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I. INTRODUCCION

Los eritrocitos adultos o glébulos rojos que se encuentran
en la sangre periférica, son el resultado de un complicado proceso de
desarrollo, a través del cual van cambiando de forma y reduciendo su
metabolismo hasta quedar reducido a unas pocas vias, que son estricta
mente necesarias para el cumplimiento de su funcién como transportado

res de oxigeno.

Estos eritrocitos maduros tienen forma bicdéncava, con un
didmetro externo de 2,4 m. Estdn compuestos por un 71% de agua, 28%
de hemoglobina, 7% de lIpidos y un 3% de aziicares, sales proteinas en
zimdticas, etc. Cldsicamente se considera al eritrocito formado por -

dos partes: una membrana y una solucién concentrada de hemoglobina.

El metabolismo de esta célula no nucleada se reduce a : -
glic6lisis, via de pentosas fosfato, alguna via del metabolismo de pu
rinas y fragmentos incompletos de otras vias, asi como actividades -
enzimdticas aisladas, sin funcién especifica, supervivientes del pro-
ceso autolitico poco conocido que ocurre en la fase final de la madu-

racidén.

En cuanto a la glicélisis como principal via metabdlica, -
se sabe que un 30% de la glucosa consumida se transforma en dcido lédc

tico ¥y un 20% sigue la via de las pentosas fosfato. En condiciones nor



males, el flujo glicolitico es de 0,02 /Lmoles/min x ml de células.

De esta glicolisis los eritrocitos obtienen fundamentalmente tres -

cosas:

1) Energla en forma de ATP, relacionado con el mantenimiento
de la peculiar conformacidén de su membrana, como se puede

ver en el esquema siguiente (1,2)
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el cual actua como transportadora de oxigeno. Los dife--
rentes mecanismos con que cuenta la célula para ésto se

representan en la figura ne 1 (3).

3) Un metabolito muy importante, el 2,3-DPG, cuya concentra
cién intracelulas es alrededor de 5 mM y que afecta a la

capacidad ligante de la hemoglobina para el oxigeno.

Hb.2, 3-DPCG + 02‘ e — Hb.O2 + 2,3-DPG

Su importancia como efector enzimdtico de miltiples ti-

pos de acciones se discutird mds adelante.

La regulacién de la glicolisis ha sido ampliamente estu--—
diada por dos grupos importantes: I. A. Rose (4, 5, 6, 7, 8) ¥y S. Ra-
poport (9). De los resultados obtenidos por estos grupos se pueden sa
car en resumen, los siguientes puntos relevantes en relacién con el -

presente estudio:

1) Todos los enzimas de la glicolisis presentan actividades
méximas, en condiciones Sptimas, "in vitro", superiores
al flujo glicolitico. El exceso va desde aproximadamente

8 para la HK hasta varios miles (1).

2) La glicolisis, que con sus vias relacionadas se represen
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FIGURA Ne 1.- Mecanismos de que dispone el eritrocito para
mantener la hemoglobina en estado reducido.




ta en la figura no2, estd regulada por un complejo mecanis
mo en el que la HK, PFK y PK son los puntes de control, -—-
aunque el flujo glicolitico en régimen estacionario depen-
de exclusivamente del par HK-PFK. Ambos enzimas tienen pro
piedades alostéricas y su actividad depende de mdltiples -
efectores. La HK es inhibida por el GO6P (10), producto de

la reaccidn, G-1,6--DPp y por el 2,3-DPG, competitivamente

con ATP.Mg. En condiciones normales su actividad se regula
por la relacién ATP.Mg/GOP. La PFK a su vez es fuertemente

inhibida por ATP, siendo esta inhibicién dependiente del -

pH.

En condiciones fisioldgicas y teniendo en cuenta la concen
tracién intracelular de ATP, el enzima sélo funcionaria a
un 0,01% de su capacidad; sin embargo esta actividad se ve
aumentada al estar presentes ciertos activadores como ADP.,
G 1,6-DP, F-1,6-DP , G6P y Pi' Intre ellos son particular
mente importantes AMP, ADP y Pi en condiciones dentro del

rango fisiolégico (niveles de concentracidén, pH... ).

Considerando en conjunto el funcionamiento de estos dos en
zimas se ve que cuando la glicolisis produce ATP a unas —-—
concentraciones superiores a su demanda, el ATP se acumula

¥y por un claro efecto '"feed-back!" tiende a frenarla.
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FICURA No 2.- Esquema de la glicolisis en eritrocitos. Influen
cia de activadores (@) ¢ inhibidores (3



Cuando el gasto de ATP procude una disminucidén en las con

centraciones intracelulares, con el consiguiente aumento

de AMP y Pi’ se contrarresta la inhibicidén de la PFK y se
restablece la activa glicolisis. Cuando la actividad de -
la PFK se reduce se acumula FOP y por tanto G6P, trasla—-
ddndose de esta manera el punto de control a la 12 etapa

de la secuencia, como corresponde a una via metabdélica —-

controlada por su producto final.

3) EL flujo de GO6P hacia la via de las pentosas fosfato estd
regulado por la relacidén NADP/NADFH, ajustdndose al gasto
de este ultimo, una de cuyas principales funciones es man

tener reducido el hierro del grupo hemo de la hemoglobina.

4) Los niveles de triosa fosfato y fosfoglicerato (ciclo de
Rapoport) se ajustan al flujo glicolitico, teniendo un pa-
pel importante la PK que es un enzima alostérico de regu-
lacién compleja y sometido a varios efectores (11).
El cuadro descrito permite explicar la observacidén de que los
niveles de metabolitos son bastante constantes en los eritrocitos cir-

culantes (Tabla 1).

En relacién con el mantenimiento de los niveles de nucledtidos

de adenina en el eritrocito circulante, se ha comprobado que estas cé-



GOP vt tiiee it iin i 38,5 WM
) 15,7/,.M
F=1,6-DP ..ivrivnrrnrinnnnnsn 7 /,M
DHAP tii i it ie i iiinanns 17 f‘M

GAP i i e e 5,7 /.M
1,3-DPG. .t i 0.4 /»M
2,3-DPG .. e e 5.7 /,M
3-PC e 68,5 v M
2-PG i e et e, 10 /II

PEP it e 17 fM
Piruvato ...ovvviiininnneenns 85 M
Tactato it ittt nannns 1,43 mM
ATP ottt i et 1-2 mM

ADP i e e 0,1-0,2 mM
AMP i e e 0,05-0,1 mM
Pi .......................... 1 mM
NAD'/ NADH.....vvernevnnnnnn. 985

TABLA 1.~ Concentraciones de metabolitos intermediarios de la

glicolisis en eritrocitos humanos.
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lulas poseen una abundante AK que regula el equilibrio ATP+AMP=® 2ADP
con gran eficacia; se ha postulado que la relacidn de masas de estos
tres compuestos se mantiene en valores préximos a la constante de -

equilibrio que es aproximadamente 1 (12).

Bn estrecha relacidn con los niveles expuestos de adenosin

fosfatos, merece mencién el concepto de carga energética, propuesto

y desarrollado por Atkinson (13), quien en hfgado y misculo ha demos
trado ampliamente la existencia de un mecanismo de regulacién inte--
grada, por el cual las células tienden a mantener el valor de este -

. ATP + £ ADP ,
pardmetro, cuya expresién es 2 s en el intervalo

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

En el caso del higado el valor de la carga energética ——
aumenta cuando la concentracidén de AMP disminuye; en este caso el -
AMP se transforma en IMP via AMP-deaminasa. Este enzima presenta una
actividad en higado relacionada directamente con la carga energética;
su actividad decrece cuando la suma de adenin nucledtidos estd por -

debajo del rango fisiolégico.

La situacién de los eritrocitos es peculiar por la irrever
sibilidad de la transformacidn AMP-s IMP, en contraposicién con los -
tejidos estudiados por Atkinson. Por ello, si la actividad que trans
forma el AMP en IMP fuese suficientemente alta, no se podria mantener

la carga energética y la abundancia de AK tenderia a ser un inconve-
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niente al favorecer la pérdida irreversible de AMP.

Entre las causas de deterioro de la sangre conservada en
los bancos de sangre, la que afecta a la funcién de los eritrocitos
como transportadora de oxigeno, es de la mayor importancia. Por esta

razén, ha sido objeto de preocupacién entre hematdlogos y bioquimicos.

La parad$jica situacién de una demanda creciente de san-
gre en los centros hospitalarios, mientras es frecuente desechar por
inservible una cantidad nada despreciable de ella, justifica el ele-
vado numero de publicaciones que aparecen cada afio, conteniendo estu
dios sobre alguna faceta del complejo problema de la conservacién de

la capacidad transportadora de los eritrocitos almacenados en banco

de sangre.

A medida que el progreso de la Bioquimica ha permitido -
clarificar, a nivel molecular, el transporte de oxigeno por la hemo-
globina y los factores que influyen sobre é1, se ha ido dibujando con
creciente claridad la red de acontecimientos que ocurren en los eri--
trocitos a lo largo del tiempo de almacenamiento de la sangre, y se -
han podido definir unos puntos clave de cuyo conocimiento detallado,
parece depender la esperanza de mejorar la situacidn, bien frenando -
las causas del deterioro, bien intentando contrarrestarlo restaurando

las condiciones que prevalecen en los eritrocitos circulantes.



A continuacidn exponemos, en forma muy sucinta, los prin
cipales descubrimientos que, progresivamente, han llevado el conoci
miento al punto en que se encontraba en el momento de empezar este

trabajo, asi como de las lagunas y aparentes incongruencias que lo

motivaron.

Prescindiendo de informaciones anteriores al periodo de
los dltimos veinte aflos, por evidente falta de base bioquimica ade
cuada al planteamiento del problema actual, encontramos que entre -
los aflos 1955 - 1965 habfa quedado bastante inequivocamente sentado
el papel del 2,3-DPG en la afinidad de la hemoglobina por el oxige-
no y la dependencia de dicho compuesto de la glicolisis. También se
habia acumulado un cuerpo de evidencia que, pese a considerables la
gunas y contradicciones, apuntaba a que los eritrocitos de sangre -
conservada pierden gradualmente su capacidad glicolitica (14); la -
desaparicidn del 2,3-DPG, asi como de otros metabolitos fosforila—-—
dos, es imputable a la accién de las fosfatasas; dada la ubicuidad
y multiplicidad de actividades fosfatasas en todas las células, se
tiende a admitir sin discusién que todo compuesto fosforilado, so--
bre todo si alcanza concentraciones considerables dentro de la célu
la, serd hidrolizado y sélo mantendrd tales concentraciones gracias
a una resintesis igualmente activa. En particular, ei 2,3-DPG es . -
substrato de una fosfatasa, al parecer especifica, deiwérden de --

ImU/ml de células empaquetadas (15).

12



Si las varias actividades fosforilantes cesan o actuan por
debajo de los minimos necesarios, puede ser por una de estas dos razo
nes: a) Inactivacién de las correspondientes fosfotransferasas (§ ki

nasas); b) Ausencia de donadores de grupoc fosforilo, bdsicamente ATP.

Hay evidencias de que la mayoria de las actividades fosfo-
-transferasas estdn presentes en los eritrocitos circulantes en gran
exceso sobre las necesidades de la célula (Tabla 2), y de que estas -
actividades se mantienen esencialmente inalteradas en la sangre con--
servada varias semanas en las condiciones del banco de sangre (16,
17). La conclusién de la que también hay evidencia experimental (18),

es que falta el ATP necesario para la fosforilacidn.

Relacionando esta observacién con las apuntadas anterior--
mente sobre una activa AK y una adelinato deamisasa (ADA), se podria
avanzar la hipétesis de que ante una situacién de baja actividad gli-
colitica por la causa que fuere, los niveles de ATP bajarfan sin que
pueda acumularse AMP (a causa de la ADA) ni ADP (a causa de la AK). -
En consecuencia bajarfa la suma total de adenosin fosfatos sin posibi
lidad de recuperacidén a menos que se incorporen a las células precur-
sores vdlidos de cualquiera de los adenosin fosfatos, ya que éstos no
atraviesan la membrana celular. La Figura 3 resume las vias de trans-

formacién de los adenin nucleétidos en eritrocitos.

La evidencia de que ésto es precisamente lo que ocurre, -



U/ml. células

1. 0,16-0,4
4 S 6,6-11

o 0,8
AMldolasa...ooviiiiiniiiinnenenn, 0,4 -0,6
1 20 116-300
GaPOH. . oo vt i iae i ea 10-13
0 27

POM i e e 5
Enolasa. ..o iriiniinnnneiannenn. 1,5-2,4
PR et e e e 3,6-4,1
2, 3-DP0OM. vttt 3,5-4,3
2, 3-DPGPASA. ettt eeetaeaenns 1.1073
) O 17-20
GOPDH. . vt ettt i et e 0,6-1,6
P 30-120
PNPASa. s te s eneenennesonnsnannss 16-26
PPRTASA. s vitciiiiier i v innanns 0,2
= < 2,5-3,7
T A e e e e i i 233
S e 0,03-0,6
Fosforibosa mutasa........c.vuune 1

TABLA 2.- Actividades enzimdticas en eritrocitos humanos (34)
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FIGURA N9 3.- Vias de interconversidn del AMP en eritrocitos
humanos.
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si no concluyente, es lo bastante fuerte para justificar una indaga-
cién en busca de los mecanismos responsables. Sin embargo se plantean
serias objeciones cuando se intenta evaluar hasta qué punto la acti-
vidad ADA ¥ sus mecanismos reguladores dan cuenta de que los eritro-
citos conservados pierden sus reservag de adenosinfosfatos en pocos

dfas mientras los circulantes la conservan prdcticamente la casi to-~

talidad de su vida (unos 4 meses).

