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IRTRODUCCIORN

1, - Metabolismo de la glucosa en eritrocito

El eriirocito humano maduro es una célula carente de nacleo,
reticulo endoplasmico .y mitocéndrias; por 1o tanto es incapaz de
sintetizar acidos nucleicos y proteinas o.de generar energia por
la via“del ciclo de Xrebs. Transportar oxigeno de 1os pulmones a
los tejidos y bidxido de carbono en la direccidn inversa, es 1la
principal funcién del eritrocito; é;ta es realizada por 1la
hemoglobina, la que debe mantenerse en estado reducido y en un
medio ambiente que contenga concentraciones adecuadas de varios
compuestos ofgénicos Y de ciertos 1iones inorganiceos. El
me?abolismo del eritrocito se acopla & esta funcién, cuya
principal fuente de -energia es la glucosa plasmatica. El
transporte de glucosa del plasma al interior del eritrocito, es
mediado por un acarreador localizado en la menbrana; d&icho
transporte es insulina independiente (1-3}.

El eritrocito maduro metaboliza la glucosa a través de  dos
vias (Fig 1):

La primera es la via de Embden-Heyerhof, que proporcioha
aproximadamente 957 de 'los requerimientos energéticos ‘de la
célula; la glucosa es convertida a piruvato o lactato;- proceso
que resulta en la fosforilacioén de ADP a ATP y en la reduccién de
NADt* a NADH. El1 ATP proporciona la energ;a para multiples
reacciones metabdlicas en tanto que el ﬁADH sSe requiere para la

conversién enzimatica de la metahemoglobina (Fet*tt) a hemoglobina
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(Fett). Si el HADH es reoxidado en la reduccisn  de
metahemoglobina a hemoglobina, el producto final del metabolismo
de 1la glucosa es el piruvato, Si el NADH no se reoxida - por la
metahemoglobina, el piruvato es reducido a lactato en la reaccion
catalizada por la deshidrogenasa lactica. El lactato o el
piruvato formados difunden fuera del eritrocito y son
metabolizados en otro sitio. La produccion de 2, 3-
difosfoglicerato (2, 3-DFG) es otra funcidn importante de esta via
metabolica. Este compuesto es un régulador de la afinidad de 1la
hemoglobina por el OXigeno; al combinarse con la
desoxihemoglobina, reduce la afinidad de la hemoglobina por el
oxigeno, El 2, 3-DF@ se forma a partir del {,3-difosfoglicerato
que es un intermediario de la glucdlisis., El 2,3-DFG puede
refngresar a la via glucolitica en forma de 3-fosfoglicerato. La
formacion y defosforilacion de 2, 3-DFG es catalizada por la misma
énzima (difosfogliceromutasa) y se conoce como la derivacién de
Rapoport-Luebering. . Los iones hidrégeno inhiben la reaccidn de
formacién de 2, 3-DFG Y estimulan la reaccidn de defosforilacién.
Un aumento en el pH causa una elevacién en los niveles de 2, 3-DFG
en. .’ tanto que la acidosis conduce a una deplecidén de 2, 3-DFGE., La
regulacion del metabolismo de la glucosa en este punto de
ramificacidn determina la tasa de fosforjilacidén de ADP a ATP asi
como la concentracion de 2,3¥DFG. Asi, el metabolismo de  la
glucosa en el eritrocito-hasta piruvato o -lactato puede- generar

de 6 a 2 moléculas de ATP por molécula de glucosa, segﬁn'~1a
cantidad de esta hexosa que pase por la derivacién de Rapoport-

Luebering (i1-3).



Las reacciones limitantes de la velocidad de utilizacién de
la glucosa son 1las catalizadas por las enzimas regulatorias
hexoquinasa y fosfofructokKinasa-i. La hexoKinasa es modulada por
va}ios intermediarios glucoliticos: es inhibida por glucosa-6-
fosfato, glucosa-1i,6-difosfato, 2, 3-difosfoglicerato y glutatidén
oxidado; el f65fof§ inorganico estimula la actividéd. "De todas
las enzimas glucoliticas del eritrocito, la hexoquinasa es la que
tiene menor actividad especifica. La fosfofructokinasa-i ésl
modulada positivamente por el ADP, fésforo inorginico, amonio Yy
fructosa-2, 6-difosfato; el ATP y =1 2,3-difosfoglicerato son
moduladores negativos. La hexoquinasa. y la {fosfofructokinasa
tienen un pH 4ptimo relativamente elevado; su act{vidad es my
reducida a valores de PpH menores de 7. Por 1lo tanto, un
incremento en el pH resulta en estimulacidén de la actividad de
ambas €nzimas (1).

La segunda vfa del metabolismo de la glucosa es la oxidativa
directa o via de las pentosa (Fig. 1), En esta via la glucosa-6-
fosfato es descarboxilada y convertida a una pentosa-fosfato y en
este proceso el cofactor NADP* es reducido .a NADPH, La pentosa
fosfato @ formada (ribulosa-5-fosfato) sufre una serie de
rearreglos -moleculares que resultan en la formacion de
gliceraldehido-3-fosfato b4 fructosa-6-fosfato, los cvales
ingresan a la via de Embden-Meyerhof. La funcién primaria de la
via devlas pentosas consiste en la generacién de poder reductor
en forma de NADPH. El1 HADPH es necesario para el mantenimiento
del glutatién en estado reducido (GSH) a través de 1la reacclisn

cataiizada por la ehzima.glutatlén reductasa. A su vez, el GSH es



un compuesto con actividad antioxidante, La cantidad de glucosa
metabolizada por la via de las pentosas depende de la velocidad
de oxidacién del GSH (1-4).

El eritrocito también tiene la capacidad de metabolizar
glucosa por }a via del sorb;tol. particularmente en . condiciones
de hiperglicemia (Fig: 2-A), Por experimentos in vitro- se
demostra, que a concentraciones fisiolédgicas de glucosa,
aproximadamente 3/ de la glucosa transportada al interior de 1la
célula es metabolizada por la via del sorbitol, cifra que aumenta
a llz‘cuando la concentracién de glucosa en el medio es de 50mM

(5,6).

2. - Metabolismo de la glucosa en el cristalino.

