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I. INTRODUCCION 

Los e r i t r o c i t o s  a d u l t o s  o gl6bulos r o j o s  que s e  encuentran 

en l a  sangre pe r i fGr i ca ,  son e l  r e s u l t a d o  de  un complicado proceso d e  

d e s a r r o l l o ,  a t r a v e s  d e l  c u a l  van cambiando de forma y reduciendo s u  

metabolismo has t a  quedar reducido a unas pocas v i a s ,  que son e s t r i c t a  - 
mente n e c e s a r i a s  p a r a  e l  cumpliiniento de  su  funci6n como t r anspor t ado  - 
r e s  de oxigeno. 

Estos  e r i t r o c i t o s  maduros t i e n e n  forma bic6ncava, con un 

digmetro externo de 2,4 m. Estdn compuestos por  un 71% d e  agua, 28% 

de hemoglobins, 7% de l i p i d o s  y mi 3% de  az6cares ,  s a l e s  p ro t e inas  en - 

z imat icas ,  e t c .  Clasicamente s e  cons idera  a 1  e r i t r o c i t o  formado por - 

dos p a r t e s :  una membrana y una so luc i6n  concentrada d e  nemoglobina. 

E l  metabolismo de  e s t a  cClu la  no nucleada s e  reduce a : - 

g l i c 6 l i s i s ,  v i a  de pentosas  f o s f a t o ,  alguna v i a  d e l  metabolismo de pu - 
r i n a s  y fragmentos incompletos de  o t r a s  v i a s ,  a s i  como ac t iv idades  - 

enzimst icas  a i s l a d a s ,  s i n  func i6n  e s p e c i f i c a ,  supe rv iv i en te s  d e l  pro- 

ceso a u t o l i t i c o  poco conocido que ocurre  en l a  f a s e  f i n a l  de l a  madu- 

rac i6n .  

En c u m t o  a l a  g l i c 6 l i s i s  como p r i n c i p a l  v i a  metab6l ica,  - 

s e  sabe que un 80% de  l a  g lucosa  consumida s e  t ransforma en Scido l d c  - 
t i c 0  y un 20% s igue  l a  v i a  d e  l a s  pentosas  f o s f a t o .  Eh condiciones no r  - 



males, e l  f l u j o  g l i c o l i t i c o  e s  de  0,02 rnoles/min x ml de  c 6 l u l a s .  P 
De e s t a  g l i c o l i s i s  1 0 s  e r i t r o c i t o s  obt ienen fundamentalmente t r e s  - 

cosas  : 

1) Energfa en forma de  ATP, re lacionado con e l  mantenimiento 

de  l a  p e c u l i a r  conformaci6n de su membrana, como s e  puede 

v e r  en e l  esquema s i g u i e n t e  (1 ,Z )  

AREA 

2) Poder r educ to r  en forma de  NADPH y NADH, enrpleados en m a n  - 
21. 

t e n e r  e l  Fe de l a  hemoglobina en es tado  reducido Fe , en 



e l  c u a l  ac tua  como t ranspor tadora  de oxigeno. Los d i fe - -  

r e n t e s  mecanismos con que cuenta l a  c 6 l u l a  pa ra  & t o  s e  

representan  en l a  f i g u r a  hn 1 ( 3 ) .  

3 )  Un rnetabol i to  muy importante ,  e l  2,3-DPG, cuya concent ra  - 
c i8n  i n t r a c e l u l a s  e s  a l r ededor  de 5 rnM y que a f e c t a  a l a  

capacidad l i g a n t e  d e  l a  hemoglobina para  e l  oxigeno. 

Hb -2 ,  3-DPG + O 2  .a2. Fib. O2 + 2,3-DPG 

Su importancia  como e f e c t o r  enzim&tico de  mti l t iples  ti- 

pos de acc iones  s e  d i s c u t i r g  mris ade l an te .  

La regulac i6n  de  l a  g l i c o l i s i s  ha s ido  ampliamente estu-- 

d iada  p a r  dos grupos impor tan tes :  I. A. Rose (4, 5, 6,  7 ,  8)  y S. Ra- 

popor t  ( 9 ) .  De 10s r e s u l t a d o s  obten idos  por  e s t o s  grupos s e  pueden sa - 

c a r  en resumen, 10s s i g u i e n t e s  puntos r e l evan te s  en r e l a c i 6 n  con e l  - 

presen te  e s tud io :  

1) Todos 10s enzimas de  l a  g l i c o l i s i s  p re sen tan  a c t i v i d a d e s  

m d x i m a s ,  en condiciones 6ptimas, "in v i t r o " ,  supe r io re s  

a1 f l u j o  g l i c o l i t i c o .  El exceso va desde aproximadamente 

8 p a r a  l a  IM: h a s t a  v a r i o s  mi les  (1 ) .  

2 )  La g l i c o l i s i s ,  que con sus  v i a s  re lac ionadas  s e r e p r e s e r  
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FIGURA NG 1.- Mecanismos de que dispone e l  e r i t r o c i t o  para 
mantener l a  hemoglobina en estado reducido. 



t a  en l a  f i g u r a  nn2, e s t g  regulada p o r  un complejo mecanis - 

mo en e l  que l a  I-K, PFK y PK son 1 0 s  puntos de  con t ro l ,  -- 

aunque e l  f l u j o  g l i c o l i t i c o  en regimen e s t a c i o n a r i o  depen- 

d e  exclusivamente d e l  p a r  HK-PFK. Arnbos enzimas t i enen  p r o  - 
piedades a l o s t 6 r i c a s  y s u  ac t iv idad  depende de  m a t i p l e s  - 

e f e c t o r e s .  La tIK e s  i n h i b i d a  por  e l  G ~ P  ( l o ) ,  product0 d e  

l a  reacc i6n ,  G-1,6- ~p y po r  e l  2, j-DPG, competit ivamente 

con ATP.M. &I condiciones normales s u  a c t i v i d a d  s e  r e g u l a  

p o r  l a  r e l a c i 6 n  A T P . M ~ / G ~ P .  La PFK a s u  vez e s  fuer temente 

inh ib ida  p o r  ATP, s iendo e s t a  i n h i b i c i 6 n  dependiente  d e l  - 

pH. 

Fn condiciones f i s i o l 6 g i c a s  y teliiendo en cuenta ].a concen - 
t r a c i 6 n  i n t r a c e l u l a r  d e  ATP, e l  enzima sOlo func iona r i a  a 

un 0,01% de  s u  capacidad; sin embargo e s t a  a c t i v i d a d  s e  ve  

aumentada a 1  e s t a r  p r e s e n t e s  c i e r t o s  ac t ivadores  como ADP., 

G I , ~ - D P ,  F - 1 , 6 - D ~  , G6P y P . m t r e  e l l o s  son p a r t i c u l a r  
i - 

mente impor tan tes  AMP, ADP y P .  en condiciones den t ro  d e l  
1 

rango f i s i o l 6 g i c o  ( n i v e l e s  de concentraci6n,  pH ... ). 

Considerando en conjunto  e l  funcionamiento de  e s t o s  dos en - 

zimas s e  ve que cuando l a  g l i c o l i s i s  produce ATP a  unas -- 

concent rac iones  supe r io re s  a  su  demanda, e l  ATP s e  acumula 

y po r  un c l a r o  e f e c t o  "feed-back" t i e n d e  a  f r e n a r l a .  
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FIGUPZA NO 2 . -  Esquema de l a  g l i c o l i s i s  en e r i t r o c i t o s .  Inf luen - 
c i a  de ac t ivadores@ 4 inhibidores 



Cuando e l  gas to  de ATP procude una disminuci6n en l a s  con 
-- - - 

- 

cen t r ac iones  i n t r a c e l u l a r e s ,  c o n x l  cons igu ien te  aumento 

de  AYP y Pi, s e  c o n t r a r r e s t a  l a  in i i ib ic idn  d e  l a  PFK y s e  

r e s t a b l e c e  l a  a c t i v a  g l i c o l i s i s .  Cuando l a  ac t iv idad  d e  - 

l a  PFX s e  reduce s e  acumula F6P y por  t a n t o  G6P, t r a s l a - -  

d h d o s e  de e s t a  manera e l  punto de c o n t r o l  a  l a  1"tapa 

de  l a  secuencia ,  como corresponde a  una v i a  metab6lica -- 

cont ro lada  p o r  su  p r o d u c t ~  f i n a l .  

3) El f l u j o  de G ~ P  hac i a  l a  v i a  de l a s  pentosas  f o s f a t o  e s t d  

regulado po r  l a  r e l a c i 6 n  N.~DP/NADFH, a j u s t h d o s e  a 1  g a s t o  

de e s t e  filtimo, una de  cujras p r i n c i p a l e s  funciones e s  man - 

t e n e r  reducido e l  h i e r r o  d e l  grupo hem0 de  l a  hemoglobina. 

4)  Los n i v e l e s  de tri-osa f o s f a t o  y f o s f o g l i c e r a t o  ( c i c l o  d e  

~ a p o p o r t )  s e  a j u s t a n  a1 f l u j o  g l i c o l l t i c o ,  teniendo un pa- 

p e l  impor tan te  l a  PK que e s  un enzima a l o s t 6 r i c o  de regu- 

l a c i 6 n  compleja y sometido a  va r io s  e f e c t o r e s  (11 ) .  

El cuadro d e s c r i t o  permi te  e x p l i c a r  l a  observaci6n de que 10s 

n i v e l e s  d e  me tabo l i t o s  son b a s t a n t e  cons tan tes  en 1 0 s  e r i t r o c i t o s  c i r -  

c u l a n t e s  (Tabla I ) .  

En r e l a c i 6 n  con e l  mantenimiento de  10s  n i v e l e s  de nuc le6 t idos  

de adenina en e l  e r i t r o c i t o  c i r c u l a n t e ,  s e  ha comprobado que e s t a s  c6- 



Glucosa ..................... 
G ~ P  ......................... 
F ~ P  ......................... 
F-1,6-Dp .................... 
DHAP ........................ 
GAP ......................... 
1,3-DPG ...................... 
2,3-DPG ..................... 
3-Pi; ........................ 
2-PG ........................ 
PEP ......................... 
Piruvato  .................... 85 F M  

..................... Lac ta to  
-- - 

1943 mEf 
- - 

ATP ......................... 1-2 mM 

ADP q . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  0,1-0,2 mv 

Pi .......................... 1 rnM 
+ NAD / NADH. .................. 985 

TABLA 1.- Concentraciones de metabol i tos  in t e rmed ia r ios  de l a  

g l i c o l i s i s  en e r i t r o c i t o s  humanos. 



l u l a s  poseen una abundante AK que regula  e l  e q u i l i b r i o  ATPiAM;P,"2ADP 

con gran  e f i c a c i a ;  s e  ha pos tu lado  que l a  r e l a c i 6 n  d e  masas de e s t o s  

t r e s  compuestos s e  mantiene en v a l o r e s  pr6ximos a l a  cons tan te  d e  - 

e q u i l i b r i o  que e s  aproximadamente 1 (12) .  

En e s t r e c h a  r e l a c i 6 n  con 10s n i v e l e s  expuestos  de adenosin 

f o s f a t o s ,  merece menci6n e l  concept0 de  carga energetics, propuesto 

y desa r ro l l ado  po r  Atkinson ( l 3 ) ,  quien en higado y m6sculo ha demos - 

t r ado  ampliamente l a  e x i s t e n c i a  de un mecanismo de  regulac i6n  in t e - -  

grada,  po r  e l  c u a l  las  c 6 l u l a s  t ienden  a mantener e l  v a l o r  de e s t e  - 
ATP + $ ADP 

pargmetro, cuya e sp re s i6n  e s  , en e l  i n t e r v a l 0  

de  0 ,7  - 0,9 .  ATP i ADP + AMP 

En e l  caso d e l  higado e l  v a l o r  de  l a  carga  energgt ica  -- 

awnenta cuando l a  concent rac i6n  de AMP disminuye; en e s t e  caso e l  - 

AMP s e  t r a n s f  orma en IMP v i a  AMP-deaminasa. Es t e  enzima p re sen ta  m a  

a c t i v i d a d  en higado re lac ionada  directamente con l a  carga  energgt ica ;  

su a c t i v i d a d  decrece  cuando l a  swna de adenin nuc le6 t idos  e s t d  p o r  - 

debajo d e l  rango f i s i o l 6 g i c o .  

La s i t u a c i 6 n  de  1 0 s  e r i t r o c i t o s  e s  p e c u l i a r  p o r  l a  i r r e v e r  - 
s i b i l i d a d  de l a  t ransformaci6n AMP- IFIP, en cont rapos ic i6n  con 1 0 s  - 

t e j i d o s  es tudiados  po r  Atkinson. Por e l l o ,  s i  l a  a c t i v i d a d  que t r a n s  - 
f o m a  e l  AMP en IMP fuese  suf ic ien temente  a l t a ,  no s e  podr i a  mantener 

l a  carga  ene rgk t i ca  y l a  abundancia de AIi t e r ~ d e r i a  a s e r  LEI inconve- 



n i e n t e  a 1  f avo rece r  l a  pgrdida i r r e v e r s i b l e  de  AMP. 

m t r e  l a s  causas  de  d e t e r i o r o  de l a  sangre consenrada en 

1 0 s  bancos de sangre,  l a  que a f e c t a  a l a  funci6n de  10s e r i t r o c i t o s  

como t ranspor tadora  de oxfgeno, e s  de l a  mayor importancia .  Por e s t a  

razdn, ha s ido  o b j e t o  de  preocupaci6n e n t r e  hemat6logos y bioquimicos. 

La pa rad6 j i ca  s i t u a c i 6 n  de una demanda c r e c i e n t e  de san- 

g r e  en 1 0 s  cen t ros  h o s p i t a l a r i o s ,  mientras  e s  f r e c u e n t e  desechar  p o r  

i n s e r v i b l e  una cant idad  nada desp rec i ab le  de e l l a ,  j u s t i f i c a  e l  e l e -  

vado n h e r o  be pub l i cac iones  que aparecen cada afio, conteniendo e s t u  - 

d i o s  sobre alguna f a c e t a  d e l  complejo problema de  f a  conservaci6n de 

l a  capacidad t r anspor t adora  de  10s e r i t r o c i t o s  almacenados en banco 

de sangre.  

A medida que e l  p rogreso  de l a  Bioquimica ha permit ido - 

c l a r i f i c a r ,  a n i v e l  molecular,  e l  t r a n s p o r t e  de oxigeno por  l a  hemo- 

g lobina  y 1 0 s  f a c t o r e s  que i n f l u y e n  sobre 61, s e  ha i d o  dibujando con 

c r e c i e n t e  c l a r i d a d  l a  r ed  d e  acontecimientos que ocurren en 1 0 s  e r i - -  

t r o c i t o s  a l o  l a r g o  d e l  tiempo de almacenamiento d e  l a  sangre,  y s e  - 

han podido d e f i n i r  unos puntos c l a v e  de cuyo conocimiento d e t a l l a d o ,  

parece  depender l a  esperanza de  mejorar  l a  s i t u a c i 6 n ,  b i e n  frenando - 

l a s  causes d e l  d e t e r i o r o ,  b i e n  in ten tando c o n t r a r r e s t a r l o  restaurando 

l a s  condiciones que preva lecen  en 10s e r i t r o c i t o s  c i r c u l a n t e s .  



A continuaci6n exponemos, en forma muy s u c i n t a ,  10s p r i n  - 

c i p a l e s  descubrimientos que, progresivamente, han l l e v a d o  e l  conoci  - 

miento a 1  punto en que s e  encontraba en e l  momento de  empezar e s t e  

t r a b a j o ,  a s f  como de  l a s  lagunas  y aparentes  incongruencias  que l o  

motivaron. 

Prescindiendo de informaciones a n t e r i o r e s  a 1  periodo d e  

10s  f i t i m o s  v e i n t e  aKos, por  ev idente  f a l t a  de  base  bioquimica a d e  - 

cuada a 1  planteamiento d e l  problema a c t u a l ,  encontramos que e n t r e  - 

1 0 s  afios 1955 - 1965 habia  queZado b a s t a n t e  inequivocamente sentado 

e l  pape l  d e l  2,3-DPG en l a  a f i n i d a d  d e  l a  hemoglobins po r  e l  oxige- 

no y l a  dependencia de dicho compuesto de l a  g l i c o l i s i s .  Tarnbien s e  

k i b i a  acumulado un cuerpo de  el- idencia  que, pese  a cons iderables  l a  - 

gunas y cont rad icc iones ,  apuntaba a que 10s  e r i t r o c i t o s  de sangre - 

conservada p i e rden  gradualmente s u  capacidad g l i c o l i t i c a  (14); l a  - 

desapa r i c i6n  d e l  2,3-DPG, a s i  como de o t r o s  metabol i tos  fo s fo r i l a - -  

dos,  e s  imputable  a l a  acc i6n  d e  l a s  f o s f a t a s a s ;  dada l a  ubicuidad 

y mul t ip l i c idad  de a c t i v i d a d e s  f o s f a t a s a s  en todas  l a s  c 6 l u l a s ,  s e  

t i e n d e  a a d m i t i r  s i n  d i scus i6n  que todo compuesto f o s f o r i l a d o ,  so-- 

b r e  todo s i  a lcanza  concent rac iones  cons iderables  den t ro  de  l a  c 6 l u  - 
l a ,  serA h id ro l i zado  y ~ 6 1 0  mantendrg t a l e s  concentraciones g r a c i a s  

a una r e s i n t e s i s  i gua lnen te  a c t i r a .  Eh p a r t i c u l a r ,  e l  2,3-DPG es - 

s u b s t r a t o  de una f o s f a t a s a ,  a 1  p a r e c e r  e s p e c i f i c a ,  d e l  orden de -- 

1mU/ml de  c e l u l a s  empaquetadas (15) .  



S i  l a s  v a r i a s  a c t i v i d a d e s  f o s f o r i l a n t e s  cesan o ac tuan  po r  

debajo de  10s  minimos necesa r io s ,  puede s e r  por  m a  de e s t a s  dos raze - 

nes :  a )  Inac t ivac i6n  de  l a s  cor respondientes  f o s f o t r a n s f e r a s a s  (6  k i  - 
nasas ) ;  b )  Ausencia de  donadores de  grupo f o s f o r i l o ,  bzsicamente ATP. 

Hay ev idencias  de  que l a  mayoria de l a s  ac t iv idades  fos fo -  

- t r a n s f e r a s a s  es tdn  p r e s e n t e s  en 10s e r i t r o c i t o s  c i r c u l a n t e s  en g ran  

exceso sobre l a s  neces idades  de  l a  c 6 l u l a  ( ~ a b l a  2 ) ,  y de que e s t a s  - 

a c t i v i d a d e s  s e  mantienen esencialmente i n a l t e r a d a s  en l a  sangre con-- 

servada v a r i a s  semanas en l a s  condiciones d e l  banco d e  sangre (16, 

17).  La conclusi6n de  l a  que tambi6n hay evidencia  experimental (18 ) ,  

e s  que f a l t a  e l  ATP n e c e s a r i o  p a r a  l a  f o s f o r i l a c i 6 n .  

Relacionando e s t a  observaci6n con l a s  apuntadas an t e r io r - -  

mente sobre m a  a c t i v a  AII y ma a d e l i n a t o  deamisasa (ADA), s e  podr i a  

avanzar  l a  h i p 6 t e s i s  de  que a n t e  una s i t u a c i 6 n  de b a j a  a c t i v i d a d  g l i -  

c o l i t i c a  por  l a  causa que fue re ,  1 0 s  n i v e l e s  de  ATP b a j a r i a n  s i n  que 

pueda acumularse AMP ( a  causa de  l a  ADA) n i  ADP ( a  causa de  l a  AY). - 

En consecuencia b a j a r i a  l a  swna t o t a l  de aaenosin f o s f a t o s  s i n  p o s i b i  - 
l i d a d  de  recuperaci6n a menos que s e  incorporen a l a s  c 6 l u l a s  precur -  

s o r e s  vAlidos de cua lqu ie ra  de  10s adenosin f o s f a t o s ,  ya que 6s tos  no 

a t r a v i e s a n  l a  membrana c e l u l a r .  La Figura 3 resume l a s  v i a s  de  t r a n s -  

formaci6n de  10s adenin nuc le6 t idos  en e r i t r o c i t o s .  

La ev idencia  de  que 6 s t o  e s  precisamente l o  que ocurre ,  - 
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s i  no concluyente,  e s  l o  b a s t a n t e  f u e r t e  para j u s t i f i c a r  una indaga- 

c i6n  en busca de  1 0 s  mecanismos responsables .  S in  embargo s e  p l an tean  

s e r i a s  ob jec iones  cuando s e  i n t e n t a  eva luar  has t a  qu6 punto l a  a c t i -  

vidad ADA y sus  mecanismos reguladores  dan cuenta de  que 1 0 s  e r i t r o -  

c i t o s  conservados p ie rden  sus  r e s e r v a s  de adenos infosfa tos  en pocos 

d i a s  mient ras  1 0 s  c i r c u l a n t e s  l a  conservan prActicamente l a  c a s i  t o -  

t a l i d a d  de s u  v ida  (unos 4 meses). 

