE modelo 1 1 / 7 5  I I K Z ,  

E l  a j u s t e  de pll de l a s  soluciones empleadas s e  

hizo con un potenciómetro Metrohm herisau E 3 0 0  B. 

Las observaciones microscópicas y e l  can ta je  d e  

los eritrocitos se llevaron a cabo en una c5mara de Neb 

b a u e r ,  con un a i r . roscop io  MeOpta normal. 



La obtencibn de fotúgrafias de erltrocitos per-  

meabilizados y normales se lrealizd con un microscopio Xikon 
de cancraste de fase*  

Los eritrocitos eran ot>%enldas de ratas Swiss a l -  
bina sangradas por puncien a5rtica previa anestesia i n t r ü -  
peritoneal con Nenbutal a wia dosis de S mg por 100 g de 
peso y Ircyarinizacibn con 0 , 0 2  m1 de heparina al 1 %  p o r  ca- 

da 100 g de peso a travgs de la vena fenoral. 
Una vez extraida la sangre se  centrifugaba a 

IODO xg, durante 5 minutos, tras lo cual se  el imilxaba l a  
capa superior de Pcucocitos por extracción con una p i p e t a  
Yasteur, a continuación e l  precttado de eritrocitos se  l a -  
vaba dos veces con SSP en exceso. 

A l  f i n a l  los  eritrocitos fueron suspendidos en 
SSP has ta  completar un volumen id&nti.cn a l  que ocupaba la 

muestra d e  sangre i n i c i a l .  
Cuando en experimentas complementarios se usartlii 

eritrocitos hunianos frescos, fueron extraidos por punci6n 
de la vena mediana del codo y lavados de idén t ica  manera 
que los de rata. 

Los nietodos de peroieabilizaci6n que hemos .ir,- 

pleailu comprenden dos etapas, en l a  primera de Las cuales 
se ob t i ene  l a  f i jac i6n  de las proteinas ds la n~enbrana 

merced a l a  utilización tic? reactj vi:*s bifiiticionales ( 1  531, 
eii u,,; segunda etapa l a s  células son permcabilizadüs por 



un tratamiento con digitonina, Los métodos difieren entre  
si segun el bipu de reactivo usado. 

Los reactivos bifuntionales que hemos utilizado 
son los siguientes: 

- Toluol-2,$-diisocianata (TDI) 
- Dimetil-3,J1-ditiobispropionim_tdato CDTBPJ 
- Dimetil suberimidato (DMS] 
La f6rmula qulmica de cada una de e l los  se en- 

cuentra en la Figura 1 .  
Este t i p o  de reactivos posee dos grupos funcio- 

nales capaces de reaccionar con determinados grupos reac- 
tivos de las proteinas, por Po que pueden establecer puen- 

tes entre moléculas contiguas. Con su utilización se consi- 

gue la f i j a c i o n  de l a  membrana celular, manteniendose de 
esta forma íntegro el arhazón proteico de la m i s m a ,  de m- 
nera que el reactivo actuaria a modo de "grapasti que man- 

tienen unidos componentes de la membrana; esa es la zlaz6n 

por l a  cual hemos adoptadado e l  término de "grapamlentoti 
para llamar a l  proceso de actuaci6n de los diversas reac- 

tivos bifuncianales, quedando por t m t o  'rgrapadas" l a s  cé-  
lu las  una vez que han sufrido su ataque. 

En el caso del TDX los grupos reactivos son gru- 
pos c i a n a t o ,  las cuales, en general, reaccionan con an~inas 

para formar ursas sustituidas y' alcoholes formando ureta- 
nos. En l a s  reacciones con proteinas y especialmente a pH 

neut ro  o alc'alino la reacciún fundamental es con grupos 
amino. (1  531 , de forma que establecen enlaces covalentes 
con 1 0 s  E-aminogrupos de l i s ina  de las proteinas,  dan- 
do lugar a la farmaci6n de carbamatus (93) 17) .  

E2 DTBP y el DMS son imido6steres bifuncionales 

solubles en agua (1531 (321 (591, que reaccionan con m alto 
grado de especificidad con los grupos amino de l a s  prb tc i -  



TDI 

DTBP 

D M S  

Figure 1. Formulas qu&icas de los reactivos bifuncionales 

utilizados én los procelimientos de permeabiliea- 

ci6n de erigrocítss, 



nas dando lugar a la formaciún de imidinas a ph alcañino 

(71 
En l a  segunda etapa de permeahilizaci6n can di- 

gitonina, la que se pessague es aumentar la permeabilidad 
de l o s  eritracitos grapados, nerced a la remci6n de 1%- 
pidos  de la membrana, principalmente el colesterol, que 
constituye el 30% de l o s  l ipidos de la membrana del e ~ i -  

trocito (22). La digitonina actua formando con e l  coles- 
terol un digit6nido que es insoluble en soluciones acuo- 
s a s .  

En la Figura S exponemos un esquema ilustrati- 

vu d e 4 0  que pensamos que puede constituir el grapamien- 
to con un reactivo bifuncional y la posterior permeabi- 
l i z a c i o n  can digi tonina.  

2 .4 .1 .  F i j a c i O n  de las proteinas de la membrana 

La sistemstica varia segun e3 t i p o  de reactivo 
bifuncional utilizado. 

2.4  1 . 1 .  Grapamientu .con .DMS:. , 

- Disolver 24 mg de DMS en 7 ml de una soluci6n 
de tríetanolamina 100 mbi, NaCl 75 d4, pH 8 , 7  y 

ajustar el pW a 8,5 con Na0i-i 0 ,1  N, 
- Suspender en l a  solucibn anterior 1 g de e r i -  

t roc i tos  lavados. E l  peso molecular d e l  DBlS es 

de 200, por t an to  la concentrakión a la que se  

usa e s t e  reactívo e s  de 0,12 mmoles por gramo 

de eritrocitos, 
- 1ncubaci6n durante 30 minutos a 3 7 ° C .  
- Dilucion con varios vo lhenes  de SCP y centri- 

fugación a 1000 xg durante 5 minutos. El sedi- 

mento se resuspende en SS1 al 50% ( v l v ) .  



Figura 2. Vision esquemáticn.de1 procedimiento de grapamiento y 

; reactivo bifuncianal ("grapas") 



2 . 4 . 1 - 2 .  Grapamiento con DTBP: 
- Disolver 10 wg de DTBP en 8 m1 de Tris 50 mhi, 

N a C l  125 mM, pN 9, 
- Suspender en la dilucian anterior Ig de eritro- 

c i t a s  Lavados. Puesto que el peso molecular de l  
DTBP es de 236 l a  concentraci6n a la que se usa 
e s t e  reactivo es de 0,04 mmoles por g r a o  de 
eritrocitas. 

- IncubaciBn dtnrante 30 minutos a 3 7 ° C .  

- DiluciBn con varios volfinenes de SSP y contri- 

fugaci6n a 1000 xg durante 5 minutos. El sedi -  

menta es resuspendido en SS1 a1 SO% (v lv ) .  

2 . 4 . 1 . 3 ,  Grapamiento con TDI: 

El procedimiento ha s ido adaptado de Kitaj ima 

et al. (653, 
- Preparar por sonlcac36n una emulsi8n de TDf en 

SSP al O,S% (v/v) 
- Adicionar 3 m1 de la emulsí6n anterior a una 
suspensi6n de 3 g de er i t roc l tos  en 20 m1 de 

SSP- Dado que el peso molecular del TDI es 1 7 4 ,  

la concentraci6n a l a  que se usa e s t e  reactlvo 

es de O , í f  moles  par gramo de erktrocltos. 
- Incubacidn durante 3 minutos a 4'C con ag i ta -  

c i 6 ~  
- Diluci6n con agua desti lada en exceso y cen t r i -  

fugaciún a 1000 xg durante 5 minutas. E l  s e d i -  
menta es resuspendido en SS1 al 50% (v /v) .  

2 . 4 2 .  Permeabilizacibn can digitanina 

La sistemstica es conliri a l o s  d i s t i n t o s  procedi- 

mientos de grapamiento descritas en l o s  apartados ante r io res .  
- 1ncbbaci6n durante 5 minutos a 25'C con agitacióii 



de una suspensián formada por: 1 volumen de e r i -  
trocitos grapados suspendidos al 50% [v/v), 9,5 

volúmenes de agua destilada y' 0 , s  volúraenes de 
digitonina a l  1% en etanol .  La proporci6n en 
que se usa l a  digitonina es por t a n t o  de 10 nig 

por grama de eritrocitos. 
- Centrifugacibn a 1000 xg durante 5 minutas y l a -  

vado d e l  prec ipi tado &os veces con SSI,  resus- 

pendiéndole finalmente en este medio hasta el 
50% [v/v)- 

Los eritrocitos permeabillzados por alguno de los 
metados descritos en el apartado a n t e r i o r  son dificiles de 
romper por metodos f í s i c o s ,  como luego se descr ib i r6  en RE- 
SULTADOS. No obstante, uno de l o s  reactivos bifuncionafes 
que hemos utilizado,el DTBP, dado que posee en su mol6cula 
un 2uente S - S ,  presenta l a  posibilidad de ser escindido 
par tratamiento con agentes reductores de este  t l p a  de enla 
ces como puede ser el mercapéoetanol o el d i f  ioeritritol 
(DTE) . De esta  manera una vez grapados 10s e r i t r o c i t o s  con 
DTBP, a l  tratarlos can BTE se verifica una ro tu r a  de l a s  

molfSculas d e l  reactivo que mantienen unidos los componen- 

t e s  de la membrana, lisándose de e s t a  manera las células .  

El prucedimiento es como sigue: 
- Un gramo de eritracítos permeabilizados (y gra- 

pados don DTBP') son tratadas con DTE 10 Tras 

1 0  minutos a 25'C puede observarse l í s i s  t o t a l  

a l  ntcroscopio.  



La tgcnica cT6sica de hemolisis por hiputonia 
presenta el inconveniente de la formación espontánea de 
vessculas discoidales (F9ghostsft],  constituidos por restos 
de membranas invert2dos que pueden secuestrar en su in te -  
r i o r  pzoparciones apreciables de l a s  pratsinas del  cito- 

sol (18)  y con e l l o  dar lugar a diferencias en la deter- 
minaci6n de l a  cantidad to ta l  de 10s enzimas que s e  e s -  

tudien, diferencias por otro lado frecuentes en l a  Jite- 
rariura. 

Weaos elegido l a  rotura mechica por sonicación, 

con la que se obtiene un fraccionamiento mas cornpTeto de 
la membrana y unas actividades enzlmáticas msxlmas suye- 

rlores a las obtenidas par hemolisis hipottinica o pos con- 

gelación-descongelaci6n (98).  La conicaci6n se ha llevado 
a cabo en un espacio de tiempo lo suficientemente c o r t o ,  

que evite Xa desnaturalización groteica por calentamiento 
( o ,  eventualmente, por vibraci6n, como ha s i d o  descrito 
posteriormente por Asakura et al. (3 )  1. El procedimiento 

ha consistido en sonicar a intensidad 6 en nuestro soni- 
cador [vease APARATOS), una suspensión de er i troc i tas  la- 
vados en SS1 a l  2 0 %  (vlv) durante 10  segundos, mantenien- 

do el recipiente en hiela, con.objeto de evitar un calen- 
tamiento excesivo. 

Cuando en aIg6n experimento fu6 preciso utilizar 
un hemolizado concentrado se son icb  de i d e n t i c a  manera un 
sedimento de eritrocitos que habían s i d o  centrifugadoc 
previamente a 1000 xg durante Sa inutos .  

2.7. PREPARACION DE EXTRACTOS DE MUSCULO 

Trozos de mtisculo esquelético, previamente tri- 



turados, fueron hornogeneizados empleando un homúgeneizador 
de vidrio can 6mbolo de te f ldn  acoplado a un dispositivo g i -  

ratorio.  EI hamogenado se prepar6 con S volfimenes de f o s f a t o  
5 raM, K C 1  150 M, IíHC03 5 mW, CIZbig 1 mM, CaCIZ 0 , s  M, DTE 

1 mM, a pW 7,4.  
E1 extracto se obtuvo por centrlfugaci6n del ho- 

mugenada a 30.000 xg durante una hora, tomando el sobrena- 
dante y descartando el sedimento. 

- 2 , 8 .  VALOMCION DE ACTIVIDADBS ENEIMATIGAS 

A excepcion de la bexoklnasa, para cuya valoraciún 

hemos empleado un m6todc1 i ca t6p ica ,  e l  resto de las activida- 
des enzimiiticas se valoraron por metodas espectrofatom4tri- 
cos continuos en los cuales se acoplaba l a  reacción estudiada 
con ranibio.~ red-ox en un piridinnuciebtido, adicionando, 
cuando fue necesario, un sistema de enzimas auxiliares. S e  

utilizaron cubetas de vidrio  á p t i c o  Corex; con paco de l u z  
de 1 cm. Las valoracionee se realizaron a 3Y0C,  registrándo- 

se graficamente la variaci6n de l a  absorci6n a 340 nmt En 
todos los casos se llevaron blancos adecuados. E l  c o e f i -  
ciente de extincien molar de NADH y NADPH se tamd igua l  a 

6,22 par cm de paso de luz y 1 mM de concentraci6n. 
Para el es tud io  de actividades enzimsticas se 

adopta una mezcla base que rep?&sefita simplificadamente l o  
mas camdn d e l  media ambiente rnieromúlec~lar intzaceiufas: 
un tamp6n a pX 7,4 (TUS 50 M), KCl 100 mM y MgCIZ 5 mhl, 
mas Ficoll al 7% con objeta de mejurar la estabilidad de 
l a  suspensión. En ensayos preliminares con algunos enzinias 
se corriprob6 l a  no influencia d e l  Flcoll sobre la actividad 

de los mismos; tampoco provoco agregación de l o s  eritroci- 
tos permeabilizad~s, coma se cumprub6 por examan al r n i c ~ * u s ~  



copio 6ptico tras una incubati6n correspondiente a3 tien- 
po de las  ensayos. 

La cantidad de muestra ensayada en las valora- 
ciones esgectroEotom6tricas (eritrocitos permeabilizados 
o bemolizados) fu6 de 2 mg, La absorci6n 6pt ica  debida a 
l a  turbidez de esea suspensi6n diluida no intar£kere can 
el mgtodo de valoraci6n. 

Las reacciones se iniciaron añadiendo el subs- 
trato, o uno de l o s  s u b s r ~ a l o s ,  t ra s  dejar equilibrar la 
mezcla da reaccZBn -salvo dicho substrata- durante ulius 

10 minutos a 37%. 

A cantinuaci&n se Indkan los sistemas de en- 
sayo utilizados para cada enzima, Los metodos de ensayo ea- 
pleados para la valoracidn de hexakinasa, fosfofructokina- 

sa y glicerafdehldo-3-fosfaSo deshidrogenasa se describen 

en particular mas abajo 12.8.1. -  2.8.3.) 

Glucosafosfato isomerasa: Mezcla base, fructasa-6-P 2 mM, 
NADP' 0,5 mM. glucosa-6-fosfato desiiidrogenaca 1 U. 

En los estudios cinéticos se variaran l a s  concen- 
traciones de 10s reactivos según se indica en cada caso .  

Aldolasa: Mezcla base, fructasa 1,6-diP 1 mE.f, NADH 0,35 a l ,  

a - g l i c e r o f o s f a t o  deshidrcigenasa 0,s U, triosafosfats isome- 

rasa 5 U, 

T~iosafosfata  isomerasa: Mezcla base, gliceraldebído-3-P 
3 mEf, NADH 0,15 mM, m-glicerhfosfato deshidrogensisü 1 U, 

Fosfoglicerato kinaca: Mezcla base, DTE 1 Mi, ATP-hig 1 mhf, 

3-fosfoglicerato 5 mM, NADH 0,15 mM, glicesaldehido-3-fus- 

fato deshidrogenasa 1 U. 

FosfogJicgrato mutasa: Mezcla base, DTB 1 &I, 2,5-diEos- 



foglicerata 0,05 M, 3-fosfag3lcerato 1 mM, ADP-Mg t d, 
NMH 0,15 &, enulasa 0,1 U, piruvato kinasa 2 U,Tactato 
deshidragenasa 2 U, 

Eno1as.a: Mezcla base, EDTA 1 mFf, 2-fosfagLicera~a 0,s %M, 
ADP-Mg 1 mM, NADH Q,15 mM, plruvato kinasa 0,5 U, lacra to  
deshldrogenasa 1 U*  

Plruvato kinasa: Mezcla base, ADP-Mg 2 mE3, fosfwenofpiru- 

vatu S M, MADH 0,15 mMI Zactato deshidrugenasa 1 U. 

Lactata deshidrogenasa: Mezcla base, NADH 0,15 mM, piruva- 
to 2 xriM. 

Adenilatc ,kin?sa: Mezcla base, ADP-Mg 2 mM, NADP' 0,s mhl, 

glucosa 1 d, hexokinasa 1 6, glucosa-6-fosfato deshidro- 

2.8-1, Valoracidn de l a  hexokinasa. 

Por tratarse de l  enzima menos activo de l a  ru ta  
glicolftica hemos usada un metodo isotbpico adaptada de l  

usado para valorar galactokinasa por Shesrsan y Addler (122)  
en E. c o l l  y Blume y Beutles (17) ea eritrocitos ,  consis- 
tente en l a  incubación de glucosa marcada can 1 4 ~  junto  con 
ATP y el enzima {er i t roc i tos  pesmeabiiizados o hemuSisado), 

expreshdose la actividad en funcion de la radiactividad 

incorporada en forma de glucosa-6-fosfsto (o bien ligada a 

cualquier otro  metabolito formado a partir de este) a un 
f i l t r a  de papel Whatnan DE 52 retenedor di: an imes  y sobre  
el que se lava l a  mezcla reaccionante de forma que se e l i -  

14 mlna l a  ( C) glucosa nu fosforilada. La mezcla de reaGci6fi 
fué: mezcla base, ATP-Mg 5 mM, glucosa 2 niM, (u-'~c) gluco- 
sa  0,3 pCi/ml, eji un volumen final de  0,4 nl. Se eniplearoii 



20 mg de eritrocitas en cada ensaya, 
Las valoraciones se llevaron a cabo a 57"C, tras 

15 minutos de incubacian, durante los que se comprob6 que 

l a  reacci6n era l i n e a l ,  Se tomaron SO p l  de l a  mezcla de 
reacci6n que sb mezclaron con otras 50 de glucasa 4 M, con 
objeto de d i l u i r  l a  gluccsa marcada; de esta niezcla se pu- 

sieran 50 ii1 sobre un c%rcrxlo de-papel Mhatman DE 52 de 
2.5 cei de diámetro que era lavado con 300 ml de agua des- 
t i l ada .  Finalmente se medEa l a  radiactividad incorporada 
a los f i l t r o s  de pagel secados a temperatura ambiente, uti- 
Itzandú como lnquldo de centallao una soluciOn de tolueno 
conteniendo #,Os% dirnetil-p-blc-2-(5-fe~iloxiazoli1] ben- 
ceno (dimetil-POPOP) y 5% 2,s-difeniloxazol (PPQ]. Siste- 

rnáticamente se tomaron alicuotas de l a  reacción a tiempo 

cero. 

La foraaci6n de glucosa-6-fasfato se determine a 
trav6s de l a  difereacia existente entre l a  radiactividad 
t o t a l  incorporada a un f i l t r o  sin lavar que conten5a una 
alicoota de l a  resccibn a tiempo cero y l a  incorporada a 

un f i l t r a  lavado tras adiciafia%le la mezcla una vez com- 
pletado  el tiempo de reacci6n, 

La extlncian inespecifica (guenching) fu6 funda- 
mentalmente de orden qulmico, relacionada con el papel  de 
intercantbio i6nico utilizado en e l  ensayo y no superó e 1  

15%. 

La valoracl6n de su actividad se l levó a cabo a 

través d e l  sistenia de enzimas auxiliares, aldolasa, t r iosa -  
fosfato  isomerasa y a-glicerofosfato deshidrogenasa, aco- 

plado a l a  produccicn de fructosa-6-fosfato (100).  Salvo 



indicacidn, l a  mexcla de ensayo fué: Mezcla base, DTE 1 d i ,  

NADh 0,15 a, ITP-blg 1 mM, glucósafosfata isámerasa 0,s U, 
aldolasa 1 U, a-g l icerafas~ata  deshidrogewsa 1 U, triosa- 
fosfato isomerasa 10 U. E1 substrato, fructosa-6-Eosfato, 
se adicion6 mezclado can glucosa-6-fosfato en Ja proporci6n 

correspondiente a l a  Keq de l a  reacci8n catalizada por l a  
glucosafosfatd isomerasa que es da 9,3 [ S O ) ,  manteniéndose 
as$ l a  csncentracibn de fructosa-6-fosfato independiente- 
nente de l a  presencia de este  e n z i ~ a  en l o s  eritrocitus 

permeabilizadas o hemulizados. 

Con objeta de eliminar e l  amonia, potente activa- 
d o ~  de l a  PFK, presente a cancentraciones elevadas en l a s  

preparaciones comerciales de enzimas, e3 sistema de enzimas 
auxiliares empleado para ef ensayo fu6 previamente d i a l i -  
zado durante 4 horas con cuatro cambios, contra TRIS 50 M, 

EDTA 1 mEf, pH 7,s .  

En los estudias realizadas, e l  enzima se valor6 
en dos t i p o s  de condiciones: l a s  indicadas arriba o en pre- 

sencia de efectores positivos (AMP 0 , l  U d ,  f ~ s f a t o  5 xahl y 

N H ~  1 nM) cuando se querIa obtener l a  actividad especffica, 
o en otros casos que se especifican en RESULTADOS. 

deshidrogenasa : ensaya ''1 ineal 

El ensayo espectrofotom~trico de este enzima L L ~ -  

loranclo l a  aparici6.n de NADB, uno de sus productos, presen- 
t a  inconvenientes importantes. Por un l ado ,  e l  desarrollo 
de l a  reaccicn en el sentido de l a  próduccion de  NADH se ha- 

ce practicamente imposible a pH fisiológico, puesto que 
mientras que no sea a pH fuertemente alcalino, e l  potencial 

red-ox del par NAD'/NADH es muy elevado. Por e s t a  razón 



u ~ ~ o  de l a s  procedimientos cl6sicos de vaXoraci6s consiste 

en lo utiIizaci6n de arseniat~ en lugar de fosfata como 
aceptor del grupo ac i lo  y ttn presencia de NAD'~~ exceso 

(143) , dando lugar as% a l a  formaci6n virtualmente i rre-  
versible de 3-fas£oglicerata. Otro de las sistemas que se 

han propuesto con objeta de estudiar l a  reacci6n a ph fi- 
sioldgico ec l a  susrituciáii del  NA~ '  por un an5logo quT- 
mico, el 3-acetil-piridlin adeñlzn nucleátido, (611,  con- 
juntamente con el uso de wi enzima awtiliar despues de la 

deshidrogenasa, (791, de forna que l a  concentraci6n del 
producto no coenzim5tico se mantenga l a  mas baja p o s i b l e ,  

pudigndase as9 seguir l a  reaccidn en e l  sentido gl iculXti-  

co en esas condiciones de pN, 
Adem&s e s t e  enzima presenta una fuerte inhibicien 

por l o s  productos, tanto por el NADB como por e l  1 , S - d i f o s -  

foglicerato. Estas.inhibiciones son competEtivas no sala- 

mente con e l  subserato precursor homúlogo sino tambien can 
ea cosubstrato opuesto, y con constantes de inhibicián 
muy bajas. d e l  orden de M (411  ( 9 2 3 .  Esto da lugar  a 
que l a  velocidad inicial de l a  reacción sea d i f i c i l  de apre- 

c ias ,  pues el acfunulo inmediato de  los prúductos comienza 
a inhibir e l  enzima, perdiEndose por tanto l a  Iinearidad 
ya casi desde el principio. 

Ante estas dificultades, que rodean de un margen 

de incertidumbre, a l o s  datos cinEticus obtenidos sobre e s -  
te enzima, hemos utilizado un mdtodo espectrofoton6trlco 
de valoraci6n, originad de e s t a  tesis y que está pendiente 
de publicacibn independiente, al que hemos llamado ensayo 
"linealu, Con este mtitado se ha conseguida e v i t a r  ka doble  

inhiblcibii  referida: e l  1,s-difbcfogliccrato se retira 
adicionando fosfaglicerato kinasa y mP, valorándose el 
fornado a trav$s de un Listerna auxiliar con glucosa, 



cosa-6- fosfato deshidrogenasa y NAW+ que da lugar a l a  
aparici6n d e l  W P t i  observable a 340 nm; y e l  NADH se eli- 

mina por media de LDH y piruvato. La interferencia de la 
ad~nilato kinass, capaz de formar directamente ATP a par- 
t i r  de ADP, y que es un enzima ampliamente distribuido 
en los  te j idos ,  se evita  adicionando Ap5A, potente inhibi- 
dor erpeczfico de e s t e  enzima (73). La secuencia de l a s  
reacciones auxiliares que intervienen en e l  ensayo l ineal  
aparecen csquernatlzadas en l a  Figura 3 .  

La mezcla de reacci6n fuk: Mezcla base, DTE 1 
E?TA 1 mM, NAD+ 0 , 3  d i ,  fosfata 50 mM a pH 7,4 .  g l i cera l -  
Behido-3-P 5 M, tsiosafusfatu isomerasa 0,s U, pi~uvato 

20 Mil, lactato deshidrogenasa 1 U, ADP-Mg 1 mM, Ap5A 0 , l  

mM, fosfoglícerato kinasa 2 U, glucosa 1 mM, hexokinasa 
8 U, NADP* 0,s inE4 y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa 4 ti. 

E1 ciilculo de l a  csnceatraciQn efectiva de gliceraldehi- 
da-3-P se  hizo teniendo en cueuta que la Keq de la reac- 
c16n catalizada par la triosafosfato isomerasa es de 0,045 

(91 1 - 
La preparación comercial de gliceraldehido-3-P 

utilizada se encuentra en forma de s a l  de bar io .  Para ob- 

tener el alaehido l ibre  se s i g u i 6  e l  siguiente prucedi- 

miento: calentarnientu de 100 ng de l a  sa l  durante 3 minu- 
t o s  a Ioo'C en 5,s m1 de una suspensión de Dowex-50 a l  
28% (p/v] seguida de enfriamiento r%pido sobre hielo, Gen- 
trifugaci6n a 3000 xg durante 10 minutos y lavada con 0,s 

ml de agua destilada. La concentraci6n total de aldehido 

presente en e l  último f i l t rado  se determifid enzimsticamen- 
t e  con NADH y Za mezcla de enzimas triosafosfato isómera- 
sala-glicerofosfato deshidrogenasa. 



