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INTRODUCCION 

l.l PLANTEAllllENTO DEL l'ROllLEi\IA 

La enzima NAD glicahidrolnsu (NADasu) se encuentra en la membrana del 

eritrocito humano, con su sitia activa orientado hacia el exterior; lo cual explica porque 

la e02lma catnliza solamente ln hidrólisis del NAD (dinucléotido de nicotinnmida y 

adenina) del medio en que se encuentren los eritrocitos y no In del NAD contenido 

dentro de ellos. 

Además la membrana del eritrocito no es permeable ni NAO que es el sustrato 

de esta gllcohidrolasa; por lo que, cuando se agrega NAD ni medio de incubación, este 

sustrato exógena llega directamente ni sitio activo de la enzima sin mediar el paso a 

través de membrana alguna. Quizá ocurra lo mismo con los compuestos que activan o 

Inhiben a esta enzima; excepto el caso de In nicotinamida que es un inhibidor que si 

atraviesa la membrana del eritrocito. 

La actividad de la enzima NADnsa aumenta en un medio alcalino (pH 7.9) 

cuando los glóbulos rojos son resuspendidos en plasma a en solución de O-glucosa; pero 

no cuando se incuban resuspendidos en solución isotónica de fosfatos. Y en ninguna de 

estas condiciones cuando la incubación se hncc en un medio ácido (pH 6.5). De lodos 

los azúcares y algunos de sus derivados que se ensayaron, únicamente la O-glucosa y la 

D-fructosn, a concentración milimolar semejante, incrementaron la actividad alcalina de 

la NADasa de los eritrocitos humanos; sin embargo, la D-fructosa sólo la incrementó en 

un 50 % con respecto a la O-glucosa. Por otra parte, la L-glucosa, que es un enantiómero 

de la O-glucosa, no modificó la actividad de esta enzima. 

En vista de que la O-glucosa aumenta la actividad de In NADasa de los 

eritrocitos lavados, conviene investigar los mecanismos a través de los cuales la glucosa 

ejerce esta acción. 
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t.l OBJETIVO 

Detenninar a través de cudl de los siguientes mecanismos. hipoti!ticos la D· 

glucosa incremenlll la actividad de la NADasa alcalina de la. membrana de los eritrocitos 

humanos. 

t.3 IDPOTESIS 

a) Si la O-glucosa actuara directamente sobre la enzima, es posible; que se una a 

la porción externa de la molécula de la NADasa cuando , esta proteína tcng~ la 

conformación determinada por el medio alcalino. Y ya unida lií glúéósa a la érizlma se 

favorezca la acción cnllllltica sobre el NAO, por algún nuévo cambiÓ confonnacional, 

b) SI lo O-glucosa acfüara. lndlrectame~te sobre la molécula NAOasa, podrla 

hacerlo a través de la protefna transportadora de la O-glucosa, El cambio 

confonnacional de esta última· protelna en el momento de transportar al azúcar al 

interior del eritrocito pudiera modificar, en alguna fom1a1 a la conformación de la 

enzima detenninada por el medio alcalino, tomando en cuenta que ambas proteínas son 

membranales. 

c) Si la O-glucosa necesitara penetrar al Interior del eritrocito para incrementar 

la acth idad ~t\Dasa, la molécula de este azúcar, o la de alguno de sus metabolilos 

formados en la vfa glucolftlca o en la de las pentosas, pudiera ser la que actuara sobre la 

protefna NADasa, no directamente sino qulz4 a través de algtín componente membrana!. 
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A:-;TECEJH:,\TES 

2.1 ENZIMA NADusa 

La NAO glicohidrolasa o NAO nuclcosidasn (EC 3.2.2.5) cataliza la ruptura de 

la molécula del dinucleótido de nicotinamidn y adcnina. Al ocurrir la hidrólisis del 

enlace [3-N-glicosidico, que une el átomo de nitrógeno cualernario de la nicotinamidu 

con el átomo de carbono en la posición I' de lu ribosa, se liberan, unn molécula de 

nicotinamida, una de ADP-ribosa y un protón. Virtualmente, esta enzima funciona no 

sólo como hidrolasa sino también como transglicosidasn, en cuyo caso cataliza In 

formación de NAO a partir de ADP-ribosn y de nicotinamida o lu síntesis de 

dinuclcótidos análogos al NAO o sea con una bnse plrimidinicn · diferente a In 

nicotinamlda (17, 19 y 24). 
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Alil'isatos )' Denstedl obscí\ aron que el \'AD agregado a una suspensión de 

glóbulos rojos lavados de sangre humana" a la preparación oblenida :il hemolizar eslos 

glóbulos rojos, era dc:struido CJtali1icamcnle; que esta <1c1h iJad cntirnci1ica se encuentra 

en la membrana del eritrocito; que MI sith) acti\o csrá orh:ntado hacia la superficie 

externa de dicha membrana) que la inhibición produdda por la nicolinamida es de tipo 

competili\'O y casi resulta 101al a la conccnlradón 10 m~I del inhibidor (2). 

Las enzimas ~AD glicohidrolasa.i l!:;t;in ampliamente distribuidas en Ja 

naturaleza; han sido encontradas en al~un1)S mi~roorganisrnos, en planta.; supi:riores, en 

tejidos de mamíferos}' en el \Cnem' de scrpll'nt.:s (2·JJ. 

Las NAO glicohidrolasas son poco conocidas desde el punlo de \'ista de sus 

mecanismos de acción, sus mecanismos de r<gulacilin )'su función bioquímica (27). 

Ali\'isalos, Kashket y Densledt establecieron que la aclil'ídad especifica, 

expresada como el número de micromolcs de NAD hidroli1ado por hora y por 

miligramo de residuo seco o de proldna, era igual en la sangre complela que en la 

suspensión de erilrocilos lal'ados lres o cuairo veces. Por olra parte, comprobaron que la 

hemólisis de la sangre tola! o de los glóbulos rojos lal'ados, no altera la aclividad 

NADasa con respecto a la preparación original corrcspondicnlc. Tambi~n demoslraron 

que Ja enzima eslá fuerteme111e ligada a la membrana, lª que lavando la preparación de 

membranas hasla lres \'eces, su conlenido de NADasa no se mcdificó (J). 

Ng, Donell y Dergren enconlraron que l,15 hemoli1ados preparados de erilrocilos 

la\'ados obtenidos de la sangre de un grupo de personas adultas afromncrkanas, no 

manifeslaron aclividad NADasa en el 9% de la población analizoda; en el 28% fue 

menor que en la de un grupo scmt!ja.nte de adllltos curoarncrkanos )' sólo en el rcstanh! 

63'% se hallaron \alares comparables a los de ~sh: Uhimo gruf"J. Conclu)cron que esta 

deficiencia puede ser determinada genéticamente} L1UC la 1ran~misilín Je este carde ta es 

aulosomálica (23). 



Kaplan y Colowick propusieron que la ruptura del enlace ribosa-nicotinamida 

del l'AO, prorncado por la nuckotidasa, resulla en la liberación de un protón, además 

de la nicotinamida; lo que indica que el N del anillo piridinico está en forma cuaternaria. 

Este mismo grupo aisló el compuesto adenosina difosfato ribosa (AOP-ribosa) de las 

mezclas de reacción en que ocurría la hidrólisis enzimática del NAO; con lo cual 

completaron los compuestos químicos participantes en esta reacción (1 S). 

Los eritrocitos que después de ser lavados se someten a hemólisis, aunque 

conservan la actividad NAOasa, no responden a la presencia de glucosa en el medio a 

pH alcalino (29). 

2.2 TRANSPORTE DE GLUCOSA 

La O-glucosa es transpoMada por difusión facilitada a través de una protelna 

integrada en la membrana plasmática. 

Este sistema de transporte se caracteriza por su alto grado de especificidad 

qufmica, por ser saturable, por ser inhibiblc, por la competencia de unión que se observa 

con distintos azúcares y porque la velocidad y dirección del ílujo depende de la cuantío 

y del sentido del gradiente de concentración (9). 

En los eritrocitos in \Ítro, la O-glucosa se mueve hacia adentro o hacia afuera de 

la célula, dependiendo de la dirección en que se haya establecido experimentalmente el 

gradiente de concentración; lo que demuestra la re\-ersibilidad del sistema. A medida 

que la concentración de O-glucosa que será translocada aumenta, la \·elocidad de 

transporte aumenta y alcan1a un máximo cuando la ~lucosa satura el transportador \9), 



Los eritrocitos de In sangre humana y los de otros primates son muy permeables 

a la glucos;.s; mientras que los Jt: otrns ~spcci~s son casi impr.:nncabf~s (bovinos. cerdos, 

conejos, cobayos, cnbnllos, camellos y g:lt1.ls). Los eritrocitos con un nivi:I muy bajo Je 

glicólisis son los que 1»reccn ser impcnncohle:; " la glucosa (caballos, bovinos y 

cerdos). Hay otros que mucstron baja r•·nncabiliJaJ a la glucosa (ratas> conejos> 

perros~cobayos> cerdos) y en el mism11 orJcn uti!i.~:m !!Sta hi!xosa, cxc-cpto que los 

eritrocitos dt:: los perms consumen n;;.l:; glui.:usa que lo-; Je lus l.:ohayo'i. En lus eritrocitos 

de fa sangre fetal de algunos de t!.St~1s animales \~l!rdí.J'.\, \.'.u:Jt.'Íº"· cuhayos, ovinos y 

venados) la glucosa penetro a \'elocidadcs 'omparablc:-. a Ll Je los eritrocitos humum15 

adultos y esto ya no ocurre a partir del nacimiento o :.ca que ~r. los eritrocitos humanos 

persiste la alta penneabilidad a la D-gluc1»a en las etapas pMteriorcs al nacimienlo (31 ). 

los eritrocitos humanos tienen el más alto grado de lransportc de la D-glucosa 

en comparación con el resto de las otras c¿Julas del cuerpo humano, con la posible 

excepción de las células de la barrera hcmatoencefálica. La velocidad de transporte a 

través de la membrana plasmática rebasa con mucho la velocidad con la cual se 

mctaboliza este sustrato en el eritrocito; por esta razón, las concentrncioncs de glucosa a 

ambos lados de la membrana se equilibran rápidamente (32). 

En los erilrocltos humanos, el Oujo de penetración de la O-glucosa, en un medio 

que tenga 10 mM de esta hexosa, es 1 fentomol /min, eritrocito y esta cifra es cerca de 

250 veces mayor que la velocidad habitual de utililación de glucosa por los eritrocitos 

humanos (3 l ). 

las pentosas y las hexosas penelran al interior del eritrocito primordialmente en 

su fonna beta D-piranosa. Aparentemente los puenles de hidrógeno que se cslablecen 

enlre la molécula transportadora y los dlomos de oxígeno de la glucosa localizados en 

los carbonos t, 2, 3 y S de la conformación C-t de la n-D-glucopiranosa, son necesarios 

para que la glucosa se una con alta afinidad a esta proteína (28). 



El transponador de la glucosu es una proteína que se extiende a Jo ancho de la 

membrana dd eritrocito y está riKlcada ror Ja matriz lipídica; aparentemente tiene una 

oquedad hacia el medio cxtmcclular, en In cual se fija Ja hcxosa una vez rcconorida por 

los grupos activos de fa moléc11Ja transponadora. Al unirse el azúcar con el acarreador 

ocurre un cambio conforrnacional y la oquedad se cierra tras la molécula aceptada; para 

que enseguida se forme otra oquedad, similar a la primera, pero ahora orientada hacia 

el interior del eritrocito y, finalmente, el azúcar es liberado en el lado citosólico de la 

membrana. El cambio conformacional de la proteína muc\'e la hcxosa una corta 

distancia. quizá 0.2.Q.) nm, y di! esta manera, no es nr!cl!:;nrio que el transportador 

mueva fisicamcnte a la molécula de glucosa toda la anchura 1.k la m~mbrana. Como la 

concentración del azúcar es mayor en el lado original que en el final, no se rcquien: que 

cambie fa constante de disociación del complejo azucar-transponador; requisito que si 

es necesario cuando el traslado se hace hacia un medio de concentración mayor que la 

que tiene el medio inicial ( J, 9 y 32). 

