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2.

INTRODUCCION

El 2,3-difosfoglicerato (2,3-DPG) es un componente intracelu-
lar habitual en los eritrocitos de mamiferos, donde desempefia un im-
portante papel en la regulacién de la oxigenacién de la hemoglobina.
Asimismo, se ha sugerido que actia controlando la velocidad glicolf-
tica del eritrocito ya que ejerce un efecto inhibitorio sobre algu-
nas enzimas claves en la reguiaeién de la glicolisis,

Dada la experiencia previa de nuestro grupo en el campo del
metabolismo y funcién del 2,3-DPG en eritrocitos de mamiferos, se
planted, y se inicié con esta Tesis, el estudio de este fosfato or-
génico y de las enzimas implicadas en su metabolismo y regulacién,

a lo largo de los procesos de diferenciacibén, maduracién y enveje-
cimiento del eritrocito. La eritropoyesis parece ser un modelo vé-
1ido para dicho estudio, puesto que la célula resultante del proce-
so, el eritrocito maduro, esti altamente diferenciado en la forma-
ci6én de dicho compuesto. Para ello se emplean eritrocitos maduros
de distinta edad y diferentes tipos celulares (reticulocitos y di-
versos precursores eritroideos) de la linea eritropoyética en ratas
adultas,

En primer lugar, se aborda el eatudio de la actividad de la
difosfogliceratomutasa, engima sintetizadora del 2,3-DPG, en nobla-
ciones glohales de eritrocitos, reticulocitos y nrecursores eritroi-
deos de médule 6sea. Para ello, y como fase previa se discute el
método, utilizado para la determinacién de la enzima, que ha sido
propuesto inicialmente en nuestro laboratorio (RONCALES, 1978),

para el caso de los eritrocitos hum » Como cons ia del pro-
ceso de diferenciacidén y maduracién del eritrocito, la difosfogli-
ceratomutasa sufre, posiblemente, cambios importantes en su activi-
dad o cantidad que pueden explicar la aparicién del 2,3-DPG durante
el proceso 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 tres procesos mencionados. Sus valores de ac-
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tividad pueden ser utilizados como parametros de la diferenciacién.

Con objeto de estudiar el metabolismo de dicho fosfato orgh
nico en aquellos procesos es necesario contar con un método que per
mita separar las células de distinta edad integrantes de poblaciones
de eritrocitos y reticulocitos, asi como los distintos tipos de célu
las componentes del conjunto "células eritroideas", Con este fin, se
emplea una técnica de distribucién en contracorriente, propuesta por
ALBERTSSON (1971) para una gran variedad de células, particulas sub
celulares y macromoléculas, y utilizada posteriormente en la separa
cién de las distintas células sanguineas por WALTER y col. (1975).

Previamente a la utilizacibén de esta técnica se establecen
las condiciones experimentales Sptimas (en cuanto a temperatura, con
centracibn de sales y polimeros), mediante la realizacién de experi
mentos de particién en tubos individuales.

Por otro lado, y puesto que se ha utilizado una versién semi
autombtica fahricada en Espafia del aparato de distribucién en contra
corriente original de ALBERTSSON, se realizan experimentos encami-
nados a comprobar el correcto funcionamiento de dicho aparato, asi
como la influencia que, sobre la separacidn celular tienen una serie
de parémetros tales como concentracién salina, concentracién de la
muestra, etc, Al mismo tiempo, se analizan las posibilidades de apli
cacibén del método a la separacién de mezclas celulares con distintos
coeficidntes de particién. (K).

Dato muy importante en todo este estudio es la confirmaciébn,
por experimentos con 59Fe, de la posicién que ocupan las células éqi
trocitarias (en el colector de fracciones = nQ de cavidad), segiin su
edad, una vez realizada la distribucibén en contracorriente. Es enton
ces cuando se determina, tanto en la péblacion de eritrocitos como
de reticulocitos, separados por este procedimiento, la actividad en
gimftica de la fosfogliceratoquinasa. También se ha iniciado la
adaptacidén del método de determinacidén de la difosfogliceratomutasa
en las fracciones obtenidas en la distribucion en contracorriente,
asi como la identificacién y estudio bioquimico de los distintos ti
pos de células que contituyen las "células eritroideas" de médula
bégea, Sin embargo estos resultados no se incluyen en esta Tesis, pues

to que parecen requerir un desarrollo posterior.
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1.1,- DIFERENCIACION, MADURACION Y ENVEJECIMIENTO DEL ERITROCITO:
ASPECTOS MORFOLOGICOS Y BIOQUIMICOS,

El proceso conocido como eritropoyesis tiene como misién la
formacién de células especializadas en la sintesis, proteccién y fun
¢i6n de la hemoglobina (HARRIS y KELLERMEYER, 1970), protefna nece-
saria para el transporte de los gases respiratorios.

Esta produccidén de los eritrocitos circulantes lleva consi-
go una serie de cambios citélogicos y bioquimicos importantea, la cé
lula hematopoyética precursora es inducida a iniclar la sintesis de
hemoglobina y componentes especificos de las células eritroideas,
asi como a realizar un nimero definitivo de divisiones celulares y
sufrir una serie de transformaciones morfolégicas y bioquimicas ca
racteristicas,

La eritropoyesis viene favorecida por una hormona, la eritro
poyetina, producida, liberada o activada en respuesta al nivel de
oxigenacibén de los tejidos (REISSMANN, 1950; GORDON y ZANJANI, 1970).

La célula resultante del desarrollo eritropoyético, el eri-
trocito maduro, consiste ags{ en una solucién de hemoglobina encerra
da en una membrana plasmética con los sistemas enzimiticas requeri-
dos para la ohtencifn y mantenimiento de las propiedades oamdéticas
adecuadas (RIFKIND, 1974).

Toda esta secuencia de tranaformaciones celulares se conside
ra hoy como un proceso real de diferenciacién ya que cumple todos
los términos de la definicién propuesta por WEISS (1973): "la dife-
renciacién celular es todo proceso de transformacién unidireccional
e irreversible que genera diferencias constitucionales verdaderas en
las generaciones de células hijas",

De acuerdo con los estudios mas recientes las células de 1la
serie eritroidea pueden ser agrupadas en tres compartimentos bien
caracterizados: 1) Diferenciacién, que comprende a la célula precur
sora y hasta que la célula eritroidea ya no presenta mitosis y por
tanto deja de dividirse. 2) Maduracioén, desde este momento hasta su

transformacién 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 funcién y se destruye. (STEPIENSON y col., 1971; TILL y Mc
CULLOCH, 1971; TRUMAN, 1974), Describamos brevemente estos tres pro-

Ce808.

Diferenciacion.

La diferenciacién propiamente dicha puede subdividirge a su
vez en tres etanvas consecutivas, intimamente relacionadas entre si.
a) Parcco que hay claras evidencias (McCULLOCH, 1970; MOORE y METCALF,
1970), de la existencca en médula 6sea de una célula (cuya identidad
y morfologia estan en discusifn) "capaz de formar colonias" (CFC) y
que seria la precursora de las tres lineas hematopoyéticas principa-
lest eritrocf{tica, granulocftica y megacariocftica; se trata por tane
to de una célula pluripotencial, a partir de la cual se diferencian
las c8lulas unipotenciales precursoras de cada serie. Los mecanismos
por los que se lleva a cabo dicha transformacién no son bien conoci-~
dos (CURRY y TRENTIN, 1967; GOLWASSER, 1975; TILL y col., 1975), si
bien implican un cambio en la expresiln génica de dicha célula, Este
cmabio suponc la adquisicibn de una capacidad de respuesta a agentes
reguladores especfficos en cada tipo de diferenciacibn, En el caso de
la eritropoyesis el agente regulador es la eritropoyetina, La célula
rdsultante de esta primera etapa es, por tanto, la "célula sensible
a la eritropoyetina" (CSE), cuya morfologia tampoco se conoce con
exactitud, May autores como DICKERMAN y col, (1976), para los que el
concepto de diferenciacibn eataria reservado unicamente a esta trans
formacibn, .

b) Durante la segunda etapa, la cblula sensible a la eritropoyetina
(CSE}, destinada irreversiblemente a expresar el material genético
correspondiente a la sfntesis de hemoglobina, se convierte en la pri-
mera c&lula oritroidea fidentificable como tal, Segfin GOLWASSER (1975)
en esta etapa se pueden diatlnéuir dos procesost sensibilizacién, por

el que )a cflula ya es capaz de responder a la eritropoyetina (es



decir se sensibiliza a la eritropoyetina)j e induccién, donde se pro
ducen realmente los primdros cambios biogquimicos en respuesta a la
interaccifn de la hormona,

c¢) La tercera etapa se conoce como diferenciacibn terminal o especia
1izaci6n, En ella, la c6lula ya Aiferenciada geneticamente, se espe-
cializa en el mantenimiento de la capacidad de sfntesis de nrotefnas
espec{ficas como la hemoglobina, en la supresifn de determinadas
actividades celulares, como son la divisibn celular y en la desapa-
riciln de algunas rutas metabblicas., La célula resultante o proeri-
troblasto aparece morfologicamente como una célula normal, si bien,
bioquimicamente puede llevar a cabo transformaciones que la delimi-
tan como una célula eritroidea, tales comor sfntesis de DNA (‘TRIMAN,
1974), gran aumento de la sintesis de RNA (KRANTZ y GOLWASSER, 1965)

y absorcibn de hierro (KATZ, 1965; ERSLEV y GABUZDA, 1975), Se discu-
te 81 cn el proeritroblasto hay o no sintesis de hemoglobina (IIODGSON,

1970; TERADA y col,, 19723 DENTON y col., 1975), Para RAPOPORT y col
(1974), el proceso diferenciativo tendria su 1fmite en esta célula
precursora, El proeritroblasto lleva a cabo entonces de dos a cua-
tro divisiones mit6ticas (TARBUTT, 1969), dando lugar al eritrohblast
bas8file. Ello supone la reduccibn del tamafio del nficleo, debido a
una progresiva condensacifn de 1la protefna nuclear (ERLEV y GABUZDA,
1975). La bas6filia que presenta es debida al gran acGmulo de mito-
condrias y rihosomas en el citoplasma, ribosomas donde se sintetiza
1a glohina, que unida al hemo formaria la mol&cula de hemoglobina,

El sipgufente estadio en la diferenciacibn es el eritroblaste
policromatbffilo, Gltima cflula que presenta divisibn mitbtica, con
la consiguiente disminucién de tamafic nuclear, sintesis de rRNA, y
desaparicibn de la sintesis de DNA (RIFKIND, 1974)., En este estadfo
de la critropoyesis, se ha sintetizado ya alrededor de 1/3 de la
hemoglobina total (DENTON y col., 1975), lo que provoca la policro-
matofilia del citoplasma,

Maduracifn.

o
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Una vez alcanzado este estado de diferenciacién la célula de-
ja de dividirse, Se ha llegado al eritroblasto ortocromftico o nor-
moblasto, a partir del cual se formar§ por maduraci&p un solo eri-
trocito. En este periodo se producen cambios bioquimicos importantes
que afectan, por ejemplo, al control de la sintesis de hemoglobina.
Como consecuencia, aumenta la concentraciln de hemoglobina, hasta ha-
cerse casl 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 picnbtico y ser
expulsado de la c&lula (BANK y col., 1970; SKUTELSKY y DANON, 1070;.
TAVASSOLI y CROSBY, 1973),

La priméra célula anucleada se designa reticulocito. Por el
aspecto que presentan los pocos ribosomas y mitocondrias, todavia pre-
sentes, RAPOPORT y col. (1974} proponen agrupar bajo el nombre de re-
ticulocitos a los estadfos comprendidos entre normoblasto y reticulo-
cito. Aunque los reticulocitos no son capaces de sintetizar RNA, con-
tinuan sintetizando hemoglobina debido al contenido residual de mRNA
y ribosomas (MARKS y col,, 1963; RIFKIND y col., 1964), Al mismo tiem-
po que decrece el numero de mitocondrias disminuye todo el metabolis-
mo celular, La transiciln de reticulocitos a eritrocitos queda defi-
nida por el cese de la sintesis de hemoglobina, la desaparicibén de
ribosomas y mitocondrias y el descenso de la actividad en algunos en-
zimas claves cn la glicolisis (RAPOPORT y col., 1974). De esta mane-
ra el eritrocito ha de obtener toda la energia necesaria para cumplir

su funcibn a partir de la glicolisis anaerobia.

Envejecimiento.

Si bien una cierta proporcibn de reticulocitos j8venes se en-
cuentran en la sangre circulante, la mayor parte espera en la médula
6sca hasta que se completa su maduraciSn (SKARBERG, 1974), y salen
al torrente circulatorio como eritrocitos maduros con una vida media

de 55 dlas,



Durante el proceso de envejecimiento Be produce una pérdida
gradual de actividades enzimhticas y de funcionalidad de las membra-
nas (CHAPMAN y SCHAUMBURG, 1967; DENTON y col., 1975). Aunque estos
Gltimos cambios, han sido explicados en funcién del descenso en el
metabolismo energético que tiene lugar durante el envejecimiento
del eritrocito (GANZONI y col.,, 1976), pudieran ser una consecuencia
directa de las alteraciones bioquimicas y biofisicas de los constitu-
yentes proteicos y lipidicos de la membrana (COHEN y col., 1976;
BIENZLE y PJURA, 1977). Estos argumentos justifican que las células
eritrocitarias de distinta edad puedan ser separadas por procedimien-
tos que detectan las alteraciones sufridas por la membrana a medida
que la célula envejece. Igualmente, estas alteraciones servirén de
base para la separacidn de los distintos componentes celulares de

1a eritropoyesis o cualquier otra linea de diferenciacién.
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1.2.- CICLO DEL 2,3-DIFOSFOGLICERATO.

El 2,3-difoafoglicerato (2,3-DPG) componente intracelular ha-
bitual de los eritrocitos humanos y de muchos otros mamiferos (RAPOFORT
y GUEST, 1939; BARTLETT, 1959), debido a su elevada concentracién
(5 mM) representa alrededor del 70% del total de los fosfatos orghnicos
contenidos en esta célula, Forma parte de un ciclo metabélico secun-
dario conocido como ciclo de RAPOPORT-LUEBERING (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 J-foafoglice-
rato (3-PG), para continuar su degradacién hasta lactato. La funcién
como cofactor en la reaccibén catalizada por la monofoafogliceratomu-
tasa (3-PG _2,3-DPC_ 2-PG) no justifica las altas concentraciones in-
tracelulares de este fosfato (PIZER, 1962; RAY y PECK, 1972). Estas
concentraciones solo adquirieron sentido al eatablecerse definitiva-
mente su papel como regulador alostérico de la oxigenacién de la hemo-
globina (CHANUTIN y CURNISH, 1967; BENESCH y BENESCH, 1974; DUHM y
GERLACU, 1974), Aparentemente juega un papel clave en el metabolismo
general del eritrocito (BREWER, 1970; RAPOPORT y col., 1974); asi, se
ha propuesto que influencia la velocidad de la glicolisis eritrocita-
ria por su efecto inhibitorio gobre enzimas glicoliticas claves (BRE-
WER, 1969; BEUTLER, 1971; PONCE y col., 19713y STRIVASTAVA y BEUTLER,
1972; YIP y BALIS, 1975; ROSE y DUBE, 1976; CHIVA y SASAKI, 1978), Se
ha sugerido igualmente que es un agente energetico de reserva, 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 ae encuentra inhibida la degradacion de la glucosa, ya
sea por su carencia, o, como en el caso de la sangre conservada, por
inhibicién de la PFK debida al aumento de pH que conlileva la conser-
vacién. (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 eatablecimiento del equilibrio Donnan entre eritrocitos y
plasma y, como consecuencia de este efecto, los cambios aparecidos en
el pH intracelular pueden influir sobre la afinidad de la hemoglobina



11.

por oxigeno, asi como sobre la afinidad de enzimas glicoliticas
(BENESCH y col., 1969; DUHM, 1071-1975). Se ha especulado igualmente
sobre el papel del 2,3-DPG en relacién con la agregacién plaquetaria.
Todas eastas funciones han despertado un gran interés en el
conocimiento de su metabolismo y regulacién en los pasados afios., E1l
hecho de ser un foafato orginico exclusivo del eritrocito, con una
funcibén especifica en la oxigenacién, justifica que se pretenda es-

tablecer su aparicién en relacibn con el proceso de la eritropoyesis,

1.2,1.- SIGNIFICADO BIOLOGICO EN LA OXIGENACION,

No hay duda alguna de que la funcidén esencial de este fosfa-
to orgnico esta relacionada con el nroceso de regulacibén de la oxi-
genacion de la hemoglobina, Hoy dia se encuentra bien eatablecida su
influencia sobre la afinidad de 1a hemoglobina por oxigeno, es decir,
en relacién con la capacidad de esta para unir de forma cooperativa,
una, dos, tres o cuatro moléculas de oxigeno (BUNN y GANDL, 1970; RIGGS,
19723 BENESCH y BENESCH, 1974; BALDWIN, 1976; KILMARTIN, 1976). En
consecuencia, es transcendental su intervencién en el proceso fisiolo-
gico del transporte de oxfgeno desde los pulmones a los tejidos y vi-
ceversa, Puesto que en esta Tesis no se aborda experimentalmente nin-
glin punto relacionado con la funcibén del 2,3-DPG en la regulacién de
la oxigenacién, solo se esbozan en esta introduccién tebrica algunos
de los aspectos blsicos del tema, Existen revisiones muy recientes so-
bre la oxigenacién de la hemoglobina y papel de los fosfatos orghni-
cos en la misma que recogen todos estos aspectos (BAGGOTT, 1978; PERUTZ,
1979; KILMARTIN, 1977; BANSIL y col., 1974).