ATP 

U + 11K 8 + glucosa 1 

+ GGPDH 4 + NADP+ 0,s 

NAD PiT 

Figura 3, Ensayo "lineal" de gliceraldehido-3-P deshtdrogenasa 

en .condiciones fisiol6gicas . 



En los estudios i n  s i t u  l a  glicolisis se midi6 
incubando er5trocitos germeabilizados en una concentra- 
cidn f i n a l  de O,Z5 g por m1 a 37'C. Las c6lulas se sus- 

pendieron en TES 50 IPM pH 7,4 ,  KC1 0,1 M, C12Mg S mM. 

La composicibn de las nezclas de ensayo se refiere en U- 

SULTADQS, La g l i c o l i s i s  sc i n i c i 6  con glucosa 5 &f, g l u -  
cosa-6-P 1 mM o giicersldehido-3-P 5 mM; a tiempos deter- 
minados (vease RESULTADOS] se tomaran alicuatas que fue- 
ron centrifugadas a 2000 xg du~ante 5 minutos, valorándo- 

se lactato en l a s  súbrenadantes una vez decantadas (ver 
2.10).  

En Jss estudios in vivo se incubaron eritrocitas  
narmales a 37"C, suspendidos en SSP a una concentración 
f ina l  de 50 mg por ml. La reacción se in ic i6  con glucosa 

10 mE3: o bien con dihidroxiacetona 10 mbl. Se midió l a  gli- 
c o l i s i s  aniilogamente a lo descrito para los estudios in 
situ a través de la vaforáclbn de lactato. 

2 . 3 0 .  VALORACION DE METABOLITOS 

La detsminaci6n de l a  concentracion de metaba- 
Iizus se real iz6 en dos sistemas diferentes, por un fado 
en l a s  aiicuotas tomadas de las  mezclas de reacción cn 

que se estudio g lkco l i s i s  y por otra en preparaciones de 
e~ i t rac t to s  perineabilizaaos. 

Las valoraciones de intermediarios g l  i c o l í t  i - 
GOS se llevaron a cabo en las  muestras obtenidas para va- 



lorar Zactata en un sistena que glicofizaba, de forma an6- 
lo&& a como se ha descrito en a l  apartado anterior, 

La úbtenci8n de muestras para valorar la p o s i b l e  
existencia de determinadas metabolitos en eritrucltos per- 
meabilizados fd como sigue: se utilizaron prepaxaciolies 
de eritrocitos que habkan sido grapados can DTBP y l i sados  
con UTE [vease METODO DE LISIS BE ERTTROCLTOS PEMIEABILI- 
ZADUS). De la muestra a estudiar se tamaron 4 m1 (2 g de 
eritrocitos,  peso hfimedo) que fueron congelados en nitr6- 
geno Ilquido, a cantinuaci6n se mezclaron con 2 m1 de 

HClU4 3 M y 0,5 ml de TRIS 0,4 M, manteniéndolos 10 minu- 
t o s  a - I O D C  y descongel&dolos luego a temperatura ambien- 

te  can agitacitin frecuente. Una vez descongelados se cen- 

trifugaron a 10.000 xg  duxante 10 minutos, Los sobrenadan- 
t e s  se ajustaron a pfl 6,5 can KOH 10 N, Después de 10 mi- 
nutos a 0°C se centrifugaron Pos extractos a 2000 xg du- 
rante 10 minutos y 10s subrenadantes de esta filtlma ope- 
saci6n constituyeron las muestras para l a  valoraci6n de 

Los metab~Ilktos (1  75) .  

2 , I U . Z  Valoraciún de los  metabofitos. 

La determinac36n de la concentraci6n de metabo- 

l i t o s  en las muestras obtenidas, se realiz6 por métodos 
enzimáticos espectrofotom6tricos en l o s  cuales se acopld 

l a  reacci6n principal  con cambios red-ox en l a s  p i s i d f n  
nucleótidos, siguiendose l a  variación en l a  absorción a 
340 nrs hasta que l a  reacción terniinó por consumo d e l  me- 

tabolito a valorar, 
El volumen f i n a l  de la mezcla de reacci6n f u e  

de 1 nl. En l a s  valoraciones se utilizaron hi:hitualmen- 
t e  5U ~1 de cada muestra* 



A fontinuaci6n se indican l o s  sistemas Se ensayo 
empleados para la vaIoraci6n de cada metaboiito. 

Lactato. Su Ileteminacibn se realizo con LDt. y NAD+. La 
mezcla de ensayo fu6: glicinii 0 , 4 5  M pH 9, hidraclna 0,34 

M, NAD* 1 ,S ai~,  ID^ 35 U. (49) .  

Glucosa y mezcla de 65P + ,F6P. Fueron determinados sucesi- 
vamente, La nezcla de ensayo fu6:TES 50 mf- pE4 7,4, ECX Q , 1  

M, W ~ C I ,  5 M, NADP* 0,s  ni^, A T P - ~ g  2 M, glucocafosfato 
U 

isomerasa 1 U, glucosa-5-fosfato deshidrogenasa 2 U. L a  

vaxiaci6n en la absorbancia hasta completarse l a  reacci6il 
i i id ic8  l a  concentraci6n de GGP + F6P presente, la adici6n 

dc 1 U de hexokinasa deterrnin6 el consumo de glucosa exis- 

tente en l a  muestra. ( 3 2 ) .  

Fructosn-7-6-diP y mezcla de G A ~ P  + DHAP. Fueron determina- 
dos sucesivanente. La mezcla de ensaya fue: TES 50 mili :. 
pk 7 , 4 ,  XC1 O,] N, WgCIs 5 T&, 3ADh 0,3 mM, u-glicerofos- 

f a t o  deshidsogenasa 0,s U ,  triosafosfato isomerasa 5 ti, 

~a variaclon en l a  absorbancia hasta completarse l a  reac- 
tien Indicá f a  concefitración de GASP + DHAP presente,  l a  

adic i6n  de aldolasa 0,s  U determino el consumo de FbP 

existente en la muestra. ( 8 6 ) .  

2,J-Difosfoglicerato. TRIS 46 uiM pH 7 , 6 ,  MgClt 5 mM, EDTA 
1 Mi, mercaptoetanal 1 mh1, ATP 6 d i ,  NADH 0,s mEf, f u s f o -  

glicerato kinasa 22 U, fosfoglícerato mutasa 1 2  6 ,  gl ice -  

raldchido-5-fosfato deshidrogenasa 4 U, 2- fos fog l i cc la to  

2 milr. (85). 

ATP. TE$ 50 PLM pH 7,4, KC1 0,1 M, MgCIZ 5 mhi, TPN' 0 , s  *M, 
ill 

glucosa 2 a, glucosa-6-P deshidrogenasa 2 U, hexokinasa 

1 U ( 6 9 1 ,  



Las muestras de erftrocltos  permeabilizados y 

de hemolizado fueron suspendidas en NaUH 0 , 1  N a l  10% 

(vt'vj y mantenidos en un bafio a ebullición durante 1s 

minutos, juntamente con una colucibn patrón de hemoglo- 
bina a l  10% (vJv )  t a b i d n  en NaOH 13,3 N .  Se t a m O  una a l i -  
cuota de estas s ~ l u c i o w s  y se anadierún 4 m1 del reac- 

tivo de Urabkin (50 aig de KCN y 200 mg de K3Fe(CN)6 en 

7001) ni1 6e agua destilada) (1523. Midiéndose luego l a  
densidad 6pt ics  a 540 nm. La cantidad de hemogldbina de 

las  muestras se determin6 comparando con una curva pat r6n 
de hemoglobina preparada de igual forma. 

Se 11eu8 a cabo paralelamente en er i troc i tos  nor-  

males s i n  sufrir nin* tratamiento, eritrocitos grapados 

y eritrocitos p e m a b i l i z a d o s .  
Primeramente se r ea l i zó  l a  extracción d e l  coles- 

terol de los distintos t ipos  de eritrocltos ( 3 7 ) .  El pro- 
cedimiento fue como sigue: centrifugaci6n a 1000 xg duran- 

te 5 minutos de 2 m1 de cada muestra, el sobrenadante se  
desechb y se afiadieron 2 m1 de  KOti a l  30% al precipitado 

que luego se calent6 a 80°C  durante 1 hora, se enfrid en 
h i e l o  y a continuacián se mantuvo 2 minutos en agi tac l6n  
tras adicionar 6 ml de clorofornio, luego se centrifugar~n 
l a s  soluciones a 2000 xg durante 15 minutos y con una je- 
ringa y un cateter  de polietileno se  extrajo l a  fase in- 
f e r i o r  de l a s  tres formadas, que es la que contiene e l  

coJesteroE. 
Se pas6 entonces a valorar el coles tero l  extroi- 



do de acuerdo con el m8todu de LIbermann-Burchard (133). 
Para e l lo  se preparú una saluclOn patr6n de colesterol de 

1 mg/ml, se aáadieron a ésta y a l  resto de l a s  soiucioncs 
problema 2 ml de reactivo acético-sulftirico (preparado 
nezclando 4 partes de anhidrido acgt lco y 1 parte d e  5ci- 
do sulffirico concentrado, lentamente, con agitaci6ri y en 
matraz contenido en hie lo]  y se mantuvo en agitacion duran- 
t e  15 minutos. Finalmente se i i d i b  la densidad á p t i c a  a 

625 nm. La cantidad de coles teso l  extraido de cada muestra 
se determinb comparando can l a  curva patr6n de coiesreroi. 

2,15.  PURIFICACION PARCIAL DE LJM DE ERITROCITOS 

Eritxocitos lavados y suspendidos a3 50% en 

SS1 (v/v) fueron hemolizados por congelación y descongela- 

cián en baso de acetona con nieve carbónica, wsuspen- 
diéndose luego en S volhenes  de TRIS 5 0  al, CIK 300 n t i 5 3 ,  

MgCIZ 5 mM, a pH 7,4. Tras centrifugacidn a 30.000 xg du- 

rnacte 1 Iiora y descartando el sedimento se obtuvo un ex- 

tracto que fue sometido a fracci~namiento entre e l  47 y 

e l  65% de suifato am6nico, empleado en forma de solución 
saturada a pH 7, adician5ndolo gata a gota y con a g i t a -  

ci6n continua. Las proteinas prec ip i tadas  se recogieron 
por centrifugacihn a 30.000 xg durante 30 minutos y se 

suspendieron en aiedio de homageneizaci6n. La eliniinscidn 

del sulfato ambnico de l a  fraccibn obtenida se realizd por 

dit i l is is  de 5 ml de la  misma frente a 1 l i t r o  de sclucian 
de hoair>gensizacib durante 1 2  horas, con renovaciBK d e l  
medio di$lisis a l a s  6 horas, 

~ o d a s  l a s  operaciones fueron llevadas a kabo en 
una &mara fr fa  (4°C)  



3 ,  R E S U L T A D O S  



3 , f .  DESARROLLO Y ESTUDIO CRITICO DEL ABORDAJE I E  
S3T. EN ERITROCITO5 

El primera de los reactivos bifuncionales que 
se utilizd fub el TDI, cuya puesta a punto y ensayos pre- 
Iiminasos fueron 23evadus a cabo por el Dr. J.E. Felíu; 
con esta reactiva iniciarnos el m6todo del abordaje in s i -  
tu de enzima$ intracelulares en eritrocítos y se Ileva- 
ron a cabo las primeros estudios sobre actividad y com- 
portamiento de enslmac en estas condiciones. Posterormen- 
t e  se introdujo e l  uso de 30s  otros reactivas, DMS y DTBP, 
adaptados con k x i t o  en nuestro laboratorio por el Dr. R. 
F~enkel para perneabilizar leucocitos. Las pruebas refe- 
rentes a 3% sictsmatizaci6n d e l  abordaje fueron realiza- 
das con l o s  tres t ipos  da reactivos, 

J,l.f, DETECCION EN ERITROCITOS GRAPADOS DE ACTI- 

VIDAD ENZIMATTCA IN SITU 

Una vez ubtenidad l a  fijacion de la membrana &e 

los eritrocltos, utilizando para e l l o  TDI y de  acue~do  con 
el procedimiento explicado en MTERIAL Y METODOS (2,4,1.3.j, 

procedimos a valorar actividad enzimática en la cklulas 
[abn no habfamos tratado de aumentar l a  permeabilidad de 

l a  membrana usando digitonina], 
EI enzima que elegimos para es te  f i n  fué l a  LDH, 

dado que reune una serie de caracterfsticas n~uy favora- 

bles: 
- posee mucha actividad en eritr~citos, 
- Tiene un s u b s t r z t o  grande, que ademas e s t a  ea=- 

~ a d o ,  e l  NADH, y con baja; 10 que l e  conxrier- 
t e  en un buen candidato para los es tud ios  dg ycr-  

meabilidad que mas adelante realizamos ( 3 . 1 . 2 . ] .  



- Facilidad de ensayo, 
- Na presenta slosterismos, ni labilidades, ni re- 
querimientos especiaTes. 
A l  valorar entonces LQH en l o s  er i~roc i tos  gra- 

padas en condiciones de Vrmrx (MATERIAL Y METODOS, 2.8 , ) ,  

en caso de que no estuviesen pefmeabflizadas no encontra- 
riamos actividad enzimStica, ya que estaria impedido e l  pa- 
50 8 subs%ratus y cofactores, como suceda en una c6lula in- 
tacta. Realizado el ensaya se detect6 una actividad LDH, 
que referida a n h e r o  de e~ i t roc i ta s  y peso seca carrespsn- 
di6  a: 

9 - 1 8 1 eritrocitos grapadoc. 
- 6 , 8  UIIOO mg de peso seco de e r i t r o c i t o s  grapados. 

A cantinuaci6n, centrifugamos a 1000 xg durante 
S m2aiuto~ l a  suspeasi611 de eritrocitos ensayada y procedí- 
nos a valorar actividad enzimbtica en el subrenadante; ia 

actividad encontrada fu6 de: 
9 - 0,08 U/10 eritrocitos grapados. 

- 0 , 3  U/100 mg de peso seco de sritrocitcs grapados. 
Esta actividad es de3 48 respecto a l a  encontrada 

en l a  mspensi6n to ta l .  Esto nos demostrd que Is actividad 

LDH que valoramos se encontraba fundamentalmente l igada a 

las células grapaass. 
De angloga manera, en eritrocitos grapados con DMS 

0 DTBP, la  actividad encontrada en el sobrenadante no super6 
el 5 % .  

Estos resultados nos indicaron que el tratamienta 
c m  10s reac t ivos  bifuncionales ea~leados no sola f i j a  las  
celulas sino que ya produce una cierta permeabilizaeión. 
obstante, pensamos que pudiera darse el caso de que duranre 
l a  valoracibn de l a  actividad, 10s eritrocitos grapados su- 
frieran alguna alteracien en l a  cubeta de ensayo que libera- 



se a l  exterior los enzimas supuestamente kntracelulares. 
Para conprobar e s t o  se llcvb a cabo l a  siguiente prueba: 
una cubeta funcionante con eritrocitos grapados se centrí- 
fugd a 7000 xg durante 5 minutos, recogiéndose el sobrena- 
dante y resuspendiendu.é2 sedimento en 1 m1 de mezcla de 
ensayo, en a t a s  condiciones l a  actividad LDN valorada en 
e l  subrenadante fu8 menor de l  5 %  da l a  valoraba en l a  nez- 
c la  de ensayo in i c ia l ;  por el contraria, el sedimenta re- 
suspendido manifest6 del  8Lal  90% de l a  actividad. Un 
examen microscBpico despues 4o esta valoraci6n nos revele 
que las ci5lulas se encontraban intactas. 

De esta forma demostramos que durante l a  valora- 
cien de 1% actividad enzlmdtica los enzimas siguen estando 
ligados a 10s eritrocitos grapadas y probablemente situa- 
dos en su interior, ya que coma veremos mas adelante exis- 

ten barreras de permeabilidad, salvadas por e l  tratamiento 
can digit~aina~ 

Experiencias posteriores nos demostraron que pre- 

paraciones bien lavadas de eritrocitos permeabilizados no 
t iene  nada de enzima soluble y son estables [ver 3.1.5.). 

3 . 1 - 2 .  PERMWILIZACIUN DE LOS ERTTROCOTOS GRAPADOS 

Primeramente valoramos actividad LDH en eritraci- 
tos grapados con TDI,  realizando un estudio c ine t i co  f ren-  
te a piruvato y NADK 

Cuando se usd el piruvato corno substrato varia- 

b l e  abtuvimos una curva de saturacibn tipicamente Michae- 
l iana. como puede verse en la Figura 4.  La Kin calculada fug 
de  0.1 mM, semejante a la  obtenida en hemulizada. 

En cmbio al realizar el estudio cinet ic0 de la 

LDH frente a NADH como substrato variable, a concentracio- 



cito. "grapados" frente a la caacentracion de piruvato. 

a concenfraci6n 0,2 d. 
Las d d a  condiciones de ensayo s*gun MATERIAL Y METUDOC. 



nes entre Q,Q1 y 0,s BM obtuvimos una curva de saturári6n 
ea l a  que al amentar eZ.WDH no se llegaba a alcanzar una 
meseta dentro da este ranio de concentraciones, como se ve 

en la Figura 5 Ctriangulos a~curos]. Como puede apreciarse 
en l a  rapresentacidn de Lineweavtr-Burk, incluida en la  
misma Figura (triangulos ossuros), la Km encontrada fué 
da 0,4 mM, valar anomalmente elevado de acuerdo can la 
deacrito (151) y dlgsxante adems a lo que encontramos In 
vitro, en hemializado, en que un estudio  c inét ico similar 
indic6 una Kni de 0,03 mM [Figura 41). Estos datos nos hi- 

cieron pensar que o bien la LDH presenta una Kai in s i t u  
anormaXmente elevada o bien existia una barrera de  permea- 
bilidad en los eritroci t o s  grapados, barrera manifiesta 
para el NaDW y no para el piruwatu debido al mayor rama50 

de Ia mof6cula de NADH, 
Empleamos entonces una serie de t6cníca.s con el 

objeto de mejorar la permeabilidad de l a  membrana de los 
eritrocitos grapados, cuales fueron: 

- CoagelaciBn y desccngelaciSn 
- Remuci6n de l i p i d o s  coa tcilueno 

- Remoci6n de l i p i d a s  con digitonina 
vai~rmdg LDH tras cada prueba, empleando e l  p i -  

rwato  a 1 mW y a una concentraciún baja de NADH, 30.  p&rF 

puesto que a$ ser l a  difusión directamente proporcional 
a l a  concenti.aciÚn de substrata, en el caso de conseguir 
salvar lo barrera de peraiesbilizacióa y usando concentra- 
ciones de NADH por debajo de saturación ob~ervaríanos 16- 
gicamente un aumento en l a  actividad enzimática registra- 
da. 

3.1 . 2.1 .  Congelacib y dsscongelac$ón. 

 alo oren ros LDH ea eritrocitos grapados en l a s  



Figura 5 ,  ~studio cinétlca de lactata deshidrogenasa frente a l a  con- 

Piruvato a concexrtrací6n 1 d 
(4): et<trucitos grapados con TDI 
(a): exitrocitos  grapadas y luego permeabilizadas con 

digironlaa al 0,05X 
Las d e d a  cúridicioaes s ~ & n  MTBRIAL, Y METODOS 



candtciones descritas mas arriba y a continuaci6n rea%l-  
zarnos una congelación y descongelaci6n brusca de este  lo- 
te da cdlulas empleando para ella un baño de acetona y 
nieve carb6aica a -3U°C, volviendo entonces a valarar LDH, 

la actividad registrada cóincfdi6 cun la que se determin6 
antes de congelar, 

No conssgufmos pues con e s t e  intento aumentar 
la  permeabilidad de l a  inenbrana al NI\DH/NAD'. 

3,4.2,2, Remoci6n de llpldos con tolueno. 

El procedimiento seguido fuB aaadir 50 ~5 de tu- 
lueno en etanol a l  SO% a 1 ml de eritrocitos grapados sus- 
pendidos en SCI a l  10% (v/v),  mantenerlos 5 minutos en ag i -  
taci6n y lavar, resuspendiendo hasta 1 ml ea este  mismo 

medio. 
La actividad LDH registrada despues de este  pro- 

ceso superó en un 25% a la que mostró e l  l o t e  in i c ia l  de 
eritrocitos grapados sin tratarlos con tolueno. 

3.1,2.3. Remacian de l fpidos  cqn digitonina. 

E1 procedimiento que seguimos fu8 expuesto en hfA- 

TERXAL Y METODOS ( S . 4 . 2 . 1 ,  pero usando en e s t e  caso Ia d i g i -  

tonina a t r e s  concentraciones, 0,0018, Q,01% y O,DS%. 
Las actividades eazimSticas encontradas fueron las 

siguientes: v/lo9 U h g  de X de 
eritrocitos pesa seco actividad 

- .Eritracitos grapados 037 0,02 IQO 



Realizando pues un tratamiento posterior a la fi- 

jaci6n de las protelnas de l a  membrana con TDI utilizando 
dlgitonina disuelta en etanol, a una concentración finaf 
en el tratamiento d e l  0,05%, conseguimos aumentar f a  per- 
meabilidad ds las aritxacEtas grapadas al NADH, puesto que 

aumentb cansiderablemente la actividad LDH a una concen- 
tracidn de NADH muy por debajo de saturación. 

Verificamos entonces un estudio cin6ticu en estos  

erltrocitas pemeabillzados y encontramos una curva de s a -  

turacidn para e l  NADH ya tlpicarnente Michaeliana, con una 
Kni para este  substrato de 0,03 mM [Figura 5, c5rculos os- 

curos), de acuerdo ahora con l o s  datos obtenidos en hemo- 
Sszado. 

En aritracitos  grapados can DMS y DTBP realiza- 
mas un estudio srmilar, Conociendo ya la pos ib le  existen- 
c ia  en estas  t6lulas de una permeabilidad insuficiente,  a 

la vista  de i o s  resultados obtenidos con el TDL, procedi- 
mos a valorar LDH a dos concentrac$ones de NADH, una en el 

racgo de la b, 30 rM, y a otra a saturación, y de forma 
simultanea en dos lotes de c61ulas: uno d e  eritrocitos gra- 

pados con DMS o DTBP y otro en que después de g~aparlos 
fueron tratados con digitonina al 0,05%. De esta manera 
f a  re la~j+$n entro la ac~ividad L;DH con N O H  a concentraciún 
a l t a  y baja nos indicaria el nivel de permeabilidad de las 

c6lulac ~ a p a d a s  y el efec to  posterior de la digitonina, 
puesto que una vez perrneabilizadas las c6lulas y de acuerda 
con la definicidn de Km l a  relación referida deberá ser de 

2. La actividad fué ref srida a U/g de cGlulas, parametro 
que finalmente adoptamos para referir l a  actividad especf- 
f ica  

LOS resultados aparecen en la Tabla 1. Puede apre- 
c i a r s e  que cuando se usa cono react ivo  grapador el DM$, exis-  



luego tratados con digitonina, a las concenrracloeie~de 

LIADH gite se, indican. 

La actividad enz idc ica  estg expresada en U/g de c6lulas 

B) Reactivo grapadar: DTBP 



t e  huza barreta de permaabilidad angloga a en e l  caso de l  
TDI, puesta que l a  relacián de la actividad LDK a NAnH al -  
t a  y bajo es de 2,8, barrera que aa eliiaina can el uso de 
le digitanina. Cuando e l  reactivo grapa do^ as a l  DTBP, pue- 
de verse que las cálulas grapadas están ya suficientemente 
perneabilizadas, Na abstafite, dada 2% aparente inoculdad pav 
xa las  enzisas int~acelula~es de la dlgitosina y el etanoí 
er lag concentraciones empleadas y en beneficio de una mayor 
uniformidad pera e l  procediniento, adoptanios a pa r t i r  de 
aqui la  adfcidn de una segunda etapa de pe~meabilizaci6n 
con digitonina sistemátlcamente tras el procaso de grapa- 
miento con cualquiera de los tres  reactivos bifuncionales 
que hemos utilizado, siguiendo l a  pauta detallada en MATE- 
RIAL Y METUDOS. 

E1 aunento de permeabilidad encontrado con e l  uso 
de l a  digitonina pensanos que debaría estar relacionada en 
parte con l a  liberacien del coLestero1 de la membrana por 
parte de l a  digitonina, una ves que fuma con 61 un con- 
puesto insolublea fltcimos entonces una valaracibn de es- 
t e  l f p i d o  (MATERIAL Y METODOS1 2.12.) en cada uno de los 
tipos de eritrocitús , intactas, grapadas y permeabilizados , 
En l a  Tabla 2 exponemos e l  resultado de esta valuraci6n 
incluyendo los t res  tipos de reactivos grapadores. Cm0 

era de esperar l a  cantidad de calesterol disreinuyd nota- 
blemente tras la  utilizacfSn de la  digftonina, de Poma 
que e l  púrceataje del culestaral extraido ea eritracitas 
pernieabilizados oscild entre un 50 y un 70% de l  t o t a l  exis- 
tente en ertracitas aarmáles, 

Puesto que e l  tratanleato con digitanina en las 
condiciones en que se realiza (2.4.2.)  supone un choque 
hipotenico drástico para* las c6lulas grapadas se penco que 
e l  incremento de l a  permeabilidad conseguido podrfa estar 



TA35LA 2, VabraciÚg, de colesterol en eritrocito$ intactos, ~rapadqs, 

(con Tal,, DMS y DTBP respectivamente) y pasterlcirmaaper- 

meabillzadús coa digitonina. 

El coleeterol se expresa en mglg de erizrscitos 

TDX DMS IiCBfJ 
-. 

Esitrocitos intactos l, 1 U 1 ,1  



tamblen relacionada con l a  desestructaraciún que l a  mem- 
brana grapada puede suf~ir en este choque. Con objeto de 
aclarar arta cuestiBa, realizamos uri estudio de pemeabi- 
l idad  en eritrocitas que adem8s de graparlos y tratarlas 
luego con digitonina habian sufrido una etapa intermedia 
entre los dos tratamiento en que fueron lavados con agua 
destilada, valorando LDH a concentración a l ta  y baja de 
MPH como hicimos anteriornenete, 

En la. Tabla 3 aparecen los resultados obtenidos 
en eritrocitas que fueran grapadus con DNS y DTBP, los 
dos reactivos que mas hemos utilizado. A partir de estas 

datos puede apreciarse (y fundasientalmente en e l  caso d e l  
DMS] , que el choque hipát6nico contribuye marcadaaente a 
un aumento en l a  pemeabilidad. aunque l a  digitonina pue- 
de cmtrlbuir a supriimir por completo l a  barrera para l a  
difusión del NADH. 