La O-galactosa, In D·mnnosa y otros azúcares de In familia D, así como el 

glicerol, son también acarreados por el transponador de la O-glucosa, aunque con menor 

afinidad. Se hn propuesto un transponador especial para Ja D-fructosa, ya que el de la 

O-glucosa también tiene muy bajo afinidad por esta cctos11 (9). 

2.3 INHIHIOORES DE LA GLUCOLISIS, DEL TRANSPORTE m: LA 

GLUCOSA Y DE LA ACTIVIDAD NAD-GLICOH,IDROLASA 

Ion nuoruro.- El ion íluoruro interrumpe Ja gficólisis por la inhib!cfón de la 

enzima enolasa, que eataliza la reacción en la cual el 2-fosfato·D-glicerato se transforma 

en fosfocnolpiruvato y se libera una molécula de agua (12 y 19), La inhibición de la 

enola<a requiere la presoncia simultánea del ion íluoruro y del ion fosfato para que se 

forme el ion íluorofosfato que es el verdadero agente inhibidor, ya que es el que fija a 

los iones Mg, los cuales son indispensables para la actividad de Ja enolasa, ya que 

forman con ella un complejo, antes de que se una el sustrato (19). 



Florctina. 1.a tloretina es un inhibidor del paso de los monosacdridos a través 

de la membrana de los eritroeilos mucho más potente que el glucósido tlorizina, por lo 

que, In glucosa que fonna parte de la molécula de In tlorizinn, parece no estar 

involucrada en esta actividad inhibidom ( 18). 

Ln floretinn tiene un peso molecular de 274 gimo!; es muy soluble en etanol, 

mctnriol o acetona y prácticnmcnte insoluble en agua, n menos que n In mezcla se le 

adicione etanol (Thc Merck lndex). 

El dietilestllbestrol, que es un estrógeno sintético, muestra una potencia 

inhibidom del transporte de la glucosa 60% más alta que la tloretina; a su vez, esta 

ultima, tiene cierta actividad estrogc!nica, sin embargo, el diencstrol, que es un poderoso 

estrógenei>, es relativamente inerte en lo que se refiere al transporte de glucosa en los 

eritrocitos ( 18); 

La tloretinn inhibe de manera competitiva la entrada de D-glucosa ni eritrocito y 

no compctith·arnente In salida; en cambio, In citi>culasina B no actúa compctitivamente 

durante In entrada de glucosa, pero si en la salida. Esto sugiere que la porción de In 

molécula del acarreador de la O-glucosa que está orientada hacia el exterior del 

eritrocito tiene un sitio de enlace para la tlorctina; mientras que este sitio está ausente en 

In porción que está hacia adentro; por su parte; la citocnlasina B se unen la parte interna 

del acarreador (16). Otros autores sugieren que la citocalasina B sólo actúa en la 

porción citosóllca del acarreador y que la tloretina actúa tanto en la porción externa 

como en la citosólica (4, S y 6). 

Ln constante de Inhibición de la tlorctlna para el transportador de la D-glJcosa, 

Ki,es 8.73 micromolar, en presencia de 36.S micri>molardc tlorctina y S a 50 mM de D

glucosa (16). 



Se ha demostrado que la íloretina penetm rápidamente a los eritrocitos y se 

adsorbe linnemcnte a la membrana de estas células y a la hemoglobina ( 16 y 13). 

Citocalaslna .B.- La cltocalasina 8, aislada de algunos hongos, es un inhibidor 

del transporte de.la D·glucosa en los eritrocitos. Su peso molecular es 479 g/mol. En 

estndo sólido es completamente estable y en condiciones ambientales nonnales. Es 

insoluble en agua, pero soluble en etanol (3S.4 mg/ml), en dimetil·sulfóxiúo (DMSO) 

(371 mglml) y en dimetilformanida (DMF) (492 mg/ml). La solución en DMSO 

conserv.a su potencia inhibidora hasta por tres aflos si se conserva en el refrigerador (The 

Merck lndex): 

Generalment.e se prepara una solución 2 mM ( l mg de citocalasina B por 

mililitro de DMSO) y de esta se aflade el volumen conveniente al medio acuoso (8) o 

bien la solución se hace en etanol absoluto (6). 

La citocalaslna B inhibe, en fom1a reversible {21), el transporte de I? O-glucosa.en los 

eritrocitos humanos, al competir por el transportador en la superficie interna de la 

membrana plasmática; al parecer, no se han encontrado sitios de. unión para este 

inhibidor en la purción del acarreador que ve hacia el exterior dél eritrodtÓ (8). 

La constante inhibición aparente; KI, de la cltoc~lásiria B, con respecto ~ la 

salida de O-glucosa de los eritrocitos humanos, es alred,~doi dé 0,9 mid'"omolar_ en 

ensayos hechos a 2sºc csJ; 0.2.fao.so mi~romoíiir aT¿óé(~¡ yo'.12 ;;,ic~;ot~r a J fe 
(28). 

Se ha éstimáúo que cada eritrocito tiene entre 180,000 y 330,000 sitios de 

transferencia para las he~osas (6). 
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La O-glucosa inhibe hasta en un 80 a 90% la unión de la citocalnsina B a los 

sitios de aflll afinidad que se ericuenlran en In membrana del eritrocilo humanos y fa Ki 

correspondiente es SO mM (28). 

Se consideran análogos de la citocalasina 8, en su efecto sobre el transportador 

de la O-glucosa, n la fenolllaleínn, In hidrocortisona, la prcdnisolona y la corticosterono, 

con base en las distancias entre los dtomos de oxigeno de sus respectivas moléculas y, 

por otra parte, se ha demostrado que todos estos compuestos son inhibidores 

competitivos del transporte de In O-glucosa en las crítrocilos humanos, con valores de In 

Ki de 25, 220, 300 y 400 micromalar, respectivamente (28). 

Se ha sugerido que hay una relación estructura-acción entre la citocalasina By la 

beta·D·gfucopirnnosa, en lo que se refieren la distribución espacial de los cuatro átomos 

de aidgeno, la cual es casi idéntica en ambas moléculas (14); esto explica, en parte, por 

qué la cltocnlasina Bes un inhibidor muy efectivo del transporte de O-glucosa (28). 

Nkotlnnmlda. Se sabe (periodo 1965-1977) que este compueslo inhibe las 

siguien1cs enzimas o procesos biológicos con los valores de la Ki, o su equivalente, que 

se anotan: AOP-ribosa polimerasa (20 µM); citocromo P-450 reductasa (10 mM); toxina 

diftérica, inhibición competiliva (210 µM); IMP deshidrogenasa (38 mM; NAO 

glicohidrolasa de núcleos de hígado de ralas (0.5-10 mM). de microsomas de pulmón de 

rata (2 mM). de enc~falo de bovino (2.6l mM). de semen de bovino, inhibición no 

competitiva (200 µM); actividad oxidativa de los microorganismos de hígado (50 mM); 

fosfodiesterasa, inhibición competitiva (IS mM); síntesis de poli-ADPribosa (lmM); 

metabolismo de la prostaglanJina Al (10 mM); t·RNA metilasa, inhibición no 

competitiva (5mM); xantina oxidasa (1 SO µM) y 6-fosfogluconato deshidrogenasa, 

inhibición no competitiva ( 139 mM) ( 11 ). 
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Alivisatos y Kashket comprobaron que la nicotinomlda es un lnhibldor 

competitivo y que a la concentración de 20 mM inhibió completamente a la NADasa de 

los eritrocitos (2). 

Lo degradación del NAO catalizada por los eritrocitos lavados de sangre humana 

se debió específicamente n la NAOasa, ya que en l_as iric.ubaciones hechos a pH 6.7 y 

7.9 respectivamente, la hidrólisis del NAO fue Inhibida totalmente por la nicotlnamido 

(20). 
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2.3.1 ESTRUCTURAS QUL\llCAS DE LOS lNlllUIDORES 

Citocnlnsiua n 

Floretinn 

OH 

HO 

OH O 

Nicotlnamida Fluoruro de sodio 

NnF 



2.3.2 GLUCOLISIS 

Glucosa 

Hc.xokinasa l ~~~ 
Glucosa 6-fosfato 

Fosfoglucosa Tl 
isomerasa 

Fructosa 6-fosfato 

Fosfofructosa ·1 · ( ATP 
kínasa · ~ ADP 

Fructosa 1,6,difosfato 
Adolasa·: 

J 
Dhidroxícacetona 

fosfato 

1 
Tríosa fosfato 

·isomerasa 

Oliccrnldchldo 
J.fosfato 

dcshidrogenasa 

fosfogliccrato 
kinasa 

Fosfogl!ccro 
mutas3 

E no lasa 

Plruvato 
kinasa 

J, 
Gliceraldehfdo 

J.fosfato 

Tl NAO'+ Pi 
NADH + H 

1,3-Difosfoglicerato 

11 ~~: 
3,-Fosfoglicerato 

11 
2-Fosfoglicerato 

rt H,O 

Fosfoenolpiruvato 

1 (ADP 
. ATP 

Piruvato 
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PARTE EXPERIMENTAL 

3 .1 Diagramas 

3. 1. 1 DIAGRAMA GENERAL 

plasma 

Sangre total 

centrifugar 
1000 " g (3600 rpm) 
20 min.· 

eritrocito 

1000 " g (3 600 rpm) 
· · 20 min. 

solirenadantes 

4 lavados en 
sol. isotónica de 
fosfatos 
(suspensión 1 :2) 

eritrocitos 
lavados 
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J.1.2 ERITROCITOS TRATADOS CON.FLUORURO DE SODIO 

Eritrocitos lavados 

Preincubación 30 min; 
sol. isotónica de fosfatos 

a 4ºC (control) 

Preincubación· 30 min. con 
sol. de Fluoruro de Sodio 

a 4°C 

Centrifugar 

sobrenadante 

J, 
1000 x g (3 600 rpm) 
20 min. 

Centrifugar 10.00 x g. (3600 rpm) 
20 min. 

1 

l 
eritrocitos en 
sol. isotónica 
de fosfatos 

j, 

eritrocitos 
tratados con 

Floruro de Sodio 

1 

Mezcla de Incubación: 
suspensión de entrocitos, 

control 

Mezcla de Incubación: 
suspensión de entrocitos 

tratados con fluoruro 
de Sodio 

Preincub¡¡r S rnin. a 37°C 

J, 
Agregar: NAD ó NAO + glucosa 

j, 
JncubaCión 1 S 6 30 min. 

j, 
Inactlvación ~º!1 ácido ¡>e_rcfclrico al 8% 

<J., .Ce 

Centr!tiJgai:IÓn 900 X g (2600 rpm) 
. j, 

l 
Precipitado Sobrenádáóte 

j, 

sobrenadan te 

Detetfuinacion de NAO y glucosa residuales 



3.1.3 ERITROCITOS TRATADOS CON CITOCALASINA D 

ERITROCITOS LAVADOS 
resuspendidos v/v' en· sol.· isotónica. de fosfatos 

J, 
Incubar l hr. a JOºC hasia Já ~liniinación total de la 

glucosa cont~ni~f en 1.os•eritrocitos. 

Centrifugación 20 mino 1000 ;e g (3600. rpm} 

'J· 
Eritrocitos· lavados' 

. resusperididos vly en. sol. isotónica 
de fosfatos 

J 
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Control 
Mezcla de Incubación: 

suspensión de éritrocitos en 
amortiguador. -

Mezcla de Incubación: 
-suspensión de eritrocitos en 

amortiguador con 
citocalasina B 

Preincubar 15 min. a 4ºC 

Preincubar 5 min. a 37.ºC 

j, 
Agregar: NAD .• glucosa 6 NAO 

j, 
Incubación: 1 S ó JO min; 

j, 
lnactivación eón ácldo iperclóricó ·al 8% __ -J_:. -... --- - ·. 

Centrifúgilción 900 ,( g (2600 rpm) 
J,. - ·- . 

