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2.

INTRODUCCION

El 2,3-difosfoglicerato (2,3-DPG) as un coroponente intracelu- 
lar habitual en los eritrocitos de mamfferos, donde desempeBa un im­
portante papel en la regulaciôn de la oxigenacibn de la hemoglobina. 
Asimisrao, se ha sugerldo que actûa controlando la velocidad glicoli- 
tica del eritrocito ya que ejerce un efecto inhibitcrio sobre algu- 
nas enzimas claves en la regulaciôn de la glicolisis.

Dada la experiencia previa de nuestro grupo en el campe del 
métabolisme y funciôn del 2,3-DPG en eritrocitos de mamiferos, se 
planteô, y se iniciô con esta Ternis, el estudio de este fosfato or- 
g&nico y de las enzimas implicadas en su métabolisme y regulaciôn, 
a lo largo de los procesos de diferenciaciÔn, maduraciôn y enveje- 
cimiento del eritrocito. La eritropoyesis parece ser un modelo vA- 
lido para dicho estudio, puesto que la célula résultants del proce- 
so, el eritrocito maduro, estâ altareente diferenciado en la forma- 
ciôn de dicho compuesto. Para elle se emplean eritrocitos maduros 
de distinta edad y diferentes tipos celulares (réticuléeites y di­
verses precursores eritroideos) de la linea eritropoyôtica en ratas 
adultes.

En primer lugar, se aborda el estudio de la activldad de la 
difosfoglIceratomutasa, enzima sintetizadora del 2,3-DPQ, en nobla- 
ciones globales de eritrocitos, reticulocitos y precursores eritroi­
deos de médula ôsea. Para elle, y como fase previa se discute el 
método, utilizado para la determinaciôn de la enzima, que ha sido 
propuesto inicialmente en nuestro laboratorio (RONCALES, 1978), 
para el caso de los eritrocitos humanos. Como consecuencia del pro- 
ceso de diferenciaciÔn y maduraciôn del eritrocito, la difosfogli- 
ceratomutasa sufre, posiblemente, cambios importantes en su activi- 
dad o cantidad que pueden explicar la apariciôn del 2,3-DPG durante 
el process eritropoyético.

Por otro lado, se estudia la actividad de la fosfoglicerato- 
quinasa, enzima implicada tanto en el ciclo del 2,3-DPG como en la 
via glicolitica, en los très procesos mencionados. Sus valorem de ac-



tivldad pueden ser utilieados como paramètres de la diferenciaciÔn.
Con objeto de estudiar el métabolisme de dicho fosfato orgà 

nico en aquellos procesos es necesario contar con un método que per 
mita separar las células de distinta edad intégrantes de poblaciones 
de eritrocitos y reticulocitos, asi como los distintos tipos de céln 
las componentes del conjunto "células eritroideas". Con este fin, se 
emplea una técnica de distribueiôn en contracorriente, propuesta por 
ALBERTSSON (1971) para una gran variedad de células, partlculas su^ 
celulares y macromoléculas, y utilizada posteriormente en la sépara 
ciôn de las distintas células sanguineas por WALTER y col. (1975).

Previamente a la utilizaciôn de esta técnica se establecen 
las condieiones expérimentales ôptimas (en cuanto a temperatura, con 
centraciôn de sales y pollmeros), mediante la realizaciôn de expeM 
mentos de particiôn en tubos individuales.

Por otro lado, y puesto que se ha utilizado una versiôn senü 
automética fahricada en EspaAa del aparato de distribuciôn en contra 
corriente original de ALBE31TSS0N, se realizan expérimentes encami- 
nados a comprobar el correcte funcionsmiento de dicho aparato, asi 
como la influencla que, sobre la separaciôn celular tienen una serie 
de parâmetros taies como concentréeiôn saline, concentréeiôn de la 
muestra, etc. Al mismo tiempo, se analizan las posibilidades de apH 
caciôn del método a la separaciôn de mezclas celulares con distintos 
coeficléntes de particiôn. (K).

Date muy importante en todo este estudio es la confirméeiôn, 
por experimentos con ^^Fe, de la posiciôn que ocupan las células er_i 
trocitarias (en el colector de fracciones = nO de cavidad), segûn su 
edad, una vez realizada la distribuciôn en contracorriente. Es enton 
ces cuando se determine, tanto en la pôblaciôn de eritrocitos como 
de reticulocitos, separados por este procedimiento, la actividad en 
zimética de la fos f og1i ceratoqu inasa. Tambtén se ha iniciado la 
adaptaciôn del método de determinaciôn de la difosfogliceratomutasa 
en las fracciones obtenidas en la distribuciôn en contracorriente, 
asi como la identificaciôn y estudio bioqutmico de los distintos 
pos de células que contituyen las "células eritroideas" de médula 
ôsea. Sin embargo estos resultados no se incluyen en esta Tesis, pues 
to que parecen requérir un désarroilo posterior.
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1.- PARTE TEORICA,



1.1,- DIFERENCIACION. MADURACION Y ENVEJECIMIENTO DEL ERITROCITO; 
ASPECTOS MORFOLOGICOS Y BIOQUIMICOS,

El proceso conocido como eritropoyesis tiene como misiôn la 
formaciôn de células especializadas en la sintesis, protecciôn y fun 
cién de la hemoglobina (HARRIS y KELLERMEYER, 1970), protelna nece- 
saria para el transporte de los gases respiratorios.

Esta produccién de los eritrocitos circulantes lleva consi- 
go una serie de cambios citôlogicos y bioqulmicos importantes, la c^ 
lula hematopoyética precursor* es inducida a iniciar la sintesis de 
hemoglobina y componentes especificos de las células eritroideas, 
asi como a realizar un numéro definitiro de dlvisiones celulares y 
sufrir una serie de transforméeiones morfolôgicas y bioquimicas ca 
racteristicas.

La eritropoyesis viens favorecida por una hormona, la eritro 
poyetina, producida, liberada o activada en respuesta al nivel de 
oxigenacién de los tejidos (REISSMANN, 1950; GORDCm y ZANJANT, 1970).

La célula résultants del desarrollo eritropoyético, el eri­
trocito maduro, consiste asi en una soluciôn de hemoglobina encerra 
da en una membrane plasm&tica con los sistemas enziméticas requeri- 
dos para la ohtencién y mantenimiento de las propiedades osmôticas 
adecuadas (RIFKIND, 1974).

Toda esta secuencia de transforméeiones celulares se conside 
ra hoy como un proceso real de diferenciaciÔn ya que cumple todos 
los términos de la definiciôn propuesta por WEISS (1973): "la dife­
renciaciÔn celular es todo proceso de transformée iôn unidireccional 
e irreversible que genera diferencias constitucionales verdaderas en 
las generaciones de células hijas".

De acuerdo con los estudios mas recientes las células de la 
serie eritroidea pueden ser agrupadas en très compartimentes bien 
caracterizados; l) DiferenciaciÔn, que comprends a la célula precur 
sora y hasta que la célula eritroidea ya no présenta mitosis y por 
tanto déjà de dividirse. 2) Maduraciôn, desde este memento hasta su 
transformaciôn en eritrocito circulante. 3) Envejecimiento, o pro-
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ceso por el que el eritrocito circulante pierde la capacidad de rea­
lizar su funciôn y se destruye. (STEPHENSON y col., 1971; TILL y Me 
ClILLOCH, 1971 ; TRÜHAN, 1974). Describamos brevemente estos très pro­
cesos.

DiferenciaciÔn.

La diferenciaciÔn propiamente dicha puede subdividirse a su 
vez en très etanas consécutives, intimamente relacionadas entre si.
a) Parece que bay claras evidenclas (McCULIDCH, 1970; MOMIE y METCALF, 
1970), de la existencea en médula ôsea de una célula (cuya identidad
y morfologia estan en discusiôn) "capaz de former colonies" (CPC) y 
que séria la precursora de las très lineas hematopoyétlcas principa­
les; eritrocitica, granulocftica y megacariocttica; se trata por tan» 
to de una célula pluripotencial, a partir de la cual se diferencian 
las células unipotenciales precursores de cada serie. Los mecanlsmos 
por los que se lleva a cabo dicha transformaciôn no son bien conoci- 
dos (CURRY y TRENTIN, 1967; GOLWASSER, 1975; TILL y col., 1975), si 
bien implican un cambio en la exprèsiôn génies de dicha célula. Este 
cmabio supone la adquisiciôn de una capacidad de respuesta a agentes 
reguladores cspecfficos en cada tipo de diferenciaciÔn. En el caso de 
la eritropoyesis el agente regulador es la eritropoyetina. La célula 
résultante de esta primera etapa es, por tanto, la "célula sensible 
a la eritropoyetina" (CSE), cuya morfologia tampoco se conoce con 
exactitud. Hay autores como DICKERMAN y col, (1976), para los que el 
concepto de diferenciaciÔn estaria reservado unicamente a esta tran^ 
formaciôn.
b) Durante la segunda etapa, la célula sensible a la eritropoyetina 
(CSE), destinada irreversiblemente a expresar el material genético 
correspondiente a la sintesis de hemoglobina, se convierte en la pri­
mera célula eritroidea identificable como tel* Segôn GOIAtASSER (1975) 
en esta etapa se pueden distinguir dos procesos; sensibilizaeiôn, por 
el que la célula ya es capaz de responder a la eritropoyetina (es
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decir se sensibilize a la eritropoyetina){ e induceiôn, donde se pro­
duces realmente los primdros cambios bioqulmicos en respuesta a la 
interacciôn de la hormone.
c) La tercera etapa se conoce como diferenciaciÔn terminal o especia- 
lizaciôn. En elle, la côlula ya diferenciada geneticamente, se esne- 
cializa en el mantenimiento de la capacidad de sintesis de nroteinas 
especlficas como la hemoglobina, en la supresiôn de determinadas 
activldàdes celulares, como son la dlvisiôn celular y en la desapa- 
riciôn de algunas rutas metabôlicas. La côlula résultante o proeri- 
troblasto aparece morfologicamente como una côlula normal, si bien, 
bioquimicamentc puede llevar a cabo transforméeiones que la délimi­
tas como una cÔlula eritroidea, taies coraot sintesis de DMA (TRUMAN,
1974), gran aumento de la sintesis de RNA (KRANTZ y GOIAiASSER, 1965) 
y absorciôn de hierro (KATZ, 1965; ERSLEV y GAOUZDA, 1975), Se discu­
te si en el proeritroblasto hay o no sintesis de hemoglobina (IIODGSON, 
1970; TERADA y col,, 1972; DENTON y col,, 1975), Para RAPOPORT y col. 
(1974), el proceso diferenclativo tendria su limite en esta côlula 
precursora. El proeritroblasto lleva a cabo entonces de dos a cua- 
tro divisiones mitÔticas (TARDUTT, 1969), dando lugar al eritroblasto 
basôfilo, Ello supone la reducciôn del tamaBo del nficleo, debido a 
una progresiva condensaciÔn de la protelna nuclear (ERLEV y GABUZDA,
1975). La basôfilia que présenta es debida al gran acGmulo de mlto- 
condrlas y ribosomas en el citoplasma, ribosomas donde se sintetiza 
la globtna, que unida al hemo formaria la molôcula de hemoglobina.

El siguiente estadio en la diferenciaciÔn es el eritroblasto 
pollcromatôfilo, Gltima côlula que présenta divisiÔn mitôtica, con 
la consiguiente dismtnuciôn de tamaBo nuclear, sintesis de rRNA, y 
desapariciôn de la sintesis de DNA (RIFTCIND, 1974). En este estadio 
de la eritropoyesis, se ha sintetizado ya alrededor de 1/3 de la 
hemoglobina total (DENTON y col., 1975), lo que provoca la policro- 
matofilia del citoplasma.

Maduraciôn.
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Una vez alcanzado este estado de diferenciaciÔn la côlula dé­
jà de dividirse. Se ha llegado al eritroblasto ortocronôtico o nor- 
moblasto, a partir del cual se formarô por maduraciôn un solo eri­
trocito. En este période se producen cambios bioqulmicos importantes 
que afectan, por ejemplo, al control de la sintesis de hemoglobina. 
Como consecuencia, aumenta la concerntraciÔn de hemoglobina, hasta ha- 
cerse casi igual a la del eritrocito (DENTON y col., 1975). Al mismo 
tiempo disminuye la cantidad de ribosomas y mitocondrias (RIFKIND, 
1974), y el nficleo decrece hasta hacerse totalmente picnôtico y ser 
expulsado de la côlula (BANK y col., 1970; SKUTELSKT y DANON, 1970; 
TAVASSOLI y CROSBY, 1973),

La primera côlula anucleada se désigna reticulocito. Por el 
aspecto que présentas los poeos ribosomas y mitocondrias, todavia pré­
sentes, RAPOPORT y col. (1974) proponen agrupar bajo el nombre de re­
ticulocitos a los estadios comprendldos entre normoblasto y reticulo­
cito. Aunque los reticulocitos no son espaces de slntetizar RNA, con- 
tinuan sintetizando hemoglobina debido al contenido residual de mRNA 
y ribosomas (MARKS y col., 1963; RIFKIND y col., 1%4), Al mismo tien- 
po que decrece el numéro de mitocondrias disminuye todo el metabolis- 
mo celular. La transiciôn de reticulocitos a eritrocitos queda defi- 
nida por el ccse de la sintesis de hemoglobina, la desapariciôn de 
ribosomas y mitocondrias y el descenso de la actividad en algunos en­
zimas claves en la glicolisis (RAPOPORT y col., 1974). De esta mène­
ra el eritrocito ha de obtener toda la energia necesaria para cumplir 
su funciôn à partir de la glicolisis anaerobla.

Envejecimiento,

Si bien una cierta proporciÔn de reticulocitos jôvenes se en- 
cuentran en la sangre circulante, la mayor parte espera en la môdula 
ôsea hasta que se compléta su maduraciôn (SKARDERG, 1974), y salen 
al torrente circulatorio como eritrocitos maduros con una vida media 
de 55 dlas.



Durante el proceso de envejecimiento se produce una pôrdida 
graduai de actividades enzim&ticas y de funcionalidad de las membra- 
nas (CHAPMAN y SCHAUMBURG, 1967; DENTON y col., 1975). Aunque estos 
ûltimos cambios, han sido explicados en funciôn del descenso en el 
métabolisme energético que tiene lugar durante el envejecimiento 
del eritrocito (GANZONl y col,, 1976), pudieran ser una consecuencia 
directs de las alteraciones bioquimicas y biofisicas de los constitu- 
yentes protelcos y lipidicos de la membrana (COHEN y col., 1976; 
BIENZLE y PJURA, 1977), Estos argumentes justifican que las células 
eritrocitarias de distinta edad puedan ser separadas por procedimien­
tes que detectan las alteraciones sufridas por la membrana a medida 
que la célula envejece. Igualmente, estas alteraciones servirân de 
base para la separaciôn de los distintos componentes celulares de 
la eritropoyesis o cualquier otra linea de diferenciaciÔn.
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1,2.- CICLO DEL 2.3-DIFOSFOGLICERA'ro.

El 2,3-dlfosfoglicerato (2,3-DPG) cmnponente Intracelular ha­
bituai de los eritrocitos humanos y de muchos otros mamiferos (RAPOPORT 
y GUEST, 1930; BARTLETT, 1959), debido a su elerada concentraciôn 
(5 mM) represents alrededor del 70)6 del total de los fosfatos org&nicos 
contenidos en esta cÔlula, Forma parte de un ciclo metabôlico secun- 
dario conocido como ciclo de RAPOPORT-LUEBËHING (1950-1952), que tiene 
su origen a nivel del 1,3-difosfoglicerato (1,3-DPG), en la ruta gli­
colitica. Una vez formado el 2,3-DPG, este revierte al 3-fosfoglIce­
rato (3-PG), para continuar su dégradéeiôn hasta laetato. La funciôn 
como cofaetor en la reaceiôn catalizada por la monofosfogliceratomu­
tasa (3-PG— ». 2-PG) no justifies las altas concentrée i ones in­
trace lu lares de este fosfato (PIZER, 1962; RAT y PECK, 1972). Estas 
concentréeiones solo adquirieron sentido al establecerse definltlva- 
mente su papel como regulador alostôrico de la oxigenaciôn de la hemo­
globina (CHANUTIN y CURNISK, 1967; BENBSCH y BENESCH, 1974; DUHM y 
GERLACII, 1974). Aparentemente juega un papel clave en el métabolisme 
general del eritrocito (BREWER, 1970; RAPOPORT y col., 1974); asi, se 
ha propuesto que influencla la velocidad de la glicolisis eritrocita­
rie por su efecto inhibitorlo sobre enzimas glicoliticas claves (BRE­
WER, 1969; BEUTLER, 1971; PONCE y col., 1971; STOIVASTAVA y BEUTÏER, 
1972; YIP y DALIS, 1975; ROSE y DUBE, 1976; CHIVA y SASAKI, 1978). Se 
ha sugerido igualmente que es un agente energetieo de reserve, ya que 
previene la perdida excesiva de adenilnucleotidos por el eritrocito 
al poder proporcionar ATP (a nivel de la PK), durante el periodo de 
tiempo en que se encuentra inhibida la degradaciôn de la glucose, ya 
ses por su carencia, o, oomo en el caso de la sangre conservada, por 
Inhibiciôn de la PFK debida al aumento de pH que conlleva la conser- 
vaciôn. (ASKARI y RAO, 1968; BUNN y col,, 1969; OSKI y col., 1971;
LUQUE y col,, 1973; RAPOPORT y col,, 1976), El 2,3-DPG tambien parti­
cipa en el establecimiento del equilibria Donnan entre eritrocitos y 
plasma y, como consecuencia de este efecto, los cambios aparecidos en 
el pH Intracelular pueden influir sobre la aflnidad de la hemoglobina
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por oxlgeno, asi como sobra la afinldad de eneimas glicoliticae 
(BENESCII jr col., 1969; DUIW, 1971-1975). Se ha especulado Igualmente 
sobre el papel del 2,3-DPG en relaciôn con la agregacl6n plaquetaria.

Todas estas funciones han despertado un gran interés en el 
conocimiento de su métabolisme y regulaciôn en los pasados aflos. El 
hecho de ser un fosfato org&nico exclusive del eritrocito, con una 
funciôn especlfica en la oxigenaci6n, justifica que se pretenda es- 
tablecer su apariclôm en relaciôn con el proceso de la eritropoyesis.

1.2.1.- SIGNIFICADO DIOLOGICO EN LA OXIGENACION.

No bay duda alguna de que la funciôn esencial de este fosfa­
to orgânico esta relacionada con el nroceso de regulaciôn de la oxi- 
genaciôn de la hemoglobina. Hoy dia se encuentra bien establecida su 
influencia sobre la afinldad de la hemoglobina por oxlgeno, es decir, 
en relaciôn con la capacldad de esta para unir de forma cooperativa, 
una, dos, très o cuatro molôculas de oxlgeno (BUNN y GANOL, 1970; RIGGS, 
1972; BENESCH y BENESCH, 1974; BALDWIN, 1976; KILMARTIN, 1976). En 
consecuencia, es transcendental su intervenciôn en el proceso fisiolo- 
gico del transporte de oxlgeno desde los pulmones a los tejidos y vi- 
ceversa. Puesto que en esta Tesis no se aborda experimentalmente nin- 
gûn punto relacionado con la funciôn del 2,3-DPG en la regulaciôn de 
la oxigenaciôn, solo se esbosan en esta introducciôn teôrica algunos 
de los aspectos bAslcos del tema. Existen revisiones muy recientes so­
bre la oxigenaciôn de la hemoglobina y papel de los fosfatos orgâni- 
cos en la misma que recogen todos estes aspectos (BAGGOTT, 1978; PERUTZ, 
1979; KTI^IARTIN, 1977; BANSIL y col., 1974).

