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INTRODUCCION



INTRODUCCION

La via del sorbitol del metabolismo de la glucosa consiste de dos enzi-
mas: la aldosa reductasa (AR) y la sorbitol deshidrogenasa (SORD). La
AR cataliza la conversidn de glucosa y galactosa a sorbitol y galacti--
tol respectivamente, en tanto que la SORD convierte al sorbitol en fruc

tosa (Fig. 1).

La enzima AR muestra una amplia especificidad para varias aldosas y se

caracteriza por su baja afinidad (Km 70-200 mM) por glucosa y galactosa
(1). Para que 1a AR reduzca a la glucosa o a la galactosa a su respec
tivo alcohol requiere de niveles elevados de la hexosa y suficiente po-
der reductor en forma de NADPH;en el cristalino la fuente de NADPH la -
constituye la reaccidn catailizada por la enzima glucosa-6-fosfato deshi
drogenasa (G-6-PD) (2). Las caracteristicas cinéticas de la AR de cris

talino humano sugieren que esta enzima no opera a velocidad maxima in -

situ (3).

La SORD también muestra amplia especificidad por substrato y cataliza
1a oxidacidn de varios alcoholes de azicares (por ejemplo, so}bitol, xi
litoi, ribitol); siﬁ ehbargo, tiene una capacidad muy limitada para me-
tabolizar galactitol (4,5). E1 cristalino humano tiene una elevada ca-
pacidad para convertir sorbitol en fructosa y viceversa en.virtud de su
elevado nivel de actividad de SORD relativo a AR y debido a que contie-
ne in situ niveles adecuados de substrato y cofactor para la actividad

maxima (3).

La via del sorbitol ha sido identificada en miltiples tejidos de mami-



feros. Inicialmente fue descrita en 17quido de vesiculas seminales (6).
La fructosa es el aziicar que esta presehte en mayores concentraciones -
en el plasma seminal humano asi como en el de otros mamiferos (7). En
los mamiferos, el espermatozoide en el semen eyaculado depende fundamen
talmente de la energia derivada de la degradacion de la fructosa a'pitg
vato (7). Se considera que el papel fisioldgico de la via del sorbitol
en vesiculas seminales cénsiste en la formacidn de fructosa para ser -- ‘

utilizada como substrato energético del espermatozoide eyaculado.

Se han descrito vafios estudios de la via del sorbitol en el eritrocito
humano. Cuando los eritrocitos son incubados en presencia de concentrg'
ciones crecientes de glucosa, se incrementa la concentracién intréce]u-
-lar de sorbitol y fructosa. A concentraciones fisioldgicas de glucosa,
aproximadamente 3% de la glucosa transportada al interior de la célula
es metabolizada por la via del sorbitol, cifra que aumenta a 11% cuan-
do 1a concentracion de glucosa en el medio es de 50mM. En,estaé condi
ciones disminuye 1a relacién NAD/NADH y esto a su vez produce un incre
mento en los niveles de triosa fosfato y fructosa, 1-6 difosfato y un
decremento en el nivel de 2,3-difosfoglicerato (8,9). Ademds se ha su
gerido que el NADH producido por la via.del sorbitol proporEiona el po
der reductor necesario para la conversion de la metahemoglobina a hemo
globina, mediada por la enzima metahemoglobina reductasa (10). Se des

conoce la funcion fisioldgica de la via del sorbitol en otros tejidos.

VIA DEL SORBITOL Y COMPLICACIONES DIABETICAS.

-La via del sorbitol estd relacionada bioquimica y patofisioldgicamente .

con la diabetes: el sorbitol y el galactitol estdn involucrados en 1a



patogénesis de las cataratas diabéticas y de las cataratas galactosemi-

cas ("cataratas por azlicar") tanto en humanbs como en animales de expe-
rimentacion (11, 12). Varios estudios han implicado la posible contri-
bucidn del sorbitol en la patdgénesis de otras complicaciones diabéti--

cas como la neuropatia y la glomeruloesclerosis (5, 13, 14, 15).

E1 desarrollo de cataratas diab&@ticas o de cataratas galactosémicas tie
ne un mecanismo comin. Concentraciones sanguineas elevadas de glucosa
o galactosa conducen a la formacion de cataratas en animales experimen-
tales, en cristalinos incubados in vitro y en pacientes con diabetes me
1litus o con galactosemia debida a errores congénitos del metabolismo -

de la galactosa (16-19).

En condiciones normales hay poco flujo a través de la via del sorbitol

en Ta mayoria de los tejidos. Sin embargo, en condiciones de hipergli-
cemia o hipergalactosemia, aumenta considerablemente el flujo originin-
dose conceﬁtraciones dntracelulares elevados de §orb1to] y ga]acf1t01 -
respectivamente. Las membranas ce]uﬁares son impermeables a &stos alco
holes de aziicares, lo cual da por resultado que éstos se acumulen intra
celularmente provocando una hipertonicidad en el citoplasma de.las célu
las; en estas condiciones se establece un imbalance osmotico que termi-

na produciendo una serie de alteraciones patoldgicas en varios tejidos.

En el cristalino, la acumulacidn de alcoholes de azlicares es responsa-
ble para el desarrollo de cataratas hiperglicémicas o hipergalactosémi-
cas; esto no es debido a que Tos alcoholes de aziicares sean tdxicos per
se, sino a la hipertonicidad resu1tante de su acumulacidn (2, 5, 11).-

Un bloqueo metabdlico impuesto por: a) una deficiencia de la AR, tal -



como ocurre en una cepa de ratones con hiperglicemia congénita o, b) -
una inhibicidn de la AR por medic de inhibidores especificos, previene
0 retarda el desarrollo de las “"cataratas por azicar" (12, 20-22). Las
disminuciones en la velocidad de conduccidn nerviosa motora, en el trans
porte axonal y en la percepcidn sensorial, comunmente asociadas coﬁ la

- neuropatia diabética pueden ser revertidas en animales y en situaciones

clinicas a través de la administracion de un inhibidor de la AR (21,23).



ANTECEDENTES



ANTECEDENTES

La bisqueda de diferencias (genéticamente determinadas) entre individuos
.en vias metabdlicas particulares relacionadas bioguimica y patofisioldgi
camente con la diabetes es una drea de trébajo poco estudiada. Estos es
tudios pueden contribuir al conocimiento de la influencia que tienen los
factores genéticos sobre la variacidn individual en el desarroilo de las

complicaciones diabéticas y en la patogénesis de las mismas.

ET1 grado de control de los niveles de glucosa sanguinea puede modificar
grandemente la progresidn de las principales complicaciones de la diabe-
tes, entre ellas, el desarrollo de cataratas. Es valido suponér que al-
“teraciones en la actividad de las enzimas involucradas en la formacidn y
en el metabolismo del sorbitol pudieran ser un factor importante en el -
desarrollo de las complicaciones diabéticas. El1 nivel de actividad de -
estas enzimas puede ser modificado por mutaciones genéticas y aquéllas -
mutaciones que resulten en una disminucidn o ausencia de actividad enzi-
matica afectarian la funcidn de tales enzimas. En los individuos con dg
" fectos genéticos que afectaran la actividad de la SORD, la hiperglicemia
constituiria un factor de riesgo. Si bien la normoglicemia no excluirfa
la posibilidad  de que se desarrollaran alteraciones fenotipicas a largo
plazo por un fenfmeno acumulativo. En cambio, la deficiencia de la AR,
primera enzima de la via "protegeria" del desarrollo de dichas alteracio
nes; el mismo efecto tendria la deficiencia de G-6-PD, enzima que propor.
ciona el NADPH, cofactor de la AR, Previamente no se han descrito en la
literatura errores congénitos del metabolismo en la via del sorbitol.

Recientemente nuestro grupo formulé y fundamentd dos hipdtesis ‘de traba-



Jo en relacién a 1a via del sorbitol (24, 25):

1.- La deficiencia de G-6-PD, a través de reducir los niveles de NADPH,
bloqguearfa la formacidn de alcoholes de azlcares en el cristalino y
por 1o tanto prevendria o retardarfa el inicio de las "cataratas -
por azlicar",

2.- La deficiencia de SORD conduciria a 1a acumulacidn de sorbitol en -

el cristalino y eventualmente al desarrollo de cataratas.