-~ El cristalino del ojo esta localizado inmediatamente batrés
de 1la pupila. Para m;nimizar la dispersion de luz, no hay vasos
'éanguineos dentro del cristalino. Este enfoca la 1luz entrante
sobre 1los fotoreceptbres de 1la retina. El c¢ristalino esti rodeado
Por los humores vitreo y acuoso; éste altimo es 1la fuente
principal de nutrientes y oxigeno necesarios para el metadbolismo;
dichos nutrientes son-incorporados al tejido a +través de una
delgada capa de células epiteliales. La mayor parte del
transporte- y acumulacidéon de los nutrientes necesarios, asi como
el mantenimiento del Dbalance 1iénico, son relizadas por el
epitelio ya que alli se localizan la mayoria de las células
nucleadas y mitocondrias del cristalino. La fuente de energia en
el cristalino es la glucosa, la cual es metabolizada a través de

las vias de Embden-Meyerhof, ciclo de Krebs y derivacioéon hexosa
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monofosfato (7-9).

Casi toda la actividad metabélica del cristalino se localiza
en la periferia del tejido ya que solamente en la capa epitelial
sé encuentran niicleos celulares intactos;. las mitocondrias Yy
microsomas solo son abundantes en la regién externa del tejido,

Estas obgervaciones, asi como la haja tensidn de oxigeno en la

regidon del cristalino permiten anticipar que el ciclo de Krebs

" tiene un papel menor en el metapolismo de la giucosa. En el

cristalino la ruta principal para el metabolismo de la glucosa es
la via Embden-Meyerhof y el producto final de la via el lactato,
es eliminado en el liquido acuoso. Aproximadamente el 807 de la
glucosa es metabolizada por esta via; 10-15% de 1? glucosa - es
metabolizada por la derivacion hexosa monofosato Y
aproximadamente 6/ por el ciclo de Krebs, 81 bien la derivacién
hexosa monofosfato no genera ATP, produce pentosas gque son
utilizadas en reacciones biosintéticas y genera poder reductor €en
forma de NADPH. En el cristalino el NADPH es requerido . en - las
reacciones catalizadas por la glutatién reductasa y 1la aldosa
reductasa (8-10}.

En cristalinos incubados en presencia de concentraciones
crecientes de glucosa se observa un incremento en la actividad de
la derivacion hexosa monofosfato. A concentraciones de glucosa
30mM el incremento es de 6 a 6.5 veces mayor que a
concentraciones de ©6mM. La via de 1las pentosas también es
activada Ppor oxidacién. Por lo tanto esta via metabélica esta
asociada con la cataratogénesis por azicar (ver apartado de Viél

del sbrbitol y mecanismo de formacion de cataratas por azicar) ¥y



con la detoxificacién de peréxido de hidrégeno por la glutatién
reductasa (ver Fig. 2-B). (8),

Ya que la glucosa-6-fosfato formada en la reaccidn
catalizada por 1la hexoquinasa es el substrato inicial de 1a
derivacién hexosa monofosfato, lé actividad de la hexoquinasa e€en
el cristalino regula a la glucdlisis y a la via de las pentosas.
El control de la glucélisis ocurre a nivel de la hexokinasa y 1la
fosfofructokinasa, La hexokinasa es inhibida por su- producto
glucosa-6-fosfato; y el fésforo inorginico libera a la enzima de
dicha inhibicién., La fosfofructokinasa es inhibida en presenc;a
de concentraciones elevadas de ATP, en tanto que la fructosa-6-
fosfato, el ADP y el AMP revierten la inhibicidén mediada por ‘el
ATP. En cristalino animal la actividad de 1la fosfofructoKinasa
asi como  la actividad de la derivacion hexosa monofosfato
disminuyen a medida que el animal envejece (8,9).

Por  otro 1lado, la hexokinasa del cristélino tiene una
éctividad especifica extremadamente baja ? una gran afinidad por
glucosa. Por lo tanto, en presencia de concentraciones
fisiologicas de glucosa, la enzima esta saturéda; el incremento
en la concentracidén de glucosa en la sangre o en el humor acuoso
.-conduce a un marcado auménto en la concentracién intracelular de
glucosa sin un incremento en la formacién de lactato. El1 exceso.-

de glucosa es metabolizada a través de la via del sorbitol (8,9). ..
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3. - Metabolismo del glutatidén en el eritrocito y en el

cristalino,

La sintesis de glutation reducido (GSH) procede a través de
2 reacciones (Fig. 1) (1):

a) glutamato + cisteina-+ ATP —=» ~r-glutamilcisteina + ADP + Pi
(reaccion catalizada por la r-glutamilcisteina sintetasa)

b) r-glutamilcisteina + glicina + ATP =—» GSH + ADP + Pi
(reaccidon catalizada por 1la glutatiép sintetasa)

SeA érgumenta que el eritrocito requiere un sistema para 1la
sintesis de GSH debido al transporte activo del glutatidn oxidado
(GSSG) fuera del eritroqito. El eritrocito y el crisialino
contienen concentraciones elevadas de GSH. En el cristalino 1la
mayor concentracién de GSH ocurre en el epitelio; y dicha
concentracién disminuye en la corteza y es mucho menor len‘ el
nacleo (i,10).

Las funciones generales del GSH incluyen: a) la
detoxificacidén de Dbajos nivelés de peroxido de hidrégeno que
pueden formarse espontaneamente o como resultado de - 1la
administracion de drogas., El peraxido‘de hidrégeno es convertido
a agua en la reaccion catalizada por 'la glutation peroxid;sa
(Fig.2-B); D) reduéir grupos sulfhidrilo oxidados de proteinas.
En ambos Pprocesos el GSH es convertido a glutaiién oxlidado
(@SSG). A su vez la glutation reductasa convierte al GSSG en GSH
usando como reductante al NADPH suministrado por -la glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa. El mismo sistema -enzimitico tiene ‘la
capacidad de reducir disulfuros mixtos de.proteinas Y glutatién.

(1,10).
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4. - Epidemiologia de las cataratas.

Cuando el ¢ristalino pierde su transparencia normal y nhay
interferencia con el paso de luz a través del cristalino, esta
yresente una catarata. La alteracién visual estari determinada
por la localizacién, tamafo Yy densidad de 1la ‘opacidad del
¢ristalino, Actualmente el dnico tratamiento para cataratas
consiste en la remocidn guirargica ¢el <¢ristalino; para compensar
la pérdida de enfoque debido a la extraccidén del cristalino se
usan anteojos, lentes de contacto o intraoculares~(7).