J, 
Precipitado Sobrenadan te 

j, 
De1ertnlnáción de NAO y 11Jucosa residu;1l~s 



l.l.4 ERITROCITOS TR,\TADOS CON. Fl.ORETINA 

ERITROCITOS LAVADOS 
resuspendidos' v/v en. sol. .. isotónica• de fosfatos 

J, 
Incubar 1 · hr. a JOºC para .la eliminación total de la 

glucosa 'contenida. en los• eritrocitos 

j, 
Centrifugación 20 min. 1000 x g (3600 rpm) 

j, 
· Eritrocitos lavados 

resuspendidos v/v en sól. isotónica 
de fosfatos 

17 

Control 
Mezcla de Incubación: 

suspensión de eritrocitos en 
amortiguador 

Mezcla de Incubación: 
suspensión de eritrocitos en 

amortiguador con 
floretina 

Preincubar 1 S inin. a 4°C 

Preinctibar S min. a 37ºC 

Agregar: NAD • glú~osa ó NAO 

J, 
lncubacióll: 15 ó 30 min. 

lnactlvación con. ácido perclóriéo al 8% 

f 
Céi!trifugacjón 900 x g (2600i rpiíi) -_¡, . _, 

J, 
Precipitado Sotirenádante 

j, 
tíetermlnación de.' SAD y glucosa residuales 
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3.2 MATERIAL, EQUIPO Y REACTIVOS 

J.2.t MATERIAL DIOLOGICO 

Sangre humana. Se obtenfan bolsas de sangre del banco del Instituto Nacional 

de Cardlologfa Ignacio Chdvez descartadas por haber sobrepasado el límite de. su 

utilidad clínica. 

La bolsa del equipo Fenwell tenía 70 mi de antlcoagulante citrato·fostato· 

dextrosa-adenina {CPDA·I) para 500 mi de sangre. 

3.2.2 MATEIUAL DE LABORATORIO 

·Pipetas scmiautomdllcas Gilson 

·Pipetas Mohr (l, 2, S, y 1 O mi) 

·Pipetas Pasteur 

-Vasos de precipitados (S, 10, 250, y SOO mi) 

·Matraces aforados (S, 10, 25, 100 y 1000 mi) 

·Mátraces Erlenmeyer(lO, SO, y 100 mi) 

·Tubos de ensayo 

-Agitadores de vidrio 

·Probetas ( 1 o mi, SO mi) 

-Cubct~s ¡ectangularés dé J mi p~ra él espcctrofotórrietro 

-Tulloscápilare~ de 7S mm dé longitud 

-Embudós 

-Parrilla eléctrica 

-Hiciera 

-Gradilla 

·Tubos de policarbonato (SO mi, Thomas Sclentifii: 26JO-D 16) 

·Tubos de policarbonato ( 16 it 1 O IT;m Colé Pannérc L-06329-31) 

-Termómetro 

·Microjeringas Hamilton (25 ul, 60 ul, 100 ul) 

·Parafilm 



3.2.3 EQUIPO 

·Balanza analítica E. Mcnlcr type 11 5, capacidad 160 g 

·Balanza analítica E. ~lcttler typc H S 1 Ar, cnpncidnd 160 g 

·Balanza granatnrin Gauss 

·Potenciómetro para medir pH, Radi,,mctcr PH M22 r, con una escala de 

sensibilidad de 0.01 en el amplificador PHA630 Pu. 

·Microcentrlfuga Beckman Microfugc E TM 

·Centrífuga Clínica Christ 

-Espectrofotómetro Bcckmnn DU-65 

-Centrífuga IEC modelo Mlcrocapilnr MB 

·Centrifuga J2 • HS Bcckman 

·Rotor Beckm•fo JA-20. de 7 cm de radio medio para la centrfruga J2-HS 

·Disco microcnpilar Reader IEC modelo 2201 

¡q 
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J.2.4 . RF.ACTIVOS 

-Cloruro de sodio, Bakcr 3624 

-O-glucosa, Sigma 0-5250 

-Ac. Cítrico, Mérck 244 

-Citrato trisódico, Baker 3646-01 

-Fosfuto monosódico H20, Bukcr 3818-01 

-Fosfato disódico Daker 3828-01 

-NAD {nicolinnmida adcnina dinuclcótido), Sigma N-7004 

-Deshidrogenasa alcohólica, Sigma A-7011 

-Trizma Base, Sigma T-1503 

-Alcohol etflico, Merck 15853 

-Acido perclórico 60%, Mcrck S 18 

-Fluoruro de sodio, Merck 6449 

-Cltocalasina B, Sigma C-6762 

-Florctinn, Sigma P-7912 

-EDTA, (etilcndiamlno acetato disódlco), Sigma E-9884 

-Heparina, Sigma H-7005 

-Dimetll suffóxido, Baker 9224 

-Dlagnostic Kit glucose, Sigma No. 16 UV {HK) 50 
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3.3 METODOLOGIA. 

3.3.1 OBTENCION DE LA SANGRE 

Las bolsas de sangre, donadas por el banco de sangre del Instituto Nacional de 

Cardiología Ignacio Chá\·ez, contenl1m 70 mi de anticoagulante CPDA-1, cantidad 

suficiente para recibir 500 mi de sangre del donador; pero In mayorla no tcnlan los 500 mi 

sino sólo 240 a 365 mi de sangre o sea que contenlan un exceso relativo de anticoagulnnte, 

3.3.2 SEPARACION l>E ERITROCITOS Y DI: PLASMA 

La sangre contenida en las bolsas se mezcló muy bien y la muestra cxtralda se 

centrifugó a 1,000 x g (4000 rpm) en el rotor JA-20 de 7 cm de radio medio, a 4ºC, durante 

20 min. Al final con pipeta Pasteur se transfirió el plasma a un mntl'l11. de Erlenmeyer. La 

interfase entre el plasma y los crilrocitos se desechó con el fin de descanar la ma)'Or parte 

de los leucocitos y las plaquetas. 

3.3.J LAVADO DE LOS ERITROCITOS (10) 

A los eritrocitos sedimentados, separados del plasm", se les agregó un volumen 

igual de solución isotónica de fosfatos. Los tubos se taparon con paratilm y se invirtieron 

suavemente hasta resuspender totalmente los eritrocitos. La suspensión de glóbulos rojos 

se centrifugó a l ,000 xg (4000 rpm), durante 20 min, a 4°C. El sobrcnadante se eliminó 

con una pipeta Pasteur, junto con la capa blanquecina de leucocitos y de plaquetas si ésta 

era aparente. 

En el transcurso de los e.xperime~tos se detectó que al lavar los eritrocitos, además 

de quitar residuos de plasma y de otras células sangulneas, se extraía la glucosa endógena 

de los glóbulos. Consecuentemente los eritrocitos se lavaron las veces que fue necesario 

para quitar toda la glucosa endógena, lo cual se logró en la mayoría de las ocasiones al 

cuarto lavado. Los eritrocitos una vez larndos se pusieron en un frasco de Erlenmeyer. 
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J.J.4 PREPARACION DE UN EXTRACTO ACIDO LIBRE DE 

PROTEINAS PARA DETERMINAR GLUCOSA EN LOS ERITROCITOS 

A un mililitro de paquete de eritrocitos, resuspendidós en un mililitro de solución de 

Dodge, se le agregaron 2 mi de ácido perclórico al 8%; se agitó y se dejó lo mezcla en hielo 

l O min. Luego se centrifugó a 900 xg (2600 rpm) en u.no centrifuga clínica Christ, a 

temperatura ambiente, durante 10 min. El sobrenada.nte Íibre de proteínas precipitados se 

pasó o otro tubo para centrifugarlo nuevamente y asr_: obtener uno solución libre de 

partículas visibles (concentración del perclórico. en el extracto ácido aproximadamente 

4%). 

J.J.S DETERi'HINACION DE LA.CONCENTRACION DE GLUCOSA POR 
'· .. · .. ' . 

EL METODO ENZIMATICO CON IlEXOCINASA Y GLUCOSA 6-FOSFATO 

DESHIDROGENASA 

Las detennlnaciones de glucosa. se llevaron, a cabo en muestras de soluciones 

acuosos de glucosa, en el extractó térmico y en lós exime.tos ácidos de eritrocitos o de lo 

mezcla de Incubación, 

FUNDAMENTO 

Lo técnica se basa en In fosforilnclón de la glucosa por el ATP en presencia de lo 

hexocinasa. La glucosa 6-fosfnto fomtada es oxidada por el NAO a 6-fosfoglucono·.S· 

lactona en pre~encia de la glucosa 6·fosfato deshidrogenasa. Durante esta oxidación uno 

cantidad equlmolor de NAD es reducido o NADH. El NADH presento su máxima 

absorbencia a la longitud de onda de 340 nm. El incremento en la absorbancia es 

directamente proporcional a la concentración de glucosa presente en la muestra. 



1) 

Glucosa +A TP ·················-> G-6-P + ADP + 11• 

hexocinasa de lcl'adura 

G-6-P + NAD····················> 6-PG lactona + NAOI-! + !-!' 

G-6~P deshldrogenasa de Leuconosioc mesenteroides 

Cada frasco de reaclivos (Sigma Diagnostic Kit Glucose No. 16-UV 1 !K 50) 

contiene; 

NAO 

ATP 

!.5mM 

1.0mM 

Hexocinada de levadura 1,000 unidndesll itro 

0·6-P deshidrogenasa de Leuconostoe mesenleroides 1,000 unidades 11 itro 

Iones magnesio 2:1 mM-

Amortiguador 

Azida de sodio 

pH7.5±0.I 

0.05% (preservativo) 

Los reaciivos del frasco original se disolvieron con 50 mi de agua desionizada y la 

mezcla se hizo por inversión. 

La reacción se llevó a cabo a temperalura ambienle. Habitualmente se ponlan 1.50 

mi de la solución de los reactivos Sigma en una cubeta rectangular del espectrofotómetro, 

de 3 mi de volumen y de 10 mm de anchura interior, y se midió su absorbancia a 340 nm, 

comparándola contra la del agua puesta en otra cubeta. Una vez obtenida la lectura inicial, 

se agregó a la cubeta, con una pipeta Hamilton, !O µI de muestra; se mezcló bien y luego 

de 10 min, cuando la absorbancia ya fue estable, se tomó la lectura final. 

Para obtener el cambio de absorbancia (M) se le restó a la lectura final (A2) la 

lectura inicial (A1). 

La concentración de glucosa se expresa en los miligramos contenidos en un 

decilitro de la muestra analizada y se obtiene con la siguiente ecuación; 



Glucosa (mgfdl). M x YI x PM x 100 .M x 437 

6.22 x I 01 x PL x VM 

Donde: 

M 

VT 

PM 

100 

6.22 X 101 

PL 

VM 

mi ro~ mmol'1..ml..ill'1. mg/dl 

cm'1 mmol'1 mi cm mi 

cambio de absorbancia =A2-A1 

volumen total de la mezcla de reacción en la cubeta ( 1.51 mi) 

Peso molecular de la glucosa (180.16 mglmmol) 

Conversión de mililitros n decilitros (mlldl) 

Coeficiente de absorbancin del NADH (cm'1 mmol'1 mi) 

Paso de luz en la cubeta (1 cm) 

Volumen de Ja muestra analizada (0.01 mi) 

J,J,6 OBTENCION DEL PLASMA LIDRE DE PARTICULAS 

BIOLOGICAS 

El plasma obtenido de la centrifugación de la sangre total, recibida en solución 

anticoagulante, se ultracentrifugó y se mlcrofiltró para eliminar restos de eritrocitos, de 

leucocitos y de plaquetas, ya que todos ellos contienen actividad NAO glicohidrolasa. 

La ultracentrifugación se realizó a 7800 xg (10000 rprn) en el rotor JA-20 de radio 

medio 7 cm, a 4°C, durante 20 min y el sobrenadante se pasó luego a través de un 

microfiltro de 0.45 µm de poro. 
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3.J.7 PURfflCACION DEL PLASMA POR CALENTAMIENTO 

Los tubos conteni•ndo porciones de 30 mi de plasma libre d• partículas biológicas, 

se pusieron en un baffo de agun que estuvo a la temperatura Je ebullición. Cuando se 

igualó la temperatura del plasma con el agua del bniio se dejó 30 min. Al termino de este 

tiempo, los tubos se enfriaron poniéndolos en unn hielern. El contenido pastoso se disgregó 

con uno espátula >' se pasó a otros rnbos para centrifugarse a 22600 xg ( 17000 rpm) en el 

rotor JA-20 de radio medio de 7 cm, durante 2 horas a 4°C. El sobrenadante obtenido se 

pasó por un tiltro de 0.20 um y se guardó en un frasco que lrnbía sido esterilizado (extracto 

térmico). 

