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P R O L O G O 

Los métodos electroforéticos se han utilizado para -

valorar la variabilidad genética de las proteínas en las -

poblaciones de los seres vivos. Estos métodos permiten por 

ejemplo separar las formas moleculares múltiples de una en 

zima y establecer su fenotipo electroforético en un deter

minado tejido, ofreciendo la posibilidad de comparar los 

fenotipos de diferentes tejid os de un mismo organismo o de 

diferentes organismos, con el fin d e  conocer más acerca de 

su estructura, su función y su origen génico. 

La enzima Sorbitol deshid rogenasa (SORO) se encuen-

tra ampliamente distribuida en muchos organismos, cataliza 

la transformación del sorbitol a fructosa y junto con la -

Aldosa reductasa forman la llamada vía del sorbitol, que -

es una ruta al.terna importante para el metabolismo de la 

glucosa, esta vía se interconecta a la glucólisis mediante 

los pasos de Hexoquinasa y Fosfofructoquinasa. SORO se ha 

estudiado en varias especies animales, y en algunas de e-

llas (�. marinus, �· scrofa, �· musculus) se ha postulado 

la posibilidad de, que existen al menos dos alelas distin�� 

tos. 

El estudio de SORO en H. sapiens ha sido motivado --
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por la relación de las vias de sorbitol y glucólisis en -

estados hiperglucémicos, ya que la deficiencia de esta e� 

zima permitiria la acumulación de sorbitol, el cual puede 

ser nocivo a la célula. El estudio de las caracteristi-

cas electroforéticas y bioquímicas de esta enzima en dif� 

rentes tejidos humanos permitirá conocer sus patrones de 

expresión, asi como sus implicaciones metabólicas. En la 

presente tesis se reportan los estudios realizados en eri 

trocitos. 
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I.- GENERALIDADES 

Las reacciones químicas y los procesos metabólicos 

de las células vivas, se efectúan por medio de acelerado

res o catalizadores proteícos que reciben el nombre de en 

zimas. 

El nombre de las enzimas suele ser el de la sustan

cia ( sustrato) sobre la cual actúan, seguido del sufijo -

asa. 

La mayoría de las enzimas son altamente específicas 

para un solo tipo de sustrato, otras no son tan específi

cas, pero reaccionan sólo con sustratos químicamente rela 

cionados. 

Hasta nuestras fechas se han descrito más de mil en 

zimas diferentes, de las cuales más de un centenar perte

necen a un grupo denominado Isozimas o Isoenzimas. 

Una Isoenzima es una enzima que puede adquirir múl

tiples formas moleculares en un mismo organismo o en dis

tintos organismos de una misma especie, mostrando diferen 

cías en sus propiedades físicas y químicas que permiten -

diferenciarlas, dichas diferencias pueden ser (1): 



6 

a) En actividad enzimática. 

b ) En su fenotipo electroforético. 

e) En su afinidad por sustratos. 

d ) En su estabilidad térmica. 

e ) En su respuesta a inhibidores yjo activadores. 

Rothe (2) agrupa a las Isoenzimas en tres clases di 

ferentes, dependiendo de su origen: 

1) !�����1���-e�1���1��· La ocurrencia de estas Isoenzi-

mas es debida a la presencia de múltiples loci génicos 

codificadores de cadenas polipéptidicas estructuralmen 

te diferentes de una enzima ( Isoenzimas multi-locus ) . 

2) Aleloenzimas. Son ocasionadas por múltiples aleles de 

un solo locus que determinan versiones estructuralmen

te distintas de una cadena polipéptidica particular (l 

soenzimas alélicas ) . 

3) Isoenzimas secundarias. Son debidas a modificaciones 

post-traduccionales a una enzima dada por alguno de -

los siguientes mecanismos: agregación y polimerización; 

oxidación y reducción de grupos thiol; proteolisis li

mitada; contenido de diferentes carbohidratos; desami

nación; enlace de sustratos o cosustratos: temperatu-

ra; efectos de pH; e isomerismo conformacional. 
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La diferencia general entre alelismo múltiple y múl 

tiples loci génicos como causa de la formación de Isoenzi 

mas, es que, en el alelismo múltiple resultan diferencias 

en el patrón de Isoenzimas de miembros individuales de -

una misma especie, mientras que, los múltiples loci géni

cos son comunes en general para todos los miembros de una 

misma especie. 

El estudio de las Isoenzimas ha contribuido enorme

mente al desarrollo de las ciencias bioló�icas tradicion� 

les creando interfases entre los campos de la Bioquímica, 

Embriología, Genética y Evolución (3). 

El reconocimiento de las Isoenzimas ha revoluciona

do el campo de la Bioquímica, ya que algunas de las for-

mas moleculares múltiples de una enzima muestran especifl 

cidad tisular o celular, y en algunos casos diferente lo

calización topográfica dentro de la célula; esto sugiere 

que cada Isoenzima tiene un papel metabólico diferente en 

la fisiología celular. La Malato deshidrogenasa, por eje� 

plo, presenta una Isoenzima en la mitocondria y otra en � 

el citosol. Ambas formas catalizan la misma reacción, p� 

ro por su diferente localización obviamente participan en 

vías metabólicas distintas y separadas (3). 

Las Isoenzimas poseen atributos que son útiles �ara 
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estudiar una amplia variedad de procesos embrionarios. 

El enfoque de la Biología del Desarrollo es la de determl 

nar que genes controlan y responden a los procesos embriQ 

narios. Las investigaciones con Isoenzimas han ayudado a 

delinear con más precisión y detalle los patrones sucesi

vos de la función génica durante la diferenciación celu-

lar (3). 

En el campo de la Genética, las Isoenzimas han pro

bado ser excelentes marcadores para la actividad génica y 

permiten la identificación de fenotipos bioquímicos descQ 

nacidos. En el hombre han servido para: I) mapeo genéti 

co y estudios familiares; II) disección y reconstruc�--

ción del genoma humano; III) comprensión de la organiz� 

ción y control del genoma; IV) para la inve�tigación de 

la evolución del genoma; y V) determinación de la gené

tica de las enfermedades metabólicas (3). 

En los estudios de Evolución molecular, las Isoenzl 

mas han hecho posible la cuantificación de la variabili-

dad genética en poblaciones, ya que es posible medir las 

proporciones relativas de los alelas, mediante el análi-

sis de los fenotipos electroforéticos de estas enzimas -

(3). Como muchos genes codifican para enzimas, puede in

ferirse la variabilidad existente en las proteínas produ

cidas por los organismos. Si una proteína determinada es 
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invariable en los individuos de una población, el gen que 

codifica dicha protefna tambi�n es probablemente invaria

ble; si la protefna es variable, entonces el gen es vari� 

ble. La variabilidad gen�tica existente en las poblacio

nes naturales, presenta un inter�s central para los biól� 

gos, ya que determina en gran medida la flexibilidad evo

lutiva de una especie. 

En una población dada pueden existir varios alelas 

en un locus, aunque sólo puede haber dos en un individuo. 