Maltiples reportes ‘ de datos epidemiolégicos e
investigaciones clinicas indican que la diabetes mellitus acelera
el desarrollo de cataratas seniles e¢n el humano (bara feviéién
ver referencia 7). Las cataratas seaqlles constituyen un problema
de salud pablica. Hundlaimeﬁte la catarata senil es responsabdle
de alteracidon visual- significativa en 30 a 45 millones -de
personas (11). HNo existe wuna c¢ausa @nica de formacidon de
cataratas seniles; éstas tienen una e#tiologia multifactorial. Se
han sugerido miltiples mecanismos de formacién de cataratas en el
humano; sin embargo, en la actualidad solamente uno estia Dbien
definido: el mec;nismo de formac16§ de cataratas diabéticas vy de
~ cataratas galactosémicas (cataratas por azicar) por 1la vVvia

metabslica del sorbitol {11).
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5, - Via del sorbitol y mecanismo de formacién de cataratas por

aziacar.

Dos enzimas estan involucradas en la via: 1la  aldosa
reductasa (AR) que cataliza la conversién deAglucosa y egalactosa
en sorbitol 'y galactitol respectivamente, Y la sorbitol
deshidrogenasa (SORD) que convierte sorbitol en fructosa _.(flg.
2-4A).

La AR tiene una dbaja afinidad (Km 70-200mM) por glucosa ¥y
galactosa, de tal forma que para reducirlas a sus respectivos
peclialcoholes requiere de niveles elevados de 1la hexosa Y
suficiente poder reductor en forma de NADPH, En el cristalino el
HADPH es suministrado a través de la reaccidén catalizada por la
G-5-PD (fig.2-B) (11).

La via del sorbitol esta relacionada bioquimica ¥y
patofisiolégicamente con la diabetes: el sorbitol y el galactitol
estan involucrados en la patogénesis de las cataratas diabéticass
y de 1las cataratas galactosémicas ("cataratas por aziacar”).El
desarrollo de cataratas diabéticas o de cataratas galactosémicas
tiene un mecanismo comin: concentraciones sanguineas elevadas de
glucosa o galactosa conducen a la formacign de cataratas en
animales experimentales, en cristalinos incubados in vitro y en
pacientes c¢on dlabetes mellitus o con galactosemia debida a
errores innatos del metabolismo de la galactosa (8,11-16). En
condiciones normales hay poco filujo aAtravés de la via del
sorbitol en la mayoria de 1los tejidos, Sin embargo, en

condiciones de hiperglicemia o hipergalactosemia, aumenta
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considerablemente el flujo, originandose concentraciones
intracelulares elevadas de sorbitol y galactitol respectivamente.
Las membranas celulares son pobremente permeables a estos
polialcoholes, 1lo cual da por resultado que estos se acumulen
intiracelularmente provocando una hipertonicidad en el citoplasma
de las celulas; en estas condiciones se establece 'un imbalance
osmdético que termina produciende wuna serie de alteraciones
patoldégicas en varios tejidos. En el cristalino, la acumulacién
de alcoholes de azicares es responsable para el desarrollo de
cataratas hiperglicémicas © hipergalactosémicas debido a 1la
hipertonicidad resultante de su acumulacién (8,11-16).

Un blogueo en la formacidn de sorbitol o0 galactitol, debido
a una actividad muy baja d4e AR (como ocurre en una <¢epa de
ratones con hiperglicemia congénita) o a la inhidbicion de la AR
inducida experimentalmente, DPreviene o retarda el desarrollo de
las "cataratas por azucar" (8, 12-17). Se han reportado miltiples
inhibidores de la AR que retardan significativamente el inicio de
las "cataratas por azicar" en animales experimentales. Para que
los inhibidores sean efectivos deben administrarse al inicio de
la diabetes o0 galactosemia experimentales. Ademas, s1i los
inhibidores se administran en la fase temprana del desarrollo de

las cataratas, pueden revertir el proceso cataratogénico (12-17).
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6. - Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G-6-PD).

La G-6-PD es la primera enzima de la via de las pentosas Y
cataliza la oxidacion de la glucosa-6-fosfato a 6-fosfogluconato;
en 1a reaccidén se genera NADPH, necesario para el mantenimiento
del glutatidén en estado reducido (GSH) a través de 1la reaccion
castalizada por 1la enzima glutatién reductasa (GSH-R). El GSH
funciona en el eritrocito y en el <¢ristalino manteniendo en
estado activo reducido los grupos sulfhidrilo de las proteinas,
ademas, el GSH participa en la detoxificacién de bajos niveles de
peroxido de hidrégeno por medio de la reaccioén catalizada por 1la-
glutatién peroxidasa (GSH-Px) ({,10) (fig.2-B)..

La deficiencia de G-6-PD es el error innato del metabolismo
mas comin en €l humano, se distribuye mundialmente y sS2 estima
que afecta a mas de 400 millones de personas, de todas las razas,

"aunque su frecuencia varia de manera notable entre diferentes
grupos étnicos. El bloqueo metaﬁélico impuesto por la deficiencia
de G-6-PD interfiere con la entrada de la glucosa a la via de las
pentosas e incapacita al eritrocito para generar cantidades
adecuadas de NADPH y de GSH, aumentando la susceptibiiidad de los
glébulos rojos al dano oxidativo. El gen que determina 1la
estructura de la molécula de G-6-PD se localiza en el cromosoma
X. La deficiencia de esta enzima tiene una herencia recesiva
(3,4,18). La G-6-PD es una enzZima polimoérfica de la que sSe han
descrito mas de 300 variantes, probablemenmte alélicas; éstas . se
han agrupado en 5 <clases de acuerdo, sobre todo, con el

porcentaje de actividad enzimitica y con la existencia de anemia
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hemolitica no esferocitica hereditaria. Las variantes mis comines
son la A' y la A~ frecuentes en individuos de raza negra; la
Hediterraneo, comin en paises de la cuenca del Mediterraneo y 1la
Cantén, comin en individuos de China (4,18).