Las hipotesis fueron investigadas en poblacidn de riesgo: pacientes con

‘diabetes y/o cataratas.

Se deciaié tamizar para las deficiencias de SORD y de G-6-PD en los eri

trocitos por dos razones:

a).- Las deficiencias de galactokinasa y de galactosa-l-fosfate uridil-
transferasa, las cuales son responsables del desarrollo de las ca;
taratas galactosémicas, se expresan en los eritrocitos (26) y,

b).- Los individuos con deficiencia de G-6-PD eritrocitaria también --

muestran niveles bajos de actividad en el cristalino (27).

En relacin a la hipdtesis 2, hasta la fecha los resultados mis relevan
tes son los siguientes:

1.- En un pequefio grupo de pacientes con diabetes y/o cataratas identi
ficamos wuna familia en la cual 4 de 5 hermanos y su padre mostraron ca
taratas nucleares bilaterales congénitas. E1 caso indice en esta ‘fami-
lia fué captado por tener cataratas y por dar positividad en una prueba

cualitativa para la deteccidn de la deficiencia de SORD. La deficien--

cia fue confirmada: a) por métodos enzimiticos cuantitativos, radioiso



topicos y espectrofotométricos 1levados a cabo en heholizados, y b) en
eritrocitos intactos {24, 28). El1 procedimiento usado para confirmer -
el defecto enzimitico en eritrocitos intactos consistid en tratar a las
cé1u1as con NaNO2 para convertir la hemoglobina en metahemoglobina. --
Posteriormente los eritrocitos se incubaron en presencia de sorbitol. -
Una vez translocado al interior de la célula, la oxidacidn del sorbitol
mediada por la SORD genera NADH, el cual es usado como reductante qe-1a
metahemoglobina en una reaccidn catalizada por la enzima metahemoglobi-
na yeductasa. La cuantificacion de los niveles de metahemoglobina an--
tes y después de la incubacidon en presencia de sorbitol broporciona una
estimacion de la aqtividad de SORD. Los resultados de este experimento
- correlacionados con la actividad de SORD medida en el hemolizado indi--
can que la reduccidn de metahemoglobina por eritrocitos incubados en -

presencia de sorbitol es un indicador de la actividad de SORD.

No se encontraron diferencias en movilidad electroforética de 1a SORD
entre los controles y los individuos con la deficiencia enzimdtica. -~

‘Mezclas de hemolizados en diferentes proporciones, de un individuo con
21% de actividad enzimitica y un control con actividad normal dieron =

los valores aditivos esperados.

Lé variacion observada en esta familia en la actividad de SORD, puede -
ser debida a alteraciones en la sintesis o degradacidn de la enzima, o

bien, a la formacidn de una enzima con propiedades cataliticas defectuo
sas 0 modificadas. Esta variacion no puede ser atribuida a efectores -
intracelulares de la enzima y no es distinguible por electroforesis. -

Polimorfismo electroforético de 1a SORD en humanos solamente ha sido de



mostrado en plasma seminal (29).

Es necesario realizar estudios bioquimicos y genealdgicos adicionales -
tanto en poblaciones abiertas como en poblaciones seleccionadas para de
terminar si la variacidn de 1a actividad de SORD puede ser atribuida a

alelismo mdl1tiple en el Tocus de la SORD.

S1 bien el cardcter familiar tanto de Ta déficiencia de SORD como de las
cataratas congénitas presentes en la familia estudiada es bien clare, no
hay una relacidn cau;a-efecto evidente, por lo tanto, no puede invocarse
el mecanismo para la formacidn de "cataratas por aziicar" para explicar -

el desarrollo de cataratas en esta familia.

Posteriormente Shin et. al, (30) identificaron una segunda familia con -
caracteristicas bioquimicas y clinicas similares. Sin embargo, ain no -

se define una clara relacidn etiopatogénica catarata-deficiencia de SORD,

2.- Con el prop6§ito de encontrar un modelo aniha1 con deficiencia de -
SORD que eventualmente pudiera ser usado en diabetes experimen£a1 cuanti
ficamos la actividad de SORD por medidide un procedimiento fluorométrico

(31) en eritrocitos de mis de 200 animales de 12 especies diferéntes.

Se observé una amplia variabilidad inter-especies en la actividad de --
SORD con una deficiencia virtualmente completa en cerdos. En Ja cuanti-
ficacién de las actividades de AR y SORD en 12 diferentes tejidos del --
cerdo se encontr§ que la AR estuvo presente en todos los tejidos estudia

dos en tanto que se observd Organo-especificidad para SORD.

La actividad de SORD no fué detectable en el cristalino, entre otros te-



jidos, de tal forma, que el cerdo es un modelo potencial para estudios
en diabetes experimental, particularmente para la investigacion de la
deficiencia de SORD como un factor de riesgo en el desarrollo de catara

tas y de otras complicaciones diabéticas (32).

3.- En un segundo estudio de tamizaje para la deficiencia de SORD eri-
trocitaria en una poblacién mds numerosa de pacientes con diabetes y/o

cataratas encontramos los siguientes resultados (33).

a) Uﬁa gran variabilidad en la actividad de SORD en los pacientes y en
los controles, sugiriendo lq existencia de polimorfismo en la acti~
vidad; dicho polimorfismo pudiera ser relevante eh el estudio de --
las complicaciones diabéticas;

b) Las diferencias en la actividad de SORD entre los pacientes diabéti
cos con y sin cataratas no fueron significativas;

c) No se pudo definir en términos de actividad enzimdtica si en.la po-
blacidn estudiada hubo o no individuos portadores de alelos amorfos
o hipomorfos del locus de SORD. Por lo tanto, permanece por deter-
minarse si la homocigocidad para un alelo amorfo o hipomorfo cqndu-
ciria al desarrollo de “cataratas por az{icar", 1o cual dependerd de

la deteccidn y caracterizacién, sin ambiguedades, de tales alelos.

4.- En un estudio de tamizaje para variantes de SORD eritrocitaria ter
mosensibles, termoresistentes y electroforéticas, en donadores de san--

gre se encontraron 1os siguientes resultados (34, 35):

a) Se observaron 4 fenotipos electroforéticos: 1I) tres bandas denomi- .

nadas a3, b y c, con movilidad catddica en 78.36% de la poblacidn estu--
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diada; 1I1) dos bandas & y c en 12.02%, 111) dos bandas b ycen -
6.73%, y, 1V) una banda ¢ en 2.88%.

No se observaron variantes electroforéticas. Los resultados de los es-
tudios de caracterizacion de las tres bandas sugieren que ellas son iso
enzimas del mismo locus y que ocurre un fendmeno normal de intercambio

de Tlas bandas.

b) 7(2.5%) de 274 individuos mostraron actividades de SORD ( en las -
muestras no calentadas), 3 desviaciones standard arriba de! promedio; -

estos individuos pueden ser portadores de variantes en actividad de SORD

Estos resultados asi como las dos familias con deficiencia de SORD pre--
viamente reportadas (24, 30)’sugieren que existe potimorfismo en ia acti
vidad de SURD. Dicho polimorfisme pudiera ser relevante para el estudio

de las complicaciones diabéticas.

Una estrategia para investigar si la variacién en la actividad de SORD
eritrocitaria puéde ser atribuida a alelismo mﬁltip]e, consiste en-bus--
car diferencias entre individuos con diferentes nive]esvde actividad en
las propiedades cualitativas de la enzima, (tales como termoestabilidad,
éfinidad por substratos, respuestas a inhibidores, movilidad electroforé
tica en gel de poliacrilamida, etc.) en preparaciones purificadas par--
cialmente. Por ejemplo, los pacientes con deficiencia de SORD y catara-
tas reportados por Shin et al (30) mostraron valores de Km para sorbitol
mayores que los controles, surgiendo una alteracidn estructural de la -

enzima.