La a d e n i l a t o  deaminasa (ADA) 6 m + m i n o k i d r o l a s a  c a ~ l i z a  

l a  reacc i6n  

AMP+R20.-b IMP+h% 
3 

y s e  encuentra  ampliamente d i s t r i b u i d a  en t e j i d o s  animales; e x i s t e n  

d i f e r e n t e s  isozimas que p re sen tan  d i f e r e n t e  e spec i f i c idad  de s u b s t r a  - 
t o ,  s iendo e l  de e r i t r o c i t o s  a l tamente  e spec i f i co  pa ra  e l  5'RW. 

Los eseasos  e s t u d i o s  e x i s t e n t e s  sobre l a s  propiedades c i -  

n 6 t i c a s  de  l a  ADA de e r i t r o c i t o s  hmanos  r ea l i zados  con hemolizados 

d i l u i d o s  (19) 6 con preparados parc ia lmente  p u r i f i c a d o s  (20,21),  in- 

dican  que s e  t r a t a  de  un enzima a l o s t 6 r i c 0 ,  sometido a un s i s tema r e  - 
gulador  b a s t a n t e  complejo. Los r a sgos  e s e n c i a l e s  son: una curva d e  - 

s a t u r a c i 6 n  sigmoide en ausencia  de i o n e s  K' que s e  aproxima a hiperb6 - 

l i c a a n  K C 1  0,lM; en cuanto a e f e c t o r e s ,  ATP t i e n d e  a supr imir  l a  - 

sigmoicidad mient ras  que e l  2,3-DPG y e l  P i  l a  acentua (ambos e f e c t o  - 



r e s  a concentraciones d e l  orden de  l a s  que hay en 1 0 s  e r i t r o c i t o s ) ;  

en cuanto a1 e f e c t o  i n h i b i d o r  d e l  GTP, 1 0 s  r e su l t ados  son con t r ad ic  - 
24- 

t o r i o s ;  igualmente confuso e s  e l  e f e c t o  que e l  ?fg pueda t e n e r  a - 

t r a v e s  de s u  formaci6n d e  complejos con 1 0 s  nuc leos idos  t r i f o s f a t o s .  

Por o t r a  p a r t e ,  s e  ha afirmado (22)  que en e r i t r o c i t o s  hu - 
manos hay en r e a l i d a d  dos enzimas, uno l i gado  a l a  membrana por  s u  

c a r a  i n t e r n a  y o t r o  s o l u b l e  en e l  c i toplasma,  con propiedades c in6-  

t i c a s  b a s t a n t e  d i f e r e n t e s .  

S i  l a s  propiedades ind icadas  preva lec iesen  en e l  enzima 

de 1 0 s  e r i t r o c i t o s  c i r c u l a n t e s  l a  . U A  s e  encon t r a r i a  en s i t u a c i 6 n  - 

pr6xima a mkima a c t i v a c i 6 n  y sus  propiedades r e g d a d o r a s  p r & c t i c a  - 

mente suprimidas mient ras  que en 1 0 s  e r i t r o c i t o s  conservados, e l  - 

balance  de dos e f e c t o s  c o n t r a r i o s  (disminuci6n de l a  concentracidn 

d e l  a c t i v a d o r  ATP y de  10s  i n h i b i d o r e s  2,3-DPG y GTP con incremen-- 

t o s  de  l a  concent rac i6n  d e  P i  i n h i b i d o r )  sumado a 1  cambio de pH da- 

r i a  un r e s u l t a d o  impredecible ,  aunque no s e r i a  de e s p e r a r  mayor ac-  

t i v a c i d n  que l a  d e  e r i t r o c i t o s  c i r c u l a n t e s .  Es ta  s i t u a c i 6 n  parece  - 

pues c o n t r a d i c t o r i a  con e l  hecho d e  que 1 0 s  e r i t r o c i t o s  c i r c u l a n t e s  

conservan s u  AMP y 10s conservados no. 

Otra  v i a  de  perd ida  de 1 0 s  adenin nuc le6 t idos  e s  l a  c a t a l i -  

zada po r  e l  enzima 51-nucleot idasa.  Es te  enzima e s  abundantemente - 

d i s t r i b u i d o  en l a  n a t u r a l e z a  y ha s i d o  ob je to  de  numerosos e s tud ios  



en l a  d6cada pasada.  Los enzimas de  d i f e r e n t e s  fuen te s  presentan  al- 

gunas propiedades comunes per0  tamb5-i:n numerosas d i f e r e n t e s ,  sobre  - 

todo en cuanto a  e spec i f i c idad  de s u b s t r a t o  s e  r e f i e r e  (23, 23, 2 5 ,  

26) .  

La 5 ' -nuc leo t idasa  de  higado de r a t a  es  una de l a s  mejo-- 

r e s  es tudiadas .  Eh e s t e  s en t ido  s e  ha loca l i zado  e s t e  enzima en t r e s  

p a r t e s :  Una en l a  membrana c e l u l a r ,  o t r a  en e l  c i toplasma y una t e r -  

c e r a  l i sosomal .  La 5 ' -nuc leo t idasa  so lub le ,  parcialmente p u r i f i c a d a ,  

p re sen ta  c i n g t i c a  h i p e r b 6 l i c a  ( ~ m  1 ,2  mM. ) usando IMP como s u b s t r a t o ,  

mientras  que con AMP l a  c i n 6 t i c a  e s  sigmoide y s u  S e s  l o  my. s i e n  
0 , s  - 

do l a  V s i m i l a r  con ambos s u b s t r a t o s .  La a c t i v i d a d  e s  est imulada 
m a x  . 

p o r  AT? y GTP e  i n h i b i d a  por  Pi. Eh condiciones f i s i o l 6 g i c a s  de  l a  c6  - 
l u l a  hepdt ica ,  e l  AMP no e s  h id ro l i zado  por  e s t e  enzima s ino  que re-- 

qu ie re  una desaminaci6n p rev ia  a  IMP (27) .  

Una incogn i t a  d e  mayor cuan t i a  que podr i a  t e n e r  l a  clave. 

de l a s  apa ren te s  incongruencias  que s e  han seEalado e s  h a s t a  qu6 pun- 

t o  e l  comportamiento de 10s enzimas y sus  e f e c t o r e s  en e l  nedio i n t r a  - 
c e l u l a r ,  con su  carga  de hemoglobins, e s  s i m i l a r  a  l a  que pueda obse r  - 
va r se  en l a s  condiciones en que s e  han valorado 1 0 s  pardmetros c i n 6 t i  - 
cos d e  l a  AD.4, en un medio muy d i l u i d o  en cuanto a  p r o t e i n a  y l i b r e  - 

de metabol i tos  que no Sean 10s o b j e t o  de  ensayo. Hay ev idencia  de que 

l a  Hb t i e n e  una marcada capacidad d e  l i g a r  mol6culas p e q u e k s ,  sobre 

todo f o s f o r i l a d a s  (28: 29) po r  l o  que l a s  concentraciones e f i c a c e s  de 



10s metabol i tos  en 10s e r i t r o c i t o s  i n t a c t o s  pueden s e r  muy i n f e r i o r e s  

a l a s  que s e  va loran  como t o t a l e s  en ex t r ac tos  d i l u i d o s  y desp ro te i -  

nizados.  

AdemAs de  l a s  i n c 6 g n i t a s  sefialadas, queda po r  cons ide ra r  e l  

cap f tu lo  d e l  e f e c t o  que l a  ad i c i6n  a 1  medio d e  almacenamiento de ade- 

nina,  i nos ina  y mezcla de ambas pudiera  t e n e r  sobre  e l  proceso d e  p e r  - 
dida  g loba l  de adenos in- fosfa tos ,  a s i  como e l  e f e c t o  "rejuvenecedor" 

de l a  ad i c i6n  d e  e s t a s  bases  a e r i t r o c i t o s  conservados unas 3 semanas 

en e l  medio h a b i t u a l  d e  c i t r a t o  y glucosa.  

Una observaci6n empir ica en s u  or igen  y ampliamente j u s t i f i  - 

cads m5s t a r d e ,  p o r  un mayor conocimiento de  l a s  secuencias  metab6li-  

c a s  imp l i cadas ,  f u 6  e l  e f e c t o  f avo rab le  de l a  a d i c i 6 n  de adenina, i no  - 

s i n a  y una mezcla de ambas, sobre l a  funci6n t r anspor t adora  de 10s -- 

e r i t r o c i t o s  (30: 31, 32): a s i  como de  l a  p o s i b i l i d a d  de  r e s t a b l e c e r  - 

l a  capacidad t r anspor t adora  y l a  morfologia de  10s e r i t r o c i t o s  enveje  - 

c idos  mediante una incubaci6n con adenina e i nos ina ;  de e s t a  d l t i m a  

s e  decfa que de algfm mod0 reemplazaba a l a  g l u c o l i s i s  perd ida  en es- 

t a s  c 6 l u l a s  envejec idas  en l a s  b o l s a s  d e l  banco d e  sangre (33) .  

En e s t e  contex to ,  n u e s t r a  s i t u a c i 6 n  en l a  Facul tad  de  Medi- 

c i n a  de l a  U.A.M. ,  nos puso en con tac t0  con e l  banco de  sangre de l a  

R.S. "La PazTT, y p o r  o t r a  p a r t e ,  con un grupo d e l  I n s t i t u t o  de Ehzimo - 
l o g i a  preocupado p o r  e l  e s t u d i o  de l a s  ac t iv idades  enzim&ticas  de con - 



diciones l o  mSs f is iol6gicas  posible. Eh es te  sentido 10s "ghostrf - 

reconstruidos (34) y 10s e r i t roc i to s  grapados y permeabilizados (35), 

estaban recibiendo gran atenci6n. En t a l e s  circunstancias s e  nos pro- 

pus0 e l  estudio de hemolizados, s i n  diluci6n apreciable, obtenidos - 

por congelaci6n y descongelaci6n, a p a r t i r  de 10s e r i t roc i to s  de sari- 

gre de 21 dias ,  fecha en l a  cual se desecha en e l  banco como inservi-  

b l e  . 

Tal sistema se  aproxima a l a  realidad de l a s  c6lulas i n t ac  - 
t a s  m&s que ningdn otro  estudiado hasta ahora. La ausencia de orgdnu- 

10s y compartimentaciones membranosas internas en 10s e r i t roc i to s  per - 
mite es ta  aproximaci6n que plantea, por otra  parte,  se r ias  d i f i cu l t a -  

des ana l l t i ca s  y c i e r to  a r te fac t0  en cuanto a l a  inclusi6n en l a  masa 

reaccionante de 10s enzimas de l a  membrana que en l a  c6lula i n t ac t a  se  

si tuan en l a  cara externa. 

Por o t r a  par te ,  e l  t r aba j a r  en es tas  condiciones presenta 

varias ventajas, entre  l a s  que cabe destacar: 

13. Se conservan l a s  interacciones a que d6 lugar l a  pre- 

sencia de l a  hemoglobina, bien sea con o t ras  proteinas 

o con metabolitos. 

2% U s  concentraciones reales  de metabolitos s e r b  vir-- 

tualmente l a s  mismas que l a y  ''in vivof'. 



3s .  La fragmentaci6n de l a  membrana permite in t roduc i r  - 

cualquier  compuesto incluso 10s que por su carga -- 

i6nica  no a t raviesan l a  membrana c e l u l a r  y por t an to  

no pueden s e r  incorporados a l a s  c6lulas  i n t ac t a s .  

43. En pr inc ip io ,  s e  minimizan 10s  problemas de disocia-  

ciones provocados por l a  di luci6ny que introducen -- 

una gran incertidumbre en 10s datos experimentales 

ex i s ten tes  has ta  ahora. 

Dominadas l a s  d i f i cu l t ade s  experimentales que plantea e l  

t rabajo  con hemolizados s i n  d i l u i r ,  nuestro obje t ivo fue es tud ia r  e l  

estado.de l a  g l i c o l i s i s  en es tos  e r i t r o c i t o s  a 1  t6rmino de su conser - 
vaci6n en e l  Ganco (21  d fas ) ,  inves t iga r  l a s  p s s ib l e s  v ias  responsa - 

b l e s  de l a  pbrdida i r r e v e r s i b l e  d e l  ATP, as: como l o s  recursos por 

10s  que 10s e r i t r o c i t o s  c i r cu l an t e s  evitan t a l  pbrdida, para l o  cual  

s e  u t i l i z a ron  como referencia  e r i t r o c i t o s  recign extrzidos.  Finalmen - 
t e ,  comprobar l a  regeneracibn de 10s  niveles  de adenosin fos fa tos  a - 
p a r t i r  de mezclas de adenina e inosina y es tablecer  l a s  bases enzimA - 

t i c a s  de t a l  regeneraci6n. 

El estudio deta l lado de l a s  posibi l idades  de acci6n de l a  

dotaci6n enzimgtica de 10s  e r i t r o c i t o s  conservados, es tablecidas  me- 

d ian te  sus hemolizados a 10s que s e  incorporan 10s  subst ra tos  y efec  - 
to res  necesarios para va lo ra r  adecuadamente cada uno de 10s fac to res  



implicados en e l  d e t e r i o r o  y regeneraci6n de l a  g l i c o l i s i s  en e s t a s  

c 6 l u l a s , p u e d e  conducir  a  c l a r i f i c a r  l a  cont r ibuc i6n  de  10s diferen - 
t e s  f a c t o r e s  y a  una evaluaci6n d e  l a s  pos ib i l i dades  de  r e d u c i r l o  o  

c o n t r a r r e s t a r l o .  



11. MATWIALES P METODOS 



2.1.1. CASAS COMERCIALES Y PRODUCTOS 

- B.D. H. (~nglaterra) 

- Boehringer Mannheim Gmgh (Mannheim-Alemania) 

- Carlo Erba (Milan-~talia) 
- Fischer Scientific Co. (U.S.A.) 

- Macherey Nagel Co. (Alemania Occidental) 
- Merck (Darmstadt-Alemania) 

- May and Baker Ltd. (Inglaterra) 
- Probus (Barcelona-EspaEa) 

- Riedel de HaEn (Hannover-Alemania) 

- Sigma Chemical Co . (U. S . A. ) 
- Whatman W.R. Balston Ltd. (inglaterra) 

- Az6cares Y metabolitos relacionados 

Gluco sa anhidra , ( M&B) 
Ribosa-5-fosfato, (sigma) 

4 -ceto glutarato, (sigma) 

2,3-DPG, ( sigma) 

- Enzimas auxiliares Y nucleotidos 

HK, G~PDH, LDH, PK, AK, GO, POD, (Boehringer) 

GDH, (Sigma) 



NAD, NADH, (Boehringer) 

NADP, (sigma) 

ATP, GTP, IMP (sigma) 

-/2DP, AMP, ( ~ o e h r i l z g e r )  

- Productos para  cromatograf ia  

Acido c l o r h l d r i c o ,  (Merck) 

Acetato sbdico,  (Merck) 

Alcohol i s o p r o p l l i c o ,  (M & B) 

Carb6n ac t ivo ,  (Carlo Erba) 

Celu losa  pura (Whatman) 

DEAE-Cefulosa 300-XN (Macherey Nagel) 

Etanol  ( ~ e r c k )  

Hidr6xido sbdico,  ( ~ c h a r l a u )  

S u l f a t o  ambnico (Riede l  d e  ~ a E n )  

T r i e t i l  amina, (F i sche r )  

- Otros produetos 

. Acido I-amino , 2-naf t o l ,  4-sulf 6nic0,  dcido s u l f  b- 

r i c o ,  c l o r u r o  magn6sico y potAsico, EDTA, gl icoco-  

l a ,  molibdato ambni-co, s u l f a t o  d e  h id rac ina ,  (Merck). 

. Adenina s u l f a t o ,  hemoglobins, i nos ina ,  o r t o - d i a n i s i  - 
d ina ,  imidazol ,  (sigma). 

. DTE, t r i t d n  X-100, (BDH) 

. B i s u l f i t o  sbdico, (F i she r )  



. Bicarbonato sbdico,  Cloruro sbdico,  (probus) 

. Cianuro y f e r r o c i a n u r o  po t s s i co  

2.1.2. APARATOS 

- CmTTRIFGTGAS 

.Sorval  SS-3 automatic ,  con r o t o r  SS-34, s i t uada  en l a  c b  - 
mara f r i a  a ~ P C .  Fue u t i l i z a d a  para  l a  separac i6n  y l a v a  - 
do d e  10s hematies.  

.h7ifug Labor, usada en l a  separacidn de p r e c i p i t a d o s  de - 

desp ro te in i zac ibn .  

- CICLOWZCLADOR 

.Kixo-Tub, pa ra  l a  a g i t a c i b n  de  l a s  muestras  de  incubacibn.  

- BAGOS METABOLICOS 

.Grant, con movimiento de  vaiven, para  l a  inc lubac i6n  d e  

las  c 6 l u l a s  e n t e r a s .  

.Hemmert, t e rmosta t izado ,  p a r a  l a s  incubaciones de  1 0 s  hemoliza - 
l i z a d o s .  

- POTENCIOMETRO 

. Metrohm E510 con expansidn d e  e sca l a  p a r a  l a s  medidas de  

pH 

- ESPECTROFOTOMEXROS 

. Spect ronic  700 de  Bausch and Lomb cubetas  de  3 m l .  

. Gi l fo rd  2400* cubetas  de 1 m l  



- NICROSCOPIO 

. Nikon equipado con d i s p o s i t i v o  de  c o n t r a s t e  de f a s e s  y cg - 
mara cuentaglóbulos Brand. 

- UTENSILIOS DE CROMATOGRAFIA 

. Para l a  r e a l i z a c i ó n  de  l a s  p lacas  s e  u t i l i z E  un "cromato- 

p l a c a s n  Shandon Unoplan y p l acas  de v i d r i o  de  20x20 cms. 

El d e s a r r o l l o  d e  l a  cromatograf la  s e  h i zo  en cámara d e  v i  - 
d r i o  Shandon y pa ra  e l  secado de l a s  mismas s e  u t i l i y b  una 

e s t u f a  E l e c t r o  Hel ios  te rmosta t izada .  

- CAMARAS FOTOGRAFICAS 

. Nikon F-2 con o b j e t i v o  de  35 mm. pa ra  l a  f o t o g r a f í a  d e  l a  

p l a c a  cromatogrgfica.  

. Nikon acoplada a l  microscopio para  hacer  l a s  f o t o g r a f i a s  

d e  l o s  hematies.  

- DESTILADOR 

. Hucoa Er los s  (F isons)  usado para  obtener  agua s i n  amonia- 

co poniendo 3 gm. d e  permanganato po tá s i co  en e l  depds i  - 
t o  d e  d e s t i l a c i d n .  El agua as f  ob ten ida  s e  u t i l i z ó  en t o  - 
dos l o s  experimentos que requer ían  va lorac ión  d e  amonio. 

2.1.3. MATEEIAL B IOLOGICO 

En todos  l o s  experimentos s e  u t i l i z a r o n  hematies pro  - 
cedentes  de  b o l s a s  d e  sangre  conservadas 21 d í a s  en medio CPD; 



d e l  banco de  sangre  de  l a  Residencia  S a n i t a r i a  La Paz. El me- 

d i o  CPD, cont iene  pa ra  un volumen f i n a l  d e  100 ml.: 327 mg. - 

d e  Acido c i t r i c 0  monohidrato, 2 ,63  g. de c i t r a t o  s6dico d i h i -  

d r a t o ,  222 mg. de  f o s f a t o  monos6dico y 2 ' 3 2  g . d e  dext rosa .  

En alguna ocas i6n  s e  u t i l i z a r 6 n  hematies de  b o l s a s  de  

sangre  con ~ 6 1 0  1 d i a  d e  conservaci6n. 

A) Obtenci6n de  hematies 

La sangre t o t a l  s e  c e n t r q u g a  en l a  cAmara f r i a  a 

4n@, a 3.500 r.p.m. du ran te  5 min.; s e  e l imina  e l  sobrena- 

drlnte con una p i p e t a  Pas teur ;  a 1  i g u a l  que l a  capa s u ~ e r i o r  

d e l  sediment0 - que p re sen ta  un aspect0 blanquecino y que e s  

t A  c o n s t i t u i d a  po r  1 0 s  l e u c o c i t o s .  

El sedimento c e l u l a r  s e  l av6  t r e s  Yeces con 10 -- 

0 de  un medio que contenia :  ClNa 0'9 %, , imidanol 25 

mli. pH 7 ' 2 ,  GSH 0 ' 2 5  mM. y glucosa 5 mM. 