Las manifestacliones clinicas de la deficiencia de G-6-PD
incluyen ictericia neonatal, anemia hemolitica‘ cronica [
hemélisis aguda en situaciones que provoecan un estrés oxidativo
tales como la exposicidn a ciertos compuestos quimicos, las’
infecciones Dbacterianas o virales, la acidosis diabética y 1la
ingestidn de frijol de fava. La prevencidn. y el tratamiento
consisten en evitar la ingestién de drogas oxidativas ¢ de frijol
de fava, la transfusién sanguinea y fototerapia o transfusion de
intercambio en casos de hiperbilirrubinemia neonatal severa
(4, 18). Recientemente fué clonado y secunenciado el gen que
codifica para 1la G-6-PD; este importante avance ha permitido
iniciar la caracterizacidn a nivel molecular de las variantes

comines de G-6-PD y de algunas varientes raras (4).
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PLARTEAMBIENTO O DEL PROBLERA

Una consecuencia metabdlica de la deficiencia de G-6-PD; l1a
cual también se expresa en el cristalino (19), es el incremento
de 10s niveles de HADP' y el decremento en los de NADPH (18) (Ver
Fig.2-B). La Km por NADPH de la aldosa reductasa de cristalino
humano es de 0.06 mM y la concentracidon intracelular de. este
nucledtido de piridina es de 0.02 mM. Ademas e} NADP* inhibe a la
aldosa reductasa de cristalino humano (20).

Por 1lo +tanto, un Dblogqueo metabdlico impuesto por la
deficiencia de G-65-PD, reduciria el suministro de NADPH
bloqueando la Fformacidn de polialcoholes Y c¢onsecuentemente
prevendria o retardaria el inicio de las cataratas por azicar
(21-23).

Las estrategias para abordar elAproblema son las siguilentes:

1. - Tamizaje para la deficiencia de G-6-PD eritrocitaria y
evaluacidon oftalmolégica en pacientes con diabetes mellitus.

2.~ Evaluar el efecto de la deficiencia de G-6-PD de causa
genética 0 inducida experimentalmente:

a) Sobre la acumulacion de sorbitol en <¢élulas completas
incubadas en presencia de concentraciones elevadas: de
glucosa (Modelo in vitro).y

b) Sobre la formacidn de "cataratas por azicar" en un

modelo animal con galactosemia (Modelo in vivo).

Resultados parciales de las diferentes estrategias ya fueron
publicados (23,24). En este trabajo de Tesis se presentarin los

resultados de nuevos experimentos utilizando el modelo in vitro.
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HIPOTESIS

Un blogqueo metabdlico impuesto por la deficiencia de G-6-PD,
de causa genética o inducida experimentalmente, produce una
disminucién en los niveles intracelulares de sorbitol en células

incubadas en presencia de concentraciones elevadas de glucosa.
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1. -

2. -

5, -

OBJETI1IVOS .

Evaluar el efecto de los inhibidores de G-6-PD sobre 1la
actividad de la enzima de eritrocitos humanos y de cristalino

de rata

Determinar la concentracién de inhibidor que produce 507 de

inhibicidén (Clgp) Y el tipo de inhibicidn (ver apéndice 1).

Determinar el efecto de la deficiencia de G-6-PD inducida
experimentalmente sobre la acumulacion de sorbitol en

cristalinos de rata incubados en glucosa

Determinar el efecto de la deficienclia de G-6-PD inducida
experimentalmente sobre la acumulacidn de sorbitol en
eritrocitos humanos de individuos normales incubados en

glucosa.

Determinar 1la concentracidén intracelular de sorbitol en
eritrocitos de pacientes G-6-PD deficientes incubados en

glucosa.

18



HATERIAL Y HETODOS

1. - Evaluacién del efecto de los inhibidores sobre la actividad
de G-6-PD:
Inhibidores de G-6-PD: acetaminofen (ACTF), cloranfenicol

(CLFC) y dehidroepiandrosterona (DHEA) (ver apéndice 2 ¥ la
Fig. 3). Los dos primeros fueron seleccionados previamente en un
estudio de tamizaje para inhibidores de G-6-PD entre diferentes
medicamentos (24) y el tercero es un inhibidor uncompe#itivo . de
la G-6-PD de mamiferos reportado en la literatura (25).

Para 1la evaluacidn de los efectos de ACTF, CLFC, y DHEA
sobre la actividad de la enzima se utilizaron 2 fuentes de G-6-
PD:

a) Un sobrenadante (12,000 xg) proveniente de un homogenado de
cristalinos de rata Sprague-Dawley en KCl O, i15HM (1i:10 p/v) ¥
b) - G-6-PD de eritrocitos humanos, purificada parcialmente de

acuerdo al procedimiento de Gonzilez y cols. (26).

La actividad de G-6-PD fué cuantificada de acuerdo al
procedimiento - de la WHO o de Glock y McLean (27). La
concentracion de inhibidor que produce una inhibicién de 50
(Clgg) se estimé a partir de las lineas de regresién de las
curvas en las que se grafican el logaritmo de la c¢oncentracisén de

inhibidor versus el porciento de inhibicién.
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Fig. 3.— Formulas del ACTF, CLFC y DHEA



2. - Estudios en células totales in vitro,

2. 1.

Cristalinos.

Estos fueron removidos quirargicamente de ratas
Sprague-Dawley adultas. Los cristalinos fueron incubados en
2.5ml de Buffer HEPES 0. 1M (pH 7.4) que contiene NaCl 135mM,
glucosa 50mM. Las concentraciones de inhibidor fueron: 0 a
5.33mM de CLFC y O a 143pM de DHEA. El DHEA fué disuelto
pPreviamente en etanol al 20%; al control sin DHEA se
adicioné el mismo. volumen. de etanol .al 204. Los tiempos -~de
incubacién fueron de 4nr a 37°C en un baio con agitacién

mecanica

Eritrocitos.