Los requerimientos metodoldgicos para la estrategia anterior (bisqueda -
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de inhibidores de SORD, estandarizaciﬁn de un método electroforético en
gel de poliacrilamida y purificaciﬁn parcial de la enzima, ya han sido

satisfeéhos) (36-38). Durante la implementacién de la metodo1ogia ante
rior se obtuvieron resultados preliminares que sugieren la existencia -

de una SORD soluble y otra unida a Ta membrana del eritrocito.

A continuacién se presenta un resumen de tales resultados:

a) La SORD eritrocitaria précipita en Ta fraccién 50-55% de éulfaté de
amonio. Por cromatografia de esta fracci6n en Sephadex G-200 se obser-
varon dos picos con actividad de SORD: uno de exc]usiﬁn répida_(pico ré
pido) (purificacién 7-27 veces) y otro de exclusidn lenta (pico lento)
(pﬁrificacién 350-500 veces). E1 pico répido y el pico lento eluyen an -
'tes y después que el azul dextrén (PM=2X106) respectivamente. Lla acti-
vidad especifica de 1a SORD de pico lento es 12 veces mayor que la de -
pico rdpido. (Fig. 2, Tabla 1). Este comportamiento de elucién se ob--

serv0 en mas de 10 experimentos.

Este esquema de purificacion de SORD se realizd de acuerdo al procedi--
miento de Barretto et al (39). Sin embargo, estos autores no especifi-

‘can en su publicacidn cudntos picos con actividad de SORD se obtienen.

Por electroforesis en gel de poliacrilamida la SORD de pico lento y de
pico rapido mostraron dos bandas: una lenta y la otra rdpida, ambas con
migracién catédica. En el pico ripido predomina la banda lenta y en el

pico lento la banda rdpida (Fig. 3).

¢La SORD de pico rdpido corresponde a una isoenzima asociada a restos -
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de estroma celular yl/o protefnas de membrana formando un complejo solu-

ble de peso molecular elevado?
ila SORD de pico lento corresponde a una isoenzima soluble?

b) Se estudid el efecto del tritén X-100 {detergente no iénico que SO-
lubiliza proteinas unida a membrana) sobre el comportamiento en Sepha--
dex G-200 de la fraccidn 50-55% de sulfato de amonio. Uicha fraccién -
fue jncubada a -20°C en presencia de Tritén X-100 durante varias horas

y posteriormente fue apticada a una columna de Sephadex G-200. Se ob--
servé un enriquecimiento de la SORD de pico lento a expensas de Ta SORD
de pico rapido {Fig. 4). La actividad espécﬁfica de pico lento es 64 -
veces mayor que la de pico ripido. En e] inciso a) se menciond que -
la actividad especifica de pico lento es 12 veces mayor que la de pico

-ripido pero en este caso la fraccién 50-55% de sulfato de ambnio no fue

pretratada con Tritdn X-100.

tn electroforesis de pico lento se observd una considerable disminucidn
en 1a intensidad de la banda con movilidad lenta en tanto que la elec--
troforesis de pico rdpido mostrd un incremento en la intensidad de la

banda con movilidad rdpida (Fig. 3).

¢) con el propﬁsito de investigar de un modo mds directo si existe ac-
tividad de SORD asociéda al estroma del eritrocito se preparé un hemeli
zado por lisis con hielo seco-acetona. t1 hemolizado fue centrifugado

a 80 000 xg. y el precipitado fue lavado exhaustivamente hasta eliminar»
la hemoglobina; posteriormente los estromas tavados fueron tratados con

- Tritén X-100 y esta fraccidn solubilizada fue aplicada a una columna de
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Sephadex G-200. Se observaron el pico rdpido (purificacién 4 veces) y
el pico lento (purificacidn 407 veces). La actividad especifica de pi-

co lento es 98 veces mayor que la de pico rdpido (Fig. 5).

Lo'esperado en este experimento seria solamente el pico lento; sin em--
bargo, es posible que la liberacion de SORD del "complejo soluble de pe
so molecular elevado” fue incompleta y esto explicaria la presencia de

pico rdpido.

La actividad‘especifica de SORD en la fraccion sobrenadante praveniente
de la ultracentrifugacidn del hemolizado fué de 31% en relacidn a la ac

tividad en el hemolizado crudo.
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OBJETIVO . S

E1 objetivo primario consiste en estudiar comparativamente las propie-'
dades bioquimicas de las isoenzimas de la SORD eritrocitaria (soluble

y unida a membrana).



PLANTEAMIENTO
DEL

PROBLEMA
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los datos sefialados en los incisos a), b) y c), de los Antecedentes su-
gieren que en los eritrocitos existen 2 isoenzimas de SORD: una soluble
y otra unida a la membrana. Ambas pudieran ser producto del mismo ge-

ne estructural o de dos genes diferentes.

Hasta 1a fecha se conoce la existencia de un solo gene estructural de -
SORD, el cual ha sido mapeado en el cromosoma 15 en la regidn pterL;q'-

21 (40).

No conocemos antecedentes en 1a literatura de la existencia de SORD eri

trocitaria unida a membrana.

La caracterizacidn de las propiedades bioquimicas de ambas isoenzimas
puede proporcionar informacidn respecto a sus semejanzas y/o diferen--
cias. Dicha informacidn a su vez, puede ofrecer elementos para postu-

lar si ambas son productos de uno o de dos genes.
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HIPOTESIS

Las propiedades bioquimicas de 1a SORD unida a membrana del eritrocito

son diferentes a las propiedades de 1a enzima soluble,



MATERTIAL

METODOS
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MATERIAL Y METODOS

Material humano.-

Se obtuvo sangre total colectada en solucién anticoagulante de ACD (fdr
mula A) proveniente de donadores familiares del Banco de Sangre del Cen

tro Médico de Occidente del Instituto Mexicano del Seguro Social.

‘Las muestras de sangre fueron procesadas.dentro de 1a primera hora des-.

pués de -su obtencidn.

A.- PURIFICACION PARCIAL DE LA SORD PROVENIENTE DE UN PRECIPITADO 50-
55% DE_(NH4)2 504.

1.- Preparacién del Hemolizado Crudo.

La muestra de sangre (50-100 mi) se lava 3 veces con solucién de -
NaC1 0.9% centrifugando durante 5 minutos a 3 QQ0 rpm (centrifuga cli-

nica). Despuds de cada lavado se elimina 1a capa de leucocitos.

E1 paquete de eritrocitos lavados se resuspende en 9 volumenes de agua
destilada fria y se somete a congelaci§n en un bafo con hielo seco-acg
tona. Posteriormente se descongela en agua a temperatura ambiente. -
Esta preparaciﬁn constituye el hemolizado crudo,se toma una alicuota -
para cuantificacion de actividad de SQRD, de proteina y para electrofo
resis. .
2.- Precipitaéiﬁn’con,(NH4)2 504.
a) Agregar al hemolizado crudo la cantidad necesaria de (NH4)2 -
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SO4 (1entamente y con agitacién) para lograr una saturacifn de 25%. Re

posar 30 minutos a temperatura ambiente.

Centrifugar a 12,100 x g (Centrifuga RC2-B, Sorvall) durante 20 minutes
a 4°C. Separar cuidadosamente el sobrenadante del precipitado. Descar

tar el precipitado.

b) Agregar (NH4)2 SO4 al sobrenadante hasta una saturacion de 45%. Re

posar 30 minutos a temperatura ambiente.

Centrifugar y separar el sobrenadante.

c) Agregar (NH4)2 $0, al sobrenadante hasta una saturacidn de 50%. Re

posar 30 minutos a temperatura ambiente.

Centrifugar y separar sobrenadante.

d) Agregar (NH4)2504 al sobrenadante hasta una saturacién de 55%. Re-

-posar 30 minutos a temperatura ambiente.

Centrifudar. Descartar el sobrenadante y resuspender el precipitado en
Buffer Tris-HC1 10 mM + p-mercaptoetanol 3 mM, pH 7.7 (Solucién estabi-

lizadora).