Las cen t r i fugac iones  in te rmedias  s e  h i c i e r o n  en - 

l a s  mismas condiciones que l a  i n i c i a l .  

Como c o n t r o l ,  s e  h i c i e r o n  recuentos  de  l e u c o c i t o s  

en e l  sediment0 c e l u l a r  ya lavado; en todos 10s casos  r e s u l  - 

t 6  nega t ivo .  



FOTOGRAFIA NQ 1.- E r i t r o c i t o s  obten idos  d e  sangre de  banco 
conservada en medio CPD du ran te  21  d i a s .  
Di luc i6n  1/1000 aumentos en microscopio 
NIKON . 



Contaje  de  1eucoc i to s . -  Se hi70 suspendiendo 0 ' 1  m l .  d e  se- 

dimento c e l u l a r  en 0 ' 9  m l .  d e  l i q u i d o  para  conta-  

j e  d e  l e u c o c i t o s ;  y colocando una a l i c u o t a  d e  es- 

t a  suspensi6n en l a  cdmara cuentagl6bulos.  Un li- 

t r o  d e  l i q u i d o  p a r a  con ta j e  de  l e u c o c i t o s  con t i e -  

ne 40 m l .  d e  Bcido ac6 t i co  y unas gotas  de  solu-- 

c i 6 n  acuosa a 1  2% d e  azu l  de  meti leno.  

Observaci6n de  1 0 s  hematies.-  Se tom6 una a l i c u o t a  d e l  s e d i  - 

mento d e  hematies y s e  suspendid en so luc i6n  s a l i  - 
na (ClNa 0 '9%) .  10 1. de  e s t a  suspensi6n s e  co- 

l o c a r o n  en un por t aob je tos  y s e  observaron a1 m i  - 

croscopio  e n t r e  1000 y 1500 aumentos; 1-er f o t o g r a  - 
f i a  nn 1 obtenida  de  e s t a s  c 6 l u l a s .  

B \  P r e ~ a r a c i 6 n  de  1 0 s  hemolizados 

- Hemolizados s i n  d i luc i6n . -  Porciones d e  aproximadamente 

3 m l .  d e l  sediment0 c e l u l a r  s e  pus i e ron  en tubos de ni-- 

t r a t o  de c e l u l o s a  y s e  congelaron a -7OnC, y pos te r ior - -  

mente s e  descongelaron a + 37nc; e s t e  c i c l o  s e  r e p i t i 6  - 

t r e s  veces consecut ivas  p o r  per iodos  de  3 min. Una a l i -  

cuota  de  e s t e  hemolizado s e  suspendi6 en e l  medio de l a -  

vado y s e  mir6 a 1  microscopio como c o n t r o l  de e f i c a c i a  d e  



e s t a  operaci6n.  

-- -- 
Un esquema d e  l a  preparac i6n  .Ge r e p r e s e n t a  en l a  f i g u r a  

no 4. 

- Hemolizados d i l u i d o s  l/5.- Un volumen d e l  sediment0 c e l u  - 

l a r  s e  hemolizd con 4 v o l ,  de agua d e s t i l a d a  y s e  c e n t r i  - 

fugo a 13.000 r.p.m., durante  40 min, a 4%. El sobrena- 

d a n t e  a s i  obtenido,  l i b r e  de r e s t o s  d e  membranas f u e  - 

d i a l i z a d o  20 horas  f r e n t e  a 40 vo l .  d e  agua d e s t i l a d a ,  - 

en cAmara a 4QC, y seguidamente u t i l i z a d o .  

Un esquema d e  e s t a  preparac idn  s e  r e p r e s e n t a  en l a  f i g u -  

r a  nQ 5 .  

NEDIOS DE INCLBACION 

Fueron u t i l i z a d o s  d i f e r e n t e s  medios s e g h  e l  t i p o  

d e  m a t e r i a l  b io ldg ico  usado. 

- CELLZAS ENTERAS. - Medio d e  incubacidn Kreb s-Ringer-Fo s f  - a 

t o  (KRF), que contenia :  Glucosa 10 mM. C12Mg 5 ml.; - 

Clk, 4 mM.; ClNa, 115 mM. y tamp6n f o s f a t o  20 m! pH 7.2 . 

- HEMOLIZADOS ENTER0S.- Medio de  incabac ibn  imidazcil-bicar - 

bogato (MIB), que contenia :  b icarbonato  potds ico  pa ra  - 

l l e v a r  e l  pH d e l  hemolizado de aproximadamente 6 ' 7  h a s t a  



BOLSA 
D E  - 

SEDIMENT0 D E  SOBRENAD ANTE Y 
H M A T I E S  LEUCOC I T 0  S 

C ELCZAR 

ALICUOTA PARA CONTAJE 
D E  LEUCOCITOS 

C ENTERAS ELULAS 1 PREPARACION S I N  DILUCION DE HEMOLIZADOS 

3 veces 

FIGURA N9 4.- E s q u e m a  de  la preparaci6n de hemolizados s i n  
d i l u i r  . 

+. Soluci6n d e  
lavado 
10 vol .  



BOLSA 
3500 rpm 
5 min. 

SEDIMENT0 CELULAS SOBRENAD ANTE 

LEUCOC ITOS 

3 veces 

b SOBRENADANTE 

5 min. 

+ Soluci6n 
d e  lavado 
10 vo l .  

I +- 5 vol  d e  H20 

13000 rpm @ 40 min. 

J -------------, 
SEDIMEPTTO DE HENOLIZADO 1/5 

Dia l izado  f r e n t e  a 
40 vo l  de H 0 d e s t .  2 
20 h. a 4QC 

L i s t o  p a r a  uso 

FIGURA N o . -  Esquema de  l a  preparac idn  de hemolizados 
d i l u i d o  s . 



7,2 ,  y tamp6n imidazol  pH 7 '2 ,  50 mi. ( fue  ampliamente - 

comprobada l a  capacidad tampdn de  e s t e  medio). 

- HWOLIZADOS DILUID0S.- S e g k  e l  pH: tampon imidazol 50 mM 

pH 714 6 tamp6n t r i s -malea to  50 mM. pH 613 con NaOH, mAs  

C l K ,  30 mM.; C12Ca. 4 mM. y C12Mg. 5 mM. 

2.1.5.  FOWA EN QUE SE REALIZARON LAS INCUBAC IONES 

A) Incubaci6n de  1 0 s  hemolizados 

Un volumen determinado de  muestra ( ~ a r i a b l e  seg6.n 

e l  n h e r o  de determinaciones que s e  r eque r i an  para  e l  ex  - 

per imento) ,  que o s c i l a  e n t r e  5 y 2 j  m l . .  s e  incub6 en un 

baEo de agua Hemmert te rmosta t izado  a 370C. Al hemolisa- 

do, ya a e sa  temperatura,  s e  l e  aEadi6 en  ler l u g a r  e l  

medio NIB pH 7 ' 2  y despu6s l a s  ad i c iones  p rop ia s  d e  ca  - 
d a  experiment0 ag i tando l a  mezcla f i n a l .  Los tiempos d e  

a d i c i 6 n  y mezclado son desp rec i ab le s  f r e n t e  a 10s tiem- 

pos  d e  incubacibn.  

De e s t a  mezcla d e  incubaci6n s e  fueron  sacando - 

a l i c u o t a s  de  015 ml.,  generalmente,  y s e  desp ro te in i za -  

ron  con 1 ml. de Acido p e r c l d r i c o  a 1  0 ' 9  % f r i o ;  s e  - 

a g i t a r o n  y s e  de j a ron  en h i e l o  unos 30 min.. EL p r e c i p i  - 

t ad0  formado s e  separb po r  cen t r i fugac idn  a 4500 r.p.m. 



10 min.. El sobrenadante s e  n e u t r a l i z d  eon KOH y s e  l l e  - 

con agua d e s t i l a d a .  Despu6s d e  10 min. en h i e l o  s e  r e t i  - 
r b  e l  p r e c i p i t a d o  d e  pe rc lo ra to  po t&s ico  formado. p o r  - 

c e n t r i f u g a c i 6 n  en l a s  mismas condiciones.  

Los sobrenadantes  son usados p a r a  l a s  valora-- 

c iones  p rop ia s  de  cada exyerimento. 

Las incubaciones de  hemolizados con ad ic i6n  de  

bases  ( i n o s i n a ,  adenina,  ...) s e  h i c i e r o n  en baEo ter--  

mostat izado con ag i t ac ihn ,  para  poder e s t a b l e c e r  compa- 

r ac iones  con l a s  c d l u l a s  en t e ra s .  

E h  e l  caso de  1 0 s  hemolivados d i l u i d o s  el. p ro  - 
cedimiento seguido pa ra  su incubaci6n y toma de mues-- 

t r a s  f u e  e l  mismo que para  1 0 s  hemolizados t o t a l e s  p e  

r o  usando e l  medio de  incubaci6n que s e  ha d e t a l l a d o  - 

en e l  apa r t ado  a n t e r i o r .  

B )  Incubaci6n de  l a s  c & l u l a s  en t e ra s  

Las e 6 l u l a s  en t e ra s  lavadas  3 veces con KRF 

s e  preincubaron en e l  mismo medio ( 5  m l .  de c g l u l a s  y 

10 m l .  d e  medio) a 37nc con ad ic i6n  de  adenina 2mg/ml. 



mcZs i n o s i n a  8 mg./ml. en baEo t e r m o s t s t i c o  du ran te  2 

horas .  Despuks s e  la \ -aron con KRF f  r i o  3 x eces.  

Un m i l i l i t r o  d e  ck lu l a s  empaquetadas en 3 ml. 

de  KRiJ s e  incubaron a  370C en e l  mismo baEo du ran te  1 

hora.  A tiempos d i f e r e n t e s  s e  sacaron muestras de 100 

1. y s e  desp ro te in i za ron  por e l  mBtodo d e s c r i t o  a n t e  - 

r iormente .  

En 1 0 s  sobrenadantes a s l  ob ten idos  s e  hacen -- 

l a s  d i f e r e n t e s  va lorac iones .  

Los r e s u l t a d o s  son media d e  a 1  menos 3 expe r i  - 
- -- 

mentos con sangre de  d i f e r e n t e s  b o l s a s .  Las mues t ras  

de  1 0 s  d i f e r e n t e s  tiempos de incubacidn fueron  hechas 

po r  t l - ip l icado .  



2 . 2 .  METODOS 

2.2.1. OBTENCION DE MUESTRAS Y PROCESAMIENTO 

A p a r t i r  d e  l a  mezcla t o t a l  de incubaci6n y a d i f e r e n t e s  

tiempos, s e  e x t r a j e r o n  0 , s  m l .  de mezcla y s e  desp ro te in i za ron  

con 1 m l .  d e  Acido p e r c l 6 r i c o  a 1  0,9$ f r i o ;  s e  a g i t a r o n  y s e  

de j a ron  en h i e l o  unos 30 min., s e  cen t r i fuga ron  a 4500 r.p.m. - 

10 min, pa ra  s e p a r a r  e l  p r e c i p i t a d o  formado. El sobrenadante s e  

n e u t r a l i z 6  con po ta sa  y e l  p rec ip i t ado  d e  p e r c l o r a t o  potAsico 

s e  r e t i r 6  por  c e n t r i f u g a c i d n  en l a s  mismas condiciones.  E l  sobre - 
nadante a s 1  obtenido f u e  u t i l i z a d o  para d i v e r s a s  va lorac iones .  

2.2.2.  VALORACION DE GLUCOSA 

Se u t i l i z 6  e l  r e a c t i v o  d e  Glucosa oxidasa  siendo e l  i n -  

t e r v a l ~  de  va lo rac i6n  d e  0 .05  a 0 . 1  mM. y l a  l ong i tud  de onda - - 

d e  425 nm. 

React ivo d e  glucosa oxidasa.  

- Tampon f o s f a t o  50 mM pH 615 

- T r i t o n  1-100 a 1  0,4% 

- Orto-d ian is id ina  0 , l  mg/ml ( e t a n o l )  

- Glucosa oxidasa 4 U / d .  

- Peroxidasa 1 U/ml 

- EDTA 2 mM. 



2.2.3.  VALORAC I O N  DE LACTATO 

Segdn l a  reacci6n:  
1 4 

Lac ta to  -t NAD ,-+Piruvato NADH + H 

Mevcla de  ensayo: Tamp6n g l icocola-h idrac ina  pH 915 -- 

NAD+ 2 ' 5  mM y LDH 20 ~ / m l .  leyendo e l  i n c r e m e n t ~  d e  absorban- 

c i a  a 340 nm pzsados 10 min. 

Tampon g l icocola-h idrac ina :  Para 10 m l .  f i n a l e s  con t i e -  

ne 0,75 g.  de  g l i c o c o l a ,  0 ,52  g.  de s u l f a t o  d e  h id rac ina  y OW2 

g. d e  EDTA a jus tando e l  pH f i n a l  a 9 ' 5  con NaOH 2 N (36) .  

2 .2.4.  V,WRK I O N  DE FOSFORO INORGANIC0 . 

Siguiendo una adaptac i6n  d e l  m6todo de  F i ske  & Subbarow 

(37 ) ;  

Me7cla de ensayo: Molibdato dcido 0 ' 2  ml. EICO 2 ' 5  -- 

mg/ml. en un volumen f i n a l  de 2 m l .  Leer absorbancia  a 660 nm. 

Molibdato bcido: 2 ' 5  g .  d e  molibdato am6nico en 100 m l .  

d e  Acido s u l f d r i c o  5 N. 

EICO: Acido 1-amino, 2-naftol , 4-suf6nico , 0 . 2  g.  b i -  

s u l f i t o  s6dico 1,2 g., s u l f i t o  s6dico 1 , 2  g. mezcla - 

dos y machacados en mortero. E b  e l  momento de  u s a r  - 

l o  s e  d i sue lven  215 mg/ml. 



2.2.5 .  VALORACIOK DE AMP 

Usando e l  s i s t ema  acoplado de  PK. LDII y AK ( j 8 ) ,  s-eg6n 

AK 
AMP + ATPaF 2ADP 

PK LDH 
PEP nr P i r u v a t o  Lac t a to  

r\, 
ADP . Mg ATP . Mg NADH N&I 

Mezcla de  ensayo: Tris-CIH 50 m.. pH 7 ' 5 .  C1K 100 mM. 

C12Mg 10 mM., PEP 5 mM, NADH 0 15 rnM 

ATP 3 I&., PK 0 , l  ~/ml., LDH 1 ~ / d .  

AK 2 ~ / m l .  Leer disminuc i6n  d e  a b s o r  - 
b a n c i a  a 340 nm. 

2.2.6. VALORACION DE ADP 

Usando e l  s i s t ema  acoplado d e  PK y LDH, (38), segdn l a  

r e a c c i 6 n  

PK LDH 
PEP --D P i r u v a t o  Lac t a to  

n 
A D P . ~  ATP. 'M~ 

n 
NADH NAD 



Mezcla de ensayo: Tris-C1H 50 my, pH 7 '  5, C1K 100 mM , C12Mg 

1- PEP 5 mM, NADH 0 ,15  mM, PK 0105 - 

~ / m l .  y LDH 1 ~ / m l .  Leer disminuci6n de - 

absorbancia a 2 0  nm. 

2.2.7. VALORACION DE ATP 

Usando e l  s is tema acoplado de HK y G ~ P D H ,  seg ih  l a  - 

HK GGPDH 
Gluco sa 

fib C6-P 
-----.-----o 6-PG 

-A 

ATP.Mg ADP.Mg NADP NADPH 

Mezcla d e  ensayo: Tris C l H ,  40 mbf. pH 7'5; NADP 0 ' 5  mM., 

ClMg 5 mM, Glucosa 2 mM; G~PDH. 0 '  2 ~ / m l  

y HK 0 ' 1  U/ml. Leer increment0 d e  absorban- 

c i a  a 340nm. 

2.2.8. VALORACION DE IMP 

Se valor6 espectrofotometricamente tomando como c o e f i  - 
3 c i e n t e  de  extincicin molar a 265 nm. i g u a l  a 6 x 10 en medio 

2.2.9. V U R A C I O N  DE AMONIO 

Usando e l  s i s tema (40):  



NADH N-4D 

Mezcla de ensayo: Imidazol 50 mM pH 7 ;  2-oxoglutarato 10 

mM; DTE, 0,SmY; NADH 0 ,15  mM; glutamico 

de  hidrogenasa (GDH) 25 ~/ml. Leer dismi - 
nucidn d e  absorbancia  a 340 nm. 

2.2.10. CROMATOGRAFIA EN CAPA FIKA DE DE-a- Celulosa 

Se u t i l i z 6  p a r a  l a  separac i6n  de IMP y AMP y sin - 

i n o s i n a  p r e s e n t e  (41) .  

A ) .  - Preparac i6n  de  l a  p a s t a  : 16 g. de DEAE-Celulosa fue ron  

suspTn8idos en O,~-L7-de KaOH 0 , s  N ag i t ados  durante  - 

30 minutos y f i l t r a d o s  a vacio.  La p a s t a  obtenida s e  l a  - 
vd h a s t a  n e u t r a l i z a c i d n  con agua d e s t i l a d a  resuspen-- 

diendose en c ~ H - ~ N ,  ag i tando 30 min. y nuevarnente l ava -  

da y f i l t r a d a  h a s t a  neu t r a l idad .  Despu6s de  e s t e  proce- 

so de  p u r i f i c a c i 6 n  de  l a  c e l u l o s a  pura en un ~ o l u m e n  f i  - 
n a l  de  200 ml. de  agua ag i tando nuevarnente 30 min. La 

p a s t a  a s i  ob ten ida  s e  de jd  en nevera du ran te  l a  noche. 

P r e ~ i a  su  u t i l i z a c i d n  s e  desgas i f i cd  a vacio (42) .  

B ) .  - Preparacidn de  l a s  p l acas :  Se u t i l i z a r o n  p l acas  de  v i d r i o  

d e  20 x 20 crns, previarnente desengrasadas con acetona.  - 



La extens i6n  de  l a  p a s t a  s e  efectu6 con ayuda de un ex ten  - 

SOL" ~c roma top lacas  ' I .  Poster iormente s e  secaron  a t e m ~ e r a t u  - 

r a  ambiente guardAndose en l u g a r  seco. Fue necesar io  a c t i  - 

v a ~ l a s  40 min. a 50% p r e ~ i o  a su u t i l i z a c i d n .  

C).- Desa r ro l lo  d e  l a  cromatograf ia  y so lventes  u t i l i 7 a d o s  : La 

cromatograf ia  s e  d e s a r r o l l 6  a temperatura ambiente ( aprox.  

2 2 ~ C ) .  variando e l  tiempo s e g h  e l  grado d e  sa tu rac i6n  de 

l a  csmara y de  l a  tempera tura .  en dos d i r e c c i d n e s  perpendi  - 

c u l a r e s .  Las muestras  (0 .02  pmoles)  s e  colocaron en suce- 

s i v a s  ad ic iones ,  secando cada vez con a i r e  c a l i e n t e .  

Los so lven te s  u t i l i z a d o s  fueron  t r e s :  

Solvente  1: Pgua d e s t i l a d a  (200 m l . )  pa ra  sepa ra r  l a  i n t e r  - 

f e r e n c i a  de l a  i nos ina  en l a s  muestras  que l l e  - 
vaban d icho  product0 en l a  incubacidn.  El proce - 
so  a s e g u i r  c o n s i s t i 6  en c o r r e r  l a  mancha has- 

t a  e l  borde de l a  p l aca ,  s e c a r  a so%, del imi-  

t a r  l a  mancha b a j o  l u z  u l t r a v i o l e t a  (265 nm) y 

r a s p a r l a  con una cuc l i i l l a  . 

Solvente  2 :  C ~ H  0 . 0 8 ~  (200 m l . ) .  Se c o r r e  e l  f r e n t e  a ~ r o x i  - 
madamente 13 cm. en l a  misma d i r e c c i 6 n  que con 

e l  so lven te  a n t e r i o r  ( s i  s e  u t i l i z 6 ) .  P o s t e r i o r  - 

mente l a  p l aca  s e  l a v a  una vez con mezcla de  .- 



t r i e t i l a m i n a  a 8 v o l h e n e s  en acetona y -- 

t r e s  veces con acetona pura secada con a i r e  

c a l i e n t e  y pues t a  en e l  so lven te  3 para  c o r r e r  - 

l a  en d i r e c c i 6 n  perpendicular  a * l a  a n t e r i o r .  

Solvente  3 : 200 ml. de  ma soluc i6n  que cont iene  160 ml. -. 
d e  SO (MI ) a sa tu rac idn ,  36 m l .  de  a c e t a t o  

4 4 2  
s6dico 1 M y 4 ml. de a l coho l  i s o p r o p i l i c o .  - 

Se c o r r i 6  e l  f r e n t e  aproximadamente 10 cms., 

secando l a  p l aca  a cont inuacidn a ~ O Q C ,  marcgn - 

dose l a s  manchas con G p i z  b a j o  fu7  u l t r a x i o  - 

lets a 265 nm. 