Condiciona, ademÔs de forma indirecta el transnorte de CO^ (BRE- 
NNA y col., 1972; KILMARTIN, 1976) a partir de la definiclôn dada nor 
BOUR en 1903 sobre la caracteristica curva sigmoidea de saturaciôn de 
la hemoglobina, el objetivo primordial de la experimentaclôq fué ob- 
tener un modelo que explicase las interrelaciones entre los grupos hemo 
de las que en definitive depende la curva sigmoidea (WEISSBLUTll, 1974;
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PERUÎZ, 1976), Se sabe que cuando la molôcula de 0^ se desprende, les 
dos extremes N-terminales de las cadenas ̂  se separan unos 7 X, dejan- 
do un hueco entre ambas (eavidad j) ), que se reduce cuando la molècula 
de Hb se une al 0^.

BENESCH y BENESCH (1967) y CHANUTIN y CURNISH (1977) fueron 
los primeros en establecer que la presencia de fosfatos org&nicos hace 
disminulr la afinldad Hb-Og, Estes y otros autores demostraron tambiôn 
pocos anos despues (CHANUTIN y HERMANN, 1979; BUNN y JANDL, 1970; BENESCH 
y col., 1968-1971; BUNN, 1971) que dichos fosfatos interreaccionan bajo 
ctmdiclones flsiolôgicas con la desoxihemogloblna en la proporclôn de 
1 mol de 2,3-BPG por mol de hemoglobina tetramero. La unlôn del 2,3-DPQ 
en la eavidad p  de la Hb se debe a la existencia de grupos positiva- 
mente cargados de amino&cldos como valina-1, histidina-143 y lisina-82 
los cuales se unen a los grupos fosfatos de la molecula de 2,3-DPG 
(PERUTZ, 1976). Aunque en la forma oxi-Hb también parece existir una 
cierta afinldad por el difosfato se considéra hoy que esta interrela- 
ci6n tiens mener significado fisiolôgico en el proceso oxigenador 
(CHANUTIN y HERMANN, 1969; DIEDERISCH y col., 1969; LUQUE y col., 1969).

Al producirse la desoxigenaciôn en las células tisulares la 
presencia de nivelas normales de 2,3-DPG (s 5 sM) en el eritrocito con- 
tribuyen a estabilisar la molécula de desoxi-Hb, Previamente esta ha- 
bia resultado desestabi1izada como consecuencia de la ruptura de varies 
enlaces salinos entre sus subunidades al unirse el 0^ al Fe.

1.2.2.- SINTESIS ï DBGRADACIONj CARACTERISTICAS ENZIMATICAS.

Desde los trabajos de RAPOPORT y LUEBERING (1950-1952) se aeep- 
ta que los nivelas intracelulares de 2,3-DPG dependen de dos activi- 
dades ensimfiticas especificas.
a) La difosfogliceratomutasa (EC 2,7.5.4,), que verifies la slntesis 
a partir de 1,3-DPG utilisando 3-PG como coensima. La reacclôn consiste 
en la transferencîa de un grupo fosforilo desde el 1,3-DPG al 3-PG con 
produce16n de 2,3-DPG y 3-PG.
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1.3-DPG ♦ 3-PG -------------------- 2,3-DPG ♦ 3-PG
b) La difosfogliceratofosfatasa (EC 3.1.3.13.) qua cataliza la degra- 
dacl6n da 2,3-DPG an 3-PG y PI,

2.3-DPG --------------------------- ---». 3-PG «■ Pi
Las propiedades cinôticas da la difosfogliceratomutasa fueron 

estudiadas inicialroente por ROSE en 1968, Posteriormente, se descri- 
bieron las propiedades de la difosfogliceratofosfatasa (HARKNESS y 
ROTH, 1969; ROSE y LIEBOVITZ, 1970), y se demostrô el efecto de un 
gran nûmero de metabolites e tones sobre estas dos enzimas y su rela­
ciôn con la regulaciôn del metabolismo del 2,3-DPG.

De estas dos enzimas, solo la primera ha side purificada has- 
ta homogeneidad a partir de eritrocitos humanos (RAPPEL y col., 1975; 
SASAKI y col., 1975).

Hasta 1970 no se habta planteado la posibllidad de que ambas 
actividades enzimôticas, junte con la de la monofosfogliceratomutasa 
(EC 2.7.5.3.), podian former parte de una misma proteina enzim&tica 
multifuncional, Inicialmente se observé que las preparaciones alternan­
te purificadas de difosfogliceratomutasa y de monofosfogliceratomuta­
sa de diverses fucntes, manifestaban una actividad "intrinseca" di- 
fosfogliceratofosfatasiea (HARKNESS y PONCE, 1969; DIEDERICH y col., 
1970; HAMES y col., 1971; ROSE y WHALEN, 1973; KAPPEL y col., 1975). 
Segûn IIASS y MILIER (1975), las actividades fosfatâsicas "intrinsecas", 
encontradas en preparaciones homogéneas de estas dos enzimas (9 x 10^ 
Ul/ml. eritrocitos, para difosfogliceratomutasa, y 1,5 x 10~^ ül/ml. 
eritrocitos para monofosfogliceratomutasa), muestran que la actividad 
fosfatôsicB radica en ambos enzimas. Elle explica que las preparaciones 
parciales de difosfogliceratofosfatasa presenten ciertas caracteristi- 
cas cinétlcas semejantes a las que se observas en la monofosfoglice­
ratomutasa y/o difosfogliceratomutasa (HARKNES y col., 1970; ROSE y 
LIEBOWITZ, 1970; DE VERDIER y GROTH, 1973; ROSA y col., 1973).

Todavia mas interosante son las observaciones en relaciôn con 
el papel de clertos Iones (Cl , Br , PO^H^, SO^^ ) como activadores 
moderados de la baja actividad fosfatôsica de aquellas enzimas, y, en 
particular, la de un metabolite el 2-P-glicolato, que la estimula en
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varios ordenes de magnltud (ROSE j LIEBOVITZ, 1970). Aunque pendiente 
de demostraclôn definitive es importante resaltar la existencia de
2-Pglicolato, a una concentraciôn 100 jiM, como constituyente normal 
del eritrocito (ÔRSTRÔM, 1951; BARTLETT, 1959) y, por tanto, el po- 
sible significado fisiolôgico de esta activaciôn. ROSE (1970) sugiere, 
incluse, un importante papel de esta activaciôn en la cÔlula en enve- 
jecimiento.

Este efecto activador del 2-Pglicolato hace que tanto la di­
fosfogliceratomutasa cmno la monofosfogliceratomutasa altamente puri­
ficadas se comportes como fosfatasas especificas para el 2,3-DPG (ROSE 
y LIEBOVITZ, 1970; ROSE y WHALEN, 1973; KAPPEL y col., 1975). Sin em­
bargo ambas enzimas siguen manteniendo su capacidad "intrinseca" fos- 
fatisica en ausencia de 2-Pglicolato (KAPPEL y col., 1975). Es decir, 
la presencia de 2-Pglicolato hace que la actividad fosfat&sica total 
del eritrocito se encuentre aumentada. En estes trabajos (ROSA y col., 
1973; IIASS y MILLER, 1975; SASAKl y col., 1975) no solo se ha confir- 
mado dicho efecto activador de la fosfatasa en ambas mutasas sino que 
segûn HASS y MILLER (1975) es del orden de 340 veces, en el case de 
la difosfogliceratomutasa y de 9 veces en el de la monofosfoglieerato- 
mutasa. Elle lleva a la conclusiôn de que practieamente, toda la ac­
tividad difosfogliceratofosfatâsica del eritrocito pudiera estar aso- 
ciada al enzima difosfogliceratomutasa. Todos estes resultados lleva- 
ron a sugerir que la difosfogliceratofosfatasa no existe como acti­
vidad enzim&tica individual. De hecho, no ha sido posible obtener pré­
parée iones especificas de la misma earentes de aquellas d<m activi­
dades mut&sicas. Bfectivamente, fué en 1973 (ROSA y col», 1973) cûan- 
do se obtuvo evidencia de que ambas actividades enzim&ticas radicaban 
en una misma proteina. Ademâs si se tiene en cuenta que los niveles 
fisiolôgicos de la difosfogliceratomutasa ( 133 xig/ml. de células)
son superiores en un orden de magnitud a los de la monofosfoglicera­
tomutasa (-^13,9 Aig/ml de células), puede concluirse, efectivamente, 
que toda la actividad fosfat&sica del eritrocito se encuentra asocia- 
da a la molécula de difosfogliceratomutasa. Posteriormente, el grupo 
de SASAKl (SASAKl y col., 1975; CHIVA y SASAKl, 1978) ha presentado 
evidencia de que en eritrocitos, el 2,3-DPG es metabolizado por una
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enzima multifuncional capaz de catalizar las reacciones de la difos­
fogliceratomutasa, difosfogliceratofosfatasa y monofosfogliceratomu­
tasa.

Las très actividades enzim&ticas fueron purificadas simulta- 
neamente a partir de eritrocitos de hombre, cerdo y conejo, a lo lar 
go de todas las etapas de purificaciôn. Las fracciones (picos I, II 
y III) separadas por cromatografia contenfan las très actividades en­
zim&ticas aunque en diferente proporclôn. De ellas, la fracciôn III 
era la que conténia la mayor proporclôn de actividad difosfoglicerato- 
mut&sica respecte a la actividad difosfogliceratofosfat&sica y mono- 
fosfogliceratomut&sica y se considerô, por tanto, que era la respon­
sable del metabolismo del 2,3-DPG. Por el contrario, la fracciôn I 
eontenia la mayor proporclôn de monofosfogliceratomutasa y era en 
consecuencia la que actuarfa en la glicolisis. La homogeneidad del 
pico III fué demostrada por electroforesis y por ultracentrifugaciôn. 
Las très actividades desaparecieron a la misma velocidad tanto por 
inactivaciôn tôrmica como por inactivaciôn por modificaciôn quimica; 
y el antisuero correspondlente al pico III inhibfa a las très acti­
vidades enzim&ticas. Incluse recientemente ROSA y col. (1977) han en- 
contrado un individuo que probablemente es homozigoto para la defi- 
ciencia do difosfogliceratomutasa y en el que no se détecta activi­
dad 2,3-DPG fosfat&sica. Todas estas observaciones junto con las men- 
cionadas anteriormente (HASS y HIL1£R, 1975; KAPPEL y HASS, 1976; ROSE 
y DUBE, 1976) confirman que el 2,3-DPG se metabolize en eritrocitos 
mediante la actuaciôn de una enzima capaz de catalizar, al menos, las 
dos reacciones irréversibles del ciclo.

Se planteô asi el problems de tratar de explicar el mecanis- 
mo por el que una sola enzima puede catalizar très clases diferentes 
de reacciones, Han sido fundamentalmente el grupo de SASAKl junto con 
FOTHERGILL y HODGSON (1976) los que han llevado a concluir que la en­
zima de eritrocitos humanos tiene un centre active comùn para las dos 
actividades enzim&ticas en el que se localize un grupo amino esencial 
para la uniôn del 2,3-DPG. Bas&ndose en las propiedades multifuncio- 
nales de esta enzima se ha sugerido un mécanisme regulador de la bio- 
sintesis y degradaclôn del 2,3-DPG, que debe ser considerado a la luz
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de los detos cinêtlcos existentes, debidos sobre todo a ROSE y col. 
(ROSE, 1968; ROSE y LIEBOVITZ, 1970; ROSE y DUBE, 1976) y sobre los 
que se ha construido hasta ahora, de forma esencial, todo el mecanis- 
mo regulador del ciclo del 2,3-DPG. En cualquier caso, y dado que en­
tre los objetivos de esta Tesis no entra la dilucidaciôn de los me- 
canismos reguladores del ciclo, y teniendo en cuenta que los datos 
existantes sobre multifuncionalldad dh la enzima estân siendo someti- 
dos actualmente a revisiôn (HASS y MILLER, 1978; HASS y col., 1978) 
es por lo que considérâmes que no debemos alargar esta introducciôn 
en la consideraciôn detallada de dichos mécanismes, Una excelente 
revision de los mismos ha sido publlcada recientemente (CHIVA y SASA­
Kl, 1978).

Mas importante, por el contrario, serA a nuestros efeetos, 
hacer consideraciones sobre la regulaciôn al hablar a continuaeiôn 
de las interrelaciones entre difosfogliceratomutasa y fosfoglicerato- 
quinasa.

1.2.3.- INTERRELACIONES ENTRE DIFOSFOGLICERATOMUTASA Y FOSFOGLICERA- 
TOQIIINASA.

A nivel del 1,3-DPG, sustrato comûn para ambas enzimas, exis­
te evidentemente una competencia entre su utilizaciôn por via glico- 
litica (fosfogliceratoquinasa) y su utilizaciôn por el ciclo del 2,3- 
DPG (difosfogliceratomutasa). Si consideramos que los eritrocitos 
humanos consumes unos 2-3 /umoles de glucosa por hora y por ml, de cô- 
lulas a 37QC y pH = 7,4 (SASAKl y col., 1975) y tenemos en cuenta que 
la desviaciôn del metabolismo glucidico hacia el ciclo del 2,3-DPG ha 
sido cuantificado en un 15-25% del total de glucosa degradada por el 
eritrocito (HAMASAKI y MINAKAMI, 1972; RAPOPORT y col., 1977), se pue­
de calculer que, aproximadamente, la velocidad de recambio del 2,3- 
DPG es del orden de 0,3-0,75 A»moles x hora x ml. de côlula (CHIVA y 
SASAKl, 1978). Si considérâmes, ademâs, que la actividad difosfogli- 
ceratomutâsica del eritrocito permite sintetizar como m&ximo unos 200
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/imoles do 2,3-DPQ x hora x ml. de células a 37QC (SASAKl y col., 1975) 
se Ilega a la conclusién de que la actividad difosfogliceratomut&sica 
esté actuando in vivo a un nivel latente, casi minimo.

Esta competencia depende, fundamentalmente, de la concentra- 
cién de 1,3-DPG presents en el eritrocito y de la afinidad de ambas en­
zimas sobre el sustrato. También depends de la concentracion 3-PG que 
actûa como cosustraro y products de la reaccién difosfogliceratomuté- 
sica y, a su vez, como products de la reaccién fosfogliceratoquinési- 
ca,

Los datos cinéticos referentes a la actividad difosfoglicera- 
tofflutésica obtenidos fundamentalmente por los grupos de ROSE (ROSE, 
1968; ROSE y LIEBOVITZ, 1970; ROSE y WHALEN, 1973 y ROSE y DUBE, 1976), 
RAPOPORT (RAPOPORT y col., 1974; RAPOPORT y col., 1975; y RAPOPORT y 
col., 1976) y SASAKl (SASAKI y col., 1976 y CHIVA y SASAKl, 1978), 
muestran que la concentracién fisiolégica de 3-PG (90-110 juM) es unas 
cien veces superior al valor de la Km para este compuesto (1 >uM). Por 
el contrario el nivel del otro sustrato, el 1,3-DPG (0,5 juM- IxiN), 
es del orden de 1/10 del valor de la Km en presencia de CIK 0,1 M.
La velocidad de slntesis del 2,3-DPG en eritrocitos humanos depende 
por tanto de la concentracién de 1,3-DPG. El 2,3-DPG es un inhibldor 
competitive del 1,3-DPG con una Ki de 53>uM. Las concentréeiones in- 
tracelulàres de 2,3-DPG libre, que varian con la presiôn de oxlgeno, 
pero que pueden calciilarse, como media alrededor de 3 mM, parecen 
ejercer una gran influencia inhibidora sobre la difosfogliceratomuta­
sa, de modo que la mantengan en un estado casi incapaz de actuar en 
la slntesis del 2,3-DPG. Como consecuencia, cualquier situacién que 
conduzca a un aumento en los niveles intracelulares de 2,3-DPG slempre 
produciré un incremento en la concentracién de 2,3-DPG (SAITO y MINA­
KAMI, 1967; DUHM y GERLACH, 1974; TOMODA y col,, 1975).

En consecuencia, la velocidad de actuaciôn de la difosfogli­
ceratomutasa y la formaciôn de 2,3-DPG depende de la razôn 1,3-DPG/
2,3-DPG. El mantenimiento de los niveles estacionarios de 2,3-DPG es 
àsi la résultante de un proceso de slntesis a partir del 1,3-DPG y 
de degradaclôn a 3-PG. fin estes dos procesos entra también en juego
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el papel inhibldor de la actividad difosfogliceratofosfatésica por 
au prodiicto 3-PG, as! como también, posiblemente el grade de acti­
vaciôn de la difosfogliceratomutasa a difosfogliceratofosfatasa por 
un regulador del tipo del 2-Pglicolato. ,

En cuanto a la regulaciôn de la actividad fosfogliceratoqiii 
nftsica viene determinada no sôlo por la concentraciôn j afinidad por 
el 1,3-DPG, sino también por la razôn AWP/ATP intracelular.
a) Es bien conocido que a niveles bajos de ADP j altos de A1P (razÔn 
ADP/ATP baja), estÔ favorecida la utilizaciôn de la degradaclôn de 
la glucosa hacia el ciclo del 2,3-DPG, la cual ha sido cuantificada 
en un 15-25% de toda la glucosa metabolizada por el eritrocito (HA­
MASAKI y MINAKAMI, 1972$ RAPOPORT y col., 1977).

Aftadamos que cada mol de glucosa desviada a travôs del ciclo 
se traduce en una disminuciÔn de 1 mol en la producciôn neta de A1P 
(OSKI, 1969; GERLACH y col., 1970), y que en este punto radica, esen- 
cialmente, la regulaciôn de los niveles de 2,3-DPG durante los pro­
cesos de conservaciôn de sangre y el mécanisme de actuaciôn de algu­
nos ffirmacos como dipirldamol (PINILLA y col., 1973).
b) Por el contrario, a niveles altos de ADP y bajos de ATP (razôn 
ADP/ATP alta), el 1,3-DPG sert utilizado por la fosfogliceratoquina­
sa con la consiguiente re$*osiciôn del ATP. Entonces, cada mol de glu­
cosa degradada si da lugar a una producciôn neta de 2 moles de ATP.

A la vista de estas interrelaciones y dado que el 2,3-DPG 
inhibe la fosfogliceratoquinasa de forma no competitive respecte al
1,3-DPG y junte con su posible comportamiento cooperativo-negativo 
a concentraciones fisiolôgicas (5 mM) de 2,3-DPG (ALI y BROWNSTONE, 
1976 b) y otras caracterlsticas confuses de esta enzima respecte a 
la de otras fuentes (RAO y OESPER, 1967; LARSSON-RAZNIKIEWICZ, 1967) 
hacen que la fosfogliceratoquinôsa sea una enzima de obligado es- 
tudio en nuestra Ifnea de investigaclôn.