Cuando ambos alelas son id�nticos en un mismo individuo,

se dice que �1 es homocigoto para dicho alelo; cuando los 

alelas son diferentes, se dice que el individuo es hetera 

cigoto. 

Los diferentes alelas pueden surgir por distintos 

tipos de mutaciones que den lugar a una modificación en -

la sfntesis o en la estructura del producto g�nico. 

La mayoría de los alelas mutados son individualmen

te muy raros, pero algunos son lo suficientemente frecuen 

tes como para mostrar un fenómeno llamado polimorfismo. -

Este t�rmino es utilizado para situaciones en las que es 

posible clasificar finamente a los miembros de una pobla

ción nada, por medio de una t�cnica adecuada, en dos o 
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más fenotipos comunes claramente definidos, representados 

por combinaciones alélicas diferentes (1}. 

Como un ejemplo podemos considerar que un locus pa� 

ticular se considera polimórfico en una población dada si 

el alelo más común se encuentra en el 99% o menos de la -

población, lo que implica que existe al menos un alelo -

con una frecuencia igual o mayor al 1% (1). 

La aplicación práctica de las Isoenzimas es muy am

plia, puesto que se han empleado para muchos y muy varia

dos propósitos. Por ejemplo, se han utilizado para maní

torear el movimiento de las poblaciones marinas de muchas 

especies. También han servido para determinar el grado -

de contaminación de un ecosistema, mediante el análisis 

de enzimogramas de las especies que habitan en dicho lu-

gar (3). 

Ocasionalmente se han empleado como marcadores para 

los productos alimenticios expendidos en carnicerfas, ya 

que la carne de una especie puede ser sustituida o adult� 

rada por carne de otra especie, este tipo de fraudes pue� 

den ser revelados fácilmente mediante un análisis de las 

Isoenzimas de la carne, como por ejemplo, la Lactato des

hidrogenasa (LDH) que exhibe un patrón caracterfstico pa

ra cada especie, en movilidad electroforética (3). 
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Desde el punto de vista clínico, las Isoenzimas han 

tomado una gran importancia, puesto que se han correlacio 

nado los cambios en los patrones de Isoenzimas de algunas 

enzimas con diversas enfermedades, empleándose éstas para

fines de diagnóstico. Por ejemplo, se ha utilizado a la 

LDH y a la Creatinquinasa para el diagnóstico de ataques 

al corazón. Otros padecimientos como ciertos cánceres y -

enfermedades hepáticas imprimen sus patrones isoenzímicos 

en la sangre, y sirven como indicios para su diagnóstico. 

( 3). 

�-.. 
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II.- LA VIA METABOLICA DEL SORBITOL 

El metabolismo de la glucosa en los seres vivos es 

realizado fundamentalmente por la glucólisis y por la vía 

de las pentosas fosfatos. Sin embargo, la figura 1 mues-

tra que también es posible encontrar una vía metabólica 

alterna a la glucólisis, y que es conocida como 11La vía 

del Sorbitol11• 

La vía metabólica del sorbitol está constituida por 

dos enzimas: la Aldosa reductasa ( AR. EC. 1.1.1.21) que 

participa en la conversión de glucosa a sorbitol en una -

reacción dependiente de NAOPH; y por la sorbitol deshidro 

genasa ( SORO. EC.1.1.1.14) que cataliza la oxidación del 

sorbitol para producir FRUCTOSA en una reacción dependie� 

te de NAO
+ 

( 4) . 

Jeffery et al. (4) en un análisis de la interconec

ción de la vía del sorbitol con otras vías metabólicas,-

menciona que la fructosa no es utilizada como sustrato 

por la Glucoquinasa, pero en algunas circunstancias la He 

xoquinasa y el ATP pueden convertirla en fructosa 6-fosf� 

to y dirigirla a la Fosfofructoquinasa dentro de la gluc� 

lisis; este paso por sorbitol pudiera servir entonces co

mo una función de transhidrogenasa (reducción de �lAO
+ 

y -

oxidación de NADPH) . Alternativamente, la Fructoquinasa 

Y el ATP pueden convertir la fructosa en fructosa 1-fosfa 

� 
'¡ 
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to y ésta puede ser dividida por la Adolasa B en dihidro
xiacetona-fosfato y gliceraldehido, estos dos últimos com 
puestos pueden ser convertidos en gliceraldehido 3-fosfa
to por la acción de la Triosa fosfato isomerasa y de la � 

Trioquinasa,_respectivamente, entrando en los pasos fina
les de la glucólisis. También el gliceraldehido puede -
ser convertido a glicerol por medio de la Alcohol deshi-
drogenasa o la A1dehido reductasa, dirigiéndolo a éste ha 
cia la Lipogénesis. (fig. 1). (4). 

La vía del sorbitol parece tener implicaciones met� 
bólicas diferentes dependiendo del órgano o tejido en que 

se analice, así en cerebro y en el sistema reproductor -

masculino la interconección con la glucólisis parece te-
ner un papel metabólico general, mientras que en la pla-
centa, los componentes del esquema pudieran tener un pa-
pel especial (4). 

En los órganos sexuales masculinos de muchos mamífe 

FIGURA 1.- Representaci6n esquemática de las tres vías p� 
ra el- metabolismo de la glucosa. La vía del· sorbitol - -
( izq. ) se interconecta a la gluc6lisis mediante los pasos 
de Hexoquinasa y Fosfofructoquinasa -usualmente consider� 
dos como pasos reguladores· del metabolismo de la gluco--
sa-, y enlazada con la vía de las pentosas y la Lipog€ne-
sis -para mayores· detalles ver el texto-. ( 4). 

�� 
�� l,'

¡ 
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FIGURA l. 
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ros está presente la vía del sorbitol, que provee d� Sor

bitol y fructosa al plasma seminal. El esperma contiene 

Sorbitol deshidrogenasa (SORO) y utiliza sorbitol para -

producir fructosa, que la Hexoquinasa la convierte en - -

fructosa 6-fosfato permitiendo el metabolismo por la via 

glucolítica clásica (Fig. 1). Posiblemente con esto se 

evita una factible competencia del esperma con bacterias, 

levaduras y otras células presentes en el tracto vaginal 

(y que prefieren glucosa) por la fuente ener9ética.(4). 

El cerebro contiene Aldosa reductasa (AR) y SORO, y 

es una fuente clásica de Aldehido reductasas, la presen-

cia de estas enzimas pudiera ser un reflejo de la existe� 

cia de todas las rutas metabólicas secundarias para Je9r� 

dar a la glucosa para satisfacer la constante demanda de 

energía de las células nerviosas (4). 

En la placenta, la glucosa es convertida en fructo

sa por la vía del sorbitol en muchas especies, incluyendo 

al hombre. Las altas concentraciones de fructosa en la -

sangre fetal de Ungulados (v gr., ovejas y cerdos) apare� 

temente resulta de la no utilización de la fructosa por -

sus fetos. Dado que la fructosa no es fuente energética 

fetal importante en esos casos, la derivación pudiera te

ner un papel osmorregulador o servir como una función de 

transhidrogenasa parecida a un papel especial que pucj_iera 

1', 1 ¡ 

.¡ 
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ser comparable con el hecho de que, los fetos humanos y -

de rata no tienen altas concentraciones de fructosa en la 

sangre, y que la placenta de estas especies contiene una 

transhidrogenasa soluble y sensible a estradiol. (4). 