En esta fraccidn (50-55% de saturacidn) precipita 1a SORD,

Almacenar a  -20°C el précipitado resuspendido en solucidn estabiliza-
dora (toda la noche). Centrifugar.- Descartar el precipitado; tomar -
alicuota del sobrenadante para cuantificacidn de actividad de SORD, pro
teina y electroforesis.

Dializar el sobrenadante que contiene 1a enzima.

- 3.- Dialisis en Sephadex G-25.
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Con el propbsito de eliminar e} (NH4)ZSO4 del sobrenadante-anterior; se
dializa en una columna de Sephadex G-25 (1.5 x 26 cm.), previamente equi

_ librada con Solucidn estabilizadora,

Una vez que 1a muestra penetra en el gel, se eluye con solucidn estabi-

lizadora, colectando 20 fracciones de 2 ml. cada una.

Medir absorbancia a 280 nm, a cada una de las fracciones para honitorear
en cuiles eluye protefna. (Las proteinas en solucidon muestran un ﬁico -
méximo de absorbancia a 280 nm. debido a 1os.aminoécidos aromaticos ‘-ti
ros}né, Triptdofano y Fenilalanina- de tal forma que la medicion de la -
densidad 6bticab(DO) a 280 nm. constituye un medio conveniente y extrema

_damente rdpido para cuantificar proteinas).

Mezclar en un sélo tubo todas las fracciones que contengan proteina. To
mar alicuota para cuantificar actividad de SORD, proteina y para electrs

foresis.

Cromatografiar en DEAE- Sepharosa.

Durante el procesn de purificacion de SORD eritrocitaria tuvimos acceso
a un articulo del grupo del Dr. Nealon sobre'el comportamiento cromato-
grafico en DEAE-Sepharosa de 1a SORD de higado humano (41). Los resul-
tados de dicho articulo serdn analizados en Discusidn, Basados en este
antecedente decidimos investiéar el comportamiento crﬁmatogréfico en -

DEAE-Sepharosa de la SORD eritrocitaria.

4.- Cromatografia en DEAE-Sepharosa (intercambiador aniénico).

(De acuerdo al Método de Nealon et. al. (41).
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La muestra dializada en Sephadex G-25, se aplica a una columna de DEAE-
Sepharosa (1.5 x 26 cm;). previamente equilibrada con buffer Tris-HCl -
20mM, pH 7.5. Una vez que la muestra penetrd en el gel, se eluyen con
el mismo buffer las prbteihas que no se unieron a la DEAE-Sepharosa. -
Colectar 22 fracciones de § ml. Monjtorear D.0. a 280 nm. y actividad

de SQRD en cada una de las fracciones.

Mezclar.en un sdlo tubo aquellas fracciones que tengan actividad de SORD

(PICO-1).

Tomar alicuota de la mezcla de fracciones que constituyen el pico-1 pa-

ra cuantificar actividad de SORD, proteina y para electroforesis.

Enseguida eluir las proteinas que se unieron a la DEAE-Sepharosa con bu

ffer Tris-HCI 20mM + KC1 1.5 M, pH 7.5.

Colectar 14 fracciones de 5ml. cada una. Monitorear D.0. 28Q nm. y ac-
tividad de SORD. Mezclar en un séio tubo todas las fracciones que ten-

gan actividad de SORD (PICO-2).

Tomar alicuota de Ta mezcla de fracciones que constituyen el Pico-2 pa-

~ ra cuantificar actividad de SORD, proteina y para electoforesis,

Los PICOS 1 y 2 se almacenan a '-20°C y se usan como fuente de enzima -

para el estudio de las propiedades bioquimicas de SORD.

Todas las operaciones se ilevan a cabo a 4°C,

B.- PREPARACION DE FANTASMAS DE ERITROCITOS LIBRES DE HEMOGLOBINA PARA
SER USADQS COMO FUENTE DE SORD UNIDA A MEMBRANA,

Para la preparacidn de los fantasmas de utilizé el procedimiento -
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de De y Kirtley (42) el cual basicamente consiste en 1o siguiente:

los eritrocitos provenientes de 100ml. de sangre, se lavan con una solu-
c1§n isotdnica de NaCl y Tris 17 mM, pH 7.5 y se centrifugan a 4 000 rpm.
durante 15 minutos a 4°C (Centrifuga RC2-B Sorvall). Se remueven el so-
brenadante y la capa de leucocitos y se descartan. E1 procedimiento de

" lavado se repite hasta que el sobrenadante sea transparente, usualmente

tres veces.

Posteriormente el paquete de eritrocitos se hemoliza con 9 volimenes de

solucidn hipotdnica de NazEDTA 0.1 mM + Tris 17 mM, pH 7.5, fria.

Los fantasmas se centrifugan a 18 000 rpm. durante 1 hora a 4°C, (Centri
fuga RC2-B Sorvall) y son sometidos a 5-6 lavados adicionales con el mis
mo buffer. Finalmente los fantasmas se resuspenden en 5 ml. del mismo -

buffer.
Todas las operaciones se 1levan a cabo a 4°C.

Tomar una alicuota de la preparacién de fantasmas para: observacidn mi--
croscopica, electroforesis y para cuantificacion de actividad de SORD y

proteina,

ELUCION DE SORD

La SORD unida a la membrana de 1a bacteria Gluconobacter suboxydans var,
o{es eluida en presencia de Tritdn X-100 al 1% + KC1 100 wM y D-Sorbi--
tol 100 mM (43).

Con estos antecedentes, se realizé un experimento'piloto para la elucidn

de SORD unida a los fantasmas de eritrocitos en presencia de: a) Tritdn
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X-100 al 1%; b} Tritdn X~100 al 1% + KC1 100 mM; c¢) Tritdn X-100 al 1%
+ D-Sorbitol 100 mM y d} Tritdn X-100 al 1% + KC1 100 mM + D-Sorbito!}
100 mM,

Los mejores resultados se obtuvieron con Tritdn X-100 al 1% + KC1 100 mM.
Basicamente, el procedimiento de elucidn consiste en:

incubar a los fantasmas en presencia de Tritén X-100 al 1% + KC1 100 mM
durante 2 horas a 4°C y con agitacidn. Centrifugar a 18 000 rpm. duran-
te una hora a 4°C. . Descartar el precipitado y almacenar el sobrenadante

a =-20°C toda la noche.

Al dia siguiente volver a centrifugar a 15 000 rpm. durante 20 minutos a
4°C. Descartar el precipitado y tomar una alicuota del sobrenadante pa-

ra cuantificar proteina, actividad de SORD y para electroforesis.

Aplicar el sobrenadante a una columna de Sephadex G-200 (1.5 x 42 cm;).
Eluir con soluciénlestabilizadora, colectando 25 fracciones de 4 ml. ca
da una. Monitorear D.0. 280 nm. y actividad de SORD en cada fraccidn.

Mezclar en un tubo todas las fracciones con actividad de SORD. Tomar -
una alicuota para cuantificar proteina, actividad de SORD y para elec--

troforesis.

La mezcta de fracciones con actividad de SORD se usa como fuente de en-

zima para el estudio de sus propiedades bioquTmicas.

C.- CUANTIFICACION DE LA ACTIVIDAD DE SORD.
La composicidon de la mezcla de reaccidn es la siquiente:

Tris 20 mM, pH 8.0; MgC]2 10mM; NAD+ 2,5 mM; D-Sorbitol 50 mM y un volg
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men apropiado de fuente de enzima; el volumen total de la mezcla de incu

bacion es de 100 ul.

E] sistema blanco contiene todos los ingredientes de la mezcla de reac--
cidn, excepto sorbito}. Ademds se incluye un standard de NADH de concen

tracion conocida.

Las mezclas de reaccidn se incuban a 37°C durante 60 minutos.

La reaccidn se detiene diluyendo una alicuota de 20 a 50 pl de la mezcla

de incubacidn con 4 ml. de buffer fosfatos 10 mM pH 7.4.