En cuanto al mécanisme de la difosfogliceratomutasa, debe­
mos decir que de acuerdo con ROSE (1968) esta reacciôn implicaba un 
mécanisme ordenado Bi-Bi en eritrocitos humanos segôn el cual la en­
zima libre se une primer© al 1,3-DPG y a continuaeiôn al 3-PG, para 
former un complejo ternario. El primer product© que abandona la en-
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zima es el 3-PG mlentras que el otro producto, el 2,3-DPG, lo hace 
deepués. La enzima parecfa tener aqut sitios de uniôn independien- 
tes para los dos sustratos* Por el contrario, los datos cinôticos 
obtenidos para la enzima de eritrocitos de caballo sugieren un mé­
canisme "ping-pong" (ROSE y DUVE, 1976), La enzima de eritrocitos 
humanos (ROSE y WIIALDI, 1973) y de caballo (ROSE y DUVE, 1976) era 
fosforilada tanto por el 1,3-DPG como por el 2,3-DPG. Esta enzima 
fosforilada transféria el grupo fosfato al 3-PG. Bn el caso de la 
activaciôn por el 2-Pglicolato la enzima fosforilada cedia el gru­
po fosfato al agua, eon lo que queda justificada la exaltaciôn de 
la actividad fosfatôsica de la difosfogliceratomutasa en presencia 
de este activador. A pesar del alslamiento de una fosfoenzima (RO­
SE y WIIALEN, 1973) éllo no supone una evidencia absoluta del méca­
nisme "ping-pong" pues es posible que la reacciÔn siga un mécanis­
me secuencial en el que participen un complejo ternario y baya fos- 
forilaciôn de la enzima (ROSE y WHALEN, 1973),
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1.3,- SEPARACIOW CELULAR TOR DISTRIBUCION EN SISTEMAS BIFASICOS.

1,3.1,- FUNDAMRNTOS BE LA PARTICION,

La separaciôn de diferentes partfculas biolôgicas (células, 
org&nulos y macromoléculas) es tema de gran importancia para la in- 
vestigacién en diverses campos de la biologia. Pensâmes que, en gran 
mcdida, el désarroilo future de estas ciencias pudiera estar supedi- 
tado al désarroilo de métodos eficaces de separaciÔn del material 
celular. La utilizaciôn del principle de particiôn para la separa- 
ciôn de una mezcla compleja de particules biolôgicas se debe a la 
aplicaciôn por ALBERTSSON de sistemas bifésicos constituidos por 
soluciones acuosas de dos polimeros inertes. La distribuciôn de las 
particules on estos sistemas présenta ventajas muy importantes desde 
el punto de vista bioquimico, ya que los polimeros (dextrano y poli- 
etilenglicol) y condiciones expérimentales (pli, temperature y fuer- 

za iônica suave) empleados no afectan a la integridad biolôgica de 
las mismas (ALBERTSSON y BRAID, 1963; ALBERTSSON, 1965; ALBERTSSON, 
1971; WALTER, 1975) résulta ser asi une de los métodos mas adecuados 
para la separaciôn de material biolôgtco. Por ejemplo, particules que 
no pueden ser separadas por centrifugaciôn, ya que presentan densi- 
dad similar pueden serlo por particiôn. AnÔlogamente, particules 
que por presenter pequeMas diferencias en su carga superficial no 
pueden ser separadas por electroforesis, lo hacen por particiôn. La 
distribuciôn especifica de cada particule biolôgica en estos sistemas 
bifésicos depende de las propiedades de superficie de su membrane.
En consecuencia, la separaciôn vendré determinada por la actividad 
relative que posean dichas particules por los dos polimeros y estaré 
influenciada por la concentraciôn iônica y de los polimeros, pH y 
temperature. El método présenta, por tanto, gran interÔs en aquellos 
casos en los que sc producen alteraciones en la superficie de las 
membranes celulares, como procesos de diferenciaciÔn, maduraciôn y 
envejccimiento.
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1.3,2,- ASPECTOS TEORICOS,

Dcsdo cl punto de vista teôrico debemos recordar que la mez­
cla do soluciones acuosas de dextrano y polietilenglicol solo daré 
lugar a sistemas bifésicos cuando sc alcaneen concentraciones de 
polimeros superiores a ciertos limites. Estos limites vienen deter- 
minados por la donominada curva binodial (ALBERTSSON, 1971) (fig, 1), 
En cl caso de concentraciones situadas por encima de la curva bino­
dial disminuyc la particiôn siempre que nos alejemos del punto cri- 
tico y se hace dificil la reproductibilidad de las particiones a 
medida que nos acercamos excesivamente a dicho punto critico. Si la 
mezcla de polimeros corresponde a puntos situados por debajo de la 
curva binodial aparccen sistemas monofftsicos.

Si, por ejemplo, introducimos en un sistema bif&sico dos sus- 
tancias, A y B, y suponemos que A es soluble en la fase superior y 0 
lo es en la inferior o interfase, es évidente que podremos conse- 
guir la separaciôn con una sola particiôn. Si no son tan marcadas 
la diferencias entre A y B, unicamente podré conseguirse la separaciôn 
mediante un procedimiento de mfiltiples particiones, como el de distri­
buciôn en contracorriente (DCC), donde se realicen varias extraceio­
nes consécutives do la mezcla A y B empleando un mismo sistema bifé- 
sico. (1.3.3.).

La particiôn de una partfcula en un sistema bifésico de volfi- 
menes igualcs, viene determinada, de forma general, por la "razÔn de 
particiôn". G; que se define como el cociente entre la cantidad to­
tal de particules en la fase superior "p" y la inferior o interfa­
se "q". Es decir G a p/q. La cantidad de particules présentés en am­
bas fases, es decir, afiadidas originalmente, sert n -a q. Cuando los 
volfimenes de las dos fases son iguales la razôn G, équivale al "coe- 
ficiente de particiôn", K, que se define como el cociente de la con­
centraciôn de particules entre la fase superior "Os" e inferior
"Ci", es decir, K a Cs/Ci, K puede también ser representada por la 
exprèsiôn; K = donde A es el &rea superficial de la particula,
R es la constante de los gases, T la temperatura absolute y h una cons
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tante dependlcnte de la lnteraccl6n entre cada partfcula y el siste 
ma bif&sico. De esta manera cualquier propiedad que condiciones a 
K (tamano, temperatura y carga) serft un factor déterminante de la 
particiën.

La expresi6n que relaciona G con K es la siguiente:
p Cs Va Vs

G = —  = —  X —  = K X —
q Ci VI Vi

donde Vs y Vi son los volfimenes de la fase superior e inferior. Si 
llamamos L a la relacifin de volfimenes resultari: G = K x L. Obsêrye 
se que, por un lado, K es itidependlente de los volfimenes relativos 
de las fases superior e inferior y, por otro, que la particifin tiene 
lugar generalmonte entre las fases superior y la interfase y no en­
tre las fases superior y la inferior. En consecuencia, la cantidad 
de cfilulas o particules en la fase superior cs siempre la constante 
que define una particifin, Por ello, a éfectos prficticos, se expresa 
la particifin como la cantidad (en tanto por ciento) de particules en 
la fase superior, respecta al total (lOO?o) de particules originalmen­
te afiadidas. 3o considéra que una particifin es adecuada cuando se 
acercn al de particules en la faso superior.

El es tablée imi ento de las condiciones fiptimas para la obten- 
clfin de un grade î fineo *’e particifin, es cucstifin prevla al nrocedi- 
miento experimental cor respon d i en te. Ifemos «fe tener en consldera- 
cifin que la particifin se ha de realizar en un medio saline, Isotfi- 
nico y que se puede variar el grade idfineo de la particifin por elec- 
cifin adecuada de la compostcifin y concentractfin ifinica del sistema 
bif&sico (ALIÎERTSSON, 1971), También ha de tenerse en cuenta que el 
rondimlonto de la particifin depende de la temperatura, de tal for­
ma que cuando fista se eleva, aumenta la particifin y viceversa; la 
mayor varinclfin en cuanto a concentractfin de las fases, con los cam- 
bios de lenipernturn, tiene lugar en las proximidados del punto cri­
tico, (rig. 1).

Estes posibllidadcs de manipulacifin en cuanto a concentra- 
cifin y compostcifin de sales, conccntractfin de polimeros, temperatu-
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ra etc. permite obtener diferentes rendimientos en la particifin. Asi, 
si la particifin es baja en el sistema séleccionado, se puede aumentar 
el pH, cambiar el ion del tampfin y reducir la coneentracifin salina 
manteniendo la isotouicidad por Incorporacifin de sacarosa, tambifin 
es posible incluir en el sistema pequenas cantidades de un polfmero 
cargado (WALTER y SELBY, 1967), Por el contrario, si la particifin es 
alta, se puede reducir el pH, cambiar el fosfato sfidico por fosfato 
potfisico, reducir la coneentracifin de fosfato manteniendo la isoto- 
nicidad por incorporacifin de K %  Na* o cloruro de lltio, o bien ccun- 
biar la coneentracifin de polimeros con la finalidad de mantenerse 
lejos del punto critico (WALTER, 1975),

1,3,3.- PRINCIPIO DE LA DISTRIBUCION EN CONTRACORRIENTE.

El principio del mfitodo de distribucifin en contracorriente 
(DCC) ha sido tratado por varies autores (HECKEit, 1955; CRAIG y CRAIG, 
1956; TAVEL y SIGNER, 1956; CRAIG, 1961), La separacifin de particules 
por DCC consiste en la realizacifin de sucesivas particiones de la 
mezcla de particules, en un mismo sistema bif&sico. Es particular- 
mente util cl caso de mezcla de particules que, para un determinado 
sistema bif&sico poscan cocficientes de particifin diferentes. En este 
mfitodo sc cmplcan gran nfimcro de "unldades de contacte" (cavldades o 
cfilulas de separacifin), produc i éndose en cada una de ellas la mez­
cla, agitacifin y separacifin simult&ncas de las dos fases inroisclbles. 
Es en esta filtima otapa cuando sc lleva a cabo la particifin de las 
particulas entre la fase superior y la interfase, atendiendo al coe- 
ficicnte de rcparto que poscan dichas particulas para cl sistema u- 
tilizado, Con éllo se consigne en cada eavidad una separacifin parcial 
de los componcntes de la mezcla. La repeticifin del proceso un nfimcro 
elcvado de voces lleva a la separacifin total o bastante compléta de 
las mismas, E^to se logra cl&sicamente mediante un conjunto orde­
nado do transvases de fase supdrior, y desde cada "unidad de contac­
te" que que'fi nin én.a, El esquema clAsico de distribuciôn en contra-
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corriente en el desarrollado por CRAIG, (1961).
Consideremos grSficamente (fig. 2) el esquema de distribucifin 

en contracorriente para el caso de una sustancia homogfinoa (de coefi- 
ciente de reparte, K s l). Se emplea un sistema bif&sico cuya rela­
cifin de volfimenes es L = 1, Se supone que la cantidad total de sus­
tancia aMadida (p » q) es igual a la unidad. Tambifin se supone que el 
reparto se roaliza entre la fase superior y la inferior; en realidad, 
se realize normalmente entre la fase superior y la interfase, El es­
quema se ha désarroilado por cuatro transferencias y cinco unidades 
de contacte. Los peso# son los siguientes:
a) Una vez adadida la sustancia sobre el sistema, y agitada la mezcla 
para conseguir el equilibrio, âquella queda repartida en ambas fases 
de acuerdo con su razfin de particifin, G = p/q, es decir, queda "p"
en la fase superior y "q" en la inferior.
b) Se realize la primera transferencia. La fase superior del tube 0, 
que contlene una cantidad "p" de sustancia, se anade sobre el tubo 1 
que contieno un volumen igual de fase inferior limpia. Al mismo 
tiempo, la fase inferior del tubo 0 que contiene una cantidad "q" de 
sustancia, recibe un volumen igual de fase superior limpia,
c) Durante la agitacifin de ambos tubos la cantidad total de sustan­
cia en cada uno de elles que es "q" en el tubo 0 y "p" en el tubo 1 
se reparte entre las fases superior e inferior.
d) Seguidamente se realize la segunda transferencia. Las fases supe­
riores de cada tubo son afiadidas sobre las fases inferiores de los 
tubos situados inmediatamente a su derecha. De los très tubos que 
participas en esta 2@ transferencia, el numéro 0 es el finico que re­
cibe fase superior limpia y el nfimero 2 es el finico que aporta fase 
inferior limpia.
e) Nuevamente, durante la agitacifin, la cantidad total de sustancia 
en cada tubo (q^ en el tubo 0, 2pq en el 1 y p^ en el 2), se repar­
te entre las fases superior e inferior,
f) En la terccra transferencia, no representada en el esquema, las 
fases superiores de los tubos O, 1 y 2 pasan al situado a su derecha, 
recibicndo fase superior limpia el tubo 0 y aportando fase inferior 
limpia cl 3. Despufis de agitados los cuatro tubos las cantidades to-
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tales de sustancia en cada tubo se habr&n repartido entre las fases, 
obteniéndose los valores que aparecen en la fig. 2.

De las consideraciones anteriores se deduce que la distribu­
cifin de las particulas en los tubos, en cada transferencia, es el re­
sultado del désarroilo del binomio p * q elevado a una potencia cuyo 
valor coincide con el nfimero de transferencias efectuadas. En el caso 
de "n" transferencias, la distribucifin de las particulas en los (n «■ 1) 
tubos del tren de extraccifin vendrft dada por la exprèsifin binomial 
(p ♦ q)". En consecuencia a partir de la representacifin grfifica de la 
cantidad total de sustancia en cada tubo, frente al nfimero de fiste, 
se obtienen "n" curvas de DCC, cuyos perfiles ser&n mas o menos simfi- 
tricos dependiendo de los valores de p y q. Cuando "p" y "q" son igua­
les (G = l), la distribucifin es una curva de Gauss.

El c&lculo tefirico de los diagramas de distribucifin se basa 
en el dosarrollo de (o ♦ q)", de tal manera que la fraccifin de sustan­
cia Tn,i en el tubo "i", después de *'n" transferencias y de acuerdo 
con el teorema binomial, vendrfi dado por la siguiente exprèsifin.

Tn,i =   (n-l)l X p* q" * = (") p*
t!

0 bien en fund fin de G (WALTER, 1969 a-1969 b) 

Gi
Tu, i = ( ̂ ) X

(1 ♦ G)
Estas ecuaciones son laboriosas cuando el nfimero de trans­

ferencias es elevado, en estos casos y con bastante aproximacifin, la 
curva de distribucifin puede aproximarse a una curva de distribucifin 
gaussiana. (DECKER, 1955),

.2(i - i)‘
(G ♦ l y  _   X (G + 1)'

Tn, i = --------  X e~ 2nG
2 nG

Con esta ecuadfin se obtienen dos puntos de la curva simfitricos 
respectn al mAxlmo.
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El valor del m&xlmo finico, viene dado en cosecueneia pori 

nr,
Tn,1 max =

G e l

Distribucifin de doa o mas particulas

Cuando, cn lugar de una sustancia homogfinea, se tiene una mez­
cla de dos o m&s particulas cada una de ellas con un coeficiénte de 
particifin (K) distinto, la separacifin por DCC se traduce, grfificamen- 
te, en curvas convenientemente separadas. Las posiclones de tales c w  
vas en fundfin del nfimero total de tubos, dependen de los valores de 
las respectives razones de particifin, G. Puesto que G es igual al pro­
duc to del coeficiente de reparto por la relacifin de volfimenes (G =
K X L) podemos concluir que las posiclones de las curvas en los dia­
gramas de DCC dependeran, por un lado, de los coeficientes de renarto, 
(K) de cada partfcula, j por otro, do la relacifin de volfimenes (L) 
del sistema bif&sico. A tftulo de ejemplo vease en la fig. 3 una sé­
rié de curvas tefiricas para la DCC de particules con distinto coe- 
ficiente de particifin K, en las que se ha mantenido una relacifin de 
volfimenes, L, igual a 1,

la separacifin por DCC de dos sustancias con coeficientes de 
particifin distintos, se muestran en la fig. 4. En élla se comparan 
los resultados expérimentales de la separacifin de poblaciones celula- 
res (eritrocitos humanos mantenidos unos 20 dias a 4@C en ClNa 0,15 
M, J eritrocitos recifin obtenidos de rata), cuyos coeficientes de par­
ticifin son significativamente diferentes* 0,31 y 1,85 respectivamente, 
(RUIZ-LOPEZ y col., 1979).

En resumen, se observa que la posicifin de las cfilulas en el 
perfil de la DCC depende, para una misma relacifin (L) de volfimenes de 
fases, de los valores de los coeficientes de reparto, K. Se llega asI 
a la importante conclusifin practica de que la separacifin por DCC de 
dos o m&s sustancias serfi tanto mas fâcil cuanto mayor sea la diferen- 
cia entre sus valores de K. Se denomina factor de separacifin B, para la 
DCC de dos sustancias A y B, al cociente donde ** mayor que
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1.4.- OBJETO DEL TRABAJO.

El objeto del presente trabajo, como ya se indicé en la in- 
troduccién, consiste en aportar una serie de datos expérimentales 
encaminados o detectar, en la trayectoria que siguen las células eri- 
trocitarias hacia su especialisacién en la prôduccién de 2,3-DPG, en 
qué fase de la eritropoyesis se increments la slntesis de este com­
puesto. Esta basado pues en el estudio de dos enzimas estrechamente 
relacionadas con el mencionado fosfato orgânico, la difosfoglicera­
tomutasa, como enzima directamente responsable de su slntesis y la 
fosfogliceratoquinasa localizada en la via glieolitica, y que compi- 
te con la imitasa por el sustrato comun 1,3-DPG.

En primer lugar estudiaremos dichas enzimas y el metabolite
2,3-DPG en très poblaciones celulares représentatives de la eritro­
poyesis (células eritroideas de médula ésea, reticulocitos de ratas 
fen iIh idrazfnicas y eritrocitos circulantes). Por otro lado y con 
el fin de dar un sentido de continuldad a la célula que esté dtfe- 
renciândose, y no dlstribuirla exclus!vamente en très compartimen­
tes cerrados, utilizaremos la tecnica de DCC en un éistema bifâslco 
dextrano polietilénglicol, para separar las células componentes de 
dichos compartImentos segûn su estado relative de disociacién, 
maduraciôn y envejecimiento. Previamente, se Juzga necesaria la con- 
flrmaciôn de la separacién de los eritrocitos maduros segûn la edad 
celular mediante esta técnica, haciendo uso de marcaje isotôpico 
con ^^Fe. Los valores de actividad quinàsica y mutâsica obtenidos 
en dichas células separadas se podrân tomar como paramétras biolô- 
gicos indicatives del distinto grade de diferenciacién celular, asi 
como del grado de homogeneidad o heterogeneidad de las poblaciones 
sometidas a DCC.

Consideramos por éllo que queda ablerta la puerta tanto para 
el estudio del 2,3-DPG, acerca de su regulaciôn, como desde el punto 
de vista citnlégico, genêtico etc. que nos brinda la senaraciôn de 
las células segûn su distinto grado de diferenciaciÔn.
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2.- MATERIAL Y METODOS.
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2.1.- MATERIAL.

2.1.1.- APARATOS UTILIZADOS.

Las medidas da pH se efectuaron en un pH-metro Metrohn-lleri 
sau E-512.

Las pesadas de precisiôn se hicieron en balanza eléctrlca 
Sartorius. El resto en una Stanton D. 50. T.

Las medidas espectrofotométrlcas se realizaron en un espec- 
trofotômetro con registrador Pye Unican SP8-100.

Las deterainaciones colorimétricas se efectuaron en un Spe^ 
tronic-70, Bausch G Lomb.

Las medidas polarimétricas se deteminaron en un polarimetro 
Steeg G Reuter SRG.