En e l  caso de enzimas no dependientes de piridin-  
nucleótidos l a  sistemática del  ensayo espectrofotom6trico 
consistf6 en adicionar a la mezcla de reaccibn un sistema 
auxiliar que conprendiese alguna deshidrogenasa piridinnu- 
cledtido dependiente, conjuntamente con la suspensiOn de 
eritrocitos permaabilizados. De esta manera, l o s  productos 
(oye1 producto] de l a  reacción principal, una vez fuera de 
l a s  celulas san tfansformados par e l  sistema d e l  enzima o 

snzimas auxifiares, cortdicionandose asl  e l  cambio ~ e d - o x  
en el piridihnucledtido y que es observable a 340 m. 

En la  Figura 6 ilustramos e s t e  caso con el ejem- 
plo  d e l  in6todu de ensayo para l a  vaIoraci6n In situ de f a  
glucosafosfato isumeraea de forma que nac permite seguir 



TABLA 3. Eotudlo de p e m e a b i l i d a d ~  erltrociras grapados con PTaS u 
DTBP, que luego Sueron , iavados con agua des tilada .y f 5naL- 

mente tratados con digitonina. 

Se expresa la actividad LDH en U/g valoradas a las  correen- 

traciones de HAaH que se indican 

22: lavado con agua * P3,2 6 2,2 

3% Tratamiento con 20 9,3 
digi tonina 

Etapas 

a S-: Lavado con agua 13,3 6,7 2 

$5:  ratam miento con 14,8 7,5 
digitonina 



ENSAYO DE ENZIMA IN SITU '" 
( GLUCOSA -6-FOSFATO ISOMERASA 1 

Figura 6. ~uspensi$n diluida de erirrocitoe permp~bilinados 

en un medio conteniada el  cubstrato y el sistema 

auxiliar que permita seguir l a  act ivddad e spriiccro- 

f o t o m t i t r i c ~ n t e ,  



su actividad espectrofotm6tricmente. 

3.1 . 4 ,  RENDLMICENTQ DEI, METODO DE PERMEABXLI ZAC30N 
DE ERITROCITUS 

El rendimiento del  mdtoda de germeabil izacibn 
de eritrocitas sá valor6 de acuerdo con Pos siguientes 
criterios: 

- Contaje del n h e r o  de c$iulas par millmetro cú- 
bico* 

- Peso seco* 

- Abssrci6n a 650 m. 
Los tres criterios se easayaron sucesivamente en 

eritrocitos perfneabilizados emplean40 TD3, Dh3C y DTBP. 
I 

3 . 1 . 4 . 1 .  Contajedel número de cdlulas por milimetro ciibico 

De una parcion de eritrocitas intactos se ton6 

una fracción de l o s  mismos que fueron psrmeabilizados y l ue -  

go suspendidos en SSP a 1a misma ~oncentracifin que l a  de2 
l o t e  i n i c i a l  de c6iulas intactas, a l  50% ( v l v ) .  Se tomaron 

alicuotas de ambos t i p o s  y se contaron en una cgmawa de 

Neizbauer . 
EL nhero  de cSlulas por mllhet ro  cúbico en l o s  

e r i t r oc i t o s  permeabilizados fub del 7 7 1  respecto a l o s  s i n  
permeabilizar. 

3,1.4.L. Peso seca 

Se tomaron alicuotas de eritrocitos de los das ti- 
pos mencionados cn e l  apartado anter ior ,  se pusieron sobre 
sendos filtros Whatmaa, pzeviamente pesados y fueron seca- 

dos durante 3 harac bajo una lgapara de 220 W a l  cabo de 

las cuales se calcul6 61 peso nato de 30s dos lotes de e r i -  



trocitos desecados. 
El peso seco de Eos eritrocitos perneabslizados 

~ e s u l t 6  ser e1  7 7 %  respecta a los s i n  permeabilizar, 

Nos interesaba encontrar un procedimiento para 
valorar e l  rendimiento de l a  permeabhlizaci6n de forma mas 
rapida que con los criterios anteriores de contaje y pesa 

seco. En este sentido pensamos en buscar un parámetru que 
nos permitiera valorar con facilidad l a  turbidez propia 

de las células Sntegras. 
Con este objeto realizaraos los  espectros de ab- 

sorción de las siguientes suspensiones: 
- Control de eritracitos intactos en SSP 

- Eritrocitos intactos en agua destilada 
- Eritracitss permeabilizadas en SSP 
Y l a s  tres  a l a  misma concenfraci6n de células ,  

e l  0 , 2 %  (v/v).. 
Como puede apreciarseen l a  Figura 7, en que 

aparecen los espectros de absorcign cur respondientes, los 
tres presentan un miixMu de absorción entre 400 y 450 nm, 

t i p i c o  de l a  oxihemoglobina. En cambio a 650 nm l a  densi- 
dad Bptica del lisado (eritrocitos intactos en agua des- 

t i l a d a ) ~ ~  nula, mientras que los eritrocitos integros (in- 

tactus en SSP y permeabilizados) presentan a esa longitud 

de onda densidades opticas que osci lan en l o s  distintos 
espectros entre 1,2 y 1 , 4  u.0,; abcorciSn que 10gicamen- 
t e  corresponde a l a  turbidez propia do l a  presencia de 

cglulas Integras. 
Aplicando este  cr i te r io  a l a  medida de l a  den- 

s idad óptica a 650 nm a eri trocitos j.tractoc y a l a  f rac-  
ci8n de er i t zac i tos  pesmeabilizadas suspendidas ambas eri 



Longitud de onda ( n m ) 

Los erirracitos permesbilizsdos p el control de eritro- 
citos intactos fueran suspendidos en SSP. El lisado Eul 
obtenido suspendiendo eritrocito8 intactos en agw des- 
tilada. La mcentracFbn fué la thiapa en los $re& casos: 
0,2% (vfv)  



SSP a l  0,2% [ v / v )  result6 m porcentaje del  80% de cElu- 
las integras tras los procesos de perraeabilización. 

De acuerdo can estos tres criterios, hemos en- 
contrado que e l  rendimiento del m6todu de permeabiliza- 
ci6n de eritrocitas esta alrededor del 80$, slendo esta 

cifra similar con los tres t ipos  de reactivas bifuncio- 
naf ES utilizados, 

3.1-5. ESTABILIDAD DE LOS ERITROCITOS PEMIEABLI- 
ZADOS 

Con objeto de conocer l a  estabilidad de las cg- 
lulas pernieabilizadas se ilevaran a cabo una sedc Se prue- 
bas, emple5adose distin~os tratanientos. 

La estabiá idad fue estudiada par alelmente. en 
eritrocitas que habran sufrido la s  tres procedimientos de 

yerneabilizaci6n descritos (2 .4 .1  .) 

Se prepararon dos lotes de er i t ro t i tos :  
- Lote A: e ~ i t r o c i t o s  intactas. 
- Lote B; eritrocitas permeabilizadas. 

Ambos l o t e s  se ntezclaron por separada y sucesi- 
vamente a una concentración f inal  del  0,3% (vlv) con l o s  
s iguientes  productos: 

1. Agua destilada 
2 ,  Alcohol etiiico a1  30% en SSP 
3 .  Acetona a l  30% en SSP 

4 .  Saponina a l  0,4% en SSP 

5. Diditonina a l  0,1% en SSP 

Se consideró el f O D %  de hem6lisis a la obtenida 
a l  suspender los eritrocitos en ú ml de agua tlestiladn a 



dicha ccncentracibn,y e l  O% de hemblisis (siempre hay a l -  
go de hemOlfsis debida a l a  manipulación de las  células,  
csao l a  centrifugaci6n, aUn en medio isotbnico) a l a  ob- 

tenida suspendiendo iguai cantidad de eritrocitos en SSP. 
E l  grado de hsn6Llsis fue valorada por lectura ospectra- 
fotom6trica a 540 nm del  sobrenadante que resultd de cen- 
trifugar las suspensiones de erftrocit~s a 1000 xg duran- 
t e  5 minutos y situando los valores obtenidos entre e l  O 
y el 1001 de hamdlisis, Se procur6 seleccionar una sus- 

pensidn de eritrocitos de t a l  forlna que con el 100% de ke- 
m6lisis na se perdiese l a  linearidad de la ley de Lambert- 
Beer, 

Can e l  lote B, de eritracitos permeabiiizados, 
apareci6 una hen0lisis menor del C % ,  contrastando con el 
l o t e  A, de eritrocitos intactos, que present6 una hembli- 

s i s  de l  100% a l  enfrentarse con cada  un^ de los agentes 
empleados, 

El sedimento de 1OOU xg, de l o s  eritrocitos per- 
meabilizad~s, que no hablan sufrido hern62isis, fue sus- 
penciido en SSP y examínados l o s  sritrocitos nicroscópica- 
mente, en todos l o s  casos presentaran forna normal, Como 

ejemplo de l a  resistencia a l a  hemólisis, presentadapor los 

eritrocitos permeabilizados, presentamos una f otograf l a  

(Figura S;.B] en que aparecen algunos de e s t o s  suspendidos 
en agua, mostrando el mantenbienlo de su forma caractt. 
rfstica, coma puede observarse comparando con l a  fotografía 
acunpafiante en que se ven eritrocitos normales, s i n  per- 
neabilizar , disuef t o s  en SSP. 

En l a  Figura 9 presentamos fotugrafias de eritro- 
c i t o ~  permeabilizados Y normales obtenidas a l  M. E. 



A 
Eritrocitos normales, sin permeabilizar, suspendidos en SSP  

B 
Er i t roc i to s  pemeabilizados suspendidos en agua des t i lada  

F igura 8 .  Fotc~raf  i a s  obtenidas con un m i c r o s c v i o  Nikon de contras- 

t e  de fase a 400 aumentos. - 



Control de eritrociros intactos 

Eritrocitos permeabilizados 
(TDI-digitonina) 

Eritrocitos permeabif izados 
(DTBP-dígitonina) 

Figura 9 .  Fotoprsfias a l  microscapi~ electrónico d e  britroeitos intactos 

1 permeabilizados ( ~38.000) 
U ~ ~ V E R S I D A D  



5.1.5.2.  Tratamientos mecánicos 

Los eritrocitos permeabilizados fueron  sometidos 

a l a s  siguientes pruebas: 
a)  Homogeneizaci8n: S m1 de e r i t r o c i t o s  permea- 

bilizados fueron  hornogeneizados durantu 2 minutas  u t i l i -  

zando un homogeneizador de v i d r i o  Kontes con vastago tam- 
bién  de v i d r i o ,  acoplada a un motor corriente usado a v e -  

locidad media. 
b) Congelación-descongelac i b  d u r a n t e  1 2 h o r a s ,  

5 m1 de er i troc i tos  permeabilizados permanecieron conge- 

lados a -lS°C, a l  cabo de l o s  cuales fue ron  descongelados. 

Otro l o t e  de eritrocitos permeabilizados fii6 con-  

gelado y descongelado bruscamente dos veces, usando un b a -  

ño de acetona y nieve carb6nica a - 7 0 ° C .  

c)  Rotura en mortero con alfimina: fueron  cen- 

trifugados a 2000 xg durante  5 m i n u t o s  4 m1 de eritroci- 

t o s  perrneabilizados; e l  sedimento se mezcló con alfirnina 

o arena f i n a  (en una cantidad t r i p l e  d e l  peso de l  p r e c i -  

p i t a d o j  en un mortero donde se machac0 durante  I D  minutos ,  

e l  polvo a b t c n i d o  se d i l u y 6  en 10  m 1  de SS1 y fué c e n t r i -  
fugado a 30.000 xg duran te  1 5  minu tos ,  e l  sedimento f u é  

l u e g o  resuspendido en SS1  hasta e l  volumen inicial, 

d )  Sonicaci6n: l o s  e r i t r o c i t o s  perrneabll i zados  

fueron  sometidos a sonicación en e l  Branson Sonic Power,  

puesto a intensidad 7 y duran te  1 minuto .  A o t r o  l o t e  de 

los mismos er i t roc i tos  se l e  agregó po lvo  d e  v i d r i o  ( 1  / 1 ,  

en peso) antes de l a  sonicaci6n. 

Tras  f i na l i z a r  cada prueba se va lo r6  en todos  

l o s  casos l a  hemoglobina l i b e r a d a  de acuerdo con e l  n ~ E t a -  

do d e s c r i t o  en e l  apartado anterior, observándose t r a s  t u -  

das las  pruebas una hemólisis menor d e l  5 % .  



3.1.5.3.Estabilidad de enzimas i n  s i t u  

Con o b j e t o  de coiiocer la e s t a b i l i d a d  in situ de 

algunos d e  l o s  enzimas estudiados, preparamos un l o t e  de 

eritrocitos perneabilizados (grapados con TDI) y v a l o r a -  

mos en Vmax (MATERIAL Y MCTODOS) g lucosa fos  f a t o  isomera- 

sa [PGI) , tr iosafos fato  isamerasa [TIM) y l a c t a t o  d e s h i  - 

drogenasa (LDH). A continuaci6n se c o n s e r v a r o n  suspcndi- 

dos en g l i c e r o l  y a -20°C. Los t r e s  enzimas  se  v u i i i e r o i i  

a valorar a los 2 0  y 6 0  d ías  mas t a r d e ;  p a r a  e l l o  5e t o -  

maron alicuotas que s e  cen t r i fugaron  duran te  5 minutos 3 

1000 xg, e l  sedimento se d i l u y o  a l  2 0 %  en S S I ,  ensayán- 

dose l o s  enzimas en esta suspensión final. 
Los  r e s u l t a d o s  aparecen en  l a  T a b l a  4 ,  donde  

puede aprec ia rse  como l a  actividad de  los t r e s  enzimas 

estudiados se conserva a l o  l a r g o  de dos meses en mas dc  

un 90%. 
Los sobrenadantes de cada muestra presentaron:-- 

aspecto incoloro y t r ansparen te  y no mostraron abso rc i t i n  

de l u z  aprec iable  a 540 nm, indicando e s t o  que no hubo 

practicanente liberacián de hemoglobina a p a r t i r  de  l o s  

eritrócitos pe~meabilizados, manteniendose p o r  t a n t o  ín- 

tegros a l o  largo de  l o s  d o s  meses de observación. Tam- 

poco s e  observo en l o s  sobrenadantes  actividad s i g n i f i -  

c a t iva  de ninguno de l o s  enzimas i n  s i t u  valorados en l a  

prueba. 

3 . 1 . 6 .  ROTLiRA DE LOS ERITROClTOS PERbfLABILIZADOS 

A l a  v i s t a  de l o s  resultados expuestos en 

3 . 1 . 5 . 1 .  y 3.1.5.7.,que muestran l a  resistencia que los 

eritrocitas permeabilizados ofrecen a l a s  tecn icas  de l i -  

sis ce lu lar  habituales, decidimos someterlos a procediiiiicil- 



TABLA 4, Actividad de PGX, ?X#xLDB en eitrocitas pemeabilieados 

conservdo~ al JoZ en glicerol a -2D°C durante d ~ s  meses, 

La actividad e z z z ~ t i c a  eaG expresada en U/g da células 

&nsayo EnXciaS 20 dlw 60 dlas  
mas tarde mas tarde 



ras de sanicaci6n mas intensos, 
Llegamos a conseguir una lisls celular sustan- 

c ial  cuando se realiz6 una sonicaci6n de 4 m1 de eritro- 
c i t o ~  perwabil izados junto con 2 mi de glicerof a -SQaC 

y 10 gramos de polvo de vidrio. No obstante la hemoglo- 
bina que se valor6 en e l  sobrenadante tras centrifagar 
fu6 solamente del. 34 % respecta de l a  tasa de hemoglobina 
que poselaa estas células. 

A6a can un apaxata mas potente (MSE modelo 1 1 / 7 3  

h!K 2 1 ,  con sesiones de sonicacidn de 15 segundos y 30 de 

descanso la hern6lisis no super6 el 3 3 9 .  Un examen a l  M.O. 
reve16 l a  presencia de fraamentos celulares alternando 
con celulas íntegras que predominaban de forma mayorita- 
ria.  

Las t6cnicas habituales de hidr6lisis $cid& o 

alcal ina aunque eficientes can las eritrocitos grapados, 
no nos o f r e c h n  utilidad, ya que implican desnaturaliza- 
ci6n de las proteinas. 

El uso de l  DTBP como reactivo grapartor que posee 
en su mul6cula un puente S-$  nos ofreci6 la pos ib i l idad  de 
l i s i s  celular complcta con relativa inocuidad utilizando 
DTE, como ha sido descrito en MATERIAL Y METODOS (2.5. ) . 
La hsm6lisis de eritrocitos parmeabllizados conseguida 
por este  procedimiento fu8 del 100%. 



3.2. ESTUDIO CSNETLCO COMPARADO TN SITU E fN YITRO 
DE LOS ENZXMAS,PE LA GLICQLTSIS EP3,ERfTROCITUS 

Se han estudiado todas y cada uno de f os enz imas 
de l a  g l i c o l i s i s ,  aunque no .con l a  mima Intensidad pres- 
r h d o s e  mayor atencidn a aquellos que por  tener mecanismus 
feguladorss o cin6ticas complejas ofrecen mayor intergs 
para su estudia polifac6tico in situ. 

Lss estudios cin6ticos f u e r ~ n  realizados en eri-  
trocitos perrneabilizados y en hemofizados,preparados t a l  y 
como se indica en l a  sección de MATERIAL Y METODOS a p a r t i r  

de c6lulas reci6n obtenidas, Zieviindose a cabo el estudio 
durante l a s  dos o tres horas siguientes. 

3.2.1.1 . Puesta a punto del  mEtodo de ensayo 

Como se ha explicado en MATERIAL Y E@TODOS (2 8.1 1 , 
hemos utilizado un método i so tdp i co  para valorar este  enzi- 

ma, habida cuenta de cu escasez en e l  eritrocito, 0,2 U/g 

(31). Con nuestro metodo de valoracidn l a  actividad HK vi- 
no exnresada en función de l a  radiactividad retenida For un 

f i l t r o  fiJador.de aniones una vez que fui? lavado t r a s  l a  
adicián de  una al icuota  de una mezcla de rsaccidn en que se 

ineluy6 (U,'~C] glucosa, ATP y e l  enzima (eritrocitos ger-  

mezbilizados o fxemolizado), habiendo s ido  la  mezcla Incitba: 

da previamente a 37°C durante un periodo de tienno detern i -  
nada. 

Con obje to  de conocer e l  intervalo de t i e ~ n o  en 

que l a  producci8n de glucoca-6-9 era l inea l ,  sc hicieron 
valoraciones en un henializado a intervalos suctan ivos, ea- 

14 pleando glucosa 0,38 niM, ATP-Mg 5 nM, (11- C)glucosa 0,2 pCi/ml 





Tiempo ( rnin.) 

Bigura 10. Actividad hemkinaaa in vitr.0 valorada utilizando 
14 (U- C) glucosa. 

Glucaaa 0,38 mH, A1'P-& 5 mM 
las d d s  esiidiciones de ensayo scgGn NhTERfAL Y HEMDOS 



Figura 11. Actividad hexokinesa in vir ro . 
Glucosa O,JB M, A'rp-Mg 5 iiH 
((D : oin ineubacibn previa 
(3: tras incubar el  hmolizado con ATP-Hg 

durante 30 mirzutaa 
Lar, d& condiciones sagún MATERLPL Y HETODOS 



alicuotas sucesivas de l a  mezcla de reaccidn hasta un i n -  
tervalo no superior ya a los 30 minutos y empleando concen- 
traciones variables de glucosa, desde 0,04 mM liasta 1 BIM, 
con objeto de determinar un tiempa de reacciBn 8ptimo ebn 
a concentraciunes bajas. Ea todas los casos encontramos 

que in vitro l a  praducci6n de gbucasa-6-P £u6 l ineal  dentro 
de l o s  15 primeras minutos a(m a l a s  concentraciones mas 
bajas de glucosa eapleadas, por tanto adoptamas este  intes- 

valo de 15 minutos como tiempo de reaccien in vitro .  In 
s i t u  y contrastando con esto  en cierto ~ o d o ,  encontramos 
que durante los 30 rniinut~s de observacidn se mantuvo li- 
neal e l  curso de la reacciGn, Esta puede apreciarse en l a  

Figura 12,  en que exponemos una vañoraciún paralela in s i -  

tu e in vi t rá ,  TarnbiEn encontraraos que l a  act iv idad i n  si- 
tu fu6 sensiblemente Inferior a in vitro,  a causa de esso 
decidimos alargar a 45 minutos e1 tiempo de reaccion 6ptima 
in siru, dado que as5 obtendrTams mayor nfimero de cuentas 
par minuto a l  f inal  de l a  incubaci0n, 20 que supondría una 
mayor seguridad en las  medidas. Experiencias posteriores 
nos confiraaroa que la  linearidad era mantenida In s i t u  
durante ese periodo de t i e ~ p o .  Sobre estos dos aspectos d i -  
ferenciales de Iinearldad a lo largo del tiempo y ac t iv idad  

&xirna en hexcrkinasa volveremos mas adelante. 
Con objeta de asegurarnos de que e l  enzima que es-  

tábamos valorando era hexokinasa y eliminar fundamentalmen- 
t e  e l  manejo de una posible glucokinasa, aprovechamos e l  

hecho de que l a  hexakínasa presenta una afinidad para l a  
D-manosa unas dos veces superior que para la D-gluccsap con 
una actividad m5xima mas reducida, como Eue descr i to  en ce- 
rebro por Sois y Crane ea 1954 (125) .  En un caso a s i ,  en que 
un efizima actbe simultanearnente sobre das substratas con 



Figura 12. ,Actividad hexubinasa in eitu e in vitra. 

G ~ U C O S ~  0,11 Ia, A=-Mg 5 mH 
(O): i n  situ 
a : in vitro 
Le@ d e d e  condiciones se&n ELATERIL Y METODOS 
Reactlvo grapador : TD3 



afinidades y velocidades maxiaas diferentes para cada uno, 
la relaci6n de las  velocidades Iniciales frente a cada 
substrato est6 en ~ a s b n  directa de las  ve2ocidades miixbmas 
y las  cuncentracioner de los substratos e inversa de l a s  

Km, como se desprende de l  tratamiento de las  ecuacioairs c i -  
netfeas que en esta situaci6n se plantean, De esta  manera, 
l a  actividad del enzima de un benolizado, utilizando glwco- 
$a marcada a 1 mM y en presencia de uanosa fr la  10 mM de- 

berTa ser sensiblemente in fe r io r  que en ausencia de este 

filtimo azucar, de l  orden del ID a l  158, dado que en estas 

condiciones b1 enzima vtilizarza manosa preferentemente y 

siendo por tanto escasa la proparcí6n de glucosa-6-P mar- 
cada que so forrnarTa* Esto no ocurrirla as5 si se tratase 
de una gbicoquinasa, puesto que su afinidad por l a  manasa 

es muy reducida (116). Realizarnos esta experiencia y fué 

confirmada nuestra hipótesis,  con manosa 10 W y glucosa 

1 mM l a  radiactividad incorporada a l  filtro fue  d e i  71% 
comparada con l a  que se incorpor6 en ausencia de manosa. 
Por tanto e l  enzina que estgbamas manejando era e fec t i -  
vamente hexokinasa, 

Puesto a punto e l  sistema de valoraci6n de l a  

ac t iv idad  de este enzima, procedimos a realizar l o s  er o 

t u d i ú s  cin6ticos que a continuaci0s se detallan. 

5-2.1.2. CiirQtica frente a la ,  glucosa. 

La curva de caturacidn frente a l a  glucosa mani- 
fes t6  un coniportamiento hiperbdlico, la concentración de 
ATP-Mg empleada fu6 5 mM1 Cano puede apreciarse en l a  Fi- 
gura 13 en que se reprcsenka grafkcamente e l  estudia cine-  
t iee por e l  mdtado de Linewsaver y Burk, la Km obtenida 

fue de 0 , 2  mM, tanto in s i t u  como i n  vl t ra .  La Vmax fu6 de 





0,026 U J g  de eritrocjtús in s i t u  y de 0,08 U/g in v i t r o .  
Tanto estos coma e l  resto de Pos datos cineti- 

cos referentes a los anzimas estudiadas se encueetxan 
reunidos en l a  Tabla 9 ,  pag* 133. 

EX valor de Km encontrada por nosotros ea e r l -  

trocitos de rata difiere de los datos obtenidos en eri- 
trocitos humanos en que Rijksen y Staal  f109) y Temkine 

f lJ?]  describen esta constante en el orden de 0,05-0,07 n\hi. 

~ i n d t i c a  frente aJ,ATP-M& 

Empleando una concentraci6n de glucosa de 2 mM 

encuntrarllos iri s l tu  una doble clndticis con respectivas 

de 0,45 y 1,s  mM. In v í tro  la cinGtlca de saturaci6n res- 
pecto a l  APP-Mg present6 aspecto michasliano t zp i co  con 

Km de 0 , 3  M. 
Estos datos estan expuestos en l a  sepresentaci6n 

de l a  Figura 2 4 .  

E l  valor de l a  3ún encontrado in v i t r o  est6 en e l  
rango de lo descrito en er í t rac i tas  hwnanas por Rijksen y 
Staal f l lB)  y Temkine fl37') y contrasta con e l  valor  ci- 
tado por Rapoport en 1968 (103) señalando una Km para e 1  

ATP-Mg en hexokinasa de sritrcicitas de  3 mM, 

3 . 2  1 + 4 ,  1nbibicZ.Jn - .pú~ , , , g lu~osa -6 -P , ,  

Desde los trabajos de Crsne y SoPs ( 2 7 )  (28) con 

hexokinasa de cerebro se conoce que este  entiina presenta 
una inhibici6n alostgrica por glucosa-6-P, cin6ticamcnte 

co~petitiva con ATP-Mg y virtualmente independiente de; pH 
(34 ) .  InhibiciSn luego descrita en eritroeitos humanos por 
Rose y O'Connell en 1964 (1 131. 