En los eritrocitos la posible función de la vía del 

sorbitol es la producción de NADH, el cual proporciona el 

poder reductor necesario para la conversión de la metahe

moglobina a hemoglobina,siendo esta reacción catalizada 

por la enzi�a Metahemoglobina reductasa (5). 

En condiciones normales, la vía del sorbitol tiene 

poca activijad, pero en estados hiperglucémicos el flujo 

de glucosa que pasa por esta vía se incrementa considera

blemente, por esta razón, la vía del sorbitol adquiere un 

interés especial en algunos tejidos por los efectos meta

bólicos adversos acompañantes de la diabetes mellitus. 

Por ejemplo, en el cristalino los niveles altos y 

sostenidos de glucosa pueden producir concentraciones bas 

tante elevadas de sorbitol, este polialcohol es impermea

ble a la membrana celular, lo cual da como resultado que 

se acumule intracelularmente, provocando una hipertonici

Jad en el citoplasma de las células, por lo tanto, se es

tablece un imbalance osmótico que termina produciendo ca

taratas hiperglucémicas (4, 6). 
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En el nervio ciático, la reducción de glucosa a sor 
� 

bital, particularmente en las células de Schwann, conduce 

a la acumulación de sorbitol, causando un daño celular -

que consiste en un proceso de desmielinización segmental. 

( 4). 

..... 

. 

, . 
� 
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III.- ESTUDIOS DE SORO REALIZADOS EN DIFERENTES ESPECIES. 

La Sorbitol deshidrogenasa (SORO) ha sido descubier 
ta en dos formas diferentes: una soluble y otra mitocon�
drial, en dos especies diferentes: en Cavia porcellus (e� 

bayo) y en Drosophila melanogaster (mosca de la fruta) -

(7, 3). Esta compartamentalización sugiere que existen -
como mínimo dos genes estructuralmente distintos, 

op•t Hof analizó electroforéticamente a la SORO solu
ble de muchos tej.idos de Sus scrofa (cerdo) y demostró P.9.. 

limorfismo de la enzima en hígado. En los organismos he
terocigotos encontró un patrón electroforético de 5 ban-
das y en los individuos homocigotos para el alelo normal 

o para el mutado, un fenotipo de una sola banda (9). Tam

bién encontró un patrón de 5 bandas en algunas especies � 

de vertebrados marinos (10). 

En 8 poblaciones australianas de Bufo marinus (sapo 

marino) se encontraron dos alelas para la SORO hepática -
con diferentes frecuencias en cada una de las poblaciones 

estudiadas; los alelas fueron designados como SORD-a (al� 

lo de menor migración catÓdica) y SORD-b (alelo de mayor 

migración). El heterocigoto SORD-ab da un patrón electro 

forético de 5 bandas (11). 

En Mus musculus (ratón) se describieron tres fenoti 
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pos electroforéticos diferentes para la SORO de riñón, -

los cuales fueron designados: SORO A (tres bandas), el -

fenotipo SORO B (con una banda lenta), y el fenotipo SORO 

AB (con tres bandas). Sugieren que posiblemente en el f� 

notipo SORO A se formen Isoenzimas secundarias. Además,

el gen SORO es heredado como auto�ó�ico codominante y es

tá localizado en el cromosoma 2. (12). 

En Zenaida auriculata auriculata (paloma dorada) y 

en Anas platyrhynchos (pato doméstico) se estudió electro 

foréticamente a la SORO hepática y de riñón en tres eta-

pas del desarrollo. En A. platyrhynchos la enzima mostró 

una banda en hígado y riñón embrionario y joven, y en es

tado adulto dos bandas en ambos tejidos. En Z. auriculata 

auriculata se observó una banda en hígado y riñón embri� 

nario; en los tejidos de joven y adulto se encontró un p� 

trón de tres bandas (13). 

La enzima nativa de SORO hepática de Ovis aries (b� 

rrego), tiene un peso molecular de aproximadamente - -

140,000, y el de una subunidad es de alrededor de 35,000, 

por lo tanto, posiblemente tenga una estructura cuaterna

ria tetramérica. Las pruebas de estabilidad, sensibili-

dad a inhibidores, y de protección por coenzimas, sugiere 

que la SORO tiene un residuo de cisteina altamente reactl 

vo, y un ion metálico (Zn) en su sitio activo (14). 

---

,. 

, 
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El locus que codifica para la SORO en Horno sapiens -
(hombre) fue asignado al cromosoma 15 en la región compre� 
dida de pter � q21. (15). 

En eritrocitos humanos de 665 individuos, por elec-

troforesis en almidón se observó solamente una banda de -

SORO, todas con movilidad catódica, excepto en un indivi-

duo en el cual la misma banda migró menos catódiamente y -

se designó como un alelo electroforético (16). 

Por medio de estudios cromatográficos, electroforéti 

cos, cinéticos e inmunoquímicos se demostró la existencia 

de dos formas de SORO en hígado humano. Ambas formas po-

seen una Km diferente para sorbitol y NAO
+

. La forma ma-

yor (SOR0-2) tiene una migración electroforética catódica 

y representa del 90 al 95% de la actividad total de SORO -

en el hígado, y posee un punto isoeléctrico de 9.5. La -

forma menor (SORD-1), es anódica y tiene un punto isoeléc

trico de 6.2. Los anticuerpos contra la SORD-2 no tienen 

reacción cruzada con la SORD-1 (17). 

En plasma seminal humano se identificaron tres feno

tipos electroforéticos, utilizando acetato de celulosa co

mo medio de soporte; el fenotipo A con una banda lenta; el 

fenotipo B con una banda rápida; y el fenotipo C con ambas 

bandas (18). 

' :  
. : 

,¡' 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

En los resultados obtenidos durante el diseño y es-

tandarización de un método electroforético para la detec-

ción de SORO eritrocitaria (19), se obtuvo un patrón de -

tres bandas en 50 de los 61 individuos estudiados, habién

dose observado variaciones interindividuales en el patrón 

de expresión, por lo que se plantea si estas variaciones -

en el patrón electroforético de SORO eritorcitaria (SORO

E) pudieran estar dadas por algún mecanismo genético, como 

por ejemplo, la presencia de alelas polimórficos, y por lo 

tanto, ser heredables o que dichas variaciones sean ocasi� 

nadas por modificaciones postraduccionales inespecíficas -

fuera del control genético. 

El motivo de esta tesis es determinar si las varia-

ciones observadas son debidas a polimorfismo enzimático o 

a modificaciones postraduccionales. 

., 

S 
'11 
n 
• 

' 
11 

, . . . 
. \( 

·• 

't 
! 



O B J E T I V O S 

.... 

� 

" 
" 

1 
.. 
.. 
. 