Para las Incubaciones se utilisé un bafio con agitaciôn Seleç 
ta Ünitronic-320,

Las centrifugaciones se realizarcm en centrifuge refrigera- 
da Janetski K-24 y en centrlfuga clinica de mesa Selecta.

Las c.p.ro. se contaron en un detector de centelleo sôlldo 
modelo D.4.4P y una escala J.E.N. modelo E-17.

El microscopic éptico utilizado fué un Leitz-Wetzlar Ortho­
plan. El microscopic electrénlco fué un Jeol, JEH-100-B.

2.1.2.- PR0DUC1DS UTILIZADOS,

NADH, ATP, 2-P-glicolato, 2-3DPG, 3-PG, gliceraldehido-3-P- 
deshidrogenasa, fosfogliceratoquinasa y fosfoglieeratomutasa de Boeh 
ringer-Mannheiro.

Azul brillante de cresil, solucién Giemsa, bàlsamo de Canadé 
(Caedax), Tris, EDTA, mercaptoetano1 de Merck.

FeniIhidrazina de Hopkin y Williams LTD.
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Heparina de laboratories Leo. 
Seroalbumina bovlna de Sigma.
Vitamins B12 de laborstorios Andromaco. 
Dextrano T-500 de Pharmacia.
Polietilenglicol de Serva.
^^Fe, Buministrado por Rad 
El resto de los productos utilizados los suministré Merck.
^^Fe, Buministrado por Radiochemical Centre, Amersham, England.

2.2.- MATERIAL BIOLOGICO.

Los animales utilizados para la obtencién de eritrocitos, re 
ticulocitos 7 células eritroideas fueron ratas de rasa Wistar. Se to 
maron siempre lotes de cuatro machos jévenes de unos 200-300 g de pe 
so. La alimentacién fué normal en todos los casos.

2.2.1.- OBTENCION DE ERITROCITOS.

La sangre de cuatro ratas se obtuvo por exanguinacién del anj. 
mal, recogiéndose esta sobre heparina. Una vez separado el plasma 
por centrifugacién (1100 x g , 10 min.) y con el fin de obtener exclu- 
sivamente los eritrocitos, se procédé a larar las células con ClNa 
0,15 M, eliminàndose la capa superior después de cada centrifugacién 
con el fin de retirer leucocitos y plaquetas. Las células asi obtenĵ  
des se considéra que son eritrocitos exclusivamente.

2.2.2.- OBTENCION DE RETICULOCITOS.

Para la obtencién de reticulocitos se utilisé el método de 
BORSOOK y col. (1052) modificado por nosotros y basado en la adminis
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traciôn de fentIhidrazina, que produce la hemolisis eritrocitaria j 
la consiguiente liberaciôn de reticulocitos al torrents circulatorio. 
La dosis se fij6 en 4 mg. de fenilhidrasina contenidos en 0,5 ml. de 
una solucién 1 mM de CIH, de acuerdo con WALTER y ALBERTSSON (1966). 
Puesto que tanto la duracién del tratamiento como el tiempo trans- 
currido hasta la obtencién de las células después de césar este in- 
fluye en el porcentaje de reticulocitos, se hicieron recuentos celji 
lares en los cinco dias siguientes al cese del tratamiento, en dos 
lotes de ratas inyectadas i.p. con feniIhidrazina durante cinco o 
seis dias respectivamente.

En la tabla n* 1 se recogen los resultados correspondientes.

TABLA N9 1.- PORCENTAJE DE RETICULOCITOS PRESENTES Bi SANGRE DE RA­
TAS TRATADAS CON FENILRIDRAZINA DURANTE a) CINCO DIAS 
Y b) SEIS DIAS EN LOS CINCO DIAS SKRIIENTES AL CESE 
DEL TRATAMIENTO.

DIAS DESPUES DEL CESE DEL TRATAMIENTO

TRATAMIENTO IQ 20 30 40 50

a) CINCO DIAS 36 56 73 37 5
b) SEIS DIAS 40 62 90 42 6

Resultados expresadi» en % de reticulocitos présentes en 
sangre respecte al total de células rojas.

Puede observarse el alto porcentaje de reticulocitos en el 
torrente circulatorio al tercer d(a del cese del tratamiento (adnü 
nistraclon i.n. diaria durante seis dfas, de 4 mg. de feniIhidrazi­
na). En los dfas sucesivos se détecté un elevado porcentaje de eri­
trocitos no normales, a la vez que disminuye la cantidad relativa de
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reticulocitos,
Una vea obtenidas las células por exangulnacl6n del animal, 

se procesan segûn el mlsmo esqueroa descrito para eritrocltos.

Ik'';?:-:''

Fotografia (12.500 aumentos) de sangre (reticulocitos 9096) de ra­
ta anemizada por administraciôn de fenilhidrazina.
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2.2.3.- OOTENCION Y PREPARACION DE CEI^LAS ERITROIDEAS DE MEDULA 
OSEA.

La obtenciôn de células eritroideas se realizé segûn el 
tnétodo de HEL y col. (1965). Se utilizaron para ollo ratas Wistar 
tratadas con fenilhidrazina, segûn el esquema del apartado anterior, 
en donde la riqueza en reticulocitos es superior al 90?6. Una vez 
exanguinadas y obtenidos los sels huesos largos, se cortan los ex- 
tremos del hueso y se introduce una aguja hipodérmica con B ml. de 
soluciôn salina isotonica y, mediante una ligera oresiôn, la médula 
sale por el extreme opuesto en bloque o en peque6aa porciones. Se 
hace pasar varias veces la soluciôn salina por el hueso hanta que 
queda limpio; para disgregar las células de la médula agitamos con 
una pipeta Pasteur, se deja un tiempo de repose, y decantâmes la 
suspensiôn haciendola pasar por una media de nylon. Las células, 
posteriormente, se centrifugan, (1100 x g, 5 min.) y el precipitado 
se resuspende en suspensiôn salina fisiolôgica.

2.2,4.- ADMINISTRACION CON ®®Fe.

Se tiiyectaron l.p. très ratas Wistar (200 g.) con 10 uCi de 
^^Fe en forma de citrate férrico (WALTER, 1964). A los tîempos apro- 
piados, 3; 26 y 55 dias despues de la inyecciôn se extrajo la sangre, 
procediéndose como se indica en 2.2.1. para la obtenciôn de las 
células.

2.2.5.- TINCION PARA MIGROSCOPIA OPTICA. CONTAJE DE CELULAS.

La tInciôn para la identificaclôn de los reticulocitos y 
tipos celulnrcs présentes en el conjunto "células eritroideas" fué
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reallzada segun el método de WINTROBE (1948), 5 /il. de sangre o bus 
pensiôn de células eritroideas procédantes de la mescla de las cua- 
tro ratas anemizadas, se colocaron sobre un porta j se mezclaron por 
agitaclôn con espétula (2 min.) con igual volumen de una solucién 
de azul brillante de cresil (10 mg/ml en ClNa 0,15 M). Una irez rea- 
lizada la extensién sobre el porta, se dejd secar, j se fijé con ete 
nol (2 min.). Cuando esté seca la preparacién se cubre con solucién 
Giemsa (2 gotas/ml de agua destilada) durante 30 min.; se lava y se 
deja secar, inmovllizéndose la preparacién con bélsamo de Canadé y 
un cubreobjetos.

Para valorar la riqueza de reticulocitos de la muestra, se 
contaron en el microscopic (1250 aumentos) 10 campos, que recogfan 
1000 células. El numéro de reticulocitos se express como porcentaje 
del total de células rojas présentas.

En las preparaciones de células eritroideas, se observaron 
todos los componentes de la serie eritropoyética anteriores al ret_i 
culocito, esencialmente: proeritroblastos y eritroblastos baséfilos, 
policromatôfilos y ortocrométlcos.

2.2.6,- PREPARACION PARA MICROSCOPIA ELECTRONICA.

W s  preparaciones para microscopia electronics se realiza- 
ron en colaboracién con el Departamento de Microscopia Electrénica 
de la Facultad de Veterinaria de la Unlversidad Coroplutense de Ma­
drid. Se procedié de la siguiente manerat después de obtener los rs 
ticulocitos (2.2.2.) se tomaron 2 ml. de sangre total sobre 2 ml. de 
glutaraldheido al 296 en tampôn fosfato pH = 7,4 se fija durante dos 
horas en repose, se centrifuge y se desecha el sobrenadante. Pos­
ter iormente se lava dos veces con sacarosa (0,25 M) en tampén fos­
fato y se fija con tetrôxido de osmio. Para la deshidratacién se 
utillzo etanol desde 3096-99,596, manteniendose 10 min. dos veces su- 
cesivas y con oxido de pronileno-epon araldita en la nroporciôn 1-1 
durante ocho horas. Flnalmente se incluye un trozo \ mm.) en la
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cépsula, con la résina ep6n araldita, se mantiene en la estufa un 
Q Qdia a 40 C y luego a 75 C hasta que tenga consistencia; por ûltlmo 

se corta, y se tifle con acetato de uranilo al 296 y citrate de Pb al 
1%.

2.2.7.- CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS T ULTRAESTRUCTtlRALES DE RETICU 
LOCITOS.

Respecto a las caracterfsticas morfolôgicas y ultraestructi: 
raies de los reticulocitos obtenidos observadas al microscopic 6pt^ 
co y al electrénico podemos declr que:
a) al ôptico hemos detectado en los frotis realizados alrededor de 
un 9096 de reticulocitos, siendo la mayorfa de ellos esféricos (es- 
ferocltos), destacéndose un fine reticulo disperse por todo el ret_i 
culocito a modo de raalla tridimensional. Por otra parte, algunos de 
los reticulocitos y glébulos rojos maduros présentas gruesos grumes 
baséfilos que pudieran tratarse de cuerpos de Jolly.
b) al microscopic electrénico, los reticulocitos présentas unos bor 
des a veces regulares y otras de morfologia dentada. En su interior 
hemos de destacar la presencla de abundantes ribosomas dispersos por 
todo el volumen citonlasm&tico. Se observa la existencia de algunas 
cisternas de reticulo endoplésrotco, las cuales suelen presentar en 
su interior vacuolizaciones, asimismo se han evidenciado estructuras 
del complejo de Golgi; las mitocondrias son escasas, con pocas cres 
tas y de baja densidad electrénica. Finalmente, y al igual que al 
microscopic éptico hemos encontrado que algunos reticulocitos mues- 
tran en su porcién central una zona vacuolizada e irregular exls- 
tiendo en su interior unas masas amorfas de densidad electrénica me 
dia, que se identifican con restes de cromatlna e invaginaciones
Citoplasméticas, por lo que puede deducirse que se trata de un cuer 
po de Jolly. Estas estructuras han sldo evidenciadas en un porcenta 
je del 1096-1^6 de los reticulocitos présentes.

Podemos considérer que esta poblacién reticulocitaria, obt^
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MICROGRAFX A ELECTRONICA (19.555 AUMENTOS) DE RETICULOCITO PRESENTE 
EN SANGRE DE RATA ANEMIZADA POR ADMINISTRACKMV DE FENILHIDRAZINA.

MICROGRAFXA ELECTRONICA (31.111 AUMENTOS) DE RETICULOCITO ATIPICO 
PRESENTE EN 1096 EN LA SANGRE DE RATA ANEMIZADA POR ADMINISTRA­
CION DE FENIUlimAZINA.
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nida por nosotros por tratamiento eon fenilhidrazina, es v&lida a 
efectos del presente estudlo. Tales poblaciones estan siendo utili- 
zadas (RAPOPORT, 1974; WALTER, 1975) con anilogos fines.
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2.3.- METODOS.

2.3.1.- PREPARACION DE HEMOLIZADOS CELULARES.

Para la determinaeién de las actividades enzimAticas en las 
diferentes poblaciones eritrodtarias, se hemolizan las células, p M  
viamente lavadas, por adiciôn de igual Tolumen de agua destilada, j 
posterior congelacion (-20 C) y descongelaclon doe veces sucesivas. 
Para la determinacion de la actividad fosfogliceratoquinaslca se c m  
trifugaron dichos hemolizados (15000 x g, 30 sin.) para separar lasQmembranas. Todos estos procesos se realizaron a 4 C.

2.3.2.- DETERMINACION DE 2,3-DIFOSFOGLICERATO.

Las allcuotas (0,5 ml.), obtenidas a los tiempos indicados 
en los apartados correspondlentes de los resultados, se afladieron 
sobre 2 ml. de CIO^H 2 N. Previamente enfrlado. Una vez centrlfuga- 
dos los tubos (2000 x g, 15 min.) con objeto de eliminar el precipi 
tado, los extractos percloricos libres de proteins fueron neutrali-
zados por adiciôn de KOH (10 N, 1 N y 0,1 N) hasta alcanzar un pH =
7. El precipitado de CIO^K formado fue separado por centrifugaeién 
(2000 X g, 10 min.). La diluciôn sufrida por cada extracto fue teni 
da en cuenta a efectos de célculo.

En dichos extractos percléricos neutralizados, se déterminé 
la concentracién de 2,3-DPG enziméticamente, utilizando nara ello el 
método de ERICSON y De VERDIER (1972). La mezcla de reaccién contiene
en un volumen final de 2 ml,: Tria-CIH 50 mM, pH = 7,5; EDTA 5 mM;
ClgMg 50 mM; mercaptoetanol 25 mM; ATP 8 mM; NADH 1,5 mM; GAPDH 2 
Ul/ml; PGK 11 Ul/ml; PGM 6 Ul/ml; 2-P-glicolato 5 mM y 0,2 ml. de 
extracto. Una vez alcanzado el equilibrio, la reaccién comienza por
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adiciôn del 2-P-glicolato, activador eaneclflco de la fosfatasa. 
Se mide el descenso de NADH a 340 nm. hasta alcanzar de nuevo el 
equilibrio.

2.3.3,- DETERMINACION DE ACTIVIDADES ENZIMATICAS.

2.3.3,1,- Dlfosfogllceratomutasa.

El môtodo de determinaciôn de la actividad difosfoglicerato 
mutésica esté basado en la medida a diferentes tiempos de incubaciôn 
del 2,3-DPG formado, en el sistema de reacciones siguientes (JOYCE 
y GRISOLIA, 1959):

PGK DPGM
3-PG — :---   ► 1,3-DPG      ► 2,3-DPG

ATT ADP 3-PG 3-PG

La mezcla de reaccién contenfa en un volumen final de 5 ml.: 
Tris-CIH 150 nW, pH = 7,2; Cl^Mg 5 mM; ATP 10 nW; 3-PG 6,6 mM, PGK 
18 Ul/ml. La reaccién comienza con la adiciôn de 0,25 ml. de hemoli 
zado. La mezcla total se incubé a 37°C en un bado con agitaclôn (80 
r.p.m.). A los tiempos apropiados descritos en los resultados, se 
tomaron allcuotas de 0,5 ml. que se desproteinizaron y neutralizaron, 
midiéndose el 2,3-DPG présente (2.3.2.).

2.3.3.2.- Fosfogliceratoqulnaaa.

El princiolo del método consiste en la formacién de 1,3-DPG 
a partir de 3-PG y posterior medida del 1,3-DPG por la oxidacién del
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NADH en presencla de G3PDH (YOSHIDA, 1975). El esquema de reaccién 
es el siguiente:

G3P

G3PDH

PGK

NADr
' NADH 

1,3 DPG 
^  ADP

ATP
3PG

I.a mezcla de reaccién contiene en un volumen final de 2 ml. 
3PG 10 mM; ATP 5 mM; NADH 0,2 mM; Cl^Mg 8 mM; Tris-CIH 80 mM, pH = 
7,5; G3PDH 2 Ul/ml. La reaccién se inicia previa estabilizacién de 
la mezcla de reaccién, con la adicién de 0,01 o 0,02 ml. de los he­
molizados, obtenidos como se indica en 2.3.1..

2.3.4.- DETERMINACION DE HEMOGLOBINA.

La hemogloblna se déterminé en suspensiones o hemolizados 
tanto de eritrocitos, reticulocitos o células eritroideas.

La determinacién de Hb se réalisa segûn el método de VAN 
KAMPEN y ZIJLSTRA (1961), basado en la oxidacién de la hemogloblna 
por ferrlcianuro potésico, de tal manera que la metahemoglobina 
résultante reacciona con cianuro notésico para former metahemogloM 
na que nresenta un mâxlmo de absorcién de 540 nm.

Is mezcla de reaccién contiene un volumen final de 5 ml. tje 
niendot tampon de fosfato 2,5 mM, pH = 7,2; ClNa 1,5 mM; CNK 1 mM; 
(Fe (CN)^ K^) 0,6 mM; detergente 0,596. Las allcuotas utilizadas va-



45.

rlaron segûn los distintos experlmentos desde 0,05 ml, a 0,5 ml.. 
Se lee a 540 nm frente a la mezcla de reaccién sin problems.

Los valores se expresan en ximoles de Hb/ml. de muestra.

2.3.5.- DETERMINACION DE PROTEINAS T ADAPTACION DEL METODO EN MUES- 
TRAS QUE CONTIENEN DEXTRANO T POUETILENCLICOL.

La valoracién de proteins se realizé segûn el método de 
LCWRY y col. (1951);el procedimlento seguido es el siguiente:
- reactive de Folin-Ciocalteau diluido 1/2.
- solucién alcalins de cobre: 98 ml. de CO^Na^ al 296 en NaOH 0,1 N * 

1 ml. de SO^Cu 5 RgO al 0,596 * 1 ml. de tartrato sodico-notasico 
al 196.

A la muestra convenientemente diluida se le adadieron 5 ml. 
de la solucién alcalins de cobre. Después de mezclar y reposer 10 
min. se adaden 0,5 ml. del reactive de Folin-Ciocalteau. Se agita, 
se deja reposer 30 min. y se raide la absorcién a 660 nm utilizando 
como referenda la mezcla de reaccién sin muestra.

La concentracién de protelnas se deduce a partir de una cu£ 
va patrén realizada con concentrée iones de seroalbumina bovins co- 
nocida.

Para la determinacién proteica, en muestras que contenfan 
dextrano y polietilenglicol fué necesario eliminar dichos polimeros 
ya que el dextrano forma complejo con el Cu**, produciéndose un pr£ 
cipitado que enmascara la determinacién cuantitatlva de protelnas. 
Por tanto, previamente a la determinacién de nrotelnas, nor el mét^ 
do de IQWRY, se realizé el siguiente esquema de eliminacién de los 
polimeros.

A 0,2 ml. de muestra que contents polimeros, se afladieron 
0,2 ml. de TCA frfo ml 1096 y 1 ml. de ICA frfo al 596. La mezcla se 
dejé en frio durante 30 min.; después, el precipitado de protelnas 
se centrifuge a 12000 x g durante 20 min.« El sobrenadante se reti­
ra y el precipitado se lava dos veces con 1,5 ml. de TCA frio al
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596 7 se centrifuga como al principlo en ambos lavados» El precipi­
tado se redlsuelve con 0,2 ml, de NaOH 0,5 N a temperature ambiante 
durante dos horas (AUBERTSSON, 1971),

A continuacién se réalisa el esquema de determinacién de 
protelnas mencionado anteriormente. Los valores obtenidos se dedu­
ces a partir de una curva patrén, sometlda al mlsmo tratamiento que 
las muestras que poseen dextrano y polietilenglicol y se expresan los 
resultados en rog. de proteina/ml. de tubo.

2.3.6.- DESCRIPCION T FUNCIONAMIENTO DEL APARATO DE DISTRIBUCION EN 
CWiTRACORRIENTE EN CAPA FINA.