J,J,8 ENSAYO DE LA ACTIVIDAD NADusa 

Los eritrocitos lavados se resuspcndieron habitualmente en cada una de las 

siguientes soluciones: 

l.· Solución de Dodge (solución idealmente isotónica de fosfatos) 

2.· Solución de glucosa 

J •• Extracto termico 

3,3,9 INCUlJACION PARA EL ENSAYO DE LA ACTIVIDAD NADasa DE 

LOS ERJTROCITOS RESUSPENDIDOS EN LAS DISTINTAS SOLUCIONES 

En los ensayos se incluían siempre dos controles: uno consistente en una suspensión 

de eritrocitos en la solución de Dodge y otro de eritrocitos suspendidos en el extracto 

térmico. Cada ensayo se realizó por duplicado tanto a pH ácido como a pH alcalino. La 

mezcla de incubación contcnla lo sig·1iente: 

1.50 ml de eritrocitos suspendidos en la solución correspondiente 

l .00 mi de amo11iguador de fosfatos 0.3 M 

0.25 mi de agua 

!l.2i.ml.de NAO 

3.00 nll dé volumen totaí 
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El omoniguador de fosfatos 0.3 M se preparó a pH 6.25-6.28 para la actividad 

ácida y a pH 8.70-8.93 para la actividad alcalina respectivamente. 

La mezcla se preincub6 S minutos en el baflo a 37°C y la reacción se inició. al afladir 

0.25 mi de unn solución de NAD 6 mM. Inmediatamente.se Íapó·~¡ tubciy s~ invÍnió 10 

veces (aproximadamente 20 segundos). En seguida se tomó 1.ml de la m~zdá y se vació ÍI 

un tubo que contenla 1 mi de ácido perclórico ni 8% puesto en.-la hlelera.''. ECtubo con la 

mezcla ácida se agitó vigorosamente y se volvió a poner e~frl~· al rT1enos por 10 minutos. 

Esta muestra correspondla ni tiempo O. 

El tubo con la mezcla de Incubación rcslante se regresó Inmediato al bollo a 37°C y 

se incubó 14 minutos más. 

Al minuto 14 se sacó el tubo, se mezclo su contenido y riue~lirñ~nte se. ton\ó 1 mi de. 

muestra que se vació al minuto 15 en otro tubo que contcn(a 1 mi dé ál:ido perelórico fr(o. 

Esta muestra correspondia al tiempo 1 S. 

A la porción restllnte de la mezcla de incubacló~ se le midió el pH o 37°C. 

J,J,JO MEDICION DEL HEl'llÁTOCRJTO 

El hcn\atocrito se determinó en todos los suspensiones de eritrocitos. Se usaron 

copilares de 75 mm de longitud, 1.1·1.l de diámetro y 0.2 mm de grosor de la pared. La 

suspensión de criiiocltós. se. dejó subir por el copilar manteniendo Inclinado él tubo hasta 

llenar 3/4 panes del mismo. El capilar se selló en el extremo no ocupado pór la sarigre, 

fundiendo el vidrio con una flama d.e gas, evitando que la sangre se dallara. 

Los capilares se centrifugaron 3 minutos, a 18,460 x g, en la centrffuga IEC modelo 

Microcapilar MB y los sedimentos se leyeron en el disco Mlcrocapllláiy Reader IEC 

modelo 220 l. 



3.3.11 MEDICION. DEL NAO POR El. i\H:TOIJO l>E LA 

DESlllDROGENASA ALCOllOLICA 

FUNDAMENTO 

La deshldrogenasa alcohólica cataliza la siguiente reacción: 

Etanol + NAO ·······-> Acetaldehido + NADH+ 

El equilibrio se desplaza completamente hacia la derecha cuando In reacción ocurre 

a pH alcalino y en presencia de un exceso de etanol. 

El dinucleótido reducido de nicotinamida y adenina (NADI 1) tiene una absorbancia 

máxima a 340 nm, mientras que el dinucleótido oxidado (NAO) no absorbe la luz a esta 

longitud de onda; por lo que la absorbancia que se lee corresponde al NADH presente en la 

muestra, el cual equivale al NAO presente en la mezcla de incubación que ha sido reducido 

por el etanol en presencia de la dcshidrogcnasa alcohólica. 

3.J.12 MEDICION DEL NAD 

En cubetas rectangulares de 3 mi, se pusieron 2.00 mi de amortiguador de In 

deshldrogcnasa alcohólica y 1.00 mi del extracto ácido. Luego de tapar con parafilm, se 

mezcló bien su contenido invirtiéndola varias veces. La absorbancia a 340 nm se leyó 

contra otra cubéta con agua (lectura inicial). Después se agregó con una pipeta automatica 

Gilson, O.OS mi dé la dilución de las deshidrogenasa alcohólica y, luego de tapar la cubeta, 

se mezcló bien su contenido y se leyó la absorbancia 2 ó 3 minutos después, también contra 

agua (lectura flnal). 

La absorbancla neta se obtuvo restando a la lectura final la l~ctura ·inicia l. La 

diferencia de absorbancla M se obtuvo restando a la absorbancia neta.del tiempo O la· 

absorbancla neta del tiempo 15. 



Cálculos para obtener el valor de la actividad específica: 

1.-ó.A X X J..ll2 X :Lll X lJl x..L = óA X 130.76 

6.22 " 10'1 1.0 1.0 1.5 IS 

nmot de NAO cónsumido 

min, rrll d~ s~ng~e o d~,;~sp;nslórí de ' .··- ,., .. - ·., 

eritrocitos encualquÍéra de' las soluciones 

usadas; 

2.-M x 130.76_x __ l~O-Oº~Mi•= Áx 13076 ··.;= nrúol de NAO consumido 

hemitlocrito · ~em~tÓ~rit~ min, nil de eritrocitos 

28 

3.- La unidad de actividad de actividad°cn,ZIÍr\ática ~s la cantidad ~e enzim~ capaz de 

hldrolizar 1 nmol de NAD~or íiiiHlJto',~n IÓscoJ~icio~es que se especific:i'n. 
- . :- - - -- ~ ' ,.-, 

4.- La actividad específica ~s eJ 11Cimerl) de'uiiidades contenidas en 1 mi de eritrocitos. 

Signillcado de lós tÚnilrios de la ecuación anterior. 

6.22 x 1 o·'= coeficiente de absorbancia del NADH expresado en cm'1 (nmo1Jm1)'1 

3.05 =mililitros en la cubeta del espectrofotómetro 

1.0 =mililitros del sobrenadante ácido puestos en la cubeta del espectrofotómetró. 

2.0 = mililitros de In mezcla del ácido perclórico y de la muestra de ·la niezeln de 

incubación 

1.0 =mililitros de la muestra de incubación tomados al tiempo O ó al tiempo IS 

3.0 =mililitros de la mezcla de incubación 

l .S =mililitros de sangre o de suspensión de eritrocitos en la mezcla dé lni:uliaclón 

1 S =minutos de incubación 

Hematocrito = hematocrito de la sangre total o de las suspellsfones de eritrocitos en las 

diferentes soluciones. 



CAPITULO 
IV 



RESULTADOS Y DISCUSION 

4.1 RESULTADOS 

Con cualquiera de las tres soluciones anticoagulantes que se usaron (CPDA-1, Heparina y 

Na2EDTA) ,para recibir la sangre, los eritrocitos lavados mostraron siempre mayor actividad 

NADasa a pH alcalino en 'presencia de extracto térmico que en su ausencia. Y el incremento 

observado en cada caso fue muy semejante (tablas 1, 2 y 3). Además el ini:remento de la 

actividad NADasa alcalina fue siempre ligeramente mayor cuando los eritrocitos estuvieron 

resuspendidos en el extracto térmico que cuando estaban en la sangre (tablas 1, 2 y 3 ). En lo que 

se que se refiere a la actividad NADasa medida en el medio ácido, ésta siempre fue menor que en 

el medio alcalino tanto en el caso de los eritrocitos presentes en la sangre como en la suspensión 

de éstos en el extracto térmico; a su vez entre estas dos condiciones no hubo diferencia 

prácticamente (tablw¡ 1, 2 y 3). 

En el caso de las suspensiones de eritrocitos hechas en la solución isotónica de· fosfatos, la 

actividad NADasa fue sensiblemente igual que la alcalina ·Y estas cifras fueron a su vez muy 

semejantes a las observadas en· el inedió ácido cuando se usó la sangre o la resuspensión de 

eritrocitos en extracto térmico (tilblas 1, 2 y j). 

La actlvldád específica NÁDasa en los eritrocitos lavados con el procedimiento de Dodge 

y resu~pendidos en la solucion Isotónica de fosfatos (medio de Dodge) fue casi igual a pH ácido 

que a pH alcalino; mientras que los resuspendidos en plasma mostraron 2.25 veces más actividad 

a pH alcalino que a pH ácido. A su vez, el incremento en la actividad específica en el medio 

alcalino fue de 18 con respecto a la actividad medida en ausencia de plasma y en el medio ácido, 

la actividad casi no se modificó por la presencia del plasma (tabla 4). 
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En algunas preparaciones desde el tercer lavado el contenido de glucosa fue cero, tanto en 

el paquete de eritrocitos como en el líquido sobrenadante (experimento 1 ); en otros, aun después 

del cuarto lavado, el contenido, aunque bajo, no fue cero (experimento 2) (tabla 5). 

Al usar el ácido pcrclórico a una concentración en In mezcla final mayor de 2.5%, para 

precipitar las protelnas de Jos eritrocitos, el pH que resultó en el medio de incubación para 

determinar glucosa file menor de 7.40; sobre todo si la muestra agregada fue mayor de 20 ul para 

1.50 mi de la solución de los reactivos puesta en la cubeta del espectrofotómetro (tabla 6). 

Cuando el pH del medio de incubación para determinar glucosa fue menor de 7.4, el 

cambio de absorbnncin a los 1 O minutos de iniciada In reacción fue 111enor entre menor era la 

cifra del pH y esto fue más marcado cuando el volumen de la_ muestra fue mayor de 20 ul para 

1 .SO mi de solución de reáctivos (tabla 7). 

Las cifras obtenidas midiendo soluci~nes puras de O-glucosa a concentraciones mayores 

de 5 mgldl, son confiables, yn que correspondieron aÍ 9;·98% de Jo e;~erad~; en canibio a 

concentraciones menores, las cifras obtenidas fueron relativamente bajas (80~, m_blá 8); 

En una mezcla de incubación que contenía 26.6 mg de glucosa y 12;5 mi de paquete de 

eritrocitos lavados por decilitro, los eritrocitos consumieron 0.90 µg de glucosa por mililiiio' dé 

mezcla de incubación y por minuto, durante la primera media hora de lricúbá_ciÓn a 37ºC y pH 

7.40 y 1.37 ug:mJ, min, en In segunda media hora (tabla 9). Si se toma la cifra p~oriiedio de estos 

consumos, resulta el valor de 9.1 µg de glucosa consumida_ por riii!ilitro ,cl,e ecttrociios y por 

minuto, en las condiciones de incubación especificadas (tabla 9). 
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En otro experimento, en que la mezcla de incubación tenia 3 LO mg de glucosaldl, pero 

con una cantidad de eritrocitos del doble del experimento nnlerior (25 mi de ·paquete de 

eritrocitos por cada decilitro}, los eritrocitos consumieron l. 77 µgJml, min en la primera m.edia 

hora de incubación y 3.20 µglml, minen la segunda media hora (tabla 10). Si se torna.la cifra 

promedio de estos consumos resulta el valor de 9.9 µg de glucosa consumida por mnilitr~ de 

eritrocitos y por minuto, en las condiciones de incubación especificadas (tabla 1 O}, 

Los eritrocitos lavados resuspcndidos en .solución de fosfatos, cuando se incubnron en el 

medio ácido en presencia de 3.3 mM de O-glucosa casi no consumieron este azúcar y la actividad 

NADasa fue baja; en contraste, los eritrocitos incubados en el medio alcalino, en donde la 

actividad NADnsa fue mayor que Ja ácida, consumieron 7 mg de O-glucosa por decilitro de 

mezcla de reacción y en 30 minutos (tabla' 1 1 ). 