La adenilato deaminasa (ADA) 6 AMP-aminohidrolasa- cataliza

la reaccién

AP+ HO0 — TP+ N,

v se encuentra ampliamente distribuida en tejidos animales; existen
diferentes isozimas que presentan diferente especificidad de substra

to, siendo el de eritrocitos altamente especifico para el 5°AMP.

Los escasos estudios existentes sobre las propiedades ci-
néticas de la ADA de eritrocitos humanos realizados con hemolizados
diluidos (19) 6 con preparados parcialmente purificados (20,21), in-
dican que se trata de un enzima alostérico, sometido a un sistema re
gulador bastante complejo. Los rasgos esenciales son: una curva de -
saturacién sigmoide en ausencia de iones K—‘r que se aproxima a hiperbd
licacon KC1 0,1M; en cuanto a efectores, ATP tiende a suprimir la -

sigmoicidad mientras que el 2,3-DPG y el Pi la acentua (ambos efecto



res a concentraciones del orden de las que hay en los erltr001tos),

en cuanto al efecto inhibidor del GTP, los resultados son contradlc

'

torios; igualmente confuso es el efecto que el Mg~ pueda tener a -

través de su formacién de complejos con los nucleosidos trifosfatos.

Por otra parte, se ha afirmado (22) que en eritrocitos hu
manos hay en realidad dos enzimas, uno ligado a la membrana por su
cara interna y otro soluble en el citoplasma, con propiedades ciné=

ticas bastante diferentes.

Si las propiedades indicadas prevaleciesen en el enzima
de los eritrocitos circulantes la ADA se encontrarfia en situacidén -
préxima a méxima activacién y sus propiedades reguladoras préctica
mente suprimidas mientras que en los eritrocitos conservados, el -
balance de dos efectos contrarios (disminucién de la concentracidn
del activador ATP y de los inhibidores 2,3-DPC y GTP con incremen-—-—
tos de la concentracién de Pi inhibidor) sumado al cambio de pH da-
ria un resultado impredecible, aunque no seria de esperar mayor ac-
tivacién que la de eritrocitos circulantes. Esta situacién parece -
pues contradictoria €on el hecho de que los eritrocitos circulantes

conservan su AMP y los conservados no.

Otra via de pérdida de los adenin nucleétidos es la catali-
zada por el enzima 5'-nucleotidasa. Este enzima es abundantemente -

distribuido en la naturaleza y ha sido objeto de numerosos estudios



en la década pasada. Los enzimas de diferentes fuentes presentan al-
gunas propiedades comunes pero también numerosas diferentes, sobre -

todo en cuanto a especificidad de substrato se refiere (23, 24, 25,

20).

La 5'-nucleotidasa de higado de rata es una de las mejo—-—
res estudiadas. En este sentido se ha localizado este enzima en tres
partes: Una en la membrana celular, otra en el citoplasma y una ter-
cera liscsomal. La 5'-nucleotidasa soluble, parcialmente purificada,
presenta cinética hiperbélica (Km 1,2 mM.) usando IMP como substrato,
mientras que con AMP la cinética es sigmoide y su SO,S es lo mM. sien
do la Vmax. similar con ambos substratos. La actividad es estimulada
por ATP y GTP e inhibida por P;. En condiciones fisiolégicas de la cé
lula hepédtica, el AMP no es hidrolizado por este enzima sino que re—-

quiere una desaminacién previa a IMP (27).

Una incognita de mayor cuantia que podria tener la clave
de las aparentes incongruencias que se han sefialado es hasta qué pun-
to el comportamiento de los enzimas y sus efectores en el medio intra
celular, con su carga de hemoglobina, es similar a la que pueda obser
varse en las condiciones en que se han valorado los pardmetros cinéti
’cos de la ADA, en un medio muy diluido en cuanto a proteina y libre -
de metabolitos que no sean los objeto de ensayo. Hay evidencia de que
»la Hb tiene wuna marcada capacidad de ligar moléculas pequeflas, sobre

todo fosforiladas (28, 20) por lo que las concentraciones eficaces de
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los metabolitos en los eritrocitos intactos pueden ser muy inferiores

a las que se valoran como totales en extractos diluidos y desprotei-

nizados.

Ademds de las incdégnitas seflaladas, queda por considerar el -
capltulo del efecto que la adicidén al medio de almacenamiento de ade-
nina, inosina y mezcla de ambas pudiera tener sobre el proceso de pér
dida global de adenosin-fosfatos, asl como el efecto "rejuvenecedor"
de la adicidén de estas bases a eritrocitos conservados unas 3 semanas

en el medio habitual de citrato y glucosa.

Una observacién empirica en su origen y ampliamente justifi
cada mds tarde, por un mayor conocimiento de las secuencias metabdli-
cas implicadas, fue el efecto favorable de la adicién de adenina, ino
sina y una mezcla de ambas, sobre la funcién transportadora de los —-
eritrocitos (20, 31, 32), asi como de la posibilidad de restablecer -
la capacidad transportadora y la morfologia de los eritrocitos enveje
cidos mediante una incubacién con adenina e inosina; de esta dltima

se decla que de algin modo reemplazaba a la glucolisis perdida en es-

tas células envejecidas en las bolsas del banco de sangre (33).

En este contexto, nuestra situacién en la Facultad de Medi-
cina de la U.A.M., nos puso en contacto con el banco de sangre de la
R.S. "La Paz", y por otra parte, con un grupo del Instituto de Enzimo

logia preocupado por el estudio de las actividades enzimdticas de con
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diciones lo mds fisioldgicas posible. En este sentido los "ghost" -
reconstruidos (34) y los eritrocitos grapados y permeabilizados (35),
estaban recibiendo gran atencién. En tales circunstancias se nos pro-
puso el estudio de hemolizados, sin dilucidén apreciable, obtenidos -
por congelacién y descongelacién, a partir de los eritrocitos de san-

gre de 21 dfas, fecha en la cual se desecha en el banco como inservi-

ble.

Tal sistema se aproxima a la realidad de las células intac
tas mds que ningidn otro estudiado hasta ahora. La ausencia de orgdnu-
los y compartimentaciones membranosas internas en los eritrocitos per
mite esta aproximacién que plantea, por otra parte, serias dificulta-
des analiticas y cierto artefacto en cuante a la inclusidén en la masa

reaccionante de los enzimas de la membrana que en la célula intacta se

situan en la cara externa.

Por otra parte, el trabajar en estas condiciones presenta

varias ventajas, entre las que cabe destacar:

12, Se conservan las interacciones a que dé lugar la pre-
sencia de la hemoglobina, bien sea con otras proteinas

0 con metabolitos.

22, Las concentraciones reales de metabolitos serdn vir--

tuaimente las mismas que hay "in vivo™,
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La fragmentacién de la membrana permite introducir -

(%)
1

cualquier compuesto incluso los que por su carga --
iénica no atraviesan la membrana celular y por tanto

no pueden ser incorporados a las células intactas.

48. En principio, se minimizan leos problemas de disocia-
ciones provocados por la dilucién, que introducen --
una gran incertidumbre en los datos experimentales

existentes hasta ahora.

Dominadas las dificultades experimentales que plantea el
trabajo con hemolizados sin diluir, nuestro objetivo fue estudiar el
estado de la glicolisis en estos eritrocitos al término de su conser
vacién en el bance (21 dias), investigar las posibles vias responsa
bles de la pérdida irreversible del ATP, asi como los recursos por
los que los eritrocitos circulantes evitan tal pérdida, para lo cual
se utilizaron como referencia eritrocitos recién extraidos. Finalmen
te, comprobar la regeneracién de los Riveles de adenosin fosfatos a -

partir de mezclas de adenina e inosina y establecer las bases enzimd

ticas de tal regeneracién.

El estudio detallado de las posibilidades de accidén de la
dotacidén enzimitica de los eritrocitos conservados, establecidas me-
diante sus hemolizados a los que se incorporan los substratos y efec

tores necesarios para valorar adecuadamente cada uno de los factores
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implicados en el deterioro y regeneracidn de la glicolisis en estas

células, puede conducir a clarificar la contribucidn de los diferen

tes factores y a una evaluacidén de las posibilidades de reducirlo o

contrarrestarlio.



II. MATERIALES Y METODOS
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2,1, MATERIALES

2.1.1., CASAS COMERCIALES Y PRODUCTOS

B.D. H. (Inglaterra)

Boehringer Mannheim Gmgh (Mannheim-Alemania)
Carlo Erba (Milan-Italia)

Fischer Scientific Co. (U.S.A.)

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

May and Baker Ltd. (Inglaterra)

Probus (Barcelona-Espafia)

Riedel de Ha®&n (Hannover-Alemania)

Sigma Chemical Co. (U.S.A.)

Whatman W.R. Balston Ltd. (inglaterra)

Azldcares v metabolitos relacionados

Glucosa anhidra,(M&B)
Ribosa-5-fosfato, (Sigma)
« —ceto glutarato,(Sigma)

2, 3-DPG, ( Sigma)

Enzimas auxiliares y nucleotidos

HK, G6PDH, LDH, PK, AK, GO, POD, (Boehringer)

GDH, (Sigma)
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NAD, NADH, (Boehringer)
NADP, (Sigma)

ATP, GTP, IMP (Sigma)
ADP, AMP, (Boehringer)

- Productos para cromatografia

Acido clorhidrico, (Merck)

Acetato sédico, (Merck)

Alcohol isopropilico, (M & B)

Carbdn activo, (Carlo Erba)

Celulosa pura (Whatman)
DEAE-Celulosa 300-MN (Macherey Nagel)
Etanol (Merck)

Hidréxido sddico, (Scharlau)

Sulfato amdnico (Riedel de Ha&n)

Trietil amina, (Fischer)

- Otros productos

. Acido l-amino, 2-naftol, 4-sulfénico, dcido sulfd-
rico, cloruro magnésico y potdsico, EDTA, glicoco-
la, molibdato amdnico, sulfato de hidracina, (Merck).

. Adenina sulfato, hemoglobina, inosina, orto-dianisi
dina, imidazol, (Sigma).

. DTE, tritén X-100, (BDH)

. Bisulfito sédico, (Fisher)
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. Bicarbonato sédico, Cloruro sédico, (Probus)

. Cianurc y ferrocianuro potdsico

2.1.2. APARATOS

-~ CENTRIFUGAS
.Sorval SS-3 automatic, con rotor S$S-34, situada en la cé
mara fria a 49C. Fue utilizada para la separacidén v lava
do de los hematies.
Wifug Labor, usada en la separacién de precipitados de -

desproteinizacidn.,

— CICLOMEZCLADOR

.Mixo-Tub, para la agitacidén de las muestras de incubacidn.

- BANOS METABOLICOS
.Grant, con movimiento de vaiven, para la inclubacién de
las células enteras.
-Hemmert, termostatizado, para las incubaciones de los hemoliza
lizados.
~ POTENCIOMETRO
. Metrohm E510 con expansidén de escala para las medidas de

pH.

- ESPECTROFOTOMETROS
.Spectronic 700 de Bausch and Lomb cubetas de 3 ml.

. Gilford 2400. cubetas de 1 ml
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- MICROSCOPIO
. Nikon equipado con dispositivo de contraste de fases y cd

mara cuentagldébulos Brand.

- UTENSILIOS DE CROMATOGRAFIA
. Para la realizacidén de las placas se utilizd un "cromato-
placas" Shandon Unoplan y placas de vidrio de 20x20 cms.
El desarrollo de la cromatografia se hizo en cdmara de vi
drio Shandon y para el secado de las mismas se utilizd una

estufa Electro Helios termostatizada.

- CAMARAS FOTOGRAFICAS
. Nikon F-2 con objetivo de 35 mm. para la fotografia de la
placa cromatogrdfica.
. Nikon acoplada al microscopio para hacer las fotografias

de los hematies.

- DESTILADOR
. Hucoa Erl8ss (Fisons) usado para obtener agua sin amonia-
co poniendo 2 gm. de permanganato potdsico en el depdsi
to de destilacién. El agua asf obtenida se utilizé en to

dos los experimentos que requerian valoracidn de amonio.

2.1.3. MATERIAL BIOLOGICO

En todos los experimentos se utilizaron hematies pro

cedentes de bolsas de sangre conservadas 21 dias en medio CPD;



del banco de sangre de la Residencia Sanitaria La Paz. El me-
dio CPD, contiene para un volumen final de 100 mi.: 327 mg. -
de 4cido citrico monohidrato, 2,63 g. de citrato sdédico dihi-~

drato, 222 mg. de fosfato monosddico y 2'32 g. de dextrosa.

En alguna ocasidn se utilizarén hematies de bolsas de

sangre con sélo 1 dla de conservacidn.

A) Obtencidén de hematies

La sangre total se centrifuga en la cdmara fria a

40¢, a 3.500 r.p.m. durante 5 min.; se elimina el sobrena-

28

dante con una pipeta Pasteur; al igual que la capa suverior

del sedimento que presenta un aspecto blanquecino y que es

td constituida por los leucocitoes.
El sedimento celular se lavé tres veces con 10 —-
vol. de un medio que contenia: ClNa 070 %,, imidazol 25

mM. pH 7'2, GSH 0'25 mM. y glucosa 5 mM.

Las centrifugaciones intermedias se hicieron en

las mismas condiciones que la inicial.

Como control, se hicieron recuentos de leucocitos

en el sedimento celular ya lavado; en todos los casos resul

t8 negativo.
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Contaje de leucocitos.- Se hizo suspendiendo 0'l ml. de se-
dimento celular en 0'0 ml. de 1fquido para conta- :
je de leucocitos, y colocando una alicuota de es-
ta suspensién en la cdmara cuentagldébulos. Un li-
tro de liquido para contaje de leucocitos contie-

ne 40 ml. de dcido acético vy unas gotas de solu—-

cidn acuosa al 2% de azul de metileno.