Esté formado por dos plates construidos en plexiglas con 
forma de corona circular; &1 acoplarse estos entre si, de forma her 
mética se tiene el rotor proplamente dicho. Sus dimensiones son: 
diametro externe 29 cm.; dlémentro interne 15 cm.; espesor 4,5 cm.. 
En ambos platos hay 60 semicavidades, a intervales de 6 grades. El 
volumen de la semicavidad inferior del rotor es de 0,79 ml. y el de 
la superior aproximadamente 2,5 ml.. Cada cavidad comunica con el 
exterior medlante un orificio situado en la cara extema del plate 
de arriba, que se emplea para la incorporéeién de la muestra y del 
sistema bifàsico. Compléta el rotor un aro del mismo material que 
al adaptarse a la superficie superior del mismo tapona los ori- 
ficlos de las cavidades. Los mécanismes de agitacién se encuentran 
alojados en un bastidor, al que se adapta el rotor.

PROCEDIHIïNTO.

Una vez colocado el rotor sobre el mécanisme de agitaclôn, 
se afiade a 59 cavidades (de la 1 a la 59) el volumen de fase infe­
rior y superior fijada previamente. En la cavidad 0 se aflade la
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muestra y las fases, en proporciones taies que se mantenga la rela- 
ciôn de volûmenes elegida. En ocasiones, y dependiendo de la canti- 
dad de material particionado necesario, pueden llenarse con muestra, 
dos o mas cavidades.

Una vez llenas todas las cavidades, se inicia el proceso de 
distribuciôn proplamente dicho, con la agitaclôn del rotor (20 seg.), 
para mezclar el contenido de sus cavidades, y posterior reposo (5 
min.) para faciliter la primera particiôn.

Si la cantidad total de sustancia afladida inicialmente en 
la cavidad 0 es lOO, la cantidad de sustancia particionada seré igual 
en ambas fases (5096 en cada una), suponiendo un valor de K = 1. Es 
ahora cuando tiene lugar la primera transferencla mediante un giro 
de 6 grades del plato superior en el sentido de las agujas del 
reloj. Al producirse este primer deslizamiento del plato superior 
(môvll) respecto al inferior (fijo) entra en contacte la fase supe­
rior limpia de la cavidad 59 con la fase inferior que contiene sus­
tancia de la cavidad 0, a la vez que la fase superior (conteniendo 
sustancia) de la cavidad 0 lo hace con la fase inferior limpia de la 
cavidad 1; después de agiter (20 seg.) y reposer (5 min.) la cantidad 
de sustancia distribuida en ambas fases de las cavidades O y 1 seré 
igual a 25. Al producirse la segunda transferencla, las fases superW 
res de las cavidades 59, O y 1 (limpia en el primer caso y contenien 
do 25 de sustancia en los dos restantes) se ponen en contacte, res­
pect ivemen te, con les fases inferiores de las cavidades O, 1 y 2 
(conteniendo 25 de sustancia las dos primeras y sin sustancia la 
tima). Después de agitaclôn y reposo la sustancia queda asii 12,5 en 
ambas fases en las cavidades 0 y 2, y 25 en ambas fames, en la cav^ 
dad 1. Y asi sucesivamente hasta la realizaciôn de la ôltima trans- 
fereneia (1 a 60 en nuestro caso). Una vez finalizado el proceso se 
acopla al rotor un colector de fraceiones, especialmente diseRado, 
de tal manera que los orificios de 1lenado-vaciado de las cavidades 
del rotor colncidan con los tubos del colector. La inversiôn del con 
junto formado por el rotor mas el colector acoplados permite reco- 
ger el contenido de las 60 cavidades en los 60 tubos del colector.

Los resultados se expresan representando en ordenadas la can
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tidad de sustancia en cada cavidad y en abscises el nâmero de la ca 
vidad.

2,3,7.- PREPARACION DE LAS SOLUCIONES DE POLIMEROS DEXTRANO T POLI­
ETILENGLICOL.

El dextrano T-500 utilizado es de Pharmacia, y contiene ge- 
neralmente un 5-1096 de humedad, por ello, una vez preparadas las so 
lueiones madré a partir de este products, debe contrastarse su con- 
centraciôn por polarlmetrla, las soluciones de dextrano preparadas 
son del 20)6 en peso.

Se pesan dextrano y agua destilada, en las proporciones con 
venientes para alcanzar una concentracién del 2096 en peso, se calien 
ta para facilitar la disolucién hasta que comience a hervir agitando 
siempre. Se deja enfriar tapado con un vidrio de reloj, para conse- 
guir su compléta estabilizacién. En una allcuota se determine por po 
larimetria la concentracién, que suele ser superior al 2096, se de- 
terminan los gramos necesarios de agua para que la concentracién sea 
del 2096 y una vez adadidos éstos se comprueba de nuevo la concentra 
cién del nolimero por polarlmetrla.

El polietilenglicol utilieado en este trabajo es PEG 6000. 
Este pollmero no requière condiciones especiales nara su prenaracién, 
ya que no es higroscépico. Se nreparan soluciones madré del 4096 eh

Qpeso, dichas soluciones se mantienen largos periodos de tiempo a 4 C.

2.3.8.- PREPARACION DE LOS SISTEMAS BIFASICOS.

2.3.8.1.- Para experlmentos de particiéni Influencla de la concentra 
cién de polimeros y sales.

La preparacién de un sistema de fases para su posterior ut_i
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lizaciôn en los experlmentos de particién se réalisa en tubos indi­
viduates graduados de 10 ml. de capacidad. Para conseguir las dis­
tintas concentraciones de nolimeros j sales, se pesan las soluciones 
madré de ambos polimeros, y, una vez diluidas convenientemente con 
las distintas sales, se obtendrén las concentraciones deseadas.

Para los distintos exnerimentos se siguieron los protoco- 
los 1, 2 y 5 que se muestran en las p&glnas siguientes.

Una vez pesados los polimeros, sales y agua se centrifugan 
los tubos (1100 X g, lOOOO) con el fin de facilitar la separaclôn de 
las fases; a continuacién se procédé a medir los volûmenes de ambas 
fames, retirando cuidadosamente la parte corréspondiente a aquellas 
fases que representen mayor volumen; es entonces cuando se aflade al 
sistema 0,05 ml. de la suspensiôn de células, Después de inyertlr 
unas 40-60 veces los tubos, con el fin de mezclar las particulas 
biolôglcas con los polimeros y sales, se dejan sedimentar durante 
30 min..

Por ûltimo, se toma una alicuota de la fase superior (0,5 
ml.) y se determine la concentracién de hemogloblna para analizar 
en ella los resultados de la particién. Anallsadas las concentra­
ciones de hemogloblna en las distintas fasps superiores, los resul­
tados se expresan en tanto por ciento de particulas présentes en la 
fase superior, respecto del total de particulas affadidas (concentra 
cién de hemogloblna determinada en el tubo B).

Para la determinacién de la Influencia de la concentracién 
de polimeros en eritroeitos a 4°C se realizé la particién en cémara 
frfa.

2.3.8.2.- Ptfra la calibracién del aparato de DCC.

Se pesa la cantidad teôricamente necesaria de soluciones m  
dre de ambos polimeros, y después de diluir con tampén fosfato Na y 
agua hasta conseguir la concentracién experimental deseada (596 de 
dextrano; 496 de polietilenglicol y 0,01 N de tampén fosfato Na), se
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agita el sistema por inversiôn suave y repetida en enbudo de decan- 
taciôn y se deja reposar (12-14 h.) a la temperature que se realice 
el experimento de DCC, para facilitar la separaclôn de las fases.
Finalmente se recogen separadamente las fases, despreclando la inter
fase. *

Una vez obtenidas las fases se llenan las cavidades inferior 
y superior del rotor (de la 1-59, con 0,79 de cada fase), mantenien 
do la relaciôn de volûmenes igual a 1. En la cavidad 0, se pusieron 
0,69 ml. de fase inferior mas 0,1 ml. de una soluciôn de vitamine B 
(500 g), y, posteriormente, 0,79 ml. de fase superior. Una vas rea- I
1izados los 60 giros, los resultados se expresan en D.O. a 525 nm.

Con el fin de determiner el coeficiente de particiôn K se 
determine la D.O. a 525 nm., en todas las cavidades, y en los tubos 
25-35 se toman allcuotas de cada fase (superior e Inferior) (0,05 ml. 
sobre 1,5 ml. de agua).

2.3.8.3.- Para la separaclôn de células por distribuciôn en contra- 
corriente.

Se pesan en embudo de decantaeién las cantidades neeesartas 
de polimeros y sales para obtener un sistema blfâsico de las siguim 
tes concentraciones; 59( dextrano; 496 polietilenglicol; 0,03 ClNa y 
0,09 IFNa. Dichas concentraciones fueron estudiadas en los experiiMda 
tos de particiôn, y en estas condiciones la particiôn es del 50)6 - 
en ambas fases.

Una vez agitado convenientemente el sistema por inversiôn sua 
ve se deja reposar (12-24 h.) para facilitar la separaclôn de las 
fases. Finalmente se recogen las fases y se élimina la interfase.

Se llenan las cavidades inferiores con 0,7 ml. de fase inf^ 
rior y las cavidades superiores con 0,9 ml. de fase superior. La 
muestra, dependiendo de los distintos experlmentos de distribuciôn, 
se coloca en la cavidad 0 o en las cavidades 0, 1 y 2. Para la coljo 
caciôn de la muestra se realize un "mlnisistema" con fase Inferior
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J muestra de tal manera que la relaciôn est 0, 6 ml» de fase infe­
rior y 0,1 ml. de muestra. Las células segûn los distintos experi- 
mentos se uttlizan sin diluir o diluidas aproximadamente 1/2 con 
ClNa 0,15 M.

Una vez realizados los 60 giros, se recogen las 60 muestras 
sobre 1 ml. de agua o ClNa 0,15 M, determinàndose el perfil de la 
distribuciôn por medida de la concentracién de lib o lecture a 540 
nm.

2.3.9.- MEDIDA DE LA RADIACTIVIDAD.

W  radiactividad de las muestras marcadas con ^^Fe, emisor 
y , se han medido en un detector de centello sôlico, el cual va 
dotado de una escale J.E.N. Mod. E^17 con discriminadores de enor­
gie. El detector, constltuido por un cristal de loduro Sodico ac- 
tivado con Talio, présenta geometrla de pozo 3Tf . La eficacia, 
determinada con patrônes de ^^^Cs, es del 21%, Las muestras se mi- 
dieron en un volumen final de 2,6 ml., y las medldas de radiactivi­
dad expresadas en c.p.m., fueron corregidas teniendo en cuenta la 
eficacia del aparato.

2.3,10.- VALORACION DE DATOS.

2.3.10.1.- Célculo de la significancia estadistica por la distribu 
ciôn de Student.

Con ohjeto de verificar la significaciôn de las diferencias 
obtenidas en la variaciôn de las actividades enziméticas en las dis 
tintas poblaciones estudiadas, se utilisé el test de la t de Student. 
La distribuciôn de Student es una correcciôn de la distribuciôn nor
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mal de frecuencia, para pequeflas muestras (SPIEGEL, 1970). Con el 
célculo de la t de Student para distintas probabilidades, evaluamos 
la mayor o menor probabilidad de que la diferencia de un resultado 
con otro sea o no estadisticamente significativa.

Se calcularon los limites de confianza a partir de los cua­
les la diferencia est éltamente significative («»» , p ^ 0,00l), imiy 
significative (**, p^O,Ol), significative (* , p^0,05) o casi si£ 
nificativa ( O , p<0,l).

2.3.10.2.- Ajuste de rectas por roinimos cuadrados.

El método de los minimos cuadrados se utilize para calculer 
curves de ajuste cuando se dispone de una disnersiôn de nuntos 
(SPIBGEL, 1970). En nuestro caso, renresentac iones de Lineweauer- 
Burk para célculo de enzimas de velocidades méximas y constantes 
de Michaelis, asi como la linearidad en la foimiaciôn de 2,3-DPG.



3.- RESULTADOS Y DISCUSION.
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3.1.- ACTIVIDADES DIFDSFOGLICERATOMUTASICA Y FOSFOGLICERATOQUINASICA 
EN LAS DIFERENTES POBLACIONES ERITROCITARIAS.

Una de las caracteristicas del eritrocito, a diferencia de 
otras células, es la presencia de una alta concentracién de 2,3-DPG 
( 5 mM). En este apartado se estudian parcialmente dos de las acti­
vidades enziméticas, implicadas en el ciclo del 2,3-DPG, en las po­
blaciones celulares (precursores eritroideos, reticulocitos j eritro- 
citos). Los valores de actividad de dichas enzimas nos servirén como 
narémetros indicativos del proceso de diferenciacién sufrido por la 
célula roja. Como etapa previa, y dado que el método de ensayo emnlea- 
do para la difosfoglicëratomutasa es una modificaciôn y adantactôn 
a la célula roja del método de JOYCE y GRISOLIA (1959) para mûsculo, 
se procédé a un estudio crttico de las condiciones mas idôneas y 
validez del mismo. Los resultados referentes a la falta de lineturidad 
de formacién respecto al tiempo del producto de la reaccién (2,3-
DPG), nos llevan a hacer una discusién de los métodos disponibles en
la literature para la determinacién de dicha actividad.

En el caso de la difosfogliceratoquinasa la determinacién de
las actividades enziméticas en las très poblaciones eritrocitarias 
se ve complementado con unos ensayos encaminados a confirmar y/o es 
tablecer las constantes cinéticas fondamentales (Km y Vmax) de di­
cha enztma frente al 3-PG utilizado, en el método de determinacién, 
como sustrato de la reaccién.

3.1.1.- DlSaiSlON DEL METODO DE ENSAYO EMPLEADO PARA LA DIFOSFOGIJ- 
CERATOMÜTASA.

El método de ensayo para la determinacién de la actividad 
difosfogllceratomutAsica se basa en la transformacién del 3-PG en
1,3-DPG y éste en 2,3-DPG, mediante el acoplamiento de la fosfogli- 
ceratoquinnsa y la difosfogllceratomutasa con medida posterior del
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incremento producido de 2,3-DPG. (JOYCE j GRISOLIA, 1059) este m é W  
do fué aplicado por primera vez en nuestro laboratorio a eritroeitos 
humanos (RONCALES, 1978). En aquel trabajo se intentaba calculer la 
actividad por el descenso de 3-PG producido en lugar de por el au- 
mento de 2,3-DPG formado. Con el fin de simplificar el método, para 
la valoracion del 3-PG se hizo use de un procedimiento colorimétrico 
no enzimâtico de gran sencillez j économie (método del acido cromo- 
tropico de BARTLETT, 1959). Posteriormente (RCBiCALES, 1978) se cal­
culé la actividad difosfogliceratomutésica determinando simultanea- 
mente tanto el sustrato (3-PG) como el producto (2,3-DPG) por méto­
dos enziméticos més complejos pero al mismo tiempo m&s sensibles que 
el del écido cromotrépico. Estes ùltimos resultados mostraton que no 
existe correspondencia entre los valores de actividad calculados nor 
el descenso de 3-PG j nor la produceién de 2,3-DPG; la dismlnucién 
de 3-PG es superior a la produccién de 2,3-DPG a todos los tiempos 
estudiados (0; 5; 10 y 30 min.); ello hizo suponer que el 3-PG no es 
transformado exclusivamente en 2,3-DPG durante la incubacién, sino 
que una parte significative del mismo se dégrada via 2-PG. De estos 
resultados pudo concluirse;
a) que la medida de la actividad difosfogliceratomutésica debe hacer 
se por valoracién del 2,3-DPG formado y no por la de 3-PG consumido.
b) quedé descartada la posibilidad de utilizer el método del écido 
cromotrépico para la medida del 2,3-DPG producido, ya que la preseii 
cia de altas concentraciones de 3-PG, afladidas como sustrato de la 
reaccién quinésica, no permiten valorar el 2,3-DPG adecuadamente.
c) que la formacién de 2,3-DPG observada durante la Incubacién de 
eritroeitos humanos no es lineal a partir de los prlmeros 5 min. y 
en consecuencia, las actividades enziméticas calculadas a nartir
de dicho momento (concretamente a los 5; 10; 15 y 30 min.) son dife 
rentes entre si (0,44; 0,32; 0,26 y 0,19/imoles 2,3-DPG formado/min/ 
;umol Hb respectivamente) (RONCALES, 1978). Sin embargo es importan­
te destacar aqul que los valores de actividad encontrados a los 10 
y 15 min. de incubacién (0,32 y 0,26, respectivamente) coincides 
con los encontrados por otros autores para eritroeitos humanos 
(0,24-0,33) empleaddo técnicas (TORRANCE, 1974; ROSE, 1975; SASAKI
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y col., 1975) hasadas todas éllas en la de RAPOPORT y LUEBERING (1952), 
que son de uso general y rutlnarlo en la determinaciôn de la activai 
dad difosfogliceratomut&slca. Estos datos a los 10 y 15 min. nos ser 
vir&n como nunto de partida para la dlscusiôn de los resultados pr£ 
sentados a continuaciôn.

3.1.1.1.- Formacl6n de producto (2,3-DPG) respecte al tiempo, y efec 
to del 2,3-DPG présenté sobre la actividad enzimâtica en 
eritrocitos y reticulocltos.

Dada la falta de llnearidad de formaciôn de 2,3-DPG en la de 
terminacl6n enzimâtica de la dlfosfogliceratomutasa (a partir de los 
5 primeros minutos de incubaclôn) y puesto que en esta Tesls es im­
portante evaluar dicha actividad a lo largo del nroceso de dlferencia 
ciôn del eritrocito, se decidiô confirmer dicha falta de linearidad, 
de modo sistemâtico, en las très noblaciones celiilares. Puesto que 
las câlulas eritroideas, como veremos posteriormente, carecen de a£ 
tividad mutâsica, solo se presentan en este apartado los datos refe 
rentes a eritrocitos y reticulocitos.

En el caso de los eritrocitos se realizô en primer lugar, un 
estudio del efecto de la concentraclôn protelca sobre la curva de apa 
riciôn de 2,3-DPG respecte al tiempo. l%ra ello se utilizaron clnco 
hemolizados con concentréelones diferentes de hémoglobine (0,06; 0,12; 
0,18; 0,37 y 0,6 mM). Los hemolizados obtenidos, como se indice en
2.3.1., se incubaron en la mezcla de reacclân (2.3.3,1.), obtenlendo 
se altcuotas a los 0,5; 2,5; 4 y 15 min, de incubaciôn. Una vez des 
proteinizadas y neutralizadas se déterminé êl 2,3-DPG (2.3.2.). Los 
resultados obtenidos, a cualquiera de las distintas concentréelones 
proteicas, miiestran que la formaciôn de 2,3-DPG es lineal en los nr_i 
meros 4 min. y que nor el contrario deja de serlo a nartir de este 
momento. Los valorem de actividad calculados entre los 0,5 y 4 min, 
de incubaciôn (1,88; 2,2; 2,0 ; 2,0 y 1,6 /umoles 2,3-DPG/minAimol Hb) 
son practlcamente idénticos. (tabla n® 2)
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TABLA NQ 2.- EFECTO DE LA CONCENTRACION PROTEICA SOBRE LA FORMACIOT» 
DE 2,3-DPG.

Concentraclôn protelca Actividad enzimâtica en los
(mM Hb) nrimeros 4 min.