El efecto de l  glucosn-6-P l a  estudiamos en p r i -  

mer lugar srnpleaiiifo simullaneamente dos concentraciones dc 



Glucosa a concenfrdci6n 2 mli 
(a): in ditu 
0): in vitro 
'Laa d d a  condfcimes s a g k  MATERI& 3 mmno~ 
Reac tiva grapadar : TDI 



ATP-Mg, una saturante, S M, y otra en e1  sango de lo f i -  
sioi6gic0, 0,s mM {103), El glucosa-t-P se equillbr6 pre- 
viamente can glucosafosfato is~inerasa comercial con objeto 
de mantener su cancentraci6n independientenente de l a  pre- 
sencia de ese enzima en los  eritrocitas. 

Los primeros resultatios aparecen en l a  Figura 1 5 ,  

Como puede verse la Inhibici6n pos G6P se da tambien in si- 
tu (circulas y t r i h g u l o s  oscuros] pero con monor intensi- 

dad que in v i t r o  [cIrculos y tridngulos claros). La nctivi- 

dad de l a  hexokinasa a csncentracianes altas  de G6P y en 
los dos rangos de ATP-Mg se mantiene i n  situ por encima de 
i n  v i t r a ,  Cabrla pensar que l a  fosfufructokinasa consumie- 
se algo del G6P de farm que no llegase por e l l o  a anular- 

se la actividad de l a  hexokinasa. Esta posibilidad se des -  

cartó dada que cuando se valor6 G6P en l a  mezcla de reac- 
ci6n t ras  los 45 minutas de incubacien no vari6 sensible- 
mente su concentrácibn. 

Procedimos entonces a realizar una serie de es-  

perientias sucesivas con objeta de confirmar l a  menor sen- 

sibilidad de La hexokinasa in s í tu  a l  G6P, empleando ATP-Mg 
0,s al y aumentando 't¿iiiibiGn l a  proporci&n de glucosa mar- 

cada con objeto de tener mayor garantia en las medidas. En 
Za Tabla S se expanen estos ~ e s u l t a d o s  que vinieron a con- 

firmar l a  abservacJ6n inicial ;  tomando valuxcs medios re- 
prosentanas en l a  Figura 16 los porcentajes de ñnhibici8n 

por E6P in situ (clrculos oscurus) e in v i t r o  {cSrculüs 
c laros) .  En experiencias posteriores observamos q i i ~  emplean 

do glucusa-6-9 5 n&l la actividad hexokinasa era virtualmen- 
te nula tanto i n  vitro como Bn situ. 

Con objeto dk reproducir l o  mas posible l a s  con- 
diciones de elevada co~centraci6n proteica quc prevalecen 
in situ, estudiamos a continuacihi l a  inhibicibn por Gijp 



Figura 15. InhibicíBn a l o s t k i c a  de l a  hexokiriasa por glu- 

coaa-6-P a diferentes concentraeionas de AV-~g 

in situ e ,in vitro. 

Glucosa 2 mZli 
&) : in s i t u ,  ATP-Mg 5 EIM 
0) 2 " ATP-Mg Q,5 mK 
0: in vitro* ATP-Mg 5 mM 
01: ga A%P+Mg O, 5 M 
Las d k s  eondicionea según UTLBXAt Y ~ ' ~ O D O S  
Reac ttvo grapador : TDZ 



TABLA 5 Inbibiciiin alosterica da hexcikinasa por gfticosa-6-P k situ 

e in vitro 

La actividad de Is hexokisasa est: apresada en c. p .m, ; 

ATP-Hg a concenrrac16n 0,s m. Lag restantes condieiaaes 
s e g h  MATERIAL P M$TUDOS. ReactJvo grapador: TDI 



Figura 16. Inhibición a l o s t t í c a ,  de. l a ,  hexokieasa por glucosa-6-P 
.m 

in situ a in vitro, 

Glucosa 2 mPí, ATP-Mg 0,s  m! 
m): in siru 
0) : in vitro 
(¿A) : hmolf zado concentrado 
Las demgs condiciones s e g k  MAfIERTAL Y HETODDC 
Reac tEvo grapadar i B l X  



emplttándom "hemolizado concentradois obtenido por sonica- 
ciSn (MATERIAL Y biETQDOS 2.6,) de un sedimento de eritrcs- 
citos intactos, y afiadiends e l  resto de los componentes de 
l a  reaccián ea un volumen minimo, de forma que se eniplearu~i 
100 u 1  de hamollzado cancentrado y unos 20 u1 de l a  mezcla 
de ensaya, a1 f ina l  de l  periodo de incubacion di lulams 
d i e z  veces la mezcla total can objeto de evitar clr lo po- 
sible l a  elevada axtinclSn inespeciiica por color que en 
astas condiciones pudra presentarse. Realizamos entonces 
e l  estudio de inhibic ibn por glucosa-6-P paralelamente en 
un hemolfzado diluido a l a  concentracion habitual en las 
ensayos i n  vitro (1/10, v lv )  y en e l  hemolizada concentra- 
da. Los resultados obtenidos aparecen en l a  Tabla 6, Pue- 

de apreciarse como en las condicxanes de elevada concentra- 

ci6n proteica que implica e l  hemolizado concentraáa, l a  sen- 

sibilidad a3 glucosa-6-P es menor que en e l  liemolizado d i -  
l u i d o  { in  v i tro) .  En la Figura 16, en t r iangulos  oscuros, 
aparecen incluidas los porcentajes de inhibr t ion  de l a  act i -  
vidad hexokinasa en estas condiciones de hemolizado con- 

centrado conjuntamente con los datos encontrados kn s i t u  

[circulas oscusos) e fn vitro (cfrculas claros). Los valo- 
res de Ki para l a  glucosa-6-P en presencia de ATP- lg  0,s JI 
y obtenidos a partir de l a  Figura 16  son de 0,04 &I in s i t u ,  
0,07 mM in v i t r o  y &O5 mM e n  el henolizada concentrado. 

La Ki encontrada in v i t ro  coincide con e l  ranga de valores 

descritos par Ruse (1 13) y Rapoport (1  0 3 ) .  
Tambien estudianas la Vmax de l a  hexakinasa en e l  

henolizado concentrada y paralalamente en uno diluido. Expe- 
riencias repetidas mostraran qae l a  actividad mgxlrna en ef  
henolizada concentrado está  reducida a l  50% respecto a las 
condiciones habituales in v i t r o .  De Verdier en 1965 (34) y 
Brewer en 1969 (191 dkscribierbn tambien una reduccion cii 



T&Lb 6 fnfribitiÚn alustdríca de hewkinasa pqr glucosa-6-P eri un 

hemcr2izaclii concentrado y e n  otro diluido (in yi t ro ) .  

La actividad de la haokinasa est5 expresada en c ,  p .m. ; 

ATP- a cuncantracih 0,5 mM, Las restanres condiciúntis 

sagGn MTEBW Y ~ T Q U O S ,  

A) BtrmaLizado 660 5lQ 420 180 140 

concentrado 



Xa Vnax de hexokinasa en erltracitos intactos respecto a 
en hemolizado. 

3 , 2 , 1 . 5 ,  Comport iento frente a l  Z&-difosfoglicerato 

A l a  vista de l a  actualidad que e s t d  cobra~nda csu 
t e  metabolito como posible regulador de l a  actividad de va- 
rias enzima3 glicalXticos y principalnente de l a  hexokinasa, 
decidfmús estudiar en nuestras condici~nes e l  e f e c t o  que 
dicha compuesta pueda o j  ercer sobre este enzima. 

EX 2,s-difosfoglicerato ( S ,  3-DPG) es el  compues- 

to de fos£ata o r g S n i ~ o  mas abundante en eritrocitus ( 8 ) .  

Fue aislada a partir  de c6luXas rajas de cerdo par Greenwald 
en 1925 (46) ,  quien describi6 la elevada concen~raci6n a 
que se encuentra en estas cslulas. En er i t roci tos  humanas su 

concontracion es del urden de 4,s-5 mEf f I D Q ) ,  en l a  r a t a  
alcanza valores sinilares (1 05)"; por t a n t o  astii en relaci6n 
practicamente de I f l  con l a  hemoglobina, cuya concentraciiin 

es  de aproximadamente 5  f. Este nivel de 2 ,S-DPG tan e9e- 

vado es t5  relacionado con su papel de actuar de nodulador 
alost6rica de l a  funci6n de l a  hemoglobina como fui5 encon- 
trado por Chanutin y Curnish (29 )  y por Beneccli y Benesch 

(93 en 1967; se une fuertemente a la hemoglobina con una 
constante de afinidad de 6x10~' M, segGn Benesch, Benesch 
y Yu f l l ) ,  combinándose preferentemente can l a  desoxihemo- 
globina en un s i t i o  de ligamiento espec'ifico y a r a c f l ~  de 

una aal6cula por tetramero (975 ( 2 ) .  
Diversos autores han tratado de darle taabi6n a l  

2,s-DPG un papel da regulador be la actividad de ciertos 

enzimas del  eritrocito y entre e l l o s  algunas de Xa g l i c o -  

l is is .  De e s t o s  filtimos, l a  hexokbasa l a  fosfofructo- 
kinasa han sido en los que mas hincapig se ha hecho, 



En Iw hexúkinasa, Dische en 1941 (35)  descrlbl6 
por primera vez una Inhibici8n por 7,3-DIG, Posteriormen- 
t e  y empleando siempre concentraciones de Z,3-DPG p o ~  en- 

cima de 2 N, Brewex (29), Poncs et a l .  (993 y e1  grupo 
de Rapoport (53)  entre otros, han descrf to este efecto. 
Ponce presenta una Ki para e l  2,3-DPG de 5 mM incfnyendo 

también inhlbician por parte de este  metabolito subre l a s  
resta~ites kinasas dé l a  g13cólisis, fasfafrilctukinasa, fos-  
foglicerato kiaasa y piruvato kinasa, igualmente con 
2,s-DPG en el rango de cancentraci6n en el e r i t r ac i to  (933. 

Recienteaente, Rijksen y Staal (1 1 1 ) han descrito valores 
da Ki para e l  2,s-DPG en hexokinasa de esitrúcitus humanos 

del mismo orden que los descritos par Ponce e t  a l .  (991. 
EL hecho de que l a  inhíbicidn descrita sabrc he- 

xokinasa par 2,3-DPG se de a las concent~aciones a que es- 

t e  compuesto se encuentra en e l  e r i t roc i to ,  hizo pensar a 
los autores mencionados que el 2,3-DPG actuar5a coma un 
efector alostérico de este enzima en ese t i p o  de c6lulas,  
y por ende como regulador de l a  glicolisis conjuntamente 

con e l  ATP. Para Brewer (191, eta  explicarza adema5 e l  he- 
cho de que en eritsocitas intactos l a  actividad de la he- 
xokinasa se encuentre disminuida, ya que e l  enzima es ta r fa  

en un estado inhibido a causa del 2,3-DPG presente, No obs- 

tante,  otros autores como Garby y.De Vetdier [433 han ne- 
gado l a  existencia de esta inh ib ic ion .  

.d l a  v i s t a  de estas  datos, procedimos a estudiar 

e1 efecto del 2,s-DPG cubre la hexokinasa in s i tu  e in v i t r a  
a concentraciones de 1,25 y 2 , s  M, empleando ATP-Mg 0,s 

mM, glucosa 2 mM y t;l resto de las condiciones de acuerdo 
a lo descrito en MATERIAL Y METODOS. En l a  Tabla 7 apare- 
cen los resultados obtenidos in situ. Como puede ap.  .ciar- 
se, en nuestras condicioaes de ensayo, tratando de acer- 



TABLA 7 Currtpcrrt~mdento 1rx situ de,,hexokinasa de erítrocitos frente 

al 2,3-dif,at3f~glicerata. 

ATP-Mg 0,s mN, glucosa 2 mW, (U-'~C) glucosa 0,3 pCi /ml .  

aritrocitas pemeabilisados 40 mg/mX, 45 minutos s 37"L 

El reoto de ;las condiciones seg& MATERIAL Y M.ETODOS. 

Reactivo gxapdor: TDI, 

mM (3 aperimntos por separado) 

ninguna 

1,25 



carnos a aquellas que prevalecen in  vivo, no hernos encon- 
trado Inh ib ic i6n  significativa por par te  del  2,3-DPG, Re- 
sultados similares obtuvi;mos en el estudia in vitra rea- 
l i zado paralelantente, 

Se llevb a cabo un estudio cin6tlco frente a l  
fructasa-6-P cano substrato a concentraciones variables. 

Las resultados aparecen en l a  Figura 97 en que 
se representan Xas cin6ticas in situ e i n  v i t r o .  La Km ob- 

tenida in situ fu6 de 0,14 mM, que no difiere s ign i f i c a -  

tivamente d e l  valor encontrado in v i t r o  0,1 d i .  La Vmax 

FuB de 7 U/g in s iru  y de 15  U/g in v i t r o .  

El estudio in s i tu  de determinados aspectos de 
l a  fosfofructokinasa ha tenido para nosotros particular in- 
teres, Esta enzima constituye e1  punto de cont ro l  funda- 
mental de l a  g l l c o l i s i s  (89) (74) (1 3 7 ) .  Se han presentada 

evidencias que apuntan hacia una influencia de l a  concen- 

t rac i6n pruteica sobre e l  grado de agregaci6n de l  enzima, 
astiv6ndose por tanto diferencias Importantes en sus ca- 

racterf aticas cineticas y regulado~as (78) (1 58) (1 49) (579 

(961 
A l  tener en Buestras manos un mgtodo que nos 

permite estudiar l a  conducta de los enzimas a concentracio- 
nes fislol6gicas de proteina, l a  fosfofructokinaca sc nos- 
t r á  como una de los cartdidatou mas favorables en ef senti-  
do de que su estudio a traves del abordaje in situ aporta- 
se luz importante sobre su comportamiento y regulaci6n 
I n  vivo*  



Figura I f .  Glucosafrrsfata isonerása i n  s-u e in vltro.  

CinStica frente a l  fructosa-6-P, 

O); fa sftu 
63) : in vitro 
Las candicionw de ensaya según MATERIAL P MEaODCS 
Reactivo grapadar: TDf 



No obstante, dado que el abjetivo de nuestro 
trabajo ha s ido  e l  estudia in situ de todas los enzimas 
de l a  v i a  glicolftica, nos hemos limitado a investigar 
solamente aquellas caracterJsticas cinéticas de mayor re- 
levancia que posee este enzima, ya que l a  complejidad de 

su regulaci6n, sujeta a una multiplicidad de efectores 
(132) (126) (67) (773 ,  requiriría para $5  sola l a  extensibn 
de esta  tesis doctoral+ 

3.2.3.1. Cinetica frente al fructosa-6-P. 

La cinetira de saturacion de la fosfofructaki~a- 
sa frente a l  fructasa-6-P ha s ido  descrita clasicanente 
coma una tzpica cinetiea slgmoidal, que en presencia de sus 

efectures pos i t ivos  se transforma en higerb6lica ( 3  6) 1783 
(58). Na obstante, Ramaiah y Teswani en 1970 estudiando l a  
fasfofructokinasa de hfgado ds conejo (101) y l o s  grupos 
de Xurgenov y'fiohann en 1976 con enzima de e r i t r o c i t o  (149)  
han presentado datos a favor de que aún en ausencia de act i -  
vadores la  forma de l a  cinética se transforma en kiiperbóli- 
ca cuando se ensaya a concentraciones elevadas de enzima. 

A la vista  de estas datos realizanos un estudio 
de l a  actividad de f a  fasfofructokinasa frente a cancentra- 

ciones variables de fructosa-6-P en presencia y ausencia do 
sus efectores positivos: AMP, Pi y N H ~ ,  empleados a con- 
cantfacíafies practlcaaente sstur8nXes 1943 1885 {129) (82) . 
Por otra lada, dado que el ATP, adelnds de osr uno de los 
substratas del  saziaa es tambiBn un fuerte i ~ h i b i d o r  alas-  
tlrico, como fud obssrvado por tardy y Parke en 1956 (TU) ,  
hemos usado en su lugar ITP como donador de fosfata,  que 
presonta l a  ventaja de ser un buen subatrata y no provocar 
Lnhibicion (1421 (58).  

E1 estudio cingtico fub Llevado a cabo eiopleando 



el ITP-Mg a una cuncentraci6n de 1 mEl. Las concentraciones 
dé efectores usadas fueron: AMP 0 , l  M, fasfato S mM y 

NHqCl 1 M. 
Los resul~ados encontrados iueron 10s siguientes: 

- La curva de saturaci6n in v i t r o  en ausencia dc 

efectorsa positivos mmifest6 un ~omportamiento sigmoide 
[Fig 18, clrculos claros) con un valor  de nH de 1 $ 6  y un 

'0,5 de 2 ,  S niM (Fig 19,  cSrcwlos claros). 
- In situ y en ausencia también de efectores, l a  

cinetica de sáturacitin afreci8 en cambio rxn comportamien- 
t a  practicamente h i p e ~ b 6 l i c a  [Fig 18, cf rculos oscuros) 
con u n v a l o r d e n H d e l , l  y u n S  d e C , Z m M ( F i g  19,  

0,s 
circulus oscuros). 

- En presencia de 10s efectores se apreci6 una 
fuerte a c t i v a c i h  en Tos dos casos, pera claramente mas In- 

tensa in v i t ro ,  pasando l a  cinetica de sigmoide a hiper- 
ból ica  (Fig 18 ,  cIrculos y cuadrados claros). E l  nlj fué de 

4 ,O tanta in situ cama in vftro (Fig 1 9 ,  cuadrados oscu- 

ros  y claros respect ivantente) . Las valores de I;m ( S 0  

en presencia dc activadares fueron de 0,04 mM in s i t u  y 

0,025 mM in v i t r o  fFigs 79 y 20, l o s  mismos sfmbolos). 
- La act ividad especifica, calculada en presencia 

de cfectares posit ivos f u é  de 3 , 6  U/g In s i t u  y 8 ü/g in 

viera (Fig SU). 

A l a  vista de estos ~esud tndos  se confirrn0 in s i -  

tu l a  sensibilidad de l a  fosfofructokinasa a l o s  efectores 
alost6ricos, pero nos Ilamij poderosamente l a  atenci6n e l  
hecha de que i a  situ l a  actividad en ausencia de activado- 

res es drásticamente ~rtas elevada que 3n vitra,  mostrando 
por tan to  e l  enzima en esas condiciones hna afinidad por e l  

fructosa-6-P diez veces superior en e r i t roc i to s  permeabili- 
zados que cuando se ensaya en e l  hemolizkda (valares de 



Figura 18. F,~sfofructokinaea in situ a i n  vitro. C m i c a  frente a l  

f tuctosa-6-P en ausencfa y pres-eaci& de ef ector es aloe te 
xicua pas2tlvos 

ITPy$g s concentración 1 mH. Efectores : AMP 0,1 M, Pi 5 
gEla I d  
@] ,):4in sieu mem efectores 
II): " mas ef ectores 
01: 5n vitro mme efaeersres 
0: II mrns %Pslctor*s 
h e  d d s  candictanes s e g k  MATERIAL Y METOLIOS 
Reac Civo grapad~s i DM§ 



Figura 19. Fo~fofructoklrtrisa ii~ situ e.n,. vit,ro. Reppresezltaci6n de 

H i U  de la clngtica frente al f ructosa-6-P en ausencia 

presencie da ef ectoros alos tgrieas positivos. 

% 0,5 * 

6S3) : in v i t r ~  menas efectores 1 4  2,2 m? 
a) : in situ menos efectores 0 ,2  " 
0 : in vitro mss ef actores 3 90 O ,  025" 
m: in  s i tu  mrra tifectores Q,04 " 
las d d a  condiciones de ensayo s e g h  MATERXAL Y EIETQflX:~ 
Reac tiva grapador : DMS 



IN SlTU 3.8 U/g I 

IN VCTRO 8 I /* 

11 [ Fructora -6-P] , mMnl 

Figura 20. Fuafofructokinaaa in sihi e in vitro. CWtica fren- 

te a1 fructosa-6-P en presencia de afectores alasté- 

ricas ~osi$ivos .  

ITP-Mg a can$elitraci6n 1 mM. Efectores: AMP 0,1 M, 
Pi 5 etM y m, 1 & 



S0,5 0,2 y 2 , 2  mM respectivamente), 

Esta diferencia tan apreciable podza ser un f e -  
nomeno genuino In s i t u ,  pero también podrTa estar re lac io-  
nada can una serie  da posibilidades artefactuales. 

Por un lado, cabia pensar en l a  posibilidad de 
que e l  reactivo bifuncianal  empleado en e l  proceso de 
grapamiento (DMS) pueda penetrar en las  células permeabi- 
rizadas de manera que afectase de alguna forma a l  enzima 
en cuestibn, modificando su comportamiento. En este  senti- 

do realizamos un estudio cinerica usando en este  caso un 

hemolizado previamente tratada con DMS a l a  misma concen- 
tranción y siguiendo ident icas  pautas que en l a  sistemsti- 
ca del  mstodu de grapamientu. En l a  Figura S1 aparecen los 
resultados de e s t e  experimenta comparados con l a s  obsesi*a- 
ciones iniciales, puede apreciarse coma l a  actlvjdad de 
la fasfofructokinasa en ausencia de efectores en e l  henia- 
Lizado tratado con DMS [triángulos claros) está muy por 
debajo de 20 observada in s i t u  en las mismas condiciones 
{cTrculos oscuros), relacionándose mas con el comportamien- 
to i n i c i a l  encontrado in v i t r o  (e3 hemolizado s i n  t r a t a r  
con ef reactivo bifunclonal, clrculos claros], 

Dado que cont6bamos con otro reactivo grapador 
distinto d e l  RMS, e l  DTBP, que como explicamos en MATE- 

RIAL Y METODOS ( 2 . 5 . ) ,  mediante un tratamiento con DTE per- 
mite l a  rotura de las  c6lulas permeabilixadas, estudiamos 
entonces l a  cinetica de saturaci6a frente a fructosa-6-P 
en er i t roc i to3  permeabilizados empleande DTBP como react ivo 

bifuncianal y paralelamente en o t r o  lote  de las  mismas c6 -  
lulas que hablan sido rotas con DTE. En 1s Figura 22 apa- 
recen las resultados en que puede verse par un lado como 

l a  actividad in s i t u  en ausencia de efectores e s t a  eleva- 

da, (tri5nguloc oscuros) y es practicamente coincidente 



Figura 21. Fosf nasa, ' Cingtica frente a l  fructosa-6-P, ,$.Q s i tu ,  

in vitra y en un h e m o l i z a d u ~ a t a ~ p  con DMS, y en ausencia 

y presencia de ef ectores alas t6ricos posie9vos. 

ITP-$g o concnitraciih 1 Efectores: AMP 1 , Pi 5 n# 

Y % l d  
0: hemoliesrdo tratado c ~ n  DMS menoa efectores 
w: 1 I I t t l  ti mas efectores 
m) : fa situ manoa efectoras 
0): in vitro menos efectores (hemolfzada sin tratar can WS) 
Lafi d d s  candicionea según MATERIAL Y METODOS 
Reactivo grapador : DMS 



Figura 22. Fosfof ntetokiz~+.  Cinétlca frente a l  f nictosa-6-P in si- 

tu, in vit-  y en un hcpioliiedo de ericrucitos permeabili- 

zadoa rotos con Dm, Y en auerne$a y presencia do efecto- 

res uloatiirtcos positivos * 

ITP-$~ a concentración 1 M. Efectores : AWP 0.1 dí, Pi 5 mM 
Y m,. 1 
CbJ : 'eritroci tos  perieabilitados egpleando DT3P como t eac- 

tivo grapador y luego liaados can DTE, menos efectores 
: idem mas e f  ectores - 

O: in s i tu  menos efrtorke @TBP coW reactivo grapador) 
: 11 II IT @M' coma reoc t ivo grapador) 

(O) : in virro menos ef actores (hemalizado simple) 
Las d d s  colidicioriee seg& UTERfAN Y HETODOS 



a cuando se emplea DMS como grapador (círculos oscuros], 
en cambio cuando se estudia l a  actividad de las cglulas  ii- 
sadas con DTE (triángulos claras),  la  actividad decrece 
considerablemente, reproducigndose los resultados encontra- 

dos en e l  hemolizado tratado can DMS (FXg 213 y que son 
del mismo ranga que la  observacibn i n i c i a l  in vl tro  (clr-  
culos claros); l a  cinetica en presencia de efectores en 
los eri traci tos  permeabillzadoc l i sados can DTE (cuadrados 
oscuras) muestra similar activacion d e l  enzima que l a  en- 
contrada en un pr inc ip io  in s i t u  e in vi tra  (Pig 98).  

Otra de las  posibilidades que püdrIan explicar 
el aumento de actividad de l a  £055 afructokinasa encontra- 
do in s i t u  en ausencia de efectores seria que hubiese al- 
guna dificultad en los eritrocitos permeabilizados para 
l a  salida del producto de l a  reacci6n principal, el fsuc- 

tosa  difosfato,  acumul5ndose entonces este  merabolito 

dentro de las  c6lulas y dado que ha s ido  descrito como un 
activador de la  fosfofruct~kinasa abn a concentraciones 
en e l  rango vmolar (94) (1 14) (581 ( 1 3 8 )  podrfa dar lugar  a 
un aumento de l a  actividad del enzima in s i t u  en ausen- 
c i a  de l o s  efectores pgsitivos ensayados, Can objeto de 
conocer indirectamente el efecto que un acfimulo de FDP 

producido a lo largo de l  ensayo púdria tener sobre la ac- 

t ividad de l a  fosfáfructokinasa realizamos una serie de 
valaracianes de este  enzima en un hemolizado reduciendo l a  
aldolasa de l  sistema auxiliar, de maxkera que a l  no estar 
en exceso sobre l a  fusfafructokinasa el sistema auxiliar se 

convertirla en def ic i tar io  y se acumularla el producto de 
l a  reacci6n principal,  el FDP, que s i  M comportase cama un 
activador a concentraciones muy bajas deberza provocar un 
aumento en l a  actividad de la fosfofructokinasá, LOS resul- 
tados de e s t e  experimento aparecen en l a  Tabla 8 ,  con10 pue- 



TABLA 8 Actividad PFK in vitrio gn ausencia de efectores empleando 

cantidades tlcrecientes de afdolaca en el sistema de,,,,ensayo. 

La actividad PFK est6 expresada en m.u.o. jmln, Pructosa-S-P 

0,5 M, ITP-Mg 1 mM, 1 mg de heniolizada (aproxiutadmente 

0,01 U de FFK) . El resto de las condiciones de ensayo seg6n 

MATERIAL Y HETODOS. 