Leer las fluorescencias de las mezclas de incubacidn dilufdas en un Fluo
rometro de filtros (Turner modelo 110; filtro primario 110-811 y filtro
secundario 110-817).

D.~ DETERMINACION DE LA AFINIDAD POR SORBITOL Y NAD+.
Se usaron como fuente de enzima, 10s picos 1 y 2 de DEAE-Sephérosa -
(previamente concentrados por ultrafiltracion en Amicon) y el pico de Se

phadex G-200. Ver tablas 2 y 3 para esquemas de trabajo.

La velocidad de reaccion fue monitoreada a 340 nm, en un Espectrofo%ﬁme-

tro (PMQ-3, Zeiss) con compartimiento de ‘cuvetas regulado a 37°C,

Los datos de velocidades iniciales, fueron sometidos a un anidlisis de re

gresion lineal.

E.- ELECTROFORESIS DE SORD.
Se realizd de acuerdo al procedimiento de Alvarez (44).
Los estudios electroforéticos, se llevaron a cabo en el laboratorio de -

Bioquimica II a cargo de 1a Dra. Bertha Ibarra.
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F.~ ICUANTIFICACION DE PROTEINA.
(Ensayo de unidn del colorante Azul de Coomassie)

Se siguid el procedimiento de Read y Northcote (45).

G.- UTILIZACION DE FERRICIANURO DE POTASID COMO ACEPTOR DE ELECTRONES.

Teniendo como antecedente el dato de que la SORD de membrana de Elg

conobacter suboxydans varec utiliza ferricianuro como aceptor de elec--
trones (43) se decidié investigar si la SORD de membrana de eritrocitos

se comporta igual.

Para la realizacidn de esta prueba se siguid el procedimiento usado con

1a enzima de Gluconobacter (43).

H.- CUANTIFICACION DE LA ACTIVIDAD DE ALDOSA REDUCTASA.

Se hizo de acuerdo al método de Hayman et al. (1).
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RESULTADOS

A. PURIFICACION PARCIAL DE LA SORD PROVENIENTE DEL PRECIPITADO 50-55% -
OE (NH4)2 504.
E1 comportamiento de elucidn de SORD en DEAE-Sepharosa se muestra en la

Figura 6.

Se obtuvierdn dos componentes con actividad de SORD:
el pico uno que no se une a la DEAE-Sepharosa y que es eluido con el mis

mo buffer con el cual fue equilibrada 1a columna.'

E1 segundo componente (pico dos) si se une a la DEAE-Sepharosa y es elul
do en presencia de KC1 en el buffer. Este comportamiento de elucion se

observé en mis de 10 experimentos.

Los datos de la purificacién aparecen en la Tabla 4.

Para el pico uno con actividad de SORD se logrd una purificacidn de 451
veces (ac§1v1dad especifica "AEL", igual 1642 umoles de producto formado/
hora/g. de proteina).y para el pico dos de sdlo 7,75 veces (AE= 28 umo~-

les de producto formado/hora/g. de proteina).

En pico dos de DEAE-Sepharosa también eluyd la Hemoglobina; esto explica

la pobre purificacidn de 1a SORD que eluye en este pico.

B. PREPARACION DE FANTASMAS DE ERITROCITOS LIBRES DE HEMOGLOBINA PARA -
SER USADOS COMO FUENTE DE SORD, UNIDA A MEMBRANA.
E1 procedimiento de obtencidn de los fantasmas es adecuado, ya 4ue -
por observacion hicroscépica (40X}, se observé un marcado predominio de

eritrocitos libres de Hemoglobina ("fantasmas blancos”); no se observa--
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ron células rotas o restos celulares. Como se menciond en material y -
métodos, en un experimento piloto se probaron varias condiciones para -
Ta elucidn de 1a SORD de membrana y los mejores resultados se obtuvieron

con Tritdn X-100 al 1% + KC1 100 mM.

" E1 sobrenadante de 1a preparacién de fantasmas tratados con Tritdn X-100
"+ KC1 y cromatografiados en Sephadex G-200, mostré un sélo pico de acti-
vidad y de proteina, como se muestra en 1a Figura 7. €1 pico de activi-
dad y de proteina es muy ancho, probablemente porque el volumen de mues

tra aplicado a la columna fue muy grande (25-30 ml).

La actividad especifica de SORD:

a) €n los fantasmas; b) en el sobrenadante de los fantasmas tratados -
con Tritdn X-100 al 1% + KC1 100 MM y c) en el pico con actividad de --

SORD eluido en Sephadex G-200, se muestran en la Tabla 5.

En los datos de la Tabla 5; se puede observar que el niimero- de unidades

totales en el sobrenadante de los fantasmas tratados con Tritdn X-100 al
1% mas KC1 100 mM es 4 veces menor que en‘los fantasmas. Asi mismo el -
»nﬁmero de unidades totales en el pico de Sephadex G6-200, es.Z veces me--
nor que en el sobrenadante de los fantasmas. Estas diferencias no son -
explicables por una disminucion proporcional en la cantidad de proteina,
probablemente se deben a labilidad de la enzima liberada de los fantas-

mas.

C. ESTUDIO DE LAS PROPIEDADES CUALITATIVAS DE SORD.

1. MOVILIDAD ELECTROFORETICA
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En 1a.Figura'8 se muestran los resultados para la enzima eluida de DEAE-

Sepharosa y para la enzima proveniente de fantasmas de eritrocitos.

E1 hemolizado crudo muestra 3 bandas; con movilidad catddica: lenta (3-4

mm.), intermedia (13-14 mm.) y rdpida (17-18 mm.).

La SORD de pico 1 DEAE-Sepharosa‘sélo muestra la banda con movilidad -~
electroforética rdpida en tanto que la SORD de pico 2 de DEAE-Sepharosa,

muestra la banda con movilidad lenta ( un s6lo experimento ).

Los fantasmas de eritrocitos presentaron 3 patrones: (resultados de 3 ex
perimentos):

af las bandas lenta, intermedia y répida;'

b) las bandas lenta y fﬁpida

¢) la banda intermedia.

Los fantasmas tratados con Tritdn X-100 al 1% + KC1 100 mM mostrardn dos
patrones (resultados de dos experimentos):

a) las bhndas intermedia y rdpida

b) 1la banda rdpida.

La enzima solubilizada proveniente de fantasmas y cromatografiada en SeQ

phadex G-200, solamente mostrd la banda rdpida (Un experimento).

2. AFINIDAD POR SORBITOL Y NAD®
(Fuente de enzima: picos 1 y 2 DEAE-Sepharosa provenientes del preéipitg
do 50-55% de (NH4)2 504 y pico de Sephadex G-200 proveniente de fantas--

mas).

~ Los resultados de las afinidadgs por sorbitol y por NAD+ aparecen en la
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Tabla 6.

En las figuras 9 y 10, se muestran curvas representativas de la veloci-

- . (2 +
dad de reaccidn versus concentra;1on_de Sorbitol y NAD respectivamente.

La Km (constante de Michaelis, expresada en mM) por Sorbitol fue de 2,25,
1.57 y 2.98 para Ta SORD de pico 1 y 2 DEAE-Sepharosa y pico Sephadex --

G-200 respectivamente.

La Km para NAD+ fue de 0.176, 0.14 y 0.143 para pico 1 y 2 de DEAE-Sepha

rosa y pico Sephadex G-200 respectivamente.

Los resultados de las afinidades por Sorbitol y NAD® de Ta SORD que elu-
ye en el pico 2 de DEAE-Sepharosa, son producto de un sélo expérimento.
"Esto es debido a que en el pico 2 también eluye la hemoglobina, de tal -
forma que se obtienen absorbancias (a 340 nm.) basales muy elevadas, To
cual dificuita la medicién de incrementos discreto§ en absorbancia duran

te 1a medicion de la velocidad de la reaccidn.

Los coeficientes de correlacidn (r) de los datos experimentales de 1/v
versus 1/Sorbitol 6 1/NAD+ estuvieron comprendidos en el fango de 0.90
a 0.99, excepto para el pico 2 de DEAE-Sepharosa donde para Sorbitol, --
r= 0.84 y para NAD+ r= 0,49.