Observacién de los hematies.- Se tomé una alicuota del sedi
mento de hematies y se suspendié en solucién sali
na (ClNa 0'9%). 10 1. de estamsuspensién se co-
locaron en un portacbjetos 7y se observaron al mi
croscopio entre 1000 y 1500 aumentos; ver fotogra

fia no 1. obtenida de estas células.

B) Preparacidn de los hemolizados

- Hemolizados sin dilucién.- Porciones de aproximadamente
3 ml. del sedimento celular se pusieron en tubos de ni--
trato de celulosa y se congelaron a -7098C, y posterior--
mente se descongelaron a + 379C; este ciclo se repitid -
tres veces consecutivas por periodos de 3 min. Una ali-
cuota de este hemolizado se suspendid en el medio de la-

vado y se mirdé al microscopio como control de eficacia de
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esta operacidn.

Un esquema de la preparacién se representa en la figura

ne 4.

- Hemolizados diluidos 1/5.- Un volumen del sedimento celu
lar se hemolizé con 4 vol. de agua destilada y se centri
fugo a 13.000 r.p.m., durante 40 min. a 4°C. El sobrena-
dante asi obtenido, libre de restos de membranas. fue -
dializado 20 horas frente a 40 vol. de agua destilada, -

en cdmara a 4°C, v seguidamente utilizado.

Un esquema de esta preparacién se representa en la figu-

ra ne 5,

2.1.4. MEDIOS DE INCUBACION

Fueron utilizados diferentes medios segin el tipo

de material bioldégico usado.

~ CELULAS ENTERAS.- Medio de incubacién Krebs-Ringer-Fosfa
to (KRF)., que contenfa: Glucosa 10 mM. Cleg 5 mM.; -
Clk, 4 mM.; ClNa, 115 mM. y tampén fosfato 20 mM pH 7.2 .

—~ HEMOLIZADOS ENTEROS.- Medio de incubacidén imidazdl-bicar

bonato- (MIB), que contenfa: bicarbonato potédsico para -

1levar el pH del hemolizado de aproximadamente 6'7 hasta



BGLSA 4¢eC

3500 rpm
y v 5 -
SEDIMENTO DE SOBRENADANTE Y
HEMATIES LEUCOCITOS
3 veces + Solucidén de
lavado
10 vol.
v
3500 rpm
5 min. » SOBRENADANTE
SEDIMENTO

CELULAR
ALICUOTA PARA CONTAJE

DE LEUCOCITOS

CELULAS PREPARACION DE HEMOLIZADOS
ENTERAS SIN DILUCION

FIGURA N¢ 4.- Esquema de la preparacidén de hemolizados sin
diluir.



BOLSA (Eirl 49C

DE e 3500 rpm
SANGRE 5 min.
SEDIMENTO CELULAS SOBRENADANTE
LEUCOCITOS
+ Solucién
3 veces de lavado
10 vol.
v
<E§S; 3500 rpm » SOBRENADANTE

5 min.

/

SEDIMENTO CELULAR

l + 5 vol de HO

2
13000 rpm
‘// é9—gi&;_________-_-“-~_~*
SEDIMENTO DE HEMOLIZADO 1/5

MEMBRANAS
Dializado frente a

40 vol de HZO dest.
20 h. a 4¢9C

Listo para uso

FIGURA No 5.- Esquema de la preparacién de hemolizados
diluidos.
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7,2, v tampén imidazol pH 7'2, 50 mM. (fue ampliamente -

comprobada la capacidad tampdén de este medio).

- HEMOLIZADOS DILUIDOS.- Segiin el pH: tampon imidazol 50 mM

pH 7'4 6 tampdn tris-maleato 50 mM. pH 6'3 con NaOH, mds
ClK, 30 mM.; ClzCa‘ 4 mM., v Cleg‘ 5 mM.

FORMA EN QUE SE REALIZARON_LAS INCUBACIONES

A) Incubacidn de los hemolizados

Un volumen determinado de muestra (variable segin
el ndmero de determinaciones que se requerian para el ex
perimentoj; que oscila entre 5 y 25 ml.. se incubd en un
bafio de agua Hemmert termostatizado a 37¢C. Al hemolira-
do, va a esa temperatura, se le afladié en 1T lugar el
medio MIB pH 7'2 y después las adiciones propias de ca
da experimento agitando la mezcla final. Los tiempos de
adicidén y mezclado son despreciables frente a los tiem-

pos de incubacién.

De esta mezcla de incubacidén se fueron sacando -
alicuotas de 0'5 ml., generalmente, y se desproteiniza-
ron con 1 ml. de &4cido perclérico al 0'0 % frio; se -
agitaron y se dejaron en hielo unos 30 min.. El precipi

tado formado se separd por centrifugacidén a 4500 r.p.m.



B)

10 min.. El sobrenadante se neutralizé con KOH y se 1lle

varon a un volumen final igual para todas las muestras

con agua destilada. Después de 10 min. en hielo se reti
ré el precipitado de perclorato potdsico formado. por -

centrifugacién en las mismas condiciones.

Los sobrenadantes son usados para las valora—-

ciones propias de cada experimento.

Las incubaciones de hemolizados con adicién de
bases (inosina, adenina, ...) se hicieron en bafio ter--
mostatizado con agitacién, para poder establecer compa-

raciones con las células enteras.

En el caso de los hemoli~ados diluidos el pro
cedimiento seguido para su incubacidén y toma de mues—-
tras fue el mismo que para los hemolizados totales pe
ro usando el medio de incubacidén que se ha detallado -

en el apartado anterior.

Incubacidén de las células enterés

Tas células enteras lavadas 3 veces con KRF.
se preincubaron en el mismo medio (5 ml. de células y

10 ml. de medio) a 37°C con adicién de adenina 2mg/ml.



més inosina 8 mg./ml. en bafio termostdtico durante 2

horas. Después se lavaron con KRF frio 3 veces.

Un mililitro de células empaquetadas en 3 ml.
de KRP se incubaron a 379C en el mismo bafic durante 1
hora. A tiempos diferentes se sacaron muestras de 100
1. y se desproteinizaron por el método descrito ante

riormente.

En los sobrenadantes asi obtenidos se hacen —

las diferentes valoraciones.

Los resultados son media de al menos 3 experi

mentos con sangre de diferentes bolsas. Las muestras
de los diferentes tiempos de incubacidén fueron hechas

por triplicado.



2.2, METODOS

2.2.1. OBTENCION DE MUESTRAS Y PROCESAMIENTO

A partir de la mezcla total de incubacidén y a diferentes
tiempos, se extrajeroﬁ 0,5 ml, de mezcla y se desproteinizaron
con 1 ml. de 4cido percldrico al 0,9% frio; se agitaron y se
dejaron en hielo unos 30 min.. se centrifugaron a 4500 r.p.m. -
10 min. para separar el precipitado formado. El sobrenadante se
neutralizé con potasa y el precipitado de perclorato potdsico
se retiré por centrifugacién en las mismas condiciones. El sobre

nadante asl obtenide fue utilizado para diversas valoraciones.

2.2.2. VALORACION : DE GLUCOSA

Se utilizdé el reactivo de Glucosa oxidasa siendo el in-
tervalo de valoracidén de 0,05 a 0.1 mM. y la longitud de onda - -
de 425 nm,

Reactivo de glucosa oxidasa.

Tampon fosfato 50 mM pH 6'5

I

Triton X-100 al 0,4%

Orto-dianisidina 0,1 mg/ml (etanol)

Glucosa oxidasa 4 U/ml.

Peroxidasa 1 U/ml
EDTA 2 mM.



2.2.3. VAIORACION DE LACTATO

Segin la reaccidn:

+ 4
Lactato + NAD =————pPiruvato - NADH + H

Mezcla de ensayo: Tampén glicocola-hidracina pH 9'5 -—-
NAD' 2'5 mM y LDH 20)U/ml. leyendo el incremento de absorban-

cia a 340 nm pasados 10 min.

Tampon glicocola-hidracina: Para 10 ml. finales contie-
ne 0,75 g. de glicocola, 0,52 g. de sulfato de hidracina y 0'02
g. de EDTA ajustando el pH final a 9'5 con NaOH 2 N (36).

2.2.4. VALORACION DE FOSFORO INORGANICO.

Siguiendo una adaptacién del método de Fiske & Subbarow
(37):

Me»cla de ensayo: Molibdato dcido 0'2 ml. EICO 2'5 -~

mg/ml. en un volumen final de 2 ml. Leer absorbancia a 6060 nm.

Molibdato dcido: 2'5 g. de molibdato amdénico en 100 ml.
de 4cido sulfdrico 5 N.

EICO: Acido l-amino, 2-naftol, 4-sufénico, 0.2 g. bi-
sulfito sdédico 1,2 g.,sulfito sédico 1,2 g. mezcla
dos v machacados en mortero. En el momento de usar

lo se disuelven 2'5 mg/ml.



2.2.5. VALORACION DE AMP

Usando el sistema acoplado de PK. LDH y AK (38), segtn
la reaccién:

AK
AMP + ATP J——" 2ADP

PK LDH
PFP ————p Piruvato ~——p Tlactato

N

ADP.Mg  ATP.Mg NADH NAD

Mezcla de ensayo: Tris-ClH 50 mM. pH 7'5. ClK 100 mM.
ClZMg 10 mM., PEP 5 mM, NADH 0 15 mM
ATP 3 mM., PK 0,1 U/ml., LDH 1 U/ml.
AK 2 U/ml. Leer disminucidn de absor

bancia a 340 nm.

2.2.6. VALORACION DE ADP

Usando el sistema acoplado de PK y LDH, (38), segin la

reaccidn

PK LDH
PEP —— ¢ Piruvato —— 5 Tactato

N

ADP.Mg  ATP.Mg NADH NAD

39



Mezcla de ensayo: Tris-ClH 50 mM, pH 7'5, ClK 100 mM ,ClZMg
10 mM, PEP 5 mM, NADH 0,15 mM, PK 0,05 -
U/ml. y LDH 1 U/ml. Leer disminucidén de -

absorbancia a 240 nm.

2.2.7. VALORACION DE ATP

Usando el sistema acoplado de HK y GO6PDH. segin la -

reaccidén (39):

HK GOPDH
-0— —_— > 6=
’ Glucosa _/\jb G=6-P — 6-PG

ATP.Mg ADP.Mg NADP  NADPH

Mezcla de ensayo: Tris ClH, 40 mM. pH 7'5; NADP. 0'5 mM.,
ClMg. 5 mM, Glucosa 2 mM; GOPDH. 0'2 U/ml
¥y HK 0'1 U/ml. Leer incremento de absorban-—

cia a 340nm.

2.2.8. VALORACION DE IMP

Se valord espectrofotometricamente tomando como coefi
ciente de extincidén molar a 265 nm. igual a 6 x 103 en medio

ClH 0'2 N.

2.2.9. VALORACION DE AMONIO

Usando el sistema (40):

40
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G.DH

2-0xoglutarato + Amonio T;7==<:: L-Glutamato + HZO

NADH NAD

Mezcla de ensayo: Imidazol 50 mM pH 7; 2-oxoglutarato 10
mM; DTE, O,5mM; NADH 0,15 mM; glutamico
de hidrogenasa (GDH) 25 U/ml. Leer dismi

nucién de absorbancia a 340 nm.

2.2.10. CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA DE DEAE- Celulosa

Se utilizé para la separacidén de IMP y AMP y sin -

inosina presente (41).

A). - Preparacién de la pasta : 16 g. de DEAE-Celulosa fueron

suspendidos en 0,5 L. de NaCH 0,5 N agitados durante -
30 minutos y filtrados a vacio. La pasta obtenida se la
vé hasta neutralizacidén con agua destilada resuspen—-—
diendose en CI1H 1IN, agitando 30 min, ¥y nuevamente lava-
da y filtrada hasta neutralidad. Después de este proce-
so de purificacidén de la celulosa pura en un volumen fi
nal de 200 ml. de agua agitando nuevamente 30 min. La

pasta asi obtenida se dejd en nevera durante la noche.

Previa su utilizacidén se desgasificé a vacio (42).

B). - Preparacidn de las placas: Se utilizaron placas de vidrio

de 20 x 20 cms, previamente desengrasadas con acetona. -



La extensién de la pasta se efectud con ayuda de un exten
sor 'cromatoplacas'. Posteriormente se secaron a temperatu
ra ambiente guarddndose en lugar seco. Fue necesario acti

varlas 40 min. a 509C previo a su utilizacién.

Desarrollo de la cromatografia y solventes utilirados : La

cromatografla se desarrolld a temperatura ambiente ( aprox.
220C), variando el tiempo segln el grado de saturacidn de
la cdmara y de la temperatura. en dos direccidnes perpendi
culares. Las muestras (0.02 /»moles) se colocaron en suce-

sivas adiciones, secando cada vez con aire caliente.

Los solventes utilizados fueron tres;

Solvente 1: Agua destilada (200 ml.) para separar la inter
ferencia de la inosina en las muestras que 1le
vaban dicho producto en la incubacién. El proce
S0 a segulr consistid en correr la mancha has-
ta el borde de la placa, secar a 509C, delimi-
tar la mancha bajo luz ultravioleta (265 nm) ¥y

rasparla con una cuchilla.

Solvente 2: CIH 0.08N (200 ml.). Se corre el frente aproxi
madamente 13 cm. en la misma direccidén que con
el solvente anterior (si se utilizd). Posterior

mente la placa se lava una vez con mezcla de -
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trietilamina a 8 volumenes % en acetona y —-
tres veces con acetona pura secada con aire
caliente y puesta en el solvente 3 para correr

la en direccién perpendicular a -la anterior.