Aldolasa empleada (U) Actividad PPK 



de verse: empleando 1 mg de hemúllzado [aproximadamente O , O t  

U de fosfofructokinasa) y reduciendo l a  aldolasa desde C U 

[en e l  orden de l a  c i f ra  habitual en el  ensayo de l a  fos- 
fofructokinasa) hasta Q,02 U no se observo aumento alguna 

en l a  actividad de l a  Zosfafructokinasa. 
Tambign pensamos que otra de las razones que po- 

dfa dar cuenta de l  fenOmeno observado in situ p o d h  ser 
que los eritrocitos permeabilizados conservasen cantidades 
significativas de metabolitos y entre ellos algunos de Los 
efeczores de l a  fasfofructokinasa, o bien  que mantuviesen 
a l g h  n i v e l  de producci6n de los mismos. Una forma de ex- 
cluir esta posibilidad consistia en someter l a  preparacion 
de eritrocitos permeabilizados a una d i á l i s i s  exhaustiva 
can objeto de eliminar los metabúlitos presuntamente atra- 
pados, pusimos en prgc t i ca  es te  procedimiento, pero t r a s  

48 horas de d i á l i s i s  contra cuatro cambios de una soluci6n 

de MC1 1 2 5  mM y TES 10 mM pH 9 , 4  encontramos que se habfa 

inactivado l a  fosfofructokinasa, lo que en parte fué de e s -  

perar dada l a  inestabilidad de e s t e  enzima. Procedimos en 

tonces a real izar  una valoraci6n direc ta  en e r i t roc i tú s  
perraeabilizados de algunos de los efectores nas significa- 
t ivos  capaces de inodificar l a  conducta de este  enzima, en- 

tre e l los  FDP, ATP y 2,3-DPG; respecta a AMP adem5s de su 
escasez en eri troci tas  intactos tampoco existen procedi- 
mientos de valoracidn lo suficientemente precisos como para 
determinarlo a l a s  pequeñas concentraciones en que lógicanien- 

t e  pudiera conservarse en una ce lu ia  permeabilizada; esta  

ultima consideraci6n era tambi6n vfilida para o t r a  de l o s  

efectores cl5cicos de l a  fosfafructaklnasa, e l  ion aiiioniu. 
Las valoraciones de FDP, ATP y S,3-DPG se hicieron en un 
l o t e  de eritrocitos permeabilizados que fueron incubados 



previamente con l a  mezcla de ensayo habitual de fosfafruc- 
takinasa y en ausencia de efectores, de esta forma pódrlanos 
adem%s tener en cuenta l a  p o s i b i l i d a d  ya mencionada d e l  acG- 

mula de FDP a 10 larga d e l  ensayo por pos ib l e  barrera do sa- 

l i d a  d e  los c6lulas  permeabilizadas, romo control enpleamos 
un lote de e r i t roc i to s  intactos, las determinaciones se h i -  
cieron de forma paralela en las dos preparaciones s igu ien -  
do las pautas descr ktas en MATERIAL Y METODOS (2 .10.  ) . 
Realizadas l a s  valoraciones encontrasas q;lc niientras en los 
eritrocitos intactos se valor6 FDP, Z,3-DPG y ATP dentro de 

los nive les  descritos que alcanzan estos metabolitos en e l  

e r i t roc i to ,  en las celulas permeabilizadas y dentro del  mar- 

gen de sensibilidad máximo que los métodos empleados nos 

permitieron, de 2 a 5 pM, no detectamos la  presencia de n in-  
guno de los tres efectores investigados. 

Quedaba finalnente la posibilidad de abordar e l  
estudio de l a  actividad fosfofructokinasa en ausencia de 

efectores empleando un hemolizado concentrado, can o b j e t o  

de saber si en esta situacibn en que se reproduce l a  eleva- 
da concentracien proteica que prevalece in s i t u  se confir- 
marla l a  diferencia cingtica encontrada en Lus e r i t r o c i x ~ s  

permeabilizados, como hicimos en e l  estudio de l a  i n h i b i -  

ci6n de l a  hexokinasa por glucosa-6- P (apartado 3,2.1.4.)  . 
Este abordaje, que en e l  caso de l a  hexokinasa se mostr6 

ap to ,  no present6 en e l  ensayo de l a  fosfofructokinasa unas  

condiciones mrnimas de f i a b i l i d a d  y prec is i6n ,  quiz5s mot i -  

vado por l a  mayor complejidad de este enzima sujeta por 

o t r o  lado a una gran variedad de efectores, presentes en 
e l  hemolizado concentrado. 

5.2.32. Cinbtíca frente a l  ITP -. Q. 

Tanto en é s t e  como en e l  resto de los  e s t u d i o s  
in situ llevadbs a cabo con la fúsfafructokinasa e l  reac-  



tivo bifuncional empleado fue e l  DMS, 
A l  igual que en e l  estudio cingtico frente a l  

fructosa-6-P l a  curva de caturaci6n frente a l  ITP-Mg fu6 
realizada en ausencia y presencia de efectorer p o s i t i v a s :  
AMP 0 , l  mM, P i  5 mM y N H ~  1 mM. El fructoea-6-P se em- 
p l e ó  a concentrac36n de 1 E&. 

Los resultados pueden apreciarse en la Figura 
23. De forma angloga a en e l  caso de l a  cinética frente 
a l  fructosa-6-P, expuesta en e l  apartado anterior, se 

aprecia también aquf una sctividad i n  s i t u  en ausencia 
de efectores (circulas oscuros) mas elevada que in v i t r o  
en condiciones similares (círcuJos claros); la  forma de 

l a  curva de saturacien, en estas condiciones, tanto in 

situ como in vitru,  es hiperbblica.  La activaci6n por 
parte de los efectores se real iza a travgs de un aumen- 
t a  en l a  Vmax [de forua mas drástica in  v i t ro )  s in  cam- 
bio aparente en l a  afinidad por e l  substrato; l a  Km en 
ausencia y presencia de activadores tanto in s i t u  como 
in v i t r o  se mantiene en e l  rango de 0 , 3  M, como s ~ !  pue- 
de ver en l a  Figura 24. 

3 . 2 . 3 . 3 .  Inh3blci6n por ATP. 

La inh ib ic i6n  de l a  fasfofructakinasa por ATP 

constituye uno de los necanisntos fundamentales a través 
de los cuales se regula alostericamente l a  act ividad de 
este enzima (70) (146) (943, En eritsocitas fui5 descrita 
por Layzer e t  a l ,  en 1969 ( 71 ) ,  ea e s t a s  célu las  se ha 
mostrado una menor sensibilidad a l  ATP que en músculo 

( 7 7 )  (581 
La inhibicibn por ATP es fuerteniente dependien- 

t e  d e l  pH de forma que l a  s e n s i b i l i d a d  es máxima a p[i 

ú , 9 - 7  y decrece drdsticamente en e i  rango alcal ino (142)  



Figuta 23. Posfofructoicinase ia sítu e in vitro. Cidtica frente al 

1Tp-M en ausencia y presencia de efectores alostéricos 

Fryctosa-6-F a coueent~oci6n i mM. Efectores: Al@ 0,l mNs 
m. 1M 
d: in vitro nenoa eiectm.8 
a): in s i t u  Ir m 

0 : in vitro mas efectorea 
Q: i a a i t u  " N 

4 s  d d ~  eoudicionta scgGn M.A!CERUt Y METuDQs 
Reac t ivo grapador : DMS 



Figura 24. Fosfofruecokinqa in s i tu  e in vitro. Representaci6; de Line- 

veaver y Burk de l a  cinltica frente el ITP-ME en au~chcja, y 
- 

 rede encía de afec tores aios tgrriec- positivos. 

0 : dn vitro mas efectores 
d): in s i t u  11 H 

kis demi8 condicione8 según HATWIAL Y NETODOS 
Reaativo grapador : DMC 



($8) (16). Por  o t r o  lado Hulme y Tripton en 1971 (571,  y 
otros autores (56) (1 4 1  trabajando con enzinia puxif i c a h  
han mostrado que l a  inhibicion por ATP es  tambi6n depeii- 
diente de l a  concentraci6n de enzima, de manera que l a  
sensibilidad es menos patente a concentraciones elevadas. 

Estudiamos entonces e l  efecto de3 ATP emplean- 

do fructusa-6-P 0,04 M y la  mezcla de efectores p o s i t i -  

vos: AMP 0,1 M, Pi 5 prM, N H ~  1 m, dado que in vitro y 

como ha sido mostrado en el apartado 3 . 2 . 3 . 1 .  no se de- 

tecta actividad Tssfofructokinasa a concentraciones ba- 
j a s  de fructosa-6-P en ausencia de activadures. Simulta- 
neamente realizamos el estudio a pH 7 , 4  y pW 6 , 9  en que 
l a  inhibici6n es mgxima. Los resultados aparecen expra- 
sados en l a  Figura 25, como puede verse, se confirma i n  
situ l a  inhiblcian alosterica por ATP pero es menos in- 

tensa que in v i t r o ,  los valores calculados de Ki fueron: 

0,9 mM y 45 mM in s i t u  a pH 7 , 4  y 6,9 respectivamente y 
0 , 4  mM y 0,03 mM in vítro a pH 7 , 4  y 6,9 respectivauiente. 

3 . 2 . 3 . 4 ,  Znhibic i6n por citrato. 

Otra de l a s  señales reguladoras importantes a 

que responde l a  fosfofructokinasa es e l  c i t rato,  que pro- 
voca una marcada inhibicibn alostgrica sobre su act iv idad 

f 4 4 )  (95 ) .  Conjuntamente con l a  i nh ib i c idn  por ATP, l a  i n -  

hibicibn por c i trato ,  uno de Las productos f ina les  de l  c i -  
c l o  de l o s  ácidos tricarboxZlicus, se ha seflalado como un 
mecanismo esencial de cont ro l  feedback de la  glicolisis 
aerobia (124 bis)(117)(!02). 

En e r i t r o c i t o s  algunos autores han señalado que 

esta i nh ib i c ión  de l a  fosfofructokinasa por c i t r a r ~  se pre- 
senta. pero de forma menos aparente que en músculo (?1)(68) 



Figura 25. ~nhib ie idn  alosterica de 1s fosfofructokinasa por ATP 
__L 

i n  s i t u  e in vitra, 
+ 

Fructosi-6-P 0,134 d. Aw 0,1 nH, Pi 5 mM, KB4 1 &l. 
m): in s i tu,  pH 7,4 
Gdi): " pH6,9  .e 

0): in vitro pH 7,4 
m: p K 6 , 9  
h e  d d s  condicionee s e g h  MATERIAL Y BZMDOS 
Reactivo grapador: DMS 



(140 ) .  Staal  e t  a l .  (131) han negado l a  existencia de es- 

t a  caracterfstica en el enzima de estas ci5lulas. 
A l a  v i s ta  de estos datas hemos estudiado en 

nuestras condiciones el efecto del c i t r a t o  empleando 
fructosa-6-P 0,04  mM, ITP-Mg 1 mM y l a  mezcla de efectores 
positivos: AMP 0,1 oM, Pi 5 d. N H ~  1 mM puesto que conio 

anteriormente se mostr6 (3.2.3.1 * )  Ia actividad de l a  fos- 
fofructokinasa in v i t r o  en ausencia de ellos es nula. El 
ci trato  se us6 a concentraci0n 3 niM. Pensando que su efec-  
t o  estuviese en dependencia d e l  pbl como sucede en e l  caso 

del ATP lo hemas estudiado a tres valores de pH: 7,4, 7,2 

y 9 , 0 ,  En l a  Figura 26 mostrarnos l o s  resultados en que se  
representa l a  actividad PFK residual i n  s i t u  e in v i tro  
en porcentajes respecto a l a  actividad coritrol en ausencia 
de citrato,  coma puede verse no hay inhibici8n por c i t r a -  
t o  a pN 7 , 4  pero si se presenta en las rangos de pN l igera-  
mente i n f e r i ~ r e s ,  aunque e l  enzina in situ es  marcadamente 
menos sensible. 

3 . 2 . 4 .  ALDOLASA 

En eritrocitas e s t e  enzima posee una gran a f i n i - -  ' 

dad p o r  su s u b s t r a t o  (1371, e l  fructosa-1,6-difosfato, de 

t a l  forma que l a  determinacign precisa de l a  constante 32 

Michaelis requiere mgtúdos de valoraci6n mas sensibles que 

el espectrofotam6trico, por esta  raz6n n3 pudimos explurar 
La curva de saturaci6n por debajo de concentraciones en e l  
rango de S uM, como se puede ver en l a  Figura 27 .  No obs-  

tante ,  de e l l a  puede deducirse que l a  Km in situ e i n  v i -  
tro debe ser igual o menor a 20 vM, La Vñzax encontrada fill: 

de 0,2 ~ / g  in s i t u  y 0,5 U/g i n  v i tro .  



Figura 26. ~ n h i b i c s a  de l a  fosfofructakinasg por citrato . 

(3 M) in situ e in vitra. 

Fructosa-6-$ 0,04 mM, ITP-hg 1 mM, BMP 0,1 d, 
Pi 5mM, MI4 1 nM 
m : in situ 
a) : in vitro 
Las d d s  condicianes seg& MbTERTAL Y METUDOS 
Reactivo grapadar: DMS 
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901 W 5  0.1 0.5 
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in situ t 5n vitro* Curva de saturaci6n 

frente a$ fructosa difosfato, 

a) : in situ 
0) : iñ vitra 1 

k s  d& .condiciones segh MATERIAL Y HETUDOS 
Raac tivo grapador : lCPX 



3.2.5, TRIUSAFQSFATO ISOMEMSA 

Se trata de un enzima con una actividad catal5- 
tica extraordinaria, su actividad especPfica e s t $  descrita 

en e l  rango de 200 unidades por gramo de eri trocitos (581 ,  
alrededor d e  dos mi1 veces superior a l a  hcxokinasti, e l  en- 
zima de menor actividad especifica de toda la vZa glicoli- 
tica en ce lu las  ro jas  (apartado 3.2.1.). 

E l  estudio cinetico fué llevado a cabo f r en t e  a 

gliceraldehido-3-fosfato coma substrata. En la  k i g u r a  S 8  

se representan graficamente las  cingticas in situ e in v i -  

t r o .  La Km obtenida fue de O,4 mbi tanto in s i ru  como i n  
v i t r o .  La Vmax fue de 80 Ulg in situ y 200 U/g in v i t r o .  

3 . 2 . 6 .  GLICEWLDEHIDO-3-FOSFATO DESHIDROGENASA 

3 . 2 . 6 . 1 *  Puesta a punto del mér$o d e  ensayo 

Como se ha explicado en MATERIAL Y METODOS (2 .8 .3 . )  

dadas l a s  dificultades que el estudia de l a  ac t iv idad  de es- 

t e  enzima presenta, cuales sdn l a  escasa v i a b i l i d a d  de l a  

r e a c c i h  a pii f i s i o l ó g i c o  por un lado, y que por o t r o  l a  

fuerte inhibic ibn que sufre por parte de l o s  productos d,  
l a  misma, inconvenientes que no son sorteados con l o s  316- 

todos espectrofútométricas clasicos (1 43)  E611 (733, hemos 
desarrollado un nuevo sistema de valoracion a í  que hemos 

llamado ensayo con e l  que se evita e l  achu lo  de 

ninguno de los productos de l a  reacción. 
Los primeros ensayos ~ e a i i ~ a d o s  con o b j ~ c o  de po- 

ner e l  método a punto fueron llevados a cabo empleando 
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa [GAPDH) comercial 

de musculo de conejo. kn l a  Figura 29 presentamos una va- 

laraciún espectrofutométrica de l a  actividad de e s t c  enrima 

realizada en las condiciones que se detallan en e l  aparta-  



Figura 28. Triosaf~sfato %soderas$ in situ e fn vítro. Cin6- 

tica frente al gliceraidehido-3-P. 

@): in s i tu 
01 : in vifro .c 

Las d d s  condicione6 segGn IUTWIAL Y METODOS 
Reactivo grspador : TaT 
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Tiempo ( minutos ) 

Figura 2 9 ,  Giiceraf dehido-3-f osfato deshidrogenasa, &saya 

Curso de la reaecign. seguida atrav6s de l  cambio 
en la denscdad 6ptica a 340 m, Gliceraldehido- 
3-P deshídrogeuss purificada de mfiscula de ca- 
nejo 0,03 U l m l .  
El resto de las condiciones del ensaya seg6n MA- 
TERIAL Y METODOS 



do 2 . 8 , s .  de MATERIAL Y METODQS; como puede apreciarse, 
el curso de l a  reacci6n es perfectamente l ineal  durante 
por l o  menos 6 minutos, tiempo suficiente que nos pernilte 
determinar l a  velocidad i n i c i a l  con toda garantia, 

Antes de pasar a estudiar can e s t e  metodo l a  ac- 
t i v i d a d  de l a  GAPDH de er i troci tas ,  comprobamos primera- 
mente que se mantenta l a  l inearidad de l a  velocidad de 
reaccion (dentro de los IÉmites de l a  ley de Beer] res- 

pecto a La cantidad d e  enzima, como puede verse en l a  Fi- 
gura 30 en que representamos la  act iv idad enzirnática ub- 

servada frente a cantidades crecientes de enzima. Poste- 
riormente verificamos que el ensayo "lineal" empleando 
ya un extracto crudo [de músculo esqueEt ico de rata),  
ofrecía l a s  mismas garantlas de fiabilidad que con el en- 
zima purificado, l a  posibilidad de interferencia por par- 
t e  de La adenilato kinasa fue  obviada gracias a l a  adi-  
cien de Ap5A, un inhibidor potente y especifico ( 7 3 3 ,  co- 

mo ya explicamas Gn MATERIAL Y METQDOS. Cuando en estas 

c~ndiciones se sustituyó el fosfato por arseniata no se 

detectd cambio alguno en l a  absorción a 340 nm, lo que 

nos s irvi6  de prueba adicional de que el nigtoda de ensayo 
era e f i c a z ,  ya que a l  no formarse 1,3-difosfoglicerato, 
uno de las productos de l a  reaccl6n, e l  sistema auxiliar 
empleado [fosfoglicerato kinasa, hexokinasa y glucosa-b-£os- 

fa to  deshidrogenasa) no podía visualizar nada. 
A con~inuación comprobamos que utilizando el en- 

sayo "l ineal"  podia determinarse can precisi6n l a  ac t  i u i -  
dad de l a  GAPDH en eritrócitas tanto in v i t r o  como in situ, 

En 1968 Conway y Koshland [ 2 6 ) ,  rncstraran en e l  

enzima de mGsculo de conejo uiia cinét icd compleja de sstu- 



Cantidad de enzima (U/ rn l )  

Figura 30. Gliccraldehido-3-f osfato deehidrbgenasa. Ensayo 

''linealg1. 

Representacih de la actividad cnzidtica encon- 
trada frente a cantidadea crecientes de enzima, 
Glicaraldehido-3-P deahidrcgenasa purificada de 
m6sculo de conejo. 
h e  condiciones de ensayo s e g h  EiATERIAL Y METODOS 



f 
raciSn para e l  NAD que explicaron de acuerdo con e3 maue- 

+- 
del NAD a l  enzima ócurrirka con cooperatividad negativa 

(661, de forma que el acoplamiento sucesivo de cada 111016- 
cula de NAD' daría lugar a una disminución en l a  a f i n i d a d  
para l a s  moléculas siguientes (nHrl ) .  

En nuestras condiciones de conceotraci6n f i s i a -  

Idgica de enzimas y determinando l a  act iv idad  de l a  GAPUII 
por medio del ensayo "lineal", hemos reali~ado un estudio 
c i n é t i c o  frente a l a  concentración de  NAU' empleando g l i -  

ceraldehido-3-P 3 mM y fús fato  SO mtuI, La curva de sa tura-  
cien mostró forma slgmoidal tanto in situ como in v i t r o  
aunque de forma mas acusada en e l  primer caso, con un nH 

de 2 , 6  in situ y 1,6 in v i t r o  y un 5 de 0,18 in s i t u  y 
0 9 5  

0,05 in v i t r o ,  lo que ind ica  una afinidad por e l  NAD* seir- 

siblemente i n f e r i o r  I n  situ (Fig. 31) .  

3.2.6.3. Cingtica frente a l  gliceraldehido-?-P. 

Utilizando una concentración de XAD' de 0,s mM y 

fosfato a 50 mM encontrarnos una Km para e l  gliceraldekido-3-T 
de 0,: mM tanta i n  s i t u  como in v i t r o .  La Vmax encontrada 

fu6 de 5 ~ / g  in s i t u  y 9 Ulg in v i tro  (F ig .  3 2 1 .  

5 . 2 . 6 . 4 .  Cingtica f ren te  a l  fasfato inorgznico. 

Fué realizado este  estudio c i n é t i c o  empleando NAD' 

0,s  mM y gliceraldehido-3-P 3 d. La Km obtenida fui5 d e  10 

mM, t a n t o  in situ como in vitro  (F ig*  3 3 ) .  

3,2.7& FOSFOGLICERATO KIMASA 

La reacci6n catalizada por e s t e  enzima represen- 
t a  e l  primer punto de l a  csdena'glicolltica en que se ge- 



Figura 31. Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogmasa in s i t u  e 

in vitro. Rapresentaeih de Bill de la einética 

frenteal  f d. 
Gliceraldehido-3-f 3 mM, Pi 50,raM 
O): fn s i t u  
0): in vitro 
las d c d s  codieiories según MATERIAL Y HEMWS 



Figura 32. Gliceraldehido-3-P deshidropeiiasa i n  situ t: i i i  vi- 

tra, Clnetica frente a l  gli,eraldehido-3-P. 

4- NAD 0,5 m, fosfato inosganico 50 mK 
o): in situ 
0): in vltro 
Las restantes condiciones iic? ensayo segcn &LiT.EBlAL 
Y METODOS 
Reactivo grapador: UhS 



Figura 33. Gliceraldehido-3-P deshidrogenasa in s i fu  e in 

vítro. Cinética frente a l  fosf ato inorp&lco. 

+ 
Gliceraldehido-3-P 3 mM, NAD 0,s mM 
Q): in s i t u  
0): i n  vitro  
Las restantes condiciones seg& MATERIAL Y METOWS 
Reacriva grapador: DMS 



nera ATP. 
Dada l a  inestabilidad del 1,3-difosfaglicerara, 

su substrato junto con e l  ADP en e l  sentida glicolítica, 
hemos estudiada su comportamiento en reverso, 

Como puede verse en l a  Figura  34 en que reprc- 
sentamos l a  curva de saturacidn frente a l  3-fosfogl iccra-  
t o ,  con ATP-h!g 1 mM, La Km encontrada fuE de 0 ,7  mhi in s i -  
tu e in v i t r o .  La Vmax obtenida fu6 de 7 U/g i n  situ y dc 

16 U l g  i n  v i tra .  

De l o s  enzimas pertenecientes a la  porciún dc l a  
,. 

via g l i c o l ~ t  ica comprendida entre gliceraldehido-3-P y lac-  

t a t o  (donde t i e n e  lugar las reacciones de oxido- reducci án 
y producci6n de ATP], l a  fosfoglicerata mutasu es . que me- 

nor act iv idad  especifica muestra en eritrocitos. Jirnto can 
otros dos enzima5 mas, l a  d i fos fog l i ce rá to  mutasa y l a  - 

2,3-difosfoglicerato fosfatasa,forma e l  Iramado ciclo d e l  

2,3,*difosfoglicerata, un pequcfia c ic lo  colateral a l a  g l i -  

colisis, en que t iene l u g a r  l a  formaci6n de este metab~lito 

en los  e r i t r o c i t o 5  (106) (107) .  Por otro Lado e1 S ,3-DPG ac- 
tua de c o f a c t ~ r  de  e s t e  enzima, por  e l  que presenta un re- 
querimiento absoluto (471 (203. 

Realizarnos un estudio cinEticu frente a l a  con- 
centracian de 3-fosfoglicerato, que exponemos en l a  Figura  

3 5 ,  obteniendo una Km de 0 , l  RM tan to  in s i t u  como in v i t r o .  
La Vmax determinada fué de 0 , 4 5  U/g in situ y 0,73 U/g i n  
v i t r o ,  

3,2.9, ENOLASA 

Se t r a t a  de un enzima que ha recibido particular 



Figura 34. FosfogIlCvato khasa in s i tu  e in vitro. Cinética 

frente u& 3;fosfogJiceratu, 

&): in sftu 

(0) : 3n virra 
Lss d d s  condiciones segGn MATERIAL Y METOWS 

Reictivo grapadar : DMS 



Vmux : 
IN SlTU Q45 U/p 
IN VlTRO 0.73 r 

Figura 35. Poefoglfcerst~ mutasa in a i tu  o in vitro. Cin&ica 

frente a l  3-faaf ogPicerato, 

a) : In situ 
0): ia vitro 
Laa dmh condiciones aegGa ~TBIKL f METODOS 
React Lvo grupadar: DI43 



atenci6n como un t i p i c o  metalo-enzima, de forma que su act i -  

vidad estg fuertemente influenciada por determinados iones 

metglicos, dandase lugar a l a  formaci6n de un complejo t e r -  
nario enzima-substrato-metal (76) ( 1  5 4 3 ,  

Su act iv idad  es muy sensible a cambios en l a  csm- 
posici6n del medio de ensayo, principalmente trazas de me- 
tales pesados, da aqul l a  necesidad de adicionar a l a  mea- 
c l a  de ensaya a l g h  compuesto quelantc como EDTA, Posee un 
inhibidar muy bien conocido, e l  f luor (761, 

Henos l l evado a cabo un estudio cinetico frente 

a l  2-fosfoglicerato como substrato variable,  que sepresen- 
tamos en l a  Figura 36.  La Km obtenida fu6  de 30 YM in c i t u  
e in v i v o .  La Vmax encontrada fue  de 4,6 U J g  in situ J 

8 U/g in vi tro .  

Junto con l a  hexokinasa y l a  fosfofructokinasa l a  

piruvato kinasa cataliza una de l a s  tres reacciones v i r t u a l .  

mente irreversibles de l a  glicolisis, se trata de un enzima 
alos ter ico ,  como l o s  otros dos, cuya actividad puede modu- 

larse por l a  presencia de determinados metabolitos efecto- 

res, constituyendo entonces o t r o  de l o s  puntas donde l a  v i a  

g l i c o l i t í c a  e s  susceptible de regulación. Catal iza  l a  segun- 

da reacci6n generadora de ATP en l a  g l i c o l i s i s .  