Se colectds sangre heparinizada dev individuos G-6-PD
normales b4 de una familia con 1la variante G-6-PD
Guadalagjara; esta variante esti asociada con anemia
hemolitica crénica y muestra una actividad de 147 (sus
propiedades bioquimicas se presentan en la tabla 1} ). Se
incubaron 1.0 ml de eritrocitos lavados (con HaCl 0.97) en
2.0 ml de Buffer HEPES 0.2M (pH 7.4) que contiene HNaCl
135mM, glucosa 5mM e inhibidor, por { hr a 37°C en un Daifio
con agitacion. Las concentraclones de inhibidor fueron 50 y
200pyM para DHEA y 2.4 y 4. 8mM para CLFC. Posteriormente se
adicioné glucosa al medio de incubacién para obtener
concentraciones finales de 50mM y la incubacisn se continué

por 4 nhrs mas.
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TABLA 1, Propiedades

enzimaiticas de 1la variante G-6-PD
Guadalajara comparada con la enzima normal B*t. &

Guadalajara B* (normal)
Actividad (Z del normal) 14 100
Xm {(glu-6-P) 36 50-70uM
Km (NADP+) 5.3 2. 9-4, 4pH
Utilizacidn de 2-deoxiglu-6-P 4,95 4
(% de glu-6-P)
Utilizacién de diamino-NADP+ 68, 8 55-607
(% de NADP+)
Ki NADPH 22 7.6-30. 9pH
Estébilidad térmica ‘ Normal Normal_
PH &ptimo Normal Truncado
Movilidad electroforética
(7 del normal)
Buffer Tris 100 100
Buffer EDTA-Borato-Tris 100 100
Buffer Fosfatos 109 100

x Vaca G., Ibarra B., Romero F.,

Olivares N.,

J. M.,

Beutler E. : G-6-PD Guadalajara. A new mutant
associated with chronic nonspherocytic . hemolytic
anemia. Hum, Genet. 61:175-176, 1982.
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Al final de los periodos de 1ﬁcubac16n, se lavaron y pesaron los
cristalinos, posteriormente se homogenizaron en iml de HCLOy 6%
frio.

Los eritrocitos fueron sedimentados por centrifugacién,
lavados con NaCl 0. 9% y precipitados con 3 volumenes de HClOy 67
frio. ‘

Los homogenados o 1los extractos fueron centrifugados a
5500xé/4°C/10min Y los sobrenadantes fueron neutralizados con
K;CO3 8/ y trietanclamina 2%. Los extractos neutralizados fueron
centrifugados una vez mis y los sobrenadantes se utilizaron para
cuantificacién de sorbitol de acuerdo al procedimiento de Poli
et. al. (28). El ensayo depende de la conversién de 'sorbitol a
fructosa en presencia de NAD®Y, catalizada por 1la sorbitol
deshidrogenasa adicionada a la mezcla de 1incubacién. El NADH
formado se cuantificé fluorométricamente. La composicion de 1la
mezcla de incubacidén fué la siguiente:

Se adiciond una alicuota de sobrenadante neutralizado a 1.0 ml de
Buffer Glicina 0. 05M pH 9.4 que contiene NAD* 0.2mM y O, 64U/ml de
sorbitol deshidrogenasa. El1 volumen final de 1la mezcla de
incubaciéon es de 1.5ml. Se incluyen en el ensayo sobrenadantes
neutralizados de estandares de sorbitol de. concentracién
conocida; el blanco de reactivos lo constituye un sobrenadante
neutralizado que no lleva sorbitol. Se incuba durante 30min a
37°C vy posteriormente se lee la fluorescencia en un fluorémetro
Turner (filtro primario N2 110-841; filtro secundario K& 110-

817).
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RESULTADOS

Inhibicién de la G-6-PD.

Los resultados de la inhibicién in vitro de la G-6-PD de
cristalino de rata y de la G-6-PD de eritrocitos humanos por
DHEA, CLFC y ACTF se muestran en las Figs. 4 y 5 respectivamente.
La CIgp para c¢ada inhidbidor aparece en la Tabla 2.

TABLA 2, - Actividad inhibitoria in vitro de  ACTF,CLFC Yy DHEA
sobre 1a G-6-PD.

“ ‘ " #Cigg (W) B
FUENTE DE ENZIMA
ACTF CLFC DHEA
Cristalino de rata 1. 77x10-1 |1.90x10-3 8. 51x10°6
Eritrocitos humanos 1.08x10-1 |2, 08x10-3 |5, 49x10-6

¥Calculada a partir de las lineas de regresién de las curvas que
representan el logaritmo Qe la concentracidén de inhibidor versus
el porciento de inhibicisén.

BEstos resultados indican que él DHEA es el inhibidor mas
activo mientras que el ACTF es el menos activo. Cada unc de los
inhibidores tiene aproximadamente la misma actividad absoluta
hacia la G-6-PD de rata y la G-6-PD humana.

El analisis cinético mostrd patrones de inhibicién no
competitiva para CLFC y ACTF (Figs. 6,7) Yy un patrén mixto

uncompetitivo-no competitivo para DHEA (Fig. 8).

24



ST

% DE INHIBICION (X £ DS)

1001

80—

40 80 120

nA33 pnx4 px4

ACETAMINOFEN
m M

Fig.

100=
» —
o v 80+
H o
1€ H -
— 1
Z ~= g
3 = 60
S =4 ]
@ o
T @
z 2 404
o =
a i B
. o
N ag 20 =
-
0
16 24 32 40 4B 64
nz7 nx6 a7 n=2 073 azl
CLORANFENICOL
mM
4. Actividad de G-0-"D de cristalino de rata

contra concentracién de inhibidores.

125 25 50 100 150 200 250

a33 nu6 nx6 ns=3 ac3 ps3  ns3
DEHIDROEPIANDROSTERONA
M



ar

% DE INHIBICION (X +DS)

25 50 75 100 128

nzl n=2 A=) Anz32

ACETAMINOFEN
mM ’

Fig.

5.

100 100
R ]
8 80+ g 80+
|>-*<.I 1 ':l‘ -
Z 60~ ~ 60—
o z
G 5 Q 4
@ 2
Z 40— T 407
8 1 W]
® 204 ° 20+

o O

16 24 32 40 48

nv“2 nv2 nx2 nps2 np=2

CLORANFENICOL
mM

23 50 10 20 30 40 %0

nt? nv2 ns2 nx2 A2 An2 ne2
DEHRIDROEPIANDROSTERONA
P.M

Actividad de G-6-PD de eritrocitos humanos

contra concentracién de inhibidor.




LT

Fig.

50=

1
JLmoles/min / mt.

r
- 50

-
25 50

1
glucosa—-6-P

mM

ILfccto del CLFC sobre la representacién doble reciproca de la acti-
G-6-PD de eritrocitos humanos con glucosa-0-fosfato como
La ordenada representa la reciproca dec la velocidad ini-

vidad de
substrato.
cial.

lLa abscisa representa la_recfproca de la concentracién de
plucosa-6-fosfato entre 2 x 10-5 y 2 X 10-3 M.