Solvente 3 : 200 ml. de una solucidn que contiene 160 ml.

D).-

de SO4(NH4)2 a saturacién, 36 ml. de acetato
sédico 1 My 4 ml. de alcohol isopropilico. -
Se corrid el frente aproximadamente 10 cms.,
secando la placa a continuacién a 509C, marcédn
dose las manchas con ldpiz bajo luz ultravio
leta a 265 nm.

El resultado de la separacién de AMP é IMP se puede ver en

la fotografia no 2. -

Preparacidén de las muestras: Los sobrenadantes de despro--

teinizacién que se utilizaron como muestras en la cromato-
grafia, se purificaron previamente haciéndolos pasar por -
carbdén activ&wgbjeto de separar nucledtidos y bases. Se —-
procedid de la siguiente manera: en 1 ml. de sobrenadante
se suspendieron 20 mg. de carbdn activo agitdndose la mez-
cla 10 min. a temperatura ambiente. Seguidamente se fil-
tréd en un Millipore (XX1002500) y el carbén se resuspendid
en 2 ml. de hidréxido aménico 02 N en etanol al 30% agi-

tdndose de nuevo durante 15 min. con posterior filtracidn.



FOTOGRAFIA No 2,- Separacién de AMP e IMP por cromato-
grafia en capa fina de DEAE-celulosa.



La disolucidén asi obtenida, que contenfa los nucledtidos
con un rendimiento de aproximadamente 95% a 100% se con
centrd hasta un volumen de 0.1 ml. por evaporacidn en es

tufa”a 100¢°C.

E).- Extraccidén de los nucledtidos: Una ver delimitadas las -

manchas bajo luz ultravioleta a 265 nm, se rasparon y —-
suspendieron en 2 ml. de ClH 0.2N. La suspensién se agi-
té 10 min. y se filtré por Millipore. EL filtrado obteni

do se utilizd para valorar IMP.

2.2,11, VALORACION DE HEMOGLOBINA

La determinacioén cuantitativa de hemoglobina se reali
zé usando el reactivo de Drabkins (43), que contiene para 1 -
litro de agua: 1 g. de bicarbonato sédico. 50 mg. de cianuro+
potdsico, y 200 mg. de ferrocianuro potdsico. La solucidn es
estable varias semanas en frasco topacio. La mezcla de reaccién
lleva 4i5 ml. de reactivo y hemoglobina de 0505-0,5 mg/ml. -
Se mezcla bien y pasados 5 min. se lee la absorbancia a 540 nm.

Se utilizd como patrdn hemoglobina comercial.



III. RESULTADOS



3.1. GLICOLISIS

3.1.1. CAPACIDAD GLICOLITICA DE LOS ERITROCITOS CONSERVADOS Y
SUS HEMOLIZADOS.

El conocimiento de la capacidad glicolitica de las célu
las conservadas 21 dias en las condiciones del banco de sangre
que nos suministra el material, parecid un punto de partida ne
cesario. Aunque. en términos generales vino a confirmar los -
hechos ya conocidos y que se han comentado en la introduccidén
general. permitid resolver algunos problemas previos de lavado
de las células. preparacidén de los hemolirados, valores ini--
ciales de concentracién de dcido lédctico etc

.3 sobre todo --

sirvieron de punto de referencia para operar con los hemoliza-

dos sin dilucién, material que se ha utilizado por primera vez
en este estudio y del que, por consiguiente, no existia infor-

macidn previa.

La glicélisis, medida por la desaparicidn de glucosa ¥y
por la aparicidn de lactato, en la forma en que se detalla en
M.M., resultd ser inapreciable; dado el 1limite de detectabili-
dad de nuestras condiciones de ensayo, podemos afirmar que la
glicolisis, si alguna, serfainferior al 5% del flujo glicoliti

co normal en eritrocitos circulantes.
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3.1.2. EFECTO DE CIERTAS ADICIONES SOBRE LA GLICOLISIS POR HE_
MOLIZADOS.

La utilizacién de hemolizados proporciona la posibilidad
de afladir coenzimas, metabolitos & cualquier compuesto que no -
atraviesa la membrana de los eritrocites. Por ello se emplearon
para comprobar si la adicidn de cofactores era capaz de resta—-

blecer el flujo glicolitico.

A hemolizados sin diluir, incubados a 379C en MIB pH 7'2
se le hicieron las siguientes adiciones separadamente: NAD+ 0'2
mM, NADPT  0'2 mM, Cl,Mg 5mM, P, 5 mM, AMP 1mM, ADP 1mM ¥
ATP a varias concentraciones (1, 135, 2 mM). La obtencién de -

las muestras y su procesamiento segin se ha descrito en MM.

Los resultados se muestran en las figuras ne 6 y 7. En -

la no6 se representan los resultados de la adicién de ADP 1 mM;
en este caso el flujo glicolitico inicial, en cuanto a consumo
de glucosa, es de 0'1 }lmol/min. x ml. hemol., el cual va dis-
minuyendo a partir de los primeros 5 min, hasta hacerse nulo -
aproximadamente a los 20 min. La produccidén de lactato se co-
rresponde con el consumo de glucosa, dando wuna velocidad ini
cial de 0'2 ;. mol/mié. x ml hemol.

7

BEn la figura ne 7 se representa el efecto de la adicidén
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FICURA N¢ 6.- Consumo de glucosa y produccidén de lactato en hemoli-
zados incubados en MIB pH 7'2 y ADP 1 mM.
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FIGURA No 7.- Consumo de glucosa en hemolizados incubados en MIB
pH 7'2 con adicién de ATP 1,5 mM, NADP 0,2 mM y Glu
cosa 5 mM.



de ATP ¥y NADP+. La velocidad de consumo de glucosa y aparicidn
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de lactato en los primeros 5 min. es practicamente el doble -

que en el caso anterior, aunque el flujo global es aproximada-

mente el mismo.

El resto de los compuestos adicionados (que se especi-
ficaban anteriormente), no tuvieron efecto medible sobre el --

flujo glicolitico.

3.1.3. CAPACIDAD FOSFORILANTE DE LA HEXOKINASA EN LOS HEMOLIZA
DOS.

Puesto que, como se ha indicado en la Introduccidén, la
hexokinasa es con bastante diferencia el enzima de menor acti
vidad mdxima en la cadena glicolitica, parecid oportuno compro
bar si la manipulacidn a que se habfan sometido las células -

habria deteriorado sustancialmente la funcidén de este enzima.

Para ello se utiligzaron hemolizados dializados 24 ho-
ras frente a EDTA 1 mM. 50 volimenes, a 4°C y cambiando 4 ve
ces el medio externo. La didlisis se hizo con objeto de elimi
nar los posibles metabolitos inhibidores de la HK, que se pu-

dieran haber acumulado durante los 21 dias de conservacidn.

El hemolizado fue incubado en MIB pH7'2 cpm glucosa -
5 mM; ATP, 2mM y NAD, O'5 mM.. Se tomaron muestras a tiempos -

0y 5 min., valorando el consumo de glucosa, que resulto ser



(similar al encontrado para hemolizados de sangre reciente) de

0,25 moles/min. x ml. de-hemolizado.(5)

Debe notarse que en este ensayo se mide la capacidad -
global de upi}izar glucosa en ausencia de cualquier efecto mo
dulador sobre la primera etapa, limitante, de la glicolisis; -
por ello la medida de velocidad inicial de desaparicién de glu
cosa se puede tomar como capacidad mixima fosforilante de la
HK en las condiciones ambientales estimadas como cercanas a -

las que prevalecen en la célula intacta.

Combinando estos resultados con los del epigrafe ante-
rior, puede notarse que la produccidén inicial de lactato indu-
cida por 1 mM ADP, en los hemolizados sin dializar, (es decir
con todos los metabolitos e iones propios de las células en el
momento de la rotura). es consistente con una glicolisis limita-
da por la HK, como cabe esperar en ausencia del freno impuesto

a la PFK.

Sin embargo llama la atencidén que dicha produccién cai
ga tan rdpidamente, de tal modo que a los § min. y con un con-
sumo de glucosa inferior a 1/4m01, prdcticamente cesa, cuando
en teorfia deberfa continuar de este modo, reciclando el par —-
ADP-ATP hasta llenar los niveles normales de intermedios fos-

forilados; ésto supondria un consumo de glucosa con velocidad
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ATP

INTERMEDIOS
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cercana a la mdxima, y mantenido por lo menos 20 & 20 min. con

descenso progresivo de los valores estacionarios.



3.2, METABOLISMO DE ADENQSINFOSFATOS

3.2.1. EVOLUCION EN EL TIEMPO DE LOS NIVELES DE ADENOSINFOS-
FATOS TRAS LA ADICION DE AMP A HEMOLIZADOS DE ERITRO-
CITOS RECIEN EXTRAIDOS Y PROCEDENTES DE SANGRE CONSER
VADA.

La interpretacién de los resultados anteriores exigid
un estudio mds detallado de la evolucidén de los adenin nu—-
cledtidos affladidos. tanto en eritrocitos de sangre recien ex
traida como de sangre conservada, en busca de diferencias -
que justificasen la baja capacidad de los eritrocitos conser

vados para mantener el flujo glicolitico.

Los hemolizados se incubaron en MIB pH 7'2 a 37¢C —-
con adicién de AMP 2 mM a tiempo O y tomando la primera mues
tra al cabo de 1 min. Los resultados se representan en las -

figuras ne § y 0.

Merecen comentario los siguientes aspectos: En pri-—-
mer lugar, las curvas de desaparicidn de AMP; trds una fase
inicial muy rgpida, similar en ambos hemolizados, y que supo
ne aproximadamente 1/4 del AMP afiadido inicialmente, el res-
to sigue ritmos de desaparicidén bastante diferentes, con ni-
veles mds sostenidos en los hemolizados de células recientes

(de 1 dfa). Esta marcada diferencia tiene mucha repercusidén
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FIGURA N2 8.~ Evolucidn en el tiempo de las concentraciones de nu-

cledtidos de adenina en hemolirados de células con 1
dia de almacenamiento incubados a 379C en MIB pH 7'2
y AMP 2 mM.
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AMP 2 mM.



sobre la desaparicidén de la suma total de nucledtidos a lo --

largo del tiempo.

En segundo lugar en los hemolizados de células de 1
dfa hay una caida de la concentracién inicial de ATP que no -
se refleja en elevacidén de ADP, como deberia suceder si el --
ATP hubiera sido utilizado por las diferentes kinasas (la AK

predominantemente segin se ha venido postulando (12).

En tercer lugar, se han calculado las relaciones de ma

sas correspondientes a la reaccién AK, cuya expresién general

es: (ATP) x (AMP) y cuyo valor deberia aproximarse a 1 si

2
(ADP)
la AK impusiera su equilibrio. Los resultados recogidos en la

Tabla 3, indican que en los hemolirados de células de 1 dia -
parece haber una tendencia al equilibric a tiempos muy cor--
tos, que no se mantiene. En el caso de los hemolizados de cé
lulas de 21 dias, la relacién de masas no puede calcularse -
porque los valores de ATP, a partir del primer minuto son in-

medibles.

Un dato adicional que sugiere que los adenosinfosfato
presentes en los hemolizados sin diluir, no estdn sujetos a
la accién de la AK en la forma que cabria esperar de la ac-
tividad de este enzima, presente en los ertitrocitos, es la

conservacidn de los niveles de ADP, como se ve en las figu--



CELULAS TIEMPO (min).

1 DIA BASAL INICIAL 1 5 10 20 30
AMP mM 0,06 2,06 1 36 1,27 1,2 1,0 019
ADP mM 0;76 0,76 0173 0;54 015 0}4 0)4
ATP mM 0,85 0,85 0,5 . 0,4 0,15 0,05 0,00
R. MASAS 0,08 3,0 1,2 1,7 0,72 0,31 -
SUMA AD. 1,67 3,67 2,59 1,85 1,85 1,45 1,3
CELULAS TIEMPO (min)

21 DIAS

AMP mM 0,2 2,2 1,6 1,3 0,8 0,1
ADP mM 0,6 0,6 0,6 0,5 0,4 0,37
ATP mM 0,03 0,03 0,04 0,0 0,0 00
R. MASAS 0,17 0,2 178 - - -
SUMA AD. 0,83 2,83 2,24 1,8 1,2 0,47
TABLA 3.- Concentraciones de nucledtidos de adenina y valores para

los pardmetros carga energética relacidén de masas y su-
ma de dichos nucledtidos. obtenidas al inclubar a 379C -
durante 30 min. hemolizados (1 y 21 dfas) en medio imida

zol bicarbonato pH

.2 con adicidn de AMP 2 mM.




ras n? 8 y 9, particularmente llamativa en la n¢ 9, ya que -
a tan bajas concentraciones de ATP y AMP, el ADP deberia ha-

ber bajado por efecto de la AK.

Para estos hemolizados se disefid un experimento simi-

lar a los anteriores, salvo que la adicidn de adenosinfosfa-
tos oonsistid en una mezcla de : AMP 2mM.; ADP 0,3 mMy -
ATP 0,5 mM, mezcla que corresponderia a una situacidén en la
que la relacidén de masas de la AK estd lejos del equilibrio;
se intentaba ver si la AK lograba imponer su equilibrio ele-
vando la concentracién de ADP a expensas del AMP, impidiendo
§ al menos frenando la desaparicién de éste por varias vias.
La tabla 4 muestra que no es el caso, ya quelia los 20 min. -

la mitad del AMP ha desaparecidc sin concomitante elevacidén

del ADP, que a su vez también ha bajado.