Condiciona, adem‘s de forma indirecta el transnorte de CO2 (BRE-
NNA y col., 1972; KILMARTIN, 1976) a partir de la definicién dada nor
BOHR en 1907 sobre la caracteristica curva sigmoidea de aaturacién de
1a hemoglobina, el ohjetivo primordial de la experimentaciébn fué ob-
tener un modelo que explicase las interrelaciones entre los grupos hemo
de las que en definitiva depende la curva sigmoidea (WEISSBLUTH, 1974;
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PERUTZ, 1976). Se sabe que cuando la molécula de 02 se desprende, los
dos extremos N-terminales de las cadenas ﬁ se separan unos 7 %, dejan-
do un hueco entre ambas (cavidad P ), que se reduce cuando la molécula
de Hb se une al 02.

DENESCH y BENESCH (1967) y CHANUTIN y CURNISH (1977) fueron
los primeros en eatablecer que la presencia de fosfatos orgénicos hace
disminuir la afinidad Hb—oz. Estos y otros autores demostraron también
pocos aiios despues (CHANUTIN y HERMANN, 1979; BUNN y JANDL, 1970; BENESCH
y col.,, 1968-1971; BUNN, 1971) que dichos fosfatos interreaccionan bajo
condiciones fisiolégicas con la desoxihemoglobina en la proporcién de
1 mol de 2,3-DPG por mol de hemoglobina tetramero. La unién del 2,3-DPG
en la cavidad‘p de 1a Hb se debe a la existencia de grupos positiva-
mente cargados de aminoficidos como valina-1, hiatidina-143 y lieina-82
los cuales se unen a los grupos fosfatos de 1la molecula de 2,3-DPG
(PERUTZ, 1976). Aunque en la forma oxi-Hb también parece existir una
clierta afinidad por el difosfato se considera Boy que eata interrela-
cién tiene menor significado fisiol6gico en el proceso oxigenador
(CHANUTIN y HERMANN, 1969; DIEDERISCH y col., 1969; LUQUE y col., 1969).

Al producirse la desoxigenacién en las células tisulares la
presencia de niveles normales de 2,3-DPG (~ 5 mM) en el eritrocito con-
tribuyen a estabilizar la molécula de desoxi-Hb, Previamente esta ha-
bia resultado desestabilizada como consecuencia de la ruptura de varios

enlaces salinos entre sus subunidades al unirse el 02 al Fe.

1,2,2.- SINTESIS Y DEGRADACION: CARACTERISTICAS ENZIMATICAS.

Desde los trabajos de RAPOPORT y LUEBERING (1950-1952) se acep-
ta que los niveles intracelulares de 2,3-DPG dependen de dos activi-
dades enziméticas especificas.

a) La difosfogliceratomutasa (EC 2,7.5.4.), que verifica la sintesis

a partir de 1,3-DPG utilizando 3-PG como coenzima. La reaccidn consiste
en la transferencia fde un grupo fosforilo desde el 1,3-DPG al 3-PG con
produccién de 2,3-DIG 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.) que cataliza la degra-
dacibén de 2,3-DPG en 3-PG y Pi.

2,3-DPG > 3-PG & Pi

Laa propiedades cinéticas de la difosfogliceratomutasa fueron
‘estudiadas inicialmente por ROSE en 1968, Posteriormente, se descri-
bieron las propiedades de la difoafogliceratofosfatasa (HARKNESS y
ROTH, 1969; ROSE y LIEBOWITZ, 1970), y se demostré el efecto de un
gran nimero de metabolitos e iones sobre estas dos enzimas y su rela-
cibén con la regulacién del metabolismo del 2,3-DPG.

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

Hasta 1970 no se habia planteado la posibilidad de que ambhas
actividades enzimdticas, junto con la de la monofosfogliceratomutasa
(EC 2.7.5.3.), podian formar parte de una misma proteina enzimhtica
multifuncional, Inicialmente se observé que las preparaciones altamen-
te purificadas de difosfogliceratomutasa y de monofosfogliceratomuta-
sa de diversas fuentes, manifestaban una actividad "intrinseca" di-
fosfogliceratofosfatasica (HARKNESS y PONCE, 1969; DIEDERICH y col.,
1970; HAMES y col,, 1971; ROSE y WHALEN, 1973; KAPPEL y col., 1975).
Seghin IIASS y MILLER (1975), las actividades fosfatésicas "intrinsecas',
encontradas en preparaciones homogéneas de estas dos enzimas (9 x 107t
UI/ml, eritrocitos, para difosfogliceratomutasa, y 1,5 x 10-4 UI/ml.
eritrocitos para monofosfogliceratomutasa), muestran que la actividad
fosfatésica radica en ambos enzimas. Ello explica que las preparaciones
parciales de difosfogliceratofosfatasa presenten ciertas caracteristi-
cag cinéticas semejantea a las que se obaervan 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 interesante son las observaciones en relacion con
el papel de ciertos iones (C1™, Br , P04H2-, 8032-) como activadores
moderados de la baja actividad fosfatfsica de aquellas enzimas, y, en

particular, la de un metabolito el 2-P-glicolato, que la estimula en
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varios drdenes de magnitud (ROSE y LIEBOVITZ, 1970), Aunque pendiente
de demostracidén definitiva es importante resaltar la existencia de
2-Pglicolato, a una concentracién lOO‘yM, como constituyente normal
del eritrocito (ORSTROM, 1951; BARTLETT, 1959) y, por tanto, el po-
sible significado fisiolégico de esta activacién. ROSE (1970) sugiere,
incluso, un importante papel de esta activacién en la célula en enve-
jecimiento.

Este efecto activador del 2-Pglicolato hace que tanto la di-
fosfogliceratomitasa como la wonofosfogliceratomutasa altamente puri-
ficadas se comporten como fosfatasas espec{ficas para el 2,3-DPG (ROSE
y LIEBCVITZ, 1970; ROSE y WHALEN, 1973; KAPPEL y col., 1975), Sin em-
bargo ambas enzimas siguen manteniendo su capacidad "intrinseca" fos-
fatésica en ausencia de 2-Pglicolato (KAPPEL y col., 1975). Es decir,
la presencia de 2-Pglicolato hace que la actividad fosfatésica total
del eritrocito se encuentre aumentada. En estos trabajos (ROSA y col.,
1973; HASS y MILLER, 1975; SASAKI y col., 1975) no solo se ha confir-
mado dicho efecto activador de la fosfatasa en ambas mutasas sino que
gegin HASS y MILLER (1975) es del orden de 340 veces, en el caso de
la difosfogliceratomutasa y de 9 veces en el de la monofosfoglicerato-
mutasa. Ello lleva a la conclusién de que practicamente, toda la ac-
tividad difosfogliceratofosfatdsica del eritrocito pudiera estar aso-
ciada al enzima difosfogliceratomutasa., Todos estos resultados lleva-
ron a sugerir que la difosfoglicerntofosfataéa no existe como acti-
vidad enzimAtica individual. De hecho, no ha sido poiible obtener pre-
paraciones especificas de la misma carentes de aquellas dos activi-
dades mutésicas. Efectivamente, fué en 1973 (ROSA y col,, 1973) cuan-
do se obtuvo evidencia de que ambas actividades enzimAticas radicaban
en una misma proteina. Ademis si se tiene en cuenta que los niveles
fisiolbégicos de la difosfogliceratomutasa (~ 133 ug/ml, de células)
son superiores en un orden de magnitud a los de la monofosfoglicera-
tomutasa (~ 13,9 mg/ml de células), puede concluirse, efectivamente,
que toda la actividad fosfatésica del eritrocito se encuentra asocia-
da a la molécula de difosfogliceratomutasa. Posteriormente, el grupo
de SASAKI (SASAKI y col., 1975; CHIVA y SASAKI, 1978) ha presentado

evidencia de que en eritrocitoa, 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 tres actividades enzimiticas fueron purificadas simulta-
neamente a partir de eritrocitos de hombre, cerdo y conejo, a lo lar
go de todas las etapas de purificacién. Las fracciones (picos I, II
y 11I) separadas por cromatografia contenfan las tres actividades en-
zimkticas aunque en diferente proporcién. De ellas, la fraccién III
era la que contenia la mayor proporcién de actividad difosfoglicerato-
mutdsica respecto a la actividad difosfogliceratofosfatésica y wmono-
fosfogliceratomutésica y se consideré, por tanto, que era la respon-
sable del metabolismo del 2,3-DPG. Por el contrario, la fraccién I
contenia la mayor proporcibén de monofosfogliceratomutasa y era en
consecuencia la que actuaria en la glicolisis. La homogeneidad del
pico III fué demostrada por electroforesis y por ultracentrifugacién,
Las tres actividades desaparecieron a la misma velocidad tanto por
inactivacién térmica como por inactivacién por modificacién quimica;
Y el antisuero correspondiente al pico III inhibia a las tres acti-
vidades enzim&ticas. Incluso recientemente ROSA y col., (1977) han en-
contrado un individuo que probablemente es homozigoto para la defi-
ciencia én difosfogliceratomutasa y en el que no se detecta activi-
dad 2,3-DPG fosfatésica. Todas estas observaciones junto con las men-
cionadas anteriormente (HASS y MILLER, 1973; KAPPEL y HASS, 1976; ROSE
y DUBE, 1976) confirman que el 2,3-DPG se metaboliza en eritrocitos
mediante la actuacibén de una enzima capaz de catalizar, al menos, las
dos reacciones irreversiblés del ciclo.

Se planted asi el problema de tratar de explicar el mecanis-
mo por el que una sola enzima puede catalizar tres clases diferentes
de reacciones, Han side fundamentalmente el grupo de SASAKI junto con
FOTHERGILL y HODGSON (1976) los que han llevado a concluir que la en-
zima de eritrocitos humanos tiene un centro activo comin para las dos
actividades enzimfticas en el que se localiza un grupo amino esencial
para la unibén del 2,3-DPG, Basindose en las propiedades multifuncio-
nales de esta cnzima se ha sugerido un mecanismo regulador de la bio-

sintesis y degradacién del 2,3-DPG, que debe ser considerado a la luz
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de los datos cinéticoi 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 reguladdr del ciclo del 2,3-DPG, En cualquier caso, y dado que en-
tre los objetivos de esta Tesis no entra la dilucidacién de los me-
canismos reguladores del ciclo, y teniendo en cuenta que los datos
existentes sobre multifuncionalidad c laenzima estdn siendo someti-
dos actualmente a revisién (HASS y MILLER, 1978; HASS y col., 1978)
es por lo que consideramos que no debemos alargar esta introduccién
en la consideracién detallada de dichos mecanismos, Una oxcalohto
revisién de los mismos ha sido publicada recientemente (CHIVA y SASA-
KI, 1978),

Mas importante, por el contrario, serd a nuestros efectos,
hacer consideraciones sobre la regulacién al hablar a continuacién
de las interrelaciones entre difosfogliceratomutasa y fosfoglicerato-

quinasa,

1.2.3.~ INTERRELACIONES ENTRE DIFOSFOGLICERATOMUTASA Y FOSFOGLICERA-
TOQUINASA.

A nivel del 1,3-DPG, sustrato comfin para ambas enzimas, exis-
te evidentemente una competencia entre su utilizacién por via glico-
1{tica (fosfogliceratoquinasa) y su utilizacibén por el ciclo del 2,3-
DPG (difosfogliceratomutasa), Si consideramos que los eritrocitos
humanos consumen unos 2-3 umoles de glucosa por hora y por ml, de cé-
lulas a 372C y pH = 7,4 (SASAKI y col., 1975) y tenemos en cuenta que
la desviacién del metabolismo glucfdico 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 calcular que, aproximadamente, la velocidad de recambio del 2,3-
DPG es del orden de 0,3-0,75 umoles x hora x ml. de célula (CHIVA y
SASAKI, 1978), Si consideramos, ademfs, que la actividad difosfogli-
ceratomutdsica del eritrocito permite sintetizar como whximo unos 200
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mmoles de 2,3-DPG x hora x ml., de células a 379C (SASAKI y col., 1975)
gse llega a la conclusién de que la actividad difosfogliceratomutésica

est& actuando in vivo a un nivel latente, casi minimo.

Esta competencia d de, fund talmente, de la concentra-

cibén de 1,3-DPG presente en el eritrocito y de la afinidad de ambas en-
zimas sobre el sustrato, También devende de la concentracién 3-PG que
actGa como cosustraro y nroducto de la reaccién difosfogliceratomuté-
aica y, a su vez, como producto de la reaccién fosfogliceratoquinési-
ca,

Los datos cinéticos referentes a la actividad difosfoglicera-
tomutésica obtenidos fundamentalmente por los grupos de ROSE (ROSE,
19683 ROSE y LIEBOVITZ, 19703 ROSE y WHALEN, 1973 y ROSE y DUBE, 1976),
RAPOPORT (RAPOPORT y col,, 1974; RAPOPORT y col., 1975; y RAPOPORT y
col., 1976) y SASAKI (SASAKI y col., 1976 y CHIVA y SASAKI, 1978),
muestran que la concentracién fisiolégica de 3-PG (90-110 uM) es unas
cien veces superior al valor de la Km para este compuesto (1 mM). Por
el contrario el nivel del otro sustrato, el 1,3-DPG (0,5 uM- 1 aM),
es del orden de 1/10 del valor de la Km en presencia de CIK 0,1 M.

La velocidad de sintesis del 2,3-DPG en eritrocitos humanos depende
por tanto de la concentracién de 1,3-DPG, El 2,3-DPG es8 un inhibidor
competitivo del 1,3-DPG con una Ki de 53 uM. Las concentraciones in-
tracelulares de 2,3-DPG libre, que varfan con la presién de oxigeno,
pero que pueden calcularse, como media alrededor de 3 mM, parecen
ejercer una gran influencia inhibidora sobre la difosfogliceratowuta-
sa, de modo que la mantengan en un: estado casi incapaz de actuar en
1a sintesis de} 2,3-DPG. Como consecuencia, cualquier situacién que
conduzca a un aumento en los niveles intracelulares de 2,3-DPG siempre
producirid 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 actuacidén de la difosfogli-
ceratonutasa y la formacion de 2,3-DPG depende de la razén 1,3-DPG/
2,3-DPG. El mantenimiento de los niveles estacionarios de 2,3-DPG es
asi la resultante de un proceso de sintesis a partir del 1,3-DPG y

de degradacién a 3-PG., En estos dos procesos entra también en juego



el papel inhibidor de la actividad difosfogliceratofosfatésica por
au prodncto 3-PG, asf como también, posiblemente ol grado de acti-
vacibn de la difosfogliceratomutasa a difosfogliceratofosfatasa por
un regulador del tipo del 2-Pglicolato,

En cuanto a la regulacibn de la actividad fosfogliceratoqui
nésica viene determinada no sédlo por la concentracibn y afinidad por
el 1,3-DPG, sino también por la razén ADP/ATP intracelular.

a) Es bien conocido que a niveles bajos de ADP y altos de ATP (razbn
ADP/ATP baja), estf favorecida la utilizacibn de la degradacibn de
la glucosa hacia el cicle 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, 19725 RAPOPORT y col., 1977),

Afiadamos que cada mol de glucosa desviada a través del ciclo
se traduce en una disminucién de 1 mol en la produccibn neta de ATP
(0SKI, 1969; GERLACH y col., 1970), y que en este punto radica, esen-
cialmente, la regulacifn de los niveles de 2,3-DPG durante los pro-
cesos de conservacifn de bangre y el mecanismo de actuacibn de algu-
nos f&rmacos como dipiridamol (PINILLA y col., 1973),

b) Por el contrario, a niveles altos de ADP y bajos de ATP (razén
ADP/ATP alta), el 1,3-DPG serf utilizado por la fosfogliceratoquina-~
sa con la consiguiente reposicifn del ATP, Entonces, cada mol de glu-
cosa degradada si da lugar a una produccifn 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 competitiva respecto al
1,3-DPG y junte con su posible comportamiento cooperativo-negativo
a concentraciones fisioldgicas (5 mM) de 2,3-DPG (ALI y BROWNSTONE,
1976 b) y otras caracteristicas confusas de esta enzima respecto a
la de otras fuentes (RAO y OESPER, 1967; LARSSON-RAZNIKIEWICZ, 1967)
hacen que la fosfogliceratoquinfsa sea una enzima de obligado es-
tudio en nuestra lfnea de investigacién,

En cuanto al mecanismo de la difosfogliceratomutasa, debe-
mos decir que de acuerdo con ROSE (1968) esta reaccifn implicaba un
mecanismo ordenado Bi-Bi en eritrocitos humanos segfin el cual la en-
zima libre se une primero al 1,3-DPG y a continuacién al 3-PG, para

formar un complejo ternario. El primer producto que abandona la en-



zima es el 3-PG mientras que el otro producto, el 2,3-DPG, lo hace
después. La enzima parecia tener aquf sitios de unibn independien-
tes para los dos sustratos. Por el contrario, los datos cinéticos
obtenidos para la enzima de eritrocitos de caballo sugieren un me-
canismo "ping-pong” (ROSE y DUVE, 1976), La enzima de eritrocitos
humanos (ROSE y WHALEN, 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, En el caso de la
activacibn por él 2-Pglicolato la enzima fosforilada cedia el gru-
po fosfato al agua, con lo que queda justificada la exaltacibn de
1a actividad fosfatfsica de la difosfogliceratomutasa en presencia
de easte activador. A pesar del atslamiento de una fosfoenzima (RO-
SE y WIALEN, 1973) éllo no supone una evidencia absoluta del meca-
nismo "ping-pong” pues es posible que la reaccifn siga un mecanis-
mo secuencial en el que participen un complejo ternario y haya fos-
forilacibn de la enzima (ROSE y WHALEN, 1973),
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1,3.~ SEPARACION CELULAR POR DISTRIBUCION EN SISTEMAS BIFASICOS,
1.3.1,- FUNDAMENTOS DE LA PARTICION,