� 

1 

, : 
' 1  
'' 



22 

O B J E T [ V O S 

A.- Determinar si existe polimorfismo electroforéti

co de SORO-E humana. 

B.- Caracterizar las variantes electroforéticas en�

contradas. 
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H I P O T E S I S 

Existen variantes en el fenotipo ele� 

troforético de SORD�E humana, algunas 

de las cuales están genéticamente de� 

terminadas. 
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MATERIAL Y METODOS 

A. BUSQUEDA DE POLIMORFISMO ELECTROFORETICO. 

Para la basqueda de variantes electroforéticas de -

SORO-E, fueron analizadas 208 muestras de sangre de donad� 

res habituales y familiares del Banco de Sangre del Centro 

M§dico de Occidente del Instituto Mexicano del
' 

Seguro So-

cial, 11 de las cuales fueron estudiadas en más de una oca 

sión. 

1.- ���e����1ª�-9�l-����l1����� 
a) Procedimiento: 

I) Las muestras de sangre se lavaron con solución 

salina al 0.85% (1 vol. de sangre con 2 vol. -

de salina) en 3 ocasiones. Se centrifugaron a 

3000 rpm durante 2 minutos; después de cada 1� 

vada se eliminaron los leucocitos (capa de - 

blancos). 

II ) El paquete de eritrocitos obtenido se hemolizó 

en tres ocasiones por congelación en hielo se

co-acetona y por descongelación en agua co--�

rriente. 

III) Se tomaron 100 yl del hemolizado y s.e mezclaron 
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con un volumen igual de sacarosa al 50%. Je es 
ta mezcla se aplicaron 30 pl en los geles de 
poliacrilamida (cada muestra se aplicó por du
plicado). 

2.- ���e����!��-��-l��-9�!��-��-e�!!��c!l������ 

a) Fundamentos: 
La poliacrilamida es preparada para electroforésis 
por la polimerización de las formas monoméricas de 
Acrilamida y la metilen-bis-acrilamida para produ-
cir un gel de matriz rígida e inerte. El método de 
la electroforésis en gel resulta útil por el llama
do 11tamaño del poro'', es decir, que el gel actúa co 
mo un tamiz en forma directamente relacionada con -
la concentración de acrilamida, de manera tal que -
al aumentar la concentración de acrilamida en forma 

gradual desde un 5% hasta un 12%, el tamaño del po
ro disminuye y las proteínas se movilizan más lenta 

mente (1). 

Los geles son preparados en soluciones de acrilami

da y bis-acrilamida, y por la adicción de cataliza

dores que promueven la polimerización. El cataliza 

dor más simple es la riboflavina, la cual es efecti 

va a muy bajas concentraciones (v.gr., en una con-

centración final en el gel de 0.001% p/v), pero es-
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te método requiere de la luz UV para llevarse a ca 

bo la fotodescomposición de la riboflavina para i

niciar la polimerización. Una alternativa conve-

niente es el uso de mezclas de tetrametil-etilen-

diamina (TEMED) en una concentración final en el -

gel de 0.05% v/v y de persulfato de amonio a una -

concentración similar (aprox. de 0.05% a 1% p/v),

como catalizadores. La polimerización usualmente 

ocurre en algunos minutos a temperatura ambiente, 

evitando el contacto directo de la solución del 

gel con el oxígeno atmosférico, el cual inhibe el 

proceso de polimerización (1). 

· b) Procedimiento: 

I) La acrilamida (al 7%; 2.13 g) y la bis-acrila

mida (al 5%; 108 mg) se disolvieron en 30 ml -

de buffer Tris (Hidroximetil-aminometano) 75 

mM ajustado con HC1 a pH 8.6. 

II) De una solución de persulfato de amonio 0.15 -

mM se tomaron 360 �1 para ponerlos en la solu

ción de acrilamida-bis-acrilamida. Además, se 

añadieron 120 �1 de TEMED. 

III) La solución de poliacrilamida se pasa a tubos 

de cristal de 8 mm de diámetro por 80 mm de -

largo (aprox., 1.5 ml. de solución en cada tu-
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bo), la porción libre del tubo se llenó con a

gua para evitar el contacto con el oxígeño y -

para prevenir la desecación del gel. 

3.- �l��!�2f2���1�_f!�2: 

a) Fundamentos: 

Las proteínas son compuestos anfotéricos (polielec 

trolitos), cuyas cargas dependen del valor del pH 

del medio circundante, y se pueden separar por la 

acción de un campo eléctrico. La movilidad de una 

proteína en un campo eléctrico depende de dos fuer 

zas, la de atracción y la de resistencia. 

La fuerza de atracción está en función del número 

de cargas por molécula, del signo de la carga neta, 

el grado de disociación según el pH, la magnitud -

del campo eléctrico y del tiempo de exposición a -

dicho campo. La resistencia que se opone a la mo

vilidad de la proteína se relaciona con el tamaño 

y la forma de la molécula, la solubilidad de la 

proteína y de las propiedades absorbentes del me-

dio que sirve como vehículo (1). 

b) Procedimiento: 

I) La electroforesis se realizó catódicamente (con 

un buffer de sistema Tris HCl 0.15 M a pH 8.6) 
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durante 4 horas a 4°C con una corriente eléctri 

ca constante de 150 volts, aproximadamente 100 

mA por 18 geles. 

4.- Revelado: 

a) Fundamentos: 

La tinción por transferencia de electrones es la -

técnica más usualmente utilizada para la detección 

de las Isoenzimas después de la electroforesis. 

Los colorantes de uso general son: Metil-tiazol-te 

trazolio, usualmente conocido como MTT, el cual es 

un aceptar para reacciones de deshidrogenasas; y -

la 3-amina-9 etil carbazol, el cual es aceptar de 

oxidasas y peroxidasas. El MTT es reducido por 

los electrones producidos en la reacción de deshi

drogenación (de un aldehído a una cetosa), para 

producir formazan insoluble de color azul-púrpura 

oscuro. La reacción es producida más rápidamente 

en presencia de Fenazina metesulfato (P�S), el 

cual actúa como catalizador intermediario (1). 

b) Procedimiento: 

I) Después de efectuada la electroforesis, los ge

les se revelaron con una mezcla compuesta de: -

sorbito] (1.2%; 360 mg); Piruvato de sodio -

(0.42%; 126.5·mg); NAD
+

(24 mg); MTT (0.015%; 

4.5 mg) ;y PMS (0.01%; 3 mg); disueltos en 32.5 

' 
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ml de buffer Tris HCl 0.1 M a pH 8.0. (19J 

II) Los geles con la mezcla se incubaron en la ose� 

ridad a temperatura ambiente. 

B. ESTUDIOS DE CARACTERIZACION. 

En los estudios de caracterización se analizaron�� 

total de 4a muestras de sangre, estos estudios se realiz�

ron con el fin de encontrar diferencias en el comportamie� 

to de las bandas electroforéticas con activiuad de SORO-E� 

tales pruebas se basaron fundamentalmente en: 

1.- Identidad electroforética de cada una de las bandas �� 
------------------------------------------------------

SORO-E. 

a} Objetivo: 

Determinar si las bandas electroforéticas d� SQ���[ 

son proteínas distintas. 

b} Procedimientos: 

I) Se reálizó un corrimiento eleetrofor�ti�@ ��� 

dos h�olizados distintos (cada mu�§tr§ @ft � � 

geles) durante dos horas. 