El r e su l t ado  de  l a  separac i6n  de  AMP 6 IMP s e  puede v e r  en 

l a  f o t o g r a f f a  n". 

- Preparaci6n de  l a s  muestras:  Los sobrenadantes d e  despro-- 

t e i n i z a c i 6 n  que s e  u t i l i z a r o n  como muestras en l a  cromato- 

g r a f i a ,  s e  p u r i f i c a r o n  previamente haci6ndolos p a s a r  po r  - 
con 

carb6n a c t i v o  o b j e t o  d e  sepa ra r  nuc le6 t idos  y bases .  Se -- 

prokedi6 de  l a  s i g u i e n t e  manera: en 1 ml. de sobrenadante 

s e  suspendieron 20 mg. de carb6n a c t i v o  ag i tgndose  l a  mez- 

c l a  10 min. a temperatura ambiente. Seguidamente s e  f i l -  

t r 6  en m Mi l l i po re  (XX1002500) y e l  carb6n s e  resuspendid 

en  2 ml. de  hidrdxido am6nico (!,2 N en e t a n o l  a 1  30% agi -  

tdndose d e  nuevo du ran te  15 min. con p o s t e r i o r  f i l t r a c i d n .  



FOTOGRAFIA Ni? 2.- Separacidn de  AW e IMP por  cromato- 
g r a f i a  en capa f i n a  de DEAE-celulosa. 



La d i s o l u c i 6 n  a s i  ob ten ida  que contenia  1 0 s  nuc le6 t idos  

con un rendimiento d e  aproximadamente 95% a 100% s e  con . - 
c e n t r 6  h a s t a  un volumen de  0 .1  d. por  evaporaci6n en e s  - 
tufa a 100eC. 

E) . -  k t r a c c i 6 n  de  1 0 s  nuc le6 t idos :  Una ve7 de l imi t adas  l a s  - 

manchas ba jo  l u z  u l t r a v i o l e t a  a  265 nm, s e  rasparon y -- 

suspendieron en 2 ml. de C1H 0.2N. La suspensi6n s e  a g i -  

t 6  10 min. y s e  f i l t r 6  po r  Mi l l ipore .  EL f i l t r a d o  o b t e n i  - 
do s e  u t i l i z 6  p a r a  v a l o r a r  IMP. 

2.2.11. VALORACION DE HMOGLOB I N A  

La determinacidn ~ u a n t i t a t i ~ a  de  hemoglobina s e  r e a l i  - 
26 usando e l  r e a c t i v o  de  Drabkins (43) ,  que con t i ene  para  I - 

l i t r o  de  agua: 1 g.  d e  b icarbonato  s6dico. 50 mg. de c i a n u r o i  

po tz s i co ,  y 200 mg. de  f e r roc i anuro  potAsico. La so luc i6n  e s  

e s t a b l e  v a r i a s  semanas en f r a s c o  topac io .  La mezcla de  reacc i6n  

l l e v a  4 l 5  ml. de  r e a c t i v o  y liemoglobina de 0805-OJ5 mg/ml. - 

Se mezcla b i e n  y pasados 5 min. s e  l e e  l a  absorbancia  a  540 nm. 

Se u t i l i a 6  como pa t r6n  hemoglobina comercial.  



111. RESULTADOS 



GLICOLISIS 

3.1.1. CAPACID-AD GLICOLITICA DE LOS ERITROCITOS CONSERVADOS Y 

SUS HEMOLIZADOS. 

El conocimiento de l a  capacidad g l i c o l i t i c a  de l a s  c 6 l u  - 

l a s  conservadas 21 d i a s  en l a s  condiciones d e l  banco de  sangre  

que nos sumin i s t r a  e l  m a t e r i a l .  parec i6  un punto d e  p a r t i d a  ne - 

c e s a r i o .  Aunque. en tgrminos genera les  vino a confirmar 10s - 

hechos ya conocidos y que s e  han comentado en l a  in t roducc idn  

gene ra l  pe rmi t i6  r e s o l v e r  algunos problemas p r e ~ i o s  de  lavado 

d e  l a s  c 4 l u l a s .  p reparac i6n  de  1 0 s  hemol i~ados ,  va lores  i n i - -  

c i a l e s  de  concent rac i6n  d e  Acido lAc t i co  e t c . ;  sobre todo -- 

s i r v i e r o n  d e  -punXo d c r e k r m c i z _ p a r a - o p e z a . r  con l o  s h e m o l i a -  

dos s i n  d i l u c i 6 n ,  m a t e r i a l  que s e  ha u t i l i z a d o  p o r  primera vez 

en e s t e  e s t u d i o  y d e l  que, po r  cons iguien te ,  no e x i s t i a  i n f o r -  

maci6n p rev ia .  

La g l i c d l i s i s ,  medida po r  l a  desapa r i c idn  d e  glucosa y 

p o r  l a  a p a r i c i 6 n  de l a c t a t o ,  en l a  forma en que s e  d e t a l l a  en  

M.M. ,  r e s u l t 6  s e r  i nap rec i ab le ;  dado e l  l i m i t e  de  d e t e c t a b i l i -  

dad d e  n u e s t r a s  condiciones d e  ensayo, podemos a f i rmar  que l a  

g l i c o l i s i s ,  s i  alguna,  s e r j k i n f e r i o r  a 1  5% d e l  f l u j o  g l i c o l i t i  - 
co normal en e r i t r o c i t o s  c i r c u l a n t e s .  



3.1.2.  EFECTO DE CIWTAS ADICIONES SOBRE LA GLICOLISIS POR HE - 
MOLIZADOS. 

La u t i l i z a c i 6 n  d e  hemolizados proporciona l a  p o s i b i l i d a d  

de  a % d i r  coenzimas, me tabo l i t o s  6 cua lqu ie r  compuesto que no - 

a t r a ~ i e s a  l a  membrana de  10s  e r i t r o c i t o s .  Por e l l o  s e  emplearon 

p a r a  comprobar s i  l a  ad i c i6n  d e  co fac to re s  e r a  capaz de res ta - -  

b l e c e r  e l  f l u j o  g l i c o l i t i c o .  

A hemolizados s i n  d i l u i r ,  incubados a 37% en MIB p~ 7 ' 2  

s e  l e  h i c i e r o n  l a s  s i g u i e n t e s  ad ic iones  separadamente: NAJl+ O 1  2 

my, N M P  0 ' 2  mM, C12Mg jmM, Pi j mM, AMP 1 mM, ADP 1 my y 

ATP a v a r i a s  concentraciones (1, 1,5, 2 m~). La obtenci6n d e  - 

l a s  muestras y s u  procesamiento segfin s e  ha d e s c r i t o  en MM. 

Lcs r e s u l t a d o s  s e  muestran en l a s  f i g u r a s  nn 6 y 7 . E n -  

l a  nn6 s e  representan  1 0 s  r e s u l t a d o s  de l a  a d i c i 6 n  de ADP 1 mM; 

en  e s t e  caso e l  f l u j o  g l i c o l i t i c o  i n i c i a l ,  en cuanto a consumo 

d e  g lucosa ,  e s  de  0 ' 1  pmol/min.  x m l .  hemol., e l  c u a l  ua d i s -  

minuyendo a p a r t i r  de  10s primeros j m i n .  h a s t a  hacerse  nulo  - 

aproximadamente a 10s  20 min. La producci6n de  l a c t a t o  s e  co- 

r responde con e l  consumo d e  glucosa,  dando una velocidad ini - 
c i a 1  d e  0 ' 2 p  mol/min. x ml hemol. 

En l a  f i g u r a  nn 7 s e  r ep re sen ta  e l  e f e c t o  de l a  ad i c idn  



FIGURA Nn 6. -  Consumo de  glucosa y producci6n de  l a c t a t o  en hemoli- 
zados incubados en M I B  pH 712 y ADP 1 mM. 



TIEMPO (min.) 

FIGIiRA NG 7.- Conswno d e  glucosa en hemolizados incubados en MIB 
pH 7 ' 2  con ad ic i6n  de  ATP 1,s mM, NADP 0 , 2  mM y Glu - 
cosa 5 mM. 



d e  ATP y NADP+. La velocidad de  consumo de  g lucosa  y a p a r i c i 6 n  

d e  l a c t a t o  en  10s  primeros 5 min, e s  prac t icamente  el dob le  - 

que en e l  caso a n t e r i o r ,  aunque e l  f l u j o  g l o b a l  e s  aproximada- 

mente e l  mismo. 

EL r e s t o  de  10s compuestos adicionados (que s e  espec i -  

f i c a b a n  an ter iormente) ,  no tus;ieron efec to  medible sobre e l  -- 

f l u  j o g l i c o l i  t i c o  . 

3.1. 3. CAPACIDAD FOSFORIL-NTE DE LA HEXOKINASA EN LOS HEMOLIZA - 
DOS. 

Puesto que, como s e  ha indicado en l a  In t roducc i6n ,  l a  

hexokinasa e s  con b a s t a n t e  d i f e r e n c i a  e l  enzima de  menor a c t i  - 
vidad mdxima en l a  cadena g l i c o l i t i c a ,  pa rec i6  oportuno compro - 
b a r  s i  l a  manipulaci6n a que s e  habian sometido l a s  c6 lu l a s  - 

h a b r i a  de t e r io rado  sus tanc ia lmente  l a  func i6n  de  e s t e  enzima. 

Para e l l o  s e  u t i l i z a r o n  hemolizados d i a l i z a d o s  24 ?LO- 

r a s  f r e n t e  a EDTA 1 ray. 50 v o l h e n e s ,  a 4nC y cambiando 4 ve  - 
c e s  e l  medio ex terno .  La d i g l i s i s  s e  h izo  con o b j e t o  de  e l i m i  - 
n a r  1 0 s  p o s i b l e s  metabol i tos  i nh ib ido res  d e  l a  HK, que s e  pu- 

d i e r a n  haber  acumulado du ran te  1 0 s  21 d i a s  de  conservacibn. 

EL hemolizado fue  incubado en M 7 B  pH7Q cpm glucosa - 

5 mM; ATP, 2mM JT NAD, 0 ' 5  EM.. Se tomaron m ~ e s t r a s  a tiempos - 

O y 5 min., valorando e l  consumo d e  glucosa,  que r e s u l t 0  s e r  



( s i m i l a r  a 1  encontrado pa ra  hemolizados d e  sangre  r e c i e n t e )  de 

0,25 moles/min. x ml. -d-e-41emolizado. (5)  

Debe n o t a r s e  que en e s t e  ensayo s e  mide l a  capacidad - 

g loba l  d e  u t i l i z a r  glucosa en ausencia  de c u a l q u i e r  e f ec to  mo - 
dulador  sobre  l a  primera e tapa ,  l i m i t a n t e ,  d e  l a  g l i c o l i s i s ;  - 

por  e l l o  l a  medida de  velocidad i n i c i a l  d e  desapa r i c i6n  de g l u  - 
cosa s e  puede tomar como capacidad mdxima f o s f o r i l a n t e  de  l a  

HK en l a s  condiciones ambientales  estimadas como cercanas a - 

l a s  que preva lecen  en l a  c 6 l u l a  i n t a c t a .  

Combinando e s t o s  r e s u l t a d o s  con 1 0 s  d e l  ep ig ra fe  an t e -  

r i o r ,  puede n o t a r s e  que l a  producci6n i n i c i a l  d e  l a c t a t o  indu- 

c i d a  por  1 mM ADP, en 1 0 s  hemolizados s i n  d i a l i ~ a r .  ( e s  d e c i r  

con todos 10s metabol i tos  e i ones  proplos  d e  l a s  c 6 l u l a s  en e l  

memento d e  l a  r o t u r a )  e s  c o n s i s t e n t e  con una g l i c o l i s i s  l i m i t a  - 
da po r  l a  HK, como cabe e s p e r a r  en ausencia  d e l  f r eno  imuuesto 

a l a  PFK. 

S i n  embargo l lama l a  a tenc i6n  que d i cha  producci6n c a i  - 
ga t a n  rgpidamente, d e  t a l  mod0 que a 10s 5 min. y con un con- 

sumo d e  g lucosa  i n f e r i o r  a 1 r m o l ,  prgct icamente ce sa .  cuando 

en t e o r l a  d e b e r i a  con t inua r  d e  e s t e  modo, r ec i c l ando  e l  p a r  -- 

ADP-ATP h a s t a  l l e n a r  1 0 s  n i v e l e s  normales de  intermedios fo s -  

f o r i l a d o s ;  6 s t o  supondrla  m- consumo d e  gl.ucosa con velocidad 



ADP 

cercana a la mgxima, y mantenido por lo menos 20 6 30 min. con 

descenso progresivo de 10s valores estacionarios. 



3.2. METABOLISM0 DE ADENOSINFOSFATOS 

3.2.1.  EXOLUCION EN EL TIENPO DE LOS NIVELES DE ADENOSINFOS- 

FATOS TRAS LA A D I C I O N  DE AMP A HEMOLIZADOS DE ERITRO- 

CITOS RECIEN EXTRAIDOS P PROCEDENTES DE SANGRE CONSER - 

TJ AD A. 

La i n t e r p r e t a c i d n  de 10s re su l t ados  a n t e r i o r e s  e x i g i 6  

un e s t u d i o  mAs d e t a l l a d o  de  l a  evoluci6n de  1 0 s  adenin nu-- 

c l e d t i d o s  aPadidos. t a n t o  en e r i t r o c i t o s  d e  sangre r ec i en  ex  - 

t r a i d a  como d e  sangre conservada en busca de d i f e r e n c i a s  - 

que j u s t i f i c a s e n  l a  b a j a  capacidad de 1 0 s  e r i t r o c i t o s  conser  - 

vados p a r a  mantener e l  f l u j o  g l i c o l i t i c o .  

Los hemolizados s e  incubaron en MIB pH 7 ' 2  a  379C -- 

con ad ic i6n  de  AEP 2 mM a  tiempo 0 3; tomando l a  primera mues - 

t r a  a 1  cabo d e  1 min. Los r e su l t ados  s e  r ep re sen tan  en l a s  - 

f i g u r a s  nn 8 y 9. 

Merecen comentario 10s s i g u i e n t e s  aspec tos :  En pr i --  

mer l u g a r ,  l a s  curvas  d e  desapa r i c i6n  de  AMP; t r s s  una f a s e  

i n i c i a l  muy rApida, s i m i l a r  en ambos hemolizados, y  que supo - 
ne aproximadamente l/4 d e l  AMP acadido i n i c i a l m e n t e ,  e l  r e s -  

t o  s igue  r i tmos  de  desapa r i c i6n  b a s t a n t e  d i f e r e n t e s ,  con n i -  

v e l e s  mds sos t en idos  en 10s hemolizados de  c e l u l a s  r e c i e n t e s  

(de  1 d i a ) .  Es ta  marcada d i f e r e n c i a  t i e n e  mucta repercus i6n  



ADP 
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F I G C I A  N o . -  Evoluci6n en el tiempo de las concentraciones de nu- 
cledtidos de adenina en hemoli~ados de c6lulas con 1 
dia de almacenamiento incubados a 37% en MIB DH 7 ' 2  
y AMP 2 mM. 



FIGURA NC 9.-  Ekoluci6n en e l  tiempo de l a s  concentraciones de nu- 
c led t idos  de adenina en hemolizados de c6lulas  con - 
21  d i a s  de almacenamiento incubados en MXB pH 7 ' 2  y 
AMP 2 mM. 



sobre  l a  desapa r i c idn  d e  l a  suma t o t a l  d e  nuc led t idos  a l o  -- 

l a r g o  d e l  tiempo. 

I 3  segundo l u g a r  en 1 0 s  hemolizados d e  cg lu l a s  d e  1 

d i a  hay m a  ca ida  d e  l a  concentracidn i n i c i a l  d e  ATP que no - 

s e  r e f l e j a  en e levac idn  de ADP, como d e b e r i a  suceder  s i  e l  -- 

ATP hubiera  s i d o  u t i l i z a d o  por  l a s  d i f e r e n t e s  k inasas  ( l a  AK 

predominantemente segt'tn s e  ha venido postulando (12) .  

t e r c e r  l u g a r ,  s e  han calculado l a s  r e l a c i o n e s  d e  ma - 

s a s  cor respondientes  a l a  reacc idn  AK: cuya expresidn gene ra l  

e s  : (ATP) ' A M P )  y cupo va lo r  debe r i a  aproximarse a 1 s l  

(ADp12 
l a  AK impusiera  su  e q u i l i b r i o .  Los - r e s u l t a d o s  recogidos en l a  

- - 

Tabla 3: i nd ican  que en 1 0 s  hemol i~ados  d e  c g l u l a s  de 1 d i a  - 
parece  haber una tendencia  a 1  e q u i l i b r i o  a tiempos muy cor-- 

t o s ,  que no s e  mantiene. En e l  caso de  1 0 s  hemol i~ados  de  ce? - 
l u l a s  de 21 d i a s ,  l a  r e l a c i 6 n  de  masas no puede c a l c u l a r s e  - 

porque 1 0 s  va lo re s  d e  ATP, a p a r t i r  d e l  pr imer minuto son i n -  

medibles . 

Un d a t o  a d i c i o n a l  que sug ie re  que 1 0 s  adenosinfosfato 

p r e s e n t e s  en 1 0 s  hemolizados s i n  d i l u i r ,  no e s t h  s u j e t o s  a 

l a  acc i6n  d e  l a  AK en l a  forma que c a b r i a  e s p e r a r  d e  l a  ac- 

t i v i d a d  de e s t e  enzima, p r e s e n t e  en 1 0 s  e r t i t r o c i t o s ,  e s  l a  

conservaci6n d e  1 0 s  n i v e l e s  de como s e  ve en l a s  figu-- 



CELULAS T I E M P O  (min). 

1 D I A  BASAL I N I C I A L  1 5 10 20 30 

AMP mM 0,06 2,O6 1 3 6  1,27 I t 2  l j o  O,? 

ADP mM 

ATP mM 

R .  MASAS 

SWA AD. 

TABLA 3.- Concentraciones de  nuc led t idos  de  adenina y ~ a l o r e s  pa ra  
1 0 s  pardmetros carga ene rgg t i ca  r e l a c i 6 n  de masas y su- 
ma de  d ichos  nuc led t idos  obten idas  a1 i n c l u b a r  a 37GC - 
d u r a n t e  30 min. hemolizados (1  y 21 d i a s )  en medio imida - 
z o l  b icarbonato  pH .2 con ad ic idn  d e  AMP 2 mM. 

O,76 O,76 Oh73 0,54 0 15 0,4  0 , 4  

0,85 0,55 0 , s  . 0,4 011.5 0,Oj 0,OO 

0,013 3,o 1,2 1 , 7  0 ,72 0,31 - 

1967 3967 2959 1485 1,85 I t45 I t 3  

CELULAS T I E M P 0 (min) 

21 DIAS 

AMP mM 

ADP mI4 

ATP mM 

R. MASAS 

SUMA AD. 

0*2 2,2 136 1 ) 3  0,g 021 

O,6 0,6 O f $  0 , s  O t 4  0,37 

O,O3 0,03 0,04 010 0 to 0 0 

0,17 0;2 1 78 - - - 

0,83 2,83 2,24 118 1 ~ 2  0,4? 



r a s  nn 8 y 9, pa r t i cu l a rmen te  llamati-va en l a  na 9, ya que - 

a tan b a j a s  concent rac iones  d e  ATP y ANP, e l  ADP deber ia  ha- 

b e r  ba jado  po r  ef e c t o  d e  l a  AK. 

Para e s t o s  hemolizados s e  dise56 un experimento s i m i -  - 
l a r  a 1 0 s  a n t e r i o r e s ,  s a lvo  que l a  ad ic i6n  de  adenosinfosfa-  

t o s  o o n s i s t i 6  en una mezcla de  : AM) 2mM.; ADP 013 mM y - 

ATP 0,s mH, mezcla que corresponcleria a ma s i t u a c i 6 n  en l a  

que l a  r e l a c i 6 n  d e  masas de l a  AK e s t d  l e j o s  d e l  e q u i l i b r i o ;  

s e  i n t e n t a b a  v e r  s i  l a  AK l og raba  imponer s u  e q u i l i b r i o  e l e -  

vando l a  concentraci6n d e  ADP a expensas d e l  AYPf impidiendo 

5 a 1  menos frenando l a  desapa r i c i6n  de  6 s t e  p o r  r a r i a s  x i a s .  

La t a b l a  4 muestra que no e s  e l  caso.  ya que a 1 0 s  20 min. - 

l a  mitad d e l  AMP ha desaparecido s i n  concomitante e levac idn  

d e l  ADP, que a s u  vez tambidn ha bajado. 

