Jer-FC
I‘ﬂﬁ’f:)"rf
N 933

CARACTERIZACION INMUNOQUIMICA DE HEXOQUINASAS A DE MAMIFEROS

Tesis
entregada a la
Universidad de Chile
en cumplimiento parcial de los requisitos
para optar al grado de

Magister en Ciencias Bioldgicas con Mencién en Bioquimica

Facultad de Ciencias Bdsicas y Farmacéuticas

por

LUCINDA NUNEZ NUNEZ

1983

Patrocinante de Tesis: Dr. Tito Ureta




Facultad de Ciencias Basicas y Farmacéuticas

Universidad de Chile

INFORME DE APROBACION

TESIS DE MAGISTER

Se informa a la Comisién de Magister de la
Facultad de Ciencias B&sicas y Farmacéuticas que
la Tesis de Magister presentada por la Candidata

Lucinda NGfiez NdGfez

ha sido aprobada por la Comisién Informante de
Tesis como requisito de tesis para el grado de
Magister en Ciencias Bioldgicas con Mencién en
Bioquimica, en el Examen de Defensa de Tesis
rendido el dia ;

Patrocinante de Tesis

Comisién Informante de Tesis




Esta Tesis fue realizada en el Laboratorio de
Bioquimica y Biologia Molecular de la Facultad
de Ciencias Bdsicas vy Farmacéuticas de la
Universidad de Chile, bajo la direccién del Dr,

Tito Ureta.




AGRADECIMIENTOS

Particularmente me complace reconccer l|la valiosa colabora-
cién y direccién de mi Profesor Tutor Dr. Tito Ureta A. quien ha
querido dirigir este trabajo con paciencia y amistad. Quiero
destacar el interés constante que ha puesto en él; sus criticas vy
exigencias han sido para mi un estimulo muy preciado. Tampoco
puedo dejar de reconocer que sus sugerencias y ensefianzas han
sido factores importantes en mi formacién.

Deseo exteriorizar mi gratitud al Profesor Dr. Hermann
Niemeyer F., Jefe del Laboratorio de Bioquimica vy Biologfa
Molecular de la Facultad de Ciencias Bdsicas y Farmacéuticas,
por su eficaz contribucién al desarrollo de esta Tesis. Sus
criticas siempre acertadas y su aporte valioso de conocimientos
no pueden ser olvidados ni tampoco las facilidades y excelentes
condiciones de trabajo que siempre obtuve en su laboratorio.
Agradezco el haberme dado la oportunidad de compartir durante
todo este tiempo con un grupo de extraordinaria calidad humana.

Mi reconocimiento al Dr. Alfredo de loannes por su valiosa
asesor't'a, sus comentarios siempre (tiles y sus acertados consejos
en el estudio inmunoldgico correspondiente.

A la sefiora Patricia Salinas por sus sobresalientes caracte-
risticas personales y su desinteresada colaboracién en las técni-
cas de Microfijaciéon del complemento.

A las autoridades de la Universidad de Antofagasta por

haberme dado las facilidades para realizar esta Tesis,.



A mis padres y hermanos




INDICE DE MATERIAS

Lista de Tablas viii
Lista de Figuras ix
Lista de Abreviaturas x1i
RESUMEN xii
ABSTRACT 2
INTRODUCCION 1
MATERIALES Y METODOS 5
Reactivos 5
Animales de experimentacion 5
Medicién de la actividad enzimdtica 7
Purificacién de hexoquinasa A 7
Preparacién de hexoquinasas de higado de rata 9
Determinacién de proteinas 9
Electroforesis en geles de poliacrilamida 9
Preparacién de suero inmune anti-hexoquinasa A 10
Reacciones inmunoldgicas 11
Efecto del antisuero sobre
la actividad hexoquinasica 11
Inmunodifusiéon doble 12
Inmuncelectroforesis 13
Retencién de la actividad
enzimdtica por inmunoadsorbentes 13
Microfijacién del complemento 14



RESULTADOS

1.