3. UTILIZACION DE OTRO ACEPTOR DE ELECTRONES.
Se realizd un 5610 experimento para investigar si la SORD unida a -
membrana utiliza ferrfcianuro de Potésio como aceptor de electrones. Los

resultados fueron negativos,

D. .CUANTIFICACION DE LA ACTIVIDAD DE ALDOSA REDUCTASA.
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La cuantificacién de 1a actividad de aldosa reductasa se realizb en fan

tasmas de eritrocitos tratados. con Tritén X-100 al 1% + KCl100mMy -

eluidos en Sephadex G-200.

Se realizé un sdlo experimento y.los resultados fueron negativos.



DISCUSION



30

DISCUSION

E1 comportamiento cromatogrdfico en DEAE-Sepharosa de la SORD eritroci-

taria (Figura 6) es similar al que exhibe Ta SORD de hfgado humano (41).

Nealon et al, encontraron que por cromatografia en DEAE-Sepharosa un so
brenadante‘proveniente de un homogenado de higado muestra dos componen-
tes con actividad de SORD: uno que no se une a la columna y otro que sf
se une. E1 componente principal esté constituido por 1a SORD que no se
une a 1a DEAE-Sepharosa y muestra una sola banda electroforética con mo
vilidad catddica. E1 componente que se une a la DEAE-Sepharosa es elui
do de la ;;1umna con KC1 y muestra una sola banda con movilidad electro
forética anddica (41). El éomportamiento electroforético de la SORD -
eritrocitaria elufda en DEAE-Sepharosa también es similar al de la enzi
ma de hig&do: E1 pico 1 de DEAE-Sepharosa muestra Una sola banda con -

movilidad cafédica ripida y el pico 2 una sola banda, con movilidad ca-

_ tédica lenta.

Como se mencion§ en antecedentes, la SORD que precipita en la fraccidn

50-55% de (NH4)2 S04, cromatografiada en Sephadex G-200, muestra dos pi
cos con actividad de SORD: uno de exclusiﬁn'répida y otro de exclusidn

lenta. E1 pico rdpido y el pico lento eluyen antes y después que el --
Azul Dextran (PM, 2 x 106) respectivamente., Este fue el primer antece-
dente que nos hizo sospechar la existencia de una SORD unida a membrana
' (piéo de elucidn rdpida) ademds de la SORD soluble (pico de elucidn len
ta). Tampién se menciond en antecedentes que por electroforesis en gel

de poliacrilamida la SORD de pico lento y de pico rdpido muestran 2 ban
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das con migracidn catédica: 1la lenta y la rdpida. Ademds las absorban
cias a 280 nm. del pico rapido y del pico lento de Sephadex G-200 son -
muy elevadas y muy bajas respectivamente (D0.280 nm. mixima => 2 para -

el pico rdpido y<0.4 para el pico lento),

En el pico rdpido (SORD unida a membrana) predomina la banda lenta y en

" el pico Tento (SORD soluble) predomina la banda répida.

Como puede observarse en la Figura 8 Ta SORD del piﬁo 1 que no se une a
laFDEAE-Sepharosa muestra la banda electroforética rdpida, por lo que ~
se infiere que esta SORD corresponde a 1a SORD eluida en pico Jento de

Sephadex G-200. La DO 280 nm. maxima del pico con actividad de SORD -~
" que no se une a DEAE-Sepharosa es muy baja (< 0.4) (Figura 6). Este da
to también apoya la interpretacidn de que el pico lento de Sephadex G-

200 es equivalente al pico con actividad de SORD que no se une a 1la ~-

DEAE-Sepharosa, (SORD soluble)

La SORD que se une a la DEAE~Sepharosa, s61o muestra 1a banda con movi-
Tidad electroforética lenta y seria equivalente a 1a SORD eluida en el

pico rapido de Sephadex G-200.

La SORD que no se une a la DEAE-Sepharosa probablemente tiene una carga
eléctrica neta positiva lo cual explicaria su rapida migracidn electro-
forética en direccién catédica. La SORD que se une a la DEAE-Sepharosa
tiene una carga e1éctrica neta negativa y por lo tanto.su migracion --

electroforética en direccidn catddica es lenta.

También se menciond en antecedentes que por electroforesis de un hemo-

Vizado crudo se observan de 1 a 3 bandas con actividad de SORD con mo-
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vilidad lenta, intermedia y rdpida las cuales son interconvertibles.

A semejanza del hemolizado crudo, la preparacifn de fantasmas adends de
la banda lenta también mostrﬁ.la banda intermedia y la banda rdpida en
un experimento; en otro experimento mostrd las bandas lenta y rdpida y
en un experimento mds s6lo mostrd la banda intermedia. E1 -tratamiento
con Tritdn X-100 al 1% -mds KC1 100 mM resultd en desaparicidn de la ban
da lenta en un experimento y desaparecidn de las bandas intermedia y --
lenta en otro. Para la enzima de membrana eluida en Sephadex 6-200 s0-

lo se observd la banda rdpida.

Estos resultados sugieren que tanto la SORD de hemolizado crudo como la
de fantasmas de eritrocitos pueden existir hasta en 3 formas molecula--

res diferentes por criterios electroforéticos.

Conocemos el comportamiento electroforético de SORD a nivel puramente -
descriptivo. No sabemos, de que depende la interconversidon de bandas.

Tampoco sabemos que representa cada una de las bandas.

{Son agregados de diferente peso molecular y carga eléctrica?

iSon isbémeros conformacionales?

Seri necesario tener una mayor casuistica‘qe c&rrimientos electroforé-
ticos para definir con exactitud el patron de bandas de las qiferentes
preparaciones de SORD. También serd necesario disefiar nuevos experi--
mentos para investigar el fendmeno de interconversion de bandas y para

definir si son agregados § isdmeros conformacionales.

La agregacidn y el isomerismo conformacional de enzimas son causas co-
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nocidas para Ta generacidn de patrones electroforéticos de varias ban--
das (46).

Como puede observarse en la Tabla 6 las afinidades por Sorbitol y NAD*
de 1a SORD soluble (pico 1 DEAE-Sepharosa) y de la SORD proveniente de

las membranas de eritrocitos (pico Sephadex G-200) son muy similares.

En 1975 Barretto & Beutler (47) purificaron la SORD de eritrocitos hu-

"manos a partir de un hemolizado libre de- estroma por cromatografia en -

CM- Celulosa (carboxi-metil celulosa). E1 grado de purificacién fue de
900 veces y por electroenfoque se obtuvo evidencia de un s6lo componen-
te con un punto isoeléctrico de 8,96, Las propiedades bioquimicas.de -

la enzima purificada fueron las siguientes:

a) pH optimo = 9.5

b) Termoestabilidad: Tla enzima fue estable a temperatura de 40°C y -
45°C pero inestable a 50°C, con una pérdida de 36% de actividad en
60 minutos. -

¢) La Kkm para Sorbitol = 1.7 mM y la km para NAD' = 0.2 mM. Estos va-
lores son muy comparables a los encontrados por nosotros.

'd) La actividad de 1a preparaciﬁn purificada en catalizar 1a reduccién
de Fructosa a sorbi;ol usando NADH como - coenzima, fue aproximada--

mente de 30% en relacidn a la oxidacidn de Sorbitol a Fructosa,
Shin et al. (30) reportaron una Km para Sorbitol = 2 m para l1a SORD de
" eritrocitos humanos.

La SORD de cristalino humano (3) tiene afinidades por Sorbitol (Km = -
1.45 mM) y por NaDt (km = 0.05 mM) similares a 1a SORD de eritrocitos
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humanos.