L;i conclus i6n  g l o b a l  de  e s t e  experimento e s  que l a  - 

a c t i v i d a d  AK, aunque a l t a ,  no e s  e l  componente mayor i ta r io  - 

en l a s  v i a s  d e  t ransformacidn  d e l  AMP. 

3.2.2.  TRAVSFORMAC 108 DEL AMP EN IMP 

Para  el-aluar l a  proporcidn de AMP desaparecido que s e  

podfa encon t r a r  como IMP, s e  r e a l i y a r o n  medidas s imultdneas 

d e  desapa r i c idn  d e  AMP y a p a r i c i 6 n  d e  IMP a l o  l a r g o  d e  30min. 



CELULAS 

2 1  DIAS 

T I E M P 0 (min.) 

BASAL INICAL 20 4 0  60 

AMP mM 

* ! P  mM 

ATP m?4 

GLUCOSA mM 

SUMA ADEN. 

R. MASAS 

TABLA 4.- Concentraciones de nucledtidos de adenina y valores obte - 
nidos  para l a  r e lac i6n  de masas y suma de nucledtidos en 
hemolizados de veintitin d i a s  de almacenamiento incubados 
a 37nC en MIB pH 7.2  con adic idn 3 e  ATlP 2 mM ADP 0 ,3  mFl 
y ATP 0 , s  mM. 



Para e l l o  s e  u t i l i z a r o n  hemolizados de  c g l u l a s  d e  21 d i a s  de  

conservacidn obtenidos po r  e l  procedimiento usua l .  Dichos he - 

molizados fueron  d i a l i z a d o s  a 4XC, para  r e d u c i r  l a s  p o s i b l e s  

i n t e r f e r e n c i a s  en l a  separaci6n cromatogrzifica d e l  -4MP e IMP 

f r e n t e  a 50 vol thenes  de  EDTA 1 d l .  renovando 4 veces e l  me- 

d i o  ex terno .  

Seguidamente s e  a j u s t d  su  pH a 7 ' 2  con b icarbonato  

potAsico y s e  incubd a 37QC en un medio que con ten ia  imida-- 

zo l  50 mV pH 7 ' 2  y ,Mp 7 mM; volumen f i n a l  d e  incubacidn 5 

m l .  La obtenc i6n  d e  muestras  y s u  procesamiento f u e  e l  u s u a l  

Se tomaron muestras  a d i f e r e n t e s  tiempos y en cada una s e  

va lor6  AhIP por  e l  procedimiento indicado en MM a s i  como e l  

IMP, espectrofofom6tricamente, despugs d e  sepa ra r lo  d e l  AMP 

por  c romatograf ia  en capa f i n a  d e  DE,U-celulosa. 

La evolucidn d e  l a  reacc i6n  s e  r ep re sen ta  en l a  f i -  

gura  na 10, considerando como 100% l a  concentracidn de AMP 

i n i c i a l .  

Los r e s u l t a d o s  obten idos  ind ican  que, en l a s  condi-- 

c iones  de  n u e s t r o  hemolizado, t a n  so lo  un 30% d e l  AMP t r a n s  - 

formado s e  encuentra  como IMP, l o  cukl  no e s  d e  e x t r a c a r  s i  

tenemos en cuenta l a  e x i s t e n c i a  de o t r a s  v i a s  degrada t ivas  

p a r a  e l  IMP; por  una d e  e s t a s  v i a s  s e  t ransforma en i n o s i n a  



FIGURA NQ 10.-  Desaparici6n de AMP y simultdnea aparici6n de IMP en 
hemolizados de cglulas con 21 dias de almacenamiento 
incubadas a 37% en M I B  pH 7 ' 2  con adici6n de AMP -- 
7 mbf. 



hipoxant ina  y f ina lmente  Bcido 6 r i co .  Esto j u s t i f i c a  que e l  

IMP encontrado no de  cuenta d e  todo e l  AMP transformado. 

E h  e s t u d i o s  p o r t e r i o r e s  en que s e  va lo r6  amoniommo 

product0 d e  l a  desaminacidn, s e  encontr6 que e l  AMP trans-- 

formado v i a  ADA e r a  d e  un 50% aproximadamente d e l  AMP desa- 

parec ido .  La d i f e r e c c i a  e n t r e  l a  producci6n de  amonio y l a  

d e  IMP p a d i e r a  depender de l a  pos ib l e  d e f o s f o r i l a c i d n  de 6 s  - 

t e  po r  a c t i v i d a d e s  f o s f a t a s a  que s e  e s tud ia ran  mds ade lan te .  

Debe 0bser.c-arse que en e s t e  experiment0 s e  ha u t i l i  - 

zado una concentraci6n mAs a l t a  de  AMP que en experimentos 

a n t e r i o r e s ,  ya que s e  buscaba cQnocer l a  capacidad mgxima - 

de  una v i a  cuyos parAmetros c i n 6 t i c o s  ope ra t ivos  no s e  cono - 

c i a n .  

Comparando l a  velocidad i n i c i a l  de  desapar ic i6n  d e  

AMP con l a  de  l a  f i g u r a  n0 9: puede observarse  que son prBc - 

t i camente  igua le s ;  6 s t o  s i g n i f i c a r f a  que en e l  rango de con - 
cen t r ac iones  d e  MIP de  nues t ro  experiment0 d e  desapa r i c i6n  

de  AMP, l a ( s )  v i a ( s )  de  t ransformaci6n s e  encuent ra(n)  s a t u  - 

r a d a ( s )  p o r  e l  substrata, e s  d e c i r ,  evaluamos una velocidad 

mhima d e  t ransformaci6n g loba l .  



3.2.3. ~ K T - J  I)E LA IKOSINA SOBRE LA DESAPARICION DE AMP &-A- 

DIDO A HEMOLIZADOS DE CELULAS CON 21 DIAS DE CONSERVA 

C I O N .  

Tornando como base  l a  observaci6n empir ica,  r e i t e r a d a ,  

d e  que l a  ad i c i6n  de i n o s i n a  a l a  sangre en conservaci6n -- 

cont r ibuye  a a l a r g a r  s u  tiempo de  vigerlcia (30)  s i n  que l a s  

bases  bioquimicas de  e s t e  e f e c t o  e s tuv ie ran  c l a r a s  a 1  tiempo 

d e  empezar e s t e  e s tud iob  pa rec i6  conveniente i n y e s t i g a r  s i  l a  

i nos ina  t e n i a  algun e f e c t o  que s e  observase d i rec tamente  so -  

b r e  l a  curva de  desapa r i c i6n  d e  AMP y l a  concornitante a p a r i -  

c i6n  de IMP; c i e r t amen te  e x i s t i a n  ind icac iones  d e  que l a  i n o  - 

sins no t i e n e  e f e c t o  sobre l a  ac t iv idad  p u r i f i c a d a  (20) pero  

dado que l a s  condiciones d e  nues t ros  ensayos e ran  rnuy d i fe - -  

r e n t e s  y que en n u e s t r o  s i s tema s e  va lo ra  po r  un l a d o  l a  de- 

s apa r i c i6n  g l o b a l  y p o r  o t r o ,  e l  n i v e l  a lcanzado por  e l  IMP, 

e x i s t i a  l a  p o s i b i l i d a d  d e  a l g h  e fec to  no d e s c r i t o  h a s t a  aho - 
r a  . 

Se u t i l i z a r o n  hernolizados de c 6 l u l a s  d e  21 d i a s .  ob- 

t en idos  po r  e l  procedimiento h a b i t u a l ,  y d i a l i s a d o s  s e g b  s e  

i n d i c 6  an ter iormente .  Poster iormente fueron  l l e v a d o s  a pH 7 ' 2  

con b icarbonato  po tgs i co  e incubados a 37nc con imidazol  50 

mM. pH 7 ' 2  y AMP 2 mM. Se I l e v a r o n  paralelarnente  dos muestras  

m a  a l a  que s e  afiadi6 i n o s i n a  20 mM. y o t r a  c o n t r o l  s i n  ad i -  



FIGURA N"1.- Desaparicidn de AMP y simultgnea aparicidn de 1%' en 
hemolizados de c6lulas con 21 dias de almacenamiento 
incubados a 37% enMIB pH 7 ' 2  con ,4YP 2 mM (8) e 
Inosina 30 fil ( B ) . 



ci6n. La recogida de muestras a s i  como l a s  valoraciones pos- 

t e r i o r e s  s e  h ic ieron de l a  forma usual. 

Los resul tados  s e  muestran en l a  f i gu ra  nn 11. La -- 

concentraci6n de IMP a 1  f i n a l  de l a  incubaci6n da cuenta d e l  

30% aproximadamente d e l  AMP transformado en ambos casos. La 

concentraci6n de AMP s e  ha dejado en 2 mM para no enmasca-- 

r a r  10s posibles efectos  de t i p 0  competitivo. Por l a  misma 

raz6n l a  concentraci6n de inosina empleada en e s t e  experimen - 

t o  es marcadamente super ior  a l a  u t i l i z ada  en 10s in ten tos  - 

de mejorar l a  conservaci6n antes  mencionados; l a  r a d n  -es  - 

que s e  buscaba un posible  efecto  competitivo y convenia f o r -  

zar  su aparici6n para luego es tudiar  e l  efecto  de l a  concen- 

t r ac i6n .  

E h  es tos  experimentos s e  l l ev6  LXI cont ro l  donde s e  - 

estudi6 e l  posible  ef ec to  de l a  d i b i s i s  sobre l a  desapari-- 

c i6n de AMP, no encontrkdose  un efecto apreciable  sobre l a s  

curvas de desaparici6n t o t a l  d e l  mismo. 

3.2.4. EFECTO DE LA INOSINA SOBRE LA RM;ENERL4C1ON DEL ATP A 

PARTIR D E L  AMP. 

Como s e  ha \ i s t o  en 10s experimentos de l a s  f iguras  

na 8 y 9, l a  adici6n de AMP a hemolizados de c6lulas  t an to  



d e  1 como d e  21 d i a s  d e  almacenamiento no conduce a l a  forma- 

c i d n  d e  ATP, a causa d e  l a  r$pida desapa r i c idn  d e l  primero. 

La expectacidn d e  poder f o s f o r i l a r  e l  ,4MP a ATP. ob- 

v i anen te  s e  basa  en l a  e x i s t e n c i a  de una concentraci6n no des  - 

p r e c i a b l e  d e  ADP, s u f i c i e n t e  para  que, mediante l a  accidn - 

combinada de  l a  g l i c o l i s i s  (ADP---+AT?) y l a  AK ( ATPAAMP -----+ 
~ A D P ) ,  s e  forme ATP h a s t a  un n i v e l  e s t a c i o n a r i o  sos ten ido ,  -- 

precedido  d e  un p e r i o d ~  de t r a n s i c i d n  en e l  que s e  fue ran  a j u s  - 

tando l a s  concent rac iones  d e  1 0 s  intermediaries. A su ue7. - 

l a  reanudacidn de l a  g l i c o l i s i s  supone c i e r t a  concentraci6n - 

d e  ATP p a r a  i n i c i a r l a ,  puesto que l a  g l i c o l i s i s  produce ATP 

en s u  segunda mitad pero  ha d e  g a s t a r l o  en l a s  dos e t apas  d e  

HK y PFK d e  l a  pr imera mitad. 

La p re senc ia  de  ADP impl ica  a lgo  de  ATP aunque anal;- 

t i camente  sea  m A s  o menos d e t e c t a b l e  dependiendo d e l  mdtodo. 

Cabr ia ,por  t a n t o ,  l a  p o s i b i l i d a d  de  que l a  i n o s i n a  f a v o r e c i e  - 

s e  esa recuperac i6n  ganando l a  c a r r e r a ,  a1 menos en p a r t e ,  a 

l a  degradacidn i r r e v e r s i b l e  d e l  AMP. 

Para e x p l o r a r  e s t a  p o s i b i l i d a d  s e  diseA6 un experi-- 

mento s i m i l a r  a 1  d e  l a s  f i g u r a s  nn 8 y 9, con ad ic i6n  de AMP 

1 mM e i n o s i n a  30 rnM. 



ADP 

AMP 

TIEMPO (rnin.) 

FIGURA Nn 12.- Efecto d e  l a  Inos ina  sobre  l a  formaci6n d e  ATP en 
hemolizados de c 6 l u l a s  con 1 d i a  d e  almacenamien- 

t o ,  incubados a 37QC en M l B  pH 7 '  2 con &IP 1 mM e 
Inos ina  30 &$. 
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FIGURA Nn 13.- EFecto de la InosPna sobre la formaci6n de ATP en he- 
molizados de c6lulas con 21 dias de alnacenamiento - 
incubados a 37nC en MIB pH 7 2 con AMP 1 mM e Inosina 
30 mM. 



30 60 
TIEMPO (rnin. 1 

F1GII .A En 14.- Formaci6n de lactato en hemoli~ados de cglulas con 21 
dias de conseruaci6n, incubadas en M I B  pH 7 ' 2  con adi - 
ci6n de AMP 1 mM ( m )  6 Inosina 30 mM ( @ ) .  



Los r e s u l t a d o s  s e  representan  en l a s  f i g u r a s  nn 12 

y 13 en l a s  que s e  puede n o t a r  que, en p re senc ia  de inos ina ,  

l a  desapa r i c i6n  de  AMP va acompaBada de  l a  a p a r i c i d n  d e  una 

cant idad  equ iva l en te  de  ATP,  l o  cua l  no ocu r re  s i n  l a  adi-- 

c i6n  de i n o s i n a .  En cuanto a l a  d i f e r e n c i a  e n t r e  l a  conduc- 

t a  d e  e r i t r o c i t o s  de  1 y 21 d i a s ,  s e  confirma l a  observa-- 

c i6n  a n t e r i o r  ( f i g .  8 y 9 ) ,  segrfn l a  c u a l  en 1 0 s  e r i t r o c i - -  

t o s  conservados l a  degradacidn de  AMP e s  mucho mds rdpida .  

Eh l a  f i g u r a  n0 13 merece comentario e l  que l a  c a i  - 
da  d e  ADP sea  mayor que en experimentos equ iva l en te s  en - 

ausencia  de inos ina ;  e l  rdpido increment0 d e  l a  concentra-  

c i 6 n  de  ATP exp l i ca  a d6nde ha ido  a pa ra  e l  ADP desapare-  

c ido ,  l o  c u a l  s i g n i f i c a  que ha funcionado eficazmente l a  - 

g l i c o l i s i s ;  e s t a  observaci6n f u e  comprobada valorando e l  - 

f l u j o  g l i c o l i t i c o  como producci6n de l a c t a t o ,  r e su l t ado  que 

s e  r ep re sen ta  en l a  f i g u r a  nn 14. En o t r a s  p a l a b r a s ,  l a  p r e  - 

senc ia  d e  i n o s i n a  ha favorec ido  l a  reanudacidn de l a  g l i c o  - 

l i s i s  pese  a l a  b a j a  concentraci6n d e  ATP.  

3.2.5. FORMAC I O N  DE LACTATO Y A T P  EN CEZULAS ENTERAS Y HE- 

MOLIZADOS INCL%ADOS CON I N O S I N A  Y ADEXINA 

La comprobacidn d i r e c t a  d e  que e l  proceso d e s c r i t o  

en e l  e p i g r a f e  a n t e r i o r  ocu r re  igualmente en l a s  cClulas  - 



i n t a c t a s  no e s  p o s i b l e  porque e l  A* no e n t r a  en l a s  c 6 l u l a s .  

La p o s i b i l i d a d  de que, a p a r t i r  d e  adenina o adenosi-  

na,  (que difunden f ac i lmen te  como l a  i n o s i n a )  s e  l l e g a s e  a un 

r e s u l t a d o  s i m i l a r  a 1  obtenido en hemolizados, depende d e  l a  - 

t ransformaci6n de adenina en AMP mediante e l  proceso: 

adenina J- PRPP -b h + PPi 
I' 

6 en e l  caso d e  l a  adencsina:  

adenosina -+ ATP $ ADP 

c a t a l i z a d o  p o r  una adenosina k inasa .  El pr imer proceso e s t s  

fuer temente  desplazado hac i a  l a  formaci6n de 2P. por  l a  e t a -  
1 

pa prdct icamente i r r e v e r s i b l e  c a t a l i z a d a  p o r  l a  p i r o f o s f a t a  - 

sa .  El segundo e s t d  tambi6n desplazado h a c i a  l a  derecha por  

razones termodindmicas. 

La producci6n de  adenos infosfa tos  a p a r t i r  de aden i  - 
na r e q u i e r e  en todo caso un donador de  f o s f o r i l o ;  en condi- 

c iones  en que l a  r e s e r v a  d e  ATP e s t d  pr6xima a ago ta r se  no e s  

razonable  e s p e r a r  que haya r e se rva :de  pRpp,Por t a n t o ,  m a  ii- 

mitac i6n  de  en t r ada  a l a  produccidn d i r e c t a  d e  AMP a p a r t i r  



d e  l a  base  o su  r i b d s i d o ,  e s  l a  b a j a  concentraci6n de dona- 

d o r  d e  f o s f o r i l o .  

Par t iendo de  adenina y favoreciendo l a  recuperaci6n 

d e  l a  g l i c o l i s i s  con inos ina ,  cabe e s p e r a r  un ef ec to  combi- 

nado que d6 l u g a r  a un increment0 r sp ido  en 10s n i v e l e s  d e  

ATP. Eh e f e c t o ,  publ icac iones  a n t e r i o r e s  sugieren  que t a l  - 

proceso ocu r re  en e r i t r o c i t o s  incubados con i n o s i n a  y ade- 

n ina ,  a juzgar  p o r  10s incrementos de  2,3-DPG mediante un - 

proceso que s e  design6 como r t rejuvenecimienton,  s i n  que s e  

hubiera  profundizado en su  mecanismo in t imo.  

Para comprobar l a  s i m i l i t u d  de 1 0 s  procesos en c6- 

l u l a s  e n t e r a s  y hemolizados, s e  l l e v 6  a cab0 un experimen- 

t o  incubando ambos con i n o s i n a  mgs adenina y midiendo n i v e  - 
l e s  de  ATP y l a  produccidn d e  l a c t a t o .  

Los r e s u l t a d o s  s e  representan  en l a s  f i g u r a s  nn 15 

y 16; de  e l l a s  s e  deduce que ambos s i s temas  poseen todos - 

1 0 s  mecanismos necesa r io s  p a r a  l a  t ransformaci6n d e  adenina 

en ATP, como s e  pone d e  mani f ies to  cuando s e  incorpora  ino-  

s i n a .  La velocidad d e  formaci6n de  ATP s e  deduce d e  l a s  fi- 

guras  ne  15 y 16 e s  d e  unos 30 ~ m o l e s / m i n . x  m l .  d e  c61ulas j  

l a s  curvas  de  evoluci6n d e  l a  concentraci6n d e  ATP en ambos 
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FIGURA NQ 15 . -  Formaci6n de  ATP y producci6n de l a c t a t o  en c 6 l u l a s  
e n t e r a s  con 21 d l a s  d e  almacenamiento incubados a 
37% en KRP pH 7 ' 2  con ad ic i6n  d e  Inos ina  5 y -- 
Adenina 3 mM. 
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FIGURA NQ 16.- Formaci6n d e  ATP y producci6n de  l a c t a t o  en hemolizados 
d e  c 6 l u l a s  con 21 d i a s  de  almacenamiento incubados a -- 
37QC en M I B  pH 7 ' 2  con a d i c i j n  de  i n o s i n a  5 mM y adenina 
3 fil. 



casos  son muy s i m i l a r e s ,  l o  que una vez mds l e g i t i m a  l a  va- 

l i d e z  d e  1 0 s  r e s u l t a d o s  obtenidos con hemolizados s i n  d i l u  - 
c i 6 n  como r e p r e s e n t a t i v o s  de e r i t r o c i t o s  i n t a c t o s .  

La d i f e r e n c i a  en e l  curso de l a  producci6n de  l a c t a  - 
t o  e s  una c l a r a  consecuencia de  que en l a s  c g l u l a s  e l  i a c t a  - 
t o  d i funde  a un medio ex terno  que l o  d i l u y e  cosa que 0S.i-ia - 
mente no ocu r re  con 1 0 s  hemolizados; s e  confirma aquI  una - 

observaci6n r e p e t i d a  en nues t ros  exyerimentos de que l a  acu - 
mulaci6n d e  l a c t a t o  i n h i b e  su  profiia producci6n. no por  a c i  - 

d i f i c a c i 6 n  porque 1 0 s  hemolizados e s t &  ef icazmente tapona- 

dos, s i n 0  p o r  un e f e c t o  d i r e c t o ,  probabfemente a n i v e l  d e  

l a  p r o p i a  WH. 