La separaci8n de diferentes partfculas biolégicas (células,
orghnulos y macromoléculas) es tema de gran 1mbortancla para la in-
veatigacibn cn diversos campos de la hiologia., Pensamos que, en gran
medida, el Jdesarrollo futuro de estas ciencias pudiera estar supedi-
tado al desarrollo de métodos eficaces de separacifn del material
celular, La utilizacifn del principio de particifn para la separa-
cibn de una mezcla compleja de partfculas biollgicas se debe a la
aplicacibn por ALBERTSSON de sistemas biffsicos constituidos por
soluciones acuosas de dos polfmeros inertes, La distribucibn de las
partfculas en estos sistemas presenta ventajas muy importantes desde
el punto de vista bioquimico, ya que los polfmeros (dextrano y poli-

etilenglicol) y condiciones experimentales (plH, temperatura y fuer-
za i8nica suvave) empleados no afectan a la integridad biolBgica de
las mismas (ALBERTSSON y BRAID, 19083; ALBERTSSON, 1965; ALBERTSSON,
19713 WALTER, 1975) resulta ser asi uno de los métodos mas adecuados
para la separacifn de material biolbgico. Por ejemplo, partfculas que
no pueden ser separadas por centrifugacibn, ya que presentan densi-
dad similar pueden serlo por particibn. Anflogamente, partfculas

que por presentar pequefias diferencias en su carga superficial no
pueden ser separadas por electroforesis, lo hacen por particifn, La
distribucibn especifica de cada particula biol8gica en estos asistemas
biffsicos depende de las propiedades de superficie de su membrana,

En consecuencia, la separacifn vendr& determinada por la actividad
relativa que posean dichas partfculas por los dos polimeros y estard
influenciada por la concentracifn i8nica y de los polfmeros, pH y
temperatura. E1 método presenta, por tanto, gran interés en aquellos
casos en los que sc producen alteraciones en la superficie de las
membranas celulares, como procesos de diferenciacibn, maduracibn y

envejecimiento,
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1.3.2,- ASPECTOS TEORICOS,

Desde el punto de vista tebrico debemos recordar que la mez-
cla de soluciones acuosas de dextrano y polietilenglicol solo dara
lugar a sistemas biffsicos cuando sc alcaneen concentraciones de
polfmeros superiores a ciertos limites, Estos limites vienen deter-
minados por la denominada curva binodial (ALDERTSSON, 1971) (fig, 1).
En el caso de concentraciones situadas por encima de la curva bino-
dial disminuye la particién siempre que nos alejemos del punto crf-
tico y se hace dificil la reproductibilidad de las particiones a
medida que nos acercamos excesivamente a dicho punto crftico, Si la
mezcla de polfmeros corresponde a puntos situados por debajo de la
curva hinodial aparecen sistemas monoffsicos.

Si, por ejemplo, introducimos en un sistema biffsico dos sus-
tancias, A y B, y suponemos que A es soluble en la fase superior y B
lo es en la inferior o interfase, es evidente que podremos conse-
guir la separacibn con un§ sola particién., Si no son tan marcadas
la diferencias entre A y B, unicamente podri conseguirse la separacifn
mediante un procedimiento de mfiltiples particiones, como el de distri-
bucibn en contracorriente (DCC), donde se realicen varias extraccio-
nes consccutivas de la mezcla A y B empleando un mismo sistema bifé-
sico. (1.3.3.).

La particifn de una partfcula en un sistema biffsico de vol6-
menes iguales, viene determinada, de forma general, por la "rasbn de
particién", G; que se define como el cociente entre la cantidad to-
tal de particulas en la fase superior "p" y la inferior o interfa-
se "q", Fs decir G = p/q. La cantidad de particulas presentes en am-
bas fases, es decir, afiadidas originalmente, serf p ¢ q. Cuando los
volfimenes de las dos fases son iguales la razbn G, equivale al "coe-
ficiente de particibn", K, que se define como el cociente de la con-
centracibn de partfculas entre la fase superior "Cs" e inferior
"Ci", es decir, ﬁhj Cs/Ci, K puéde también ser representada por la
/Rt

expresifn: K = , donde A es el &rea superficial de la particula,

R es Ia constonte dc los gases, T la temperatura absoluta y h una cons
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tante dependiente de la interaccibn entre cada partfcula y el siste
ma biffisico. De esta manera cualquier propiedad que condiciones a
K (tamaiio, temperatura y carga) serf un factor determinante de la

particibn,

La expresibn que relaciona G con K es la siguiente:

] Cs Vs Vs
Gz~ m=——x =—==K x —
q Ci Vi vi

donde Vs y Vi son los volGmenes de la fase superior e inferior. Si
1lamamos L a la relacibn de volémenes resultari: G = K x L. Obsérve
se que, por un lado, K es irdependiente de los volGmenes relativos
de las fases superior e inferior y, por otro, que la particién tiene
lugar generalmente entre las fases superior y la interfase y no en-~
tre las fases superior y la inferior, En consecuencia, la cantidad
de células o partfculas en la fase superior ¢s siempre la constante
que define una particifn, Por ello, a éfectos prfcticos, se expresa
la particibn como la cantidad (en tanto por ciento) de partfculas en
la fasc superior, respecto al total (100%%) de partfculas originalmen-
te afiadidas. Se considera que una particién es adecuada cuando se
acerca al 50 de partfculas en la fase superior,

Fl cstablecimiento de las condicliones §ptimas para la obten-
cibn dc un grado i76neo e particién, es cucstibn previa al nrocedi-
miento experinental correspondiente, lHemos Ac tener en considera-
cibn queo 1la perticién se ha de realizar en un medio salino, isoté-
nico y que se puede variar el grado idbneo de la particién por elec-
cifn alecuada de la composicidn y concentracibn ibnica del sistema
biffsico (ALBERTSSON, 1971), También ha de tenerse en cuenta que el
rendimicnto de la particibn depende de la temperatura, de tal for-
ma que cuando fsta se eleva, aumenta la particibn y viceversa; la
mayor varfacifin cn cuanto a concentracifn de las fases, con los cam-
bios dc ftemperatura, tiene lugar en las proximidades del punto crf-
tico, (rig. 1),

Fsta=s posihbilidades de manipulacibn en cuanto a concentra-

cidn y composicién e sales, concentracibn de polfmeros, temperatu-
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ra etc, permite obtener diferentes rendimientos en la particibn. Asi,
si la particifn es baja en el sistema seleccionado, se puede aumentar
el pll, cambiar el ién del tampbn y reducir la concentracifn salina
manteniendo la isotonicidad por incorporacifn de sacarosa, también
es posible incluir en el sistema pequefias cantidades de un polfmero
cargado (WALTER y SELBY, 1967), Por el contrario, si la particién es
alta, se pucde reducir el pH, cambiar el fosfato sfdico por fosfato
potésico, reducir la concentracifn de fosfato manteniendo la tsoto-
nicidad por incorporacibn de K‘, Na* o cloruro de 1ftio, o bien cam-
biar 1la concentracifn de polfmeros con la finalidad de mantenerse
lejos del punto critico (WALTER, 1975),

1.3.3.~ PRINCIPIO DE LA DISTRIDUCION EN CONTRACORRIENTE.

El principio del método de distribucién en contracorriente
{DCC) ha sido tratado por varios autores (HECKER, 1955; CRAIG y CRAIG,
19564 TAVEL y SIGNER, 1956; CRAIG, 1961), La separacifn de part{culas
ypor DCC consiste en la realizacibn de sucesivas particiones de la
mezcla de partfculas, en un mismo sistema biffsico. Es particular-
mente util el caso de mezcla de partfculas que, para un determinado
sistema biffsico poscan cocficientes de particién diferentes, En este
método se cmplean gran nfimero de 'unidades de contacto" (cavidades o
cblulas de scparacién), produciéndose en cada una de ellas la mez-
cla, agitacibn y separacibn simulténeas de las dos fases inmiscibles,
Es en csta (ltima ctapa cuando sc lleva a cabo la particibn de las
partfculas entre la fase superior y la interfase, atendiendo al coe-
ficiente dc rcparto que posean dichas partfculas para el sistema u-
tilizado, Con éllo sc consigue en cada cavidad una separacifn parcial
de los componcntes de la mezcla, La repeticién del proceso un nfimero
elevado de veces lleva a la separacibn total o bastante completa de
las minmas, Wsto se logra clésicamente mediante un conjunto orde-
nado ¢ transveses de fase supédrior, y desde cada "unidad de contac-

to" que que’h sin &11a, El esquema clfsico Ae Plstribucibn en contra-
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corriente es el desarrollado por CRAIG, (1961).

Consideremos gr&ficamente (fig. 2) el esquema de distribucibn
en contracorriente para el caso de una sustancla homogénoa (de coefi-
ciente de rcparto, K = 1), Se emplea un sistema biffsico cuya rela-
ci6n de volfimenes es L = 1, Se supone que la cantidad total de sus-
tancia afladida (p 4+ q) es igual a la unidad., También se supone que el
reparto se realiza entre la fase superior y la inferior; en realidad,
se realiza normalmente entre la fase superior y la interfase, El es-
quema se ha desarrollado por cuatro transferencias y cinco unidades
de contacto. Los pasos son los signientes:

a) Una vez afiadida l1a sugtancia sobre el sistema, y agitada la mezcla
para conseguir el equilibrio, dquella queda repartida en ambas fases
de acuerdo con su razbn de particibn, G = p/q, es decir, queda "p"
en la fase superior y "q" en la inferior.

b) Se realiza la primera transferencia, La fase superior del tubo O,
que contiene una cantidad "p" de sustancia, se aifiade sobre el tubo 1
que contiene un volumen igual de fase inferior limpia, Al mismo
tiempo, 1a fase inferfor del tubo O que contiene una cantidad "q" de
sustancia, recibe un volumen igual de fase superior limpia,

¢) Durante la agitacibn de ambos tubos la cantidad total de sustan-
cia en cada uno de ellos que es "q" en el tubo O y "p" en el tubo 1
se reparte cntre las fases superior e inferior,

d) Seguidamente se realiza 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 tres tubos que
participan en esta 23 transferencia, el nimero O 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 agitacién, la cantidad total de sustancia
en cada tubo (q2 en el tubo O, 2pq en el 1 y p2 en el 2), se repar-
te entre las fases superior e inferior,

f) En 1o tercera transferencia, no representada en el esquema, las
fases superiores de los tubos 0, 1 y 2 pasan al situado a su derecha,
recibiendo fase superior limpia el tubo O y aportando fase inferior

limpia el 3. Despufs de agitados los cuatro tubos las cantidades to-
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Fig. 2.- ESQUEMA DE DCC PARA UNA SUSTANCIA HOMOGENEA
CON COEFICIENTE DE REPARTO K = 1.



27,

tales de sustancia en cada tubo se habrén repartido entre las fases,
obteniéndose los valores que aparecen en la fig. 2.

De las consideraciones anteriores se deduce que la distribu-
cifn de las particulas en los tubos, en cada transferencia, es el re-
sultado del desarrollo del binomio p 4 q elevado a una potencia cuyo
valor coincide con el nfimero de tranaferencias efectuadas, En el caso
de "n" transferencias, la distribucibn de las partfculas en los (n ¢ 1)
tubos del tren de extraccifn vendrf dada por la expresifn binomial
{p &+ q)". En consecuencia a partir de la representacibn gr&fica de la
cantidad total de sustancia en cada tubo, frente al nfimero de &ste,
se obtienen '"'n" curvas de DCC, cuyos perfiles serfn mas o menos simé-
tricos dependiendo de los valores de p y q. Cuando "p" y "q" son igua-
les (G = 1), la distribucibn es una curva de Gauss,

El cllculo tebrico de los diagramas de distribucifn se basa
en el Tcsarrollo de (v & q)", de tal manera que la fraccién de sustan-
cia Tn,{ en el tubo "i", después de '"n" transferencfas y de acuerdo
con el teorcma hinomial, vendrf dado por la siguiente expresién.

nl

™mi=_ -0t x pt g™t 2 (D pt g™

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

Gi

Th,i = (?)'x-————-——
(1 +0G)

Estas ecuaciones son lahoriosas cuando el nfimero de trans-
ferencias es clevado, en estos casos y con hastante aproximacibn, la
curva de distribucibn puede aproximarse a una curva de distribucién
gaussiana, (NFCKER, 1955),

2
-1
») G+ 12 x@eD?

T, = —0— x e 2nG
2 nG

Con esta ecuacibn se obtienen dos puntos de la curva simétricos

respectn al mfxtmo.



28,

El valor de} mlximo finico, viene dado en cosecuencia por:

b) nG

Tn,i max =

G+ 1

Distribucién de dos o mas particulas

Cuando, en lugar de una sustancia homogénea, se tiene una mez-
cla de dos o mis partfculas cada una de ellas con un coeficiénte de
partici8n (K) distinto, la separaci8n por DCC se traduce, gr&ficamen-
te, en curvas convenientemente separadas. Las posiciones de tales cur
vas en funcibn del nfinero total de tubos, dependen de los valores de
las respectivas razones de particibn, G. Puesto que G es igual al pro-
ducto Adel coeficiente de reparto por la relacién de volfimenes (G =
K x L) podemos concluir que las posiciones de las curvas en los dia~
gramas de DCC dependeran, por un lado, de los coeficientes de reparto,
(K) de cada partfcula, y por otro, de la relacibén de volGmenes (L)
del sistema hiffsico, A tftulo de ejemplo véase en la fig. 3 una se-
rie de curvas tebricas para la DCC de partfculas con distinto coe-
ficiente de particibn K, en las que se ha mantenido una relacibn de
volfimenes, 1, igual a 1,

La separacifn por DCC de dos sustancias con coeficientes de
particifn distintos, se muestran en la fig. 4. En élla se comparan
los resultados experimentales de la separacifn de poblaciones celula-
res (eritrocitos humanos mantenidos mnos 20 dfas a 49C en ClNa 0,15
M, y eritrocitos recién obtenidos de rata), cuyos coeficientes de par-
ticibn aon significativamente diferentes: 0,31 y 1,85 respectivamente,
(RUIZ-LOPEZ y col,, 1979),

En resumen, se observa que la posicifn de las células en el
perfil de la DCC depende, para una misma relacién (L) de volimenes de
fases, de los valores de los coeficientes de reparto, K. Se llega asf
a la importante conclusifn practica de que la separacibn por DCC de
dos o més sustancias serf tanto mas fdcil cuanto mayor sea la diferen-
cia entre sus valores de K. Se denomina factor de separacifn B, para la

DCC de dos sustancias A y B, al cociente KB/K KB es mayor que X _,

A donde A
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1.4.- OBJETO DEL, TRABAJO.

El objeto del presente trabajo, como ya se indicd en la in-

. troduccibn, consiste en aportar una serie de datos experimentales
encaminados a detectar, en la trayectoria que siguen las células eri-
trocitarias hacia au especializacién en la préduccién de 2,3-DPG, en
qué fase de la eritropoyesis se Incrementa la sintesis de este com-
puesto. Esta basado pues en el estudio de dos enzimas estrechamente
relacionadas con el mencionado fosfato organico, la difosfoglicera-
tomutasa, como enzima directamente responsable de su sintesis y la
fosfogliceratoquinasa localizada en la via glicolitica, y que compi-
te con la mutasa por el sustrato comun 1,3-DPG.

En primer lugar estudiaremos dichas enzimas y el metabolito
2,3-DPG en tres poblaciones celulares representativas de la eritro-
poyesis (células eritroideas de médula ésea, reticulocitos de ratas
fenilhidrazinicas y eritrocitos circulantes). Por otro lado y con
el fin de dar un sentido de continuidad a la célula que estd dife-
renciandose, y no distribuirla exclusivamente en tres compartimen-
tos cerrados, utilizaremos la tecnica de DCC en un sistema bifdsico
dextrano polietilénglicol, para separar las células componentes de
dichos compartimentos segn su estado relativo de disociacibn,
maduracién y envejecimiento. Previamente, se juzga necesaria la con-
firmacién de la separacibn de los eritrocitos maduros segin la edad
celular mediante esta técnica, haciendo uso de marcaje isotépico
con 59Fe. Los valores de actividad quinasica y mutasica obtenidos
en dichas células separadas se podrin tomar como parametros biolé-
glcos indicativos del distinto grado de diferenciacién celular, asfi
como del grado de homogeneidad o heterogeneidad de las poblaciones
sometidas a DCC,

Congideramos por éllo que queda abierta la puerta tanto para
el estndio del 2,3-DPG, acerca de su regulacibn, como desde el punto

‘ de vista citolégico, gendtico etc. que nos brinda la separacién de

las células seg(n su distinto grado de diferenciacién.
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2.1.- MATERIAL.
2.1.1.- APARATOS UTILIZADOS,

Las medidas de pH se efectuaron en un pH-metro Metrohm-leri
sau E-512,

Las pesadas de precisién se hicieron en balanza eléctrica
Sartorius. El1 resto en una Stanton D, 50, T.