0,06 1,88’ n 3
0,12 2,20’ n 3
0,18 2,00n 3
0,37 2,00* n 3
0,60 1,60n 3

Valores de actividad expresados en >umoles de 2,3-DPG/min/umol
Hb.

n, nO de expérimentes.

Se concluye asi que la formaciôn de 2,3-DPG en los nrimeros 4 min.
y, en definitiva, la actividad enzimâtica, es independiente de les
distintas concentractones hemoglobinicas utllizadas.

Para el estudio de la formaciôn de 2,3-DPG respecte al tiem
po, que se bace a continuaciôn, los hemolizados correspondientes
(concentraclôn de hémoglobine 0,12 t 0,013 para eritrocitos y

n = 8
0,12 t 0,011 para reticulocitos), se incubaron en la mezcla de reacciôn 

n = 8
(2.3.3.1.), de la que se obtuvieron allcuotas a los 0,5; 1.5; 2,5;
4; 10 y 15 min.. Los resultados, expresados en Aimoles de 2,3-DPG
formados/min/iimol Hb se représentas en la fig. 5 para eritrocitos,
y fig. 6 para reticulocitos. En ambos casos se observa que la fornw 
ciôn de 2,3-DPG solo es lineal en los primeros 4 min. de incubaciôn.

Ademâs, para demostrar que la pérdida de linearidad a partir
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de los 4 min. se debe al acûmulo de 2,3-DPG, tanto en eritrocitos 
como en reticulocitos se realizô un segundo experiments en el que 
la cantidad de 2,3-DPG presents en la mezcla de reacciôn, antes de 
comenzar la incubaciôn, era igual a la alcanzada en el experiments 
anterior a los 4 min. de incubaciôn (concretamente en el caso de 
eritrocitos 10 umoles de 2,3-DPG/umol Hb, ver fig. 5, j en el de 
reticulocitos, 6 ;umoles de 2,3-DPG/«mol Hb, fig. 6). Desnués de to- 
mar alîcuotas a los 0,5; 1,5; 2,5; 4; 10 y 15 min. se calcula la 
actividad enzimâtica y se exnresan los resultados en las mismas fi­
guras 5 y 6. La ausencia de linearidad desde el comienzo de esta 
incubaciôn nos lleva a confirroar nuestros propios datos y a concluir, 
de acuerdo con ROSE (1970), que es el 2,3-DPG, producto de la reac­
ciôn, el que inhibe la actividad difosfogliceratomutâsica.

Esta falta de linearidad es un dato a tener en cuenta en es­
te y cualquier otro estudio de la actividad difosfogliceratomutâsica. 
Como ya se dijo en la introducciôn a este apartado (3.1.1.) los va­
lores de actividad difosfogliceratomutâsica para eritrocitos humanos 
encon trados a los 10 y 15 min. de incubaciôn (0,32 y 0,26 Aimoles
2,3-DPG/min/umol Hb) coinciden con los encontrados por otros auto­
res (0,24-0,33) empleando diferentes môtodoë enzimâticos, basados 
igualmente en la producciôn de 2,3-DPG (TORRANCE, 1974; ROSE, 1975;
SASAKI y col., 1975). Sin embargo es sorprendente que en dicbos 
trabajos se utilicen tiempos de incubaciôn superiores a los 5 min. 
(variables generaImente entre 10 y 20 min.) sin que nrevlamente baya 
sido demostrado en cada caso la linearidad o no linearidad de forma­
ciôn del 2,3-DPG; mas aôn, cuando el ûnico estudio realizado en 
este sentido es, el del trabajo original de RAPOPORT y LUEBERING 
(1952), en el que se demuestra claramente la linearidad hasta los 
3-5 min.; siendo este trabajo el que sirviô de base a los mencionados 
autores para la aplicaciôn de los distintos métodos enzimâticos utili- 
zados por éllos. La circustancia de que los datos de estos autores (0,24- 
0,33) coinciden cnn los encontrados en nuestro laboratorio para 
10-15 min. de incubaciôn en los que ya no es lineal la formaciôn del 
fosfato, nos lleva a dudar de aquellos u otros resultados que hayan 
sido obtenidos con métodos en donde no se haya comprobado previamen- 
te la linearidad de formaciôn de 2,3-DPG. Ello, apoya, al mismo tiem-
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po,la validez del proeedlmiento aqul descrito, j liera a la conclu- 
sl6n de que los valores de actividad que pueden calculeras a partir 
de la fase lineal de formaciôn del 2,3-DPG (fig. 5 y 6) son los ûnj[ 
COS realmente vôlidos. Este sert, por tanto, el criterio de medida 
de la actividad aut&sica adoptada en esta Tesis.

3*1.1.2.- Variaciones de la actividad difosfogliceratonutAsica en 
eritrocitos, reticulocitos y côlulas eritroideas.

Una vez confirmada la existencia de la fase inicial lineal 
(hasta los 4 min.), tanto en eritrocitos como en reticulocitos de 
rata, se procediô a la determinaciôn de la actividad difosfoglicera 
tomut&sica, de modo estadistico, en estas côlulas asi como en pre- 
cursores eritroideos. Los hemolizados. correspondientes, obtenidos 
como se describe en 2.3.1., se incubaron en la mezcla de reacciôn 
(2.3.3.1.). Se tomaron allcuotas a los 0,5 y 4 min. de incubaciôn 
y, previa desproteinizaciôn y neutralizaciôn, la actividad enzimétj^ 
ca se calculô nor el Incremento de 2,3-DPG (2.3.2.). Los resultados 
de actividad enzimâtica especffica (tabla nO 3) sa expresan tanto 
en funciôn de la concentraclôn de hemoglobina como en funciôn de la 
proteina total. Ello permite comparar valores de actividad enzlmâtjl 
ca especlfica en côlulas en las que la proporciôn Hb/proteina pueda 
ser diferente.

Como puede observarse (tabla nQ 3), no se détecta actividad 
difosfogliceratomutâsica en cÔlulas eritroideas. La actividad enzi­
mâtica especlfica de reticulocitos supone, aproximadamente, un 609( 
de la encontrada en eritrocitos.

Es Importante destacar este aumento de la actividad enzimât^ 
ca especlfica desde cÔlulas eritroideas a eritrocitos por su posible 
significado. Puede ser una consecuencia del proceso de diferenctaciôn 
eritrocitaria; ya que parece lôgico que la especializaciôn de estas 
côlulas en la producciôn de 2,3-DPG, venga acompaAada por un Incre­
mento de la actividad enzimâtica encargada de sintetlzarlo. Las eô-
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TABLA NQ 3.- VALORES DE ACTIVIDAD ENZIMATICA EN ERITROCITOS. RETI- 
CULOCITOS Y CELULAS ERITROIDEAS.

Actividad enzimâtica especlfica

jurooi.es 2,3-DPG/min/ Aimoles 2,3-DP(i/min/mg
jumol llb proteina.

Elritroci tos 2,25 t 0,05** * 0,03 i 0,004*
n = 8 n = 8

Reticulocitos 1,29 t 0,02 0,015 î 0,025
n = 8 n = 8

Células
Eritroideas no se détecta no se détecta

Los datos expresan:*! - D.S. ; n. n@ de experimentos;
p^O.OOl.

lu las prccursoras carecen de la enzima y, posiblemente esta se siri 
tetlza en alguna de las etapas Intermedlas de la erltropoyesis. to 
te punto es el que nos llevô, entre otros datos, a pensar en la ne 
cesidad de medir esta actividad en el mayor numéro posible de tipos 
celulares intermedios entre la célula progenitors y el eritrocito 
maduro, y en la necesidad, por tanto, de contar con un método eficaz 
de separaciôn de taies tipos celulares. El hecho de la ausencia de 
actividad en la poblaciôn que llamamos "células eritroideas" (que 
incluye un conjunto indefinido todavia de precursores), hace pensar 
en que la sintesis de la enzima pudiera producirse en las ûltimaa 
etapas de la diferenciaciôn y/o comienzo de la roaduraciôn (1.1,). Si 
esto es asi, parece ser interesante medir la actividad en células 
eritrocltarias y sobre todo, reticulocitarias, sometidas al procedj. 
miento de separaciôn por DCC.
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3.1,1.3.- Nivelea de 2,3-DPG en eritrocitos, reticulocitos y células 
eritroideas.

La medida de la actividad mutâsica debe venir acompafSada e- 
videntemente, de la determinaciôn de los niveles intracelulares de
2,3-DPG en las très poblaciones celulares. Para ello, previa obten- 
ciôn de las células (2,3.1.), se aplica el método descrito en 2.3.2.. 
Después de determiner hemoglobina en altcuotas de las mismas mues- 
tras (2.3.4.) se expresan los resultados (x - D.S.; n, nO de exper^ 
mentos) en jumoles de 2,3-DPG presentes/umol Hb.

Eritrocitos 1,15 î 0,15
n = 12

Reticulocitos 1,06 - 0,15

Células
Eritroideas

n = 10 
no se detects.

Estos datos estân de acuerdo con los del apartado anterior
sobre aumento de la actividad mutâsica con la diferenciaciôn y/o
maduraciôn. Ambos parecen ser una consecuencia lôgica del proceso
de especializaciôn del eritrocito maduro en la formaciôn del 2,3-DPG.
Al mismo tiempo hemos de resaltar que los valores de concentraclôn
de hemoglobina obtenidos para eritrocitos (4,93 - 0,40) son practice

n = 8
mente igtiales a los de reticulocitos (4,40 - 0,03); y que ambos difie

n = 8
ren notablemente con los calculados para células eritroideas (1,07 
n = 3). Parece lôgico pensar que, puesto que las células observadas 
en las preparaciones celulares al microscopic ôptico (2.2.5.) son* 
proeritroblasto y eritroblasto basôfilo, policromatôfilo y ortocromâ 
tico, y, dado que a partir del eritroblasto ortocromâtico es cuando 
la sintesis de hemoglobina aumenta rapidamente hasta el reticulocito 
DENTON y col. (1975), los valores de hemoglobina obtenidos por nosjD
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tros para células eritroideas seau conslderablemente inferlores a 
los de eritrocitos y reticulocitos, y que estos dos tinos de células 
posean esencialmente la misma concentraclôn de dicha proteina.

3.1.2.- ESlUDIO DE LA ACTIVIDAD FOSFOGLICERATOQUINASICA EN ERITROCI 
TDS, RETICULOCITOS Y CELULAS ERITROIDEAS.

Nuestro Interes en el estudio de esta enzima radica en el 
hecho de ser la unica Implicada al mismo tiempo en la glicollsis 
y en el ciclo del 2,3-DPG. Hoy en dla se encuentra bien establecido 
que el mantenimiento de un nivel constante de 2,3-DPG es debido 
prioritariamente al balance entre las actividades difosfoglicerato­
mutâsica y fosfogliceratoquinâsica (RAPOPORT, 1968-1970), segûn 
se describiô en 1.2.3.. Por otro lado, en nuestro laboratorio se 
viene realizando un estudio paralelo de otras quinasas de la gli- 
colisis UKî(RONCALES y LUQUE, 1977; RONCALES, 1978) PFK: (PINILLA y 
LOQUE, 1977; LUQUE y col. 1977) y PKs (PINILLA y LUQUE sin publicar), 
Parecla adecuado por tanto, establecer en esta Tesis, de forma 
comparâtiva, las constantes cinéticas fundamentaies (Km y Vraax) de 
la fosfogliceratoquinasa, que hasta ahora no han sido estudipdas 
en relaclôn con los procesos de diferenciaciôn y maduraciôn del erj. 
trocito. Por otro lado, dado el papel inhibldor del 2,3-DPG, sobre 
la actividad de esta enzima (ALI y BROWNSTONE, 1976 b), y, puesto 
que las "células eritroideas" (a diferencia de eritrocitos y ret_l 
culocitos) no contienen 2,3-DPG (3.I.I.3.); dicho metabolite puede 
condicionar una diferente regulaciôn de la glicolisis a nivel de la 
fosfogliceratoquinasa en las distintas células de la erltropoyesis.

3.1.2.1.- Efecto de la concentraclôn del sustrato (3-PG)i Km y Vmax.

l.a dificultad de conseguir 1,3-DPG, junto oon su gran labiH
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dad, Implde realizar la determinaciôn de la actividad fosfoglicera- 
toquinaslca utilisando 1,3-DPG como sustrato, por lo tanto, la reac 
ciôn enzimâtica se mide en el sentido

3-PG ---------------- p. 1,3-DPG

En allcuotas (0,01 ml.) del hemolizado de eritrocitos obte­
nidos segûn se describe en 2.3.1. j despuôs de haber sido diallzado 
trente a Tris-CIH 50 mM, pi! = 7,5, durante 24 horas con el fin de 
eliminar los metabolites présentes; se emplea el método descrito en
2.3.2.2., con concentraciones creclentes de 3-PG (0,05-15 mM).

En la fig. 7 se recogen los resultados de actividad enzimâ­
tica especlfica, expresados en umoles de 3-PG degradados/min/mg 
proteina, para las diferentes concentrac iones de 3-PG empleado (cu_r 
va de saturaciôn del sustrato), asi como la representaclôn de los 
inversos. La recta, ajustada por el método de minimes cuadrados 
(2.3.10.2.) nos proporclona las constantes cinéticas expresadas en 
la tabla nO 4.

Para los reticulocitos y células eritroideas se siguiô el 
mismo proeedlmiento que para los eritrocitos. Los valôres experimen 
taies se representan en las figuras 8 y 0, respectivamente, y las 
constantes cinéticas en la tabla n@ 4.

TABLA NQ 4.- CONSTANTES CINETICAS PARA LA FOSFOGLICERATOQUINASA DE 
ERITROCITOS. RETICULOCITOS Y CELULAS ERITROIDEAS.

Vmax,umoles 3-PG/min/mg proteina Km(3-PG), mM

Eritrocitos 1,04 0,24
Reticulocitos 0,24 0,15
C. Eritroideas 0,20 0,38



71,

Obsêrvese que los valores de Km para el 3-PG son del mismo 
orden de magnitud en los très tipos celulares (0,15 a 0,38 mM) y, 
en general, coinciden con los resultados encontrados por YOSIIIDA 
(1975) para la enzima purificada de eritrocitos humanos (0,37 mM). 
Puede sugerirse, por tanto, que en las très poblaciones celulares 
existe la misma especie molecular. La existencia de una sola isoen 
zima en eritrocitos humanos fue sugerida por BEUTLER (1969) y purjL 
flcada y caracterizada poster iormen te por SCOPES (1973). Es evideii 
te a partir de dichos datos, la baja afinidad del enzima por el 
3-PG, que contrasta con la elevada actividad de la misma por el
1,3-DPG, (Km - 1 ;jM), en sentido inverso. (ALI y BROWNSTONE, 1976 b).

Lo mâs significative, por el contrario, son los datos de 
Vmax. En eritrocitos la Vmax es unas cinco veces superior que en 
reticulocitos y células eritroideas. Ello parece indtcar, a falta 
de confirmaciôn posterior, un incremento en la cantidad de enzima 
en la fase de maduraciôn del reticulocito a eritrocito, una vez supe 
rada la etapa de diferenciaciôn.

3.1.2.2.- Variaciones de la actividad fosfogliceratoqulnasica en eri 
trocitos, reticulocitos y células eritroideas.

Une voz establecidas lAs constantes cinéticas se peso a deter 
miner de modo estadistico el valor medio de actividad, a concentra- 
ciones saturantes de sustrato (10 mM), segûn se describe en 2.3.3.2.. 
Los resultados aparecen en la tabla nQ 5.

Ohservese que el valor mâxtmo de actividad enzimâtica espeĉ I 
fica, exnresada tanto en hemoglobina como en proteina total, es unas 
cinco veces superior en eritrocitos que en reticulocitos; y que dicho 
valor de actividad enzimâtica especlfica coincide con los encontrados 
en eritrocitos humanos por ALI y BROWNSTONE (1976 a). En las células 
eritroideas ia actividad enzimâtica especlfica es igual a la del rs 
ticulocito. En este caso, la actividad enzimâtica especifica solo 
puede ser expresada respecte a proteina total, ya que no hay coinc_i
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TABLA NQ 5.- VALORES DE ACTIVIDAD ENZIMATICA EN ERITROCITOS. RETI 
CULOCITOS Y CEIAJLAS ERITROIDEAS.

Actividad enzimâtica especlfica

jumoles 3-PG/min/umoles Hb Aimoles 3-PQ/min/
mg proteina.

Eritrocitos 

Reticulocitos

C. Eritroideas

91,80 t 6,15 * * *  
n = 10

21,20 t 1,52 
n = 10

1,02 t 0,03 *
n = 10

0,23 - 0,03 
n s 10

0,20 t 0,04 
n = 8

Los datos se expresan: X - D.S.; n, indlca el numéro de ex­
perimentos 0,001.

dencia (a diferencia de eritrocitos y reticulocitos) entre concentra 
ciôn de hemoglobina y de proteina. Estos datos no coinciden con los 
observados para el caso de la difosfogliceratomutasa, tabla nO 3 
(3.1.1.2.), en que el aumento de la actividad enzimâtica desde célu 
las eritroideas a reticulocitos podria ser consecuencia de la espe­
cializaciôn côlular en la formaciôn de 2,3-DPG. Aqul, la no varia- 
ciôn de actividad quinâsica durante esta etapa (tabla nQ 5) puede ser 
un Indice de que las células eritroideas contienen desde sus comien 
zos las enzimas glicollticas. Parece lôgico que la especializaciôn 
en la producciôn de 2,3-DPG sea posterior a la apariciôn de activi­
dad glicolltica.

En cunnto al significado bloqulmico del aumento en actividad 
quinâsica obscrvado en el naso de reticulocitos a eritrocitos, no 
existe una explicaciôn clara. Parece ser contrario al proceso normal 
de disminuclôn de actividades enzimâticas que se observa durante el
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envejecimiento, solo puede sugerirse que este incremento sea una con 
secuencla de la alta capacldad de la enzima en la producciôn de ATP. 
Recordemos a estos efectos que el eritrocito, a diferencia del ré­
ticulée i to, denende cxclusivamente de la via glicolltica anaerobta, 
para la producciôn de ATP (RAPOPORT, 1974).



Pi

-O

- o

I.:3 S
ë  ë  
§ I

g I

il
ë 8 
5 B

I

(«
k

I*4



to

N

lO

lO

1 
• i



■ (

- o

-o

• 4



77,

3.2.- PROCEDIHIENTO Y CONDICIONES EXPERIMENTALES PARA LA SEPARACION 
DE CELULAS POR DISTRIBUCION EN CONTRACORRIEWTE (DCC).

3.2.1,- DETERMINACION PREVIA DE LAS CONSTANTES DE PARTICION EN ERI­
TROCITOS T RETICULOCITOS. INFLOENCIA DE LA CONCENTRACION DE 
POLIMEROS, SALES Y TEMPERATURA.

En el primer conjunto de experimentos se trata de determiner 
las concentraciones adecuadas de polîmeros y sales para una eficaz 
partieion de eritrocitos y reticulocitos de rata, asi como el efecto 
que la temperature tiene sobre dichas particlones. El establecimlen 
to de las condiciones expérimentales âptimas para la obtenciôn de 
un grado de partieion cercano al 50?é (40-60), es cuestiôn previa y 
fundamental a la aplicaciôn del proeedlmiento de distribuciôn en 
contracorriente (3,3.) para la separaciôn de las células.