3.2.6. PAPEL DE LA ITU'OSINA EN LA SINTESIS DE ATP DESDE AUE- 

NINA. 

Informaci6n p r e v i a  sobre  l a  v i a  d e  l a s  pentosas  f o s -  

f a t o  y a lgunas  de  sus  ac t i - i dades  enzimdticas  como TA y TK 

(44, 45) ,  a s 1  como d e  una elevada a c t i v i d a d  nucleosido f o s  - 
f o r i l a s a  (46) ,  ha permi t ido  p o s t u l a r  que l a  i n o s i n a  l o  que 

harxa en 6Ltimo tdrmino, s e r i a  f a c i l i t a r  l a  formaci6n i n t r a  - 
c e l u l a r  de  R-5-P, l a  c u a l  , v i a  TA y TI< l l e g a r f a  a F-6-P 

entrando ya en l a  g l i c o l i s i s .  



Aunque a1 comienzo d e l  p re sen te  t r a b a j o  l a  eviden-- 

c i a  i n d i r e c t a  d e  que t a l  proceso ocu r re  en 1 0 s  e r i t r o c i t o s  

e n t e r o s  incubados con inos ina  e r a  i n s u f i c i e n t e ,  s e  ha i d o  - 

consolidando en l a s  numerosas publ icac iones  aparec idas  e n  - 

10s f i t i m o s  aiios por  e l  mucho i n t e r &  que s u s c i t a  toda cues  - 
t i 6 n  re lac ionada  con l a  conservaci6n d e  l a  sangre.  

EL uso d e  hemolizados s i n  d i l u i r .  que como hemos ?-is - 
t o  s e  comportan i g u a l  que 1 0 s  e r i t r o c i t o s  i n t a c t o s ,  ha p e r  - 
ini t ido a p o r t a r  ev idencia  d i r e c t a  de que e l  pape l  de  l a  i no -  

s i n a  c o n s i s t e  en sumin i s t r a r  R-5-P. 

Los r e s u l t a d o s  obten idos  s e  r ep re sen tan  en l a  f i g u -  

s a  nn 17, muestran que l a  R-5-P t i e n e  e l  mismo cornportarnien - 
t o  que l a  i n o s i n a  en cuanto a f avo rece r l a  t ransformaci6n de  

adenina en adenos infosfa tos  y dltimamente en ATP; p o r  t a n t o  

e l  pape l  tie l a  i n o s i n a  e s  s e r v i r  de  p recu r so r  d e l  R-5-P en  

l a  v i a  d e  l a s  pentosas  f o s f a t o .  
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FIGURA Nn 1 7 . -  Formacidn de ATP en hemolizados de c6lulas con 2 1  d ias  
de almacenamiento, incubados a 37% en M I B  pH 7 ' 2  con 
adicidn de R 5 P  3 mM y adenina 3 mM ( @ ) 6 con inos i  - 
na 5 mM y adenina 3 mM ( m ). 



3.3. ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD ADA EN HENOLIZADOS 

Por l a s  razones a p m t a d a s  en l a  in t roducc i6n  genera l  p a r e  - 

c i 6  impor tan te  hacer  una comparaci6n d i r e c t a  e n t r e  1 0 s  1-iemoli7ados 

de c e l u l a s  conservadas y 1 0 s  de  c 6 l u l a s  r ec i en  e x t r a f d a s  por  s i  s e  

hubiese  producido a l g h  cambio en l a s  propiedades reguladoras  d e  l a  

ADA, que ayudase a en tender  l a  causa de que en 1 0 s  e r i t r o c i t o s  c i r  - 

c u l a n t e s  sea  t a n  e s t a b l e  e l  n i v e l  g loba l  de adenos infosfa tos  que s e  

i n t e r c o n v i e r t e n  e n t r e  s f ,  per0 manteniendo su concentraci6n t o t a l ;  

t a l  comportamiento no parece  congruente con l a  r s p i d a  desapa r i c i6n  

d e  AYP aEadido, s i n  concornitante increment0 de  1 0 s  o t r o s  dos adeno- 

s in f  o s f a t o s ,  d e s c r i t o  en pdginas a n t e r i o r e s .  

3.3.1.  IMPORTANCIA RELATIVA DE LA V I A  DESAMINATITrA EN LA DESAPA - 

R I C I O N  DE AMP GTADIDo A LOS HENOLIZADOS 

Como re i te radamente  ha podido observarse  en r e su l t ados  an - 
t e r i o r e s ,  l a  r eacc i6n  que c z t a l i z a  l a  ADA valorada po r  l a  a ~ a r i  > -  

c i 6 n  de  IMP y d e  amonio no da cuenta mgs que de  m a  f r a c c i 6 n  d e l  

AMP desaparec ido .  La aceptac i6n  de  l a  va l idez  d e  e s t o s  r e su l t a - -  

dos ex ige  s a b e r  a d6nde ha i d o  a p a r a r  e l  AMP que f a l t a .  Puesto 

que l a  v i a  a d i c i o n a l  d e  desapa r i c i6n  de  AW m&s evidente  e r a  l a  

h id r )o l i s i s  v i a  5 1 -nuc leo t idasa ,  Se p lan ted  m experiment0 con he- 

molizados d e  c g l u l a s  de  1 y 21 d f a s ,  en e l  que s e  ua lor6  AMP -- 
4- 

transformado, NH. formado en l a  v i a  desaminativa y P como pro- 
4 : i 

ducto  d e  l a  v i a  h i d r o l i t i c a .  Los r e s u l t a d o s  s e  muestran en l a s  - 



FIGLRA Nn 18.- AMP transformado por hemoli~ados de c6lulas con 21 d ias  
( A )  y 1 d i a  (B)  de ahacenamiento incubados en MIB pH 
7 ' 2  y adici6n de AMP i n i c i a l .  



FIGURA Ne 19.- Arnonio formado por hemolizados de  c6lulas con 21 dias  ( A )  
y 1  dfa ( B )  de almacenamiento incubados a 37% en MIB - 
pH 7 ' 2  con adici6n de AMP i n i c i a l .  
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FIGURA N9 20.- Fosfato inorgdnico formado por  hemolizados de cdlu las  
con 21 d i a s  de  almacenamiento ( A )  y 1 d i a  (B) ,  incuba - 
dos a 370C en MI% pH 7 ' 2  con adic i6n  de AMP i n i c i a l .  



f i g u r a s  18, 19 y 20,  y sug ie ren  que hay d i f e r e n c i a s  c u a n t i t a t i -  

vas a p r e c i a b l e s  e n t r e  ambos t i p o s  d e  hemolizados, s i  bien,  cua- 

Li tat ivamente puede a d m i t i r s e  que bAsicamente e l  proceso t r a n s -  

c u r r e  en ambos casos  con 1 0 s  misnos rasgos.  

Las c a r a c t e r i s t i c a s  experimentales de  e s t a  s e r i e  de  me- 

d idas  aconse jaron  u t i l i z a r  concentraciones re la t ivamente  a l t a s  

d e  AMP; pues to  que l a s  f o s f a t a s a s  t i enen  generalmente constan-- 

t e s  de  Michael is  a l t a s  pa ra  l a  mayoria de 1 0 s  substrates, e s  i m  - 
p o r t a n t e  a l a  hora de  t r a s l a d a r  1 0 s  r e su l t ados  a l a s  condiciones 

e s t a c i o n a r i a s  de  10s  e r i t r o c i t o s  c i r c u l a n t e s ,  c o n t a r  con l a  p o s i  - 
b i l i d a d  de  que l a s  f o s f a t a s a s  i n e s p e c i f i c a s  ac tuen  en c i n 6 t i c a  

de  pr imer orden r e spec to  a 1  AMP y e l  IMP. midentemente  de es -  

t o s  r e s u l t a d o s  no e s  p o s i b l e  deduci r  c u h t o  P .  procede d e l  AMP 
1 

y cugnto d e l  IMP formado p o r  desaminaci6n de  aque l  pero s i  l a  

importancia  r e l a t i v a  de l a s  dos v i a s  mayor i t a r i a s  de p6rdida -- 

i r r e v e r s i b l e .  

3 . 3 . 2 .  CURVA DE SATURACION DE LA ADA 

Estudios  a n t e r i o r e s  desc r iben  dos t i p o s  de enzimas: una 

ADA unida a membrana que p r e s e n t a  c i n 6 t i c a  h i p e r b 6 l i c a  con AMP 

como s u b s t r a t o  y en ausencia  de ATP, con una Km d e  1 mi ( 2 2 ) .  

El enzima e s t S  s i t uado  en l a  c a r a  i n t e r n a  d e  l a  membrana y es- 



trechamente unido a e l l a .  EL ennima so luble ,  p o r  e l  cont ra r io ,  

p r e s e n t a  c i n 6 t i c a  sigmoide en l a s  mismas condiciones y una com- 

p l e j a  regulac i6n  a l o s t 6 r i c a  que s e  ha d e s c r i t o  en l a  Introduc-- 

c i6n .  

Con hemolizados c o n ~ e n t r a d o s ~  obviamente no e s  p o s i b l e  - 

u t i l i z a r  m6todos espec t rofo tom6tr icos  d i r e c t o s ,  por  l o  que p a r a  

1 0 s  experimentos de  c i n g t i c a  f u 6  necesar io  hace r  un e s tud io  p r e  - 
via de  l i n e a r i d a d  en l a  formaci6n de  amonio, que r e s u l t 6  s e r  li - 
n e a l  en 10s 3 primeros minutos; p o r  e l l o  s e  tom6 como tiempo de-: 

incubaci6n de  r u t i n a  2 minutos pa ra  todas  l a s  concentraciones - 

de  AMP u t i l i z a d a s .  Los hemolizados s e  incubaron a 37QC en M I B  

pH 7 ' 2  y con d i f e r e n t e s  concentraciones de  AMP y en p re senc ia  - 

d e  K' 011 M. 

Los r e s u l t a d o s  s e  representan  en l a  f i g u r a  n Q  21, que - 

muestra una sigmoide con un v a l o r  d e  S '11 615 rnM para  l a s  
o r 5  

condic iones  d e  ensayo. 

3.3.3. EFECTO DEL ATP SOBRE LA CURVA D E  SATURACION 

Ya s e  habia  d e s c r i t o  un e f e c t o  d e l  ATP sobre  l a  c i n d t i c a  

d e l  enzima en preparac iones  mAs o menos p u r i f i c a d a s .  Aqul s e  p r e  - 
t ende  eva lua r  e l  ef e c t o  en e s t e  s is tema d e  hemolizados s i n  di-- 

l u i r  englosque s e  conservan m a s  condiciones ambientales  bgs i ca  - 
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FIGURA N 9 1 . -  Curva de s a t u r a c i d n  de l a  AMP deaminasa con h e m o l i ~ a d o s  
de  c 6 l u l a s  con 21 d i a s  de  almacenamiento. incubados a  - 
37% en M I B  pH 7 ' 2  y AMP como subs t r a to .  La l i n e a  de  -- 
t r a ~ o s  s e  ha confeccionado cor r ig iendo l a s  concent rac io  - 
n e s  de s u b s t r a t o  p o r  e l  consumo d e l  mismo en e l  tiempo 
d e l  ensayo. 



mente s i m i l a r e s  a l a s  f i s i o l d g i c a s .  

Los hemolizados s e  incubaron de f a  forma usua l  y s e  es- 

t u d i 6  e l  e f e c t o  d e  v a r i a s  concentraciones de  ATP, supe r io re s  a 1  

v a l o r  i n t r a c e l u l a r  ( 1  mM). 

Hay que t e n e r  en cuenta  que en e s t e  s i s tema s e  comer--  

van a c t i v i d a d e s  ATPasa y AK, y que e s t g  p r e s e n t e  l a  hemoglobina 

que a t r a p a ,  en mayor o menor grado, 10s  e s t e r e s  f o s f 6 r i c o s .  Hay 

d a t o s  que ind ican  que aproximadamente un 20% d e  ATP estA unido 

a l a  hemoglobina (29) .  

Haciendo e s tud ios  d e  recuperaci6n de  ATP agadido in i - -  

c ia lmente  s e  v i 6  que s e  recuperaba a 1  menos un 50%. Las concen- 

t r a c i o n e s  d e  ATP i n i c i a l e s  que s e  usaron fueron  2 y 5 mM, obte-  

niendose e l  mismo e f e c t o  con ambas. Los r e s u l t a d o s  s e  represen-  

. t a n  en l a  f i g u r a  nQ22, donde s e  ve un cambio en l a  c i n 6 t i c a  d e l  

enzima que pasa  a s e r  h ipe rbd l i ca .  La Km pa ra  e s t a  c i n 4 t i c a  s e  

deduce de  l a  r ep re sen tac i6n  d e  inversos ,  f i g u r a  no 23: y r e s u l  - 
t a  s e r  d e  1,8 mM, s i  no s e  hace cor recc i6n  alguna por  e l  AMP - 

desaparec ido  en 1 0 s  2 min. d e  l a  medida; en r e a l i d a d  a lgo  menor 

s i  s e  r ep re sen ta sen  l a s  concentraciones medias r e a l e s  d e n t r o  
- 

d e l  i n t e r v a l 0  d e  2 min. - Precisamente s e  h m  emplea- 

do tiempos de  incubaci6n tan c o r t o s  para  minimiyar e l  e f e c t o  - 

d e  desapa r i e i6n  d e l  s u b s t r a t o .  En cua lqu ie r  caso s e  ha repre-  



sentado tambi6n l a  f i g u r a  con l a s  cor recc iones  po r  consumo d e  - 

3.3.4. EFECTO DEL 2: 3-DPG SOBRE LA CURVA DE SATLqACION DE LA - 

ADA. 

Se ensay6 a concentraci6n f i s i o l d g i c a  d e  2,3-DPG (5  rnM) 

en p re senc ia  de  una concentraci6n r e s i d u a l  d e  ATP i n f e r i o r  a - 

0,03 n?f que e s  l a  que t i e n e n  l a s  c6 lu l a s  despu6s de  21 d i a s  de  

conservaci6n. 

Los r e s u l t a d o s  s e  representan  en l a  f i g u r a  nn 24. Fay 

que s e z a l a r  l a  l i m i t a d a  va l idez  de  10s  da tos  c u a n t i t a t i v o s  r e s  - 
pec to  a concent rac iones  r e a l e s  de  2.3-DPG que dan l u g a r  a 1  e f e c  - 

- 

t o ,  aunque s i  son v&l idos  en cuanto r ep roduc i r  l a  s i t u a c i 6 n  d e l  

enzima de  1 0 s  e r i t r o c i t o s  conservados a e f e c t o s  de su  cornpara- 

c i6n  con 1 0 s  r e c i e n  e x t r a i d o s .  La l i rn i t ac i6n .  como s e  ha i n d i -  

cado re i te radamente ,  nace d e  l a  incert idumbre ace rca  de  l a  - 
verdadera concent rac i6n  d e  2,3-DPG l i b r e  (no l i g a d o  a l a  hemo- 

g lob ina )  y a l a  conocida p6rdida po r  e l  e f e c t o  d e  l a s  f o s f a t a -  

s a s  . 
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FIGURA Nn 22.-  Efecto d e l  ATP sobre  l a  curva de sa tu rac i6n  de  l a  AMP 
deaminasa en hemolizados d e  c6 lu l a s  de  21 d i a s  de  a l -  
macenamiento incubados a 37" en M I B  pH 7 ' 2  con AMP 
( @ , O  ) y con ad ic i6n  d e  ATP (&,0) 2 y 5 mW. Los s i g  - 
nos en blanco corresponden a concentraciones d e  subs t r a  - 
t o  co r r eg idas  . 



K m :  1 .8mM 

V mox = 1.25 

FIGURA Nn 23.- Representaci6n de Lineweaver-Burk correspondiente a la 
Figura nn 22 ( ) .  



3.3.5. WETO DEL ATP MAS 2,3-DPG SOBRE LA CURVA DE SATURACION 

rsl un in ten to  mgs de es tudiar  e s t e  eniima en unas condi- 

ciones l o  mds similares posibles a l a s  de l  e r i t r o c i t o  circulan- 

t e ,  se rea l iz6  e s t e  experiment0 usando 10s  dos efectores ,  ATP y 

2, j-DPG, en concentraciones que e s t h  dentro d e l  in terval0  de 

valores f i s io l6g icos ,  y que son 2 y 5 mH, r e ~ p e c t i ~ a m e n t e .  

El resultado se  representa en l a  f igura  nrr 25 y de 61 se 

deduce que e l  efecto i nh ib i t o r i o  del  2,3-DPG no se  manifiesta - 

en presencia de concentraciones f i s io l6g icas  de ATP. Este r e s u l  - 
tad0 obliga a reconsiderar conclusiones previas sobre l a  impor- 

tancia  de l  2,j-DPG en l a  protecci6n de l  contenido i n t r ace lu l a r  

de adenosinfosfatos contra l a  degradaci6n via  ADA. 

3.3.6. WEGM DEL GTP SOBRE LA TRANSFORMACION DE AMP 

Recientemente s e  ha descr i to  que e l  GTP a concentracio-- 

nes de l  orden de 5 0 p  es inhibidor de l a  ADA parcialmente pu r i  - 

f icada de e r i t r o c i t o s  (20): efecto que se  con t ra r res ta  en pre-- 

sencia de ATP 1 mM. 

En nuestro sistema, estudiando l a  desaparicidn de AMP, 

no hemos encontrado n i n g h  efecto  a l a  adici6n de GTP 1 mM. Si  

e l  GTP se  acompaiia de ATP, l a  caida de AMP es  a h  mds rdpida. 
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FIGURA N S 4 . -  Efecto del 2,3-DPG sobre la curva de saturaci6n de la 
AMP-deaminasa, en hemolizados de celulas de 21 dias - 
de almacenamiento incubados a 37% en M I B  pH 7 ' 2  con 

AMP ( @  ) y con adici6n de 2,3-DPG ( BI ) 5 mM. NCI se - 
ha hecho correccidn por consumo del substrato. 
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FIGbXA N-5. - Efecto de  ATP y 2 3-DPG sobre l a  c u r i a  de  sa tu rac i6n  
l a  AMP deaminasa, en hemolizados de  c e l u l a s  d e  21 -- 
d I a s  de  almacenamiento, incubados a  37% en M I B  pH - 
7 12, con AMP ( @ , 0 ) y a d i c i d n  d e  ATP 2 d f  y 2 3-DPG 
5 mM (m, O )  .-s l i n e a s  de  t r a z o s  corresponden a  con- 
cen t r ac iones  d e  s u b s t r a t o  cor reg idas  po r  consumo du- 
r a n t e  e l  tiempo d e  medida. 



Estos r e s u l t a d o s  obl igan  a  poner en t e l a  de  j u i c i o  l a  - 

h i p b t e s i s  de  que e l  GTP podr i a  s e r  l a  c l ave  de  l a  s i t u a c i 6 n  i n -  

h ib ida  d e  l a  ADA en 1 0 s  e r i t r o c i t o s  c i r c u l a n t e s ,  ya que s e  e s t i  - 
ma que f a  concentraci6n d e  GTP en 6s tos  e s  d e  0 ' 3  mM. Este pue- 

d e  s e r  un caso t i p i c o  de  e f e c t o  r e a l  sobre un enzima p u r i f i c a d o  

y  separado de su  entorno f i s i o l b g i c o ,  que no parece  o c u r r i r  en 

p a r a l e l o  en l a  c 6 l u l a  i n t a c t a .  



3.4. ESTUDIO D E  L A S  ACTIVIDADES FOSFOHIDROLASBS SOBRE AMP E IMP EN 

L O S  HEMOLIZADOS 

En 1 0 s  r e s u l t a d o s  a n t e r i o r e s  s e  ha v i s t o  que ~ 6 1 0  una par-  

t e  d e l  -hMP desaparecido,  d e l  azadido a  homogenados t o t a l e s .  s i g u e  

l a  v i a  de  l a  an inohidro lasa  a  juzgar  por  e l  I M P  y e l  amonio apare-  

c idos .  En e s t e  s en t ido  cabe cons ide ra r  l a s  ve loc idades  i n i c i a l e s  - 

d e  ambos procesos,  desapa r i c i6n  d e  AMP $ a p a r i c i 6 n  de amonio, o l a s  

can t idades  t o t a l e s  t r $ s  l a  despa r i c i6n  de mds d e l  90% d e l  AIP d a -  

d ido .  

En consecuencia s e  estimd necesar io  busca r  l a s  v i a s  que, 

ademds d e  l a  desaminaci6n y l a  f o s f o r i l a c i 6 n  p o r  AK, pudieran d a r  

cuenta  de  l a  mayor p a r t e  d e  l a  desapar ic idn  d e  AMP. Obviamente, - 

l a  v i a  mds inmediata  a  eva lua r  e r a  l a  fo s foh id ro l a sa  que c o n v e r t i  - 
r i a  e l  hMP en adenosina y P . Esta  ac t iv idad  cabe a t r i b u i r l a ,  po r  

i 
una p a r t e ,  a l a  S ' n u c l e o t i d a s a  mcls o menos e s p e c i f i c a  y p o r  o t r a  

a  acc iones  i n e s p e c l f i c a s  o marginales  de  o t r a s  fosfomonoesterasas .  