Simbolos abiertos,

enzima no_inhibida; simbolos cerrados, enzima inhibida por CL¥C -

1.6 x 10-3

M.

Las pendientes se ohtuvieron por andlisis de recgresi6n.




> moles /min/mt

] | 1
-50 -25 0 25 . 50
1 -1
glucosa-6-P mM
Fig. 7

lifecto del ACTF sobre la representacién doble reciproca de la ac-

tividad de G-6-PD de eritrocitos humanos con glucosa-6-fosfato -
como substrato. Simbolos abiertos, la enzima no inhibida; simbo-

los cerrados, la enzima inhibida por ACTF 0.066 y 0.132 M.




(14

50 =

1
P~ moles/min/ml.

- 50

1

mM.

glucosa~-6-P

fecto del DHEA sobre la representacidén doble recfproca de la
actividad de G-6-PD de eritrocitos humanos con glucosa-6-fos-
fato como substrato. Sfmholos abiertos, la enzima no inhibi-
da; sfmbolos cerrados, 1la cnzima inhibida por DHEA 1 x 10-5 y

5 x 10°5 M.




Acumulacidén de sorbitol en tejidos incubados.
Los efectos de ACTF, CLFC y DHEA sobre la acumulacidn de

sorbitol en cristalino de rata y en eritrocitos humanos incubados
en glucosa 50mM se muestran en las Figs. 9 Yy {0 respectivamente.
El" CLFC  (5.33mM) y el DHEA (143pH) disminuyeron
significativamente l1o0s niveles de sorbitol en cristalino de rata
En presencia de CLFC l10s niveles de sorbitol fueron de 45/ en
relacién al control sin inhibidor y con DHEA fueron de 517
(Fig. 9). Previamente se encontraron nive}es de sorbitol de 187 en
cristalinos de rata incubados en presencia de glucosa 50mM + ACTF
132mM (Fig.9) (24). En eritrocitos humanos normales solémente el
CLFPC disminuyé significativamente los niveles de sorbitol a 427
en relacion al control sin CLFC (Fig. 10).

Como puede verse en la FIG. 9 los niveles de sorbitol en el
control sin DHEA (con etanol) son 2.5 a 3.0 veces menores que en
'ios controles sin CLF? o sin ACTF (ambos sin etanol) en
cristalino de rata; este efecto de etanol sobre los .niveles de
sorbitol no fué observado en eritrocitos humanos.

Los resultados de la acu@ulacién de sorbitol en eritrocitos
humanos G-6-PD deficientes incubados en glucosa 50mM se muestran
-en la Fig. 11. Los.eritrocitos de los pacientes con la variante
G-6-PD Guadalajara en estado hemicigoto y heterocigoto acumularon
407 y 767 de sorbitol respectivamente versus los eritrocitos de

individuos G-6-PD normales,
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DISCUSIOR

Como inhibidores de la actividad de G-6-PD in vitro
(enzimas de rata y humana) la potencia en orden descendente fué:
DHEA >CLFC >ACTF. La comparacidn de los valores de Clgg revela
que el DHEA fué 223-378 veces y 19, 000-20, 000 veces mis potente
que el CLFC y que el ACTF respectivamente; el CLFC fué 50-93
veces mas potente que el ACTF (Tabla 2). Los tres inhibidores de
G-6-PD también inhibieron significativamente 1la formacién de

sorbitol en cristalinos de rata (Fig.9):

7 DE INHIBICION SOBRE LA ACUMULACION DE SORBITOL

Controles DHEA 143pH CLFC 5, 33mM ACTF 132 mM

o 497 . 55% 827

El ACTF produjo wuna inhibicidén de 82/ pero a una
Eoncentracién 923 veces mayor que la de DHEA y 25 veces mayor que
la de CLFC. El DHEA y el CLFC tuvieron efectos similares sobre
los niveles de sorbitol en cristalino; la concentracidn de CLFC
utilizada es 37 veces mayor que la de DHEA. Por lo tanto, es muy
probable que como inhibidores de la acumulacion de sorbitol en
cristalino de rata, la potencia en orden descendente sea: DHEA

' >CLFC >ACTF.

En eritrocitos humanos'sélamente el CLFC tuvo un efecto
significativo sobre los niveles de sorbitol (Fig. 10). El1 ACTF vy
el DHEA no inhibieron la acumulacién de - sorbitol probablemente

debido a impermeabilidad a través de la membrana del eritrocito.
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Varios inhibidores de 1la aldosa reductasa tienen un
comportamiento similar al del DHEA en eritrocitos. Es decir, son
fuertes 1nh1bidorés de la actividad de aldosa reductasa in vitro
(CIsop = 6x10~7HM) pero no tienen efecto sobre la acumulacién de
sorbitol en eritrocitos 1hcubados en presencia de concentraciones
elevadas de glucosa (29).

Los mayores efectos sobre la acumulacién de sorbitol en
tejidos 1incubados fueron prbducidos por el ACTF en el caso del
cristalino de rata (824 de inhibicién, Fig. 9) Y por la
deficiencia de G-6-PD de causa genética en el caso de 1los
eritrocitos humanos (607 de inhibicidén, Fig. 11).

Kennegy Y cols, (30) encontraron que fiproblastos de
pacientes con la variante deficiente G-6-PD Hedite;raneo
incubados en presencia de concentraciones elevadas de galactosa
acumularon - significativamente menos galactitol quem'fibroblastos
de sujetos nprmales. Bgutler y Guinto - (31) no observaron
acumulaciéon de glicerol en eritrocitos G-6-PD deficientes tipo A~
incubados en presencia de gliceraldenido; este dltimo compuesto
también es sustrato de la aldosa reductasa.

Los resultados del presente trabajo, aéi como los de Ramirez
(2%), Xennedy y c¢ols. (30) y Beutler y Guinto (31i) indican que 1la
deficiencia de G-6-PD, inducida experimentalmente o transmitida
genéticamente, produce un descenso en la acumulacién intracelular
de pol;alcoholes en células incubadas en presencia de niveles
elevados de ﬁexosa

Por lo tanto, la deficiencia de G-6-PD podria prevenir o
retardar el desarrcllo de las cataratas por azicar en un modelo

animal con galactosemia inducida experimentalmente y en humanos
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con diabetes mellitus.