Este enzima ha s i d o  extensamente estudiado, p a r t i -  

cularmente desde que se descubrid que su deficiencia es ta-  

ba relacionada con una mutaci6n en e l  enzima d~ e r i t r o c i t o s  

de forma que exhibe caracterzst icac clngticás y electrofurE- 
t icas distintds a l a s  normales y se acampaiía de una aneniia 
hemolitica (134)  ( 8 7 )  ( 3  3 ,  

Clasicamente se han distinguido tres t i p o s  d e  i s o -  



Figura 36. Enolasa in sieu e in vitro. CinEti-, frente a l  

O-f oefogJicer~to~ 

a): in ai tu  
01 : in .vitro 
lai d m l a  condiciones según MTgRIAL Y METOWS 
Reac t ivu grapador : TDX 



zinas; el t ipo  L predominante en hlgado, a l  t ípo M que 
predomina en aiGscuLo y leucocitos y el t ipo A mayoritaria 
en riñ6n y te j ido  adiposo. El enzima en los e r i t r o c i t o s , .  

corresponde enteramente a l  tipo L de higada (14) (80) que 
muestra cinet ica sigmoide para e l  Easfaena~piruvata, In- 
hibici6n alosterica por ATP y alanina, y activadion por 
fructosa- 1 ,6-difasfata que contrarresta l a s  inhibic iones  

(135) (1 363 (23). 

Empleando ADP-Mg 1 &, e l  enzima mustrD cinét ica  
sigmoide Zrence a l  P-enolpiruvato con cooperatividad p o s i -  

t i v a ,  t a n t o  in vi tro  coma in s i tu  aunque menos acusada en 
e s t e  último caso, los  valores de nH fueron da 1,4 in situ 

y 2.5  in v i t r o ,  y un So de 1 ,s  ieM in siru y 0,8  mM in 

v i t r o .  Estos resultados pueden apreciarse en las Figuras 

37 y 38 .  
El enzinia in s i ~ u  exhibe tamblh activaci6n a los -  

t h i c a  por el fructosa-t , 6 - d i f o s f a t ~ ~  a l  igua l  que i n  v i t r o ,  
Corno se puede ver en la Figura 38 en que se expone l a  cins- 
t i ca  de saturacian para e l  P-enolpiruvato en presencia y 

ausencia dé FDP 10 pM. Puede apreciarse cono es ta  activaci6n 
promueve el cambio de cingtica de sigmidal a hiperbalca 
danda Jugar as2 a un aumento muy considerable en la af inidad 
par e l  P-enolpiruvato, con un S 

095 
(Km) en presencia de FBP 

de 0,4 in situ y O , Z  mM in v i tro  (Fig. 39) .  l a  Vmax de- 
terminada en presencia de FDP, fui5 de 3 , 4  U/g in situ y 6 

U/g in v i tro  (Fig. 39). Tambien mstr6 l a  Pli in s i tu  i n h i -  

b i c idn  alostérica por ATP que era contrainhibida por FUP e 
inhibician por alanina. 

3 , 2 , 1 1 ,  LACTATO DESHLDROGENASA 

Es un enzima de gran actividad en e r i t r o c i t o  y uno 



Figura 37. Piruvato kinasa in situ e i n  v i t ro .  Representación - 
de H i l l  de la cin8tica frente a l  P-enolpiruvaLo. 

las  d d s  condicíones según MATERIAL Y METODOS 
Reac t ivo grapador : DMS 



FDP 

Figura 38. Piruvato kinasa in situ e i n  vitro. Cinétics en - 
presencia y ausencia d e  fructosa-1,6-difosfato. 

ADP-Mg a concentraci6n 1 
O) : ín situ 
Q): in s i t u  + FDP 10 w l a r  
0): in vitro 
: i n  vitro + FDP 10 pinolar 
l a s  d a s s  cobdiciones de ensayo segGn ~ ~ ~ L K I A L  Y 
METODOS, 
Reac tivo grapador : DMS 



Figura 39. Piruvoto kituia in situ e in vitro. Cinscica fren- 

te a1 P-eaolpiruvato en ver eneia de f ruc tosa-1 ,6- 

d i £  oafató, 



de los mas estudiados en lo que se rieltere a estructura 
cuaternaria y formas de sus dist intos isorimás, Ya en 
1950, Meistek (031, llain5 l a  atención sobre l a  heteroge- 
neidad de l a  Xaetato deshidrogenasa fLDBj de corazon de ; 

vaca. Más tarde, Vscsel y Bearn (145) en 1957,  y klarkert 
y Moller en 1959 (813 ,  a travgs de estudios con electrofa- 
resis revelaron l a  presencia en suero humano de múltiples 

£armas de LDH, y fueran Cahn, Kaplan, Levine y Zwilling 
( 2 1 3 ,  quienes en 1362 aislaran los cinco t ipos  de i s o z i -  
mas que hoy se conocen, encontrando que entre e l l o s  exis- 
ten dos formas puras, l a  M, predominante en m6scuPo es- 

quelgtico y l a  H mayoritaria en cúrazdn, el resto son fo r -  
mas intermedias que aparecen a travgs de1 periodo embrio- 
nario ,  tratgndose entonces de enzimas hfbridos a partir 
de los componentes de los t i pos  M y H. Su estructura cua- 
ternaria es un tetráaiera compuesto de cuatro cadenas po- 
lipeptídicas, resultantes de la asociacidn repetida de 

dos subunidades distintas, la  M y l a  H, dando lugar as1 a 

cinco estados de agregacidn de las  mismas y por ende a 

l o s  cinco isozimas en que se distribuye l a  Lf)H en l a  rna- 

yaría de los te j idos ,  a saber: H4 (LDH-1) , Hj M (LDH- 2 )  , 
HZM2 (LDH3), fiM3 (IDH-4) y M1 (LDH-51 

En e l  eritrocito Rosa y Schapira (1 1 2 )  encon- 
traron solo dos bandas electrofororbticas correspondientes 
a los isozimab LDH-I y LDH-2, y solo en er i t roci tos  jbve- 
nes aparecen trazas del t e s t o  de las formas, que según 
Friedcmann y hpopor t  (19) 3s reparten de ia  siguiente 
maneta: LDH-1 30-40%, IDH-2 40-451, LDH-3 14-18? ,  LDti-4 

3-51, LDW-5 2 9 ,  

3,S.ll.l. Cindtica frente a l  pinivato 

La concentracián empleada de NADH fué de !133 x&i, 



se ensayd a concentraciones variables de p in ivata ,  como 
puede verse en l a  Figura 40  en que se representa gra f i ca -  
mente el estudio cingtico.  La Km obtenida fu6 de U,38 mM, 

tanto in situ como in vitro. La Vnax fu6 de 23 U/g in situ 

y de 4 4  U/g in vitral 

3 .2 .11  " 2 .  Cinética frente a l  NADH 

La ccincentraci6n de piruvata usada fuB de Í 11fi1. 

En l a  Figura 4 1  exponemos IQ$ resultados. La Km obtenida 

fu6 de 0,03 M, tanto in situ como in v i t r o ,  

Existe una amplia poléniica en turno a l a  i i : l i i b i -  

c ión  de LDH por exceso de piruvato y a l  posible papel E i -  

sioldgico que jugaria dicha inhibición.  Kaplan y colabora-  

dores ( 2 1 )  encontraron en 1962, que e l  t i p o  H de l a  L U h ,  

esto e s ,  e l  isazima LDH-1 cumpusstu por cuatro cadenas 11 
[como se Iia explicado en e l  apartada anter ior)  presentzbi 
una i n h i b i c i b n  por piruvato en exceso a concentraciones 

comprendidas entre 1 y 10 d; en cambio no aparecía i n l i i -  

bic idn  cuando e l  isozima usado era e l  M (LDH-5, compuestu 
por cuatro cadenas M). Mas tarde, el grupo de Kaplan (38) 

explic6 es ta  inhihic ion coma debida a l a  fúrma~ítin de un 

complejo ternario abortivo p i r u v a t o - ~ ~ ~ ' - ~ ~ t i  (auiique re- 
cientemente se han propuesto otros  m~lcani smos (1 47) ] ., E s t a  

inhibici6n explicarxa según e l los ,  l a  especif iz idad de te -  

j i d o  para l o s  distintos isozimas de la  LDH, habida cuenta 

de que el t i p o  H es predominante en los t e j i d o s  con un nie- 
I 

tabolisma puramente aerobio o respiratorio, como es e l  so-  

rarDr>., en los cuales la formación del coir.plejo inhibidvi. 
impediria l a  reducción del piruvato a lactato ,  iientras: 



Figura 40. Lactato deshi ggnatia-in s i t u  e i n  v i  t r u+  Cinerica 

a): in s l ru  
0) : in vitra 
Las d d s  condiciones de ensayo s e g h  MATEREAL Y ilE- 
TOWS 
Reactivo gtapadúr: TU1 



1 

Figura 41. Lactatg deshidrogenasa in s i t u  e in v í t r o . ~ i -  

nctisa frente a l  NADH. 

Piruvatú a cancentrac56a 1 
(a): iti s i tu  
0); iii vitro 
Las d d s  condiciones de ensayo según MATERiAi, Y 
M ETODOS 
Reactivo grapador: TDI 



que el tipo M predomina en los tejidos preferentemente 
anaerobios y por tanto muy dependientes de la glicolisis 
para sus necesidades energeticas, como es el músculo es- 
quelbtico, en los cuales escasa la forma H por lo que no 
se formarla el complejo abortivo responsable de la inhi- 
bici6n del enzima. SegCin esta teoría, que se ha dado en 
llamar "aerobia-anaerobia" [144) ,  el tipo N operaría ca- 
mo uh regulador del metabolismo del piruvato en células 
altamente aerobias. 

Contrariamente a lo expuesto por el grupo de 
hplan, Wuntch et al. (157)(155) ,  sostienen que la inhi- 
bicidn de la LDU-1 seria un proceso dependiente del es- 
tado de dilucidn del enzima, debido a que a concentracio- 
nes bajas (156) sl encontraron inhibician por exceso de 
piruvato, pero a concentraEioncrs altas de enzima (157 )  

( 1 5 5 ) ,  en el rango de las que existen en celulas de mami- 
feros no la obtuvierdn. SegCn estos autores, pues, la in- 
hibicion descrita sarfa un artefacto del sistema de ensa- 
yo y no tendrla por tanto significación In vivo. 

As1 18s cosas, hemos estudiado el efecto del 
piruvOto a concbntraciones ampliaaunente en exceso (hasta 
50 mM] sobre la LDH cantenida en erfrfBcltos (en los que 
predominan las Eormne H, LDH-1 y LDH-2, coma ya se ha ci- 
tado), patalslaments in vitro e iti situ, sittiacidn esta 
riltinie en la quo manejamas el enzima a su c~ticentraciiín 
fisiolbgica. usamos piruvato a ocho concenti5ciones cola- 
prendid~s entre 25 p M  y 50 M, como puede verse en la Fi- 
gura 42,  en que representamos priif icamente las activida- 
des obtenidas para cada concentración de substrato. He- 
mos encontrado primero una actividad enzimática progresi- 
va hasta concentraciones de piruvato de 2 mEl (100% de ac- 
tividad), como corresponde a la paulatina saturación del 



Figura 42. &nhibieiBn de lactato deshidro~enaaa por exceso de 
+ 

W H  s concentrocib 0,3 mM 
O): in s iru  
0) : in vitro 
Las demás condiciones 8cgGn HAERIAL Y METODOS 
Reactivo grapadax: TDI 



enzima por e l  substrato, para observar a nedida que el pi- 
ruvato aumenta una fuerte inhlbici6n, que a concentracio- 
nes de piruvato de 55 a SO mM L3eg6 a ser del 8 0 1 ,  camo 
puede apreciarse en l a  Figura 4 2 .  Esta inhibici6n l a  he- 
mos encontrado de forma paralela in sltu e in v i t r o ,  

Observaciones a concentraciones moderadamente 
altas de piruvato sugieren que l a  inhibicion por exceso de 
este  metabolito disalinuye en medio fuertemente alcal íno 

(PH 10) 

3 . 2 . 1 1 . 4 .  Efecto del pH sobre l a  actividad LDR 

Dentro del  objetivo fundamental de nuestro tra- 
bajo de estudiar e l  comportamiento de los eñzimas g l i c o l l -  
t icas in kitu de forma conpardtiva con el que se observa 

cuando se ensayg a tbncentracianes di lu idas  de enzima [in 
vitro) ,  estudiamos el efectb del pH sobre l a  LDQ, por una 
parte con e l  interks da saber si e l  hecho de einplear con- 
centraciones f ib ia íS$ icas  de enzima f i n  situ) podfa nodi- 
Eicsr en algo e l  e f e ~ t d  del pH y pot ot ra  con el de cono- 
cer s i  # & t e  entlfia, de prah utilidad tótoo enzima auxiliar, 

i c t í a  apto camo t a i  un las c a l a r  en que par alguna razón 
fuera preciso acaplerli en ensayos P pH extremo, 

Raalixamos una curva de sensibilidad a l  pH em- 
p l e a n d ~  e l  p i r ~ ~ a t o  á concentración 5 IT& y NADH 0 , 3  mM, 
explorando l a  actividad LDH en e l  rango de pH entre 5,4 y 

9,6; no trabajanos an la zona n8s Lcida ya que por debajo 
de pH 5 e l  NADH as demasiada lnwteble ( 7 5 1 .  El resultado 
lo exponemos en l a  Figura 43, como se puede apreciar l a  
maxiaa actividad se mantiene en forma de meseta entre pH 

5 , 4  y 8, tanto in s i t u  coma in v i t r o ,  lo que por o t r o  lado 



1 I t , ,  I l l... ,,,, . I I 1 I 

5,O 55 60 7,0 7.5 0P 8.5 90 9.5 

Figura 43. beta to  deshidrogeniiss i q  s i t u  e in vitro. Curv,g de pH. 

Las d d s  condiciones de ensayo s e g h  MATERIAL Y METODOS 
Reac t ivo &rapador : TDI 



coincide con l o  descrito en los ensayos habitual es (1 50) . 
La actividad decrece en e l  rango alcalino, aunque algo ~ i a s  

deprisa in v i tro ,  a pH 10 solo se detecta el 20-25% de l a  
actividad máxima; no obstante, podrza ser apta como enzl -  
ma auxi l iar  en ensayos a ese rango de pH siempre que se 
mantuviera l a  afinidad por el piruvatu dentro de un ranga 

aceptable, bastando entonces con elevar l a  dosis de enzima. 
En e s t e  sentido verificamos un estudio tingtico f ren te  a l  
piruvato a pH 10, encontrando que l a  afinidad estaba con- 
siderablemente disminuida, l a  Km subit5 de 0 , 2  mM, que es 

el valor encontrado a pH 1 , 4 ,  a 10 mM. Este valor h6 con- 

firmada cuando se emple6 enzima de eritrocitos parcialmen- 
t e  purificada, 30 que l a  descarta como enzima auxi l iar  en 
estas condiciones. 

3 . 2 . 1 2 .  SENSIBILIDAD DE LOS ENZIMAS A LOS DISTIN- 

TOS REACTIVOS GRAPADORES 

Lb mayor parte de los enzimas estudiados in s i t u  

lo han s ido empleando los tres reactivas grapadores que 

hemos utilizado en los procesos de perneabilización de e r i -  
trocitos (MATERIAL Y METOOOS apartado 2 . 4 . 1  . ) . 

Las propiedades cin$ticas de los enzimas in s i t u  
se han mostrado idgnticas con una u o t r o  ~ e a c t i v o ,  COI~IQ 

as: mismo las  variaciones en las propiedades alost6ricas 
qué han s ido encontradas in situ, Las velocidades mftximas, 
nn ganefe l ,  uScilaron alrededor del 50% de las  detectadas 
in v i tro ,  si bien en algunos enzinas se nostraron mas re- 
ducidas, dependiendo del t ipo de reactivo u t i l i z a d o ,  

Dado que existe la posibilidad de que e l  reactivo 
grapador que se emplee pueda penetrar en las  c6lulas per- 
meabilizadas y afecte a una proparci8n substancial de l a s  



proteinas int?acelulares incluyendo todos o algunos de l a s  
eozirnas estudiados in situ, hemos llevado a cabo un estu- 

d i o  de la sensibilidad que estos anzimas presentan a l o s  
distintos reactivos. En este  sentido, realizamos valora- 
ciones en Vmak de los diferentes enzimas en una serie Je 
hemolizadas que previamente fueron tratadas por separado 
con 10s distintos reactivos, Estas velocidades maximas fue- 
ron comparadas con las encontradas inicialmente in v i t r o ,  
esto  es, en un hemolizado sin tratar con ningtín rcattlvo. 
Los valores encontrados en estas condiciones se r~jiresen- 
tan en l a  Tabla 9 paralelamente a l o s  valores de Vmax obte -  

nidos in situ empleando í o s  diferentes reactivos y conjun- 
tamente con l a s  Vmax que se observaron in v i t r o .  En l a  mis- 
ma Tabla se muestran tambi6n los valores de Km encontrados 
i n  s i t u  e in v i tro  en los enzimas estudiados. 



TABLA 9 .  Eozlmas glicol$ticúa de eritrqcitos de rata in s i t u .  

Vmax viliax Ac t Pvidad 
in v i r r ~  Reactivo in situ in vitro &S 

' 0 , s  (d) 
U ~ S  grapador X el reactiva, % in sztu i n  vicro 

M .... ..... 0.08 TDI 3 3 -75 Glu t- 0,2 --t 

ATP 0,15/1,5 0 , 3  

PEZ,. , . . . . . . 15 TDI 4 7 15 F6P *-- 0,1 --+ 

UTBP 4 13 33 

PFK...  ..... 8 D S  48 3 6 ITP 0,3 * 
DTBP 30 20 

ALD* , 0,5 TDX 4 U 35 m)P <O,O? - 
T I H . . , , , . .  .. 200 TDI 40 5 7 GA3P t- 0,4 --+ 

W D H  . . . . . . . 9 TDI 1 7  30 NAD+ O ,  1% 0,OT 

DTBP 3 1 2 8 GA3P +-- D,3 -4 

DMS 57 60 Pi + 10 - 
PGk.. ..l.. . . 15 TDI 10 37 3PGA +- 0,7 -+ 

DTBP 60 48 

DMS 4 4 4 rc 

PGM. ........ 0,7 TD3: c 5 15 3PGA - 0,i -+ 

DTBP 4 [3 40 

ZlMS 62 . 35 

PKm*m**.m++. 6 TDI €5 25 

DTBP 3 3 20 

DMS 5 8 22 

PIR +- 0,2 -+ 

HAIlH +-- 0,03 -+ 



3 . 3  GLICQLLSIS IN VIVO E I N  SITU 

Una vez estudiados l a  totalidad de los  enzimas 
glicoliticas por separada, observando in situ su cumporta- 
miento cinetico y peculiaridades particulares, pasamos a 

realizar un estudio de l a  g13col is is  completa. 
Como ya se mencion6 en l a  INTRODUCCXON, e l  e r i -  

t r oc i t o  ofrece una oportunidad Bnica para e l  estudia de 
esta r u t a  metab6lica, Gamo queda avalado por las  razones 
siguientes: l a  p o s i b i l i d a d  de interferencia par otTas v i a s  

ests virtualmente eliminada, no existe compartimentaci6n 
intracelular y las concentraciones de todos los enrimas 
Son practicamente constantes (105) .  

Las estudios In situ han s i d o  comparados direc- 

tamente con estudios in vivo,  habida cuenta de que l a  v ia  
puede ser evaluada en cslulas  intactas  a par t i r  de subs- 

tratos que permean libremente a frnvas de la membrana c e -  
l u l a r .  

Par otro lado y como tarnbign fue mencionado en 

l a  INTRODUCCION, el abordaje in s i t u ,  debido a que se lle- 

va a cabo en cdlulas permeabilizadas, nos permite el e s -  

tud io  de l a  glic~lisis a partir de cualquiera de l o s  meta- 

bolita$ intermediarios que integran l a  v ia ,  l a  que favo- 
rece l a  evaluacian de su funcionamiento a distintas nive- 
l e s  en condiciones de concentraciones fisiolbgicas de  cn- 
zimac. 

La glicolisis se ha medido a traves de  l a  vaia-  

raci6n d e  l a  produccion de l ac ta to  a l o  largo d e l  t iempo, 

como f u e  explicado en MATERIAL Y MZTODOS (ayar tado 2 . 9 . ) .  

Los substratos que se emplearon fueron olucosa 

y dihidroxiacetona in v i v o  y glucosa, glucosa-6-P q z f i -  

ceraldrhida-3-P in situ. 



3 * 3 , 1 ,  GLICOLISIS IN VIVO 

Como se ha mencionado en e l  apartado anterior 
adernas de estudiar l a  producci6n de lactato a p a r t i r  d e  

glucosa se ha hecho también a part ir  de dihidroxiacetúna, 
que penetra en l a  uia  una vez que se Eusfarila pur media 
de l a  accidn de la  triokinasa (531, convirti~ndose asf en 
dihidroxiacetona Eosfato, un intermediario glicolltico a 

nivel de La reacck6n catalizada por l a  triosafosfata isa- 
marasa. La triokinasa es un enzima de actividad muy esca- 

sa en eritrocitos ( I J ) ,  en l o ~  cuales e l  substrato normal 
de La v ia  glicolftica es l a  glucosa, aunque hay un c ie r to  

t i p o  de células pujas, como son l a s  de cerdo, donde cur io -  
samente l a  dihidroxiacatona es un potente substrato, a la 

vez que su membrana es impermeable a l  paso de l a  glucosa 

(62) 
La produccibn de l a e t a t o  fue medida en una mez* 

c l a  conteniendo el subs t ra to  y eritrocitos intactos a una 
concentfaci6n de 9,25 g por ml diluidos en SSP hasta un 
volumen final de 10 al ,  a lo larga de 8 horas de incubaci6n 
a 37°C. 

Cuando se emple6 glucosa 10 mM como substrátu l a  
producci6n ds lactato fue de 0,08 iimoles por grama de e r i -  
trocitos y por minuta, lo que teníenda en cuenta que por 

cada molécula de glucosa que se degrada a traves de l a  v i a  
glicolftica se generan dos de lsctata, equivalen aproxima- 
danente a unas 2 , 4   moles de glucosa por gramo y por hora. 
La v la  de las pentosas es minoritaria en eritracitas, sien- 
do e l  porcentaje da glucosa que se metabaliza a su través 
de solamente e l  59 (30 ) (114 ) [51 ) ,  de fama que el 95% lo 
hace a través de l a  glicalisís. 

Las velocidades de producci6n de l ac ta to  a partir 



de glucosa y otros substratos se encuentran reunidas en l a  

Tabla 10, pag. 151. 

En l a  Figura 4 4  se representa l a  praducci6n de 
lactaro in vivo a l a  largo d e l  tiempo a partir de 50s dos 
substratos ensayados. Puede apreciarse como e l  curso de l a  

praduccián de Pactato presentd en p r i n c i p i o  una carta fase 
de latencia seguida de una segunda fase de velocidad máxi- 

ma, finalizando con o t r a  de velocidad residual correspan- 
diente a l  agotamiento d e l  substraró. A par t i r  de dih idrax i -  
acetona 10 mM se abservá glicolisis en un rango similar a 
desde glucosa (Figura 44 y Tabla I D ) ,  l a  velocidad de pro-  

ducci6n de l a c t ~ t o  fue d e  O,? pmolec/g/min. Este valor  es 
expresi6n de l a  capacidad de l a  triakinasa en erltrocitos, 
ya que es inferior a las actividades de 10s enzimas g l i c o -  

líticos desde l a  etapa de triosac a lactato. Esta actividad 
triokinara como p ~ e d e  apreciarse, se encuen t~a  en un ranpo 
similar a l  de la hexokinasa y por tanto no evaluable e s -  
pectrofotamktricamente en un ensayo cofitfnuo. 

Cudndo se mezclaran glucosa y dihidroxiacetona l a  
glicolisis no se aceler6. La adici6n de g l i c e ro l  10 mhi no 

varid apreciablemente l a  velocidad glicolZtica. 

Con objetó de poder visualizar l a  glicolisis in 
s i t u ,  a l a  vista de La naturaleza de e s t e  abordaje, ad ic io -  
namos cofactures a l a  mezcla de incubacibn a eoncentracio~ 
nes catalíticas, dado que logicamentc se pierden en e l  pro- 
ceso de permesbillzacibn de l o s  erltracit~s~ 

3 - 3 . 2 . 1  . ProducciOln de lactatu,,,,,a p a r t i r  de gliceraldehido-3-P. 

Se midió La aparici6n de l a c t a t o  a lo largo d e  2 



Tiempo (horas) 

glueoso W8 (r moles / 9 /mÍn 

Bigura 44. Glicol is is  i n  vivo. 