Purificacién de hexoquinasa A
de cerebro de rata

2. Obtencidén y caracterizacién de suero

3

4,

inmune anti-hexoquinasa A de rata

2.1. Efecto del suero inmune sobre
la actividad enzimdtica de
hexoquinasa A de cerebro

2.2. Doble inmunodifusién
2.3. Inmunoelectroforesis

2.4. Retencién de la actividad
enzimdatica por inmunoadsorbentes

Reactividad inmunoldgica cruzada
de las cuatro hexoquinasas de rata

Reactividad inmunoldgica cruzada
de hexoquinasas A de mamiferos

4.1, Efecto del suerc inmune

sobre la actividad enzimatica
4.2, Retencién por columnas inmunoadsorbentes
4.3, Experimentos de doble inmunodifusidn

4.4, Microfijacién del complemento

DISCUSION

Caracteristicas del suero
inmune anti-hexoquinasa A de rata

Relaciones inmunolbgicas de
las cuatro hexoquinasas de rata

Consideraciones acerca de la
estructura de las hexoquinasas

Estudios comparativos

vi

17

17

21

21

22

27

27

29

35

35

38

40

46

52

52

52

55
56




CONCLUSIONES

ANEXO0S

ANEXO 1. Preparacion de matrices inmunoadsorbentes

ANEXO 2.

ANEXO 3.

REFERENCIAS

Electroforesis en geles de poliacrilamida

Microfijacion del complemento

vii

60

62

64

67

71



Tabla

Tabla

Tabla

Tabla

Tabla

Pl

LISTA DE TABLAS

Mamiferos usados y fuentes de obtencidn

Purificacion de hexoquinasa A
de cerebro de rata

Inmunoabsorcién de las hexoquinasas A,
B, C o D de higado de rata por suero
inmune o suero control ligados a
Sepharose

Inmunoabsorcién de hexoquinasas A

de cerebro de varios mamiferos por suero
inmune o suero control ligados a
Sepharose

Distancias inmunoldgicas aparentes
entre hexoquinasas A de varios mamfiferos

viii

18

34

39

51



Fig.

Fig.

Fig:

Figs

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

LISTA DE FIGURAS

Electroforesis en poliacrilamida de hexoquina-
sa A de cerebro de rata

Efecto del suero anti-hexoquinasa A sobre
la actividad de hexoquinasa A de cerebro
de rata. Efecto de la concentracién de
suero

Titulacién del suero inmune anti-hexoquinasa
A con hexoquinasa A de cerebro de rata

Andlisis por inmunodifusién de la reaccidén
entre suero inmune Yy hexoquinasa A de
cerebro de rata. Influencia de la concen-
tracion de enzima

Andlisis por inmunodifusién de la reaccién
entre suero inmune y hexoquinasa A de
cerebro de rata. Influencia del estado
de purificacién

Andlisis por inmunoelectroforesis de la reac-
cion entre suero inmune y hexoquinasa A
de cerebro de rata

Efecto del suero anti-hexoquinasa A sobre
la actividad de las hexoquinasas A, B,
C y D de higado de rata. Efecto de la
concentracién de suero

Andlisis por inmuncelectroforesis de la reac-
cién entre suero inmune y hexoquinasa A
de cerebro o de higado

Andlisis por inmunodifusién de la reaccién
entre suero inmune anti-hexoquinasa A de
cerebro y las hexoquinasas A, B, C y D
de higado de rata

ix

19

23

24

25

26

28

30

31

32



Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Elas

Fig.

Fig.

Fig.

11

13

14

15

16

17

Efecto del suero anti-hexoquinasa A de rata
sobre la actividad de hexoquinasa A de
varios mamiferos. Efecto de la concentra-
cién de suero

Andlisis por inmunodifusién de la reaccidon
cruzada entre las hexoquinasas A de rata
y de ratén (Mus musculus)

Andlisis por inmunodifusion de la reaccién
cruzada entre hexoquinasas A de roedores
cricétidos y de rata

Andlisis por inmunodifusion de la reaccién
cruzada entre las hexoquinasas A de rata
y de degu (Octodon degus)

Andlisis por inmunodifusién de la reaccion
cruzada entre las hexoquinasas A de rata
y de conejo (Oryctolagus cuniculus)

Andlisis por inmunodifusién de la reaccidn
cruzada entre hexoquinasas A de artioddc-
tilos rumiantes y de rata

Microfijacién del complemento por la reaccidn
hexoquinasa A vs suero anti-hexoquinasa
A. Efecto de la dilucién de antisuero

Microfijacion del complemento por anti-hexo-
quinasa A y hexoquinasa A de varios
mamiferos

37

41

42

43

44

45

47

48



| LISTA DE ABREVIATURAS

| DEAE-celulosa Dietil-amino-etil-celulosa

} BTT Ditiotreitol

{ EDTA Acido etilendiaminotetra-acético
1 TEMED N,N,N,N' tetrametilendiamina

| Tris Tris-(hidroximetil)-aminometano



RESUMEN

Se describe la preparacién y caracterizacién de un suero
anti-hexoquinasa A de cerebro de rata y su uso para estudiar
las relaciones estructurales de las hexoquinasas de varias especies

de mamiferos.