La velocidad de consumo dé O-glucosa por Jos eritrocitos lavados de sangre humana fue 

casi la misma (alrede¡Jor de l O úg por mililitro de eritrocitos y por minuto; cifras límites 7.9 y 

14.6) independientemente de liÍ cútiittÍa de las concentraciones de glucosa usadas que fueron de 

24.6, 49.2 y 92.8 mg!dl di mezcla de reacción respectivamente, y a pH 7.8 a 37°c y con 60 

minutos de lncubai:tóii; ·• .P~~r ~otra parte, la velocidad de consumo de glucosa parece ser la 1nisma 

en la primera y efi la se¡ul1d~ mitad del periodo de incubación (7.9 y 9.8; 13.3 y 8.8; 10.6 y !O.O 

µg¡ml de eritrociíos, min) (tabla 12). 

Los eritrocitos lavados de sangre humana que fueron incubados con Q'gl11cosa mos.traroÍI 

mayor actividad especifica NADnsa alcalina que los incubados sin este azilcai: y 111 respuesta de 
esta actividad a diferentes concentraciones de O-glucosa fué casi la misma a pllith: de 0.4 mM y 

hasta 7.3 mM de glucosa (tabla 13) (figura!}. 



Cuando el medio de suspensión fue el extracto tc!nnico preparado del plasma. que por 

supuesto contiene glucosa y otros componentes que se han idcnlificado como péptidos, los 

eritrocitos mostraron un incremento de In ncti\'idad especifica NADasa alcalina que rebasó 

notablemente al pro\'ocado por la solución pura de O-glucosa en solución isolónicn de fosfatos 

(tabla 14) (figura 1). Además este incremento aumentó continuamente en relación con l:is 

mayores concentraciones del extracto en la mezcla de incubación, en contraste con lo observado 

con las soluciones de O-glucosa pura, en donde In respucsla, como se hizo notar unlcs, fue In 

misma independientemente de las concentraciones de O-glucosa usadas (figura 1 ). 

Los eritrocitos que se incubaron en presencia de O-glucosa mostraron una mayor 

actividad NADasn alcalina que los eritrocitos rcsuspcndidos en solución que sólo contenía 

fosfatos, y las diferencias provocadas por este azúcar variaron porcentuálmcnte en cndn una de 

los cuatro experimentos (tabla 1 5). 

Por olra parte, la actividad NAOasa de los eritrocitos hemillizados que se resusp.,ndieron 

en solución O-glucosa no respondió a la presencia de esta hexosa (tabla 15). Al comparar In 

actividad NAOasa alcalina de los eritrocitos resuspcndidos en la solución sola de fosfatos, tanto 

los intactos como los hemollzados tuvieron casi la misma aclividad; pero, en los eritrocitos 

resuspendidos en solución de O-glucosa, la actividad NADasa en los hemoli7.ados fue 

notablemente menor (tabla 15). 

El ion fluoruro a la concentración 3 mM en la mezcla de incub11ción aparentemente no 

modilicó la actividad NADasa, tanto ácida_ como alcalina, de los eritrocitos incubados en 

presencia de S y 8 mM de: ~~glucosa, respectivamente; como -lo muestra el hecho de que los 

valores de esta actividad fueron casitas mismos en ausencia y en presencia de fluoruro (tabla 

16). 
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El lluoniro a la concentración 3 mM inhibió completamente el consumo de glucosa por 

los eritrocitos, desde los 15 primeros minutos de incubación (tabla 17). 

El etanol a In coricentrncióll t tvÍ'~n'la mezclad~incubnción no modificó el consumo de 

glucosa ni la actividad ~spec!fica de la NAO~Íl atJ~lin'a (tubl~ 18)'. 

Lu presencia de floretina, inhibidor del transportador de la O-glucosa en el eritrocito, a lu 

concentración de 0.83 mM en la mezcla usada para medir el NAO en la cubeta del 

espectrofotómetro, aumentó el valor inicial habitual de la absorl:ancia leida a 340 nm de la 

muestra analizada. Además este valor no fue estable, sino que disminuyo al paso del tiempo a 

razón de casi 0.030 de cambio por cada intervalo de 30 minutos durante los 90 minutos de 

incubación (tabla 19). Sin embargo, In.• lecturas nelas de la absorbancia a 340 nm, 

correspondientes a los diversos tiempos transcurridos después de la adición de la alcohol 

deshidrogenasa, revelaron que las diferencias correspondientes fueron casi idénticas (en este 

caso, alrededor de 0.107) (tabla 20). Con esta observación, descartamos que la presencia de 

floretina fuera capaz de modificar las diferencias de las lecturas de la absorbancia 

correspondientes a la fonnación del NADH en la muestra medida. 

La O-glucosa a la concentración 3.3 mM en la mezcla de reacción incrementó, como se 

ha observado siempre, la actividad especifica NADasa alcalina (4, 2 y 3 unidades!ml de 

eritrocitos, respectivamente, en los experimentos l, 2 y 3 de la tabla 21. Y los incrementos 

provocados por el extracto térmico fueron a su vez, 5 y 6 unidades por mililitro de eritrocitos 

(exp. 2 y 3, tabla 21). Por otra parte, en presencia de floretina disminuyó el consumo de g!ucosa 

notablemente tanto en las resuspensiones de eritrocitos hechas en solución de O-glucosa como en 

las preparadas en extracto térmico; sobre todo a la concentración de este inhibidor de 12.S m.\f. 



Además, sorpresirnmente, disminuyó el incremcmo de la actividad NAOasa alcalina provocado 

por la presencia de O-glucosa o del extracto témtico (tabla 21 ). 

La citocalasina B, otro inhibidor del transporte de la O-glucosa en los eritrocitos, a In 

concentración de 0.1 mM en la mezcla de incubación, inhibió poco más del 40% el consumo de 

O-glucosa y casi no modificó la actividad NAOasa alcalina de los eritrocitos lavados e incubados 

tanto en presencia como en ausencia de O-glucosa (tabla 22}. 

La nicotinamida, inhibidor de la actividad NADasa y de otras muchas enzimas, inhibió a 

In ncti\•idad NADasa de los eritrocitos larndos, a partir de la concenlración 0.01 en la mezcla de 

incubación )'la inhibición llegó a ser del l 00% a la concentración 0.20 M. Por otra parte, y 

sorpresil'amente, el consumo de O-glucosa por los eritrocitos disminuyó notablemente en el 

medio de incubación que conlenia 0.1 S M de nicotinamida y sobre lodo en el que tenía 0.20 M de 

este inhibidor; en este último, el consumo fue sólo el 20% del mostrado por los eritrocitos 

incubados sin este inhibidor (labla 23). 



TABLA l. ACTIVIDAD NAD11sa DE LOS EIUTROCJTOS LA VADOS DE SANGRE 

RECIBIDA EN SOLUCION DE CITRATO-FOSFATO-DEXTROSA 

ADENINA (CPDA·I) 

MUESTRA 

Sangre Total 

Suspensión de 
eritrocitos: 

En solución 
de fosfatos 

En e1Ctracto 
térmico 

Pll 

6.48 

6.69 

6.65 

MEDIO ACIDO 
,1ctMd111/ 
E.<pecífica 

21 

17 

19 

i\-IE{)fO Al.OIUNO 
p/l Acti,.i1/11d 

Espéclf;ca 

7.79 28 

7.95 19 

8.07 33 

!5 

La actividad especifica esta expresada en nanomoles de NAO hidrolizado por minuto y por 

mililitro de eritrocito en las condiciones de incubación descritas en el texto. 
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TABLA 2. ACTlVIDAD NADasa DE LOS ERITROCITOS LAVADOS DE SANGRE 

RECIBIDA EN SOLUCION DE llEPARINA 

MUESTRA 

Sangre Total 

Suspensión de 
eritrocitos: 

En solución 
de fosfatos 

En extracto 
ténnico 

MEDIO ACWO 
pH Actividad 

especifica 

6.53 19 

6.69 19 

6.64 23 

MEDIO Al.CAllNO 
pi! ActMtlml 

especíjic11 

7.87 30 

7.96 18 

8.07 36 

La actividad especifica está expresada en nanomoles de NAO hidrolizado por minuto y por 

mililitro de eritrocito en las condiciones de incubación descritas en el texto. 

Se usó una solución de heparina (Sigma H-7005) con 2000 unidades!ml, en proporción de 0.1 mi 

por cada 20 mi de sangre. 
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TABLA J, ACTIVIDAD NADasa DE LOS ERITROCITOS LAVADOS DE SANGRE 

RECIDrDA EN SOLUCION DE EDETATO DISODICO 

MUESTRA 

Sangre Total 

Suspensión de 
eritrocitos: 

En solución 
de fosfatos 

En extracto 
térmico 

MEDIOACIDO 
pH Actividad 

específica 

6.54 23 

6.69 19 

6.64 20 

MEDIO ALCALINO 
pH Ac1ivi1/ad 

espei:ljict1 

7.98 17 

8.09 37 

La actividad especificada está expresada en nanomoles de NAO hidrolizado por minuto y 

por mililitro de eritrocito en lás condiciones de incubación descritas en el texto. 

Se uso 0.4 mi de solución al So/o (pJv) de edetato disódico por cada 20 mi de sangre. 



TABLA4.-ACTIVIDAD NADasa EN LOS.ERITROCITOS LAVADOS.CON LA·TECNICA DE DODGE Y COLABORADORES 

MEDIODESUSPENSION 

DE LOS ERITROCITOS 

Medio de Dodgc 

Plasma 

MED(OACJbO .. 

pH. 

6.73 

6.71 

Actividad, · 

tsptclfica 

19 

16 

. MEDIOALCALINO 

pÚ 

7.96 

8.0Z 

ActMdad 

tspedficu 

18 
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El contenido de glucosa de Jos eritrocitos usados corresponden a los del experimento 1 de. ta tabla 5. 

INCREJlfENTO DE LA ACTIVIDAD 

A pi/ AlOIUNO 

o 

18 

u 

"" 
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TABLA S. CONTENIDO DE GLUCOSA EN LOS ERITROCITOS LA VADOS V EN EL 

LIQUIDO SOBRENADANTE 

Número1/e 
lavados 

o 
1 
2 
3 
4 

o 
1 
2 
3 
4 

Eritrocitos 
(mgldl) 

Experimento 1 

508 
52 

5 
o 
o 

Experimento 2 

326 
128 
so 
28 
12 

I.iquido sobren17'!1111te 
(mgldl) 

557 
57 
16 
o 
o 

354 
124 

"º 14 
4 



TABLA 6. VALOR DEL ¡111 DE LA MEZCl.A DE INCUUACION PARA MEDIR 
GLUCOSA ENZlMATICAMENH.: EN FUNCION DE LA CONCENTRACION 
DEL ACIDO QUE SE USO PARA PRECIPITAR LAS PROTEINAS DE LA 
SUSPENSION DE ERITROCITOS 

Acitlo Perclórico pi/ de la mezc/11 tle re11ccitin 
% (plv) f!.tlrtl medir glucmw 

Solución en/11 V11/úme11 1/e /11Afue.<tru1111111i:111l11 
Origi11a/ mf!:cln 2011/ Sflu/ 

5 2.5 7.40 7.25 

8 4.0 7.30 6.94 

10 5.0 7.27 6.63 
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Un volumen de 4.5 mi del paquete de eritrocitos se añadió a 4.5 mi de extracto térmico 

diluido 1 :5 y a 2 mi de esta suspensión se les añadieron 2 mi de la dilución correspondiente del 

iicido perclórico. En dos cubetas del espectrofotómelro que contenían l. 50 mi de la solución de 

reactivos para medir glucosa enzimáticamente, se p11>ieron 20 y 50 ul del extracto ácido 

correspondiente a cada concentración del ácido pcrctórico, respectivamente. 