Ia conclusidn global de este experimento es que la -
actividad AK, aunque alta, no es el componente mayoritario -

en las vias de transformacidn del AMP.

3.2.2. TRANSFORMACION DEL AMP EN IMP

Para evaluar la proporcién de AMP desaparecido que se

podia encontrar como IMP, se realizaron medidas simultédneas

de desaparicién de AMP y aparicién de IMP a lo largo de 30min.



CELULAS TIE MPO (min.)

21 DIAS BASAL INICAL 20 40 60

AMP  mM 0,3 2,3 1.1 0,8 0,4

ADP  mM 0,3 0,6 0,3 0,24 0,17
ATP  mM 0,05 0,55 0,25 0,21 0,19
GLUCOSA mM 2,8 7,8 6,4 6,3 6,2

SUMA ADEN. 0,65 3,45 1,65 1,25 0,76
R. MASAS 0,16 3,5 3,0 2,8 2,7

TABLA 4.- Concentraciones de nucledtidos de adenina y valores obte

nidos para la relacidén de masas y suma de nucledtidos
hemolizados de veintidn dias de almacenamiento

en

incubados

a 379C en MIB pH 7.2 con adicidn de AMP 2 mM ADP 0,3 mM

y ATP 0,5 mM.




Para ello se utilizaron hemolizados de células de 21 dias de
_conservacién obtenidos por el procedimiento usual. Dichos he
molizados fueron dializados a 49C, para reducir las posibles
interferencias en la separacidén cromatogrdfica del AMP ¢ IMP
frente a 50 volimenes de EDTA 1 mM. renovando 4 veces el me-

dio externo.

Seguidamente se ajusté su pH a 7'2 con bicarbonato
potdsico y se incubd a 379C en un medio que contenfa imida--
zol 50 mM pH 7'2 y AMP 7 mM; volumen final de incubacidén 5
ml. La obtencidn de muestras y su procesamiento fue el usual
Se tomaron muestras a diferentes-tiempos y en cada una se
valoré AMP por el procedimiento indicado en MM asi como el
IMP, espectrofotométricamente, después de separarlo del AMP

por cromatografia en capa fina de DEAE-celulosa.

La evolucién de la reaccién se representa en la fi-
gura n¢ 10, considerando como 100% la concentracidén de AMP

inicial.

Los resultados obtenidos indican que, en las condi--
ciones de nuestro hemolizado, tan solo un 30% del AMP trans
formado se encuentra como IMP, lo cual no es de extrafiar si
tenemos en cuenta la existencia de otras vias degradativas

para el IMP; por una de estas vias se transforma en inosina
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FIGURA No 10.- Desaparicién de AMP y simultdnea aparicién de IMP en
hemolizados de células con 21 dias de almacenamiento
incubadas a 379C en MIB pH 7'2 con adicidén de AMP —-
7 mM.



hipoxantina y finalmente dcido drico. Esto justifica que el

IMP encontrado no de cuenta de todo el AMP transformado.

In estudios porteriores en que se valord amonio como
producto de la desaminacién, se encontré que el AMP trans—-—
formado via ADA era de un 50% aproximadamente del AMP desa-
parecido. La diferencia entre la produccién de amonio y la

de IMP pudiera depender de la posible defosforilacidn de és

te por actividades fosfatasa que se estudiaran mds adelante.

Debe observarse que en este experimento se ha utili
zado una concentracidén mds alta de AMP que en experimentos
anteriores, ya que se buscaba conocer la capacidad mdxima -
de una via cuyos pardmetros cinéticos operativos no se cono

cian.

Comparando la velocidad inicial de desaparicién de
AMP con la de la figura n® 9, puede observarse que son pric
ticamente iguales; ésto significarfa que en el rango de con
centraciones de AMP de nuestro experimento de desaparicidn
de AMP, la(s) via(s) de transformacidén se encuentra(n) satu
rada(s) por el substrato, es decir, evaluamos una velocidad

mdxima de transformacién global.
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3.2.3. EFECTO DE LA INOSINA SOBRE LA DESAPARICION DE AMP ARNA-
DIDO A HEMOLIZADOS DE CELULAS CON 21 DIAS DE CONSERVA
CION.

Tomando como base la observacidén emplrica, reiteraday
de que la adicidén de inosina a la sangre en conservacidén —-
contribuye a alargar su tiempo de vigencia (30) sin que las
bases bioquimicas de este efecto estuvieran claras al tiempo
de empezar este estudio, parecid conveniente investigar si la
inosina tenia algun efecto que se observase directamente §0--
bre la curva de desaparicidén de AMP vy la concomitante apari-
cidn de IMP; ciertamente existian indicaciones de que la ino
sina no tiene efecto sobre la actividad purificada (20) pero
dado que las condiciones de nuestros ensayos eran muy dife--
rentes y que en nuestro sistema se valora por un lado la de-
saparicidén global y por otro, el nivel alcanzado por el IMP,
existfa la posibilidad de algun efecto no descrito hasta aho

ra,.

Se utilizaron hemolizados de células de 21 dias. ob-
tenidos por el procedimiento habitual, y dializados segin se
indicé anteriormente. Posteriormente fueron llevados a pH 7'2
con bicarbonato potdsico e incubados a 379C con imidazol 50
mM. pH 7'2 v AMP 2 mM, Se llevaron paralelamente dos muestras

una a la que se afiadid inosina 30 mM. y otra control sin adi-
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FIGURA N¢ 11.- Desaparicidén de AMP y simultédnea aparicidén de IMP en
‘hemolizados de células con 21 dias de almacenamiento

incubados a 37°C en MIB pH 7'2 con AMP 2 mM ( @ )
Inosina 30 mM (®).
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cidn. La recogida de muestras asi como las valoraciones pos-

teriores se hicieron de la forma usual.

Los resultados se muestran en la figura ne 11, La ——
concentracién de IMP al final de la incubacidén da cuenta del
30% aproximadamente, del AMP transformado en ambos casos. La
concentracién de AMP se ha dejado en 2 mM. para no enmasca--
rar los posibles efectos de tipo competitivo. Por la misma
razén la concentracién de inosina empleada en este experimen
to es marcadamente superior a la utilizada en los intentos -
de mejorar la conservacidén antes mencionados; la ra-én -es -
que se buscaba un posible efecto competitivo y convenia for-
zar su aparicidén para luego estudiar el efecto de la concen-

tracidn.

En estos experimentos se llevé un control donde se -
estudié el posible efecto de la didlisis sobre la desapari--
cién de AMP, no encontridndose un efecto apreciable sobre las

curvas de desaparicién total del mismo.

3.2.4. EFECTO DE LA INOSINA SOBRE LA REGENERACION DEL ATP A
PARTIR DEL AMP.

Como se ha visto en los experimentcs de las figuras

ng 8 y 9, la adicidén de AMP a hemolizados de células tanto
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de 1 como de 21 dias de almacenamiento no conduce a la forma-

cién de ATP, a causa de la rdpida desaparicién del primero.

La expectacidn de poder fosforilar el AMP a ATP. ob-
viemente se basa en la existencia de una concentracién no des
preciable de ADP, suficiente para que, mediante la accién -
combinada de la glicolisis (ADP——ATP) vy la AK (ATP+AMP —b
2ADP), se forme ATP hasta un nivel estacionario sostenido, --
precedido de un periodo de transicién en el que se fueran ajus
tando las concentraciones de los intermediarios. A su ver, -
la reanudacidén de la glicolisis supone cierta concentracién -
de ATP para iniciarla, puesto que la glicolisis produce ATP
en su segunda mitad pero ha de gastarlo en las dos etapas de

HK y PFK de la primera mitad.

La presencia de ADP implica algo de ATP aungque anali-
ticamente sea mds o menos detectable dependiendo del método.
Cabria,por tanto, la posibilidad de que la inosina favorecie
se esa recuperacidén ganando la carrera, al menos en parte, a

la degradacién irreversible del AMP.

Para explorar esta posibilidad se disefié un experi--
mento similar al de las figuras n¢ 8 v O, con adicién de AMP

1 oM e inosina 30 mM.
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FIGURA No 14.- Formacidén de lactato en hemolirados de células con 21
dfas de conservacidén, incubadas en MIB pH 7'2 con adi
cién de AMP 1 mM (m) é Inosina 30 mM ( @ ).



Los resultados se representan en las figuras no 12
y 13 en las que se puede notar que, en presencia de inosina,
la desaparicidén de AMP va acompafiada de la aparicidén de una
cantidad equivalente de ATP, lo cual no ocurre sin la adi-—-
cidn de inosina. En cuanto a la diferencia entre la conduc-
ta de eritrocitos de 1 y 21 dfas, se confirma la observa--
cién anterior (fig. 8 y 9), segin la cual en los eritroci--

tos conservados la degradacidén de AMP es mucho mds rdpida.

En la figura ne 13 merece comentario el que la cai
da de ADP sea mayor que en experimentos equivalentes en -
ausencia de inosina; el rédpido incremento de la concentra-
cién de ATP explica a dénde ha ido a para el ADP desapare-
cido, lo cual significa que ha funcicnado eficazmente la -
glicolisis; esta observacidn fue comprobada valorando el -
flujo glicolitico como produccién de lactato, resultado que
se representa en la figura n® 14. En otras palabras, la pre
sencia de inosina ha favorecido la reanudacidén de la glico

lisis pese a la baja concentracién de ATP.

3.2.5. FORMACION DE LACTATO Y ATP EN CELULAS ENTERAS Y HE-
MOLIZADOS INCUBADOS CON INCSINA Y ADENINA

La comprobacidn directa de que el proceso descrito

en el epigrafe anterior ocurre igualmente en las células -



intactas no es posible porque el AMP no entra en las células.

La posibilidad de que, a partir de adenina o adenosi-
na, (que difunden facilmente como la inosina) se llegase a un
resultado similar al obtenido en hemolizados, depende de la -

transformacidn de adenina en AMP mediante el proceso:

adenina + PRPP - AMP + PP

i
L——————-D 2P1

8 en el caso de la adencsina:

adenosina + ATP ——pAMP + ADP

catalizado por una adenosina kinasa. El primer proceso estd

fuertemente desplazado hacia la formacién de 2Pi por la eta-
pa prédcticamente irreversible catalizada por la pirofosfata
sa, Fl segundo estd también desplazade hacia la derecha por

razones termodindmicas.

La produccién de adenosinfosfatos a partir de adeni
na requiere en todo caso un donador de fosforilo; en condi-
ciones en que la reserva de ATP estd prdxima a agotarse no es
razonable esperar que haya reserva:de PRPPPor tanto, una 1i-

mitacién de entrada a la produccién directa de AMP a partir
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de la base o su ribdsido, es la baja concentracién de dona-

dor de fosforilo.

Partiendo de adenina y favoreciendo la recuperacidn
de 1la glicolisis con inosina, cabe esperar un efecto combi-
nado que dé lugar a un incremento rdpido en los niveles de
ATP. En efecto, publicaciones anteriores sugieren que tal -
proceso ocurre en eritrocitos incubados con inosina y ade-
nina, a juzgar por los incrementos de 2,3~-DPG mediante un -
proceso que se designd como "rejuvenecimiento', sin que se

hubiera profundizado en su mecanismo intimo.

Para comprobar la similitud de los procesos en cé-
lulas enteras y hemolizados, se 1levd a cabo un experimen-
to incubando ambos con inosina mds adenina y midiendo nive

les de ATP y la produccidén de lactato.

Los resultados se representan en las figuras ne 15
y 16; de ellas se deduce que ambos sistemas poseen todos -
los mecanismos necesarios para la transformacidén de adenina
en ATP, como se pone de manifiesto cuando se incorpora ino-
sina. La velocidad de formacién de ATP se deduce de las fi:.
guras n9 15 y 16 es de unos 30 }Lmoles/minWX‘m&. de células;

las curvas de evolucidn de la concentracidn de ATP en ambos
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casos son muy similares, lo que una vez mds legitima la va-
lidez de los resultados obtenidos con hemolizados sin dilu

cidén como representativos de eritrocitos intactos.

La diferencia en el curso de la produccién de lacta
to es una clara consecuencia de que en las células el lacta
to difunde a un medio externo que lo diluye cosa que obvia
mente no ocurre con los hemolizados; se confirma aqui una -
observacién repetida en nuestros experimentos de que la acu
mulacidén de lactato inhibe su propia produccidn, no por aci
dificacién porque los hemolizados estdn eficazmente tapona-
dos, sino por un efecto directo, probablemente a nivel de

la propia LDH.

3.2.6. PAPEL DE LA INOSINA EN LA SINTESIS DE ATP DESDE ADE-
NINA.

Informacidén previa sobre la via de las pentosas fos-
fato vy algunas de sus actividades enzimdticas como TA v TK
(44, 45), asf como de una elevada actividad nucleosido fos
forilasa (46), ha permitido postular que la inosina lo que
harfa en dltimo término, serfa facilitar la formacidén infrg
celular de R-5-P, la cual , vfa TA y TK 1llegarla a F-0-P

entrando ya en la glicolisis.



Aungue al comienzo del presente trabajo la eviden--
cia indirecta de que tal proceso ocurre en los eritrocitos
enteros incubados con inosina era insuficiente, se ha ido -
consolidando en las numerosas publicaciones aparecidas en -
los dltimos afios por el mucho interés que suscita toda cues

tidn relacionada con la conservacidén de la sangre.

El uso de hemolizados sin diluir., que como hemos vis
to se comportan igual que los eritrocitos intactos, ha per
mitido aportar evidencia directa de que el papel de la ino-

sina consiste en suministrar R-5-P.