En primer lugar se estudia la influencla de concentraciones 
variables de polimeros (dextrano y polietllenglicol) sobre la partĵ  
ciôn de eritrocitos, a concentraciones fijas de sales (0,03 M de ClNa 
y 0,09 M de IVNa), a dos temperatures distintas (4 ^C y 25 °C), Para 
ello se utiliznn suspenslones de eritrocitos prenarados segûn se 
describe en 2.2.1. y solueiones patrôn de nolimeros (2.3.8.1.). El 
protocole experimental es el descrito en 2.3.8.1. (1). En la fig.
10 se observa como la particiôn disminuye a medida que aumenta la ra 
zôn de concentraciones dextrano/polietilenglicol, desde 4/3 a 7/6 y 
como esta disminuciôn es muy marcada en la razôn correspondlente a 
5/4. En esta zona se obtienen grades de particiôn entre 50-60^. Este 
implica, que cuanto mas nos alejamos del "punto critlco" (fig. 1,
1.3.2.) al pasar de una razôn 4/3 a otra 7/6, mayor cantidad de célu 
las abandonan la faso superior (polietllenglicol) y se adsorben en 
la interfase (dextrano).

En cuanto n| efecto de la temperatiira, y como puede verse
Q Qigualmente en la fig. 10, su disminuciôn desde 25 C a 4 C, produce 

un desplazamiento hacia la izquierda en la particiôn, a cualquier cojn
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centraciôn de polimeros ensayados. Todo ello de acuerdo con el desa 
rrollo teôrico que se hizo en la particiôn (1.3.1.). Sin embargo, eei 
ta variaciôn no es significativa para las dos temperaturas aqul estui 
diadas. Concretamente, el valor K = 41% correspondiente a 4 C no es 
demasiado diferente del valor K - 65% obtenido a 20 C. Este dato es 
de intcrés pues indice que puede utilizarse el mismo sistema bifâsico 
para la separaciôn de eritrocitos bajo las mismas condiciones expe 
rimentàles, en câmara frla (4 0) o a temperatura ambiente (20 C).

Dado que el coeficiente de particiôn K, se express por el tan 
to por ciento de células existentes en la fase superior (respecto 
al total de células adadidas) y que una particiôn se define como 6p 
ttma, cuando K alcanza valores cercanos al 50-60%, nuede concluirse 
a partir de la fig. 10 que para las dos temneraturas estudiadas la 
concentraclôn de nolimeros mas apropiada es: 5% dextrano y 4% noliet^ 
lengllcol. Queda asi establecida, la concentraclôn ôptima de pollme 
ros para la particiôn.

Para el estudio de la fuerza iônica, la particiôn se realizô 
de acuerdo con los protocoles descritos en 2.3.8.1. (2) y (3). Las 
células se prepararon segûn se describe en 2.2.1. y 2.2.2.. Tanto 
para eritrocitos (fig. 11) como para reticulocitos (fig. 12), se rea 
lizan los experimentos a dos concentraciones de polimeros: 5% dextM 
no-4% polietllenglicol, y 4% dextrano-4% polietllenglicol. Los sis- 
temas contienen cantidades creclentes de ClNa (hasta 0,15 M) y decre 
clentes de tampon fosfato pH = 6,8 (desde 0,11 H). La proporciôn en 
que fueron adadldas ambas sales a cada uno de los sistemas ensayados, 
permite mantener la isotonicidad del medio y evitar, por tanto, la 
hemôlisis célular.

Como ouede verse en las figs. 11 y 12 la particiôn solo tiene 
lugar en los sistemas constltuidos nor dextrano (5%) y polietilen- 
glicol (4%) y disminuye a medida que aumenta la concentraclôn de ClNa 
respecto a la de tampôn fosfato. Se puede observer que la concentra 
ciôn iônica mas adecuada, es decir la correspondiente al 50%-60% de 
particiôn es la constItuida por ClNa 0,03 M y tampôn fosfato 0,09 M. 
Concretamente el valor de particiôn encontrado para esta proporciôn 
de sales es del 65% para eritrocitos y del 58% para reticulocitos, de
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LENGLICOL (496).
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tal man era que los coeficlentes de particiôn son 1,85 y 1,58 respe_c 
tivamente.

La consideraciôn de la fig. 1 (1.5.2.) nos permite deducir 
las ventajas teôricas de la razôn 9)</496 de concentraclôn de dextrano 
y polietllenglicol como la mas adecuada para la particiôn; por un 
lado se encuentra lo suficlentemente alejada del "punto critlco", 
como para que se puedan conseguir distintos grades de particiôn en 
funciôn de la concentraclôn iônlca empleada, y nor otro lado se en­
cuentra lo suficlentemente cerca de dicho "punto critlco" como para 
dar lugar a una particiôn ôptima. Al mismo tiempo puede observarse en 
las figs. 11 y 12 la no influencia de la concentraclôn iônica sobre 
la particiôn de eritrocitos y reticulocitos, cuando el sistema bifji 
sico contiens una concentraclôn de polimeros 4% dextrano y 4% poli- 
etilenglicol. Esto es consecuencia de que la razôn de concentraclôn 
de polimeros se encuentra en este caso en el limite de la curva bin^ 
dial (fig. 1, 1.3.2.). Asi pués, como era teoricamente provisible, 
no hubo en la prâctica formaciôn de sistema bif&slco.

3.2.2.- COMPRODACION DEL lETODO SEMIAÜTOMATICO DE DCC: CALCULO DE LAS 
CONSTANTES TEORICAS Y EXPERIMENTALES PARA UNA SUSTANCIA PURA 
(VIT. 812).

Con el fin de determiner el funcionamlento del aparato senü 
automatico de DCC utilizado en este trabajo para la separaciôn côlt: 
lar, se sometiô prevlamente a la DCC una sustancla homogônea como la 
vit. B12. La distribuciôn fué realizada en un sistema bif&sico for- 
mado por 5% dextrano y 496 polietllenglicol, en presencia de tampôn 
fosfato 0,01 M y siendo la relaciôn de volûmenes (L) en ambas fases 
igual a 1. El sistema bif&sico se preparô segûn se indica en 2.3.8.2. 
y la cantidad de muestra aüadida, en una sola cavidad, fué de 0,1 ml. 
de una soluciôn de vit. B12 (5000 jug/ml). De acuerdo con lo descrito 
en 1.3.1., se obtieno una curva de tipo gaussiana, con un pico ûnico 
y bien definido (fig. 13). Calculando los valores de K para cada uno
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de los puntos expérimentales de la curva (tabla nQ 6) y hallando el 
valor medio se obtiene que K es igual a 1,03. Por otro lado, se cajl 
cul6 Tn,i max. teôrico, correspondiente a dicho K experimental, ob- 
teniendose un valor teôrico = 30,4, que prâcticamente coincide con 
el experimental = 31. Esto confirma de acuerdo con la teorla (1.3.3.) 
que una sustancia homogenea de K = 1 se distribuye en ambas fases al 
50)6 en todas y cada una de las 60 cavidades del aparato de DCC, Di­
chos datos nos confirman, en definitiva, el buen funcionamiento del 
aparato semiautomâtico, A efectos comparâtivos, se observa también 
en la fig. 13 la curva teôrica de DCC. Esta se calcula, mediante una 
funciôn de distribue iôn gaussiana (ecuaciôn a), 1.3.3.), a partir 
de los datos expérimentales correspondientes a la vit, 812 (tabla nQ 
7). Esta curva teôrica es prôcticamente sunerponible a la curva ex 
perimental; dato que corrobora el buen funcionamiento del aparato 
semiautom&tico de DCC.

Estos resultados perm i ten, por tanto, la aplicaciôn a la 
separaciôn celular, de nuestra version semiautomâtica de DCC.
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TABLA NQ 7.- CALCULO DE LA CURVA TEORICA CORRESPCTiDIENTE A UNA SUS- 
TANCIA HOMOGENEA (VIT. D12).

Aplicando la ecuaciôn (a), 1.3.5.)

Tn,l =
(G 4- ir
2 nG

(1 - i)'
2nG

. (G + 1)'

dondo: n - 60
G = 1,03
1 = 31

Para cada i tendremos un valor de Tn
= 20 Tn = 0,003
= 21 Tn = 0,074
= 22 Tn = 0,014
= 23 Tn = 0,024
= 24 Tn = 0,041
= 25 Tn = 0,063
= 26 Tn = 0,091
= 27 Tn = 0,123
= 28 Tn = 0,155
= 29 Tn = 0 ,183
= 30 ■ni 0,203
= 31 Tn = 0,210
= 32 Tn = 0,203
A 33 Tn = 0,183
= 34 Tn = 0,155
= 35 Tn = 0,123
= 36 Tn = 0,091
= 37 Tn = 0,063
= 38 Tn = 0,041
= 39 Tn = 0,024
= 40 Tn = 0,014
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3.2.3.- CONDICIONES BtPERIMENTALES PARA LA DISTRIBUCION DE ERITROCI 
TOS Y RETICULOCITOS.

3.2.3.1.- Influencia del tiempo de conservaeiôn. de las células a 
4 C, en soluciôn salina fislolôgica.

La finalidad de este experimento es real tzar separaciones
de células somctidas a unas circustancias expérimentales que pudie-
ran alterar sus propiedades de membrana. Es decir, se estudiâ el
efecto que sobre la DCC puedan tener las modificaciones habidas en
la membrana celular durante la conservaeiôn de Aquellas en ClNa 

00,15 M a 4 C. Para ello se realizô una distrlbuciôn en contraco- 
rriente de eritrocitos obtenidos segun 2.2.1.. El sistema bifAsiéo 
se prenarô como se indlca en 2.3.8,3.. La muestra dlluida a 1/2 se 
colocô en la cavidad 0 del rotor, y una vez realizados los 60 glros, 
las fracciones se recogen sobre 1 ml, de agua. Los datos se expresan 
en D.O. a 500 nm.

En la fig. 14 a se observa que los eritrocitos presentan un 
plco màxlmo alrededor de la cavidad 54. Esta distrlbuciôn, que co­
rresponde a células recién obtenidas (0 h.), se toma como patron res 
pecto a las restantes. Las fig. 14 b, c y d muestran la distrlbuciôn 
de los eritrocitos mantenidos a 4OC en cloruro sôdico 0,15 M duran­
te 24, 40 y 72 h., respectivamente. Los correspondlentes picos
mâxiroos se sttuan en las cavidades 52, 54 y 55. Puesto que taies 
distri bueiones son semejantes a la tomada como patrôn (0 h.) se pu£
de concluir que la conservaeiôn de los eritrocitos en el Intervalo
de tiempo estudiado (0-72 h.) no se traduce, segûn estos resultados, 
en alteraciones de sus propiedades de membrana. Ello es importante 
pues nos permite cierta flexibllidad en cuanto al tiemno de reali-
zaciôn de los exnerlmentos de DCC; ya que nermite senarar células oconservndas a 4 C en ClNa 0,15 M, durante al menos 72 h., sin que al 
pareccr se delerioren sus caracteristicas superficiales de membrana.
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3.2.3.2.- Influencia del nûnero de caTidadea contenlendo muestra r 
concentracl6n de la misma aobre la eeparacl6n por DCC de 
eritrocitos y retlculocitos.

Con el fin de delimiter el volumen m&xlmo de muestra que 
puede emplearse para la DCC de eritrocitos y retlculocitos, se pas6 
a estudiar el efecto que sobre la DCC tiene la concentracipn de la 
muestra j el nâmero de cavidades contenlendo dicha muestra. El plan 
teamiento de estos experimentos viene motivado por la necesidad de 
contar en cada cavidad, al final de la DCC, con una cantidad minima 
de los distlntos tipos de células, para el estudio posterior de ac- 
tividades ensim&ticas. As! pues, se realisaron distribuciones de 
eritrocitos j reticulocitos:
a) bajo dos concentraciones de células (dilucién 1/2 j no dlluciôn)
b) variando el nômero de cavidades (1-3) que contienen muestra.

Se utilizaron suspensiones de eritrocitos (2.2.1.) j reticu 
locitos (2.2.3.). El simtema bifésico fué el correspondiente al prêt 
parade en el apartado 2.3.8.3.. Los resultados, previa hemélisis 
del contenido de las 60 cavidades del rotor con 1 ml. de agua.se ex 
presan en D.O. a 540 nm..

En la fig. 15, correspondiente a eritrocitos, se observa que 
la distrlbuciôn no varia al aumentar el nûmero de cavidades con 
muestra, desde una cavidad en fig. 15 a a très cavidades en fig. 15
b. Asimismo el aumento de la concentraciôn de muestra, deWde diluciôn 
1/2 en fig. 15 b a no diluciôn en fig. 15 c, no afecta significati- 
vamente la distrlbuciôn. En estos très casos el pico apareee alred^ 
dor de las cavidades 54, 51 y 53 respectivamente.

En la fig. 16 se muestran los resultados obtenidos para ret_i 
culocitos. Se comprueba la slmilitud de su perfil de DCC con el de 
eritrocitos tanto en distribuciones realisadas por la muestra dilu_i 
da a 1/2 y Una sola cavidad en fig. 16 a, como en las realizadas con 
retlculocitos sin diluir y très cavidades en fig. 16 b. Estos datos 
referentes a concentraciôn de muestra coincides eon los obtenidos pa 
ra otras células, asi, para E. Coli K12, la proporclôn de células en
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la fase superior permanece constante al aumentar la cantidad total 
de células aRadidas (ALBER1SS0N, 1971), Se ha observado Igualmente 
que la cantidad de almtdén o de células de CHIORELLA PIREYNOIDÔSA 
no alteran el comportamiento de la distribucién (ALBERISSON, 1958), 
Por tanto, podemos concluir, que en los limites estudiados por noso- 
tros, la distribucién de las particulas es independlente de la con­
centraciôn de las muestras originales.
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Fig. 16.- EFFÆTO DE LA CONCENTRACION DE LA MUESTRA T NO DE 
CAVIDADES CON MUESTRA EN LA DCC DE RETICULOCITOS.
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3.2.3.3.- Influencia de la concentraciôn salina del sistema bif&sico.

Como se viô en el apartado 3.2.1. la concentraciôn salina mo 
difica el coeficiente de particiôn de la côlula. Con el fin de con­
firmer cômo este efecto de la concentraciôn salina se refleja en la 
distrlbuciôn en con tracorr i en te, se realisaron dos experimentos de 
DCC, empleando la misma concentraciôn de pollmeros (9)6 dextrano j 4% 
polietilenglicol)i
a) uno, a la concentraciôn iônica a la que se obtiens un coeficiente 
de particiôn de 1,85 (0,03 M ClNa y 0,09 M tampôn fosfato Ma),
b) otro, empleando una concentraciôn salina (0,045 H ClNa j 0,08 H 
tampôn fosfato Na) a la que el coeficiente de particiôn es 0,67.

Las células, preparadas segûn 2.2.1., se colocaron en una 
ûnica cavidad. Una ves realizados los 60 giros, todas las cavidades 
fueron hemolizadas con 1 ml. de agua. Los resultados se expresan en
D.O. a 540 nm.. En la fig. 17 se muestran los resultados de las dos 
distribuciones. Se observa que como conseeuencia del mener coeficien 
te de particiôn la curva b se encuentra desplazada hacia la izquiejr 
da respecte a la a. Por otra parte,
ap^ieando la ecuaciôn (b),(1.3.3.) j transformando K en G 

nO
Tn,i max =

G e l
para a) Tn,i max. = 42,18 
para b) Tb,l max. = 27,6

Estos datos no coinciden exactamente con los expérimentales, 
obtenidos a partir de la fig, 17 (a y b). Aqui, el pico de la DCC 
apareee en la cavidad 55 y 30, respectivamente. Dicha discrepancia 
puede deberse a que la ecuaciôn Ih, 1 max. esté calculada para solii 
ciones de sustancias homogéneas, y nosotros trabajamos con suspen­
siones de células, las cuales poseen una mayor densidad debido al pe 
so de las mismas. Recordemos que en el caso de la Vit. B12 (sustan- 
cia homogénea) los datos expérimentales sf coinciden con los teôri- 
cos (3.2.2.). Este efecto podria ser subsanado modificando el tiempo 
de sedimentaclôn empleado en la distribucién; aspecto que esté sien
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do estudiado en una Tests en nuestro laboratorio, encanlnada a obtj» 
ner las caracter1stleas flslco-qufmicas mas idôneas para la DCC.
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3,3.- APLICACION DE LA DCC A LA SEPARACION DE P0BLAC10NE3 CELULARB.

3.3.1.- PERFIL DE LA DCC PARA ERITROCITOS Y RETICULOCITOS.

Una vez estudiadas las influeneias de los distintos par&m- 
tros sobre la DCC, j elegldas las condiclones expérimentales 6ptlias 
deducidas de los apartados anterlores, se proeedib a realisar sept- 
raciones de las poblaeiones de eritrocitos j retlculocitos por DCf, 

El sistema blfâsico empleado fué el descrlto en 2,3.8.3.,1a 
muestra (0,1 ml, de células sin diluir) se colocé en très cavidadis 
del rotor, Los resultados, previa hemélisis del contenido de las iO 
cavidades, con 1 ml. de agua se expresan en D.O. a 540 nm. Como s» 
puede observer en la fig. 18 los eritrocitos presentan curves expi- 
rimentales de DCC con un pico en las cavidades 50-54 y los retlculo 
citos entre las 46-50. De acuerdo con sus coeficiente# de particim, 
1,85 y 1,38 respectivamente, y bajo las condiclones estudiadas, l*s 
tipos de las curves teéricas de DCC obtenidas después de aplicar la 
ecuaciént

nG
Tta,i max. = ------

G ♦ 1
sont 42,1 para eritrocitos y 38,3 para reticulocitos.

Al igual que ocurrla en el apartado anterior, podemos obser­
ver que no existe una correspondencla exacte entre los picos teéri- 
cos y los expérimentales; como ya discutimos alli, esta discrepan­
cia puede deberse a que nuestras suspensiones de eritrocitos y retjl 
culocitos, tienen mayor densidad, como conseeuencia del peso de Us 
células, que las particulas en soluclén. Por otro lado, y dado qu> 
los coeficiente# de particiôn de eritrocitos y reticulocitos no dl- 
fieren considerablemente (1,85 y 1,38 respectivamente), las curva* 
de DCC de ambos tipos de células presentan un perfil en la DCC muf 
semejante; tanto que, como veremos posteriormente (3.3.3.1.) son 
superponibleS. Sin embargo, esta semejanza entre ambas poblacione* 
celulares es sélo aparente; la poblacién eritrocitaria esté constl-
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tuida por un conjunto do células do distinta edad, como veremos on
3.3.2,. Por el contrario, la poblacién reticulocitaria depends del 
grado de maduracién de las células que la componen (3.3.3.), lo 
cnal es directamente dependiente del esquena seguido para la anemi- 
Bscién (2.2.2.).
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KO3.3.2.- COWFIRHACION POR MARCAJE ISOTOPICO CON Fe DE LA PRESENCIA 
DE CELULAS DE DISTINTA EDAD EN LA DCC DE ERITROCITOS.