TABLA 7. EFECTO DELpH DEL EX!RACTOACIDO SOBRE LA CIFRA DE 

GLUCOSA DETERMINADA ENZll\IATICAMENTE EN MUESTRAS DE 

DICHO EXTRACTO 

Acido perclórico Concentración de gluco.fll 
%(pl•:I (mgldf) 

Solución En/a Volúmen de la muestra an111iuul11 (uf) 
Original mezcla 20ul SO uf 

2.5 35.6 32.9 

8 4.0 34.3 31.1 

10 5.0 33.0 28.7 
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Un volumen de 4.0 mi del paquete de eritrocitos se mezcló con 4.0 mi de solución 

isotónica de glucosa ( 100 mgldl) en fosfatos isotónicos. La mezcla de incubación se preparó con 

1.25 mi de esta suspensión de eritrocitos para un volumen final de 2.50 ntl. Un volumen de 1.0 mi 

de esta mezcla se vació sobre 1.0 mi de la dilución correspondiente del ácido perclórico. En dos 

cubetas del espectrofotómetro que conten[an 1.50 de solución de reactivos para medir glucosa 

enzimaticamente, se pusieron 20 y 50 ul del extracto ácido correspondiente a cada concentraéión 

del ácido perclórico, respectivamente. 



TABLA 8, SENSIBILlDAD DEL METODO ENZIMATICO USADO PARA 

DETERMINAR LA CONCENTRACION DE GLUCOSA. EN EXTRACTOS 

ACIDOS DE LA SUSPENSION ERITROCITOS 

Soluciones tle Volumen tle la A bsorbancit1 Cni1centrt1ción 111¡¡!1// 
D-glucosa muestra medida' a.NO Experimental V11l"r 

(mgftll) (ul) PtJrce11t11al' 

2.5 20 .023 2.0 80 

s.o so .oss 4.9 98 

so.o so .220 48.5 97 

'Se usó en cada caso 1.50 mi de la dilución de lós reactivos: 

bCon respecto a la concentración teórica 



TABLA 9. CONSUMO DE GLUCOSA POR LOS ERITROCITOS LAVADOS 

SUSPENDlDOS EN UNA SOLULCION DE GLUCOSA EN FOSFATOS 

ISOTONICOS {hematocrito 12.5%) 

lncllbnción 11 J'l"C Glucosa en la mete/a (.onsumo ''" ¡¡/11cos11 
ypH 7.8 de Incubación Absofwo Vc/ocirfnd 
(m/11) (mgld/) (mgldl) (11glm/, min) 

o 26.6 o 

30 2J.9 2.7 o 0.90 

60 19.8 4.1 l.37 

Un volumen de 2.0 mi de paquete de eritrocitos lavados se ai\adió a 6.0 mi de solución de 

glucosa en fosfatos isotónicos. La mezcla de incubación se preparó con 1.25 ml de esta 

suspensión de eritrocitos para un volumen final de 2.50 mi. Un volumen de 0.5 mi de mezcla se 

vació en 0.5 mi de ácido paerclórico al 5%. En cubetas del espectrofotómetro que contenlan 1.50 

mi de reactivos para medir glucosa enzimátlcamente, se pusieron 20 ul del estracto ácido por 

analizar. 



TABLA 10. CONSUMO l>E GLUCOSA POR LOS ERITROCITOS LAVADOS 

SUSPENDIDOS EN UNA SOLUCION DE GLUCOSA EN FOSFATOS 

fSOTONICOS (hemntocrito 25%) 

Incubación a J'l'C Glucosa en /11 me:cla Consumo de glucosa 
ypH 7.8 de incubación Absoluto Velocidad 

(min) (mgltll) (mgld/) (uglml,nrin) 

o 31.0 o 

30 25.7 5.3 o 1.77 

60 16.1 9.6 3.20 

Un volumen de 4.0 mi de paquete de eritrocitos lavados se añadió a 4.0 mi de solución de 

glucosa en fosfatos isotónicos .. La mezcla de incubación se preparó con 1.25 mi de esta 

suspensión de eritrocitos paÚun·~()lúmén final de 2.50 mi. Un volumen de 0.5 mi de esta mezcla 

se vacío sobre O.S mi de ácido perdtóric~ árSo/o. En cubetas del espectrofotómetro que conlenian 

1.50 mi de reactivos para meillr glücosii enzlrnaticamente se pusieron 20 vi del extracto ácido por 

analizar. 
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TABLA 11. CONSUMO DE D-GLUCOSA POR LOS ERITROCITOS EN EL MEDIO 

DE LA INCUBACION ACIDO Y EN EL ALCALlNO USADOS.PARA MEDIR 

LA ACTIVIDAD NADasa 

Medit> ele suspc11sión 
ele los eritrocitos 

O-glucosa 3.3 mM 
en sol de fosfatos 

Consumo de D-glúcosa 
(mg/dl) de mezcla, 
30 min. 

pH 

6.70 

,,.,fec/io dcii/o 
., AttMclacl 

especifica 

9.70 

.so 

pll 

7.83 

Mcclio alca/i110 
ActMclt1d 
especijlc11 

18.0 

7.0 



TABLA 12. EFECTO DE VARIAS CONCENTRACIONES DE O-GLUCOSA SOBRE EL CONSUMO DE ESTA HEXOSA 

POR LOS ERITROCITOS LA VADOS DE SANGRE HUMANA Y MEDIDO A DOS TIEMPOS DE 

INCUBACJON (hrma1ocri10 ll'llo) 

/11c11bación a J'l'C D-Gl11cosa 
;yapH7.ll Serie J Serie JI Serie JI/ 

(min) Cn Cs Ve/ Cn Cs Ve/ Cn Cs Ve/ 

o 24.6 o 49.2 o 92.8 o 

30 19.4 5.2 7.9 40.4 '8.8 13.3 85.8 7.0 10.6 

60 12.9. 1 f;7' '9.8 34.6 ' 14.6 8.8 79.2 13.5 10.0 

Cn;= Concentración deglucosá (~g!dld~meicla ¿~~ciÓ11) " ' . - ' ,.,, .. , ........ ,.,,.,.· ·¡ 

Cs..= C~nsumo de glucosa a los 30 y 60 min; .respecti~ente (mgldl de mezcla d. e. reacción) 
1 · ..•• ,.. •. · .• -·. ·••• ., ' .1'·- 1 , ..•• '''.'' ;, ••• · 

1 • : • ' -·. 

Vel = Veloci~ad, de cosumo de glucosa en el primer y seg~ndo interválo. de 30 min, respectivamente (uglml de eritrocitos, min). 

.. 
"' 



TABLA IJ. EFECTO DE DISTINTAS CONCENTRACIONES DE D·GLUCOSA 

DISUELTA EN SOLUCION ISOTONICA DE FOSFATOS SOBRE LA 

ACTIVIDAD NADasa ALCALINA DE LOS ERITROCITOS LAVADOS DE 

SANGRE HUMANA 

TUBO D-r,lucosa NAD-nso lncrcmc11to sobre la 
núm. (mgltll) (mM) pH ActiviJnJ Acti1'itlatl basal 

'especíjicn al timpa cero 

1 o o 8.0S 20 
2 3.2 0.18 8.03 30 10 
3 7.6 0.42 8.02 34 14 
4 11.0 0.63 8.01 34 14 
5 15.0 O.SS 8;01 32 12 
6 33.0 i.9 8.03 33 13 
7 49.0 2.7 8;02 33 13 
8 64.0 3.6 8.oJ 33 13 
9 81.0 4 .. s 8.0Ó 35 IS 
10 105.0 5,8 8.00 35 IS 
ll 132.0 ú s:óo 36 16 

Tiempo de Incubación t O mln a 37°C. 
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La actividad especifica en el medio ácido (pH 6:65) de los éritródtos suspe11didós en solución de 

fosfatos isotónica sin glucosa fue 21. 
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Fig. l.. Respuesta de la acllvida'd 1'!ADa~a alcalina de los eritrocitos humanos a concentraciones 
crecientes de O-glucosa ( • ) y n volúmenes. también crecienlés de exlracto 1ém1ico preparado de 
plasma (O • O) · 
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TABLA 14. EFECTO DE DISTINTAS CONCENTRACIONES DE GLUCOSA 

CONTENIDA EN EL EXTltACTO TER.MICO DE PLASMA SOBRE LA 

ACTIVIDAD NADasa ALCALINA DE LOS ERITROCITOS LAVADOS DE 

SANGRE RUMANA 

Tubo 
ntím. 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

O-glucosa 
en el estrncto t 
(mg/111) (mM) 

o 
4.3 
9.6 
23.0 
42.o 
61.0 
69.0 
93.0 
124.0 

o 
0.24 
b.53 
u 
2j 
JA 
3.li 
5.1 
6,9 

pll Actividad esp. 

8.04 
8.0i 

. Í!.04 
8.10 
8.JO 
IÍ.08 
8;09 
8.12 
8.12 

20 
~o 
35 
39 
42 
44 
44 
45 
'!7 

Tiempo de incubación 1 O min a 3 7ºC · 

La actividad especlílca en el medio ácido (pH 6.58) fue 22. 

/ncremenro sobre la 
actMdad basal 
111 tiempo cero 

10 
15 
19 
22 
24 
24 
25 
27 

49 
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TABLA IS, EFECTRO DE LA HEMOLISIS SOBRE LA RESPUESTA DE LA 

ACTIVIDAD NADas11 DE LOS ERITROCITOS A.LA PRESENCIA DE D-

GLUCOSA EN EL MEDIO DE INCUBACION 

¡VADt1.ra 
Mezcla de inc11b11ción 

Exp. ,Wne,luco.m Con l>-glucasa Di(ffrcnci11 
núm. pll Actfritl1ul pH ,Jctfritlacl Ab.wlut11 pordenw (%) 

Eritrocitos intactos 

7.79 IS.O 7,79 23.0 8.0 53.0 

2 7.80 9.4 7.82 13.0 3.6 38.0 

7.80 14.0 7.81 19.0 5.0 36.0 

4 7.79 17.0 7.80 21.0 4.0 23.0 

Eritrocitos Htmoflzpdos 

7.89 15.0 7,88 10.0 -5.0 -33.0 

2 7.92 6.70 7.92 7.0 0.3 4.0 

7.92 14.0 7.93 14.0 o o 

4 7.92 14.0 7.91 14.0 o o 



SI 

TABLA 16, EFECTO DEL FLUORURO SOBRE LA ACTIVIDAD NAOasa DE LOS 

ERITROCITOS LA VADOS DE SANGRE HUMANA 

Medio de suspensión M~dio ácido Metlio Alcalino 
de los erilr'ocitos pH Actfridad pH Actil<ltlatl 

espec(jlca espec(jlca 

Ex~crim~al!l 8 

Control (fosfatos) 6.72 25 7.88 29 

O-Glucosa SmM 
(en fosfatos) 6.70 26 7.85 JS 

O-Glucosa + NaF 3mM 6.68 28 7.85 31 

Ex~~d111~nt11 B 

Control (fosfatos) 7.82 19 

O-Glucosa 8mM 
(en fosfatos) 6.58 20 7.81 26 

O-Glucosa+ NaF lmM 6.60 16 7.77 23 

füperiroento e 

Control (fosflltos) 6.61 16 7.72 16 

O-Glucosa S mM 
(en fosfatos) 6.60 18 7.75 23 

O-Glucosa + NaF JmM 6.60 18 7.78 22 
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TABLA 17, EFECTO DEL FLUORURO SOllRE EL CONSUMO DF. O-GLUCOSA POR 

LOS ERITROCITOS, LAVADOS DE SANGRE HUMANA 

Incubación a J't'C 
ypH 7.B 

(min) 

o 

15 

60 

o 

15 

60 

o 

15 

60 

Ve/ncitlatl tle Con.rn11111 
ú1glmin,111/ de eirtrocitos) 
iUcdios tle i11cuh11ci1!11 

D-G/ucosa D-G/11com +NaF 

Experimento A 

o 

11 o 

8.4 o 

Experimento B 

o 

9.2 o 

6.7 o 

Experimento c 

o 

21 o 

9 o 

Estc.s datos corresponden a las preparaciones a: las que se refiére 111. tabla anterior. 