Los resultados obtenidos se representan en la figu-
ra n® 17, muestran que la R-5-P tiene el mismo comportamien
to que la inosina en cuanto a favorecerla transformacidén de
adenina en adenosinfosfatos y dltimamente en ATP; por tanto
el papel de la inosina es servir de precursor del R-5-P en

la via de las pentosas fosfato.
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FIGURA Ne 17.- Formacidén de ATP en hemolizados de células con 21 dias
de almacenamiento, incubados a 379C en MIB pH 7'2 con
adicidén de R5P 3 mM y adenina 3 mM ( @ ) § con inosi
na 5 mM y adenina 3 mM (@ ).
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3.3. ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD ADA EN HEMOLIZADOS

Por las razones apuntadas en la introduccidén general pare
cié importante hacer una comparacidén directa entre los Lemolirados
de células conservadas y los de células recien extraidas por si se
hubiese producido algln cambio en las propiedades reguladoras de la
ADA, que ayudase a entender la causa de que en los eritrocitos cir
culantes sea tan estable el nivel global de adenosinfosfatos que se
interconvierten entre si, pero manteniendo su concentracidn totalj;
tal comportamiento no parece congruente con la rdpida desaparicidén
de AMP afladido, sin concomitante incremento de los otros dos adeno-

sinfosfatos, descrito en p4ginas anteriores.

3.3.1. IMPORTANCTIA RELATIVA DE LA VIA DESAMINATIVA EN LA DESAPA
RICION DE AMP ANADIDO A LOS HEMOLIZADOS

Como reiteradamente ha podido observarse en resultados an
teriores, la reaccién que cataliza la ADA valorada por la apari
cién de IMP y de amonio no da cuenta mds que de una fraccidn del
AMP desaparecido. La aceptacién de la validez de estos resulta—-
dos exige saber a dénde ha ido a parar el AMP que falta. Puesto
que la via adicional de desaparicién de AMP mds evidente era-la
hidrolisis via 5'—nucleotidasa, Se planted un experimento con he-
molizados de células de 1 y 21 dias, en el que se valoré AMP --
transformado, NHZ: formado en la via desaminativa y Pi como pro-

ducto de la via hidrolitica. Los resultados se muestran en las -
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figuras 18, 19 y 20, y sugieren que hay diferencias cuantitati-
litativamente puede admitirse que bdsicamente el proceso trans-

curre en ambos casos con los mismos rasgos.

Las caracteristicas experimentales de esta serie de me-
didas aconsejaron utilizar concentraciones relativamente altas
de AMP; puesto que las fosfatasas tienen generalmente constan—-—
tes de Michaelis altas para la mayoria de los substratos, es im
portante a la hora de trasladar los resultados a las condiciones
estacionarias de los eritrocitos circulantes, contar con la posi
bilidad de que las fosfatasas inespecificas actuen en cinética
de primer orden respecto al AMP y el IMP. Evidentemente de es-
tos resultados no es posible deducir cudnto Pi procede del AMP
y cudnto del IMP formado por desaminacidén de aquel pero si la
importancia relativa de las dos vias mayoritarias de pérdida —-

irreversible,

3.3.2. CURVA DE SATURACION DE LA ADA

Estudios anteriores describen dos tipos de enzimas: una
ADA unida a membrana que presenta cinética hiperbdlica con AMP
como substrato y en ausencia de ATP, con una Km de 1 mM (22).

El enzima estd situado en la cara interna de la membrana y es-



trechamente unido a ella. El enzima solubley por el contrario,
presenta cinética sigmoide en las mismas condiciones y una com-
pleja regulacién alostérica que se ha descrito en la Introduc--

cidn.

Con hemolizados concentrados; obviamente no es posible -
utilizar métodos espectrofotométricos directos, por lo que para
los experimentos de cinética fué necesario hacer un estudio pre

vio de linearidad en la formacidén de amonio, que resultd ser 1li

neal en los 3 primeros minutos; por ello se tomé como tiempo de:

incubacidn de rutina 2 minutos para todas las concentraciones -
de AMP utilizadas. Los hemolizados se incubaron a 379C en MIB
PH 7'2 vy con diferentes concentraciones de AMP y en presencia -

e
de K 0'1 M.

Los resultados se representan en la figura no 21, que -
muestra una sigmoide con un valor de SO’ > 6'5 mM para las

5

condiciones de ensayo.

3.3.3. EFECTO DEL ATP SOBRE LA CURVA DE SATURACION

Ya se habfa descrito un efecto del ATP sobre la cinética
del enzima en preparaciones mds o menos purificadas. Aqui se pre
tende evaluar el efecto en este sistema de hemolizados sin di--

luir en'losque se conservan unas condiciones ambientales bdsica

84
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FIGURA Ne 21.- Curva de saturacidén de la AMP deaminasa con hemoli-~ados
de células con 21 dfas de almacenamiento. incubados a -
379C en MIB pH 7'2 y AMP como substrato. La linea de --
trazos se ha confeccionado corrigiendo las concentracio
nes de substrato por el consumo del mismo en el tiempo
del ensayo.



mente similares a las fisioldgicas.

Los hemolizados se incubaron de la forma usual y se es-—
tudié el efecto de varias concentraciones de ATP, superiores al

valor intracelular (1 mM).

Hay que tener en cuenta que en este sistema se conser--
van actividades ATPasa y AK. y que estd presente la hemoglobina
que atrapa, en mayor o menor grados los esteres fosféricos. Hay
datos que indican que aproximadamente un 20% de ATP estd unido

a la hemoglobina (29).

Haciendo estudios de recuperacién de ATP afladido ini—-
cialmente se vid que se recuperaba al menos un 50%. Las concen-
traciones de ATP iniciales que se usaron fueron 2 y 5 mM, obte-
niendose el mismo efecto con ambas. Los resultados se represen-
.tan en la figura n¢22, donde se ve un cambio en la cinética del
enzima que pasa a ser hiperbdlica. La Km para esta cinética se
deduce de la representacién de inversos, figura n¢ 23, y resul
ta ser de 1,8 mM, si no se hace correccidén alguna por el AMP -
desaparecido en los 2 min. de la medida; en realidad algo menor
si se representasen las concentraciones medias reales dentfo
del intervalo de 2 min. -~ _ > Precisamente se han emplea-

do tiempos de incubacidn tan cortos para minimizar el efecto -

de desaparicidén del substrato. BEn cualquier caso se ha repre-
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sentado también la figura con las correcciones por consumo de -

substrato.

3.3.4. EFECTO DEL 2,3-DPG SOBRE LA CURVA DE SATURACION DE LA -
ADA.

Se ensayé a concentracién fisioldgica de 2,3-DPG (5 mM)
en presencia de una concentracidn residual de ATP inferior a -
0,03 mM que es la que tienen las células después de 21 dias de

conservacidn.

Los resultados se representan en la figura no 24. Hay

que seflalar la limitada validez de los datos cuantitativos res

pecto a concentraciones reales de 2,3-DPG que dan lugar al efec
to, aungue si son vélidos en cuanto reproducir la situacidén del
enzima de los eritrocitos conservados a efectos de su compara-
cién con los recien extraidos. La limitacidn, como se ha indi-
cado reiteradamente, nace de la incertidumbre acerca de la -
verdadera concentracién de 2,3-DPG libre (no ligado a la hemo-
globina) v a la conocida pérdida por el efecto de las fosfata-

sas.

8 2



/L MOLES NH; / min. x ml.

11t

o
©

o
w

o
~

0.5

0471

0.3

0.2 1

0.1+

o=0

O=eg

4.3

AMP mM s]

FIGURA No 22.- Efecto del ATP sobre la curva de saturacién de la AMP
deaminasa en hemolizados de células de 21 dias de al-
macenamiento incubados a 379C en MIB pH 7'2 con AMP
(®,0) y con adicidén de ATP (m,0) 2 y 5 mM. Los sig
nos en blanco corresponden a concentraciones de substra
to corregidas.
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3.3.5. EFECTO DEL ATP MAS 2,3-DPG SOBRE LA CURVA DE SATURACION

En un intento mds de estudiar este enzima en unas condi-
ciones lo mds similares posibles a las del eritrocito circulan-
te, se realizd este experimento usando los dos efectores, ATP ¥

2,3—DPC, en concentraciones que estdn dentro del intervalo de

valores fisioldgicos, v que son 2 y 5 mM, respectivamente.

El resultade se representa en la figura ne 25 y de €1 se
deduce que el efecto inhibitorio del 2,3-DPG no se manifiesta -
en presencia de concentraciones fisioldgicas de ATP. Este resul
tado obliga a reconsiderar conclusiones previas sobre la impor-
tancia del 2,3-DPG en la proteccién del contenido intracelular

de adenosinfosfatos contra la degradacién via ADA.

3.3.6. EFECTO DEL GTP SOBRE LA TRANSFORMACION DE AMP

Recientemente se ha descrito que el GTP a concentracio--
nes del orden de 50 uM es inhibidor de la ADA parcialmente puri
ficada de eritrocitos (20), efecto que se contrarresta en pre--—

sencia de ATP 1 mM.

En nuestro sistema, estudiando la desaparicidén de AMP,
no hemos encontrado ningin efecto a la adicién de GTP 1 mM. Si

el GTP se acompafia de ATP, la caida de AMP es atn mds rdpida.
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FIGURA No 24.- Efecto del 2,3-DPG sobre la curva de saturacién de la
AMP-deaminasa, en hemolizados de células de 21 dfas -
de almacenamiento incubados a 379C en MIB pH 7'2 con
AMP (@) y con adicién de 2,3-DPG ( ® ) 5 mM. No se -
ha hecho correccidén por consumo del substrato.



o
—

€
o
£ 1.0
£
~
+< 1.9
T
2
m g8
-
g
X Q7
0.6
Q5

2.3-DPG 5mM
ATP 2mM

s B
”

o

50 76 10.4 14.3

AMP mM [s]

FIGURA No 25.- Efecto de ATP y 2 3-DPG sobre la curva de saturacién
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dfas de almacenamiento, incubados a 37¢C en MIB pH -
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rante el tiempo de medida.



Estos resultados obligan a poner en tela de juicio la -~
hipdtesis de que el GTP podria ser la clave de la situacidén in-
hibida de la ADA en los eritrocitos circulantes, ya que se esti
ma que la concentracién de GTP en éstos es de 0'3 mM. Este pue-
de ser un caso tipico de efecto real sobre un enzima purificado
vy separado de su entorno fisioldgico, que no parece ocurrir en

paralelo en la célula intacta.
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3.4. ESTUDIO DE LAS ACTIVIDADES FOSFOHIDROLASAS SOBRE AMP E IMP EN

LO0S HEMOLIZADOS

En los resultados anteriores se ha visto que sélo una par-
te del AMP desaparecido, del afladido a homogenados totales. sigue
la via de la aminohidrolasa a juzgar por el IMP y el amonio apare-
cidos. En este sentide cabe considerar las velocidades iniciales -
de ambos procesos, desaparicién de AMP ¥ aparicidén de amonio, o las
cantidades totales trds la desparicidén de mds del 90% del AMP afia-

dido.

En consecuencia se estimé necesario buscar las vias que,
ademds de la desaminacién y la fosforilacién por AK,mpudieran dar
cuenta de la mayor parte de la desaparicién de AMP. Obviamente, -
la via mds inmediata a evaluar era la fosfohidrolasa que converti
ria el AMP en adenosina y Pi' Esta actividad cabe atribuirla, por
una parte, a la 5'nucleotidasa mds o menos especifica y por otra

a acciones inespecificas o marginales de otras fosfomonoesterasas.

3.4.1. COMPARACION DE CELULAS DE 1 Y 21 DIAS EN CUANTO A ACTIVI
DAD FOSFOHIDROLASA.

Puesto que en las curvas de desaparicién de AMP se han -

visto diferencias cuantitativasapreciables entre células recien



temente extraidas (1 dfa) y en avanzado deterioro en cuanto a

niveles de metabolitos fosforilados (21 dfas) se hizo una com

paracidén directa de la actividad fosfohidrolasa, utilizando he
molizados totales, incubados a 37°C en MIB pH 7'2. usando como
substratos AMP, IMP y -glicerofosfato, en un intento de ver -
la especificidad de substrato de las actividades fosfohidrola-

sas responsables del Pi aparecido.

Los resultados indican que a concentracidén 4 mM tanto
el AMP como el -glicerofosfato son usados como substrato -
mientras que el IMP no léhéé (fig. ne 26). Segun estos resul-
tados parece correcto pensar que en estos hemolirados incuba-
dos con AMP, aproximadamente el 40% del mismo se hidrolira apa

reciendo como P..
i

En los hemolizados de células con 1 dia de almacena—-
miento (fig. 27), los resultados son en parte diferentes. ya
que se observa actividad fosfatasa usando IMP como substratos;
incluso mayor que con AMP, aunque en total la actividad fosfo-
hidrolasa es aproximadamente 1/3 de la presentada por los hemo

lizados de células con 21 dias de almacenamiento.

Estos resultados sugieren que hay una actividad espe--
cifica sobre IMP que discrimina ente éste y AMP y que des—

aparece por almacenamiento, y en cambio. actividades fosfatasa

o
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FIGURA No 26.- Produccién de P, por hemolizados totales de células con
21 dias de alma%enamiento, incubados a 379C en MIB pH -
7'2 con AMP 4mM (@), [—s—Glicerofosfato 4 mM (E) €
IMP 4 M (4).



/.‘, MOLES Pi / mi.