Las medidas espectrofotométricas se realizaron en un espec-
trofotémetro con registrador Pye Unican SP8-100,

Las determinaciones colorimétricas se efectuaron en un Spec
tronic-70, Baﬁsch G Lomb,

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

Para las incubaciones se utilizb un bafio con agitacion Selec
ta Unitronic-320,

Las centrifugaciones se realizaron en centrifuga refrigera-
da Janetzki K-24 y en centrifuga clinica de mesa Selecta.

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

El microscoplo bptico utilizado fué un Leitz-Wetzlar Ortho-
plan, El1 microscopio electrénico fué un Jeol, JEM-100-B,

2.1.2,- PRODUCTOS UTILIZADOS,

NADH, ATP, 2-P-glicolato, 2-3DPG, 3-PG, gliceraldehido-3-P-
deshidrogenasa, fosfogliceratoquinasa y fosfogliceratomutasa de Boeh
ringer-Mannhein,

Azul brillante de cresil, solucién Giemsa, balsamo de Canadé
(Caedax), Tris, EDTA, wmercaptoetanol de Merck.

Fenilhidrazina de Hopkin y Williams LTD,
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Heparina de laboratorios Leo.
Seroalhimina bovina de Sigma.

Vitamina B12 de laboratorios Andromaco.
Dextrano T-500 de Pharmacia,
Polietilenglicol de Serva,

59Fe. suministrado por Radiochemical Centre, Amersham, England,

El resto de los productos utilizados los suministrd Merck.

2.2.~ MATERIAL BIOLOGICO.

Los animales utilizados para la obtencién de eritrocitos, re
ticulocitos y células eritroideas fueron ratas de raga 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 ani
mal, recogiéndose ésta 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 procede a lavar las células con CINa
0,15 M, eliminandose la capa superior después de cada centrifugacién
con el fin de retirar leucocitos y plaquetas. Las células asi obteni

das se conasidera que son eritrocitos exclusivamente,

2,2.2,-~ OBTENCION DE RETICULOCITOS.

Para la obtencién de reticulocitos se utilizé el método de
BORSOOK y col. (1952) modificado por nosotros y basado en la adminis
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tracién de fenilhidrazina, que produce la hemolisis eritrocitaria y
la consiguiente liberacibén de reticulocitos al torrente circulatorio.
La dosis se fijé en 4 mg. de fenilhidrazina contenidos en 0,5 ml, de
una solucién 1 mM de ClH, 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 cesar éste in-
fluye en el porcentaje de reticuloclios, se hicieron recuentos celu
lares en lqsrcinco dias siguientes al cese del tratamiento, en dos
lotes de ratas inyectadas i,p. con fenilhidrazina durante cinco o
seis dias respectivamente.

En la tabla n? 1 se recogen los resultados correspondientes,

TABLA N2 1.- PORCENTAJE DE RETICULOCITOS PRESENTES EN SANGRE DE RA-
" TAS TRATADAS CON FENILHIDRAZINA DURANTE a) CINCO DIAS
Y b) SEIS DIAS EN LOS CINCO DIAS SIGUIENTES AL CESE
DEL _TRATAMIENTO,

DIAS DESPUES DEL CESE DEL TRATAMIENTO

TRATAMIENTO 10 20 32 49 50
a) CINCO DIAS 36 56 73 37 5
b) SEIS DIAS 40 62 90 42 6

Resultados expresados en % de reticulocitos presentes en

sangre respecto al total de células rojas,

Puede observarae el alto porcentaje de reticulocitos en el
torrente circulatorio al tercer dia del cese del tratamiento (admi
nigtracién i.n, diaria durante seis dfas, de 4 mg., de fenilhidrazi-
na). En los dfas sucesivos se detectd un elevado porcentaje de eri-

trocitos no normales, a la vez que disminuye la cantidad relativa de



reticulocitos,
Una vez obtenidas las células por exanguinacibén del animal,

se procesan segiin el mismo esquema descrito para eritrocitos,

Fotograf{a (12.500 aumentos) de sangre (reticulocitos 90%) de ra-
ta anemizada por administracién de fenilhidrazina.
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2,2,3.~ OBTENCION Y PREPARACION DE CELULAS ERITROIDEAS DE MEDULA
OSEAI

La obtencién de células eritroideas se realizé segfin el
método de MEL y col. (1965). Se utilizaron para ello ratas Wistar
tratadas con fenilhidrazina, segiin el eaquema del apartado anterior,
en donde la riqueza en reticulocitos es superior al 90%. Una vez
exanguinadas j obtenidos los seis huesos largos, se cortan los ex-
tremos del hueso y se introduce una aguja hipodérmica con 68 ml. de
solucion salina isotonica y, mediante una ligera oresién, la médula
sale por el extremo opuesto en blogue o en pequefias porciones, Se
hace pasar varias veces la solucibén salina por el hueso haasta que
queda limpio; para disgregar las células de la médula agitamos con
una pipeta Pasteur, se deja un tiempo de reposo, y decantamos la
sugpensibn haciendola pasar por una media de nylon, Las células,
posteriormente, se centrifugan, (1100 x g, 5 min.) y el precipitado

se resuspende en suspensién salina fisiolégica.
59
2.,2,4.- ADMINISTRACION CON ““Fe.

Se inyectaron i.p. trea ratas Wistar (200 g.) con 10 uCi de
59Fe en forma de citrato férrico (WALTER, 1964), A los tiempos apro-
piados, 3; 26 y 55 dias deapues de la inyeccién se extrajo la sangre,
procediéndose como se indica en 2.2.1, para la obtencién de las

células,
2.2.5.- TINCION PARA MICROSCOPIA OPTICA. CONTAJE DE CELULAS,

La tincién para la identificacién de los reticulocitos y

tipos celulnres presentes en el conjunto "células eritroideas" fué



realizada segin el método de WINTROBE (1948). 5 ml. de sangre o sus
pensién de células eritroideas procedentes de la mezcia de las cua-
tro ratas anemizadas, se colocaron sobre un porta y se mezclaron por
agitacién con esphtula (2 min.) con igual volumen de una solucién
de azul brillante de cresil (10 mg/ml en CINa 0,15 M), Una vez rea-
lizada la extensibén sobre el porta, se dejé secar, y se fijbé con eta
nol (2 min,). Cuando est& seca la preparacién se cubre con solucibn
Giemsa (2 gotas/ml de agua destilada) durante 30 min.; se lava y se
deja secar, inmovilizéndose la preparacién con blsamo de Canadd y
un cubreobjetos,
A Para valorar la riqueza de reticulocitos de la muestra, se
contaron en el microscopio (1250 aumentos) 10 campos, que recogian
1000 células, El nimero de reticulocitos se expresa como porcentaje
del total de células rojas presentes,

En las preparaciones de células eritroideas, se obsefvaron
todos los componentes de la serie eritropoyética anteriores al reti
culocito, esencialmente: proeritroblastos y eritroblastos baséfiloes,

policromatofilos y ortocromdticos,

2,2,6,- PREPARACION PARA MICROSCOPIA ELECTRONICA.

Las preparaciones para microscopia electrénica se realiza-
ron en colaboracién con el Departamento de Microscopia Electrénica
de la Facultad de Veterinaria de la Universidad Complutense de Ma-
drid. Se procedid de la siguiente maner‘: después de obtener los re
ticulocitos (2.2.2.) se tomaron 2 ml. de sangre total sobre 2 ml. de
glutaraldheido al 2% en tampén fosfato pH = 7,4 se fija durante dos
horas en reposo, se centrifuga y se desecha el sobrenadante, Pos-
teriormente se lava dos veces con sacarosa (0,25 M) en tampén fom-
fato y se fija con tetréxido de osmio., Para la deshidratacibén se
utilizé etanol desde 30%-99,5%, manteniendose 10 min. dos veces su-
cesivas y con dxido de propileno-epon araldita en la nroporcién 1-1

durante ocho horas. Finalmente se incluye un trozo ( = 1 mm.) en la




cfipsula, con la resina epbn araldita, se mantiene en la estufa un
0 (]

dia a 40 C y luego a 75 C hasta que tenga consistencia; por Gltimo

se corta, y se tifie con acetato de uranilo al 2% y citrato de Pb al

1% -

2,2,7,~ CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS Y ULTRAESTRUCTURALES DE RETICU
LOCITOS,

Respecto a las caracteristicas morfolégicas y ultraestructu
rales de los reticulocitos obtenidos observadas al microscopio épti
co y al electrénico podemos decir que:

a) al éptico hemos detectado en los frotis realizados alrededor de
un 90% de reticulocitos, siendo la mayorfa de ellos esféricos (es-
ferocitos), destacéndose un fino reticulo disperso por todo el reti
culocito a modo de malla tridimensional. Por otra parte, algunos de
los reticulocitos y glébulos rojos maduros presentan gruesos grumos
basbéfilos que pudieran tratarse de cuerpos de Jolly.

b) al microscopio electrénico, los reticulocitos presentan unos bor
des a veces regulares y otras de morfologia dentada. En su interior
hemos de destacar la presencia de abundantes ribosomas dispersos nor
todo el volumen citonlasmbético. Se observa la existencia de algunas
cisternas de reticulo endoplésmico, las cuales suelen presentar en
su interior vacuolisaciones, asimismo se han evidenciado eastructuras
del complejo de Golgl; las mitocondrias son escasas, con pocas cres
tas y de baja densidad electrénica. Finalmente, y al igual que al
microscopio éptico hemos encontrado que algunos reticulocitos mues-
tran en su porcisn central una zona vacuolirzada e irregular exis-
tiendo en su interior unas masas amorfas de densidad electrénica me
dia, que se identifican con restos de cromatina e invaginaciones
citoplasmbticas, por lo que puede deducirse que se trata de un cuer
po de Jolly. Estas estructuras han sido evidenciadas en un porcenta
je del 10%-15% de los reticulocitos preaentes.

Podemos considerar que esta poblacién reticulocitaria, obte



. MICROGRAFIA ELECTRONICA (19.555 AUMENTOS) DE RETICULOCITO PRESENTE
EN SANGRE DE RATA ANEMIZADA POR ADMINISTRACION DE FENILHIDRAZINA.

MICROGRAFIA ELECTRONICA (31.111 AUMENTOS) DE RETICULOCITO ATIPICO
PRESENTE EN 10X EN LA SANGRE DE RATA ANEMIZADA POR ADMINISTRA-
CION DE FENILHIDRAZINA.



nida por nosotros por tratamiento con fenilhidrazina, es vélida a
efectos del presente estudio. Tales poblaciones estan siendo utili-
zadas (RAPOPORT, 1974; WALTER, 1975) con andlogos fines,

41.



42,

2.3.~ METODOS, i
2,3.1,~ PREPARACION DE HEMOLIZADOS CELULARES.

Para la determinaciébn de las actividades enzimiticas en las
diferentes poblaciones eritrocitarias, se hemolizan las células, pre
viamente lavadas, por adicidén de igual volumen de agua destilada, y
posterior congelacion (-2OQC) y descongelacion dos veces sucesivas.
Para la determinacién de la actividad fosfogliceratoquinasica se cen
trifugaron dichos hemolizades (15000 x g, 30 min.) para separar las

membranas, Todos estos procesos se realizaron a 490.
2.3.2,~ DETERMINACION DE 2,3-DIFOSFOGLICERATO,

Lag alfcuotas (0,5 ml,), obtenidas a los tiempos indicados
en los apartados correspondientes de los resultados, se afiadieron
sobre 2 ml, de ClO4H 2 N, Previamente enfriado. Una vez centrifuga-
dos los tubos (2000 x g, 15 min.) con objeto de eliminar el precipi
tado, los extractos percléricos libres de proteina fueron neutrali-
gados por adicién de XOH (10 N, 1 N y 0,1 N) hasta alcanzar un pH =
7. El precipitado de ClD4K formado fue separado por centrifugacién
(2000 x g, 10 min.). La dilucién sufrida por cada extracto fue teni
da en cuenta a efectos de chlculo.

En dichos extractos percléricos neutralizados, se determind
la concentracion de 2,3-DPG enzimhticamente, utilizando nara ello el
método de ERICSON y De VERDIER (1972), La mezcla de reaccibén contiene
en un volumen final de 2 ml,: Tris-ClH 50 mM, pH = 7,85 EDTA 5 wM;
Cleg 50 mM; mercaptoetanol 25 mM; ATP 8 mM; NADH 1,5 wmM; GAPDH 2
UI/ml; PGK 11 UI/ml; PGM 6 UI/ml; 2-P-glicolato 5 mM y 0,2 ml. de

extracto. Una vez alcanzado el equilibrio, la reaccién comienga por
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adicién del 2-P-glicolato, activador eanecifico 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,~ Difosfogliceratomutasa.

El método de determinacién de la actividad difosfoglicerato
mutésica estd basado en la medida a diferentes tiempos de incubacién
del 2,3-DPG formado, en el sistema de reacciones siguientes (JOYCE
Yy GRISOLIA, 1959):

PGK DPGM

-PG - 1,3-DPG —» 2,3-DPG
3G o b 2
ATP ADP

3-PG 3-PG

La mezcla de reaccibén contenfa en un volumen final de 5 ml.:
Tris-C1H 150 mM, pH = 7,2; Cleg S mM; ATP 10 mM; 3-PG 6,6 mM, PGK
18 UI/ml. La reaccién comienza con la adicién de 0,25 ml. de hemoli
zado, La mezcla total se lnchbé a 37°C en un bafto con agitacién (80
r.p.m.). A los tiempos apropiados descritos en los resultados, se
tomaron alfcuotas de 0,5 ml. que se desproteinizaron y neutralizaron,
midiéndose el 2,3-DPG presente (2.3.2.).

2.3.3.2.- Fosfogliceratoquinasa.

El principio 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



NADH en presencia de G3PDH (YOSHIDAf 1975). El esquema de reaccién

es el siguiente:

G3p
NAD
G3PDH
NADH
1,3 DPG

ADP
PGK
ATP
3PG

La mezcla de reaccibén contiene en un volumen final de 2 ml,:
3PG 10 mM; ATP 5 mM; NADH 0,2 mM; 012Mg 8 mM; Tris-ClH 80 mM, pH =
7,5; G3PDH 2 Ul/ml. La reaccién se inicia previa estabilizacién de
la mezcla de reaceidn, 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 hemoglobina se determind en suspensiones o hemolizados
tanto de eritrocitos, reticulocitos o células eritroideas,
La determinacién de Hb se realiza segin el método de VAN
- KAMPEN y ZIJLSTRA (1961), basado en la oxidacién de la hemoglobina
por ferricianuro potésico, de tal manera que la metahemoglobina
resultante reacciona con cianuro notésico para formar metahemoglobi
na que nregenta un miximo de absorcién de 540 nm,
La mezcla de reaccién contiene un volumen final de 5 ml, te
niendo: tampon de fosfato 2,5 mM, pH = 7,2; CINa 1,5 mM; CNK 1 mM;
(Fe (CN)6 Ks) 0,6 mM; detergente 0,5%, Las alicuotas utilizadas va-



riaron segin los distintos experimentos desde 0,05 ml, a 0,5 ml..
Se lee a 540 nm frente a la mezcla de reaccién sin problema.

Los valores se expresan en umoles de Hb/ml. de muestra,

2,3.,5.,~ DETERMINACION DE PROTEINAS Y ADAPTACION DEL METODO EN MUES-
TRAS QUE CONTIENEN DEXTRANO Y POLIETILENGLICOL.

La valoracién de proteina se realizd segin el método de
LOWRY y col., (1951);el procedimiento seguido es el miguiente:

- reactivo de Folin-Ciocalteau diluidoe 1/2,

- Bolucidén alcalina de cobre: 98 ml, de 003Na2 al 2% en NaOH 0,1 N »
1 ml. de Sodcu 5 H20 al 0,5% s+ 1 ml, de tartrato sodico-potasico
al 1%.

A la muestra convenientemente diluida se le afiadieron S ml,
de la solucién alcalina de cobre, Después de mezclar y reposar 10
min, se afiaden 0,5 ml, del reactivo de Folin-Ciocalteau., Se agita,
se deja reposar 30 min. y se mide la absorcién a 660 nm utilizando
como referencia la mezcla de reaccién sin muestra,

La concentracién de proteinas se deduce a partir de una cur
va patrén realizada con concentraciones de seroalbiimina bovina co-
nocida.

Para la determinacién protefca, en muestras que contenfan
dextrano y polietilenglicol fué necesario eliminar dichos polimeros
ya que el dextrano forma complejo con el Cu", produciéndose un pre
cipitado que enmascara la determinacién cuantitativa de proteinas,
Por tanto, previamente a la determinacién de nrotefnas, nor el méto
do de IOWRY, se realizd el siguiente esquema de eliminacién de los
polimeros.