Respecto a 1a SORD de hfgado humano, Nealon et al, (41) encontrafon que

la enzima que no se une a la DEAE-Sepharosa (SORD-1) muestra diferencias
estadfsticamente significativas en la Km por Sorbitol y NAD+ versus la -
enzima que sf se une a DEAE-Sepharosa (SORD-2). Ademds un anticuerpo --
contra 1a SORD-2 no reaccion§ con la SORD-1. EV punto 1sog1éctr1co para
la SORD-I fue de 9.5 y para la SORD-2 de 6.2. Nealon et al. concluyen -
que sus datos experimentales proporcionan una fuerte evidencia de que -~
SORD-1 y SORD-2 son-diferentes formas de la misma enzima. Sin embargo,

estos autores no ofrecen ninguna explicacion sobre el origen probable de
ambas formas de SORD. ilas dos formas de SORD son producto de 2 genes -
estructurales diferentes? (¢lLas dos formas de SORD son producto del mis-
mo gene estructural pero una de ellas existe en forma sbluble y la otra

unida a membrana? La unidn a 1a membrana podria modificar fas caracte--
risticas e}ectroforétjcas. cinéticas y los determinantes antigénicos de

1a SORD,

En 1a Tabla 7 se enlistan las Km por Sorbitol y por NAD+ para 1a SORD de

diferentes tejidos animales.

En Drosophila melanogaster, se ha reportado la existencia de compartamen

_ta]izacién de SORD: una forma esta localizada en el citosol y la otra es

mitocondrial (50).

En Gluconobacter suboxidans var.oCse ha demostrado la existencia de una

SORD soluble (51) y una SORD unida a membrana (43); la enzima membranal

usa Ferricianuro de Potasio como aceptor de electrones.
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La SORD eritrocitaria unida a membrana no utilizé ferricianuro como acep

tor de electrones,

Se ha sugerido que el NADH producido durante la conversion de Sorbitol a
Fructosa es utilizado para la reduccién de 1a metahemoglobina a hemog]o-
bina, proceso que se 1leva a cabo en el citoplasma y que es catalizado -
por la enzima metahemoglobina reductasa (10). Desconocemos cual serfa -
.-1a funcidn de 1a SORD unida a membrana eritrocitaria. Tampoco sabemos -
si 1a primera enzima de la vfa del Sorbitol, Ta Aldosa Reductasa, existe

en dos formas. una soluble y otra unida a membrana.

En 1977 Schrier, publicd un catdlogo de enzimas de membrana del efitroqi
to humano. De acuerdo al tratamiento usado para disociar 1a enzima 0 --
proteina de Ta membrana, las proteinas membranales del eritrocito se cla
sifican en -integrales o periféricas, intrinsecas o extrinsecas; o asocig
das a membrana.‘ Si Ta enzima es removida de 1a membrana por tratamien--
tos relativamente suaves se dice que la enzima es periférica o extrinse-
ca 0 asociada a membrana. Si el tratamiento requerido es drdstico y con
duce a destruccidn de la es;ructura de 1a membrana, la enzima o protefna
es intrinseca o integral. £} método de preparacion de membranas que tie
ne un grado de aceptaciﬁn estandar es el de los fantasmas blancos "1{ --

bres de hemoglbbina" (52).

Schrier divide a las enzimas de membrana en 2 categorias:

1. Enzimas localizadas exclusivamente en la membrana y no en el Cito--

sol y

2. Enzimas Euya’actividad se encuentra en el citosol y en la membrana,
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En este grupo se incluyen, entre otras, 9 enzimas del metabolismo de la

glucosa.

Entre las enzimas del grupo 2~1a gliceraldehido-3-fosfato deshidrogena-
sa {GAPD), ha sido estudiada mids exhaustivamente. La enzima del cito--
sol y la unida a la membrana han sido purificadas y caracterizadas. La
determinacidn del peso molecular, la medicidn de las constantes cinéti
cas y la curva de actividad contra pH indican que no hay diferencids me
dibles entre GAPD del citosol y la membrana, Ademds, anticuerpos con--
tra la enzima no distinguen entre la citos6lica y la membranal (53). -
Se conoce que la GAPD estd localizada en la cara 1nterna de la membrana
del eritrocito con los sitios activos orientados hac1a el citosol (53).

Se han sugerido diversas funciones bioldgicas para las enzimas de mem-

brana de eritrocitos. Por ejemplo, se ha propuesto que las enzimas gli
coliticas secuenciales gliceradehido-3-fosfato deshidrogenasa y fosfo--
glicerato Kinasa podrian func1onar suministrando ATP en la supef1c1e ci

tos6lica de la membrana er1troc1tar1a {52)*

Finalmente, con los datos presentados en esta tesis podemos decir que -
1a SORD soluble y 1a SORD de membrana son indistinguibles desde el pun-
to de vista de su afinidad por Sorbitol y por NAD

Para cumplir el objetivo general consistente.en caracterizar las propie
dades bioquimicas de la SORD so]ub]e;y Ta SORD membranal serd necesario

estudiar otras propiedades cualitativas tales cbmo:

a).- Utilizacidn de diferentes sustratos.
b).- Respuesta a diferentes inhibidores.

c).~- Termoestabilidad.
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d}.- Otras.

Respecto a los estudios electroforéticos serd necesario:

~a) Definir con mayor precisidn los patrones electroforéticos para las
diferentes preparaciones enzimaticas provenientes del precipitado -
al 55% de Sulfato de amonio y de aquellés provenientes de los fan--

tasmas de eritrocitos.
b) Investigar de qué depende 1a interconversién de bandas y que repre- -

senta cada una de ellas.

Ademas serd necesario hacer mds experimentos para investigar si la aldo

sa Reductasa estd o no unida a la membrana del eritrocito.
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CONCLUSIONES

La SORD soluble y 1a SORD de membrana son indistinguibles desde el

punto de vista de su afinidad por sorbitol y por NAD+;

E1 comportamiento electroforético de 1a SORD de membrana es muy si-

milar al que exhibie 1a SORD proveniente de un hemolizado crudo.

El comportamiento cromatogr&fico en DEAE-Sepharosa de 1a SORD de -
eritrocitos humanos es similar al que muestra 1a SORD de hfgado hu

mano.



AR SORD
GLUCOSA - SORBlTOL FRUCTOSA
K NADPCjDP‘" napt NADH
glucoso-6-F > 6-F-gluconato —————> \ggnt%es;gs-
Via de

- Embden - Meyerhof

Fig. 17— Via del sorbitol y su relocion con las vios de Embden -Meyerhof y de las ‘pentosas

.



40

-70

- 60

O
(2]
:

(o———0) (VION32S3HO0M 4 ) QYOS 30 QVAIALLIVY

Q
3 3
1 i

i

(o-——~—-¢) wwogZ 0Q

No. DE FRACCION

Fig. 2~ Comportamiento de elucion en Sephadex G-200 { 1.6x 26cm) del
Fracciones de 2ml,

"PPTDO 50-55 %.




Fig. 3~ MOVILIDAD ELECTROFORETICA DE SORD ELUIDA
"EN SEPHADEX G-200 Y PROVENIENTE DEL PPTDO
55 % DE (NH,), SO,.

S @ -
] S

PUNTO DE —_— — —_—
APLICACION 1 2

PPTDO 55 %

NO TRATADO CON TRITON

+ KCi.

1~ PICO—)
2= PICO-2

e
.
>

o <
1 2

PPTDO 55 %
TRATADO CON TRITON X-100 + KCI

1~ PICO—1
2~ PiCO~-2

84



D.O. 280 nm.(e—0)

L

120

No. DE FRACCION

Fig. 4 Comportamiento de elucidn en Sephadex G-200 (1.6 x 26 c¢m.)del PPTDO

§0-55% tratado con tritdn X-100 a) 1% y KC1.0.Y M. Fracciones de
2 ml,

140

ACTIVIDAD DE SORD (s—s)

( FLUGRESCENCIA )

2y




280 nm (o---o)

0.

D.