II) Desp�és de rea�izada 1a �l�etrofor@§i§ §� f��� 

laron dos geles de cada mu�§tffi, §§t§§ §�f�tª� 
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como punto de referencia para coñocer en donde 

se localizaban las bandas con actividad de SOR 

D-E. 

III) Los geles restantes se cortaron en la posición 

marcada por los geles revelados, de esta mane

ra se obtenían las bandas por separado para -

ser después colocadas en nuevos geles de poli� 

crilamida. 

IV) Los geles nuevos se sometieron a electroforé-

sis durante dos horas y posteriormente revela

dos. 

2.- �f1�i���-e9�_9!�9�-���!��!9�-�--�����!��!9�� 

a) Fundamentos: 

La especificidad del sustrato es una característica 

importante de las enzimas, ya que éstas pueden se�

leccionar para su transformación a un número limita 

do de sustancias químicamente relacionadas. Ello -

se debe a la conformación compleja de la molécula, 

a las características tan especiales del sitio actl 

voy a la configuración estructural del sustrato. 

b) Objetivo: 

Observar si las bandas de SORD-E muestran diferen--
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ctas en la afinidad por otros sustratos y cQsustr! 

tos {se utilizaron como sustratos: Sorbitol, Xili-

tol y Dulcitol; y como cosustratos: NAO
+ y NADP

+) . 

e) Procedimiento: 

I ) Se realizó un corrimiento electroforético con 

tres hemolizados ( cada muestra en 12. geles). 

II ) Los sustratos Xil itol y Dul citol, y el NAOP
+ 

-

se añadieron en vez de el Sorbitol y el NAO
+ 

en la mezcla de revelado. 

_ III ) Los geles de cada muestra se revelaron de la -

siguiente forma: dos utilizando Sorbitol y - -

NAO
+

; dos usando Xilitol ( o Dulcitol ) y NAO
+

; 

y los dos restantes con Xilitol ( o Oulcitol ) y 
NADP

+
. 

3·- Q�1���!��-t-��9���!��-��-g��e��-I�!�l: 

a ) Fundamentos: 

Algunas enzimas muestran cambios en sus patrones de 

Isoenzimas cuando las células u homogenados de teji 
dos son almacenados in vitro. En ciertos casos es
tos cambios por almacenamiento pueden ser atribui-
dos a interacciones de los grupos sulfidrilos -
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(thibl) de los residuos de cisteína ton el glut� 

tion oxidado (GSSG), el cual se acumula en los 

extractos almacenados. El GSSG puede alterar el 

patrón electroforético en dos formas: alterando 

la movilidad de todas las Isoenzimas hacia el á

nodo; o formando bandas adicionales. La ocurren 

cia de tales cambios puede ocasionar confusiones 

en los estudios genéticos cuando se desconoce su 

ocurrencia. El análisis de tales efectos pudie� 

ra ser útil en la caracterización de las Isoenzi 

mas. La velocidad en la que ocurren los cambios 

varía de una enzima a otra y también de una mues 

tra a otra. (1, 2). 

b) Objetivo: 

Probar si la incubación con distintos compuestos 

que reaccionan con grupos thiol (B�mercaptoeta-

nol (B-ME); Dithiotreitol (DTT); Dithioeritriol 

(DTE); Cistamina; Acido Maleico y GSSG), modifi

can el patrón electroforético de SORO-E. 

b) Procedimiento: 

I) Se realizó un experimento piloto con una so 

la muestra, donde se probaron B-ME, DTT, 

Cistamina, Acido maleico y GSSG; cada uno -

por separado, se incubaron por 30 minutos a 
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37°C, a una concentración de 5 mM. 

II) Un hemol izado (se anal izaron 3 muestras para - l�t 
cada reactiyo thiol) se dividió en 7 fraccio-

nes iguales de 200 �l cada uno, una de ellas -

se almacenó en congelación a -40°C. 

III) Tres fracciones se incubaron a 37°C durante 

dos horas (una sin reactivo thiol; otra con 
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reactivo thiol a una concentración de 10 mM; y �. 
p ; la otra también con reactivo thiol a 50 m�1). ti.: 
.. ¡ 
. � 
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IV) Las tres fracciones restantes se incubaron du- ! 

rante 4 horas a 37°C (una sin reactivo; otra -

con el reactivo a 10 mM; y la última con reac-

tivo a 50 mM). 

V) Después de efectuadas las incubaciones, los he 

molizados se almacenaron en congelación a -40° 

C. y la electroforesis se efectuó al siguien

te día. 

4.- Contenido de diferentes carbohidratos: - ------------------------------ -------

a) Fundamentos:. 

Algunas Isoenzimas secundarias resultan de un ata-
que diferencial de carbohidratos a una proteíná. 
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Las formas enzimáticas múltiples de este grupo pue

den ser divididas en: Isoenzimas que se pueden ais

lar por medio de métodos electroforéticos; e Isoen� 

zimas que pueden ser solamente reconocidas como ta

les por el uso de métodos en cromatografía de afini 

dad. Dentro del primer grupo están los carbohidra

tos ácidos o básicos, especialmente el ácido siáli

co; mientras que en el segundo grupo se encuentran 

los residuos de azúcares neutros (�gr., glucosa y 

manosa) (2). 

b) Objetivos: 

I) Probar si un tratamiento con neuraminidasa (en

zima que libera residuos de ácido siálico uni-

das a proteínas) modifica el patrón electroforé 

tico de SORO-E. 

II) Determinar si la glucosa es responsable de la -

formación de Isoenzimas secundarias en SORO-E. 

e) Procedimiento: 

I) Tratamiento con neuraminidasa. 

l)Un hemolizado (se probaron 2 muestras) 

dió en 9 fracciones de 200 )Jl cada una. 

de ellas se mantuvo a ·40°C. 
• 

se divi 

Una -
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2) Cuatro fracciones se incubaron a 37°C duran- ·� 

te 8 horas, una de ellas sin neuraminidasa y 

las otras con 3 concentraciones de neuramini 

dasa (1.5, 0.6 y 0.03 U/ml.). 

3) Las 4 porciones restantes se incubaron duran 

te 18 horas a 37°C, una sin neuraminidasa y 

las otras 3 con neuraminidasa (una con cada 

concentración). 

4) Después de realizada la incubación de 8 ho-

ras, las muestras se guardaron en congela--

ción a -40°C. 

5) Después de terminada la incubación de 18 ho

ras, las muestras se refrigeraron 30 minutos 

y posteriormente se aplicaron en los geles -

de poliacrilamida junto con las demás mues-

tras para ser corridos electroforéticamente. 

II) Incubación con glucosa: 

1) Un hemolizado (se probaron 2 muestras) se d! 

vidió en 7 porciones de 400 �1 cada una. Una 

se almacenó en congelación a -40°C. 