A 0,2 ml, de muestra que contenia polfimeros, se afiadieron
0,2 ml. de TCA frio al 10% y 1 ml, de TCA frio al 5%, La mezcla se
de}é en frio durante 30 min.; después, el precipitado de proteinas
se centrifuga 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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5% y se centrifuga como al principio en ambos lavados. El nrecipi-
tado se redisuelve con 0,2 ml., de NaOH 0,5 N a temveratura ambiente
durante dos horas (ALBERTSSON, 1971).
A continuacibn me realipa el esquema de determinacidn de
proteinas mencionado anteriormente. Los valores obtenidos se dedu~ .
cen a partir de una curva patrén, sometida al mismo tratamiento que
las muestras que poseen dextrano y polietilenglicol y se expresan los
resultados en mg. de proteina/ml. de tubo,

2,3.6.~ DESCRIPCION Y FUNCIONAMIENTO DEL APARATO DE DISTRIBUCION EN
CONTRACORRIENTE EN CAPA FINA,

Est4d formado por dos platos construidos en plexiglas con
forma de corona circular; 41 acoplarse estos entre sf, de forma her
mética se tiene el rotor propiamente dicho. Sus dimensiones sont
didmetro externo 29 cm.j didmentro interno 15 cm.; espesor 4,5 cm.,
En ambos platos hay 60 semicavidades, a intervalos de 6 grados. 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 mediante un orificio situado en la cara externa del plato
de arriba, que se emplea para la incorporacién de la muestra y del
giatema biffsico. Completa el rotor un aro del mismo material que
al adaptarse a la superficie superior del mismo tapona los ori-
ficios de las cavidades, Los mecanismos de agitacidén se encuentran

alojados en un bastidor, al que se adapta el rotor,
PROCEDIMIENTO,

Una vez colocado el rotor sobre el mecanismo de agitacion,
se afiade a 59 cavidades (de la 1 a la 59) el volumen de fase infe-

rior y superior fijada previamente, En la cavidad O se afiade la
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muestra y las fases, en proporciones tales que se mantenga la rela-
cién de voliimenes 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
distribucién vropiamente dicho, con la agitacién del rotor (20 seg.),
para mezclar el contenido de sus cavidades, y posterior repose (5
min,) para facilitar la primera particién.

Si la cantidad total de sustancia afiadida inicialmente en
la cavidad O es 100, la cantidad de sustancia particionada serh igual
en ambas fases (50% en cada una), suponiendo un valor de K = 1. Es
ahora cuando tiene lugar la primera transferencia mediante un giro
de 6 grados del plato superior en el sentido de las agujas del
reloj. Al producirse este primer deslizamiento del plato superior
(mdvil) reapecto al inferior (fijo) entra en contacto la fame supe-
rior limpia de la cavidad 59 con la fase inferior que contiene sus-
tancia de la cavidad O, a la vez que la fase superior (conteniendo
sustancia) de la cavidad O lo hace con la fase inferior limpia de la
cavidad 1; después de agitar (20 seg.) y reposar (5 min.) la cantidad
de sustancia distribuida en ambas fases de las cavidades O y 1 sera
igual a 25, Al producirse la segunda transferencia, las fases sunerio
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 contacto, res-
pectivamente, con les fases inferiores de las cavidades 0, 1 y 2
(conteniendo 25 de sustancia las dos primeras y sin sustancia la Gl
tima), Después de agitacibén y reposo la sustancia queda asf: 12,5 en
ambas fases en las cavidades 0 y 2, y 25 en ambas fases, en la cavi
dad 1. Y asi sucesivamente hasta la realizacidén de la GGltima trana-
ferencia (1 a 60 en nueatro caso). Una vez finalizado el proceso se
acopla al rotor un colector de fracciones, eapecialmente diseiiado,
de tal manera que loa orificios de llenado-vaciado de las cavidades
del rotor coincidan con los tubos del colector. La inversién del con
junto formado por el rotor mas el colector acopladoa permite reco-
ger el contenido de las 60 cavidades en los 60 tubos del colector,

Los resultados se expresan representando en ordenadas la can



tidad de sustancia en cada cavidad y en abscisas el nfimero de la ca
vidad,

2.3.7.- PREPARACION DE LAS SOLUCIONES DE POLIMEROS DEXTRANO Y POLI-
ETILENGLICOL, '

El dextrano T-500 utilizado es de Pharmacia, y contiene ge-
neralmente un 5-10% de humedad, por ello, una vez preparadas las 80
luciones madre a partir de este producto, debe contrastarse su con-
centracién por polarimetria, las soluciones de dextrano preparadas
son del 20% en peso.

Se pesan dextrano y agua destilada, en las proporciones con
venientes para alcanzar una concentracién del 20% 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 completa estabilizacién. En una alicuota se determina por po
larimetria la concentracién, que suele ser superior al 20%, se de-
terminan los gramos necesarios de agua para que la concentracibn sea
del 20% y una vez afladidos éstos se comprueba de nuevo la concentra
cion del nolimero por polarimetria,

El nolietilenglicol utilizado en este trabajo es PEG 6000.
Este polimero no requiere condiciones esneciales nara su prenaracion,
ya que no es higroscépico. Se nreparan soluciones madre del 40% en

Q
peso, dichas soluciones se mantienen largos periodos de tiempo a 4 C.
2,.3.8.~ PREPARACION DE LOS SISTEMAS BIFASICOS,

2,3,8.1.- Para experimentos de particidn: influencia de la concentra

cion de polimeros y sales.

La preparacién de un sistema de fases para su poaterior uti
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lizacién en los experimentos de particién se realiza en tubos indi-
viduales graduados de 10 ml. de capacidad., Para conseguir las dis-
tintas concentraciones de wolimeros y sales, se pesan las soluciones
madre de ambos polimeros, y, una vex diluidas convenientemente con
las distintas sales, se obtendrén las concentraciones deseadas.

Para los distintos exmerimentos se siguieron los protoco-
los 1, 2 y 3 que ge muestran en las péginas siguientes.

Una vez pesados los polimeros, sales y agua se centrifugan
los tubos (1100 x g, 10000) con el fin de facilitar la separacién de
las fases; a continuacidén se procede a medir los vol(menes de ambas
fases, retirando cuidadosamente la parte corrdspondiente a aquellas
fases que representen mayor volumen; es entonces cuando se afiade al
sistema 0,05 ml, de la suspensién de células., Después de inyertir
unas 40-60 veces los tubos, con el fin de mezclar las particulas
biolégicas con los polimeros y sales, se dejan sedimentar durante
30 min..

Por Gltimo, se toma una alfcuota de la fase superior (0,5
ml.) y se determina la concentracién de hemoglobina para analizar
en ella los resultados de la particién. Analigzadas las concentra-
ciones de hemoglobina en las distintas fases superiores, los resul-
tados se exnresan en tanto por ciento de particulas presentes en la
fase superior, respecto del total de particulas afiadidas (concentng
cién de hemoglobina determinada en el tubo B).

Para la determinacién de la influencia de la concentracién
de polimeros en eritrocitos a 490 se realizd la particién en céAmara
fria.

2.3.8.2.- PHra la calibracién del aparato de DCC.

Se pesa la cantidad tedoricamente necesaria de soluciones ma
dre de ambos polimeros, y después de diluir con tampén fosfato Na y
agua hasta conseguir la concentracién exverimental deseada (5% de
dextrano; 4% de polietilenglicol y 0,01 N de tamwén fosfato Na), se
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agita el sistema por inversién suave y repetida en embudo de decan-
tacién y se deja reposar (12-14 h,) a la temperatura que se realice
ol experimento de DCC, para facilitar la separacioén de las fases.
Finalmente se recogen senarida-ento las fases, desprecfando 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 relacion de vol(imenes igual a 1. En la cavidad 0; se pusieron
0,69 ml, de fase inferior mas 0,1 ml, de una solucién de vitamine B
(500 g), y, posteriormente, 0,79 ml, de fase superior. Una vexs rea-
lizados los 60 giros, los resultados se expresan en D.0. a 523 nm.

Con el fin de determinar el coeficiente de particién K se
determina la D.,0. a 525 nm,, en todas las cavidades, y en los tubos
25-35 se toman alicuotas de cada fase (superior e inferior) (0,03 ml.
sobre 1,5 ml, de agua),

2,3.8.3.- Para la separacién de células por distribucién en_ contra-

corriente.

Se pesan en embudo de decantacién las cantidades necesarias
de polimeros y saies para obtener un sistema hifésico de las siguien
tes concentraciones: 3 dextrane; 4% polietilenglicol; 0,03 CiNa y
0,09 TFNa. Dichas concentraciones fueron estudiadas en los experimen
tos de particién, y en estas condiciones la particiin es del 350% -
en ambas fases,

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

Se llenan las cavidades inferiores con 0,7 ml. de fase infe
rior y las cavidades superiores con 0,9 ml, de fase superior. La
muestra, dependiendo de los distintos experimentos de distribucién,
se coloca en la cavidad 0 o en las cavidades O, 1 y 2. Para la colo

cacién de la muestra se realizé un "minisistema" con fase inferior



y muestra de tal manera que la relaci6én es: 0,6 ml. de fase infe-
rior y 0,1 ml. de muestra, Las células segfin los distintos experi-
mentos se utilizan sin diluir o diluidas aproximadamente 1/2 con
CiNa 0,15 M,

Una vez realizados los 60 giros, se recogen las 60 muestras
sobre 1 ml. de agua o CiNa 0,15 M, determinandose el perfil de la
distribucién por medida de la concentracién de Iilb o lectura a 540

2,3.9.- MEDIDA DE LA RADIACTIVIDAD,

La radiactividad de las muestras marcadas con nge, emisor
¥ + se han medido en un detector de centello 84lico, el cual va
dotado de una escala J.,E.N. Mod, E-17 con discriminadores de ener-
gia. El detector, constituido por un cristal de Ioduro Sodico ac-
tivado con Talio, presenta geometria de pozo 3717 . La eficacia,
determinada con patrones de 13705, es del 21%, Las muestras ae mi-~
dieron en un volumen final de 2,8 ml.,, y las medidas 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.- Chlculo de la significancia estadistica por la distribu

cién de Student.

Con ohjeto de verificar la significacién de las diferencias

obtenidas en la variacién de las actividades enzimiticas en las dis

56.

tintas poblaciones estudiadas, se utilizd el test de la t de Student.

La distribucién de Student es una correccién de la distribucién nor
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mal de frecuencia, para pequefias muestras (SPIEGEL, 1970). Con el
cllculo de 1a 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 smignificativa,

Se calcularon los limites de confianza a partir de los cua-
les la diferencia ea: Altamente significativa (% xx , p<0,001), muy
significativa (x %, pg0,01), significativa (x , pg<0,05) o casi sig
nificativa ( 0 , pg0,1).

2,3.10.2.~ Ajuste de rectas por minimos cuadrados.

El método de 163 minimos cuadrados se utiliza para calcular
curvas de ajuste cuando se dispone de una disnersién de puntos
(SPIEGEL, 1970). En nuestro caso, representaciones de Lineweauer-
Burk para chlculo de enzimas de velocidades miximas y constantes

de Michaelis, ag{ como 1la linearidad en la formacién de 2,3-DPG,



3.~ RESULTADOS Y DISCUSION.
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3.1.- ACTIVIDADES DIFOSFOGLICERATOMUTASICA 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 enzimiticas, implicadas en el ciclo del 2,3-DPG, en las po-
blaciones celulares (precursores eritroideos, reticulocitos y eritro-
citos). Los valores de actividad de dichas enzimas nos servirén como
parémetros indicativos del proceso de diferenciacién sufrido por la
célula roja. Como etapa previa, y dado que el método de ensayo emnlea-
do para la difosfoglicératomutasa es una modificacién y adantacidn
a 1a célula roja del método de JOYCE y GRISOLIA (1959) para miasculo,
se procede a un estudio critico de las condiciones mas idéneas y
validez del mismo. Los resultados referentes a la falta de linearidad
_de formacidén respecto al tiempo del producto de la reaccién (2,3-
DPG), nos llevan a hacer una discusién de los métodos disponibles en
la literatura para la determinacién de dicha actividad,

En el caso de la difosfogliceratoquinasa la determinacién de
las actividades enzimAticas en las tres poblaciones eritrocitarias
se ve complementado con unos ensayos encaminados a confirmar y/o es
tablecer las constantes cinéticas fundamentales (Km y Vmax) de di-
cha enzima frente al 3-PG utilizado, en el método de determinacién,

como sustrato de la reaceibn.

3.1.1,~ DISCUSION DEL METODO DE ENSAYO EMPLEADO PARA LA DIFOSFOGLI-
CERATOMUTASA.

El método de ensayo para la determinacidén de la actividad
difosfogliceratomitisica se basa en la transformacién del 3-PG en
1,3-DPG y éste en 2,3-DPG, mediante el acoplamiento de la fosfogli-

ceratoquinasa y la difosfogliceratomutasa con medida posterior del
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incremento producido de 2,3-DPG. (JOYCE y GRISOLIA, 1958) este méto
do fué aplicado por primera vez en nuestro laboratorio a eritrocitos
humanos (RONCALES, 1978). En aquel trabajo se intentaba calcular li
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 valoracidn del 3-PG se hizo uso de un procedimiento colorimétrico
no enzimitico de gran senciller y economia (método del acido cromo-
tropico de BARTLETT, 1959), Posteriormente (RONCALES, 1978) se cal-
culd la actividad difosfogliceratomutésica determinando simultanea-
mente tanto el sustrato (3-PG) como el producto (2,3-DPG) por méto-
doa enzimhAticos més complejos pero al mismo tiempo mis sensibles que
el del &cido cromotrdpico. Estos (ltimos resultados mostraton que no
existe corresnondencia entre los valores de actividad calculados nor
el descenso de 3-PG y nor la produccién de 2,3-DPG: la disminucién
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 incubacion, sino
que una parte significativa del mismo se degrada 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) quedd descartada la posibilidad de utilizar el método del &cido
cromotrépico para la medida del 2,3-DPG producido, ya que la presen
cia de altas concentraciones de 3-PG, afiadidas como sustrato de la
reaccién quindsica, no permiten valorar el 2,3-DPG adecuadamente.

c) que la formacién de 2,3-DPG observada durante la incubacién de
eritrocitos humanos no es lineal a partir de los primeros 5 min. y
en consecuencia, las actividades enziméticas calculadas a partir

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 umoles 2,3-DPG formado/min/
amol Hb respectivamente) (RONCALES, 1978). Sin embargo es importan-
te destacar aqui que los valores de actividad encontrados a los 10
y 13 min. de incubacién (0,32 y 0,26, respectivamente) coinciden

con los encontrados por otros autores para eritrocitos humanos
(0,24-0,33) emplearido técnicas (TORRANCE, 1974; ROSE, 1975; SASAKI
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y col., 1975) hasadas todas &llas en la de RAPOPORT y LUEBERING (1952),
que son de uso general y rutinario en la determinacion de la activi
dad difosfogliceratomutésica, Estos datos a los 10 y 15 min. nos ser
virén como punto de partida para la discusidén de los resultados pre

sentados a continuacién.

3.1.1.1.~ Formacién de producto (2,3-DPG) respecto al tiempo, y efec

to_del 2,3-DPG presente sobre la actividad enzimitica en

eritrocitos y reticulocitos.

Dada la falta de linearidad de formacidén de 2,3-DPG en la de
terminacibén enzim&tica de la difosfogliceratomutasa (a partir de los
5 primeros minutos de incubacién) y puesto que en esta Tesis es im-
portante evaluar dicha actividad a lb largo del proceso de diferencia
cién del eritrocito, se decidid confirmar dicha falta de linearidad,
de modo sistemitico, en las tres voblaciones celulares., Puesto que
las células eritroideas, como veremos posteriormente, carecen de ac
tividad mutésica, solo se presentan en este apartado los datos refe
rentes a eritrocitos y reticulocitos,

En el caso de los eritrocitos se realizé en primer lugar, un
estudio del efecto de la concentracién protefica sobre la curva de apa
ricién de 2,3-DPG respecto al tiempo. Para ello se utilizaron cinco
hemolizados con concentraciones diferentes de hemoglobina (0,06; 0,12;
0,18; 0,37 y 0,6 mM), Los hemolizados obtenidos, como se indica en
2.3.1., se incubaron en la mezcla de reaccién (2.3.3.1.), obteniendo
se alfcuotas a los 0,5; 2,5; 4 y 15 min. de incubacidén. Una vez des
proteinizadas y neutralizadas se determindé él 2,3-DPG (2.3.2.). Los
resultados obtenidos, a cualquiera de las distintas concentraciones
proteicas, muestran que la formacion de 2,3-DPG es lineal en los nri
meros 4 min. y que nor el contrario deja de serlo a partir de este
momento. Los valores de actividad calculados entre los 0,5 y 4 min,
de incubacién (1,88; 2,2; 2,0; 2,0 y 1,6 amoles 2,3-DPG/min/umol Hb)

son practicamente idénticos. (tabla n2 2)
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TABLA N2 2.- EFECTO DE LA CONCENTRACION PROTEICA SOBRE LA FORMACION

DE 2,3-DPG.

Concentracioén protefca Actividad enzimética en los
(mM Ub) nrimeros 4 min.
0,06 1.88n =3
0,12 2.20“ =3
0,18 2.00n =3
0,37 2,00n =3
0,60 1,60n -3

i

Valores de actividad expresados en mmoles de 2,3~DPG/min/umol
Hb,

n, n? de experimentos.

Se conéluye asi que la formacién de 2,3-DPG en los nrimeros 4 min.
y, en definitiva, la actividad enzimética, es independiente de las
distintas concentraciones hemoglobinicas utilizadas,

Para el estudio de la formacién de 2,3-DPG respecto al tiem
po, que se hace a continuacién, los hemolizados correspondientes

(concentracién de hemoglobina 0,12 ¢ 0,013 para eritrocitos y
n=28

0,12 p4 0,011 para reticulocitos), se incubaron en la mezcla de reaccién
n=8

(2.3.3.1.), de la que se obtuvieron alfcuotas a los 0;5; 1.5; 2,5
4; 10 y 15 min.,. Los resultados, expresados en umoles de 2,3-DPG
formados/min/umol Ilb se representan en la fig. 5 para eritrocitos,
y fig. 6 para reticulocitos. En ambos casos se observa que la forma
cion de 2,3-DPG solo es lineal en los primeros 4 min. de incubacién.