Los siguientes datos de nuestro grupo apoyan la hipétesis
anterior:

Ramirez (24) y Medina y cols. (32) encontraron que el ACTF
administrado por via oral o subcutanea produce un retardo en el
desarrollo de las cataratas en ratas galactosémicas.

Ademias, los resultados de un programa de tamizaje para 1la
deficiencia de G-6-PD en pacientes diabéticos de Guadalajara y de
Costa Rica, sugieren dque la deficiencia de G-6-PD tipo AT
Previene el desarrollo de cataratas (23,24). La G-6-PD A es una
variante clase 3 con deficiencia enzimatica moderada y las crisis
hemoliticas son precipitadas por exposicién a drogas y por
infecciones (18).

Otro grupo de trabajo no encontré evidencia de gque la
deficiencia de G-6-PD protege contra la formacion de cataratas en
pacientes diabéticos originarios de Cerdefa (33). La G-6-PD
Hediterraneo es una variante clase 2 con deficiencia enzimatica
severa Y es comin en la zona del Mediterraneo (18).

Resultados de varios estudios epidemioldgicos en pacientes
(no diabéticos) con cataratas preseniles o seniles muestran que
en Tailandia 1la deficiencia de G-6-PD no es un factor ﬁe
cataratogénesis (34); en otfos paises (Cerdefia y Turkia) la
incidencia para 1la deficlencia de G~6-PD es mayor dque -en 1la
poblacién sin cataratas (35-37). Las variantes de G-6-PD mas
comunes en Tailandia son diferentes de las de Cerdeda y Turkia
(4, 34).

E1 NADPH generado en la reaccidon catalizada por la G-6-PD,
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también es necesario para mantener al glutatidén en estado
reducido (GSH). El GSH es un compuesto importante involucrado eéen
los mecanismos de defensa contra daio oxldativo ~en los
eritrocitos y en el cristalino (10,18). La falla para generar
HADPH en cantidades adecuadas es la causa directa de hemélisis de
los eritrocitos G-6-PD deficientes (18). En el cristalino, los
niveles de GSH disminuyen con la edad y con la formacién de
cataratas (38). La disminucidén en los niveles de GSH en
cristalino también se ha obsevado en muchos tipos de cataratas
experimentales, incluyendo las "cataratas éor azucar", (38) y en
cristalinos cataratosos de pacientes Sicilianos (no-diabéticos)
-~ con deficiencia de G-6-PD (39). Ademis, el tratamiento de ratas y
ratones con Dbutionina sulfoximina, un potente inhibidor Ae_,la
biosintesis de GSH, conduce al desarfollo de cataratas, las
cuales son prevenidas por tratamiento con glutatién monoester
(40, 41). Sin embargo, la formacidn de "cataratas por azacar" es
iniciada por la sintesis excesiva de polioles catalizada por 1la
Aldosa Reductasa (12) y la oxidacidén no parece ser un factor
contribuyente por 1lo menos en las primeras etapas de la
cataratogénesis (42).

Permanece por investigarse si la deficiencia de G-6-PD
previene o retarda el inicio de las "cataratas por azacar"™ en
humanos. Sin embargo, una deficiencia severa de G-6-PD podria ser
un factor de riesgo para el desarrollo de cataratas por estrés
oxidativo. Asi mismo, con el propésito de contribuir al
entendimiento de la relacion entre deficiencia de G-6-PD vy
cataratas, se requieren mias estudios en pacientes y en modelos

animales.
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De

CONCLUSIORES

acuerdo a los objetivos formulados, las conclusiones del

presente trabajo son las siguientes:

1.~ Las Clgg para los tres inhibidores son:

ACTF ' CLFC DHEA
Enzima Qe cristalino 1. 77x10- 1M 1, 90x10~3M 8.51x10'5H
de rata
Enzima de eritrocitos 1. 04x10- 1M 2. 08x10"3M 5.49x10'5n
humanos
2. El anilisis c¢inético mostrdé patrones de inhibicidén no

competitiva para CLFC y ACTF y un patrén mixto uncompetitivo-

no competitivo para DHEA.

En c¢ristalinos de rata incubados en glucosa 50mM, el CLFC
{(6.33mM}) Yy el DHEA (142pM) tuvieron un efecto inhibitorio

sobre los niveles de sorbitol de 55/ y 49/ respectivamente.

En eritrocitos humanos de individuos normales solamente el

CLFC tuvo un efecto inhibitorio (567%Z) significativo.

Los eritrocitos de pacientes con la variante G-6-PD
Guadalajara en estado hemicigoto y heterocigoto acumuiaron -
40/ y 767 de sorbitol respectivamente, versus l1os eritrocitos

de individuos normales
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6. - Con Dbase en 1os resultados obtenidos se concluye que la

deficiencia de G-6-PD, inducida experimentalmente o
transmitida genéticamente produce una inhibicidén
significativa sobre 1la acumpiacién Qe sorbitol en células
totales incubadas en glucosa 50mM. Dicha . deficiencia
enzimatica podria prevenir ¢ retardar -el desarrollo de
"cataratas por azacar" en un modelo animal con diabetes o

galactosemia, asi como en pacientes con diabetes mellitus.
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RESUHNER GEHNERAL DEL PROYERCTO

La aldosa reductasa cataliza la reduccisdn (NADPH~
dependiente) de glucosa vy galactosa a Sorbltol Yy galactitol
respectivamente, los cuales estin involucrados en la patogénesis
de 1las “"cataratas por azicar". En el cristalino, 1la reaccion
catalizada por la G-G-PD..és la fuente de NADPH.

La deficiencia de G-6-PD reduciria el suministro de HNADPH,
bloqueando la formacion de alcoholes de aziacares b4
consecuentemente, prevendria o retardaria el inicio de las
*cataratas por azacar"®.

Para probar 1la hipétesis, evaludmos,rel efecto de la
deficiencia de G-S;PD, inducida experimentalmente o transmitida
gepéticamente. sobre:

a). La acumulacidén de sorbitol en células totales incubadas en
glucosa 50mM (éste trabajo de tesis);

b) La formacién de "cataratas por aziucar" en un modelo de ratas
galactosémicas (referencias 24 y 32).