P
&
g
| 4
®

30
TIEMPO (min.)

FIGURA No 27.- Produccién de Pi por hemolizados totales de células con
1 dia de almacenamiento incubados a 37°C en MIB pH 7'2
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4 mM (A).
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que actuan sobre AMP y 3 -glicerofosfato pero no sobre IMPy se
incrementan durante el almacenamiento. Esto podria deberse a
varias causas, tales como desaparicién de alguna forma de laten
cia por envejecimiento, desaparicién de un metabolito inhibidor
§ conversidn de una forma inactiva en otra activa . B1 cualquier
caso ¥ a los efectos que interesan en el presente trabajo, lo -
importante es la evaluacidn de la via fosfohidrolitica que pu--
diera dar cuenta sustancialmente de la desaparicién de AMP ob--

servada en los homogenados totales.

3.4.2. ACTIVIDAD FOSFATASA SOLUBLE

Existe evidencia (47) de que ciertas actividades fosfo-
hidrolasa presentes en eritrocitos humanos se encuentran liga-
das a la membrana citoplasméitica, udnica que conserva su inte--
v gridad en estas células. De ellas una UTPasa (48) y una 5'AMP
fosfohidrolasa (49) han sido descritas como enrimas integrados
en la membrana y con su centro activo orientado hacia el exte-
rior. En cuanto a las miltiples actividades ATPasas detectadas
(47) en eritrocitos humanos, no hay evidencia acerca de su —-
orientacidén aunque si parecen asociadas a material membranoso.
Otro grupo de fosfatasas, que incluye una fosfatasa d4cida y -
una fosfatasa especifica para el 2,3-DPG, se han descrito co-
mo parte asociada a membranas Yy parte solubles en el citosol,

incluso con marcadas diferencias en las proporciones segin el



método seguido para romper las membranas, lo cual arroja fuer
te incertidumbre sobre cuanto hay de artefacto en tales asocia

ciones.

El interéds que esta cuestidn tiene en el contexto del
presente trabajo reside en que se han utilizado homogenados to
tales en los que la cara externa de la membrana celular se mez
cla con los demds componentes del sistema a diferencia de la -
céiula intacta en donde los "ectoenzimas' no tienen contacto -

directo con los compuestos intracelulares.

I consecuencia, se estimé necesario discernir cudnto
de esa actividad fosfatasa total estaba unida a membrana y cuan
ta soluble en el citosol. Para ésto utilizamos hemolizados di-
luidos preparados e incubados segin se explica en MM. En este
hemolizado se -ensayé la actividad fosfatasa, usando AMP como -
substrato, por aparicidn de Pi' En estas condiciones los hemo-
lizados diluidos 1/5, libres de fragmentos membranosos y diali
zados 20 h., no exhiben'actividad fosfohidrolasa a menos que

-
se complementen con K+, Mg , ¥ Caz+ (se empled 0'1 K , 5 mM

Mg2+ Yy 4 mM Ca 2+); este dato es concordante con estudios de

dependencia de cationes de este enzima en otros tejidos (27).

Puesto que un dato clave para interpretar las activi-

dades sobre AMP en los diferentes experimentos anteriores es
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el grado de saturacidén de los enzimas por sus substratos. se

estudiaron las curvas de saturacidn utilizando 2 nucledtidos

como substratos AMP e IMP, y un ester fosfdérico 2,3-DPG que

estd presente a concentraciones altas en el hematie (5 mM) -
como Indice de una actividad fosfatasa mds general, ya que —-—
reunirfa la especifica y la posible fosfomonoesterasa inespe-

cifica. Los resultados se muestran en las figuras ne 28, 20 y

30.

Puede observarse que la actividad sobre AMP presenta
una curva de saturacidén aparentemente bifdsica, como si hubie
ra dos entidades enzimdticas, una con cinética hiperbdlica de
Km del orden de 3 mM y otra sigmoide de 80’5 alrededor de 40
mM. En el caso del IMP se observa solamente el componente sig
moide con Sb‘S aproximadamente de 20 mM y velocidad mdxima —-
del orden de la mitad de la correspondiente a AMP. También S0

bre 2,3-DPG se observa una curva sigmoide, con S , o igualmen-

0'5

te alto (préximo a 30 mM).

No ha sido propdésito del presente estudio caracterirar
las diversas entidédes posiblemente responsables de estas cur-
vas de saturacién. A efectos del objetivo que aquf se persigue
se tomard la curva del AMP como indicativa de una superposi--
cién de una actividad especifica (la del tramo hiperbdlico) ¥ -

otra que comparte con difentes esteres fosféricos y que en —-
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FIGURA Ne 28.- Curva de saturacién de la 5' -Nucleotidasa utilizando AMP
como substrato.

Hemolizados 1/5 incubados a 37°C en Imidazol 50 mM pH 7'4,
ClK 100 mM, ClZCa 4 mM y ClZMg 5 mM.
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FIGURA Ne 20.- Curva de saturacién de la 5'-Nucleotidasa utilizando IMP
como substrato.
Hemolizados 1/5 incubados a 379C en Imidazol 50 mM pH 7'4,
C1K 100 mM, C12Ca 4 mM y Cleg 5 oM.
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FIGURA N2 30.- Curva de saturacién de la fosfatasa utilizando 2,3-DPG
como substrato. .
Hemolizados 1/5 incubados a 372C en Imidazol 50 mM pH 7'4
C1K 100 mM, 012Ca 4 mMy Cleg 5 mM.
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los rangos de concentracién utilizados en los experimentos de

desaparicidén de AMP, se estima despreciable.

Dado que la actividad del tramo hiperbdlico medible
en el rango de concentraciones de substrato inferiores a 10 mM
parece especifica para AMP, se puede aceptar que se trata de 1é
S'AMP fosfatasa descrita por Parker (49)”7 que segin este autor
se orienta al exterior y que en consecuencia no actuarfa "in -
vivo". Es pues una actividad introducida por la hemolisis a de
ducir de la que en condiciones similares ocurrirfa en los eri-
trocitos intactos. Mds adelante se integrard este dato en una
discusidn general de la¢viasde agotamiento de adencsinfosfatos

en eritrocitos conservados en banco de sangre.

3.4.3. INFLUENCIA DEL pH EN LA ACTIVIDAD 5'NUCLEOTIDASA

Un factor de variabilidad en el curso de las transforma
ciones que sufren los eritrocitos durante el almacenamiento es
una ligera caida de pH por acumulacidn de 4cido l4ctico. Por -
ello se estimé necesario comprobar hasta qué punto este cambio
de pH pudiera tener un papel decisivo en el comportamiento de

la actividad fosfatasa capar de hidrolirar el AMP.

Para ello se realizd un experimentc en el que se uti-
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lizaron hemolizados diluides 1/5, libres de fragmentos membrg

nosos y dializados segtin se indicé en MM; estos hemolizados se

incubaron a 379 con imidazol 50 mM pH 7'4, Tris-maleato 50 mM
pH 6'3, 6§ Tris-ClH 50mM pH 6'9, Cloruro potdsico 0,1 M, Cloru
ro cdlcico 4 mM, Cloruro magnésico 5 mM y AMP 6 TMP a concen-
traciones de saturacién (50 mM) ya que inicialmente se busca-
ba un efecto sobre Vmax. de hidrolasas de Km presumiblemente

alta.

Los resultados se representan en la fig. n¢ 31, donde
se puede ver que las diferencias en velocidad mdxima observa-
das entre AMP e IMP comentadas anteriormente, son dependien-—-—
tes del pH, lo cual no es sorprendente ya que ambos substra—-
tos tienen grupos ionizables opuestos en la base y por tanto
responden en forma diferente a cambios en la protonacién del

centro activo del enzima.

Se completd este estudio con las curvas de saturacidn
del AMP a los diferentes pHs por si ademds del efecto sobre
Vmax, observado en la figura 31, se produjesen marcadas dife
rencias en los parametros mds relacionados con la afinidad. -
La fig. n® 32 indica que los tramos correspondientes a ciné&i
ca hiperbdlica, no presentan cambios dfaméticos en el interva
lo de pH estudiado, y en el tramo sigmoide el cambio de los -

valores del SO'S presenta diferencias modestas. Tampoco hay -
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cambio apreciable en el hdbito general de las curvas.
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FIGURA ne 31.- Influencia del pH en la actividad 5'nucleotidasa.
Hemolizados 1/5 incubados a 37°C en imidazol 50 mM pH 7'4,
Tris-C1H 50 mM pH 6'Q9 § Tris-maleato 50 mM pH 6'3, ClK -
0,1 mM, C12Ca 4 mM, ClZMg SmM y AMP 8 IMP 50 mM.
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FIGURA 32.- Influencia del pH sobre la curva de saturacidén de la 5’nuclec
tidasa. .
Hemolizados 1/5 incubados a 37°C con:
~ Imidazol 50 mM pH 7'4
- Tris-maleato 50 mM pH 6'3
— Tris-ClH 50 mM pH 6'9, segin los casos, mds ClK 0.1 mM,
ClZMg 5 mM, ClZCa 4 mM v AMP.



IV. DISCUSION GENERAL




1.~ CONSIDERACIONES METODOLOGICAS

Una cuestidén previa que afecta a la totalidad de los re-
sultados se refiere a la metodologfa. La evaluacidn precisa de veloci
dades de reaccién enzimdticas en una suspensién espesa, cargada de he

moglobina y en la que coexisten e interaccionan todas las actividades
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enzimdticas presentes en los eritrocitos, plantea de entrada una serie

de problemas que ha sido preciso ir resolviendo antes de dar por bue-
nos los resultados. No siempre ha sido posible una solucidn Sptima, -
sino més bien una solucidén de compromiso entre las diferentes maneras

de paliar errores y artefactos.
En particular se han considerado las siguientes opciones:

- Separar o no los fragmentos membranoso por centrifugacidén. Pues
to que hay evidencia de que numerosos enzimas se adhieren a la mem——
brana por su cara interna, se optd por utilizar los homogenados tota
les, atin sabiendo que se introducen actividades fosfohidrolasa pre—-—
sentes en la cara externa y por tanto, ajenas a las actividades in--

ternas en la célula intacta.

- Utilizar o no detergentes; tales como Triton X-100, para facili
tar la desintegracién de fragmentos membranoso y aglomerados artefac
tuales, principalmente a partir de dichos fragmentos. Se estimd que

las disociaciones artificiales de 1lfpidos y proteinas y de éstas en-



tre s en relacidén sobre todo con sus zonas hidrofdébicas, provocadas -
por el detergente, constituirfan mayor alteracién de las interacciones

naturales existentes que la aglomeracién espontdnea.

- Dializar o no los homogenados antes de operar con ellos restau-—-
rando después la composicién idénica fisioldgica. Se opté por no diali-
zar los homogenados estimando menos per}udicial arrastrar la composi--
cién idnica y de metabolitos de las células lavadas al momento de su -
rotura, debido a las numerosas incdgnitas en relacidén con metabolitos

v sus interacciones con la hemoglobina.

- Sistema de desproteinizado y recuperacidén de metabolitos totales.
Fl descrito en Materiales y Métodos se adoptdé trds pruebas de recupe-

racidén de diferentes compuestos y reproducibilidad de resultados.

- Criterios sobre concentraciones de substratos y efectores y su -
conservacién durante el tiempo de ensayo. Obviamente, hay gque contar
con que los compuestos afladidos, sean substratos o efectores, van a -
quedar sometidos a la accién transformadora de cualquier enzima del -
que sean substratos; asi por ejemplo el ATP puede ser hidrolirado por
diferentes fosfohidrolasas y utilizado por fosfotransferasas si hay

substrato aceptor presente.

En consecuencia, se han determinado las curvas de desapari-

cidn en el tiempo en todos los casos en que existia el riesgo indica-
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do; se han adoptado tiempos de incubacidén suficientemente cortos para
que la desaparicién fuera inferior al 10% e incluso, cuando ha sido ne
cesario, se han introducido las correcciones oportunas para establecer
una concentracién media en el periodo de reaccidén. En todo caso se ha
operado sobre concentraciones totales, Unicas controlables experimen-

talmente y Unico dato objetivo que podemos manejar.

2.- GLICOLISIS E INTERCONVERSION DE FOSFATOS DE ADENOSINA

Aunque se tenfan suficientes indicios de que la glucolisis
estuviera limitada- por el bajo nivel de adenosinfosfatos, de los que
nes ocuparemos mas adelante, cabria la posibilidad de que ademds, se
hubiesen perdido los coenzimas NAD " (NADH), necesarios para la conti--
nuidad de la glicolisis a nivel de la gliceraldehido fosfato deshidro
genasa, o el NADP+(NADPH) menos importante pero cuya falta contribui-
ria a la acumulacidn de GOP y consecuentemente, a la inhibicién de la

HK.

No era este el caso. El conjunto de resultados sugiere que.-
la evolucidén de los niveles de cada uno de los fosfatos de adenosina
se ha de interpretar considerando en forma integrada las 5 grandes —-

vias:
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AD,P + Pi"' ————DATP (glucc?,1131§)~

- ATP ———> ADP  (kinasas)

= ATP ———> ADP —~—>AMP hp > Adenosina (fosfatasas)
P, P.

i i i

ATP + AMP &—5 2 ADP (AK)

AMP ﬁg~——o IMP  (ADA)
NHS

Ias tres primeras (excluyendo la hidrolisis del AMP), con

sideradas en conjunto, constituyen en esencia el proceso reversible

/_\
ATP ADP

w .~

La dltima, junto con la hidrolisis del AMP constituye la -
via de pérdida irrecuperable y la 42 conecta ambos grupos, con lo que
se abre la posibilidad de pérdida de la totalidad de los adenosinfos-

fato.