Ademis, para demostrar que la pérdida de linearidad a partir



63.

de los 4 min. se dehe al acGmulo de 2,3-DPG, tanto en eritrocitos
como en reticulocitos se realizé un segundo experimento en el que

la cantidad de 2,3-DPG presente en la mezcla de reaccidon, antes de
comenzar la incubacibn, era igual a la alcanzada en el experimento
anterior a los 4 min, de incubacién (concretamente en el caso de
eritrocitos 10 umoles de 2,3-DPG/umol Hb, ver fig. 5, y en el de
reticulocitos, 6 umoles de 2,3-DPG/umol Hb, fig. 6). Desnués de to-
mar alicﬁotas a los 0,5; 1,5; 2,5; 4; 10 y 15 min. Be calcula la
actividad enzimhtica y se exnresan los resultados en las mismas fi-
guras 5 y 6, La ausencia de linearidad desde el comienzo de esta
incubacién nos lleva a confirmar nuestros propios datos y a concluir,
de acuerdo con ROSE (1970), que es el 2,3-DPG, producto de la reac-
cién, el que inhibe la actividad difosfogliceratomutésica.

Esta falta de linearidad es un dato a tener en cuenta en es-
te y cualquier otro estudio de la actividad difosfogliceratomutésica.
Como ya se dijo en la introduccibn a este apartado (3.1.1,) los va-
lores de actividad difosfogliceratomutédsica para eritrocitos humanos
encontrados a los 10 y 15 min., de incubacién (0,32 y 0,26 umoles
2,3-DPG/min/umol Hb) coinciden con los encontrados por otros auto-
res (0,24-0,33) empleando diferentes método8 enzimiticos, basados
igualmente en la produccidén de 2,3-DPG {TORRANCE, 1974; ROSE, 1975;
SASAKTI y col., 1975). Sin embargo es sorprendente que en dichos
trabajos se utilicen tiempos de incubacién superiores a los 5 min.
(varinbles generalmente entre 10 y 20 min.) sin que previamente haya
sido demostrado en cada caso la linearidad o no linearidad de forma-
cién del 2,3-DPG; mas aGn, cuando el finico eatudio 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 sirvid de base a los mencionados
autores para la aplicacidn de los distintos métodos enzimlticos utili-
zados por &llos. La circustancia de que los datos de estos autores (0,24-
0,33) coinciden con los encontrados en nuestro laboratorio para
10-15 min, de incubacién en los que ya no es lineal la formacién del
foafato, nos lleva a dudar de aquellos u otros resultados que hayan
gido obtenidos con métodos en donde no se haya comprobado previamen-

te la linearidad de formacidén de 2,3-DPG. Ello, apoya, al wmismo tiem-
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po,la validez del procedimiento aqui descrito, y lleva a la conclu-
8i6n de que los valores de actividad que pueden calcularse a partir
de la fase lineal de formacién del 2,3-DPG (fig. 5 y 6) son los Gni
cos realmente vdlidos, Este serh, por . tanto, el criterio de medida

de la actividad mutésica adoptada en esta Tesis.

3.1.1.2.~ Variaciones de la actividad difosfogliceratomutésica en

eritrocitos, reticulocitos y células eritroideas.

Una vez confirmada la existencia de la fase inicial lineal
(hasta los 4 min.), tanto en eritrocitos como en reticulocitos de
rata, se procedib a la determinaciébn de la actividad dltosfoglicegg
tomutésica, de modo estadistico, en estas células amsi como en pre-
cursores eritroideos. Los hemolizados, sorrespondientes, obtenidos
como se describe en 2,3.1., se incubaron en la megcla de reaccién
(2.3.3.1.). Se tomaron alicuotas a los 0,8 y 4 min, de incubacién
Y, previa desproteinizacién y neutralizacién, la actividad ensimiti
ca se calculé nor el incremento de 2,3-DPG (2.3.2.). Los resultados
de actividad enzimAtica especifica (tabla n? 3) se expresan tanto
en funcion de la concentracién de hemoglobina como en funcién de la
protefina total., Ello permite comparar valores de actividad enzin‘ﬁi
ca especifica en células en las que la proporcién Hb/protefna pueda
ser diferente.

Como puede observarse (tabla n? 3), no se detecta actividad
difosfogliceratomutésica en células eritroideas. La actividad enzi-
mitica especifica de reticulocitos supone, aproximadamente, un 60%
de la encontrada en eritrocitos,

Es importante destacar este aumento de la actividad enzimfti
ca especifica desde células eritroideas a eritrocitos por su posible
gignificado. Puede ser una consecuencia del proceso de diferenciacién
eritrocitaria; ya que parece légico que la eapecializacibén de estas
células en la vroduccién de 2,3-DPG, venga acompafiada vpor un incre-

mento de la actividad engimfitica encargada de sintetizarlo. Las cé-
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TABLA NO 3.~ VALORES DE ACTIVIDAD ENZIMATICA EN ERITROCITOS, RETI-
CULOCITOS Y CELULAS ERITROIDEAS.

Actividad enzim&tica especifica

mmodes 2,3-DPG/min/ amoles 2,3-DPG/min/mg
amol Itb proteina.
*
Eritrocitos 2,25 ¥ 0,05 %% * 0,03 *o0,004™ ™
n=28 n=2=8
Reticulocitos 1,29 ¥ 0,02 0,015 ¥ 0,025
n=28 n=28
Células
Eritroideas no se detecta no se detecta

Los datos expresan:x : D.S.; n, n? de experimentos;

xx¥ pg0,001,

lulas precursoras carecen de la enzima y, nosiblemente ésta se sin
tetiza en alguna de las etapas intermedias de la eritropoyesis. Es
te punto es el que nos llevd, entre otros datos, a pensar en la ne
cesidad de medir easta actividad en el mayor nimero nposible de tipos
celulares intermedios entre la célula progenitora y el eritrocito
maduro, y en la necesidad, por tanto, de contar con un método eficaz
de separacion de tales tipos celulares. El hecho de la ausencia de
~actividad en la poblacién que llamamos “células eritroideas" (que
incluye un conjuntoe indefinido todavia de precursores), hace pensar
en que la sintesis de la enzima pudiera producirse en las Gltimas
etapas de la diferenciacién y/o comienzo de la maduracién (1.1.). Si
esto es nsf, parece ser interesante medir la actividad en células
eritrocitarias y sobre todo, reticulocitarias, sometidas al procedi

miento de separacidn por DCC,
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3.1.1.3.~ Niveles de 2,3-DPG en eritrocitos, reticulocitos y células
eritroideas.

La medida de la actividad mutésica debe venir acompafiada e-
videntemente, de la determinacién de los niveles intracelulares de
2,3-DPG en las tres poblaciones celulares, Para ello, previa obten-
cién de las células (2.3.1.), se aplica el método descrito en 2.3.2.,
Después de determinar hemoglobina en alfcuotas de las mismas mues-
tras (2.3.4.) se exnresan los resultados (x 4 D.S.; n, n? de experi
mentos) en mmoles de 2,3-DPG nresentes/umol Hb.

Eritrocitos 1,15 ¢ 0,15
- n= 12
Reticulocitos 1,06 ¥ 0,15
n=10
g:}::::deas no se detecta.

Estos datos estén de acuerdo con los del apartado anterior
sobre aumento de la actividad mutésica con la diferenciacién y/o
maduracidn. Ambos parecen ser una consecuencia ldégica del proceso
de especializacién del eritrocito maduro en la formacién del 2,3-DPG,

Al miame tiempo hemos de resaltar que los valores de concentracibn

de hemoglobina obtenidos para eritrocitos (4,93 ¥ 0,40) son nractica
n=2=8
mente iguales a los de reticulocitos (4,40 ¥ 0,03); y que ambos difie
n=2=8

ren notahlemente con los calculados para células eritroideas (1,07
n = 3). Parece légico pensar que, puesto que las células observadas
en las preparaciones celulares al microscopio &ptico (2.2.5.) son:
proeritroblasto y eritroblasto baséfilo, policromatéfilo y ortocromb
tico, y, dado que a partir del eritroblasto ortocroﬁﬁtico es cuando
la sintesis de hemoglobina aumenta rapidamente hasta el reticulocito

DENTON y col. (1975), los valores de hemoglobina obtenidos por noso
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tros para células e;ltroidoas sean considerablemente inferiorea a
los de eritrocitos y reticulocitos, y que estos dos tinos de células

posean esencialmente la misma concentracion de dicha vroteina.

3.1.2.- ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD FOSFOGLICERATOQUINASICA EN ERITROCI
TOS, RETICULOCITOS Y CELULAS ERITROIDEAS.

Nuestro interes en el estudio de esta enzima radica en el
hecho de ser la tnica implicada al mismo tiempo en la glicolisis
y en el ciclo del 2,3-DPG. Hoy en dia se encuentra bien establecido
que el mantenimiento de un nivel constante de 2,3-DPG es debido
prioritariamente al balance entre las actividades difosfoglicerato-
mutdsica y fosfogliceratoquinfsica (RAPOPORT, 1968-1970), segln
ge describid en 1.2.3.., Por otro lado, en nuestro laboratorio se
viene realizando un estudio paralelo de otras quinasas de la gli-
colisis IIK: (RONCALES y LUQUE, 1977; RONCALES, 1978) PFK: (PINILLA y
LUQUE, 1977; LUQUE y col, 1977) y PK: (PINILLA y LUQUE sin publicar).
Parecia adecuado por taﬁto, establecer en esta Tesis, de forma
comparativa, las constantes cinéticas fundamentales (Km y Vmax) de
la fosfogliceratoquinasa, que hasta ahora no han sido estudiadas
en relacidén con los procesos de diferenciacién y maduracidén del eri
trocito. Por otro lado, dado el papel inhibidor del 2,3-DPG, sobre
la actividad de esta enzima (ALI y DROWNSTONE, 1976 b), y, puesto
que las "células eritroideas" (a diferencia de eritrocitos y reti
culocitos) no contienen 2,3-DPG (3.1.1.3.); dicho metabolito puede
condicionar una diferente regulacién de la glicolisis a nivel de la

fosfogliceratoquinasa en las distintas células de la eritropoyesis.

3.1.2.1.- Bfecto de la concentracibn del sustrato (3-PG): Km y Vmax.

La dificultad de conseguir 1,3-DPG, junto con su gran labili



dad, impide realizar la determinacién de la actividad fosfoglicera-
toquinasica utilizando 1,3-DPG como sustrato, por lo tanto, la reac

cién enzimitica se mide en el sentido

3-PG » 1,3-DPG

En alfcuotas (0,01 ml.) del hemolizado de eritrocitos obte-
nidos segin se describe en 2.3.1, y después de haber sido dializado
frente a Tria-ClH 50 mM, pll = 7,5, durante 24 horas con el fin de
eliminar los metabolitos presentes; se emplea el método descrito en
2.3.2.2,, con concentraciones crecientes de 3-PG (0,05-15 mM),

En la fig., 7 se recogen los resultados de actividad enzimi-
-tica especifica, expresados en umoles de 3-PG degradados/min/mg
proteina, para las diferentes concentraciones de 3-PG empleado (cur
va de saturacién del sustrato), asfi como la representacién de los
inversos. La recta, ajustada por el método de minimoas cuadrados
(2.3.10.2.) nos proporciona las constantes cinéticas expresadas en
la tabla n? 4, ‘

Para los reticulocitos y células eritroideas se siguid el
mismo procedimiento que para los eritrocitos. Los valéres experimen
tales se representan en las figuras 8 y 9, 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

70,
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Obsérvese que los valores de Km para el 3-PG son del mismo
orden de magnitud en los tres tipos celulares (0,15 a 0,38 mM) y,
en general, coinciden con los resultados encontrados por YOSHIDA
(1975) para la enzima purificada de eritrocitos humanos (0,37 mM).
Puede sugerirse, por tanto, que en las tres poblaciones celulares
existe la misma especie molecular, La existencia de una sola isoen
zima en eritrocitos humanos fue sugerida por BEUTLER (1969) y puri
ficada y caracterizada posteriormente por SCOPES (1973). Es eviden
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 pM), en sentido inverso., (ALI y BROWNSTONE, 1976 b),

Lo més significativo, por el contrario, son los datos de
Vmax., En eritrocitos la Vmax es unas cinco veces superior que en
reticulocitos y células eritroideas. Ello narece indicar, a falta
de confirmacion posterior, un incremento en la cantidad de enzima
en la fase de maduracién del reticulocito a eritrocito, una vez supe

rada la etapa de diferenciacién,

3.1.2.2.~ Variaciones de la actividad fosfogliceratoquinasica en eri

trocitos, reticulocitos y células eritroideas.

Una vez estahlecidas las constantes cinéticas se paso a deter
minar de modo estadistico el valor medio de actividad, a concentra-
ciones saturantes de sustrato (10 mM), segfin se describe en 2.3.3.2..
Los resultados aparecen en la tabla n? 5,

Obgervese que el valor miximo de actividad enzimitica especi
fica, exnresada tanto en hemoglobina como en proteina total, es unas
cinco veces sunerior en eritrocitos que en reticulocitos; y que dicho
valor de actividad enzimltica especifica coincide con los encontrados
en eritrocitos humanos por ALI y BROWNSTONE (1976 a). En las células
eritroideas la actividad enzimitica especifica es igual a la del re
ticulocito. En este caso, la actividad enzimitica especifica solo

puede ser expresada respecto a proteina total, ya que no hay coinci



TABLA NQ 5.- VALORES DE ACTIVIDAD ENZIMATICA EN ERITROCITOS, RETI
CULOCITOS Y CELULAS ERITROIDEAS.

Actividad enzimética especifica

amoles 3-PG/min/umoles Hb amoles 3-PG/min/
mg proteina,

Eritrocitos 91,80 * 6,15 * ** 1,02 ¥ 0,03% % *
n=10 n =10
Reticulocitos 21,20 ¥ 1,52 0,23 ¢ 0,03
n =10 n=10
C. Eritroideas 0,20 b 0,04
n=28

Los datos se expresan: x¢t D.S.{ n, indica el nimero de ex-
*
perimentos; **n(. 0,001,

dencia (a diferencia de eritrocitos y reticuiocltos) entre concentra
cion de hemoglobina y de proteina. Estos datos no coinciden con los
observados para el caso de la difosfogliceratomutasa, tabla n2 3
(3.1.1.2.), en que el aumento de la actividad enzimitica desde célu
1as eritroideas a reticulocitos podria ser consecuencia de la espe-
cializacién célular en la formacién de 2,3-DPG., Aqui, la no varia-
cién de actividad quinésica durante esta etapa (tabla n2? 5) puede ser
un indice de que las células eritroideas contienen desde sus comien
zos las enzimas glicoliticas. Parece 15gico que 1a especializacién
en la produccién de 2,3-DPG sea posterior a la aparicién de activi-
dad glicolftica,

' En cuanto al significado bioquimico del aumento en actividad
quinésicn ohservado en el naso de reticulocitos a eritrocitos, no
existe una exnlicacién clara. Parece ser contrario al oroceso normal

de diaminucibén de actividades engzimbticas que se observa durante el
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envejecimiento, s6lo puede sugerirse que este incremento sea una con .
secuencia de la alta capacidad de la enzima en la produccién de ATP,
Recordemos a estos efectos que el eritrocito, a diferencia del re-
ticulocito, denende exclusivamente de la via glicolitica anaerobia,
para la produccién de ATP (RAPOPORT, 1974).
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3.2,- PROCEDIMIENTO Y CONDICIONES EXPERIMENTALES PARA LA SEPARACION
DE CELULAS POR DISTRIBUCION EN CONTRACORRIENTE (DCC).

3.2.1.- DETERMINACION PREVIA DE LAS CONSTANTES DE PARTICION EN ERI-
TROCITOS Y RETICULOCITOS. INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE
POLTMEROS, SALES Y TEMPERATURA.

En el primer conjunto de experimentos se trata de determinar
las concentraciones adecuadas de polimeros y sales para una eficaz
particion de eritrocitos y reticulocitos de rata, asi como el efecto
que la temperatura tiene sobre dichas particiones. El establecimien
to de las condiciones experimentales éptimas para la obtencidén de
un grado de particién cercano al 50% (40-60), es cuestion previa y
fundamental a la aplicacidén del procedimiento de distribucidén en
contracorriente (3.3.) para la separacién de las células,

En primer lugar se estudia la influencia de concentraciones
variables de polimeros (dextrano y polietilenglicol) sobre la parti
cién de eritrocitos, a concentraciones fijas de sales (0,03 M de ClINa
y 0,09 M de TFNa), a dos temperaturas distintas (4 % y 25 oC). Para
ello se utilizan suspensiones de eritrocitos prenarados segin se
describe en 2.2.1, y soluciones patrén de nolimaros (2.3.8.1.). El
protocolo experimental es el descrito en 2.%.8.1. (1). En la fig.

10 se observa como la particién disminuye a medida que aumenta la ra
z6n de concentraciones dextrano/polietilenglicol, desde 4/3 a 7/6 y
como esta disminucidén es muy marcada en la razdén correspondiente a
/4. En esta zona se obtienen grados de particidén entre 50-60%. Esto
implica, que cuanto mas nos alejamos del "punto critico" (fig. 1,
1.3,2.) al pasar de una razbén 4/3 a otra 7/6, mayor cantidad de célu
las abandonan la fase superior (polietilenglicol) y se adsorben en
la interfase (dextrano).