Se midi6 la formacian de lactato a lo largo de 8 howaa 
de incubacibti a 3Y0C de una mezcla conteniendo el subs- 
trata y erirrocitas htact08 a una concentraci6n de 
0,25 g/m1 diluidos en SSP hasta un valumen f i n a l  de 10 m1 
0 : dihidroiriacetona 10 mM 
0) : glucoas 10 mM 
da> : control. de eritracitos s i n  substrata 



horas en una mezcla incubada a 37'C que contenia ADP-Flp 
5 mM, P i  20 mM, ApSA 0,1 nM, DTE 1 mM, gliceraldehido-3-P 

5 mM, una mezcla iónica básica similar a la empleada s i s -  
temáticamente en las valoraciones de actividades enzims- 
ticas que contenia TES 50 mM pH 7 ,4 ,  KC3. 100 m$! y MgCT, 

& 

5 M, mas eritracitas permoabllizados a una concentraciBn 
de 0 , 2 5  g/ml, en un volumen f i n a l  de 2 m1. 

En La Figura 45 pueden apreciarse los resultadas. 
Cuando se empled NAD* a una eoncentracidn de O,! mEI l a  ve- 

locidad de producci6n de lactato fui! de 0,06 pmoles/g/min, 
lo que estaba muy por debajo de la  actividad del enzima 
mas escasa de e s t e  sector  de l a  via glicolftica, l a  fo s fo -  

glicerato mutasa, que como se v i 6  en el apartada 3 .  S - 8 .  

prasenta una actividad in situ de 0,45 U/p. Pensamos en- 

tonces en aumentar l a  concentracian de NAD* puesto que a 
O , f  mM l a  gli~eraldehido-3-P deshidrogenasa no aeberfa es- 

tar funcionando en condiciones de Vmax (S para .-el NAD' 
0,s 

de 0 , 1 8  mM in s i t u ,  vease apartada 3.2*6.2.], Cuando em- 
pleamos NAD' 0,s niM l a  velocidad de apariciSn de lactato 
aumento a 0 ,12  pmoles/g/min, como puede apreciarse eli l a  
Figura 4 5 ,  acercgndose ya a l a  actividad d e l  enzima de ca-  

pacidad mas liniitada 
La produccion de lactato desde gliceraldehido-3-P 

in s i t u  es por tanto de un rango simular e i n c l u s o  l i ge r a -  

mente superior a cuando $a midi6 in vivo a p a r t i r  de rina 

triosa hom6iogs y sin fosforilar, l a  dihidroxiacetona. Por 

o t r o  lado se observa también que Ia fase i n i c i a l  de laten- 
cia es de menor cuantia en las condiciones ensayadas i l i  si- 

tu, 

3.3.2.2. P~oducci6n de l a c t a to  a partir de glucosa-6-P. 

Se deternind l a  aparicidn de lactato a partir de 

glucosa-6-P en coiidiciones de Vmax para l a .  v i a ,  incluyendo 



Tiempo ( min ) 

+ 
Figura 45. Producci6n de lactato in situ a partir de g l i -  

caraldehldo-3-P, 

Hezcla de ensayo: ADP-Mg 5 M, Pi 20 mM, A ~ , A  
0,1 M, DTE 1 mM, gl$ceraldehi~o-3-P 5 aiM. 111- 

cubaci6n a 37°C. NAIl a las concentraciones que 
a contin~ación se saiialan 
1 :  NAD+ 0.5 mM 
(4: NAD 0,1 mM 

4- m: Control en ;tusencia de sitbstrato (NAD u,5 n * ~ )  
Reactivo grapador : DMS 



por tanta los efectores positivos d~ l a  fas%ofructokinasa. 
La mezcla de incubacidn comprendi6:g2ucosa-6-P 1 mM, ITP-Mg 

-t 
1 mbf, ADP-Mg 5 nMr NAD' 0,s mM, Pi 20 mM, AMP 0,1 nH, NH4 1 

niM, Ap5A 0,1 mM, DTE 1 M, l a  mezcla i6njca basica y 0 , 2 5  

g/mT de eritrocitos permeabilizados, en un volumen final de 
2 ml. Se m f d í b  l a  aparici6n de lactato a 10 lari:o de 2 ho- 

ras en l a  mezcla incubada a 3 7 O C .  El resultado puede apre- 
ciarse en la  Figufa 46, La produccidn de lactato a partir 

de glucosa-6-P fu$ de 0.07 pmoleclgdmin, 

Con objeto de confirmar si l a  Zasfofructokinasa 
estaba limitando o no el f l u j o  de l a  v ia  valoramos f ' r u c t n -  

sa-1,6-difosfata paralelamente a1 lactato a lo l a r g o  de l a  
incubacibn, cama puede apreciarse en l a  Figura 4 7  en que 

mostramos esta  determinacien l a  aparicibn del fructosa d i -  

fasfato fu6 concordante con l a  de  l ac ta to ,  se acumula rlj 

Iss primeros 7 5  a 30 minutos para luego descender parale- 
lamente con el consumo del glucúsa-6-P y a l a  vez que l a  
producci6n de factato va aumentando, luego la fosfofructo~ 

kinaca, 8 l a  a l t a  concentracibn i n i c i a l  empleada, no l i m i -  
t a  el f l u j o  desde glucosa-64, l a  etapa limitante debe es-  

tar por t a n t o  por debaja de la reacciBn cataligada por  es-  

t e  enzima, 

3 , 3 . 2 . 3 .  Producci6n de Jactatu a par-ir de ~ l u c o s a  o 2 l i c o -  

En los primeros es tud ios  de glicolisis entera  l a  

mezcla de incubacien que empleamos comprenditi: g lucosa  5 mrl. 

ITP-ME I m ~ ,  A D P - ~ g  5 M, NAD+ 0,s  ni^, Pi 20 a, AMP O , I  ~ P I ,  

~ 1 ;  1 mM, Ap5A O ,  1 mM, DTE 1 oiM y l a  mezcla idn ica  basica 
en un volumen f i n a l  de 1 ml. 

De forma paralela estudiamos l a  posibilidad, que 
ofrece e l  abordaje in situ, de  sortear  l a  hexokinasa intrn- 



Tiempo (rnin) 

Figura 4 6 ,  ProducciSn de lactato la s i t u  a partir de glucosa-6-P. 

+ 
Wzcla de  ensayo: ITP-&+1 mM, ADP-Mg 5 mP1, N U, 5 mM, 
Pi 2 0 d ,  AHP 0,1mEl, 1Fdq 1 rd4, Ap5A0,1mM,  DTE 1 M. 
Incubación a 37°C 
(e) : glucosa-6-P 1 mM 
: control s i n  substraro 
Reactivo grapadar: DMS 
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Figura 47, C;licollsis in s i t u  a partfr de, p;lucú~a-ti-P. Determina- 

ci3p, ge fructaea-i,6-difoafato a l a  largo de la incuba- 

+ 
Mezcla de anaayo: ID-Mg 5 a, AT)P-Mg 5 M, W 0;s M, 
Pi, 20mM, AMP 0 , l  IDH. mi4 l&.  b ~ ~ A 0 . 1  IBM, DTE 1 i n ~  
Incubacf6n a 37'C. 
Reac t ivo grapadar : DiB 



celular adicionando hexakinasa comercial en exceso [4 U f ~ ~ l l ) .  

De esta  forma, l a  glucosa-6-P formada en proporción abun- 
dante fuera de l a s  cglulas  permeabilizadas, se incorpora- 
r la  una vez dentro a l a  cadena g l i c o l f t i c a t d p  enzimas Pn- 

tracelulares; en estas condiciones, l a  produnci6n de lac-  
ta to  deberla ser superior 16gicamente a l a  de l a  glicolisis 
entera desde glucosa, y equiparable a l a  que se encontr6 

cuando se i n i c i d  l a  v ia  a partir de glucosa-6-P. As: ten- 

driamas un in6todo 6ptima para constatar in situ l a  limita- 
cidn que l a  hexokinasa supone a l  f l u j o  g l i c o l l t i c o  en e l  
eritrocito, dado que como ya hemos descrita anteriormente, 
e s  el enzima que presenta actividad mas escasa. 

La producci6n de l a ~ t a t s  encontrada cuando se mi- 
di6 glicolisis entera fu6 de 0,04 plaoles de lactato por 
gramo de eritrocitos y pbr Binuta, 15 que  trespo pon de apro- 

ximadamente a 1 , 4  piaoles de glucosa/gihara. Cuando se adi- 
cion6 hexukfnasa en excesd l a  produccibn de. lactato aumen- 
t B  hasta Q , O ~  iiittoleslglmin, exactiihente el valor encontra- 
do runndo se midio l a  produhccidn de lactato' desde gluco- 
s&-Q-P, descrito 6h el apartado anttkriar, 

Pero comb pueda optbciariie en l a  Figura 4 8 ,  en que 
ekpansn ioe resultrdoh, rc a p y ~ r i d  ud phf iodó  de latehcia 

muy astearo,  da nius dr  una hora, quo ea contra de lo que 
cabfa sspefor tamhidn ss presenta cuando se sortea 5a haxu- 
kinasa intraceluiar, lo que no parecla 16gico ,  puesta que 
no fué observado cuanda aedimos glf~olisid directamente a 

part ir  de glucoila-6-P. Con objeto de conocer la  etape res- 
ponrablt de k s t l  I~teneia, reulizeaas l a  dctermihacibn de 

una hrrie dr mstabalitoi interhediorios olicbllticas, cua- 
les fueron: glucaaa, glucosa-6-P nas fructcrh-ti+, f ructo- 
r ~ - 1 , 6 * d i f c ~ f a t o  y dihidroxiacetona-P mar pliceraldshido-3-p. 
Determinaciones qus fueron hechas paralelemente a l a  apari - 



Tiempo (horas) 

Figure 48. Gl ico l i s i s  in sítu y determinaci6n d e  intermediarias 

~ l i c á 1 3 t i ~ o a .  

tde~cla de+ensayo: glucosa 5 M, ITP-Mg 1 niW+ ADP-w~ 
S M ,  NAD 0,5mM. Pi 20M, AMP 0,1 M, NH4 i a, 
Ap5A Otl iW, DTE 1 M. Incubación a 3I0C 
Reac t ivi grapadoz: DMS 



cidn de lactato, de forma similar fueron llevadas a cabo 
cuanda se incube Ja mezcla en presencia de hexokinasa coa 

mercial en exceso. 

En l a  Figura 48 puede verse como la desaparición 
de glucosa fbé concordante con l a  aparici6n de lac ta to  
cuando se midid glicaliiis entera, en que l a  velocidad de 

consuma fue praeticamen~e coincidente con la de p r o d u c c i h  
del  últ imo metabolito de l a  ruta. Como tambign sucedi6 con 

l a  désaparici6n de glucosa-6-P cuando su adicianb hexukina- 
sa a l a  mezcla de incubacign, por tanto,  l a  I h i t a c i 0 n  de-  
bersa farzasamente estar mas abajo de l a  glucocafosfato 
isomerasa. Cuando valoramos fructasa d i f o s f a t o  y t r iosas  
pudimos apreciar camo no conenzabaa a acumularse hasta  pa- 
sada la primera hora de incubacldn (Eig. 491, 10 gue de- 
mostraba que l a  limitacibn i n i c i a l  estaba 1ocalizada a ni- 
vel de l a  fosfofruttokiniisa, liinitaci6n que probablemente 
estaba mbtivada porque a l  aaplear el IT P - M ~  a una concen- 
trdci6n inferior a l a  de glucosa (1 niM el TTF-hig y 5 wbf 

l o  glucosa) e l  nuclessido trifosfato era consumido por l a  
hexokinasa, (luedando entonces deficitario el enzima si- 
guiente que es dependiente de1 mismo nuclebtido, l a  f o s f o -  
fr~ctokinaati,  de forma que do aunentaba su actividad hasta 
que e l  ITP era reciclado, lo que tenia lugar pasada l a  p r i -  
mera hora, poni6ndase en marcha entonces el resta de i a  
niaquinarf a g i i c o l ~ t  ica.  Esta higatesis se con£ i r m a ~ i a  si 
a l  poner en i a  nercla de incubeción e l  ITP-Mg en exceso so- 

bre i a  ~ ~ u c U ~ P ,  se redujese drasticanente el periodo de l a -  
ttncia encontrado. hiedini~s entonces de nueva e l  f l u j o  g l i -  
colftico en ruioneia y presencia de hexakinara extracelu- 
lar ,  pero con ITP-Mg 6 mM y glucosa 5 M, manteniendo igual 
el  recto de l a  mezcla de incubacian y volviendo a determinar 
l a  serie de intermediarios gl ico l f t icos  que evaluarnos en  l a  



- gilcoliris entera 146 

--- gllcollsls en presencio de 
HK sxtratrrlulcir 

Tiempo (horas) 

Mezgln de ensayo: glucosa 5 d. ITP*& 1 M, ADP-Mg 5 ia, 
aian OJW, Pi 20&, AEIP 0,1 mM, N'B4 1 M, Ap5A 0,1 M, 
DTE 1 mM, IncubacP6n a 37°C. 
Reactivo grapador : DMS 



inchbaci6n anterior. En l a  Figuras 50 y 51 exponernos l o s  

resbltados, que describimos como s igue :  
- La fase de latencia se ha reducido muy conside- 

rablemente y desapareciú de l  todo cuando se sorte6 l a  he-  

xokinasa intracelular (Fig.50). Este periodo alcanza i n  
s i t u  unos 15 minutas, diferente por tanto a In  vivo en 
que fué de 30 a 60 minutos (Fig.  4 4 ) .  

- El f l u j o  glicolftico fué similar a l  encontra- 
do en l a  incubación que realizamos can ZTP-Mg d c f i c i t a -  

rio,  O,Q4 prnúles de lactato/g/min en glicollsis entera 
y 0,07 cuando se sorre6 la hexokinasa Fig.  S U ] .  

- La desaparicion de glucosa lu6 concordante en 
ambos casos con l a  producción de i a c t a t o ,  como a s l  mis- 
mo l a  d e l  glucosa-6-P (Fig.  50). 

- El acfimulo de fructasa difosfato  y l a  itiezcla 

de triosas se adelantb hacia e l  i n i c i o  del  priado de in- 
cubación (Fig.  51). Lo que confirm6 l a  hipdtes is  i n i c i a l  
puesto que demuestra que l a  limitación superada a l  incu- 

b a ~  con exceso de ITP estaba localizada a n i v e l  de l a  
fosfoiructokinasa. 

En l a  Figura 52  exponemos globalmenre los re-  
sultados in s i t u  e in v ivo  obtenidos en este estudio de 

g l i c o l i s i s  evaluando la  producci6n de l a c t a t a  a p a r t i r  

de distintos niveles de l a  ruta.  Los valores correspon- 
dientes a 10s f l u j o s  respectivas encontrados se hallan 

también reunidos en l a  Tabla 10. 



Tiempo ( horas ) 

Figura M. Glicolisis in sltu y d o t ~ ~ , $ b n  de intermediarios 

~ l i c o l l t i c o e .  ITPMg w exceso sobre ~lucosa,  

Mezqla de eneayo: glucosa 5 idl, ID-+ 6 a, AW-Hp 5 M, 
HllD 0.5 Pi 20 d, AMP N, % 1 d, Ap5A Os1 M, 
DTE 1 d. Incubaci6n a 37%. 
R-CE~VO grapadar : DMS 
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Tiempo (horas ) 

Figura 51. Glicolisis in s i tu .  Deteminaci6n de la fructosa-1 . .  ,&di- ..-Y 

fasfatq y gliceraldehido-3-P + dihidruxiacetona-F. ITP-~Q 

en excesa sobre glucosa. 

Nexgla de ensayo: glucosa 5 mM, ITP-% 6 M, &P-Mg 5 w, 
NAD 0,5 d4, Pi 20 mN, AMP 0 , l  mH, NH4 1 mM, A p P  0,l m, 
DTE 1 mM. Incubacion a 37'C, 
Reactiva grapador: DMS 



Tiempo (horas) 

Figura 52. Glico l i~ i8  in i i t u  c in viva a partir d,e diferentes 

Mer$la de enseyo in situ: IW-& 6 % ADP-M8 5 E$!, 
NAil 0,s M. Pi 20 M. AMP 0,1 M, NB4 1 d, Ap5A 
0,1 M, DTE 1 d. Tncubacih a 3 f ° C ,  
Reactivo grapadot: DHS 



TAEU 10. Producción de lactatu in vivo e in s i tu  a partir de dif e-, 

rentes aubst-atoa. 

Hezcla de ensayo i n  aitu: ITF-Mg S M, mP-Mg 6 M, i'AD + 
t 

0,5 M, Pi 20 in, AMP 0.1 a, NHg 1 , Ap5A 0.1 UN, DTE 

1 mbf. Reactivo grapadur: DMS 

IIn vivo: 

glucosa: 0,08 pmoles lact , lglmin. 



3 , 4 .  APENDICE: l a  adenilato kinasa. 

Se trata de un enzima ampliamente distr ibuido en 
los t e j i d a s ,  particularmente en mfisculo, por lo que t ~ ~ i ~ b a e n  

se le conoce por e l  nombre de rninkinasa. Es un enzima dc 

gran importancia, su papel fundamental se centra en l a  con- 

servacidn d e l  equi l ibrio  entre Los adenin nucle6tidos, ATP, 

ADP y AMP (90), contribuyendo por t a n t u  a mantener l a  cuas- 
tancia de la carga energgtica, cuyas oscilaciones, como fu6 

señalado por Atkinsan (43 (S), constituyen las  señales fun- 
damentales de control del  metabolismo energgtico, 

Como enzima potencialmente muy relacionado con l a  

g l k c o l i s i s  (dada l a  idportancia del  AMP como activador a los-  

térico de l a  fosfófructokinasa), ten3a interes para nosotros 
estudiar su comportamiento i n  situ en eritrocitos, donde es- 

ta ruta constituye l a  Gnica fuente de produccian energglica.  

Las primeras valoraciones in v i tra  pusieron de ma- 
ni f i e s to  que es'te enzima mostraba una actividad Ilamat.iva- 

eente escasa en eritrccitos de rata,  al rededor  de 2 Ulg. In 
s i t u  y empleando e l  TDI como reactivo grapador, encontra- 

mos valo~es de actividad en e3 rango del 20% de los halla- 
40s in v i tro ,  l o  que lagic~mante hacia d i f i c i l  Xa realiza- 
cibn de un estudio cin6tico en nuestras condiciones h ü b i t u a -  
les de ensayo, 

Pasamos entonces a estudiar su ac t iv idad  empleando 

erktrocitos humanos, en los que estan desmitus valores de 

adenilato kinasa superiores a l o s  de ra ta  (52). Estas &u- 
las presentaron en un pri~cipio l a  d i f i c u l t a d  dé no rosis- 
t i r  61 procesa do permaabilizaci6n cuando se empleaba e l  TDZ 

coriio r e a c t i v o  gtapador. Con DTBP, y aumentando e l  tiempo de 

enfrentamiento a l  reactivo hasta una hora se consigui6 per-  
nicabil izarlos,  obteniéndose un rendimiento del 10 a l  &O%; 



p r o e n  canbio l a  cantidad de enzima detectado In s i t u  fue 

menor del 5 %  de l a  obtenida in v i t s o .  A la vis ta  de esta 
acusada sensibilidad de l  enzima in s i t u  a l  DTBP, pracedb- 

mor a permeabilizar de nuevo l o s  er i troc i tas  humanos em- 
pleando ahora e l  tercero de los reactivos grapadores con 
que contamos, el DMS, Con este reactivo, l a  permeabiliza 
ci6n i e  eritrocitos humanos alcanz6 un rendimiento dc c 6 -  
lulas grapadas similar a l  abte i~ldó con DTBP, siendo tam- 
bien preciso aumentar a una Iiora e l  tiempo de graparnienztci; 
obteniéndose en e s t e  caso una buena actividad d e l  ,enzima 
in s i t u .  Verificamos un estudia cinEticú frente a l a  con- 
centracien de AaP-Mg y encontramos valores de Km de 0,S 

mbi in situ y O,? d in iritro, La Vmax fu6 esencialmente 
l a  misma en ambas condiciones, 60 U f g .  

Este Eu6 el finita Caso de los enzimas que hemos 

estudiado, en que Se encontri5 i n  s i t u  una actividad máxima 
practicamente d e l  100% respecto a i n  v i t r a ,  

La dificultad de consegnif permeabilizar ertro-. 
c i tos  humanos empleando e l  TDI,y l a  posterior modificacibn 
que fu6 preciso hacer en la pauta de tratamiento cuando se 
emplearon los utros teactivos,  puede indicar  l a  existenxia 
de una p o s i b l e  diferencia entre l a  estructura de l a  membra- 
na de los eritrocitos de rata  y los humanús. 





4 . 1 ,  EL ABORDAJE TN 51TU EN CELULAS ANIMALES 

El abordaje en sf comprende dos etapas, una p r i -  
mera de "grapamiento", con l a  que se consigue f i j a r  l a s  
proteinas de l a  membrana mediante l a  utilizacidn de un 
reactivo bifuncianal y o t r a  de permeabilizaci6n con d i -  
gitonina, Con este  método, desarroZlado en eritracitos 
de rata se nantiene Ia estabilidad ce lu la r ,  como ha que- 
dado demostrado por la resistencia que es tas  cElulas una 
vez tratadas han mostrado a Las distintas pruebas hemoli- 
ticas a que fueran sometidas, tras l a s  cuales l a  hemoplo- 
bina liberada nunca fue mayar de l  S%, No obstante, entre 
los tres procedimientos empleados para 3.a fijación de las 
próteinas de l a  membrana, uno de ellos, e l  grapamientu con 
dimetil-5,3f~ditiobi~pr~pi~~imidat~(DTBP, permite una pos- 

t e r io r  l isis celular completa con relativa inocuidad u t i -  
lizando ditiúeritritol. Los eritrocitos permeabilizadas 
mantienen forma y tamaA~ normales y su estabilidad [en 

condiciones de consetvacidn idóneas) permanece a 20  l a r g o  

de mBses, 
El pracedifiientu resulta sencillo y relativamen- 

t e  bteve, de fuma que en menos de una hura puedes proce- 
garse v a r i o s  gramos de  eritrocltna con un rendimiento d e l  
B O I ,  daterninado par e l  empleo de distintos *ar8metros, 
entre I d $  cuales cabe entresacar l a  evaluacibn de l a  t u r -  
bidez propia do l a s  cglulas Integras, valorada a trav6s 

de la absorcidn dptica a 650  nm, c r i t e r i o  de aplicacibn 
rapida y facilmente reproducible. 

LOS eritrocitos tratados por  cualquiera de e s t o s  

tres procedimientos son libremente permeables a varios t i -  

pos de metabolitos, cono queda demostrado por  e l  hecho de 
que los enzinas intracelulares son accesibles a los mismos, 



lo que es imposible en las  células intactas,  que san imper- 
meables a l a  mayor parte de los  substratms,,.y cofactares em- 
pleados;  por  l a  misma razón ha s ido  posible e l  estudio de  

l a  glicolisis in situ a partir de  niveles internedios de l a  
ruta, Ademas esta permeabilizacl6n es suficiente, dentro 
del ranga que corresponde a las metabolitas empleadas, pues- 
t a  que las  c indticas  Xn situ son en general similares a l a s  
encontradas in v i tra .  

El proceso do incremento de l a  permeabilidad en 
los eri troci tos  tratados está  fundamentalmsnte relacionado 
con l a  liberacidn de l fp idos  de l a  membrana par parte de l a  
digitonina (Tablas 1 y 2 1 ,  aunque tambiBn contribuye a e l l a  
e l  mismo proceso de grapamiento y 13 posterior desestructu- 

raci6n que l a  membrana f i jada sufre cuando es sometida a 

choque hipotdnico (Tablas 1 y 3 ) .  

Las actividades enzimsticas determinadas en los 
eritrocitos permeabilizados estdn d e ' f  tivamente ligadas a 
l a s  d6lulas ,  ya que cuando se separaron por centrifugaci6n 

no se detect6 actividad alguna en l a  fracci6n sobrenadante, 
en l a  que adenas se puso de manifiesto l a  ausencia d e  hmo- 
glabiúd,  lo que por otra lado evidenció l a  f a l t a  de sa l ida  

del coiitcnido pf6teico futre de :las células poineabilizadas . 
Por atra iadb,  306 @rit~ocitah tfatadss cbnrezvan a l  menos 
24 horas 18 generalidad de loa enrimas estudiados y sn e l  
caso de algunos de ellos [Tabla 41,  durante meses. 

Respacta a l  prockso de grapamiento no hemos p t e -  
cisado con exreniibn sl nivel  de estructura celular a que 
t iene lugar Ir tictuicibn de Sus teactivad bifhncionales; a 
l a  v is ta  de las pruebas de estabilidad que henios aportado es 
evidente que con ellos se consigue l a  f i jac i6n de l a  mcm- 
brana celular,  ananteniendose íntegro e l  arrnazSn proteico de 
l a  misma, de manera que 30s reactivos actuan a este  nivel 



a muda de grapas que mantienen unidas l o s  componentes de 
l a  membrana. No obstante, e s t o s  canpuestas en funci8n de 
su salubilidad, su tanafio y l a  16gica desestructuracidn 
que presumiblemente provocan en l a  membrana, deben pene- 

trar en las cel~las o por lo menos establecer tambien 
entrecruzamientos a grapas entre las pratelws de l a  mem- 
brana y las maféculas vecinas de hemoglobina, cocretamen- 
t e  e s t e  hecho fué descrito por Wang y Richards en 1 9 7 5  

C148) tratando eritrocitos humanos con BTBP. Por estas 

razones, l a  visidn d e l  proceso de grapamiento qué expo- 
nemos en l a  Figura 2 (pag. 2 1  3 es salamenle un esriuema 

empfrico de lo que pensamos que puede ser l a  attuaci6n 
de l o s  reactivas a nivel de l a  membrana y que nos ayuda 
a comprender l o s  fen6menos de estabilidad y permeabili- 

zacidn que se dan en l a s  eritracitos t r a t ados  de esta  ma- 
nera, 

4 , 2 ,  ESTUDIOS CINETICOS TN SITU E 1N VTTRO DE LOS 
I I  

Los valores de  Km encontrados in c i t u  son en ge- 

neral  esencialmente iguales a los obtenidos in vitro, y 
en l a  mayor parte de los  casos se han most~ado coinciden- 
tes  can los descritos en l a  l i teratura (5%) 11371, datos  

que par otra lado suelen proceder de eritrdcitos humanas 
y determinadas en muchas ocasiunes en condiciones bastan- 
t e  alejadas de las  fisialbgicas. 

La mayoria de 10s mimas fueron estudiados em- 
pleando sucesivamente las diferentes t i p o s  de reactivos 
grapadares [Tabla 9) . Las propiedades cineticas se mantu- 

vieran idénticas, sucediendo lo mismo en los casos de en- 
zinas que muestran caracterfsticas especiales, cuales son 



los enzimas alostéricos, que seran discut idos  en el apar- 
tado sigiente. 

Las velocidades maximas de los eazimas glicalf- 
t icos  estudiadas in situ se mostraron inferiores a l a s  úb-  
tenidas in v i t r o ,  generalmente alrededor d e l  SO%, aunque 

como puede verse en l a  Tabla 9 se encontraron en algunss 

casos valores mas bajos ,  dependiendo del react ivo Esapa- 

dar que se emplease, coma sucedi6 con l a  Eosfogf icerazu 
kinasa, l a  fosfogl icera to  mutasa y l a  piruvato kiiiasa que 
mostraron con e3 PDI actividades mgximas re la t ivas  muy ba- 
jas y en cambio con DTBP o DM5 subieron a l  ranga general 
de l  40 a l  60%. Puede verse como de Iús tre3 reactivos, e l  

DMS fue  con e l  que se detectaron mayores actividades i n  

s itu,  mieritras que e l  TDI fui5 con el que en c ier tos  casos 
se mostrarun mas k.educldas, Estas diferencias de Vnax en- 
contradas con los  diferentes feactivos son expresi8n de 

una inactivaci8n parcial provocada por el reactivó en cuec-  
ti6n. Ahora b i k n ,  curiosamente puede apreciarse (en l a  m i s -  

ma Tabla 9) roma geeeralmente estas diferencias no corren 
paralelas é i  l a  sensibilidad que los enzimas muestran a 10s 

tres t i p o s  de rsactiuos: hay casos sobresalientes como e s  

el de l a  piruvato kinasa,  en que las actividades maximas 
in sftu respecto a i n  vitro fueran d e l  S%, 351  y 58% en- 
plearido TDI, DTBP y DEi5 respectivamente, y en cambio l a  
sensibilidad que e s t e  enzima mostr6 a l o s  mismos fue d e l  
20 a l  25% en 10s tres casos. 