3.4.1. COMPARACION D E  CELULAS D E  1 Y 21 D I A S  EN CUARTO A -4CTIVI  - 
DAD FOSFOHIDROLASA. 

Puesto que en l a s  curvas d e  desapa r i c idn  de  AMP s e  han - 

v i s t o  d i f e r e n c i a s  cuanti tat ivasaprecia 'bles e n t r e  c 6 l u l a s  r e c i e n  - 



temente e x t r a i d a s  (1 d i a )  y en avanzado d e t e r i o r o  en cuanto a  

n i v e l e s  d e  metabol i tos  f o s f o r i l a d o s  (21 d l a w  - 
parac i6n  d i r e c t a  d e  l a  a c t i v i d a d  fos foh id ro l a sa ,  u t i l i ~ a n d o  he - 
molizados t o t a l e s ,  incubados a  370C en M I B  pH 7 ' 2  usando como 

s u b s t r a t o s  AY,P, MP y  -g l i ce ro fos fa to ,  en un i n t e n t o  de  v e r  - 
l a  e spec i f i c idad  d e  s u b s t r a t o  d e  l a s  ac t iv idades  fos foh id ro l a -  

s a s  resgonsables  d e l  Pi aparec ido .  

Los r e s u l t a d o s  ind ican  que a  concentraci6n 4 mM t a n t o  

e l  -&fP como e l  - g l i c e r o f o s f a t o  son usados como s u b s t r a t o  - 

mient ras  que e l  IMP no l o  e s  ( f i g .  11-26). S e g h  e s t o s  r e s u l -  

t ados  parece  c o r r e c t 0  pensar  que en e s t o s  !:emolivados incuba- 

dos con AMP: aproximadamente e l  40% d e l  mismo s e  h i d r o l i v a  apa - 

reciendo como P . 
i 

En 1 0 s  hemolizados d e  c g l u l a s  con 1 d i a  de  almacena-- 

miento ( f i g .  27),  1 0 s  r e s u l t a d o s  son en p a r t e  d i f e r e n t e s .  ya 

que s e  observa a c t i v i d a d  f o s f a t a s a  usando IMP como s u b s t r a t o s ;  

i n c l u s o  mayor que con AMP, aunque en t o t a l  l a  ac t iv idad  f o s f o -  

h i d r o l a s a  e s  aproximadamente 1/3 de l a  presentada  po r  1 0 s  hem0 - 
l i z a d o s  de c g l u l a s  con 21 d i a s  de almacenamiento. 

Estos  r e s u l t a d o s  sug ie ren  que hay una ac t iv idad  espe-- 

c i f i c a  sobre  IMP que d i sc r imina  e n t e  6 s t e  y AMP y  que des-- 

aparece  p o r  almacenamiento, y en cambio- a c t i v i d a d e s  f o s f a t a s a  



FIGURA NQ 26 .- ProducciOn d e  P .  p o r  hernolizados t o t a l e s  de  c 6 l u l a s  con 
1 ' 

2 1  d l a s  de  alrnacenamiento, incubados a 37% en MIB pH - 
7 ' 2  con AMP 4mM ( @ ) ,  p - G l i c e r o f o s f a t o  4 mM ( H )  6 
IMP 4 rnM (A). 



FIG-URA Nn 27.- Produccidn de P.  por  hemolizados t o t a l e s  de cklulas  con 
1 

1 d i a  de almacenamiento incubados a 37QC en M I B  pH 712 
con AMP 4 mM ( @ ). , p -Glicerofosfato 4 mM ( ) 6 IMP - 
4 l@f (A). 



que actuan sobre AMP y p -glicerofosfato pero no sobre IMP, se 

incrementan durante e l  almacenamiento. Esto podria deberse a 

varias causas, t a l e s  como desaparicidn de alguna forma de l a t e n  - 
c i a  por envejecimiento. desaparici6n de un metabolito inhibidor 

6 conversi6n de una forma inact iva en o t ra  ac t iva  . Ih cualquier 

caso y a 10s  efectos que interesan en e l  presente t rabajo,  l o  - 

importante es l a  evaluaci6n de l a  via fosfohidrol i t ica  que pu-- 

d ie ra  dar cuenta sustancialmente de l a  desaparicidn de AMP ob-- 

servada en 10s homogenados to ta les .  

3.4.2. ACTIVID AD FO SFATASA SOLUBLE 

Existe evidencia (47) de que c i e r t a s  act i r idades  fosfo- 

hidrolasa presentes en e r i t roc i to s  hmanos se  encuentran l i ga -  

das a l a  membrana citoplasmAtica, W c a  que conserva su inte-- 

. gridad en es tas  celulas .  De e l l a s  una UTPasa (48) y una S1AMP 

fosfohidrolasa (49) han sido descr i tas  como enrimas integrados 

en l a  membrana y con su centro a c t i t o  orientado t ac i a  e l  exte- 

r i o r .  Eh cuanto a l a s  mfi t iples  actividades ATPasas detectadas 

(47) en e r i t roc i to s  humanos, no hay evidencia acerca de su -- 

orientacidn aunque s i  parecen asociadas a material  membranoso. 

Otro grupo de fosfatasas ,  que incluye m a  fosfatasa  Acida y - 

m a  fosfatasa  especffica para e l  2,3-DPG: se  han descr i to  co- 

mo par te  asociada a membranas y par te  solubles en e l  c i t o so l ,  

incluso con marcadas diferencias  en l a s  proporciones s e g b  e l  



m6todo seguido para romper l a s  membranasl l o  cual arroja  f u e r  - 
t e  incertidumbre sobre cuanto hay de ar tefact0 en t a l e s  asocia - 
ciones . 

EL i n t e r& que es ta  cuestidn t i ene  en e l  context0 de l  

presente t rabajo reside en que se  han ut i l izado homogenados t o  - 
t a l e s  en 10s  que l a  cara externa de l a  membrana celular  se  mez - 
cia con 10s demds componentes de l  sistema a diferencia de l a  - 

ce lu la  i n t ac t a  en donde 10s "ectoenzimasr1 no t ienen contact0 - 

di rec t0  con 10s  compuestos int racelulares .  

Eh consecuencia, se  estim6 necesario d i scern i r  c u h t o  

de esa actividad fosfatasa  t o t a l  estaba unida a membrana y cuan - 
t a  soluble en e l  c i toso l .  Para 6sto utilizamos hemolizados d i -  

lu idos preparados e incubados segfm se explica en MM. En e s t e  

hemolizado se.ensay6 l a  actividad fosfatasa,  usando AMP como - 

substrato, por aparici6n de P . En estas condiciones 10s hemo- 
i 

l izados di luidos 1/5, l i b r e s  de fragmentos membranosos y d i a l i  - 
zados 20 h. ,  no exhiben'actividad fosfohidrolasa a menos que 

+ 2t I 
se  complementen con K , Mg , y ca2' (se  empled 0 ' 1  K , 5 mM 

zt 
Mg y 4 mMGa &); e s t e  dato es concordante con estudios de 

dependencia de cationes de e s t e  enzima en o t ros  te j idos  (27). 

Puesto que un dato clave para i n t e rp re t a r  l a s  ac t iv i -  

dades sobre AMP en 10s  diferentes  experimentos anter iores  es 



e l  grado de saturaci6n de 10s enzimas por sus substratos. s e  
-- -- - -- 

- 0 . . on 1 aS-C.zarsra.s de m a n  W i l  i aandn m d e S t i d o s  

como substratos AMP e IMP, y un es te r  fosfdrico 2,3-DPG que 

es t$  presente a concentraciones a l t a s  en e l  hematie (5 rnM) - 

como Indice de m a  actividad fosfatasa mSs general ,  ya que -- 

reunir ia  l a  especifica y l a  posible fosfomonoesterasa inespe- 

c i f i ca .  Los resultados se  muestran en l a s  f iguras  nn 28, 29 y 

30. 

Fuede observarse que l a  actividad sobre AMP presenta 

una curva de saturaci6n aparentemente bifgsica ,  como s i  hubie - 
r a  dos entidades enzimbticas, una con cingt ica  h i ~ e r b b l i c a  de 

Km de l  orden de 3 mM y o t r a  sigmoide de S alrededor de 40 
0 ' 5  

mM. Eh e l  caso de l  IMP se observa solamente e l  componente s i g  - 
moide con S aproximadamente de 20-m~ y velocidad mSxima -- 

0 ' 5 
de l  orden de l a  mitad de l a  correspondiente a AMP. Tambi6n so - 

bre  2,3-DPG se observa una curva sigmoide, con S Igualmen- 
o r 5  

t e a l t o  (pr6ximo a 30 mM) . 

No ha sido prop6sito de l  presente estudio caracter inar  

l a s  diversas entidades posiblemente responsables de es tas  cur- 

vas de saturaci6n. A ef ectos de l  ob jetivo que aquI se  persigue 

se  tomar$ l a  curva de l  AMP como indicativa de una superposi-- 

ci6n de una actividad especffica ( l a  del  tramo hiperbblico) y 

o t r a  que comparte con difentes  es teres  fosf6r icos  y que en -- 



FIGURA Nn 28.- Curva d e  sa tu rac i6n  d e  l a  5 '  -Nucleotidasa u t i l i z a n d o  AMP 
como s u b s t r a t o .  
Hemolizados 1/5 incubados a 37eC en Imidazol 50 mM pH 7 '4 ,  



IMP m M  

FIGURA NO 29.- Curva de saturaci6n de la 5'-Nucleotidasa utilizando IMP 
como substrato. 
Hemolizados 1/5 incubados a 3792 en Imidazol 50 mM pE 7 ' 4 ,  
C1K 100 mM, C1 2Ca 4 mM y C12Mg 5 mM . 



FIGURA N-0.- Curva de  s a t u r a c i 6 n  d e  l a  f o s f a t a s a  u t i l i z a n d o  2,3-DPG 
como s u b s t r a t o  . 
Hemolizados 1/5 incubados a 37nC en Imidazol 50 mV pH 7 ' 4  
C1K 100 mY, CIZCa 4 mM y C 1  2- Yg 5 mM. 



1 0 s  rangos de concentraci6n u t i l i zados  en 10s  experimentos de 

desaparici6n de AMP, se  estima despreciable. 

Dado que l a  ac t iv idad d e l  tramo hiperbdlico medible 

en e l  rango de concentraciones de subst ra to  i n f e r i o r e s  a 10 m~ 

parece espec i f i ca  para AMP, se  puede aceptar  que se  t r a t a  d e  l a  

5'AMP fos fa tasa  d e s c r i t a  por Parker (49)? que se& e s t e  a u t o r  

s e  o r ien ta  a 1  ex t e r i o r  y que en consecuencia no actuarfa  " in  - 

vivon. Es  pues una act iv idad introducida por l a  hemolisis a  de - 
duc i r  de l a  que en condiciones sirnilares ocurr i rxa  en 10s  e r i -  

t r o c i t o s  i n t ac to s .  Mds adelante s e  in tegra ra  e s t e  dato en una 

discusidn general  de lac t i a sde  agotamiento de adencsinfosfatos 

en e r i t r o c i t o s  conservados en banco de sangre. 

3.4.3. INFLUENCIA DEL pH EN LA ACTIVID-AD 5 'NUCLEOTIDASA 

Un f a c t o r  de var iabi l idad en e l  curso de l a s  transforma - 
ciones que sufren 10s e r i t r o c i t o s  durante e l  almacenamiento es 

una l i g e r a  caida de pH por acumulacidn de Bcido lBctico.  Por - 

e l l o  s e  estim6 necesario comprobar has ta  qu6 punto e s t e  cambio 

de pH pudiera t ene r  un papel decisivo en e l  comportamiento de 
- 

l a  ac t iv idad fo s f a t a sa  capaa de bidrol i7ar  e l  AMP. 

Para e l l o  se  re&liz,d un ever imento  en e l  que se  u t i -  



l i z a ron  hemolizado s d i lu ido s 1/5, l i b r e s  de f  ragmentos membra - 
noses y d i a l i ~ a d o s  segdn se indic6 en MM; estos  hemolizados se 

incubaron a 370 con imidazol 50 mM pH 7'4 ,  Tris-maleato 50 mM 

pH 6 '3 ,  d Tris-C1H 50m.M pH 6 '9 ,  Cloruro potss ico 0.1 M ,  Cloru - 
ro cdlc ico 4 mM, Cloruro magn6sico 5 mM y AJP 6 IMP a concen- 

t raciones  de saturaci6n (50 mM) ya que inicialmente se  busca- 

ba un efecto sobre Vmax. de hidrolasas de Km presumiblemente 

a l t a .  

Los resultados se  representan en l a  f i g .  no 31, donde 

se  puede ver que l a s  d i fe renc ias  en velocidad mhima observa- 

das en t re  ;1MP e IMP comentadas anteriormente, son dependien-- 

t e s  de l  pH, l o  cual  no es sorprendente ?-a que ambos substra-- 

t o s  t ienen grupos ionizables  opuestos en l a  base y por t an to  

responden en forma d i fe ren te  a cambios en l a  protonaci6n d e l  

centro  act ivo de l  enzima. 

Se completd e s t e  estudio con l a s  curvas de saturaci6n 

d e l  AMP a 1 0 s  d i fe ren tes  pHs por s i  ademgs de l  efecto  sobre 

Vmax, observado en l a  f igura  31, se produjesen marcadas d i f e  - 
rencias en 10s  parametros mds relacionados con l a  afinidad.  - 

La f i g .  no 32 indica que 10s  tramos correspondientes a c i n g t i  - 
ca hiperb6lica,  no presentan cambios dramdticos en e l  in te rva  - 
l o  de pH estudiado, y en e l  tramo sigmoide e l  c a ~ b i o  de 10s  - 

valores de l  S presenta di ferencias  modestas. Tampoco hay - 
0 ' 5  



cambio apreciable  en e l  hd'bito general de l a s  curvas. 



FIGURA nn 31.- Inf luencia  d e l  pH en l a  ac t iv idad 5 'nucleot idasa .  
Hemolizados 1/5 incubados a 370C en imidazol 50 mM pH 7 ' 4 ,  
Tris-C1H 50 mM p H  619 6 Tris-maleato 50 mM pH 613, C1K - 

0 , 1  mM, CIZCa 4 mM, ClqMg 5mM y AMP 6 IMP 50 my. 
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FIGURA 32.- Inf luencia  d e l  pH sobre l a  curva de sa turac i6n  de  l a  5'nucleo - 
t i d a s a .  
Hemolizados 1/5 incubados a 37QC con: 
- Imidazol 50 mM pH 7 14 
- Tris-maleato 50 mM pH 613 
- Tris-ClH 50 mM pH 6 1 9 ,  s e g h  1 0 s  casos, m&s C1K 0 .1  M, 

C12Mg 5 mM, C12Ca 4  mM y AMP. 



ITr. DISCUSION GENERAL 



1. - CONSIDEBACIONES METODOLOGIC AS 

Una cuestidn previa que afecta  a l a  tota l idad de 10s re- 

sultados se  r e f i e r e  a l a  metodologfa. La evaluacidn precisa  de veloci - 
dades de reaccidn enzimdticas en una suspensidn espesa, cargada de he - 
moglobina y en l a  que coexisten e interaccionan todas l a s  actividades 

enzimdticas presentes en 10s  e r i t roc i to s ,  plantea de entrada una s e r i e  

de problemas que ha sido precis0 i r  resolviendo antes de dar por bue- 

nos 10s resultados. No siempre ha sido posible una solucidn dptima, - 
sino m&s bien una solucidn de compromiso entre l a s  diferentes  maneras 

de p a l i a r  errores  y a r te fac tas .  

En par t icu la r  se  ban considerado l a s  siguientes opciones: 

- Separar o no 10s  fragmentos membranoso por centrifugacidn. Pues - 
t o  que hay evidencia de que numerosos enzimas se  adhieren a l a  mem-- 

brana por su cara interna,  s e  opt6 por u t i l i z a r  10s  homogenados t o t a  - 

l e s ,  . a h  sabiendo que se  introducen actividades fosfoklidrolasa pre-- 

sentes en l a  cara externa y por tanto,  ajenas a l a s  a c t i ~ i d a d e s  in-- 

ternas  en l a  c6lula in tac ta .  

- Uti l izar  o no detergentes; t a l e s  como Triton X-100, para f a c i l i  - 
t a r  l a  desintegracidn de fragmentos membranoso y aglomerados a r te fac  - 

tua les ,  principalmente a p a r t i r  de dichos fragmentos. Se estimd que 

l a s  disociaciones a r t i f i c i a l e s  de l i p idos  y proteinas y de 6stas en- 



tre s i  en r e l a c i ó n  sobre todo con sus  zonas h idrofóbicas ,  provocadas - 
por  e l  de tergente ,  c o n s t i t u i r i a n  mayor a l t e r a c i 6 n  de l a s  in t e racc iones  

n a t u r a l e s  e x i s t e n t e s  que l a  aglomeracidn espontdnea. 

- D i a l i z a r  o no l o s  homogenados a n t e s  de operar  con e l l o s  restau-- 

rando despu4s l a  composición i 6 n i c a  f i s i o l d g i c a .  Se opt6 por  no d i a l i -  

zar  l o s  homogenados estimando menos p e r j u d i c i a l  a r r a s t r a r  l a  composi-- 

c ión  i ó n i c a  y de  metaboli tos  de l a s  c é l u l a s  lavadas a l  momento de s u  - 

r o t u r a ,  debido a l a s  numerosas incdgn i t a s  en r e l a c i ó n  con metaboli tos  

y sus  in t e racc iones  con l a  hemoglobina. 

- Sistema de desproteinizado y recuperación de metaboli tos  t o t a l e s .  

El d e s c r i t o  en Mater ia les  y Métodos s e  adopt6 t r á s  pruebas de recupe- 

r ac i6n  de  d i f e r e n t e s  compuestos y reproducib i l idad  de resul tados .  

- C r i t e r i o s  sobre concentraciones de subs t r a tos  y e f e c t o r e s  y su - 

conservacidn durante  e l  tiempo de ensayo. Obviamente, hay que con ta r  

con que l o s  compuestos añadidos, sean subs t r a tos  o e fec to res ,  van a - 

quedar sometidos a l a  accidn transformadora de cua lqu ie r  enzima d e l  - 

que sean subs t r a tos ;  a s í  por  ejemplo e l  ATP puede s e r  h idro l iyado por  

d i f e r e n t e s  fos foh id ro lasas  y u t i l i z a d o  por  f o s f o t r a n s f e r a s a s  s i  hay 

s u b s t r a t o  aceptor  presente .  

En consecuencia, s e  han determinado l a s  curvas de  desapari-  

c i 6 n  en e l  tiempo en todos l o s  casos  en que e x i s t í a  e l  r i e sgo  indica-  



do; se  han adoptado tiempos de incubacidn suficientemente cortos para 

que l a  desaparici6n fuera  i n f e r i o r  a1 10% e incluso, cuando ha sido ne - 

cesario,  se  han introducido l a s  correcciones oportunas para establecer 

una concentraci6n media en e l  period0 de reaccidn. Eh todo caso se  ha 

operado sobre concentraciones t o t a l e s ,  h i c a s  controlables experimen- 

talmente y finico dato objetivo que podemos manejar. 

2.- G L I C O L I S I S  E INTERCONVWSION D E  FOSFATOS DE ADENOSINA 

Aunque se  tenian suf ic ientes  indicios de que l a  g lucol i s i s  

estuviera l imitada por e l  bajo n ive l  de adenosinfosfatos, de 10s  que 

nos ocuparemos mgs adelante, cabria l a  posibilidad de que ademds, s e  

+ hubiesen perdido 10s coenzimas NAD (NADH), necesarios para l a  conti-- 

nuidad de l a  g l i c o l i s i s  a n ive l  de l a  gliceraldehido fos fa to  deskid? 

genasa, o e l  KADP+(NADPH) menos importante per0 cuya f a l t a  contribui- 

r i a  a l a  acumulaci6n de G ~ P  y consecuentemente, a l a  inhibici6n de l a  

HK . 