En cuanto a) efecto de la temperatura, y como puede verse
igualmente en la fig. 10, su disminucién desde 2590 a 4QC, produce

un desplazamiento hacia la izquierda en la particién, a cualquier con
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centracidn de polimeros ensayados. Todo ello de acuerdo con el desa
rrollo teérico que se hizo en la particién (1.3.1.). Sin embargo, es
ta variacién no es significativa para las dos temperaturas aqui estu
diadas. Concretamente, el valor K = 41% correspondiente a 4QC no es
demasiado diferente del valor K = 65% obtenido a ZOQC. Este dato es
de interés pues indica que puede utilizarse el mismo sistema bifésico
para la separacién de eritrocitos bajo las mismas condiciones expe
rimentales, en cémara fria (4%) o a temperatura ambiente (20%).

Dado que el coeficiente de particion K, se expresa por el tan
to por ciento de células existentes en la fase superior (respecto
al total de células afiadidas) y que una particién se define como 6p
tima, cuando K alcanza valores cercanos al 50-80%, nuede concluirse
a partir de la fig. 10 que para las dos temneraturas estudiadas la
concentracién de nolimeros mas apropiada es: 5% dextrano y 4% nolieti
lenglicol. Queda as{ establecida, la concentracién bptima de polime
ros para la particién,

Para el estudio de la fuerza iénica, la particidn se realizd
de acuerdo con los protocolos descritos en 2.3.8.1., (2) y (3). lLas
células se prepararon segln 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% dextra
no-4% polietilenglicol, y 4% dextrano-4% polietilenglicol. Los sis-
temas contienen cantidades crecientes de CINa (hasta 0,15 M) y decre
cientes de tampon fosfato pH = 6,8 (desde 0,11 M), La proporcién en
que fueron afadidas ambas sales a cada uno de los sistemas ensayados,
permite mantener la isotonicidad del medio y evitar, por tanto, la
hemblisis célular,

Como nuede verse en las figs. 11 y 12 la particién solo tiene
lugar en los sistemas constituidos nor dextrano (5%) y polietilen-
glicol (1%) y Aisminuye a medida que aumenta la concentracién de ClNa
resnecto a la de tampén fosfato., Se puede observar que la concentq&
cion i6nica mas adecnada, es decir la correspondiente al 50%-60% de
particién es la constituida por ClNa 0,03 M y tampon fosfato 0,09 M,
Concretamente el valor de particidn encontrado para esta proporcién

de sales es del 65% para eritrocitos y del 58% para reticulocitos, de




(% del total afadido)

Cantidad de células en fase superior

100

ed | @

[ ]
\
°®
[ J
[
\
\
\
40c | 200C
|
‘.l.
! L ]
) —_—
S“B—————n
T T T T
4 5 6 7 dextrano
3 4 5 6 polietilen-

glicol.
Fig. 10.- INFLUENCIA,SOBRE LA PARTICION DE ERITROCITOS,DE LA
to (49C y 209C) y CONCENTRACION DE POLIMEROS DE UN
SISTEMA BIFASICO CONSTITUIDO POR CANTIDADES VARIA-
BLES DE DEXTRANO (4% a 7%) y POLIETILENGLICOL (3% a
6%) y CONCENTRACIONES FIJAS DE ClNa (0,03 M) y TAM-
PON FOSFATOS (0,09 M) pH = 6,8,



(% del total affadido).

Cantidad de células en fase aun&ior

100

L ]
O
— O
— \'\ »0
o ~ -
~ - 4% dextrano
o 4% polietilenglicol
.
.
®
5% dextrano
4% polietilenglicol
. .
T T T \' * -
0 0,03 0,06 0,09 . 0,12 CiNa (M)
0,11 0,09 0,07 0,05 0,03 TFNa (M)

Fig. 11.,- INFLUENCIA DE LA FUERZA IONICA (CONCENTRACIONES
VARIABLES DE CINa y TAMPON FOSFATOS) SOBRE LA
PARTICION DE ERITROCITOS EN UN SISTEMA BIFASICO
CONSTITUIDO POR DEXTRANO (4X 6 5X) y POLIETILEN-
GLICOL (4%).



Cantidad de células en fame superior (% del total afiadido)

100‘1

50

o

o]
v
o 7 4% dextrano
G,.— ~ . v 4% polietilenglicol
\ \.\ o
[
.
o
5% dextrano
4% polietilenglicol
[ ] \
T T T I
0 0,03 0,06 0,09 0,12 ClNa (M)
0,11 0,09 0,07 0,05 0,03 TFNa (M)

Fig. 12,~ INFLUENCIA DE LA FUERZA IONICA (CONCENTRACIONES
VARIABLES DE CINa y TAMPON FOSFATOS) SOBRE LA
PARTICION DE RETICULOCITOS EN UN SISTEMA BIFASI-
CO CONSTITUIDO POR DEXTRANO (4% 6 5%) y POLIETI-
LENGLICOL (4%).



82'

tal manera que los coeficientes de particibén son 1,85 y 1,38 respec
tivamente.

La consideracién de la fig. 1 (1.3.2.) nos permite deducir
las ventajas tedéricas de la razoén 5%/4% de concentracién de dextrano
y polietilenglicol como la mas adecuada para la particiém; por un
lado se encuentra lo suficientemente alejada del "punto critico",
como para que se puedan conseguir distintos grados de particién en
funcién de la concentracidon iénica empleada, y vor otro lado se en-
cuentra lo suficientemente cerca de dicho "punto critico” como para
dar lugar a una particién Sptima. Al mismo tiempo puede obaervarse en
las figs. 11 y 12 la no influencia de la concentracién iénica sobre
la particidén de eritrocitos y reticulocitos, cuando el sistema bifé
sico contiene una concentracién de polimeros 4% dextrano y 4% poli-
etilenglicol. Esto es consecuencia de que la razén de concentracidn
de polimeros se encuentra en este caso en el limite de la curva bino
dial {fig. 1, 1.3.2.). Asi pués, como era teoricamente previsible,

no hubo en la préctica formacién de sistema bifisico.

3.2.2.- COMPRODACION DEL METODO SEMIAUTOMATICO DE DCC: CALCULO DE LAS
CONSTANTES TEORICAS Y EXPERIMENTALES PARA UNA SUSTANCIA PURA
(viT. n12).

Con el fin de determinar el funcionamiento del aparato semi
automatico de DCC utilizado en este trabajo para la separacién célu
lar, se sometid previamente a la DCC una sustancia homogénea como la
vit. B12, La distribucibén fué realizada en un sistema bifésico for-
mado por 5% dextrano y 4% polietilenglicol, en presencia de tampén
foasfato 0,01 M y siendo la relacién de volimenes (L) en ambas fases
igual a 1, El sistema bifdsico se preparé segiin se indica en 2.3.6.2.
y la cantidad de muestra afladida, en una sola cavidad, fué de 0,1 ml.
de una solucién de vit. B12 (5000 ug/ml). De acuerdo con lo descrito
en 1.3.1., se obtienc una curva de tipo gaussiana, con un pice imico

y bien definido (fig. 13). Calculando los valores de K para cada uno
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de los puntos experimentales de la curva (tabla n2 6) y hallando el
valor medio se obtiene que K es igual a 1,03, Por otro lado, se cal
culdé Tn,i max. tedrico, correspondiente a dicho K experimental, ob-
teniendose un valor tedrico = 30,4, que practicamente coincide con
el experimental = 31. Esto confirma de acuerdo con la teoria (1.3.3.)
que una sustancia homogenea de K = 1 se distribuye en ambas fases al
50% en todas y cada una de las 60 cavidades del aparato de DCC. Di-
chog datos nos confirman, en definitiva, el buen funcionamiento del
aparato seminutomdtico, A efectos comparativos, se observa también
en la fig. 13 la curva tedrica de DCC, Esta se calcula, mediante una
funcibn de distribucibn gaussiana (ecuacién a), 1.3.3.), a partir
de los datos experimentales correspondientes a la vit, B12 (tabla n@
7). Esta curva tedrica es précticamente sunerponible a la curva ex
perimental; Aato que corrobora el buen funcionamiento del anarato
semiautomitico de DCC.

Estos resultados perwmiten, por tanto, la aplicacién a la

gseparacién celular, de nuestra versién semiautomhtica de DCC.
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TABLA NQ 7.~ CALCULO DE LA CURVA TEORICA CORRESPONDIENTE A UNA SUS-

" TANCIA 1IOMOGENEA (VIT, D12).

Aplicando la ecuacién (a), 1.3.3.)

6+ 12
™, =
2 nG
donde: n = 60
G= 1,03
i = 31

2nG

(1 - 2

G+ 12

Para cada 1 tendremos un valor de Tn

P e S T R

=

=

e e ke e (e Jme e e v e

20
21

22

23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
19
40

FFPFFFFFIFIPIIFIPIPFEFEF

= 0,003
= 0,074
= 0,014
= 0,024
= 0,041
= 0,063
= 0,091
= 0,123
= 0,155
= 0,183
= 0,203
= 0,210
= 0,203
= 0,183
= 0,155
= 0,123
= 0,091
= 0,063
= 0,041
= 0,024
= 0,014
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3.2,3.~ CONDICIONES EXPERIMENTALES PARA LA DISTRIBUCION DE ERITROCL
TOS Y RETICULOCITOS,

3.2.3.1.~ Influencia del tiempo de conservacibén. de las células a

(4
4 C, en solucibén salina fislolégica.

La finalidad de este experimento es realizar separaciones
de células sometidas a unas circustancias experimentales que pudie-
ran alterar sus propiedades de membrana. Es decir, se estudia el
efecto que sobre la DCC puedan tener las modificaciones habidas en
la memhrana celular Adurante la conservacion de &quellas en CINa
0,15 M a 4QC. Para ello se realizd una distribucién en contraco-
rriente de eritrocitos obtenidos segin 2.2.1.. El sistema bifAsicéo
se prepard como se indica en 2.3.8,3,. La muestra diluida a 1/2 se
colocé en la cavidad O del rotor, y una vez realizados los 60 giros,
lag fracciones se recogen sobre 1 ml, de agua, Loas datos se expresan
en D.0. a 500 nm,

En la fig. 14 a se observa que los eritrocitos presentan un
pico miximo alrededor de la cavidad 54. Esta distribucién, que co-
rresponde a células recién obtenidas (O h.), se toma como patrén res
pecto a las restantes, Las fig., 14 b, c y d muestran la distribucién
de los critrocitos mantenidos a 49C en cloruro sbédico 0,15 M duran-
te 24, 18 y 72 h,., respectivamente, Los correspondientes picos
miximos se situan en las cavidades 52, 54 y 55, Puesto que tales
distribuciones son semejantes a la tomada como patrén (0 h.) se pue
de concluir qie la conaservacién de los eritrocitos en el intervalo
de tiempo estudiado (0-72 h.) no se traduce, segiin estos resultados,
en alteraciones de sus propiedardes de membrana. Ello es imnortante
pues nos permite cierta flexibilidad en cuanto al tiemno de reali-
zacién e los exnerimentos de DCC; ya que wvermite senarar células
conservadas a 400 en ClNa 0,15 M, durante al menos 72 h., s8in que al

parecer se Acterioren sus caracteristicas superficiales de membrana,
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3.2.3.2.- Influencia del nimero de cavidades conteniendo muestra y

concentracién de la misma sobre la separacién por DCC de

eritrocitos y reticulocitos.

Con el fin de delimitar el volumen mAximo de muestra que
puede emplearse para la DCC de eritrocitos y reticulocitos, se pasé
a estudiar el efecto que sobre la DCC tiene la concentracipn de la
muestra y el nimero de cavidades conteniendo 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 distintos tipos de células, para el estudio posterior de ac-
tividades enzimiticas, Asi pues, se realizaron distribuciones de
eritrocitos y reticulocitos:

a) bajo dos concentraciones de células {dilucién 1/2 y no dilucién)
b) variando el nmero de cavidades (1-3) que contienen muestra.

Se utilizaron suspensiones de eritrocitos (2.2.1.) y reticu
locitos (2.2.3.). El sistema bifésico fué el correspondiente al pre
parado en el apartado 2.3.8.3.. Los resultados, previa hemblisis
del contenido de las 60 cavidades del rotor con 1 ml. de agua,se ex
presan en D.0. a 540 nm,,.

En la fig. 15, correspondiente a eritrocitos, se observa que
la distribucién no varfa al aumentar el nimero de cavidades con
muestra, desde una cavidad en fig. 15 a a tres cavidades en fig. 15
b, Asimiamo el aumento de la concentracién de muestra, dedde dilucién
1/2 en fig. 15 b a no dilucién en fig. 15 c, no afecta significati-
vamente la distribucién, En eatos tres casos el pico aparece alrede
dor de las cavidades 34, 51 y 53 reapectivamente.

En la fig. 16 se muestran los resultados obtenidos para reti
culocitos. Se comprueba la similitud de su perfil de DCC con el de
eritrocitos tanto en dimtribuciones realizadas por la muestra dilui
da a 1/2 y una sola cavidad en fig., 16 a, como en las realizadas con
reticulocitos sin diluir y tres cavidades en fig. 16 b. Eatos datos
referentes a concentracién de muestra coinciden con los obtenidos pa

ra otras células, asi, para E. Coli K12, la proporcién de células en
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la fase superior permanece constante al aumentar la cantidad total
de células afiadidas (ALBERTSSON, 1971). Se ha observado igualmente
que la cantidad de almidén o de células de CHLORELLA PIREYNOIDOSA

no alteran el comportamiento de la distribucién (ALBERTISSON, 1958),
Por tanto, podemos concluir, que en los limites estudiados por noso—v
tros, la distribucién de las particulas es independiente de la con-

centracién de las muestras originales.
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2 -
A 1 cavidad
1,5 1/2 dilucién
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Fig. 16.- EFECTO DE LA CONCENTRACION DE LA MUESTRA Y NC DE
CAVIDADES CON MUESTRA EN LA DCC DE RETICULOCITOS.
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3.2.3.3.~ Influencia de la concentracién salina del gistema bifésico.

Como se vié en el apartado 3.2.1. la concentracién salina mo
difica el coeficiente de particién de la célula. Con el fin de con-
firmar como este efecto de la concentracibén salina se refleja en la
distribucién en contracorriente, se realizaron dos experimentos de
DCC, empleando la misma concentracién de polimeros (5% dextranc y 4%
polietilenglicol):

a) uno, a la concentracién iénica a la que se obtiene un coeficiente
de particién de 1,85 (0,03 M CINa y 0,09 M tampdén fosfato Na).
b) otro, empl do una tracién salina (0,045 M CINa y 0,08 M

tampén fosfato Na) a la que el coeficiente de particién es 0,67,

Lag células, preparadas segiin 2.2,1,, se colocaron en una
Gnica cavidad, Una vez realizados los 60 giros, todas las cavidades
fueron hemolizadas con 1 ml. de agua, Los resultados se expresan en
D.0O. a 540 nm., En la fig. 17 se muestran los resultados de las dos
distribuciones. Se ohserva que como consecuencia del menor coeficien
te de particién la curva b se encuentra desplarada hacia la izquier
da respecto a la a, Por otra parte,
aplicando la ecuwacién (b),(1.3.3.) y transformando K en G

n(

Ta,i max = —
G+ 1

para a) Tn,i max, = 42,18
para b) Tn,i max, = 27,6

Estos datos no coinciden exactamente con los experimentales,
obtenidos a partir de la fig. 17 (a y b). Aqui, el pico de la DCC

aparece en la cavidad 55 y 30, respectivamente. Dicha discrepancia
puede deberse a que la ecuacién Th,i max. esté calculada para solu
ciones de sustancias homogéneas, y nosotros trabajamos con suspen-
siones de células, las cuales poseen una mayor densidad debido al pe
80 de 1as mismag, Recordemos que en el caso de la Vit. B12 (sustan-
cia homogénea) los datos experimentales s{ coinciden con los teéri-
cos (3.2.2.). Este efecto podria ser subsanado modificando el tiempo

de sedimentacidn empleado en la distribucién; aspecto que esté sien



do estudiado en una Tesis en nuestro laboratorio, encaminada a obte

ner las caracteristicas fisico-quimicas mas idbneas para la DCC.
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Fig. 17.- INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION SALINA EN LA DCC
DE ERITROCITOS. A{0,03 M ClNa; 0,09 M TFNa)
B(0,045 M CiNa; 0,08 M TFNa)
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3.3.- APLICACION DE LA DCC A LA SEPARACION DE POBLACIONES CELULARIS.

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

Una vez estudiadas las influencias de los distintos parfm-
tros sobre la DCC, y elegidas las condiciones experimentales &ptiiwas
deducidas de los apartados anteriores, se procedié a realizar sep-
raciones de las poblaciones de eritrocitos y reticulocitos por DCI,

El sistema bifésico empleado fué el descrito en 2.3.8.3..la
muestra (0,1 ml, de células sin diluir) se colocd en tres cavidads
del rotor, Los resultados, previa hemblisis del contenido de las i0
cavidades, con 1 ml. de agua se expresan en D.0, a 540 nm, Como &
puade observar en la fig, 18 los eritrocitos presentan curvas exp~
rimentales de DCC con un pico en las cavidades 50-54 y los reticulo
citos entre las 46-50, De acuerdo con sus coeficientes de particim,
1,85 y 1,38 respectivamente, y bajo las condiciones estudiadas, Is
tipos de las curvas teéricas de DCC obtenidas después de aplicar la
ecuacibng

nG
'h’l,i max., =

G+ 1

son: 42,1 para eritrocitos y 38,3 para reticulocitos.