Se purificd hexoquinasa A hasta homogeneidad a partir de
mitocondrias de cerebro de rata. El procedimiento de purificacién
consistia esencialmente en la separacién de las mitocondrias por
centrifugacién diferencial, solubilizacién especifica de la hexoqui-
nasa por incubacion de las mitocondrias con glucosa-6-P y cromato-
grafia en DEAE-celulosa de la fraccién solubilizada. La prepara-
ciéon final tenifa una actividad especifica de apr‘oximadarﬁente 57
unidades/mg de proteina. En geles de poliacrilamida presentaba
una sola banda de proteina que coincidia con la banda de
actividad. La enzima purificada se inyectd en conejos para
producir un suero inmune. 1 ml de este suero era capaz de

inmunoprecipitar 34 unidades de la hexoquinasa A wusada como

antigeno.

Mediante inmunodifusién e inmunoelectroforesis en placas de
agarosa se observd la presencia de una banda de precipitacién
Unica al reaccionar el suero con las preparaciones homogéneas o
con extractos crudos de la enzima homdloga. La banda observada

en placas de inmunodifusién presentaba actividad enzimdatica.



El suero inmune era capaz de disminuir la actividad de la
hexoquinasa A de cerebro o de higado de rata. Sin embargo, la
actividad de las hexoquinasas B, C o D de higado no era
afectada por el suero en condiciones experimentales iguales a las
que producian disminucién de la actividad de hexoquinasa A. Al
enfrentar suero inmune y hexoquinasa A de higado o cerebro, en
placas de inmunodifusién, se observé una banda de precipitacion
continua al depositar ambas enzimas en pocillos adyacentes. La
continuidad de las bandas indica que las dos proteinas son
inmunolbégicamente indistinguibles. Sin embargo no se observaron
ITneas de precipitacién al usar hexoquinasas B, C o D semipurifica-
das de higado de rata. Todavia mds, el suero inmune ligado a
Sepharose fue capaz de retener cuantitativamente la actividad de
hexoquinasa A de cerebro o higado, pero no la de las héquuina-

sas B, C o D de higado.

En condiciones en que el suero inmune disminuia la actividad
de hexoquinasa A de rata en ~95%, la actividad de la enzima
aislada de algunos mamiferos fue solo parcialmente afectada:

ratén (Mus musculus): 30%; hamster (Mesocricetus auratus), ratonci-

to olivdceo (Akodon olivaceus), ratoncito orejudo (Phyllotis darwi-

i), cuy (Cavia porcellus) y degu (Octodon degus): ~40%; conejo

(Oryctolagus cuniculus): 60%; oveja (Ovis aries): 10%; wvaca (Bos

taurus): 5%.
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Las hexoquinasas A de ratéon, hamster, degu y conejo fueron
retenidas casi totalmente (93 a 98%) en una columna de antisuero
ligado a Sepharose. La enzima de boévido fue solo parcialmente
retenida. En experimentos de doble inmunodifusién con enzimas de
varias especies, se observaron bandas de precipitacion de identi-

dad parcial con espolones de longitud variable.

El andlisis de la reaccién inmunoldégica usando el suero
inmune y hexoquinasa A de varios mamiferos mediante la microfija-
cién de complemento permitié una mayor discriminaciéon de las
diferencias estructurales existentes entre esas hexoquinasas. Las
distancias inmunoldogicas aparentes observadas mostraron las rela-

ciones esperadas para esas especies.

Se concluye que la ausencia de reaccién inmunolbgica cruzada
entre hexoquinasa A y las hexoquinasas B, C o D se debe a
sustituciones de aminodcidos superficiales en la molécula de hexo-
quinasa A. La velocidad de tales sustituciones parece ser mayor

en hexoquinasa A que en las otras hexoquinasas.



ABSTRACT

The preparation and characterization of an immune serum
anti-hexokinase A from rat brain, and its utilization for the
study of the structural relationships of the hexokinases of several

mammals, are described.