TABLA 18. EFECTO DEL ETANOL (USADO COMO SOLVENTE DE LA 
~·; ·" - : -: :-: 

FLORETINA) SOBRE EL CONSUMO DE D:GLUC.OS~ Y SOBRE LA 

ACTIVIDAD NAO GLICOHIDROLASA DE LOS ERITROCITOS LAVADOS 

Medio Je suspensión 
tk los eritrocitos pH 

Sol. Fosfatos 7.81 

Glucosa 3.3 mM en 
sol. de fosfatos 7.76 

Glucosa 3 .3 mM en 
sol. de fosfatos 
con etanol lM 7.78 

NADasa 
ActM1lad 
Eipec(fiéa 

12.0 

16.0 

17.0 

Con.rutiro 1/e D-Glucosa 
(IÍiglt/I mezcla, JO min) 

5.7 

5.7 

SJ 



TABLA 19. CAMBIOS DE ABSORBANCIA PROVOCADOS POR LA i'f{ESENCIA DE 

FLORETINA EN LA MEZCLA DE INCUUACION USADA PARA MEDIR EL 

NAD ENZIMATICAMENTE 

Tiempo de 
la me:cla 

(mln) 

o 

30 

60 

90 

Absorba11cla 
aJ.I011m 

0.561 

0,525 

o.sao 

0.472 

Cambios de absorba11cia 
en 30ml11 

0.036 

0.025 

0.028 

Pmmedlode 
los cambios 

en30111/11 

0,030 

Se preparó una mezcla de incubación semejante a la usada para medir actividad NADasa, 

pero en la forma siguiente: 4.11 mg de lloretina se disolvieron en 0.25 mi de etanol. A esta solución 

se le añadió 1.0 mi del amortiguador 0.3 l\I de fosfatos a pfl 7.4, 1.50 mi de paquete de eritrocitos 

lavados y 0.25 ml'do solución 6 mM de NAO (volumen 3 mi y concentración final de íloretina S 

mM). Un mllllitro de esta mezcla se vació sobre 1.0 mi de ácido perclórico al 8% y 0.5 mi del 

sobrenadante así obtenido se pasó a la cubeta del espectrofotómetro que contenía 1.0 mi del 

amortiguador usado para ••I sistema etanol-deshidrogenasa. No se añadió la deshidrogcnasa y la 

absorbancia se empezó a registrar inmediatamente después de hacer la mezcla. La concentración de 

la íloretina en esta mezcla fue 0.83 mM. 



TADLA 20. MEDICION DEL CONTENIDO DE NAD EN LA MUESTRA DE LA 

MEZCLA DE INCUBACION QUE CONTENIA FLORETINA 

Tiempo de lncubocldn 
a3'1'C 
(mln) 

o 

30 

Tiempo dela 
ad/cldn 

(mln) 

30 

60 

Absorbanclo a 340 nm 
antes de oiladlr la 

alcohol deshldrngenasa 

0.495 

0.472 

Absorbanc/a a 3.fO nm 
después de uiladlr lu alcohol deshldrogenusu 

Muestra O mln · Muestra 30 mln 

1.068 0.937 

1.041 0.912 

1.029 0.899 

Lecturas 11etas Abs. con emlma Abs, sin enzima D/fere11clas 

3 0.573 0,465 0,108 

30 0.546 0.440 0.106 

60 0.534 0.427 0.107 

so; 



TABLA 21. INHIBICION CON FLORETINA DEL CONSUMO DE O-GLUCOSA Y DE LA ACTIVIDAD NAO 

GLJCOHIDROLASA EN LOS ERITROCITOS LAVADOS 

Medio de Sll!lipen•·ión Exp.. Siallacairm Caa llu.ct.liau 
Je los eritrocitos (núm) pi/ Actividad Con•·umodc pH N.4.Dusa Consumo de 

específica" D-glucosa• Activirlarl D-g/ucoJa6 

eJpecijica• 

Sol. de fosfatos l 7.81 12.0 

2 7.82 IO.O 

3 7.75 11.0 

Glucosa 3 .3 mM en . 1 7.76 16.0 5.7 7.74' 12.0 0.84 
sol. de fosfatos 

2 7.83 12.0 7.6 7.82' 9.3 5.8 

3 7.71 14.0 ll.O 7.73" 8.6 l.3 

Extracto 1énnico 

2 7.77 15.0 12.0 7.70' 11.0 6.8 

3 7.71 17.0 9.7 7.62" 9.5 0.9 

a= nmol de NADJmín, mi de eri1rocí1os. c=Ooretína 5 mM 
~ 

"' h= mg!dl de macla de reacción, 30 min d= ílorc.lína 125 mM 



TABLA 22. EFECTO DE LA CITOCALASINA B SOBRE EL CONSUMO DE O-GLUCOSA Y SOBKE LA ACTIVIDAD 

NAD GLICOlllDROLASA DE LOS ERITROCITOS LAVADOS 

Medio de suspensión 
Je los eritrocitos 

Sol. de fosfatos 

Citocalasina B 0.1 mM 
en sol. de fosfatos 

O-glucosa 5 mM 
en sol. de fosfatos 

Citocalasina B 0.1 mM 
en sol de fosfatos 
con O-glucosa 5 mM 

NA/Ja.<a 
pi/ Actividad 

especifica 

7.84 13.0 

7.86 14.0 

7.82 26.0 

7.82 24.0 

ConsutnJJ Je /J-C.1ucosa 
(mgldl mez¡:/a, 311 min) 

12.0 

7.0 

~ 



TABLA 23. ACCION DE LA NICOTINAMIDA SOBRE LA ACTIVIDAD NAD GUCOHIDROLASA Y SOBRE EL 

CONSUMO DE D-GLUCOSA EN ERITROCITOS LAVADOS INCUBADOS EN MEDIO ALCALINO 

(HEMATOCRITO 22.55%) 

Molio tlL sMSpellSió11 NADasa [).Gh<c0<a 
de los aitrocitos pH Actividad /11/sibición COllSlllllD. v~1ocid/J Inhibición 

a~cijica (%) (%) 

Sol. de fosflitos 7.73 9.4 

O-glucosa 3 .4 mM 
en sol. de fosfatos 7.67 12.0 o 6.25 9.3 o 

+Nam 
(M) 

0.01 7.69 4.1 66 5.5 8.2 2 

o.os 7.68 3.1 73 6.1 9.1 2 

O.JO 7.64 2.3 81 6.1 9.1 2 

0.15 7.65 1.9 84 4.6 6.8 27 

0.20 7.60 o 100 1.3 1.9 80 

a= Consumo (mg de glucosajdl de mezcla de reacción). 
b= Velocidad {u~ de glucosalml de eritrocitos, min). 
Incubación a 37°C y durante 30 min. 

~ 
~ 
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4.2 DISCUSION 

La actividad NADasa de Jos eritrocitos incubados en· presencia del extracto 

ténnico, preparado del plasma, fue siempre mayor en el medio alcalino que en el ácido, 

independientemente de la composición química del anticoagulante utiliZlldo para recibir 

la sangre del donador. Esto último demuestra que el incremento de la actividad 

NADasa observado en presencia de la preparación semipurificada del plasma sanguíneo, 

que llamamos extracto térmico, no se debe a alguno de los componentes de las 

soluciones anticoagulantes sino a los del extracto térmico, ya que dicho incremento no 

se observó en los eritrocitos resuspendidos en la simple solución isotónica de fosfatos y 

cualquiera que hubiese sido el anticoagulante usado (tablas I, 2 y 3). En Ja actualidad 

sabernos que casi la mitad de este incremento lo produce la O-glucosa presente en el 

extracto térmico y la otra mitad parece ser debida a supuestos péptidos presentes 

también en el extracto térmico. (30). 

La mayor actividad NADasa alcalina observada cuando los eritrocitos lavados 

fueron resuspendidos en extracto térmico, comparada con la actividad medida en 

muestras de sangre total de la cual provenlan, parece deberse a dos circunstancias: una, 

se sabe que los eritrocitos de sangre que tiene algunos dlas de almacenada, luego que 

son lavados muestran una mayor actividad NADasa alcalina cuando son nuevamente 

suspendidos en su plasma original y otra, que el plasma de diferentes donadores provoca 

incrementos de diferente valor en los eritrocitos de un mismo donador; probablemente 

porque la concentración de los componentes del plasnia que incrementan a la NADasa 

alcalina, en particular los componentes que no son glucosa, están a diferente 

concentración en Jos diversos donadores (29); en el experimento que aqul se presenta 

concurren las dos circunstancias, la sangre había sido almacena6a algunos días y Jos 

eritrocitos, una vez lavados, se resuspendieron en el extracto térmico preparado del 

plasma de un donador diferente (tablas J, 2 y 3). 
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Los diversos componenles del plasma incrementaron la acti\'idnd NADnsa 

solamente cuando los eritrocitos fueron incubados en un medio alcalino. (pll alrededor 

de 8) y no cuando el medio era ácido (pi ( alrededor de 6.6) (tabla 4 ). 

El lavado de los eritrocitos, preparados de sangre humana nlmacenadn, no sólo 

sirvió para restaurar la capacidad de In NADasa para responder, en el medio alcalino, a 

los componentes 'del plasma, sino también para extraerles la glucosa que contenían. 

Consideramos que siempre es con\'eniente <fo!enninar, en cada preparación de 

eritrocitos, el contenido de glucosa ni final de la serie de lavados, en vista de que en 

algunos casos bastan tres, pero en olros es necesario más de cuatro lavados y también es 

frecuente que no se logre con los solos lavados reducir a cero el contenido de glucosa 

(tabla S). 

Para detem1innr el contenido de glucosa en las suspensiones de los eritrocitos, 

fue necesario eliminar las proteinas, especialmente la hemoglobina, por lo cual se utilizó 

un agente precipitante que fue el ácido perdórico. La cifra del contenido de glucosa que 

tenían los eritrocitos de una misma preparación, fue aparentemente mayor entre menos 

concentrado estaba el ácido perclórico )' entre menos fuera el volumen de la muestra 

agregada a la mezcla de reactivos usada para determinar glucosa o sea entre más cercano 

se encontraba el valor del pll al valor óptimo (pH 7.5, segun Sigma Chen. Co.) Esto 

revela que la capacidad amortiguadora de la mezcla de los reactivos usados en el equipo 

comercial, no fue suficiente pnra neutralizar la acidez del extracto preparado de los 

eritrocitos (tabla 6). El pi! relativamente más bajo provocó el que la cifra de glucosa 

fuera aparentemente menor entre más se alejara el pll considerado consldcrado óptimo 

(tabla 7). 

Por otra parte, el método utilizado para determinar la glucosa mostró que a partir 

de la concentración de 5 mgldl y hacia cifras mayores, los resul!ados coincidían con las 

concentraciones de las soluciones preparadas con O-glucosa qufmícamentc pura; 

mientras que a concentraciones menores las cifms fueron menores (tabla 8). 
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!.os eritrocitos lavados que se incubaron a 37°C y a pl-1 7.8, en presencia de 

alrededor de JO mg de D·glucosa por 100 mililitros (l.7 mM), consumieron glucosa en 

fomia casi proporcional al tiempo de incubación, al menos durante los primeros sesenta 

minutos. Además el consumo de este azúcar füc directamente proporcional al número 

de eirtrocitos presentes en la mezcla de incubación (tnblas 9 y 10). A pH 7.8 el 

consumo de glucosa fue de 9 a 10 µg por minuto y por mililitro de eritrocitos, durante In 

primera hora de incubación, en cambio, los eritrocitos incubados n pH 6. 7 apenas 

consumieron alrededor de 0.8 µg por minuto y por mililitro de eritrocitos (tabla 11 ). 

El .menor consumo de glucosa en el medio ácido pudiera deberse a que el 

transportador de In glucosa, la vía glicolílica o la de las pentosas, o estos tres procesos, 

sean menos eficientes en el pH ácido que en el alcalino (tabla 11). 

Seitz (25) menciona que el consumo de glucosa por los eritrocitos humanos es 4.5 n 6.5 

microgramos por minuto y por mililitro de células y Mollison (22) da una cifra similar 

(5.9 µg por rninulo y por mililitro de eritrocitos). Los valores que encontran1os en 

nuestro trabajo fueron un poco mayores, esto probablemente se deba a dos causas: una 

es que usamos eritrocitos exhaustivamente lavados y otra que el pi! del medio de 

incubación fue alrededor de 8. Sen y Widdas (26) encontraron que la transferencia 

máxima d.e glucosa en los eritrocitos, expresada por el valor de la constante K, 

disminuye cuando se disminuye el pi! del medio de incubación. Sus experimentos los 

reali;mron usando medios de incubación con valores de pH 5.4 y 8.4, a 37°C. 