Al igual que ocurria en sl apartado anterior, podemos obaer-
var que no existe una correspondencia exacta entre los picos tebri-
cos y los experimentales; como ya discutimos allf, esta discrepan-
cia puede deberse a que nuestras suspensiones de eritrocitos y reti
culocitos, tienen mayor densidad, como consecuencia del peso de las
células, que las particulas en solueidn. Por otro lado, y dado que
los coeficientes de particidén de eritrocitos y reticulocitos no di-
fieren considerablemente (1,85 y 1,38 respectivamente), las curvas
de DCC de ambos tipos de células presentan un perfil en la DCC muy
semejantej tanto que, como veremos posteriormente (3.3.3.1.) son
superponibled, Sin embargo, esta semejanza entre ambas poblaciones

celulares es s0lo aparentej la poblacién eritrocitaria estf consti-
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tuida por un conjunto de células de distinta edad, como veremos en
3.3.2.. Por el contrario, la poblacibn reticulocitaria depende del
grado de maduracién de las células que la componen (3.3.3.), lo

cual es directamente dependiente del esquema seguido para la anemi-

zacién (2.2.2.).
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3.3.2.~ CONFIRMACION POR MARCAJE ISOTOPICO CON J°Fe DE LA PRESENCIA

DE CELULAS DE DISTINTA EDAD EN LA DCC DE ERITROCITOS.

El estudio de la diatribucidén de las células rojas segin su
edad ha sido realizado por WALTER y ALBERTSSON (1966); WALTER (1967);
WALTER y SELBY (1967); WALTER y col. (1967 b). Son especiaimente in
teresantes los trabajos conducentes a la localizacidén de las células
eritrocitarias segin su edad, en el diagrama de DCC (WALTER, 1964;
WALTER y SELBY, 1966; WALTER y col., 1970). Estos autores, inyectan
do ratas con 59Fe. y tomando muestras de sangre a diferentes tiempos
después de la administracién del isbtopo, establecieron la posicién
aproximada de los eritrocitos de diferente edad en las cavidades del
rotor de la DCC. Los eritrocitos mis j6venes (2 dias) se localizan
en el extremo derecho del diagrama. A partir de eate punto, los eri
trocitos van situéndose de forma gradual tanto mhs a la izquierda
cuanto mayor es su edad, de tal manera que los m&s viejos se encuen
tran en el extremo izquierdo de la curva de distribucién. Dada la
importancia que tienen estos datos en relacidén con nuestra pretensién
de estudiar las células eritrocitarias segin su edad, parecia conve
niente confirmarlos empleando nuestro aparato de capa fina de DCC,

En consecuencia, se planted el siguiente experimento: se in-
yectaron tres ratas Wistar de aproximadamente 200 g de peso con
nge (2.2.4.). Se sacrifican los animales, a distintos tiempos de
1a inyeccién (3, 26 y 55 dias) y se obtienen los eritrocitos (2.2.1.).
El sistema bifésico se prepard como se indica en 2.3,8,3.. 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,0. a 540 nm,, para determinar la distribucién de las células.
b) en actividad especifica relativa (A.E.R.), definida 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 a 510 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 incorporacién
de 59Fe en las distintas células, Se considera que los valores de
A.E.,R. por encima de 1 significan un enriquécimiento de células de
la misma edad.

En la fig. 19 a, correspondiente a células obtenidas a los
tres dias de la administracién del 59?0, aparecen dos picos de
A.E,R.. Esto sugiere la existencia de dos poblaciones de células
jovenes (de tres dias o menos), una en la parte derecha de la dis-
tribucién y otra en la izquierda, La poblacién de la izquierda de-
be representar, de acuerdo con WALTER y SELBY (19066) y WALTER y col.
(1970), a los reticulocitos jévenes. Estos sedimentan mas répida-
mente que los eritrocitos debido a su densidad y tamafio (MEL, 1963),
El pico de radiocactividad encontrado a la derecha corresponde a los
eritrocitos jévenes, los que acaban de lncofpornr el 59?0. as{ como
a los reticulocitos viejos, todavia restantes, que pasarfin a eritro
citos mediante un cambio dréstico en sus caracteristicas de membra-
na (ALBERTSSON, 1971)., Ambas poblaciones de células jévenes son, pro
bablemente, similares a las descritas por SIMON y TOPPER (1857), en
base a su diferente resistencia a la hemblisia en un medio hipoténi
co. Tambien SASS y col, (1963) sugieren que uno de estos grupos pu-
diera corresponder a los reticulocitos y el otro a los eritrocitos
jJévenes,

En la fig. 19 b, correspondiente a los eritrocitos obtenidos
a loa 26 dias de la inyeccibn, se observa como el mhximo de activi-
dad especifica relativa, se encuentra desplazado hacia la izquierda
respecto a la A,E.R. obtenida para tres dias (fig. 19 a). Aparece
un pico de radioactividad coincidente con la cavidad 54, lo que in-
dica que alrededor de esta cavidad se encuentran los eritrocitos de
26 dias de edad,

En la fig. 20 ¢, correspondiente a eritrocitos de 53 dias,
volvemos a observar también dos picos méximos de actividad especffi
ca relativa. El observado a la izquierda del diagrama de distribucifén
celular corresponde a los eritrocitos de mayor edad, es decir, aque-

9

1los que jincorporaron el 5 Fe hace 53 dias. Puesto que la vida media

del eritrocito de rata es de unos 55 dias (LEVY y col., 1959), el



101,

pico de la derecha debe ser consecuencia de un nuevo ciclo de eri-
trocitos jévenes que ia han incorporado el nge y han salido al to-
rrente (ALBERTSSON, 1971).

En la fig. 20 d se muestra la "curva compuesta" que recoge
las conclusiones esenciales de los tres experimentos en ratas indi-
viduales. Nos muestra la posicién aproximada de los eritrocitos de
rata seglin su edad en el diagrama de la DCC,

Podemoa concluir a la vista de estos datos, coincidentes con
los obtenidos por WALTER y col. (1960); WALTER (1964); WALTER (1966),
que la posicién de los eritrocitos de la DCC estd relacionada con la
edad. A la derecha del perfil de DCC se encuentran los mas jovenes;
a medida que aumentan en edad, y la particién se hace menor, la DCC
se desplaza hacia la igquierda. El1 factor determinante de esta di-
ferencia de distribucién radica fundamentalmente en las distintas
cargas superficiales que presentan las células (WALTER y col,, 1967
b; BROOS y col., 1971). Como ejemplo demostrativo de esta correlacién
puede decirse que existe una correlacidn lineal entre la particién
¥y la movilidad electroforética de los eritrocitos de un gran nimero
de especies (WALTER y col,, 1967 b),
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3.3.3,~ SEPARACION POR DCC DE POBLACIONES CELULARES HETEROGENEAS.

3.3.3.1.- Separacién de poblaciones célulares artificialmente he-
terogéneas.

El hecho de la similitud de comportamiento de eritrocitos y
reticulocitos en la DCC (3.3.1.) impide que, por ejemplo, una mez-
cla preparada artificialmente de eritrocitos y reticulocitos se se-
pare durante la distribucién en contracorriente. La fig. 21 nos
muestra la curva de DCC correspondiente a una mezcla de ambas células,
Estas fueron obtenidas segiin 2.2.1, y 2.2.2.; la mezcla de ambos
tipos de células se realizb a partes iguales. Para la DCC se utflizé
el sistema bifésico habituval (2.3.8.3.)colocéndose la mezcla (0,1
ml.) en tres cavidades del rotor. Los resultados, expresados en
D.0O. 540 nm., aparecen en la fig. 21, Nos muestran una curva de as-
pecto homogéneo, a pesar de ser dos los tipos de células presentes.
Ello puede ser debido a que los reticulocitos empleados (riqueza ~
90X), obtenidos por inyeccién con fenilhidrazina (2.2,2.), son reticu
locitos en un estado muy avanzado de maduracién, es decir muy vré-
ximo a los eritrocitos. Estos reticulocitos nueden correswonderse,
por tanto, con los que WALTER (1966) denomina "reticulocitos viejos",
los cuales poseen un coeficiente de particién mayor que el de reti-
culocitos jovenes (WALTER, 1965). Se llega asi a la conclusién de
que la geparacién por DCC de poblacién de eritrocitos circulantes y
de reticulocitos obtenidos segln el esquema de tratamiento con fenil
hidrazina (riqueza ~90%) es pré&cticamente imposible, Por el contra-
rio, esta separacién comienza a ser factible cuando, como veremos a
continuacién, los reticulocitos 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 reticulocitos.

En este caso se emplea una mezcla natural, de eritrocitos
y reticulocitos., Esta poblacién heterogénea se obtiene siguiendo el
esquema e 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 32.3.8.3.; 0,1 ml. de la suspensibn de dicha mueastra natural se
colocan en una cavidad del rotor.

En la fig. 22 se observa, a diferencia de la fig. 21, una
marca de heterogeneidad en los dos experimentos realizados. Esta
heterogeneidad es mayor en la zona de la izquierda de la distri-
bucibén, lo cual nos indica que los reticulocitos salidos al
torrente circulatorio como consecuencia del tratamiento con fenil-
hidrazina y presentes por tanto en la suspensién, pueden correspon-
der a los reticulocitos jovenes descritos por WALTER y ALBERTSSON
(1976). Seg(in 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
supérficie de membrana de estos reticulocitos jovenes Aifieren
congtderablemente de las de eritrocitos, siendo su coeficiente de

particién menor.
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3.3.3.3.~- Separacién preliminar de precursores eritroideos de médu-

la 6sea.

Con objeto de separar, para su posterior estudio metabblico,
los distintos tipos celulares integrantes del conjunto denominado
"células eritroideas™, se realizé una distribucidn en contracorrien-
te de dicha poblacién., Las células se obtienen como se indica en
2,2.3.. El sistema hifésico 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 giros y hemolizadas las células con 1 ml, de
agua se determina la concentracién protefca en cada tubo (2.3.5.)

y se expresan los resultados en mg., de proteina/ml, de tubo frente al
nimero de cavidad,

La fig. 23 nos muestra la amplia heterogeneidad de tipnos ce-
lulares nresenten en la muestra estudiada; que como vimos en 2,2,3,
fundamentalmente corrdsponden a: proeritroblastos y eritroblastos
bagéfilo, policromatdéfilo y ortocromético. Lo cual supone con toda
seguridad diferentes coeficientes de particién en la mencionada mues-
tra. Como es sabido (1.1.,), durante el proceso de diferenciacibn,.las
células sufren cambios morfolégicos y estructurales bruscos, que se
manifiestan en las caracteristicas de su superficie de membrana y
consecuentemente en coeficientes de particidén distihtos.

Nuestros trabajos futuros estfin encaminados a la identifica-
cibén de cada uno de estos tipos celulares y, posteriormente, al es-
tudio on dichas células de las distintas actividades ensimkticas im-
plicadas en el metaholismo del 2,3-DPG, y de la glicolisis en general.
Pensamos que este estudio sistemhtico en células eritroideas separadas
por DUC nos Jlevard a conclusiones globales en relacién con los

cambios bioquimicos que se producen durante la diferenciacién,
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3.3.4.- ACTIVIDAD FOSFOGLICERATOQUINASICA EN CELULAS ERITROCITARIAS
DE DISTINTA EDAD Y RETICULOCITARIAS.

Conocida la posicién de las distintas células segin su edad
en el proceso de envejecimiento del eritrocito (3.3.2.), y puesto que
uno de los objetivos de nuestro trabajo era el estudio de la posible
variacién de la actividad enzimitica en dichas células a lo largo del
proceso de maduracidén y envejecimiento del eritrocito, se procedid
a determinar la actividad especffica de la fosfogliceratoquinasa (2.
3.3.2.), en poblaciones reticulocitarias y eritrocitarias separadas
por DCC. La distribucién en contracorriente se realizd bajo las con-
diciones establecidas en 3.3.1.. Los datos de actividad enzimitica
especifica se refieren a concentracién de Hb (mM) y se representan
griAficamente frente al nimero de cavidad.

Las fig. 24 y 25 nos muestran los resultados de actividad
enzimitica especifica de Jas dos poblaciones mencionadas.

Como puede observarse en todos los experimentos realizados,

lo8 resultados diflieren de una a otra poblacion celular. En el caso
de los eritrocitos se aprecia un aumento de actividad enzimatica es
pecifica a medida que aumenta la edad de la célula, mientras que en
la poblacidn reticulocitaria los valores de actividad enzimitica
especifica se mantienen praActicamente constantes a lo largo de la DCC.
Los resultados correspondientes a reticulocitos [fig. 25)son un indice
de la homogeneidad de esta poblacibén (riqueza » 90%), seglin se demos
tré en 3.3.1. y 3.3.3... Es 1légico, por tanto, que presenten una
actividad enzimitica uniforme, no solo de fosfogliceratoquinasa, sino
de cualquier otra enzima que se analizase. En cambio, los resulta-
dos correspondientes a eritrocitos (fig. 24) ofrecen una doble conside-
racibn:
a) por un lado} pueden ser una demostracién clara de heterogeneidad
(células Ade distinta edad) de sus componentes, pues aparecen activi
dades enzimiticas aignificativamente distintas en cavidades donde se
han distribuido células diferentes y

b) por otro, deberia ser posible poder explicar esta diferencia de



activlrtad enxtmatica, 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 fosfogliceratoquinAsica; 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 separacidén celular (CHAPMAN y SCHAUMBURG, 1967; GANZONI y col.

1971; DENTON y col., 1975).

BIBLIOTECA
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CONCLUSIONES:

1.- Al eatudiar el método de ensayo de la difosfogliceratomutasa, co
mo fase previa a su aplicacién a las distintas poblaciones celu
lares, se ha encontrado que:t el propio producto de la reaccién
(2,3~DPG)'es el responsable de la pérdida de linearidad de su

formacién a partir de los 4 primeros min, de incubacién.

2.~ Al calcular las concentraciones de 2,3-DPG y actividades difosfo
gliceratomutdsicas de las distintas poblaciones celulares - se
observa:t

a) que no %e detecta 2,3-DPG, ni actividad difosfogliceratomu-
tésica en el"pool"de células eritroideas.

b) por el contrario, el fosfato orgénico y ia enzima que lo sin
tetiza se encuentran presentes tanto en reticulocitos como
en eritrocitos, presentando aparentemente estas Gltimas cé-
lulas el méximo de actividad enzimitica.

Eate aumaento brusco de la actividad difosfogliceratomu-
tésica desde células eritroideas a reticulocitos y eritrocitos,
puede explicar la elevada concentracién del 2,3-DPG en las célu

1as responsables de la oxigenacién,

3.~ En cuanto a la fosfogliceratoquinasa, no se observa aumento al-
guno de actividad desde las células eritroideas indiferenciadas,
a las células diferenciadas. Este dato unido al aumento de di-
fosfogliceratomutasa, indica que la especializacidén celular en
la formacién de 2,3-DPG, a diferencia de la aparicidn de activi
dad glicolitica (representada en este caso por la actividad
fosfogliceratoquindsica) es un proceso especifico de la eritro-

poyesis.

4.~ Como introduccion al procedimiento de DCC para separacién de qg
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6.~

7o~

8,-
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lulas, se establecen como Sptimas tanto para eritrocitos como
para reticulocitos las siguientes condiciones experimentales y
de particibns
a) concentracién de polfmeros: 5% dextrano y 4% polietilenglicol.
b) concentracién de sales: 0,03 M ClNa y 0,09 M TFNa.

Bajo estas condiciones experimentales, los coeficientes
de particién de eritrocitos y reticulocitos son: 1,85 y 1,38 res

pectivamente.

Realizada la DCC de una sustancia homogénea (Vit, B12), se con-
firma, tanto tebérica como experimentalmente, el correcto funcio
namiento de la versién semiautomética de DCC empleado en esta
Tesis,

Analigados los distintos parémetros utilizados en el procedimien

to de la DCC:

a) se depuestra que el tiempo de conservacién de las células en
CIiNa 0,15 M. a 42C y la concentracién o nfimero de cavidades
con muestra, no influyen en la DCC,

b) se confirma que la influencia de la concentracibén salina sobre

la particién se manifiesta en la distribucién de las células.

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

De acuerdo con sus respectivos coeficientes de particién, ambas
poblaciones celulares muestran un perfil de DCC muy semejante;
como consecuencia, aparece un plico tnico al someter a DCC una

mezcla artificlal de ambas,



9.~ & procedimiento de DCC permite la separacién de células inte-
grantes de poblaciones heterogéneas como se demuestra por la
aparicién de diversos picos en los perfiles correspondientes a
eritrocitos circulantes que contienen un 36% de reticulocitos.
Este dato es indicativo de la capacidad té&cnica para separar
células de distinto grado de maduracién.

10.- Se confirma, por marcaje isotbébpico con 59Fe. 1a posicién, en
funcion de su edad, de lags células integrantes de la poblacién

eritrocitaria circulante de ratas normales.

117,

11.- La aparicién de distintos valores de actividad fosfogliceratoqui

nasica en las células procedentes de la separacién por DCC de

una poblacién eritrocitaria normal, es un reflejo de la distinta

edad de las células. componentes de dicha poblacidon, y constitu

ye por tanto, un parfmetro indicativo del proceso de envejecimien

to.

12.- La semejanza en los valores de actividad fosfogliceratoquinfsica,

obtenidos al someter a DCC una poblacibn reticulocitaria de ri-
queza ~ 95% nos confirma la homogeneidad celular de esta pobla

cidn,

13.~ La gran diversidad de picos observados en el perfil de DCC co-
rrespondientes al "pool" de células eritroideas de médula bmea
son representativas del distinto grado de diferenciaciéon de di
cha pohlacién, Fste dato ofrece grandes perspectivas, ya que
abre el camino al empleo de la técnica en el estudio de la di-
ferenciacibén eritrocitaria desde enfoques no solo bioquimicos,

sino también morfolégices, gené&ticos, etc.
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