Hexokinase A was purified to homogeneity from rat brain
mitochondria. The purification protocol consists of the separation
of mitochondria by differential centrifugation, specific solubiliz-
ation of hexokinase by glucose-6-P, and DEAE-cellulose chromato-
graphy of the solubilized fraction. The final preparation had a
specific activity of about 57 units/mg of protein and, in polyacryl-
amide gels, showed one protein band coincident with a band
showing enzyme activity. The purified enzyme was injécted in
rabbits to elicit an immune serum. One ml of the serum could

immunoprecipitate 34 units of hexokinase A used as antigen.

Immunodiffusion and immunoelectrophoresis revealed a single
precipitation line when either the pure enzyme or crude extracts
were tested. Precipitin lines, in immunodiffusion plates, were

enzymically active.

Enzyme activity of hexokinase A from either rat brain or liver
was decreased by the serum. On the other hand, the activity of
liver hexokinases B, C or D was not affected when tested in

conditions identical to those in which inhibition of hexokinase A
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could be demonstrated. Immunodiffusion wusing liver hexokinase A
revealed a precipitin band which fused with the band produced
by brain hexokinase A in an adjacent well, indicating that both
proteins are immunologically indistinguishable. No precipitin bands
were observed when liver hexokinases B, C or D were tested.
Furthermore, brain or liver hexokinase A activity was quantitative-
ly bound by an immune serum-Sepharose matrix whereas the

activities of liver hexokinases B, C or D was not bound.

Under conditions in which the immune serum decreased 95% of
the activity of rat hexokinase A, the activities of hexokinases A

from some mammals were only partially inhibited: mouse (Mus

musculus): 30%; hamster (Mesocricetus auratus), field-mouse (Ako-

don olivaceus), leaf-eared mouse (Phyllotis darwini), guinea-pig

(Cavia porcellus) and degu (Octodon degus): 40%; rabbit (Oryctola-

gus cuniculus): 60%; sheep (Ovis aries): 10%, and cow (Bos

taurus): 5%.

Hexokinases A from mouse, hamster, degu and rabbit were
almost completely retained (93 to 98%) by a column of antibody
bound to Sepharose. The bovine enzyme was partially retained.
Immunodiffusion analyses using the enzymes from several mammals
revealed precipitin lines of partial cross-reactivity with spurs of

variable length.

A better immunological discrimination of the structural differ-

ences between the hexokinases A from several mammals was accom-
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plished through complement microfixation studies. Observed appar-
ent immunological distances showed the expected relationships for

the species studied.

It is suggested that the absence of immunclogical cross-reaction
between hexokinase A and hexokinases B, C or D is due to amino
acid substitutions on the surface of the hexokinase A molecule.
The rate of such substitutions seems to be higher in hexokinase A

than in the other hexokinases.
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INTRODUCCION

La fosforilacién de glucosa y otras hexosas es catalizada por
enzimas l|lamadas hexoquinasas (ATP:D-hexosa 6-fosfotransferasas,

EC 287.1.1):

2+
Glucosa + ATP ——L*Glucosa—B—P + ADP + H+

En un gran ndmero de organismos esta enzima se presenta en
formas multiples o isoenzimas. En la rata y otros vertebrados se
ha descrito un maximo de cuatro hexoquinasas denominadas A, B,
C y D de acuerdo con su orden de elucién en columnas de
DEAE-celulosa (Gonzdlez et al., 1964; 1967; Grossbard vy Schimke,
1966; Ureta et al., 1979; Ureta, 1982). Ademas de su carga
eléctrica neta a pH neutro, las cuatro hexoquinasas difieren en
los valores de las constantes de Michaelis para glucosa, su
conducta cinética, la dependencia de sus niveles tisulares segln
la composicién de la dieta y la disponibilidad de ciertas hormo-
nas, su presencia en diversos tejidos y el momento de su
aparicién durante la organogénesis. Las cuatro isoenzimas son
monémeros de peso molecular 100.000 en el caso de las hexoquina-
sas A, B y C, y 50.000 en el caso de hexoquinasa D. Se han

publicado varias revisiones generales sobre esta familia de isoenzi-




2
mas (Walker, 1966; Niemeyer y Ureta, 1972; Purich et al., 1973;
Niemeyer et al., 1975; Ureta, 1975; Weinhouse, 1976; Ureta et al.,

1979; Ureta, 1982).