Ademis, tamizamos para la deficiencia de G-6-PD en 249
pacientes diabéticos de Guadalajara y 341 pacientes diabéticos de
Costa Ricé (referencias 23 y 24). Los resultados encontradﬁs
apoyan la hipotesis.

Asi, la deficiencia de G-6-PD inducida experimentalmente o
transmitida genéticamente produjo una disminucidn significativa
sobre la acumulacién de sorbitol en cristalinos de rata Y en
eritrocitos humanos incubados en glucosé 50mM. En el modelo de

ratas galactosémicas, la deficiencia de G-6-PD inducida
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experimentalemnte con acetaminofen, retardé el desarrollo de
cataratas.

Finalmente, l0s resultados del tamizaje para la deficiencia
de G-6-PD en pacientes diabéticos sugieren que la deficiencia de

G-56-PD tipo A~ previene el desarrollo de cataratas.
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AFPEBRDICE 1

TIPOS DE INHIBIDORES.

INHIBIDORES COMPETITIVOS. -~ Substancias (usualmente relacionadas
estructuralmente con el substrato) que se combinan con una enzima
en el mismo sitio que el sustrato. El inhibidor y el substrato
compiten por el mismo sitio formando complejos enzima-inhibidor y
enzima-substrato respectivamente, No se forman complejos enzima-
substrato-inhibidor. Este +tipo de inhibicidon es completamente
revertido por elevadas concentraciones de substrato y en la
grafica de Lineweaver-Burk se obtienen aparentes constantes de
Michaelis que son mayores que las constantes de Michaelis en

ausencia del inhibidor.

INHIBIDORES HO-COMPETITIVOS. - Substancias que se combinan con la
enzima o con €l complejo enzima-substrato. En este caso se forman
3 complejos enzZima-substrato, enzima-inhibidor Y enzima-
substrato-inhibidor Yy de éstos solamente el complejo enzima-
substrato forma productos de reaccioén. Este tipo de inhibicién
no es completamente revertido‘por elevadas concentraciones de
substrato pero en las graficas de Lineweaver-Burk se obtienen
constantes de Michaelis idénticas évlas que se encuentran én

ausencia de innhibidor.

INHIBIDORES UNCOMPETITIVOS. - Substancias que solamente se
combinan con el complejo enzima-substrato y no c¢con 1la enzima
libre. En este tipo de inhibicidén solo se forman dos compleJjos:
enzima-substrato y enzima-substrato-inhibidor. Este +tipo de

inhibicién no es completamente revertido por elevadas
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concentraciones de substrato y en las graficas de Lineweaver-
BurKk se obtienen constantes de Michaells menores que l1as

encohtradas en ausencia de inhibidor. x

’
1/v
COMPETITIVO
v X s
vs
S + Km (1 + I/K1)
S v e dyvp
2
\ N
~-1/Em ~1/Kp 1/s8
7
i/v ,/
NO COMPETITIVO ’
v ’
—x 8 B2
] 1 + I/K4 1/vp 77
vz —m—m—mm————— /
S + Km /
;. 1/v
2
-1/Km = -1/Kp 1/s8
1/v
UNCOMPETITIVO
v
S— - T L
1 + I/K4 1/vp 77
V= - ’
S + km x —4+ P
1 + I/K4 e . 1/v
S
-1/Ep -1/Km 1/8

Fig. 11 Efecto de los tres tipos principales de inhibidores
sobre las graficas de Lineweaver-Burk.
( en ausencla de inhibidor; ---- en presencia de
inhibidor; 1= concentracién de inhibidor; Xp:z Km
aparente en presencia de inhibidor; Vp: V en
presencia de inhibidor).

* Barman E.Th. Enzyme HandbooK. Volumen 1
" Segunda Edicién 1985,

Springer-Verlag.
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ACTF:

CLFC. -

DHEA. -

APENDICE 2

Es un analgésico y antipirético. Se absorbe rapidamente
enseguida de su administracién oral. Se conjuga con
glucurénido y sulfato; ambos conjugados Y parte de 1la
droga no conjugada (menos del 10/) se exXcretan en la
orina. En sobredosis el ACTF puede causar necrosis

hepitica (1).

Inhibe el crecimiento de m&ltipies bacterias gram-
posi{ivas Y gram-negativas y de ricketsias. Es efectivo
cuando se administra por via oral o intravenosa. Puede
Producir depresion de la médula d&sea con neutropenia,
agranulositosis O en 1los casos mas severos anemia
aplastica. Mo debe de usarse para infecciones triviales o
para profilaxis. Debe de usafse sdlamente cuande su uso

esté claramente indicado en infecciones severas (1i).

Es un intermediario en la Dbiosintesis y metabolismo de
esteroides. Es un producto de secrecidon endégena originado
principalmente en 1l1a corteza adrenal y su derivado
sulfatado (DHEA-S) es el esteroide mis abundante en orina
y plasma en humanos. Es débilmente androgénico Yy
estrogénico.

Los niveles de DHEA y DHEA-S disminuyen marcadamente c¢on
la edad en ambos sexos. Se ha sugerido 1a posibilidaq,
apoyada por estudios epidemioldgicos, de que los Dbajos
niveles de DHEA y DHEA-S podrian estar relacionados con el

desarrollo de enfermedades asociadas con el envejecimiento
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tales como cancer y arteroesclerosis.

La administracion de DHEA produce un amplio espectro de

efectos biolégicos en animales:

a) disminuye la incidencia de tumores espontaneos Yy de
tumores inducidos por carcindgenos en roedores.

b) innhibe 1a sintesis de DHA y la proliferacién celular de
células animales en condiciones basales b4 dae
estimulacion con mitogenos

c) inhibe la lipogénesis.

d) disminuye la ganancia de peso sin afectar el consumo de
alimento.

€} mejora la severidad de la diabetes genética en ratones

f) retarda las enfermedades autoinmunes asociadas con el
envejecimiento.

g) innhibe la ateroéénesis en conejos.

Diversas evidencia experimentaleé indican que por 10 menos

algunos de los efectos del DHEA son mediados a través de

la inhibicidén de la G-6-PD. (Para una revisidn general ver
referencia 2). Ademas, 1la deficienqia de G-6-PD, inducida
experimentalmente con DHEA o transﬁitida genéticamente,
protege a fibroblastos humanos contra la transformacién in
.¥itro inducida con benzopireno. La activacién metabélica

de este carcindgeno requiere NADPH (3).
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