, B
L 50
L L0
L 30
L 20
\ \3 oo-o '10
~0.0.0-Y- e S
0.0.0:0.0-0-0° ©-00
4 8 12 16 20 24 28 32

No. DE FRACCION

Fig. 5 Comportamiento de elucién en Sephadex G-200 (1.6 x 26 cm.) de un so
brenadante proveniente del PPTDO, de 80,000 xg solubilizado con tri
ton X-100 y KC1. . Fracciones de 2 ml,

SORD (&)

( FLUORESCENCIA )

ACTIVIDAD ©OE

1%/




3.00

No. DE FRACCION

F1g 6 Comportamento de elucmn en DEAE Sepharosa (1 6 X 26 cm. )de] PPTDO

50-55% Fracciones de 5 ml.

lr 1 »
2.50
! |
1 2.00-
: =
S
E ]50-—1 I
[
o
m -
N
O 1.00-
o e
0.50 - | J i
N . /Q\ °”°. .o-o-o’o-o‘o' N i
. 0=0m0mom o= ¥ooomamomgmo-? .
0.00 L A S St M S M S S S S e e S s S A s M e e s e ey e S I
0 6 12 18 o4 A

60

40

20

ACTIVIDAD DE SORD (fluorescencia) (¢——e)

L1/



D. 0.280am (©--~-~-0

3.2

0.0

-~ 80 ~
°
- 2
g
[+
;—608
=2

¥ 1 1 LR L T 1 | L) 1 L IR | ]

1 T
5 10 . 15 20
No. DE FRACCION

Fig:”7i-Eoﬁaa;igﬁiéﬁtb»de elucién en Sephadex G-200 (1.6 x 42 cm.) de Y

fantasmas tratados con tritdn X-100 y KC1.
Fracciones de 4 ml.

i
n
. O
- ACTIVIDAD DE SORD

O




<
<
1 2

1~ Pico~1 OEAE-~Sepharosa
2— Pico-2 DEAE—~Sepharosc

Fig. 8~ MOVILIDAD ELECTROFORETICA DE SORD.

<

<

<

1

1-
2~

<«

<>

—

2

Hemolizado
Fontosmos

<= - &
@D D
<
1 2 3 4
1~ Hemolizado
2= Fantasmas
3~ Fontosmas +
Triton + KCi
4— Fontosmas + Triton +

KC? + eluidos de
Sephadax G~200.

1

1=~
-
3

4~

2 3 4

Hemolizado
Fontasmas

Fontasmas +
Triton + KC)

Fantasmos + Triton
+ KC! eluidos en
Sephadex G-~200.

9t



Figuro 9~ VELOCIDADES DE LA REACCION VS CONCENTRACION
- DE SORBITOL Y DE NAD®* (SORD Soluble ).
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TABLA 1

FRACCION ' UNIDADES
TUTALES
(u)*
Hemolizado crudo (HC) 12.46
PPTDO. 50-55% 4,11

Sephadex G-200
Pico Ripido u.3y

Pico Lento 0.30

* U = umoles de producto formado/hora

PURIFICACION DE SORD

PROTEINA
- TOTAL
(gr.)

4.26

0.0223

0.u04866

0.000306

ACTIVIDAD
ESPECIFICA
(u/gr. prot)

2.9

185

80

977

*k

RENDIMIENTU
(%)

100

33

2.4

** Rendimiento = (Unidades totales fraccion<Unidades totales hemolizado crudo) x 100
*=* Purificacion = Actividad especifica fraccidngActividad especifica hemolizado crudo.

widk

PURLFICACION

63

27

356

6t



TABLA 2

CUANTIFICACION DE LA ACTIVIDAD DE SORD
Vs -
CONCENTRACION DE SORBITOL

‘ _ | 1 2 3 4 5 6 7

'f COCTEL 1 : 400 400 400 400 400 40 400 p
FUENTE DE ENZIMA 300 300 300 300 300 300 300
H,0 o 300 200 200 200 200 200 200

' Preincubacidn 37°C/1u min

SORBITOL 10 mM - 100 - .- -ne --- ---

13 mM - e 100 — -—- - .-
20 mm : ~— - - 100 ——- - -
40 mM _ ——- - -- - 100 - -
80 mm R ——— - - -—- 10u a—-

20u mM - - - S~ --- - 100

Medir incrementos en DU 34U nm cada S min durante 30 min.

* COCTEL 1: !
Tris-HCl 1 mpH 8 100 ut
MgClz 200 mm 100
naot 50 mM 100
Nicotinamica 5u mM 50

50
ol ()

0§



TABLA 3

Medir incrementos en DU 34y nm cada 5 min durante 30 min.

* COCTEL 2 400
FUENTE DE ENZIMA 300
Hy0 | 300

napt  2mM ---

3 mM ———
5 mM ' —
10 mM —
20 mm ——=
50 mm ———
* COCTEL 23 7r0sHCl 1M pH 8-

MgCl. 200 mm
Sorbftol 2u0 mm

Nicotinamiga 5u mM
H20 :

CUANTIFICACION DE LA ACTIVIDAD DE SORD

CONCENTRACION DE NAD'

Vs

2 3
400 400
300 300
200 200

4
400

300

200

Preincubacién 37°C/10 min

100 --
- 100

100 a1
100
100

50

50
00

400

300

200

1uo

LU T

400

300

200

100

400 1
300

200

100

T



TABLA 4

FRACCION

Hemolizado Crudo
(HC)

PPTDO. 50-55%

Sephagex G-25

DEAE-Sepharosa

Pico-1

Pico-2

UNIDADES
TOTALES

30.8

12.22

- 9.61

1.33

0.666

PURIFICACIQN DE SQRD

PROTEINA
TOTAL (gr)

8.45

0.0663

0.0341

0.00081

0.0236

ACTIVIDAD RENDIMIENTO
ESPECIFICA (%)
(u/g prot.) :
3.64
184.31 39.67
281.81 31.20
1642 4,31

28.22 2.16

PURIFICACION

50.63

77.42

451

7.75

FA



TABLA §

FANTASMAS

SOBRENADANTE
DE FANTASMAS '
(Tritdn + KC1) ,

PICO-SEPHADEX
G-200

* pmoles de producto tormado/hora

ACTIVIDAD DE SORD DE MEMBRANA

. * UNFDADES

- TOTALES

12.57

2.96

1.55"

PROT.
TOTALES

(gr)

0.02434

. 0.01828

0.01446

U/g Prot.

517

162

107




TABLA 6 . : .
~ AFINIDADES POR SORBITOL Y NAD DE LA SORD SOLUBLE
' Y DE LA SORD UNIDA A MEMBRANA

*SORD PICO-1 *SORD PICO-2 . **SQORD

DEAE SEPHAROSA DEAE-SEPHAROSA * SEPHADEX G-200
ta (nm) ' kn (m) | o Kn (ms)
Sorbitol  NAD' Sorbitor  NAD' Sorbitor  Nap'
Experwnento 1 312 0.113 | 3.4 0.148
- Experimento 2 --- 0.152 2.94  0.12
E¥p6r7mentobd 2.7 0.338 | 1.57 - 0.14 2,17  0.163
Expérimento 4 1.56 0.18
Exber;ménto 5 1.56 0.098
X 2.2 0.176 1.57  0.14 2.98  0.143

* Precipitado 50-55% de (NH4)2 SO4 dializado en Sephagex G-25 y cromatografiado en LEAL-Sepharosa

** Fantasmas eluidos con Tritdn X-100 + KCi Y 3aplicados a dephadex G-200




TABLA 7

AFINIDADES POR SORBITOL Y POR NAD" DE LA SORD DE DIVERSOS TEJIDOS ANIMALES

TEJIDO

Eritrocitos humanos
Eritrocitos humanos
Er1trocitos humanos (soluble)
Eritrocitos humanos (membranal)
Cristalino humano

Cerebro humano

Higado humano SORD-1

Higado humano SORD-2

Higado de ratdn

Km (mm) +
Sorbitol NAD

1.7

2.0

2.28

2.98

1.45

0.45

18.2

9.6

.1.54

0.2

6°176
0.143
0.05
0.011
0.36
0.2

0.056

REFERENCIA

Barrefto et al (47)
Shin et al (30)

Esta tesis

Esta tesis

Jedziniak et al (3)
0'Brian et a1 (48)
Nealon et al (41)
Nealon et al (41)

Burnell et al (49)
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