La presencia de cuatro hexogquinasas con las caracteristicas
mencionadas permite la formulaciéon de una serie de interrogantes
de interés para entender la participacion de las isoenzimas en la
operacién y regulacién del metabolismo (Ureta, 1978). En este
laboratorio se ha dedicado bastante esfuerze a la enzimologia
comparada de las hexoquinasas de vertebrados con la esperanza
de wvislumbrar la funcién que cada isoenzima cumple en el
metabolismo celular. Asf, los perfiles cromatograficos de las hexo-
quinasas se han estudiado en el higado de casi cien especies de
vertebrados, encontrdndose importantes diferencias tanto en el
ndmero de isoenzimas presentes como en su proporcidn ‘relativa
(Ureta et al., 1979; Ureta, 1982). Por el momento, tales diferen-
cias no han permitido establecer correlaciones que ayuden a

conocer la funcién especifica de cada una de las hexoquinasas.

Para profundizar el estudio comparativo de las hexoquinasas
parece necesario investigar sus estructuras y establecer comparacio-
nes entre las cuatro isoenzimas de una misma especie y entre la
misma isoenzima aislada de varias especies. Estudios de ese tipo
se han realizado en unos pocos sistemas isoenzimdticos y han
proporcionado informacién valiosa acerca de los mecanismos molecu-

lares de produccién de formas miltiples. Merecen especial mencion
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las investigaciones de los grupos de Markert (Markert, 1968;
Markert et al., 1975) y de Kaplan (1968) en las lactato-deshidroge-
nasas, y los de Rutter y sus colaboradores (Rutter et al., 1968;
Lebherz et al., 1973) en fructosa-bisfosfato-aldolasas. Tales estu-
dios estructurales comparativos han debido, por necesidad, restrin-
girse a la investigaciéon de caracteristicas estructurales gruesas,
como por ejemplo composicion de aminodcidos o reactividad inmuno-
légica cruzada, ya que los estudios de estructura primaria o
terciaria (que han dado espectaculares resultados en el caso de
citocromo ¢ y hemoglobinas) requieren todavia de cantidades relati-
vamente grandes de proteina las que no siempre se pueden

obtener de algunas especies.

Cualquier estudio estructural presupone necesariamente la purifi-
caciéon hasta homogeneidad de la o las enzimas que se desea
analizar. En el caso de las hexoquinasas solo ha sido posible
purificar algunas de ellas hasta homogeneidad. Varios autores
(Schwartz vy Basford, 1967; Redkar y Kenkare, 1972; Chou vy
Wilson, 1972; Easterby y O'Brien, 1973) han comunicado el aisla-
miento de hexoquinasa A en estado de alta pureza. La hexoquinasa
B de mdlsculo de rata ha sido purificada por Holroyde y Trayer
(1976). AGn no se ha publicado ningin procedimiento para la
purificacion de hexoquinasa C. Existen unos pocos protocolos para
el aislamiento de hexoquinasa D de higado de rata (Grossman &1
al., 1973; Holroyde et al., 1976; Toro, 1982) y de perro (Maccioni

y Babul, 1980). Con estas enzimas puras se han realizado




algunas investigaciones estructurales que se resefiardn mas adelan-
te, pero ninguna de ellas se ha referido al aspecto comparativo

que nos preocupa.

Chou y Wilson (1972) han comunicado un procedimiento simple
para purificar hexoquinasa A homogénea y con alto rendimiento a
partir de cerebro de rata. E| protocolo de purificacion aprovecha
la localizacién mitocondrial de una parte de la actividad hexoqui-
ndsica cerebral y su liberacion especifica por glucosa-6-P. Un
suero inmune obtenido en conejo con esta preparacion ha sido
utilizado por Wilkin y Wilson (1977) para estudiar la localizaciéon
tisular y subcelular de la enzima en el sistema nervioso central

de la rata.

Esta Tesis describird la obtencién de un suero inmune anti-
hexoquinasa A, su caracterizacion y utilizacién en el estudio de
hexoquinasa A de varias especies de vertebrados. Se mostrara que
este anticuerpo es especifico para hexoquinasa A ya que no
reacciona con hexoquinasas B, C o D. El suero inmune solo
reconoce parcialmente a hexoquinasa A de roedores y de lagomorfos
(conejo) y su reaccién cruzada es minima con enzimas provenientes

de otros animales fuera del Orden Rodentia.