2) Tres fracciones se incubaron a 37°C du�ante 
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8 h�ras (una sin glucosa; otra con glucosa a 

una concentración de 80 mg/100 ml; y la otra 

también con glucosa a una dosis de 200 mg/100 

ml). 

3) Las otras tres se incubaron por 18 horas a --

370C, una sin glucosa y las otras dos con glu 

cosa (una con 80 mg/100 ml y la otra con 200 

mg/100 ml). 

4) Después de realizadas las incubaciones se to

maron alicuotas (100 �l) de cada fracción y 

se congelaron a -40°C; el resto de las frac-

ciones se dializó durante 8 horas contra un -

volumen 100 veces mayor de buffer Tris HC1 10 

mM, 8-ME 3mM a pH 7.7. 

5) Al término de la diálisis, las muestras se -

guardaron en congelación, para ser sometidas 

a electroforesis al día siguiente. 

5.- Enlace de cosustratos: 

a) Fundamentos: 

En algunos casos de ciertas deshidrogenasas que re-. 

quieren NAO
+ 

o NADP
+

, pueden ser observados diferen 

tes componentes electroforéticos de acuerdo al gra-
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do de saturaci6n de la enzima con la coenzima: Cuan

do solamente está parcialmente saturada, ciertas ba� 

das pueden repres�ntar la misma Isoenzima con O, 1,-

2, etc., moléculas de coenzimas unidas. Se puede -

obtener un patr6n electroforético consistente cuando 

las Isoenzimas son saturadas con la coenzima por in

clusi6n o como constituyente del buffer electroforé

tico. La saturaci6n con coenzima puede incrementar 

la estabilidad de la enzima durante la electrofore-

sis (1, 2). 

b) Objetivo: 

Probar si el NAO
+ 

modifica el patr6n electroforéti

co de la SORO-E. 

e) Procedimiento: 

I) Incubaci6n de la muestra con NAO
+. 

1) Un hemolizado se dividi6 en 7 fracciones de 

200 pl cada una. Una se mantuvo en congela

ci6n a -40°C. 

2) Las otras 6 se incubaron a 37°C por 30 minu

tos (una sin NAO
+

; y las restantes con dis-

tintas concentraciones d� NAO+ (0.002; 0.004 

0.02; 0.04 y 0.2 mg/ml). 
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3) Despu�s de la incubación se efectua la elec
trofor�sis. 

II) Características del buffer de corrimiento: 
1) Se realizaron dos corrimientos electroforéti 

cos con las mismas muestras (cuatro); uno -
sin NAO+ y el otro con NAO+ en el buffer de 
corrimiento (40 mg/1. ). 

6.- Isomerismo conformacional: 

a) Fundamentos: 
El isomerismo conformacional ha sido sugerido como 
una posible causa para la formación de Isoenzimas � 

secundarias. En este caso en particular, las for�
mas moleculares múltiples de una enzima pudieran t� 
ner la misma estructura primaria, pero ser diferen
tes en su estructura terciaria o cuaternaria, por-
que su cadena polipeptídica puede existir en más de 
una configuración estable. Así, diversas formas mo 
leculares múltiples son representadas por conformó
meros, y se puede esperar que una sola forma de los 
miembros de esas Isoenzimas genere el juego comple
to (1, 2) . 

b) Objetivo: 
Observar si la temperatura de la congelación o de '=' 
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la descongelación origina alguna modificacióo en el 

patrón electroforético de SORO-E. 

e) Procedimiento: 

I) Un paquete de eritrocitos se dividió en 4 frac 

e iones de 200 )11 cada una. 

II) Dos fracciones se congelaron a -70°C y se des

congelaron en agua; una a l8°C y la otra a 37° 
c. 

III) Las otras dos se congelaron a -30°C y se des-

congelaron en agua (una a l8°C y la otra a 37° 
C). 

... 
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R E S U L T A D O S 

A. BUSQUEDA DE POLIMORFISMO ELECTRaFORETICO. 

El estudio electroforético de SORO-E en 208 indivi 

duos analizados, permitió la identificación de 4 fenoti-

pos (fig 2): El fenotipo I con 3 bandas: la banda a con 

una movilidad electroforética (catódica) promedio de 2.68 

mm, la banda Q de 13.7 mm, y la banda� de 21.46 mm; el -

fenotipo II con las bandas� y�; el fenotipo III con -

las bandas Q y�; y el fenotipo IV con la banda�· Es

tos 4 fenotipos se observaron con frecuencias de 78.36%, 

12.02%, 6.73% y 2.88% respectivamente (fig. 3). 

Durante el estudio de los 208 individuos, 11 de 

ellos fueron incluidos en el estudio más de una vez ( Ta

bla I), lo que permitió confirmar que en un solo indivi-

duo se puede observar más de uno de los fenotipos descri

tos. 

. . 
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FIG. 2.- Fotografía de los fenotipos electroforéticos de 

SORO-E observados en 208 individuos. El fenoti� 

poI con 3 bandas (�,�y�); el fenotipo II con 

2 bandas (�y �); e
.
l fenotipo III con 2 bandas -

(�y�); y el fenotipo IV con una sola banda(�). 



FENOTIPO. BANDAS· FnECUENCIA OBSEnVADA. 

a b e 

I 10 D D 78_36% 

I[ 10 ·D 12.02/'o 

m 1 D D 6.737o 

Ji:. 1 . D 2.88% 
1' 

origen. 

CD 8 

FIG: 3.- Fenotipos electroforéticos de SORO-E observados en 208 individuos. 

El fenotipo I con las bandas a, by e; el fenotipo II con las,ban

das a y e; el fenotipo III con las bandas b y e; y el fenotipo IV 

con Tas bandas c. El promedio de migración-(x±-
DE) es de 2.68 ± -

1.59 mm,para la
-

banda a; 13.7± 3.11 mm para Q y 21.5± 3.3 mm para 

1� r 

� 
1-' 
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TASCA 1 

Individuos analizados más de una vez en el es 

tudio electroforético de SORO-E 

-·-

No. DE V�n-sr-
FENOTIPOS 

IN DIVIDUO 
ESTUDIADO l OBSERVADOS 

' 
1 2 I y II 

1 2 2 I y II 

1 3 2 I y I I 

1 4 2 I 

5 2 I 

6 2 I y II 

7 2 I y III 

8 3 I ' II y II 

9 3 I ' II y IV 

10 5 I' I,·II, III y IV 

11 5 I' I, II, III y III 

i .. 

f 
¡:,: 

ri , 

� 
. " 

·' 

¡ . 'i �·�;.;:: ; �1( r 
i � ' -
¡ 1 � : 
:' 
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B. ESTUDIOS DE CARACTERIZACION. 

Los estudios de caracterización realizados con el 

fin de obtener una mayor información sobre la identidad y 

el comportamiento de cada una de las bandas de SORO-E, -

mostraron los siguientes resultados: 

1.- Identidad electroforética de cada una de las bandas de 

SORO-E. 