A la concentración 10 mM Je O-glucosa, el ílujo Je entrada a los eritrocitos es 

de 810 µg por minuto y por mililitro de estas células (31). Esto significa que la 

velocidad de penetración de este azúcar es mucho ma)·o: que la velocidad de consumo 

metabólico. Si relacionamos este dato del ílujo de entrada con la velocidad de consumo 

que encontramos en las condiciones muy especiales de nuestros experimentos (9 a l O µg 

por minuto y por mililitro), resulta que el flujo de entrada sería alrededor de 80 veces 

mayor que la \'elocidaJ de consumo. 
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Los eritrocitos mostraron una veloeid:td de consumo de O-glucosa a pH 7.8 y n 

37°C, muy parecida, tanto a JO corno a 60 minutos de incubación y fue indepemlicnte de 

las concentraciones de glucosa en el medio de incubad<in, las cuales fueron entre 25 y 

100 mg por decilitro ( 1.4 a 5.6 mM). Esto significa que la velocidad del metabolismo 

de la glucosa en el eritrocito es el füctor limitantc y no lo son, ni la velocidad de 

transporte ni el gradiente de concentración de la O-glucosa, entre el medio de 

incubación y el interior del eritrocito (tabla 12). 

El incremento de la acti\·idad NAOasa alcalina provocado por la O-glucosa fue 

casi la mitad del provocado por el extracto ténnictl plásmatico (extracto que por 

supuesto contiene glucosa, entre otros componentes), por lo que, si los efectos son 

aditivos, el restante 50% se debe a componentes que no son glucosa y que en nuestro 

laboratorio encontramos que, supuestamente, son en su mayoría péptidos de bajo peso 

molecular (JO). Otra cosa que huccmos notar, es que a bajas concentraciones de 

extracto térmico solamente la glucosa parece estimular a la actividad NAOasa alcalina, 

en vista de que el efecto de los otros componentes del plasma sólo se hizo aparente a 

concentraciones de extracto ténnico que contenían mas de 1.5 mM de glucosa (tabla 1 J 

y 14) (fig. 1). 

La actividad NADasa alcalina se conservó en los eritrocitos hemoli1.ados: pero la 

enzima en esas condiciones no incrementó su actividad en respuesta a la adición de D

glucosa. Esto sugiere que para que ocurra dicha respuesta es necesario que la estructura 

de la membrana del eritrocito no esté alterada (tabla 15). 

Se sabe que el ion lluoruro :nterrumpe la glicólisis ni inhibir la enzima enolasa: 

pero también Inhibe otras muchas enzimas ( 12). Se ha sugerido que además el lluoruro 

inhibe a la glicólisis indirectamente, al interrumpir la síntesis de ATP, el cual es 

necesario para el funcionamiento de la hexocinasa y de la fosfofructocinasa. Como en 

nuestros experimentos el íluoruro no inhibió la respuesta de la NADasa alcalina a la 0-

glucosa, concluimos que este incremento de la actividad eru.imática no depende del 

funcionamiento de la via glicolílica (tablas 16 y 17). 
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La íloretina sólo es soluble en agua que contenga etanol. Nosotros demostramos 

que el etanol, a la concentración necesaria para mantener soluble a la íloretina en la 

mezcla de incubación, no afectó el incremento de la actividad NAOasa alcalina 

provocado por In presencia de O-glucosa ni el consumo de este azúcar (tabla .18). 

La presencia de ílorctina modificó los valores habituales de la absorbancia en el 

sistema de medición del NAO que utili1runos; pero esta modificación no se reílejó ni 

calcular In diferencia de las cifras de absorbancia; por lo cual fue posible cuantificar el 

NAOH formado en la mezcla de incubación con la alcohol deshidrogcnasa (tablas 19 y 

20). 

La íloretina inhibió el consumo de O-glucosa y paralelamente evitó In respuesta 

de In NADasa aléalina a In presencia de O-glucosa (tabla 21 ). Estos resultados ievelim 

una posible relación entre el funcionamiento de la protefná transportadora de la D· 

glucosa y Ja inolécuía de In enzima NAOása, nmbas protelnas locnli1.adas en la 

membrana dél eritrocito (Tabla 21), 

El otro inhibidor que utili7.amos, la citocalasina B, a la concentración 0.1 mM, 

disminuyó el consumo de O-glucosa, pero no el incremento de la NADasa alcalina 

provocado por este azúcar. Es necesario utiliwr la citocalasina B a mayores 

concentraciones, asf como otros inhibidorcs del transporte de la O-glucosa, para tratar 

de corroborar la posible relación funcional entre el transportador de glucosa y la 

molécula de la NADsa (tabla 22). 

CI hecho de que la nicotinamida, que es un inhibidor conocido de la NADasa, 

haya disminuido en el eritrocito humano tanto la actividad de la NADasa como el 

consumo de O-glucosa, apoya Ja conclusión de que es posible que exista un nexo 

funcional entre estas dos protefnas (labia 23). 



CAPITULO 
V 



CONCLUSIONES 

Se analizaron experimentalmente los .tres mecÍlnismos hipotéticos que se 

plantearon, en esta tesis; para·explicar.~l mecanismo de acción de la O-glucosa sobre el 

incremento de la aclivtdad NAD~sa alcalina de lo~eri¿ocitos humanos. 

·• .. · ' . . • : ' . > 

Los datos obtenidos con: la floretina, que ,es uno ' de !Os inhibidores del 

transportador de la D·glucos~ y ~on 'la niéoti~amidá, que inhi~ a la NAD 

glicohidrolasa, as! como el hecho de q11e el fluoruro. que inhibe la glucólisis, pero que 

no afectó a la actlvidád de la NADasa medidá en el medio alcalino en presencia de 

glucosa, nos permiten concluir que el mecanismo, más probable,. por el cual la D· 

glucosa incrementa la actividad alcalina de la NADiisa de la membrana del eritrocito 

humano, es, que este azúcar á1 ser introducido al Interior del.· eritrocito por el 

transportador, provoca un cambio de conformación en la molécula misma del 

transportador, cambio que a su vez causa una modificación en la conformación que la 

enzima NADasa tiene en el medio alcalino, tniduciéndose estos can1bios, finalmente, en 

mayor eficiencia catalllica de esta enzima membrana!. 

Es necesario. proseguir este estudio utili1.ando distintas concentraciones de los 

inhibidores floretina y citocalasiria B, respectivamente, para detenninar con precisión la 

concentración mlnlma suficiente para causar la falta de respuesta de la NADasa alcalina 

a la O-glucosa. As! mismo, es necesario, para corroborar el efecto de estos inhibidores 

sobre la respuesta de la NADasa a la glucosa, utilizar otros tipos de inhibidores del 

transportador de la glucosa. 

La sangre humana que se almacena en los bancos de los hospitales sufre 

cambios, muchos de los cuales se encuentran descritos en la literatura correspondiente; 

pero uno, que se demostró en el laboratorio en donde se realizó este estudio, es el que se 

manifiesta como la pérdida, durante el almacenamiento, de la respuesta de la enzima 

NADasa de la membrana de los eritrocitos a algunos de los componentes del plasma, 

entre ellos a In r>-glucosa y supuestamente a algunos péptidos plasmáticos. Aunque por 
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el momento no snbcmils qué trascendencia clínica pueda tener esta alteración, conviene 

estudiar el mecanismo por el cunl estos componentes del plasma ejercen su acción sobre 

In enzima NADnsa, con el objeto de que en el futuro se pueda impedir dicha alteración, 

mediante la adición de algún compuesto químico a la sangre que se va a almacenar. 

Las mediciones espectrofotómetricas utilizadas en el presente trabajo son un 

método anaHtico confiable, tanto para dctem1inar In actividad de la enzima NADasn 

como la concentración de glucosa, dada la especificidad y la sensibilidad que caracteriza 

a estos métodos; por lo que su uso es habitual en los trabajos de investigación de 

laboratorio. 
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APENDlCE 

Anticoagulunlc CPDA-1 (Citmto-fosfotn-dcxtrosa-adcnina) (Bcutler, 1984; pág. 

8). Se pesaron 3.27 g de ácido cltrico (C6 H ,o,· H 10), 26.30 g de citrato de sodio (C 

6H ,o 7 Na 3 ·211 20), 31.90 g de dextrosa (C 611 120 6 112 O), 2.22 g de fosfato 

monosódico (Na H 2 PO 4 H 20), 0.275 g de adcnina y se dbolvicron en agua 

bidcstilada paro obtener 1000 mi. 

SO!.!JC!ON UT!!.IZADA CAHAJ.AVAR !.OS ERITROCITOS. 

Solución idealmente isotónica de fosfatos (310 mOsm idenl) (Dodge, Mitcltell y 

Hanahan, 1963) (solución de Dodgc).- Se pesaron 14.62 g de Na 2HPO 1 y se 

disolvieron en 1000 mi de agua bidestilnda (0.103 M) (solución akalinn) . Por otra 

parte se pesaron 5.348 g de Na 11 21'0 4 H 20 y se disolvieron en 250 mi de agua 

bidestilnda (0.1.55 ~1) (solución ócida.l. 

La soluciún isotónica de Dudge (J 1 U miliosmolal) se pieparó agregando a los 

1000 mi de la solución >icu:inu en V<'illmcn ;uficicnte de la solución áci1la para obtener 

un pi 1 de 7.40 a t<mreraturn illllbicntc. 

1.- .: .... mort·guaJvr Jt: úi:-.fatos !1.~:o ~v1 a pH 0.10-6 2S.~ ·\ 1.1na solm:it.\n OJn M d~: 

Na.1 l :PO 1 f i ::_() {.::uludón .tL.:1da¡ ~;t le a;fadif~ el volunwn m:cr;:s.1rio dl! solucíón e.Je Na 

:'HPO 4 0.30 \.f ~solución nk;ilina) para \Jbtt:ner un pJl alrcde4h'r 'h: 6.'J .1 1emr••r:.it1_L'"f! 

ambiente. 
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2.- Amortiguador de fosfatos 0.30 M a pi! 8.70-8.93.- A una solución de Nn 

¡l·IPO 4 0.30 M (solución alcalina) se le agregó la canlidud necesaria dr. solución de NaH 

¡PO 1 (solución dcida) para disminuir el pH aproximadamente a 8.8 a lempcrutum 

runbicnte. 

3.- Solución isotónica de clontro de sodio.- Se disolvierun R.5 g de NaCI en ngun 

y se completó el volumen a un litro. 

4.- Solución a pH entre 7.0 y 7.4 de NAD 6mM en ugua.- Se pesaron 48 mg de 

~;AD (Sigma N-7004) y se disolvieron en 7 mi de agua. El pll se ajustó entre 7.0-7.4 a 

temperatura ambiente con NaOH 0.1 N. Al final el volumen se completó a 10 mi. 

1.- Solución de J,•sh>Jrogennsa alcnhólica Cl'n l 000 unidades por mililitro.- Lu 

>oluc16n concentrada preparada cnn 10.000 unidaclesi111! 1_S;¡:111a ;\-7011 disuelto en 3 

mi de agua estéril) se Jiluyó l: 1 O con la 'ºlución isutúnic" Je NaC 1. Fstn dilución se 

¡;onservó en el rcfrig~rndor ha.'ilU p\1r tmu ~;cnum·t ; ~e c~nllifugli antes Je usarse si 

estaba turbia (la 2 mm a 90íl "g (2600 rpw) ,·n la ccn!'Ífu~a clínica) 

:!.- AmortiHu3d1Jr para In mezcla de n.:.1cci1)n di; li.! J1!shidrugc11:1st1 u.lcohólica.

Sc disolvieron 18.16 t. d~ Tri7I!Hl Base (S!grna l-1 5P31 "!I LI'l.J~· 150 1nl de agua y Sr! 

\'aciaron cuantitathamcntc a una matr~~ volum1~1rico J.: 250 mi. Luego se nflUdicron 

14.7 mJ de ctanPI ¡~bsoluto (~ .. krck 1 ~~ ~3) y 'i!.' (.;1) 1 ~lf'k!O L'. ... ,,~·1men con .ty:u.~. El rH 

final <le esta solul'icin fue l O ~ ;·~ 1roxi1'1a:hn!:::ntt· a t1.:mp\.·r:llu1 ·~ 3.m~i1:nf:! 
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