MATERIALES Y METODOS

Reactivos

De Sigma Chemical Co., St. Louis, EEUU, se obtuvieron los
siguientes reactivos: sacarosa, glucosa, NADP+, ATP, Tris, acrila-
mida, bis-acrilamida, glicina, negro de amida, trietanolamina,
Glc-6-P, nitroazul de tetrazolio, fenazina metosulfato, albdmina
de bévido, DTT, glicerol, Glc-6-P-deshidrogenasa tipo VIl de
levadura. De Merck, Darmstadt, Alemania Federal, se adquirieron
fosfato monopotdsico, fosfato dipotdsico, EDTA, KCI, HCI, NaCl,
azul de bromofenol, &cido acético, MgSo,, (NHA)ZSOA’ CaCl,,
fenol, gelatina, FeCI3, tiocianato de potasio, acetonitrilo, bromu-
ro de ciandgeno, 4&cido bérico, azida sédica, metanol. De
Whatman, Maidstone, Inglaterra, se obtuvo DEAE-celulosa microgra-
nular (DE-52). De Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, Suecia,
provenian agarosa A y Sepharose 4B. De Polysciences, Warring-
ton, EEUU, se obtuvieron TEMED y persulfato de amonio.

Hemolisina, gldbulos rojos de cordero y complemento de suero
de cuy fueron gentilmente donados por la Sra. Patricia Salinas,
del Laboratorio de Serologia de la Facultad de Medicina de la

Universidad de Chile.

Animales de experimentacion

Los animales utilizados y las fuentes de obtencién se detallan

en la Tabla |I.




TABLA |

Mamiferos usados y fuentes de obtencidn

: Nombre
Orden Especie plysions-
RODENT A Rattus norvegicus lnata
Mus musculus 2Ratén

3 Ratoncito

Phyllotis darwini ;
orejudo

3 »
K Ratoncito
Akodon olivaceus

olivaceo

Mesocricetus auratus 4Hamster

Octodon degus 4Degu

Cavia porcellus 5Cuy
LAGOMORPHA oryctolagus cuniculus 8 Conejo
ARTIODACTYLA  ovis aries "Oveja

Bos taurus 8vVaca
lCepa Wistar, Instituto de Nutricién vy Tecnologia de

los Alimentos, Universidad de Chile. *Cepa Swiss-
Rockefeller, Departamento de Biologia, Facultad de
Ciencias Bdsicas y Farmacéuticas, Universidad de
Chile (cortesia Dr. Luis lzquierdo). 3 Donacién del
Dr. Mario Rosenmann, Departamento de Biologia, Facul-
tad de Ciencias B&sicas y Farmacéuticas, Univer-
sidad de Chile. “Laboratorio de Embriologia, Institu-
to de Ciencias Bioldgicas, Universidad Catdlica de
Chile (cortesia Dr. Claudio Barros). ’Adquiridos en
casas comerciales. %lInstituto Bacteriolégico de Chile.
"Matadero Lo Valledor. ® Matadero Municipal de San-

tiago.




Medicién de la actividad hexoquindsica

La actividad fosforilante de glucosa se ensayaba por medio
de la produccién de Glc-6-P acoplando la reaccidon hexoquindsica
al sistema NADF’+ y Glc-6-P-deshidrogenasa (Slein et al., 1950).
La formacién de NADPH se segufa a 340 nm en un espectrofotd-
metro Gilford modelo 2400 a 30° en un medio de la siguiente
composicién (concentraciones finales): KCI 10 mM, Tris-HCI 100 mM

(pH 7,5), MgCl 12,6 mM, ATP 5 mM, glucosa 0,5 mM, EDTA

2
1,6 mM, NADP+ 0,5 mM y 0,1 U de Glc-6-P-deshidrogenasa. El
volumen final de la reaccién era de 0,5 ml. Como blanco de la
reaccién se usaba el mismo sistema de incubacién, pero omitiendo
el ATP.

La unidad de enzima se definié como la cantidad de enzima

que cataliza la fosforilacién de 1 umol de glucosa en 1 min a

30°, en las condiciones sefialadas.