Los resultados de la reelectroforesis de 10 bandas a 

9 bandas Q y 9 bandas� (Tabla II) mostraron que las ban-

das �y Q pueden transformarse en cualquiera de las tres -

bandas y pueden or1g1nar los fenotipos electroforéticos -

descritos (fig. 4). 

c--.. 

b-· 

banda a 

FIG. 4.-

banda b banda e 

Resultados de la reelectroforesis de 
las bandas �· �y �· 

r.!.•,· " 



TABLA li 

Resultados de la reelectroforésis de cada 

una de las bandas de SORO-E 

-

BANDAS F E N O T I P O S FRECUENCIA 

I 20 % 

a 
II 30 % 

IV 10 % 

negativos 40 % 
·-

I 11.11% 

b 
I I 44.44% 

-

III 22.22% 

IV 22.22% 

II 11.11% 
e 

IV 88.88% -

44 
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Las bandas �. �y� de SORO-E mostraron una afinidad 

semejante por sorbitol y xilitol, con NAO
+ 

como cosustra-

tos; mientras que al utilizar dulcitol con NAO
+ 

o NAOP
+ 

no 

se observó ninguna de las bandas (Tabla III). 

TABLA II I 

Resultados obtenidos en las pruebas con otros 

sustratos y cosustratos para SORO-E 

SUSTRATO COSUSTRATO 
R E S U L T A O O 

a b e 
- -

Sorbitol NAO
+ 

++ ++ +++ 
11 NAOP

+ 
- - -

Xil itol NAO
+ ++ ++ +++ 

11 NADP
+ 

- - -

Dulcitol NAD
+ - - -

11 iNADP
+ 

- - -
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La prueba piloto realizada con B-ME, DTT, Cistamina, 

Acido Maleico y GSSG, no mostró modificaciones en el pa-

trón electroforético de SORO-E, pero si se observó un efe� 

to de inhibición (fig. 5). Por lo que las pruebas realiza

das posteriormente con esos reactivos y añadiendo además -

el DTE, fueron con el objeto de determinar si alguno de e� 

tos reactivos tenían un efecto preferencial por alguna de 

las bandas. Los resultados están resumidos en la tabla IV. 

En donde se puede apreciar que el GSSG tiene inhibición -

preferencial por las bandas Q y�· los demás reactivos mos 

traron un efecto inhibitorio sobre todas las bandas. 

4, 5 y 6.- Los resultados de estos experimentos están resu 

midos en la tabla V. 

a .__.. 

3 4 5 6 
FIG. 5.- Resultados observados en la prueba piloto (incubación a 30 min.) realizada con varios reactivos thiol (a 5 mr�). 1 hemolizado control· 2 con B-ME· 3 con r..ssG· 4 con e. . 

' ' � , 

1stam1na; 5 con Acido Maleico; y 6 con DTT. 

·' ·, 
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I.ABLA IV 

Resultados de las pruebas con reactivos thiol, en SORO-E. 

CONCENTRA- EFECTO EN LAS BANDAS �· �. y �· 

INHIBIDOR CION UTI- A � horas A 4 horas 
LIZADA a b e a b e 

- - - - -

control ++ ++ +++ ++ + ++ 

8-ME 10 mf'1 ++ + ++ ++ + ++ 

50 mM + - + - - -

control ++ ++ +++ + + ++ 

DTT 10 mr� ++ ++ +++ + + ++ 

50 ml•1 + + ++ + + + 

control ++ ++ +++ + + ++ 

DTE 10 mM ++ ++ +++ + + ++ 

50 m�·1 + + + - - -

control ++ ++ +++ ++ ++ ++ 

CISTAMINA 10 mr·� + + ++ - - -

50 mi·� + + + - - -

control ++ ++ +++ ++ ++ +++ 

ACIDO 
10 mM + + ++ + + . ++ 

MALEICO 
50 mM + + + + + + 

control ++ ++ +++ + + + 

GSSG 10 mM ++ + ++ + - -

50 mM + - - - - -
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TABLA V 
�� 

Resultados de las pruebas para la formación de ISQ 

enzimas secundarias en SORO-E. 

EXPERIMENTO PRUEBA EFECTO EN EL PATRON DE SORO 

4. Contenido NEURAMINIDA No se observaron cambios en el 

de dife-� SA-GLUCOSA patrón electroforético de SORO-

rentes �� E. 

carbohi--

dratos. 

5. Enlace de 

cosustra

tos. 

6. Isomeris 

mo con-

farmacia 

na 1. 

En la banda e se incrementó la 

intensidad, mientras que en -

las bandas �y � disminuyó. E� 

te efecto fue más evidente --� 

cuando el buffer de corrimien-
+ 

to contenía NAO , que cuando -

la coenzima estaba sólo en la 

muestra. 

CONGELACION No se apreciaron 

-DESCONGEL� nes en el patrón 

CION co de SORO-E. 

mod i fi caci o-

electroforéti 
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D I S C U S I O N 

A. BUSQUEDA DE POLIMORFISMO ELECTROFORETICO. 

Los estudios encaminados a la bGsqueda de variantes �� 
electroforéticas en frecuencias polimórficas, permitieron 

la identificación de 4 fenotipos (fig. 2), cuyo origen ge� 

nético no está claramente definido. Basándonos en la fre-

cuencia del fenotipo I (fig. 3) y en que los 11 individuos 

que fueron estudiados en más de una ocasión (Tabla!) ... -

se observó siempre el fenotipo l, podemos considerar a 

éste como el fenotipo más coman de SORO-E humana. Los 

fenotipos II, III y IV pueden ser explicados por probl� 

mas metodológicos atribuibles a la muestra ó a la prepara-

ción de los geles, sin embargo, en base a los resultados 

de los experimentos de la identidad electroforética de ca-

da una de las bandas de SORO-E una posible explicación es 

que en el fenotipo II, la banda b se encuentra completa-

mente transformada en las bandas a y�; en el fenotipo -

III, la banda a se encuentra convertida en las bandas� y 

�; mientras que en el fenotipo IV, las bandas� y� se 

encuentran transformadas en la banda�; lo que pudiera i� 

terpretarse como que el fenómeno que da lugar a las trans

formaciones que originan los fenotipos II, III y IV oc� 

rren con una frecuencia que va en orden decreciente en -

los fenotipos II, III y IV. Adicionalmente, en los 4 fe-

notipos se observó una amplia variabilidad en la intensi-
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dad de las bandas (Tabla VI), lo que apoya ·1a capacidad de 

transformación de las bandas� y Q. Este análisis sugiere 

que no podemos considerar las frecuencias de 78.36 %, - --

12.02%, 6,73% y 2. 88% para los fenotipos I, II, III y IV 

respectivamente, como representativos de la existencia de 

alelas electrofor�ticamente distintos con frecuencias pol! 

mórficas, y que es más probable que SORO-E humana, sea el 

producto de un gen con la capacidad de formar 3 Isoenzimas 

representadas por las bandas�. Q y�· Estudios previos -

en eritrocitos humanos realizados con m�todos distintos no 

han mostrado la existencia de polimorfismo electroforético 

de esta enzima (16, 20). Sin embargo, no se descarta la -

posibilidad de que SORD-E.posea aleles polimórficos y que 

estos no puedan ser detectados por métodos electroforéti-

cos, ya que se ha calculado que cerca del 75% de todas las 

sustituciones sencillas de un aminoácido por otro en una -

proteína dada, son electrofor�ticamente indetectables (3) . 