3.— LAS VIAS DE PERDIDA IRRECUPERABLE DEL AMP

Eé preciso aclarar que la hidrolisis del AMP dando adenosi
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na mds P, no es en rigor irrecuperable puesto que existen, al mehos -
i

~— tedricamente, 2 vias de recuperacidn:

ADENOSINA + ATP ——>AMP + ADP (Adenosina Kinasa)

NH3A’<A
ADENINA  + PRPP —— AMP + PP, (APRibTasa)-

Parece que ambas existen en eritrocitos maduros e incluso
hay estudios que indican un papel predominante para la primera (50,
51). La razén de que en la prdctica no se puede contar con ellas es-
que en la situacidén quenos ocupa no hay cantidad apreciable de dona-

dores del grupo fosforilo.

Si, como se ha indicade en la Introduccidn, §e ¢déhocen ==
los niveles del flujo glicolitivo tanto operacionales como mdximos
posibles, (es decir, en ausencia tedrica de freno que la regule), y
si, por otra parte, se ha postulado (9) que la AK estd en exceso tal
que la relacidén de masas de los tres fosfatos de adenosina coinciden
con la constante de equilibrio del enzima en eritrocitos circulantes
en estado estacionario, quedaban las incognitas de qué papel juegan
cuantitativamente las vias de pérdida irreversible: fosfohidrolasa y
aminohidrolasa, y hasta qué punto las relaciones entre estas vias y
las no consuntivas indicadas anteriormente son en los eritrocitos -
conservados diferentes a las que se dan en los eritrocitos circulan-

tes. En otras palabras, hasta qué punto los hemolirados de ambos ti-
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pos de eritrocitos presentan diferencias cuantitativas en sus activi-
dades enzimdticas que puedan explicar el hecho indiscutible de que los
eritrocitos circulantes conservan su dotacidén de adenosinfosfatos du-—-
rante unos cuatro meses, mientras los conservados en el banco de san-

gre la pierden enmcos dias.

Consideremos en primer lugar el papel de la adenilato kina
sa, La tabla 3 indica que en los eritrocitos de 1 dfa, la relacién de
masas (ATP) x (AMP) / (ADPZ), que en condiciones basales estd bastan-
te cercana a la unidad, y que se altera momentdneamente al afiadirle el
AMP, retorna en 1 min, o menos al valor de equilibrio, como correspon
de a un sistema en que este enzima es el predominante entre las vias
de transformacidn del AMP. En los de.21 dias sucede algo similar (sal
vo para los valores basales) aungue los bajisimos niveles de ATP hacen
que las medidas tengan mayor margen de incertidumbre. Es decir la -
adenilato kinasa sigue siendo una via predominante en la utilizacidén
de AMP a tiempos muy cortos. Lo que sucede es que una vez llevados a

equilibrio los nucleosido-fosfatos libres, deja de notarse su accidn.

4 .- DEGRADACION DEL AMP

Consideremos a continuacién las vias de degradacidén irrever

sible del AMP: desaminacidén y desfosforilacidn.

Las curvas de desaparicién de AMP combinadas con los resul
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dos sobre aparicién de IMP,NH_ ¥y Pi’ permiten sacar algunas conclusiones.

3
La rédpida caida dentro del primer minuto puede corresponder mayoritaria
mente a la AK. Una observacién a la que no hemos podido encontrar expli
cacidén es el relativamente alto nivel basal de ADP en los eritrocitos -
conservados que desplaza la relacidén de masas a valores exageradamente
bajos. Esto quiere decir' que hay un depdsito pequefio de ADP, que no es
td sometido a la accidén de la AK, en forma especifica, y eficazmente --
operativo en el medio 4cido gue prevalece en los eritrocitos conservados
Podrfa se una interaccién con una proteina. Como este depdsito parece -

bastante constante y no parece afectar al destino del AMP afadido, no

hemos hecho mds indagacidn sobres este punto..

El reparto de la degradacidén del AMP entre las dos vias men
cionadas. estd condicionado a las propiedades cinéticas que exhiba la
ADA. precisamente en las condiciones de los ensayos 1los cuales repro-
ducen en buena medida las condiciones intracelulares de eritrocitos re

cien extraidos y a término de almacenamiento.

Esto no quiérec decir que esta via sea cuantitativamente la
dominante, sino que las probabilidades de encontrar diferencias depen-
dientes de la conservacidén, se estimé que recaerian sobre un enzima --
sometido a regulacidén, mds bien que sobre fosfatasas inespecificas ¥y

sin regulacién establecida.

Sin embargo, como puede verse en los resultados mostrados -
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no hay diferencias significativas entre los hemolirados de 1 dfa y los

de 21, en cuanto a la transformacién de AMP en IMP se refiere.

En cuanto a la actividad fosfohidrolasa sea dependiente de
una 5W4iucleotidasa especifica sea por fosfomonoesterasas menos especifi
cas, los resultados indican que es algo mayor en los eritrocitos con--
servados que en los recientes y que, como era de esperar presentan -
curvas de saturacién que indican la accidén de mds de una entidad enzi-
mdtica; a las concentraciones fisiolégicas de AMP y teniendo en cuen--
ta que la 57nucleotidasa, dominante en este caso, se situa en la super
ficie externa de la membrana celular se puede concluir que tal accidén
fosfohidrolasa es despreciable, tanto sobre AMP como sobre IMP. Puesto
que la observada en los hemolizados con AMP afladido, a concentraciones
inicales relativamente altas, es bdasicamente artefactual. su conocimien
to sirve precisamente para introducir las oportunas correcciones en las
concentraciones de AMP en cada momento y en cada caso. con lo que se -
interpretan mds correctamente las curvas de accién de la actividad ami

nohidrolasa.

Si la actividad ADA es précticamente igual en ambos tipos -
de hemolizados (1 dfa y 21 dfas) para unas condiciones de ensayo algo
artificiales en cuanto a la concentracidn de substrato..cabria que --

existieran marcadas diferencias en la regulacidén.

Por ello se ha realizado un estudio detallado incluyendo -



los principales factores descritos para el enzima purificado, a fin

_de establecer hasta qué punto las propiedades reguladoras de éste -

son extrapolables a la situacién intracelular.

Las curvas de saturacidn y sus efectores que se han comen
tado una por una en "Resultados", tomadas en conjunto, indican que -
prevalece el efecto del ATP sobre cualquier otro. y que el efecto de
la desaparicién de éste deberia frener la actividad ADA por pasar -
de una Km relativamente baja a un SO'S bastante alta.

A concentraciones de AMP del orden de 0'l mM (rango de —-
concentraciones del eritrocito circulante) la actividad ADA puede -
ser del orden de unas 20 mU/ml. de células. Al descargarse energéti-
camente las células por cese de la glicolisis, el AMP sube al rango
de 1t mM y la curva de saturacidén de la ADA se desplaza hacia sigmoi-

de, por lo que la actividad actual sigue siendo del mismo orden, al
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menos inicialmente, para ir decreciendo a medida que el AMP se agota.

Asf pues, la hipdtesis inicial de que los eritrocitos —-
circulantes dispondrian de algdn truco para mantener inhibida la -
ADA, no parece sostenible. Lo tnico que mantiene relativamente baja
la actividad ADA ('y también las fosfatasas) es la baja concentra--
cidn estacionaria de AMP; la mayor *temperatura en los eritrocitos
circulantes respecto a los conservados se contrarresta con la acidi

ficacién y la desaparicidén del 2,3-DPG en éstos (que a ATP Bajo ten
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derfan a frenar la accién de la ADA). La conclusidn global es que el
balance de factores hace que tanto en circulantes como en conserva--—
dos, sea razonable asumir una velocidad de degradacidén media dentro
del orden de 1 a 10 nmoles/min., que en los conservados bajaria gra-
dualmente al agotarse el substrato. En 24 horas los eritrocitos con-
servados deberfan pues haber perdido ya una fraccidén sustancial y en
3-4 dias deberd haberse perdido la mayorfa que es justamente lo que

ocurre.

Queda en pié el hecho de que los eritrocitos circulantes,
de alguna manera conservan o reponen su dotacidn de fosfatos de ade
nosina. Para discutir la posibilidad de que repongan el AMP. revise

mos los experimentos relativos al efecto de inosina. adenina y mez—-

cla de ambos.

En primer lugar, el efecto de la inosina sobre la recupe
racidn de ATP (y por tanto de la glicolisis) cuando todavia queda -
AMP, estd claro a partir de nuestros experimentos (con la salvedad
que se expuso sobre los niveles de ADP). Lo que parece ocurrir es -
que cuando la concentracién de ATP es muy baja, la glicolisis no se
inicia porque su primera etapa (limitante) que es la cataliza por la
HK tiene precisamente en eritrocitos una Km anormalmente alta. dei
orden de 2 mM. La adicidén de inosina, que se transforma parcialmen-
te en FOP, soslaya esta etapa . A nivel de PFK no hay obstdculo por

que su Km para el ATP es muy baja. Asi se regenera la glicolisis
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(v los metabolitos fosforilados entre ellos el 2,3-DPG) con inosina.
Nuestros experimentos de adicién de R5P en lugar de adenina aclaran
este mecanismo. Claro estd que si la inosina se incorpora a las célu
cuando ya han perdido no sélo los adenosinfosfatos sino incluso la
base (ésta y el ribdsido atraviesan fdcilmente la membrana) no es po
sible recuperar ATP aunque se amontonen los hexosa fosfatos. Pero
si se afiade adenina, ésta se transforma en AMP mediante los mecanis-

mos anteriormente comentados y el resto ya no tiene dificultades.

Visto asf el conjunto, cabe preguntarse si los eritrocitos
circulantes pueden tener un suministro constante de adenina que les
permita reponer la que pierden por la via desaminativa. La adenina -
plasmitica tiene una concentracién del orden de 6 uM, ciertamente ba
ja pero un eficiente sistema de transporte activo la utilizaria con-
venientemente. No hay evidencia, que sepamos, ni en favor ni en con-
tra, sobre tal sistema de transporte. Incluso cabe aventurar que a -
su paso por el higado pudieran los eritrocitos estar algin tiempo en
espacios donde la adenina tuviera concentraciones locales relativa--

mente altas, ya que se sintetiza activamente en este drgano.

A la vista de todo ello se puede aventurar que la adicidén
de adenina a las bolsas de conservacidn, cuando todavia tienen los -
eritrocitos capacidad para fosforilarla, resuelve temporalmente el

problema de la pérdida de adenin nucledtidos, pero sélo temporalmen
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te, posponiendose en unos dias el desastre Forzar la dosis de adeni
na conduce a acumulacidn de 4cido urico (o sus precursores) en las -

bolsas, con el consiguiente dafic en transfusiones masivas.

El rejuvenecimiento de los eritrocitos en las bolsas ho-
ras antes de su empleo, mediante adiciones de adenina e inosina. es
perfectamente posible pero requiere una manipulacidn cuyos riesgos

de infeccién son muy dignos de tenerse en cuenta.

Creemos pues haber clarificado la situacidén en cuanto a
los factores enzimdticos que concurren en el deterioro de la capa-
cidad de los eritrocitos para llevar a cabo su funcién, asi como -
las posibilidades de manipulacién del sistema y los riesgos que en

trafian,



V. CONCLUSIONES
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CONCLUSIONES

1.- La medida de actividades enzimdticas en eritrocitos hemolizados
por congelacidn y descongelacién repetida, sin dilucidén aprecia
ble, puede llevarse a cabo con precisién y reproducibilidad muy
aceptables siempre que se observen precauciones en la manipula-

cién.

2.- Tales sistemas constituyen la mejor aproximacidén conseguida has
ta la fecha a las condiciones que prevalecen en la célula intac
ta. La contribucién artefactual de la actividad 5'nucleotidasa de
la superficie externa no constituye mayor inconveniente porque
se han evaluado sus efectos ¥y se han introducido los oportunocs

factores de correccidn.

3.- Se han estudiado con este sistema las vias de degradacidén del -
AMP, en donde parece residir la causa fundamental de la pérdida
irreversible de adenosinfosfatos y consecuentemente, otros esSte
res fosfdricos que necesitan regeneracién constante, en parti-

cular el 2,3-DPG.

4.~ Se ha estudiado la desparicidn de AMP afiadido en diferentes con

diciones y, en eritrocitos conservados a término y recién extrai

dos, a lo largo del tiempo, la transformaciénen IMP ¥y NHZ} asi
como los niveles de ADP y ATP. También se ha estudiado la hidro-



lisis de AMP e IMP a fin de evaluar la importancia relativa de

las diferentes vias degradativas. La mayor importancia corres-
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ponde a una accién combinada de la adenilato kinasa y la adeni

lato aminohidrolasa que conducen a que la reserva de adenosin-

fosfatos totales se transforme irreversiblemente en IMP.

Se han estudiado los pardmetros cinéticos de los enzimas degra

dativos que en las condiciones "in situ" utilizadas son bastan

te diferentes a las descritas para los enzimas purificados. Las

propiedades de los mencionados enzimas degradativos, en condi-

ciones préximas a las que prevalecen en las células intactas,
dan cuenta bdsicamente del proceso de deterioro de los eritro
citos conservados en el banco de sangre en cuanto a su capa-

de transporte de oxigeno a los tejidos.

Las diferencias encontradas entre eritrocitos conservados a -
término y recién extraidos no explican el hecho de que los --
eritrocitos circulantes congervan un nivel estacionario de -
adenosinfosfatos. Se postula que estas células tienen pérdi--
das apreciables de adenina que reponen a expensas de la pro—-

duccidn hepdtica de esta base.

A la vista de nuestros resultados se estima que la adicidén de
adenina al medio de conservacidén contribuye a prolongar en -—-

unos pocos dfas el periodo de validez de la funcidén transpor-



tadora pero es insuficiente para las 3 semanas que s¢ vienen -
tomando como tiempo de conservacidén; por otra parte, no parece
Gtil ninguna manipulacién de los enzimas degradativos. ni ci--
clos de "rejuvenecimiento™. Lo aconsejable es acortar los tiem

pos de almacenamiento.
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