Por tanto no coincide generalmente l a  reduceion 

de Vmax encontrada í n  s i t u  para cada enzima con l a  s e n s i b i -  

lidad que ofrece a l  reac t ivo .  Incluso pueden apreciarse 
casos en l a s  cuales dicha sensibilidad e s  mucho menor que 

l a  reduccldn de Xa Vmax in s i t u ,  coma sucede ron l a  hexo- 

kinasa que presenta un 33% de actividad in s i t u  y un 759 



en un hemolizado tratado con TDX; o bien  l a  PGK, PGN y PK, 

que en los eritrocitos tratados con TD3 apenas muestran ac- 

t iv idad y en cambio en un hemo'lizado tratado con e l  misiiio 

reactiv~ se valoran en porcentajes mas elevados. 
En relación con esta reduccian de l a  actividad 

mgxima de los enzimas in situ se encuentra por un l ado  e l  
hecho observado d é  que cuando estudiamos l a  hexokinasa e n  

un heml i tado  concentrada (apartado 3 . 2 . 1 . 4 . ,  pag.78 ) l a  
Vmax fue  del  orden d e l  50% respecto a l a  que mostr6 en uno 
d i l u i d a  [in vitro), lo que se acerca a lo descrito por 

otros autores trabajando con cGíulas intactas (1 9) ( 5 4 )  . 
Por otro lada, e l  f l u j o  g l i c o l $ t l c o  in s i t u  tambien e s t a  

reducido a l  50% respecta a In vivo y a su vez e s t e  último 

, valor es inEeriar (en el mismo porce~itaje) a l a  ect iv idad 

de 1á hexokinasa, el enzima limitante de La ruta. 

Par Gltimo cabe seflalar en es te  sen t ido ,  l a  ex i s -  
tencia de deficiencias descritaq en l a  mayor parte de los 

enzimas gI i co l5 t i cos ,  los cuale$ en t re  otras nanif.estacia- 
nes pato16gicas se acorapaAan de :cuadros de anemia hemol i t  i - 
ca, y sin embargo la actividad residual d e l  enzima d e f i c i -  
t b r i o  es tg  muy por encima de lacapacidad del  f l u j o  g l i c o -  

I l t i c a .  B 1  casp mas extremo 10 constituye e l  d8fici . t  dc 
triusafosfato isomerasa, que abn en los  casos mas severos 
de 105 descr i tos  ( 1 3 8 )  coexis te  con una ac t iv idad  d e l  e n z i -  
ma de mar de cien veces por encima de l a  hexokinasa. Estas 
deficiencias se acómpafian en algunas ocasiones de una d i s -  

minución en ña afinidad por el substrato, pero en otras es-  

t e  parametro es normal y no obstante el f l u j o  g l i c o l f t i c o  
suele mostrarse disminuida, a l a  vez que se  aprecia un acb- 

mulo del substrato; 15 que resulta en toda caso d i f i c i l  de 

explicar. Aun l a  reducción de  l a  actividad m%xima de l o s  
enzimas g l i c o ñ l t i c o s  encontrada i n  s i t u ,  no es s u f i c i e n t e  



para dar cuenta de estos fen6menos. aunque s i  puede es ta r  
en l ó g i c a  relaci0n con los mismos. 

La reunibn de todos estos datos  nos inclina a 

pensar que l a  referida disminucidn de actividad puede e s -  

tar en parte motivada por una inactivaciSn parcial pro-  

vocada por e l  reactiva grapador empleado en e l  proceso de  

permeabilizaci6n, pero k s t o  no explica por  si s o l o  e l  he- 

cho. Los datos aportados sugieren tsnbién Xa posibilidad 
de que se trate de un fenomeno general, o a l  menos muy f r c -  

cuente, de manera que l a  actividad de los enrimas y l i c o l l -  
ticos en e l  eritrocito i n  s i t u  e i n  vivo tienda a ser in- 
Serlai a f a  medible en extractos diluidas. Esto misma apo- 

yaria  tarnbien l a  hip6tesi5, frecuentemente sugerida en l a  

literatura, de que l o s  enzimas de l a  v í a  glicalftica pasean 

un funcionamiento concertada mediado a trav6s de l a  i n t e -  
raccibn entre i o s  mismos, que a su vez estaria facilitad? 
por el. acercamiento entre las diferentes prcteinas ( 2 5 )  ( 5 4 ) .  

No queda pues totalmente eliminada l a  pos ib i l i dad  de una 
asociaciBn entre los diversos enzima$ de La ruta, en fnrma 
mas o menas de superestructura intracelular - e l  llamado 
" g l i ~ ~ s d n i s "  o simplemente cono coinpiejo fiiiltienzimtrt i -  

Lo ,  hi la t i  ahora nunca evidenciado ni tanpoco descartado de 
manara inequfvoca [353 [ 8 4 ] .  

Las a c t  fvidades mgximas encontradas in v i t r o  mues - 
tran un espectro muy variada que o s c i l a  desde l a  hexikinasa, 
que pregsnts 1s mas baja espacldad de i a  m t a ,  0,08 U/?, 
hasta l a  trios~fosfatb i~omerasa, e1 enzifia de act iv idad 

elevada, 200 U / R ,  (T'abla 93.  Zn general los niveles de 
snrinias pueden agtupsteo en tres categorias: 1 )  Los de muy 
brf a i c t  i v i  dad ( e  1 U/R) representados por hexokinasa, a l do -  
lasa y fosfuglicerato mutasa; 2 )  los de actividad intermc- 

d i a  (de 1 a 20 U/R) que son l a  mayoria, representados por 



~lucosafasfata isomerasa, fosfofructokinasa, gl iceraldehi-  
de-3-fosfato deshidrogenasa, focfoglicerato kinasa, enola- 

sa y plruvato kinasa; y 33 los de actividad mas elevada, 
cuales son triosafosfato Isamerasa y lactata deshidropena- 
sa. Estos valores entran dentro del rango de l o s  que se 

describen ea Ia literatura, aunque no resultan faciles de 
comparar a l a  v i s t a  de l a  escasez de datos descritos en 
eritrocito de rata y l a  diferencia en l a s  condiciones de 
ensayo utilizadas. 

4.3.  CASOS PARTICULARES 

Discutimos squf las resultados obtenidas can en- 
zimas que par poseer Caracbrfstfcas especiales ( les ala$-  
téricos entre e l los)  han merecido especial intergs para sir 

estudia in s i t u ,  habiendo mstrado  en estas  condiciones la 

mayor parte de ellos distinciones particulares en su con- 

portamiarito. 

4 . 3  1 HEXOKf NASA 

La conducta cinética que mastr6 e s t e  enzima f ren-  

t e  a l a  glucosa fué id$ntica in situ que ifi v i t ro .  Electro- 
Eardkicamente se ha descrito que se conporta como e l  Isozi- 
ma I de eritrocitos humanos (581, pero e l  valor de Km en- 
cofitrado en las  de rata, # , 2  rhh* (Fig.  331,  supera en un 
orden de magnitud a l  que presenta ese t i p o  de isozina (1091 

( 1  5 7 ) .  l o  que est l l  a favor de que ambos pazfcnes rio sean 
totalmente equivelentss, Frente nT ATP en cambio, e 1  c m -  
portamiento cindtica in riru ha s i d o  diferente, exhibiendo 
en estas condiciones una doble  Km, can valores de 0 ,15  v 

1 , s  mM ( F i g .  1 4 1 ,  mientras que in vítro fue única y con 



un valor de 0 , 3  mM. 
Este enzlma es alastéricamente inhibido por 2 l u -  

casa-6-P, pero con menor intensidad que in vitro (Figuras 
1 5  y 16 y Tabla 5). lo que ofrece particular interes ya que 
una disminuci6n similar se presont6 tambign cuando se es tu -  

d i 6  e s t e  fendmsno en un hemolizado concentrada (Figura 16 
y Tabla 6 ) .  en e l  que se conserva la  elevada concentracion 
proteica que prevalece in s i ru , l o  que indica que esta  d i t e -  
rencia depende de l  ambiente nacromoJecular mantenido in si- 
t u ,  Esta sensibilidad mas reducida in s i t u  a l  glucosa-6-P 
explicarfa taibien el hechode que &o enun principio estu- 

diamos l a  act iv idad de l a  hexokinasa, l a  Iiaearidad de l a  
reaccibn se mantuviese in silu por un periodo de tiempo mas 
extenso que in v i tro  (Fig, 1 2 1 ,  ya que como se explic6 en 
RESULTADOS (apartado 3 . 2 ; l . f ,  pag.65 1 esta  disminuclan pro -  

gresiva de l a  velocidad estaba ralacionada curi l a  aparicion 
de glucosa-6-P. 

Respecto a1 comportamiento de l a  hexokinasa fren- 
t e  a l  2,s-DPG y cono se aprecia en l a  Tabla 7 ,  en nuestras 
condiciones de ensayo y empleando concentraciones de has ta  
2 ,s  niM, no hemos encontrada inhibici6n significativa in s i tu  
n i  i n  vitto. todos las trabaj~s que conocemos solire l a  inhi- 
bisibn da1 enzima de eritruciro por parte del  Z,J.BPG, atin 
I r  misma publicrcidn de Dlsche en 1941 (351 en que se des- 

cribi6 por primera vez e s t a  fenimeno, se realizaran emplean- 
do concentraciones de 2,s-DPG superiores a 2 nl4 (19) (58) [99) 

( 1 1 1 ) ,  y los valores de ki que se han obtenido se encuentran 
alrededor de 5 nM (99)(111], que es precisanente e l  n i v e l  

que alcanza dicho metabolito en l o s  er i trocl tas .  De aqui que 
se haya pretendido dar a l  2,3-DPG e l  papel de un autentico 

inhibidor alost6rico de l a  hexokinasa en las c g l u l a s  rojas, 
por e s t a  razdn e l  trabaja de ~ i s ' che  se ha presentado coino c l  



primer caso encontrado de inhibicion feed-back (36)  . Pero 
habrB que considerar que forma se encuentra e l  2,3-D?G 
en e l  e r i t r o c i t o ,  ya que solo en estado  l ibre aodrii a c t u a r  

como efectar. En el apartado 3.2.1.5, (pa9.80)  de RESULTA- 

D O S ) ,  explicamos que es te  metabolito se halla fuertemente 
unida a l a  hemoglobina, con una constante de afinidad de 
6 x 1 0 - ~  M, como fué descrito par Benesch e t  a l .  ( 1 1 ) ,  por 

esta  raz6n l a  cuncentracih de 2,J-DPG libre en cond ic io -  

nes d e  un cociente Hb/2,3-DPG igual a l a  unidad na es su- 

perior a 0 ,2  d!, como Benesirh e t  a l ,  mostraron en 1971 ( 1 0 ) .  

No obstante, el grado de combinaci63icm l a  hemoglobina va- 
r f a  con l a s  condiciones de oxi~enaciún, de forma que l a  

proparcion do 2,s-DPG l ibre aumenta con e l  grada de mi-  

genación de l a  misma (721. El grupo de Rapopurt (453 For  

un lado y Hamasaki y Ros& (50) por otro,  han estudiado e l  

ligamiento del  I , ~ - ~ P G  a l a  hemoglobina en estados de oxi- 

genaci6n y desoxigenaci6n completas teniendo en cuenta l a  
presencia de y otros fas fatos  organices, como el ATP, 

que tanbiEn se  une a es ta  prateina; segGn estas autores, 
consideranda e l  casa extremo de que l a  moIEcu2a de hemo- 
globina e s t e  totalmente oxigenada, l a  concentraciBn de 

Z,3-DPG l ibre  seria d e i  3 5 %  del to ta l ,  o sea 1,7 mM, te- 

ducidndese a l  Ci eh l a  situación apuesta. Id vivol pues, 
l a  cancantracldn de 2,J-DPG l i b r a  debe oscilar alrededor 
de 1 mM o incluso par debajo, y e g t e  es el nivel en e l  cual 

e s t e  met8bPlito püdrIa actuar cbmo un efector. Los valores 
de Ki que se han presentado en la literatura ( 9 9 ) ( 1 1 1 1  y 

los resultados que nosotros hemos obtenido evidencian l o  
con t ra r io .  Podemos considerar entonces que l a  inhibici6n 
descrita de l a  hexokinasa de  eritrocitos por parte d e l  

2.3-DPG carece de significado Q i s i o l b g i c ú .  Sin embaryc, 
hay que resefiar que e l  mismo Ilische. en su t rabajo p u b i i -  
cado en 1941 describiendo e s t e  k ~ 6 9 e n o  (351, se refiere 



a l a  necesidad de tener en cuenta l a  concent~aciOn d e l  d i -  

fosfaglicerato en estado libre, mostrando s~ sorpresa ?or 

e l  hecho de que l a  fosforilaci6n de l a  glucosa tenga l uqa r  

en los er i txaci tos  intactos a pesar d e l  nivel tan elevado 
de 2,3-DPG que poseen, y resume diciendo: "Nous pensons que 
l'état combiné de l 'x ide  diphosphoglycerique cmpeche son 

11 act ion inhibitrice sur l a  phospharylation du ~lucuse,.., . 
4 . 3 . 2 .  FOSFQFRUCTOKINASA 

La fosfofructokinasa responde in s i t u  a los efec- 

tures alostéricos positivos y negativos aunque con sensibi- 
l i d a d  a 10s mismos menor que in vitro, 

La actividad in situ en ausencia de efectores po- 

sitivos: AMP, Pi y NH; (Fig. 181,  es drasticamentk mas e l e -  
vida in s i t u ,  con un sumento considerable en l a  afinidad 
por el fructoss-6-8, frente a l  cual l a  cinética en e s t a s  

Cundihcioses es practicamente hiperb6lica, mientras que in 

Vitr6 muestra forma sigmoidal, como lo confirman l o s  valo- 
res de n que se presentan en l a  Figura 19 ,  Esta peculia- ki 
rldad es l a  mas sobresiilitnte de las  encontradas in s i tu .  
Hemos eratadb da investigar posibilidades arte-factuales 
que pudieran dar cuento de el la:  De esta tnanera Y en p r i -  
mer lugui no perece estar telacicnad~ con l a  probable preb 
~lric ia  intracaluiar de l  seactiva grapadar, dado que no se 
reprodurc en hemslizados tratados coa e l  niisma 6 b i e n  Bn 
eritrbcitos l i sada6 uná vez que fueran g r a ~ d ~ s  con DTBP 
(Pigufar 2 1  y 121;  l a  posibilidad de acúmla o produeeibn 
de activedores in a i t u  tanbien fub eliminada, a l  menos 
dentro da los  l fmiteg  de nuestro sistema de estudio. Esta 
diferencia de comportamiento de l a  fosfafructakinasa, ob- 
servada en las c~ndicignes de nive les  f i s i o l 6 g i c ú s  de l  



enzima como son l a s  que urevalecen in s i t u ,  confirman por 

tanto los resultados obtenidas por Ramaiah y Teswaai {lOl)  

y los grupos de  Kurgririóv y Hofmann f1491, l o s  cuales traba- 
jando con enzima purificado de hígado de conejo y e r i t r i -  
t r o c i t o  respectivamente, encontraron coma l a  a f in idad  p o r  
e l  fructosa-6-P aumenta progresivamente a medida que incre- 
mentaban l a  concentraci6n de enzima. Una conducta similar 
encontramos a l  estudiar l a  c inet ica frente a l  ITP-EZg [F'ig. 

233. 

En e l  caso de los efectores negativos también ha 
mostrado e l  enzima i n  situ una sensibilidad menor que ín 

v i t r o ,  como se aprecia en l a  Figura 25, en que se expone l a  

inhibicidn por ATP estudiada a diferentes v a l o ~ e s  de pIi, 

Respecto a l  c i t r a t o  (Fig. 261, no hemos encontrado i n h i b i -  

c ión a pH 7 ,4 ,  pero si apareci6 cuando se ensaya a valares 
de pH algo mas bajos; lo que puede explicar los resultados 

de otros autores como Staal  e t  a l .  (131) ,  que no han encon- 

trado iahibicisn d e l  enzima de eritrocitos por  pa r t e  del 

citrato estudiandola a pf! 8,1 ,  e5 cual resulta iiptiino para 

deteminar  l a  actividad máxima pero al. que contohmos vis to  no se 

observa l a  refcrida inhibicibn* Esta conducta corresponde a l  

aiiibia On gsner.1, independientemente d e l  hecho de que en 
los eritrocito8 maduros no hay praducci6n da ~ i t ~ a t o ,  

En nuestras condiciones y con e l  metodo de valora- 
c ión  que hemos desarrollada para estudiar l a  ac t iv idad  de 

este  enzima (e l  ensayo lineal), e l  conpartamienta c i n E t i c o  

f r e n t e  a l  NAD' no rnast-(, cooperatividad negativa sino posi- 
t iva  (Fig. 311, tanto in situ como i n  v i t r o ,  en cont ra  de 

lo que observaron Conway y Koshla~id ( 2 6 )  con enzima de míis- 



culo de conejo. Si bien in situ presentó cooperatividad mas 
elevada (nH de 2,6 frente a l , ó  in vitro] .  

4 .3 .4 ,  PXRUVATO KINASA 

Este enzima present6 in situ caaperatividad p o s i -  
t i v a  para e l  PEP menor que in vitro [Fifiuras 37 y 3 3 ) .  Las 

propiedades alostéricas t lpicas del isazima L se han c o n t i r -  
mada in situ, si bien cabe sefialar que l a  activaciún provo- 
cada por a l  fructoca difosfato se manifiesta in situ aiin en 
condiciones de Vmax, lo que no tiene lugar en vitro en que 
l a  act iv idad máxima no se afecta por l a  presencia del  efec- 

t o r .  Este fenbmeno parece estar relacionado con alguna nodi- 
flcacidfi provacada por e l  reactivo grapados, puesto que se 

encontr6 tambien cuando se estudie e l  efecto del  fruct~sa 
difosfata en un hp:inaiizado tratado con e l  mismo react ivo.  
No obstante, a pesar da l a .  aplicacien de este criteri~ de 
control, no es siniuizir l a  situaci~n Be enfrentamien- 
t b  d e l  reactiva a las pfo te inas  intrácelulares, dado que l a s  
tondiriones de empaquetamiento e interaccibn estre las  n i c -  
has 3 ~ h  rttdicalhente d i s t i n t a s  in situ a en Qn b~mo2iiado. 
Liii conjunto pafrce qite puede haber digereniiat reales entre 
in r t t u  c in vitro,  prrd rnbn~res de las aparofiteb por un 
compunenta artefactual  , 

Le consrstacidn in situ de le  inhibicidn por exceh 

so de pituvnta [FPg. 4 2 1 ,  descrita In  v i t r o  pbT Kaplan y co- 
laborrdores (21) (381, conf irmr d4 fama  inegulvoca y en conw 
tro de l a  pretensión de Wuntch ( 1 5 5 1  (156)  ( 1 5 1 ) ,  que e s t e  Ce- 

ndmeno puede darse a las concentraciones ~isi016~icas d e l  
enzima. Otra cuestibn es ya l a  ~i~nificacibn f i s i o l o g i c a  que 



es to  pudiera tener, en 10 que mas b i e n  permanecemos escC!>- 

t i coe ,  pues las concentraciones inhibidoras de piruvato r r -  
basan ampliamente e l  rango f i s i o l 6 g i c a .  

El f l u j o  glicolftico medido tanto i n  situ cono i n  

vivo,  es inferior a l a  capacidad del enzima l imitante de l a  
ruta, l a  hexakinasa, concordando ésto  con e l  proceso d e  in- 
hibición feed-back a que e s t a  sometida l a  actividad de e s t e  

enzima. 
EI estudio in situ sorteando l a  hexokinasa eviden- 

c ia  e l  caracter de etapa iimitants que tiene l a  reaccidn ca- 

talizada por este  enzima (Figuras 48, 49, 50 y 51) .  

La produtción de l ac ta to  in situ a partir  de g l u c o -  

sa se mostr6 en e l  rango d e l  509 respecto a in vivo (Tabla 
101. En las dos situaciones se aprecid un periodo de latencia 

i n i c i a l ,  aas Acusado i n  vivo (Piguras 4 4 ,  50 y 5 2 ) .  Este iii- 

torvalo se al ir06  in sihihcuando la mezcla de ensayo fui5 de-  
ticitatia en algun cofactar ( F i g .  481,  poni8ndace de aani-  
f iesta entanked ia  %$case2 d ~ t a n t e  ése periodo de tiempo d c  

un n i v a l  ruf icientb do aetabolitos ifitermedi~s previos a l a  
atrpr que sn ir le cond$cionss liiltaba o l  f lujo  (Figuras 4 6 ,  

49 ,  5 0  y 5 1 ) ;  l o  que apunta d que Xa mayor extensign de l a  
faca de latencia observada in vivo corresponda a l  nerlodu de 
tiempo qur en eras condicianes es necesario pnra rellenar l a  
v fa  de niveleo de intepmedios suficiantas coma para qbe l a  
preduccidn de lartato comience a eer lineali ~af ib iBn  han s i -  
do estudiados diversos s & C t O T C s  dd l a  f u t a .  es ta  forma 
cuando S B  estudi6 18 prudu~cibh de lactata a part ir  de l a  
s taps  Ja t r i o i a r  eiaplrrndo dihidroxiacctana in vivo y g.li-  

ccraltlehido-3-P in situ (Figuras 44 ,  4 5  y 521,  en el primer 



caso l a  producci6n de lactato fu6 ligeramente i n f e r io r  a1 

segundo, lo que e s t á  de  acuerdo con l a  capacidad mas redu- 
cida d e l  enzima que limita e l  f l u j o  in vivo,  l a  triokinasa; 
in s i tu ,  l a  produccidn de l a c t a t o  estuvo por debajo de l a  
actividad del enzima mas escaso, l a  fosfoylicerato mutasa 
(puesta que el substrato en es te  casa ya estaba f o s f a r i l a -  
do) .  El f l u j o  p l i c o i i t i c o  en l a s  dos situaclanes €u6 supe- 
r i o t  a l  de l a  g l i c o l i s i s  entere, l a  que esti5 de  acuerdo con 

l a  menor capacidad de f a  hexokinasa, 
Cuando se estudlb in situ l a  produccidn de lac-  

t a t o  a part ir  de glucosa-6-P (Figuras 46,  47 y 5 2 1 ,  e l  

f lujo fui5 inferior que desde gliceraldehido-3-P, l a  que 
tancuerdá con l a  lirnitaci6fi qué supone l a  a ldolasa ,  de menor 

actividad especifica que l a  fosfoglicerato mutasa, 

El e52udj.b de 10s ehzimas in situ en c6luias ani-  
males que hemos de~&irollado, nos ha propor~ianado, coao ya 

$6 mebeibn8 i& INTRODUCCION, l a  pdaibflidxd de reducir 
l o  distancia que 108 rbsultados obtdnidas in vitro sobre e1 
compartanientu de los enzimas suponen respecta de l a  sirua*  
ci6n que tiene lugar in vivo, acercándonos por tanto a l a  
realidad f i s i a l 6 g i c a .  

No obstante, e l  abordaje que henos expuesto, y co- 

mo hsmos indicado en vatias ocasiones a lo largo de  esta te- 
s i s ,  no esta exento de limitaciones. En e s t e  sentido, esta-  

mos investigando a propósito de  l a  bdsoueda de reactivos gra- 
padores que no pasen l a  membrana celular; en repet idas  oca- 

siones hemos intentado e l  usa de  compuestos polifuncionalcs, 
del  t i p o  de Los dextranos activados, que por su elevado pesa 



m~lecular estuvieran incapacitados para transpasar l a  mem- 
brana, pero no se han mostrado aptos para. Tus fines que per- 

seguimos. En la actualidad estamos empesados en l a  sfntesis 
de un nuevo reactivo bifuncional que contenga en su rnolecu- 
l a  determinados grupos que le impiden penetrar en l a  c6lu- 
f a ,  con el cual podrii ser posible  l a  continuaci6n d e l  estu- 
d i o  de l a s  enzimas in situ en c6lulas animales en candlciones 
abn mas pr6ximas a las que prevalecen i n  viva. 



5, C O N C L U S I O N E S  



I - El abordaje desarrollado para el estudio de enziwas i n  s i t u  en e&- 

lulas snUaales conduce - - a préparaciane? muy estables de erltr6citos 

libremente permeables, a l a  generalidad de los metabolitas Interme- 

diarias. 

2 - Hemos puesto a punto un nueva metodo de ensayo para cT estudio de  

la actividad de la gliceraldehido-3-fosfato desbidrogenasa, sin 

acumulaci6n de ainguno de los productos de la reacciGn, 

3 - Se ha estudiado el campartamiento in s l t u  d e  todos las enzimas d e  la  

gl icol is is ,  i-iabizndose encontrado que l o s  e n z h s  en general -- p e s e n -  

tan una conducta cin6tica ,in situ similar a ,  in vitra, si bien las ve- 

locidades & h a s  son menores in sktu. La inhibici6n In eitu de l a  

LDH por exceso de piruvato, confirma inequfvocament~ que este Een6- 

meno se presenta a las concentraciones fisiol'ogicae de3 enzima, 

Las propiedades til~st6rfcas @ssgvadas in vitro tienen en general una 

.cantr&part ida cualitativa i q ,  situ, unque frecuentrrnent-e con dlferen- 

qia& cuadtitatiyas hpur  Cabe señalar, cono maa destacada, el 

alobciricds pdtiiLEv08 ea d15~ticgebente mas elevada que in vitro en 

5 * Con el abordaje i n  situ hemos estudiado también 1& g i i co l i s i s  a p a r t i r  

de aff&r~nrrs~ hLt4lea de l a  vfa* f5u~'o giicol<tbco %n situ e s t f  re- 

duaido ~especto & fn vivol mabtei1i6ndo8e inferiar & 1& actividad Sn vi- 

tra d e l  edzfrmr 5 h i w n t e  de Ir via,  l& hexdkinnsa. Existe una corresb 

pandincia entra 1~ dirri~inucí6n da dicha f lu jo  i n  r i t u  y l a  observada 

en las velacidadss máximas de los enzimas individuales estudiados en 

esas mismas condiciones. 
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