... 
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TABLA VI 

Sub-fenotipos de SORO-E considerando la intensidad de cada 

una de las bandas 

FENOTIPO S U B - F E N O T I p o FRECUENCIA (%) 

a = b < e 36.06 - - -

a = b = e 11.53 - -

e > a > e 9.13 - -
' a = e ). b 7.21 - - -

I 
a < b < e 6.73 - - -

a < b = e 5.28 - - - / 

a > b = e l. 92 - - -

a = b > e 0.48 - - -

a = e 11.06 -

II 

a < e 0.96 

b < e 3.85 - -

III 

b = e 2.88 -

IV e 2.88 -
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B. ESTUDIOS DE CARACTERIZACION 

La reelectroforesis de las bandas de SORO-E mostró -

que las bandas ªy t pueden interconvertirse en las formas 
( . 

ª' b o �; m1entras que la banda � no es fácilmente trans--

formada en las bandas ª Ó g. Esta interconversión podría 

estar dada por la presencia de un factor (o factores) fá-

cilmente disociable que modifica la migración de SORO-E y 

sea el (Ó los) causantes de la formación de isoenzimas se

cundarias de esta enzima. Posiblemente, la banda g sea la 

isoenzima primaria, la banda f una forma secundaria irre-

versible, y la banda Q una isoenzima transitoria. La for

mación de isoenzimas secundarias de SORO en riñón de ratón 

(12) y en plasma seminal humano (18) ha sido descrita, no 

obstante, las causas o mecanismos responsables no han sido 

dilucidadas. 

Las tres bandas muestran una afinidad semejante por 

sorbitol y xilitol con NAO
+ 

como cosustrato, y no tienen 

afinidad observable por dulcitol, además, no tienen afini

dad por NADP
+ 

como cosustrato. Barretto et al. (21, 22) -

reportan que SORO-E de varias especies, incluyendo al hom

bre, muestra una amplia aceptación por otros sustratos, e� 

pecfalmente los L-iditol, y que la actividad de SORO-E hu

mana con xilitol y dulcitol es de 95% y 5% respectivamen-

te, tomando como 100% la actividad presentada por sorbitol. 
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B-ME, DTT, Cistamina, Acido Maleico y GSSG fueron u
tulizados a una concentración de 5 mM en un experimento Pi 
loto con el fin de buscar modificaciones en la mobilidad e 

lectroforética de las 3 isoenzimas de SORO-E: B-ME y DTT -

actúan como reductores de puentes disulfuro de la molécu-

la; Cistamina y GSSG como formadores de puentes disulforo 

con grupos sulfhidrilo (SH-) libres, durante este proceso, 

el primero adiciona una carga positiva y el segundo una -

carga negativa; el Acido Maleico modifica la mdlécula por 

alquilación de un SH-, adicionando 2 cargas negativas. En 

este experimento no se apreciaron modificaciones en la mo

vilidad electroforética de las bandas, pero sí un efecto -

inhibitorio leve (Fig. 5). Estos compuestos, más DTE en 

los experimentos de 2 y 4 hrs de incubación a 10 y 50 mM -

(Tabla IV) mostraron, para B-ME, DTT y DTE a 10 mM en los 

dos tiempos de incubación un efecto protector debido prob� 

blemente a que estos compuestos evitan la oxidación de los 

grupos SH-; y a 50 mM una inhibición parcial de las 3 iso

enzimas con dos horas de incubación, la cual se acentúa a 

las 4 horas, este efecto es probablemente ocasionado por 

un bloqueo del sitio activo de la enzima; estos resultados 

son similares a los de Jeffery et al. (14), realizados en 

SORO hepática semipurificada de borrego. Con la Cistamina 

se observó una inhibición parcial de las 3 bandas de 10 mM 

Y casi total a 50 mM, con 2 horas de incubación, a 4 horas 

el efecto fue total con las 2 dosis. El efecto del Acido 

' 1 
:·1 
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Maleico sobre la enzima fue moderado. El GSSG mostró inhi 

bición preferencial de las bandas �y s a 10 mM con dos ho 

ras de incubación, y a 50 mM una inhibición total de las -

isoenzimas Q y�· Estos resultados confirman que existe -

al menos un grupo SH- altamente reactivo en el sitio acti

vo de la enzima que no participa en la carga neta de la mo 

lécula y además sugieren que no existen otros grupos SH 

relacionados con la carga eléctrica de SORO-E. 

La variabilidad que representan los 4 fenotipos y-

los 12 subfenotipos observados no está dada por un conteni 

do diferencial de ácido siálico o de glucosa, ni por la -

presencia de isomerismo conformacional ocasionado por la -

reconstitución de la enzima a diferentes temperaturas, si 

bien, en los experimentos con NAO
+ 

se observaron modifica

ciones en el patrón electroforético de SORO-E, los fenoti

pos y subfenotipos no pueden ser explicados por diferentes 

grados de saturación de la enzima con la coenzima, debido 

a que las concentraciones experimentales de NAO
+ 

son mayo

res que las concentraciones fisiológicas de esta coenzima 

en el eritrocito. Por lo tanto, las pruebas realizadas en 

este trabajo no muestran resultados concluyentes sobre los 

factores que modifican la expresión de las 3 isoenzimas de 

SORO-E. 

En resumen, los estudios de SORO-E humana realtzados 
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en el presente trabajo muestran que de los 4 fenotipos ob

servados (fig. 2), el fenotipo I es el más común, por lo 

tanto, puede ser considerado como el fenotipo normal; mien 

tras que los estudios de caracterización sugieren que las 

3 formas isoenzímicas son el producto de un solo gen. Ade 

más, estos resultados generan las siguientes interrogan--

tes: ¿cuál es el mecanismo que origina la variabilidad e-

lectroforética de SORO-E? ¿Este mecanismo es intrínseco -

de la muestra?, l�s respuestas a estas interrogantes son 

desconocidas, las estrategias estarían encaminadas a la in 

vestigación de otros mecanismos que originen la formación 

de isoenzimas secundarias. 

l 
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C O N C L U S I O N E S 

1.- El fenotipo electroforético más común de SORD�E 

humana es de tres bandas, en geles de poliacril� 

mida. 

II.- No existe polimorfismo electroforético de SORD�E 

humana. en la población estudiada. 

III.- La variabilidad electroforética de SORO-E no es

tá controlada genéticamente. 

IV.- La variabilidad electroforética de SORO-E humana 

no es debida a 

1) Oxidación o reducción de grupos SH-. 

2) Contenido de ácido siálico o glucosa. 

3) Diferentes grados de saturación con NAO
+ 

4) Isomerismo conformacional por la reconstitu-

ción a distintas temperaturas. 
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