El estudio de la distribucién de las células rojas segûn su 
edad ha sido realisado por WALTER y AIÆERTSSON (1966); WALTER (1967); 
WALTE» y SELDY (1967); WALTER y col. (1967 b). Son especialmente in 
teresantes los trabajos conducentes a la localisacion de las células 
eritrocitarias segûn su edad, en el diagrams de DCC (WALTER, 1964; 
WALTER y SE3LBT, 1966; WALTER y col., 1970), Estos au tor es, inyectem 
do ratas con ^^Fe, y tomando muestras de sangre a diferentes tiempos 
después de la adainistracion del isétopo, establecieron la posiciôn 
aproximada de los eritrocitos de diferente edad en las cavidades del 
rotor de la DCC. Los eritrocitos màs jdvenes (2 dlas) se localizan 
en el extremo derecho del diagrama. A partir de este punto, los er_i 
trocitos van situAndose de forma graduai tanto més a la izquierda 
cuanto mayor es eu edad, de tal manera que los mAs viejos se encueji 
tran en el extremo izquierdo de la curva de distribucién. Dada la 
importancia que tienen estes dates en relacién con nuestra nretensién 
de estudiar las células eritrocitarias segûn su edad, parecia conye 
niente confirmarlos empleando nuestro aparato de capa fina de DCC.

En conseeuencia, se planteô el siguiente experimento: se in- 
yectaron très ratas Wistar de aproximadamente 200 g de peso con 
^^Fe (2.2.4.). Se sacrifican los animales, a distintos tiempos de 
la inyeccién (3, 26 y 55 dlas) y se obtienen los eritrocitos (2.2.1.). 
El sistema bifésico se préparé como se indice en 2.3.B.3.. La muestra, 
diluida aproximadamente 1/2, se colocé en una cavidad del rotor. Una 
vez realizados los 60 giros, el contenido de las cavidades se hemo- 
lizan con 1 ml. de agua. Los resultados se expresan:
a) en D.O. a 540 nm., para determiner la distribucién de las células,
b) en actividad especifica relative (A.E.R.), deflnida como:

c.p.m. en cada tubo
absorbancia a 540 nm. en cada tubo

c.p.m. de la alicuota original colocada en el rotor
absorbancia à 540 nm. de la alicuota original colocada en el rotor
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Las c.p.m. se determinaron (2.3.9.) para detectar la incorporéeI6n 
59de Fe en las distintas células. Se considéra que los valores de 

A.E.R. por encima de 1 significan un enriquècimiento de células de 
la misma edad.

En là fig. 19 a, correspondiente a células obtenidas a los 
très dlas de la administréeiôn del ^^Fe, aparecen dos picos de 
A.E.R.. Esto Bugiere la existencia de dos poblaeiones de células 
jôvenes (de très dies o menos), una en la parte dereeha de la dis­
tribucién y otra en la isquierda. La poblacién de la izquierda de- 
be représenter, de acuerdo con WALTER y SELBT (1966) y WALTER y col.
(1970), a los reticulocitos jévenes. Estos sedimentan mas répida­
mante que los eritrocitos debido a su densidad y tamafio (WL, 1963). 
El pico de radioactividad encontrado a la dereeha corresponde a los 
eritrocitos jévenes,los que acaban de incorporer el Fe, asl como 
a los reticulocitos viejos, todavia restantes, que pasarén a eritro 
citos mediante un cambio dréstico en sus caracteristicas de membra­
na (ALDERT5S0N, 1971). Ambas poblaeiones de células jévenes son, pro 
bablemente, similares a las descritas por SIMM* y TOPPER (1957), en 
base a su diferente resistencia a la hemélisis en un medio hipotén^ 
co. Tambien SASS y col. (1963) sugieren que uno de estos grupos pu- 
diera corresponder a los reticulocitos y el otro a los eritrocitos 
Jévenes.

En la fig. 19 b, correspondiente a los eritrocitos obtenidos 
a los 26 dias de la inyeccién, se observa cdmo el méximo de activi­
dad especifica relativa, se encuentra desplazado hacia la izquierda 
respecte a la A.E.R. obtenida para très dias (fig. 19 a). Apareee 
un pico de radioactlvidad coïncidente con la cavidad 54, lo que in­
dlca que alrededor de esta cavidad se encuentran los eritrocitos de 
26 dlas de edad.

En la fig. 20 c,correspondiente a eritrocitos de 55 dlas, 
volvemos a observer también dos picos méximos de actividad especffjl 
ca relativa. El observado a la izquierda del diagrama de distribucién 
celular corresponde a los eritrocitos de mayor edad, es decir,aque- 
llos que incorporaron el ^^Fe hace 55 dias. Puesto que la vida media 
del eritrocito de rata es de unos 55 dlas (LEVY y col., 1959), el
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plco de la dereeha debe ser conseeuencia de un nuevo ciclo de eri­
trocitos jdvenes que jra ban incorporado el ^^Fe y h an salldo al to­
rrents (ALBERTSSON, 1971).

En la fig. 20 d se muestra la "curva compuesta" que reeoge 
las conclusiones esenciales de los très experimentos en ratas indi- 
viduales. Nos muestra la posiciôn aproximada de los eritrocitos de 
rata segûn su edad en el diagrama de la DCC.

Podemos concluir a la vista de estos datos, coïncidentes con 
los obtenidos por WALTER y col. (1960); WALTER (1964); WALTER (1966), 
que la posiciôn de los eritrocitos de la DCC esté relacionada con la 
edad, A la dereeha del perfil de DCC se encuentran los mas jôvenes; 
a medida que aumentan en edad, y la particiôn se hace mener,la DCC 
se desplasa hacia la izquierda. El factor déterminante de esta di- 
ferencia de distrlbuciôn radica fundamentalmente en las distintas 
cargas superficiales que presentan las células (WALTER y col,, 1967 
b; BROOS y col., 1971). Como ejeraplo demostrativo de esta correlaciôn 
puede decirse que existe una correlaciôn lineal entre la particiôn 
y la movilidad electroforética de los eritrocitos de un gran nûmero 
de especies (WALTER y col., 1967 b).
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3.3.3.- SEPARACION POR DCC DE POBLACIONES CELULARES HBTEROGENEAS.

3,3.3.1.- Separaci6n de poblaeiones célulares artlfIclaiment* he- 
terogénaaa.

El hecho de la slmilitud de comportamiento de eritrocitos y 
reticulocitos en la DCC (3.3.1.) implde que, por ejemplo, una mes- 
cla preparada artlficialmente de eritrocitos j reticulocitos se sé­
paré durante la distribucién en contracorriente. La fig. 21 nos 
muestra la curva de DCC correspond i en te a una mezcla de ambas células. 
Estas fueron obtenidas segûn 2.2.1. j 2.2.2.{ la mezcla de ambos 
tipos de células se réalisé a partes iguales. Para la DCC se utilisé 
el sistema bifésico habituai (2.3.8.3.)coloeândose la mezcla (0,1 
ml.) en très cavidades del rotor. Los resultados, expresados en 
D.O. 540 nm., aparecen en la fig. 21. Nos muestran una curva de as­
pecto homogéneo, a pesar de ser dos los tipos de células présentes. 
Ello puede ser debido a que los reticulocitos empleados (riqueza — 
909(), obtenidos por inyeccién con fenilhidrasina (2.2.2.), son reticu 
locitoB en un estado muy avanzado de maduracién, es decir muy oré- 
ximo a los eritrocitos. Estos reticulocitos nueden corresnonderse, 
por tanto, con los que WALTER (1966) denomina "reticulocitos viejos", 
los cuales poseen un coeficiente de partieién mayor que el de reti- 
culocltos jévenes (WALTESt, 1965). Se llega asl a la conelusién de 
que la separacién por DCC de poblacién de eritrocitos circulantes y 
de reticulocitos obtenidos segûn el esquema de tratamiento con fenW 
hidrazina (riqueza -90)0 es précticamente imposible. Por el contra­
rio, esta separacién comienza a ser factible cuando, como veremos a 
continuacién,los retlculocitos de la muestra no se encuentran en tan 
avanzado estado de maduracién.
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3.3.3.2,- Sangre que contiene un 36% de retlculocitos.

En este caso se emplea una mezcla natural, de eritrocitos 
y reticulocitos. Esta poblacién heterogénea se obtiene siguiendo el 
esquema de tratamiento con fenilhidrazina (2.2.2.) en el que se 
consigne una poblacién de células rojas circulantes que contiene 
un 36% de reticulocitos. Para la DCC de la mencionada poblacién de 
eritrocitos y reticulocitos se emplea el sistema bifésico descrito 
en 2.3.B.3.; 0,1 ml. de la suspensién de dicha muestra natural se 
colocan en una cavidad del rotor.

En la fig. 22 se observa, a diferencla de la fig. 21, una 
marca de heierogeneidad en los dos experimentos realizados. Esta 
heterogenèidnd es mayor en la zona de la izquierda de la distri­
bucién, lo ciial nos indica que los reticulocitos salidos al 
torrents circulatorio como conseeuencia del tratamiento con fenil­
hidrazina y présentes por tanto en la suspensién, pueden correspon­
der a los reticulocitos jovenes descritos por WALTER y AUBERTSSON 
(1976). Segén estos autores, los reticulocitos jovenes, a diferencia 
de los reticulocitos viejos, poseen un comportamiento distinto en 
la DCC respecto a los eritrocitos. Las caracteristicas de la 
supdrficîe de membrana de estos retlculocitos jovenes difieren 
considerablemente de las de eritrocitos, siendo su coeficiente de 
particiôn mener.



2 -

g
§■

D C

A

-~r
10 30

Cavldailes

iI
50

\

Fig, 21.- DCC DE l>ODLACIONES "ARTIFICIALH0HTE" IIETEROGEWEAS
(EfirmociTOS r reticülocïtos con una riqueza 909g)



I

0,5
o
o

20 40
Cavidades

0 ,fî_

10 20 30
Cavidades

40 50

Fig. 22.- DCC DE UNA POBLACION DE CELULAS ROJAS QUE 
CONTIENE UN 3G5é DE RETICULOCITOS.



108.

3.3.3.%,- Separaclôn preliwlnar de precuraores «ritroldeos de médu-
la ôsea.

Con objeto de separar, para su posterior estudio metabôlico, 
los distintos tipos celulares intégrantes del conjunto denominado 
"células eritroideas", se realizé una distribucién en contracorrien­
te de dicha poblacién. Las células se obtienen como se indica en 
2,2.3.. El sistema bifésico utilizado fué descrito en 2.3.8.3. y la 
cantidad de células afladidas 0,1 ml., en una cavidad del rotor. Una 
vez realizados los 60 gifos y hemolizadas las células con 1 ml. de 
agua se détermina la concentracién proteica en cada tubo (2.3.5.) 
y se expresan los resultados en mg. de protelna/ml. de tubo frente al 
nûmero de cavidad.

La fig. 23 nos muestra la amplia heterogeneidad de tipos ce­
lulares nresenten en la muestra estudiada; que como vimos en 2.2.3. 
fundamentalmente corrësponden a: proer i troblastos y eritroblastos 
baséfilo, policromatofilo y ortocromético. Lo cual supone con toda 
seguridad diferentes coeficientes de particlén en la mencionada mues­
tra. Como es sabido (1.1.), durante el proceso de diferenciacién,■las 
células sufren camblos morfolôgicos y estructurales bruscos, que se 
manlfiestan en las caracteristicas de su superficie de membrana y 
consecuentemente en coeficientes de particlén distidtos.

Nuestros trabajos futures estén encaminados a la identifica- 
cién de cada uno de estos tipos celulares y, posteriormente, al es­
tudio en dichas células de las distintas aetividades enalméticas im- 
plicadas en el métabolisme del 2,3-DPG, y de la glicolisis en general. 
Pensâmes que este estudio sistemétlco en células eritroideas separadas 
por DCC nos llevaré a conclusiones globales en relacién con los 
cambios bioquimicos que se produces durante la diferenciacién.



- s•as

- O

•o

N

oqii) @p ' iui/«u| oiojd *310



110.

3.3.4.- ACTIVIDAD FX)SFX)GLICEBATOQUINASICA EN CELULAS ERITROCITARIAS 
DE DISTINTA EDAD T RETICULOCITARIAS.

Conocida la posiciôn de las distintas células segûn su edad 
en el proceso de envejecimiento del eritrocito (3.3.2.), j puesto que 
uno de los objetivos de nuestro trabajo era el estudio de la posible 
rariacion de la actividad enzim&tica en dichas células a lo largo del 
proceso de maduracién y envejecimiento del eritrocito, se procedié 
a determinar la actividad especifica de la fosfogliceratoquinasa (2,
3.3.2.), en poblaeiones reticulocitarias y eritrocitarias separadas 
por DCC. La distribucién en contracorriente se realizé bajo las con- 
diciones establecidas en 3.3.1.. Los datos de actividad enzim&tica 
especifica se refieren a concentracién de Hb (mM) y se représentas 
gr&fîcamente trente al nûmero de cavidad.

Las fig. 24 y 25 nos muestran los resultados de actividad 
enzim&tica especifica de }as dos poblaeiones mencionadas.

Como puede observarse en todos los experimentos realizados, 
los resultados difieren de una a otra poblacién celular. En el caso 
de los eritrocitos se aprecia un aumento de actividad enzim&tica ejs 
pec i f ica a medida que aumenta la edad de la célula, mientras que en 
la poblacién reticulocitaria los valores de actividad enzim&tica 
especifica se mantienen pr&cticamente constantes a lo largo de la DCC. 
Los resultados correspondlentes a retlculocitos(fig. 25)son un indice 
de la homngeneidad de esta poblacién (riqueza > 9096), segûn se demo|S 
tro en 3.3.1. y 3.3.3. . Es lôgico, por tanto, que presenten una 
actividad enzim&tica uniforme, no solo de fosfogliceratoquinasa, sino 
de cualquier otra enzima que se analizase. En cambio, los resulta­
dos correspondlentes a eritrocitos(fig. 24)ofrecen una doble conside- 
rac iéni
a) por un lado, pueden ser una demostracién clara de heterogeneidad 
(células de distinta edad) de sus componen tes, pues aparecen activai 
dades enzim&ticas significativamente distintas en cavidades donde se 
ban distri bu ido células diferentes y
b) por otro, deberia ser posible poder explicar esta diferencia de
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activlrtad enxtmâtica, con las correspondientes edades celulares; sin 
embargo, no podetnos nor ahora establecor una relacion clara al respe^ 
to; parece como si el envejecimiento célular fuese acorapaflado de un 
incremento de la actividad fosfogliceratoquinÂsica; un comportamlan 
to parecldo se ha encontrado en el caso de la fosfofructoquinasa 
(PINILLA y LUQUE, datos sin publicar), Nuestro grupo esta pretendien 
do analizar todas las enzimas glicoliticas en células separadas por 
DCC, para poder obtener conclusiones globales acerca del proceso bijo 
quimico del envejecimiento que pueden ser comparables con los resu^ 
tados obtenidos por otros autores empleando procedimientos diferen- 
tes de separaciôn celular (CHAPMAN y SCHAUMBURG, 1967; GANZONI y col., 
1971; DENTON y col., 1975).
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CONCLUSIONES:

1.- Al estudlar el método de enaayo de la difosfogliceratonutasa, co> 
no fase prevla a su aplicaciôn a las distintas poblaciones celti 
lares, se ha encontrado que: el propio producto de la reacciôn 
(2,3-DPG) es el responsable de la pérdida de linearidad de su 
formaciôn a partir de los 4 primeros min. de incubacibn.

2.- Al calculer las concentréeiones de 2,3-DPG j actividades difosfo> 
gli ceratomu tâs i cas de las distintas poblaciones celulares se 
observa:
a) que no &e détecta 2,3-DPG, ni actividad difosfogliceratomu- 

tâsica en el'*pool"de células eritroideas.
b) por el contrario, el fosfato orgénico y la enzima que lo sin 

tetiza se encuentran présentes tanto en reticulocitos como 
en eritrocitos, presentando aparentemente estas âltimas cé­
lulas el m&ximo de actividad enzimética.

Este aumnnto brusco de la actividad difosfogliceratomu- 
tAsica desde células eritroideas a reticulocitos y eritrocitos, 
puede expli car la elevada concentraciÔn del 2,3-DPG en las cél^ 
las responsables de la oxigenaclén.

3«- En cuanto a la fosfogliceratoquinasa, no se observa aunento al- 
guno de actividad desde las células eritroideas indiferenciadas, 
a las células diferenciadas. Este date unido al aumento de di- 
fosfogliceratomutasa, indice que la especializacién celular en 
la formaciôn de 2,3-DPG, a diferencia de la apariciôn de activai 
dad glicolîtica (representada en este caso por la actividad 
fosfogliceratoquinAsica) es un proceso especlfico de la eritro- 
poyesis.

4.- Como introduce ion al procedimiento de DCC para separaciôn de c^
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lulas.se establecen como âptimas tanto para eritrocitos como 
para reticulocitos las siguientes condiciones expérimentales j 
de partlciôn:
a) concentraciÔn de polfmeros: dextrano y 4% polietilenglicol.
b) concentraciÔn de sales* 0,03 M ClNa y 0,09 H IFNa.

Bajo estas condiciones expérimentales, los coeficientes 
de particiôn de eritrocitos y reticulocitos sont 1,85 y 1,38 res 
pectivamente.

5.- Realizada la DCC de una sustanela homogénea (Vit. B12), se con­
firma, tanto teôrica como experlmentalmente, el correcte funcio 
namiento de la versiôn semiautomâtica de DCC empleado en esta 
Tesis.

6,- Anallzados los distintos parâmetros utilizados en el procedimien
to de la DCC:
a) se dequestra que el tiempo de conservaclôn de las células en 

ClNa 0,15 M. a 40C y la concentraciÔn o nûmero de cavidades 
con muestra, no influyen en la DCC.

b) se confirma que la influencia de la concentraciÔn salina sobre 
la particiôn se manifiesta en la distrlbueiôn de las células.

7.- Se establecen los perfiles standard de DCC para poblaciones erĵ  
trocitarias circulantes de ratas normales y poblaciones reticu- 
locitarias circulantes de ratas fenilhidrazinicas.

8.- De aeuerdo con sus respectives coeficientes de particiôn, ambas 
poblaciones celulares rauestran un perfil de DCC muy semejante; 
como cohsecuencia, aparece un pico ünico al someter a DCC una 
mezcla artificial de ambas.
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9*- £1 procedimiento de DCC permite la separaciôn de células inté­
grantes de poblaciones heterogéneas como se demuestra por la 
apariciôn de diverses picos en los perfiles correspondlentes a 
eritrocitos circulantes que contienen un 369( de reticulocitos. 
Este dato es indicative de la capacidad técnica para separar 
células de distinto grade de maduraciôn.

10.- Se confirma, por marcaje isotôpico con ^^Fe, la posiciôn, en 
funciôn de su edad, de las células intégrantes de la poblaciôn 
eritrocitaria circulante de ratas normales.

11.- La apariciôn de distintos valores de actividad fosfogliceratoqu^ 
nés ica en las células procédantes de la separaciôn por DCC de 
una poblaciôn eritrocitaria normal, es un reflejo de la distinta 
edad de las células componentes de dicha poblaciôn, y constitu 
yc por tanto, un par&metro Indicative del proceso de envejecimieji 
to.

12.- La semejanza en los valores de actividad fosfogliceratoquinAsica, 
obtenidos al someter a DCC una poblaciôn reticulocitaria de ri- 
qiieza — nos confirma la homogeneidad celular de esta pobla 
don.

13.- La gran dtversidad de picos observados en el perfil de DCC co­
rrespond lentes al "pool" de células eritroideas de médula ôsea 
son representatives del distinto grado de diferenciaciôn de d  
cba poblaciôn. Este dato ofrece grandes perspectives, ya que 
abre el camino al empleo de la técnica en el estudio de la di- 
forenciaciôn eritrocitaria desde enfoques no solo bioquimicos, 
sino también morfolôgicos, genéticos, etc.
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