No era  e s t e  e l  caso. EL conjunto de resultados sugiere que., 

l a  evolucidn de 10s niveles de cada uno de 10s fosfatos  de adenosina 

se  ha de in t e rp re t a r  considerando en forma integrada l a s  5 grandes -- 

vias:  



- ATP ------+ADP (kinasas)  

- ATP D ADP b r - - V h v P  T Adenosina 
(fosf a t a s a s )  

Pi i 

- ATP + AMP -2 ADP ( A K )  

Las t r e s  primeras (excluyendo l a  h i d r o l i s i s  d e l  AMP) , con - 
s ideradas  en conjunto, cons t i tuyen en esencia  e l  proceso r e v e r s i b l e  

n 
ATP ADP 
u 

La Cltima, junto con l a  h i d r o l i s i s  d e l  AMP cons t i tuye  l a  - 

v i a  de  perdida  i r r ecuperab le  y l a  4% conecta anibos grupos, con l o  que 

s e  ab re  l a  p o s i b i l i d a d  de perdida  d e  l a  t o t a l i d a d  d e  10s adenosinfos- 

f a t o  . 

3.- LAS VIAS DE PERDIDA IRRECUPEEABLE DEL AMP 

Es p rec i s0  a c l a r a r  que l a  h i d r o l i s i s  d e l  AMP dando adenosi - 



na mss P. no e s  en  r i g o r  i r r ecuperab le  puesto que e x i s t e n ,  a 1  menos - 
1 

tebricamente,  2 v i a s  d e  recuperacibn: 

ADENOSINA + ATP -AMP i ADP (Adenosina Kinasa) 

ADmINA i PRPP .----(>AMP i- PP 
i 

( ~ ~ R i b ~ a s a )  

Parece que ambas e x i s t e n  en e r i t r o c i t o s  maduros e inc luso  

hay es tud ios  que indican  wn papel  predominante p a r a  l a  primera ( 5 0 ,  

51). La razdn de que en l a  prActica no s e  puede con ta r  ccn e l l a s  e s  

que en l a  s i t u a c i d n  quenos ocupa no hay cantidad ap rec iab le  de dona- 

dores  d e l  gmpo f o s f o r i l o .  

S i ,  como s e  ha indicado en l a  Introduccibn,  SF-conocer-y 

1 0 s  n i v e l e s  d e l  f l u  jo g l i c o l f t i v o  t a n t o  operacionales como mAximos 

pos ib le s ,  ( e s  d e c i r ,  en ausencia t e 6 r i c a  de f r eno  que l a  regule) ,  y 

s i ,  po r  o t r a  p a r t e ,  s e  ha postulado (9) que l a  AK e s t d  en exceso t a l  

que l a  r e l a c i b n  de  masas de 10s t r e s  f o s f a t o s  de adenosina coinciden 

con l a  cons tante  d e  equilibria d e l  enzima en e r i t r o c i t o s  c i r c u l a n t e s  

en es tado es t ac iona r io ,  quedaban l a s  incogn i t a s  de qu6 papel  juegan 

cuant i ta t ivamente  l a s  v i a s  de  pkrdida i r r e v e r s i b l e :  fos foh id ro lasa  y 

aminohidrolasa, y h a s t a  qu6 punto l a s  r e l ac iones  e n t r e  e s t a s  v i a s  y 

l a s  no consuntivas indicadas  anteriormente son en 10s  e r i t r o c i t o s  - 

conservados d i f e r e n t e s  a l a s  que s e  dan en 1 0 s  e r i t r o c i t o s  c i rculan-  

t e s .  Eh o t r a s  pa labras ,  h a s t a  qu6 punto 10s  hemoli7ados de  ambos ti- 



pos de e r i t roc i to s  presentan diferencias  cuant i ta t ivas  en sus ac t iv i -  

dades enzimdticas que puedan explicar e l  hecho ind iscu t ib le  de que 10s  

e r i t roc i to s  c i rculantes  conservan su dotacidn de adenosinfosfatos du-- 

ran te  unos cuatro meses, mientras 10s  conservados en e l  banco de san- 

gre l a  pierden en pcos  dias .  

Consideremos en primer lugar  e l  papel de l a  adenilato kina - 
sa .  La t ab l a  3 indica que en 10s  e r i t roc i to s  de 1 dia ,  l a  relacidn de 

2 
masas (ATP) x (AMP) / (ADP ), que en condiciones basales estd bastan- 

t e  cercana a l a  unidad, y que se  a l t e r a  momentheamente a1 aBadirle el 

AMP, retorna en I min, o menos a1 valor de equi l ibr io ,  como correspon - 
de a un sistema en que e s t e  enzima es e l  predominante entre  l a s  v ias  

de transformacidn de l  AMP. En 10s de 21 dias sucede algo similar ( s a l  - 
vo para 10s valores basales) aunque 10s baji siinos n i ~ e l e s  de ATP hacen 

que l a s  medidas tengan mayor margen de incertidumbre. Es decir  l a  - 

adenilato kinasa sigue siendo m a  via predominante en l a  u t i l i zac i6n  

de AMP a tiempos muy cortos.  Lo que sucede es que m a  vez llevados a 

equi l ib r io  10s  nucleosido-fosfatos l i b r e s ,  deja de notarse su acci6n. 

4.- DEGRADACION DEL AMP 

Consideremos a continuaci6n l a s  vias de degradacidn i r r eve r  - 

s i b l e  de l  AMP: desaminaci6n y desfosforilacidn.  

Las curvas de desaparicidn de AMP combinadas con 10s resul  - 



dos sobre a p a r i c i 6 n  d e  M P , N H  y P permiten s a c a r  a lgunas conclusiones.  3 i' 
La rgpida  ca ida  d e n t r o  d e l  pr imer minuto puede corresponder  mayor i t a r i a  - 
mente a l a  AK. Una observaci6n a l a  que no hemos podido encont rar  e x p l i  - 

cac i6n  e s  e l  r e l a t i vamen te  a l t o  n i v e l  b a s a l  de  ADP en 1 0 s  e r i t r o c i t o s  - 

conservados que desp laza  l a  r e l a c i 6 n  de  masas a va lo re s  exageradamente 

b a j o s .  Esto q u i e r e  d e c k  * que hay un depds i to  pequego d e  ADP, que no e s  - 

t d  sometido a l a  acc i6n  de  l a  AK, en forma e s p e c i f i c a ,  y ef icazmente -- 

ope ra t ivo  en e l  medio dcido que p reva lece  en 1 0 s  e r i t r o c i t o s  conservados 

Podrfa s e  una i n t e r a c c i 6 n  con una p r o t e i n a .  Como e s t e  dep6s i to  pa rece  - 

b a s t a n t e  cons t an te  y no parece  a f e c t a r  a 1  d e s t i n o  d e l  AMP a?adido, no 

hemos hecho mAs indagaci6n sobres  e s t e  punto.. 

El r e p a r t o  de  l a  degradacidn d e l  AMP e n t r e  l a s  dos v i a s  men - 

cionadas,  e s t d  condicionado a l a s  propiedades c i n e t i c a s  que exhiba l a  

ADA, precisamente en l a s  condiciones de  1 0 s  ensayos 1 0 s  cua l e s  repro-  

ducen en buena medida l a s  condiciones i n t r a c e l u l a r e s  de  e r i t r o c i t o s  r e  - 

c i e n  ex t r a idos  y a tgrmino d e  almacenamiento. 

Esto no quiered  d e c i r  que e s t a  v i a  s ea  cuant i ta t ivamente  l a  

dominante, s i n 0  que l a s  probabi l idades  d e  encon t r a r  d i f e r e n c i a s  depen- 

d i e n t e s  de  l a  consert-acidn, s e  estim6 que r e c a e r i a n  sobre un enzirna -- 

sometido a r egu lac i6n )  mds b i e n  que sobre  f o s f a t a s a s  i n e s p e c l f i c a s  y 

s i n  regulac idn  e s t a b l e c i d a ,  

S in  embargo, como puede ve r se  en 1 0 s  r e s u l t a d o s  rnostrados - 



no hay diferencias s ign i f ica t ivas  entre  10s bemoli?ados de 1 dia y 10s 

de 21, en cuanto a l a  transformaci6n de AMP en IMP se re f ie re .  

En cuanto a l a  actividad fosfohidrolasa sea dependiente de 

una 5hbcl&ti$alsa especifica sea por fosfomonoesterasas menos especif i  - 
cas,  10s resultados indican que es algo mayor en 10s e r i t roc i to s  con-- 

servados que en 10s  recientes y que, como era de esperar presentan - 

curvas de saturaci6n que indican l a  acci6n de mds de una entidad e n d -  

mdtica; a l a s  concentraciones f i s io ldg icas  de AMP y teniendo en cuen-- 

t a  que l a  SWucleotidasa, dominante en es te  caso, se  s i t ua  en l a  super - 
f i c i e  externa de l a  membrana ce lu la r  se  puede concluir  que t a l  acci6n 

f osf ohidrolasa es despreciable, tanto sobre AW como sobre IMP. Puesto 

que l a  observada en 10s hemolizados con AMP agadido? a concentraciones 

in ica les  relativamente a l t a s ,  es bksicamente a r te fac tua l .  su conocimien - 
t o  s i rve  precisamente para int roducir  l a s  oportunas correcciones en l a s  

concentraciones de AMP en cada momento y en cada caso con l o  que se  - 

in terpretan mAs correctamente l a s  curvas de accidn de l a  actividad ami - 

nohidrolasa. 

Si  l a  actividad ADA es prgcticamente igual  en ambos t ipos  - 

de hemolizados (1 d i a  y 21 d ias )  para unas condiciones de ensayo algo 

a r t i f i c i a l e s  en cuanto a l a  concentraci6n de substrato,  cabria que -- 

exis t ie ran  marcadas diferencias  en l a  regulacidn. 

Por e l l o  se  ha realizado un estudio detallado incluyendo - 



10s principales factores  descr i tos  para e l  enzima purificado, a f i n  

de esZab1ecer hasta q u u u n t o  l a s  propiedades reguladoras de Cste - 

son extrapolables a l a  si tuacidn in t race lu la r .  

Las curvas de saturaci6n y sus efectores que se  han comen - 

tad0 m a  por m a  en flResultadosfl, tomadas en conjunto, indican que - 

prevalece e l  efecto & e l  ATP sobre cualquier otro.. y que e l  efecto de 

l a  desaparici6n de Cste deberia f rener  l a  actividad ADA por pasar - 

de una Km relativamente baja  a un S bastante a l t a .  
0 1 5  

A concentraciones de AMP del  orden de 0 ' 1  mM (rango de -- 

concentraciones de l  e r i t r o c i t o  c i rculante)  l a  actividad ADA puede - 

se r  de l  orden de unas 20 m ~ / m l .  de c6lulas.  Al descargarse energ6ti- 

camente l a s  c6lulas por cese de l a  g l i c o l i s i s ,  e l  AMP sube a1 rango 

de 1 mM y l a  curva de saturaci6n de l a  ADA se  desplaza hacia sigmoi- 

de, por l o  que l a  actividad actual  sigue siendo de l  mismo orden, a1 

menos inicialmente, para i r  decreciendo a medida que e l  AMP se agota 

Asf pues, l a  hip6tesis  i n i c i a l  d e  que 10s e r i t roc i to s  -- 

circulantes  dispondrian de algdn truco para mantener inhibida l a  - 

ADA, no parece sostenible.  Lo dnico que mantiene relativamente ba ja  

l a  actividad ADA ( ' y  tambi6n l a s  fosfatasas)  es l a  baja concentra-- 

ci6n estacionaria de AMP; l a  mayor "'cemperatura en 10s er i t rocytos  

c i rculantes  respecto a 10s conservados se  contrarres ta  con l a  ac id i  - 

ficaciOn y l a  desaparici6n de l  2,s-DPG en 6stos (que a ATP bajo ten  - 



d e r i a n  a f r e n a r  l a  acc idn  d e  l a  ADA). La conclusi6n g loba l  es  que e l  

ba lance  de f a c t o r e s  hace que t a n t o  en c i r c u l a n t e s  como en conserva-- 

dos,  s ea  razonable asumir una velocidad de degradacidn media d e n t r o  

d e l  orden d e  1 a 10 nmoles/min., que en 1 0 s  conservados b a i a r i a  gra- 

dualmente a 1  a g o t a r s e  e l  s u b s t r a t o .  Eh 24 horas  1 0 s  e r i t r o c i t o s  con- 

servados deber ian  pues haber  perdido ya una f r a c c i d n  s u s t a n c i a l  y en 

3-4 d i a s  deber5 haberse perd ido  l a  mayorfa que e s  justamente l o  que 

ocu r re  . 

Queda en p i 6  e l  hecho de  que 1 0 s  e r i t r o c i t o s  c i r c u l a n t e s ,  

d e  alguna manera conservan o reponen su dotac i6n  de f o s f a t o s  de  ade  - 
nos ina .  Para d i s c u t i r  l a  p o s i b i l i d a d  de que repongan e l  klLIP. r e v i s e  - 
mos 1 0 s  experimentos relatives a 1  e f e c t o  de  i n o s i n a  adenina y me7-- 

- 

c l a  d e  ambos. 

Eh pr imer  l u g a r ,  e l  e f e c t o  de  l a  i n o s i n a  sobre  l a  recupe - 
r a c i 6 n  d e  ATP ( y  p a r  t a n t o  d e  l a  g l i c o l i s i s )  cuando todavfa  queda - 

AMP, e s t 5  c l a r o  a p a r t i r  d e  nues t ros  experimentos (con l a  salvedad 

que s e  expuso sobre 1 0 s  n i v e l e s  d e  ADP). Lo que parece  o c u r r i r  e s  - 

que cuando l a  concent rac i6n  de  ATP e s  muy b a j a ,  l a  g l i c o l i s i s  no s e  

i n i c i a  porque su  pr imera e t apa  ( l i m i t a n t e )  que e s  l a  c a t a l i z a  p o r  l a  

HK t i e n e  precisamente e n  e r i t r o c i t o s  una Km anormalmente a l t a ,  d e l  

orden d e  2 mM. La ad ic i6n  d e  inos ina ,  que s e  t ransforma parcialmen- 

t e  en  F ~ P ,  sos l aya  e s t a  e t apa  . A n i v e l  de  PFK no hay obstgculo po r  - 
que su Km p a r a  e l  ATP e s  muy b a j a .  As$ s e  regenera  l a  g l i c o l i s i s  



(y  10s  metabolitos fosforilados entre e l l o s  e l  2,3-DPG) con inosina.  

Nuestros experimentos de adici6n de R5P en lugar de adenina aclaran 

e s t e  mecanismo. Claro e s t s  que s i  l a  inosina se  incorpora a l a s  cklu - 
cuando ya han perdido no ~ 6 1 0  10s adenosinfosfatos sin0 incluso l a  

base (6sta  y e l  rib6sido atraviesan fdcilrnente l a  membrana) no es po - 
s i b l e  recuperar ATP aunque se  amontonen 10s  hexosa fosfatos .  Pero 

s i  se  aEade adenina, 6s ta  se  transforma en AMP mediante 10s mecanis- 

mos anteriormente comentados y e l  res to  ya no t i ene  dif icul tades .  

t7isto as1  e l  conjunto, cabe preguntarse s i  10s  e r i t roc i to s  

c i rculantes  pueden tener  un suministro constante de adenina que l e s  

permita reponer l a  que pierden por l a  via desaminativa. La adenina - 

plasmstica t i ene  m a  concentraci6n del  orden de 6/uM, ciertamente ba - 

ja pero nn e f ic ien te  sistema de transporte activo l a  u t i l i z a r i a  con- 

venientemente. No hay evidencia, que sepamos, n i  en favor n i  en con- 

t r a ,  sobre t a l  sistema de transporte.  Incluso cabe aventurar que a - 

su paso por e l  higado pudieran 10s e r i t roc i to s  e s t a r  a l g h  tiempo en 

espacios donde l a  adenina tuviera  concentraciones locales  relativa-- 

mente a l t a s ,  ya que se  s in t e t i za  activamente en e s t e  6rgano. 

A l a  v i s t a  de todo e l l o  se  puede aventurar que l a  adici6n 

de adenina a l a s  bolsas de conservaci6n, cuando todavia tienen 10s  - 

e r i t roc i to s  capacidad para fos for f ia r la ,  resuelve temporalmente e l  

problema de l a  p6rdida de adenin.nucle6tidos, pero s61o temporalmen - 



t e ,  posponiendose en unos dfas e l  desastre Forzar l a  dosis de adeni - 

na conduce a acumulacidn de Acido firico (o sus precursores) en l a s  - 

bolsas, con e l  consiguiente daEo en transfusiones masivas. 

EL rejuvenecimiento de 10s e r i t roc i tos  en l a s  bolsas ho- 

ras  antes de su empleo, mediante adiciones de adenina e inosina. es 

perfectamente posible pero requiere una manipulacidn cuyos riesgos 

de infecci6n son muy dignos de tenerse en cuenta. 

Creemos pues haber clar i f icado l a  situacidn en cuanto a 

10s factores enzimdticos que concurren en e l  deterioro de l a  capa- 

cidad de 10s e r i t roc i tos  para l l eva r  a cab0 su funcidn, a s i  como - 

l a s  posibilidades de manipulacidn de l  sistema y 10s riesgos que en - 

t raEan . 



V .  CONCLUSIONES 



CONCLUSIONES 

1.- La medida de actividades enzimdticas en e r i t r o c i t o s  hemolizados 

por congelaci6n y descongelaci6n repetida,  s i n  d i lucidn aprecia  - 
ble ,  puede l l eva r s e  a cab0 con precisi6n y reproducibilidad muy 

aceptables siempre que s e  observen precauciones en l a  manipula- 

ci6n. 

2.- Tales sistemas consti tuyen l a  mejor aproximaci6n conseguida has - 
t a  l a  fecha a l a s  condiciones que prevalecen en l a  c6lula  i n t a c  - 
t a .  La contribuci6n a r t e f ac tua l  de l a  ac t iv idad S'nucleotidasa de 

l a  supe r f i c i e  externa no const i tuye mayor inconveniente porque 

s e  han evaluado sus efectos  y s e  han introducido 10s  oportunos 

f ac to r e s  de correcci6n. 

3.- Se han estudiado con e s t e  sistema l a s  v ias  de degradaci6n d e l  - 

AMP, en donde parece r e s i d i r  l a  causa fundamental de l a  p4rdida 

i r r e v e r s i b l e  de adenosinfosfatos y consecuentemente, o t ros  e s t e  

r e s  fos f6r icos  que neces i tan  regeneracidn constante,  en p a r t i -  

cu l a r  e l  2,3-DPG. 

4. - Se ha estudiado l a  desparicidn de AMP aRadido en d i fe ren tes  con - 
> 

diciones y, en e r i t r o c i t o s  conservados a tgrmino y reci6n e x t r a i  - 

dos, a l o  l a rgo  d e l  tiempo, l a  trandormacian en IMP y NH+ a s1  
4 ' 

como 10s n ive les  de ADP y ATP. Tambi6n s e  ha estudiado l a  hidro- 



l i s i s  de At,P e IMP a f i n  de evaluar l a  importancia re la t iva  de 

l a s  diferentes  vias degradativas. La mayor importancia corres- 

ponde a una accidn combinada de l a  adenilato kinasa y l a  adeni - 
l a t o  aminohidrolasa que conducen a que l a  reserva de adenosin- 

fosfatos  t o t a l e s  se  transforme irreversiblemente en IMP. 

5.- Se han estudiado 10s  pardmetros cinkticos de 10s  enzimas degra - 

dativos que en l a s  condiciones "in s i t u"  u t i l i zadas  son bastan - 
t e  diferentes  a l a s  descr i tas  para 10s enzimas purificados. Las 

propiedades de 10s  mencionados enzimas degradativos. en coridi- 

ciones prdximas a l a s  que prevalecen en l a s  cglulas i n t ac t a s .  

dan cuenta bdsicamente de l  proceso de deter ioro de 10s e r i t r o  - 
cites conservados en e l  banco de sangre en cuanto a su capa- 

de transporte de oxigeno a 10s te j idos .  

6 . -  Las diferencias  encontradas en t re  e r i t roc i to s  conservados a - 

t6rmino y reci6n ex-traidos no explican e l  hecho de que 10s  -- 

e r i t roc i to s  c i rculantes  conservan un nivel  estacionario de - 

adenosinfosfatos. Se postula que es tas  c6lulas t ienen p6rdi-- 

das apreciables de adenina que reponen a expensas de l a  pro-- 

duccidn hepdtica de es ta  base. 

7.- A l a  v i s t a  de nuestros resultados se estima que l a  adicidn de 

adenina a1  medio de conservacidn contribuye a prolongar en -- 

unos pocos dlas  e l  p e r i o d ~  de validez de l a  funcidn transpor- 



tadora pero es insuf ic ien te  para l a s  3 semanas que se  ~ ~ i e n e n  - 

tomando como tiempo de conservacidn; por o t r a  pa r t e ,  no parece 

&ti1 ninguna manipulacidn de 10s  enzimas degradativos. n i  ci-- 

c l o s  de "re juvenecimienton. Lo aconse jable  es acor ta r  l o  s tiem - 

pos de almacenamiento. 
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