Purificacién de hexoquinasa A

Se utilizaron cerebros de diversos animales, sacrificados gene-
ralmente por decapitacién excepto en los casos de vacas vy
ovejas. Se trabajaba con 20 a 25 g de cerebro en cada prepara-
cién. En la mayor parte de los experimentos la enzima se
extraia y purificaba de acuerdo al procedimiento de Chou vy
Wilson (1972) que consiste en preparar mitocondrias a partir de
homogeneizados al 10% en sacarosa 0,25 M. Las mitocondrias se

lavaban tres veces por suspensién en esta misma solucion vy




centrifugacién a 40.000 g durante 30 min. La hexoquinasa A se
solubilizaba por incubacién de las mitocondrias en Glc-6-P 1 mM,
sacarosa 0,25 M, durante 60 min a 30°. Luego de incubar, las
mitocondrias se centrifugaban a 105.000 g en una ultracentrifuga
Spinco modelo L o Beckman L5-50B durante 60 min y el Iiquido
sobrenadante, que contiene a la enzima, se cromatografiaba en
una columna de DEAE-celulosa (16 x 2 cm), previamente equilibra-
da con fosfato 10 mM (pH 7,0), EDTA 1 mM, glucosa 10 mM
(amortiguador A). La enzima retenida se eluia mediante un
gradiente lineal de KClI entre 0 y 0,3 M en amortiguador A, con
un volumen total de 240 ml. Se recolectaban fracciones en un
microfraccionador Gilson y se combinaban aquellas con méas altos
niveles de actividad enzimdtica. El volumen resultante, entre 30
y 40 ml, se reducia a alrededor de 1 ml por concentracion en

un aparato de filtracion Amicon con membranas PM 10.

En algunos casos, la hexoquinasa A se obtenia preparando
un homogeneizado de cerebro al 10% en amortiguador A que se
centrifugaba durante 60 min a 105,000 g en una ultracentrifuga
Spinco modelo L. El Iiquido sobrenadante se cromatografiaba en
una columna de DEAE-celulosa como se describio en el parrafo
anterior.

La concentracién de KCI se determinaba midiendo la conductivi-

dad de las soluciones en un conductimetro Radiometer, modelo

CDM 2f,




Preparacion de hexoquinasas de higado de rata

Las hexoquinasas de higado de rata fueron separadas utilizan-
do el procedimiento descrito por Gonzdlez et al. (1964). Se
utilizaban ratas sacrificadas por decapitacién sin anestesia.
Todas las etapas se realizaban a 4°. El higado se removia vy
colocaba en hielo. Se preparaba un homogeneizado al 50% (p/v)
en amortiguador Tris-HCI 10 mM (pH 7,0), EDTA 1 mM, usando
un homogeneizador Potter-Elvehjem. El homogeneizado se centrifu-
gaba a 105.000 g durante 60 min. El |Ifquide sobrenadante se
cromatografiaba en columnas de DEAE-celulosa y las isoenzimas

retenidas se eluian mediante gradiente lineal de KCI de 0 a 0,5 M.

Determinacidén de proteinas

La concentracién de proteinas de diferentes fracciones se
determinaba por dos procedimientos: 1) Por medicion de la
absorbancia a 280 nm, empleando el coeficiente de extincion

molar ( ) de 5 x 10%cm?mol "' (Chou y Wilson, 1972). 2)

E280 nm
Por medicién de la absorbancia a 595 nm del compuesto formado

por la proteina en presencia de Azul Brillante de Coomassie G

(Bradford, 1976).

Electroforesis en geles de poliacrilamida

Las preparaciones de hexoquinasa A se sometian a electrofore-
sis en geles de poliacrilamida al 7%, segin el procedimiento de

Davis (1964). Habitualmente se sembraban 50 a 70 ug de proteina
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y se aplicaba una corriente de 3 mA por gel. Las bandas de
protefnas se visualizaban incubando los geles en solucién de
negro de amida en 4&cido acético, o de Azul Brillante de
Coomassie G, durante 60 min. En ambos casos, el exceso de
colorante se eliminaba con 4cido acético 7% en un aparato
(BioRad) de destincién por difusién.

Para tefiir actividad enzimatica, los geles se preparaban vy
la electroforesis se efectuaba segin Grossman y Potter (1974) vy
luego se incubaban en un medio similar al empleado en el
ensayo espectrofotométrico de actividad enzimatica, pero adicionan-

do fenazina metosulfato 0,4 mg/ml y azul de nitrotetrazolio 4
mg/ml.

M&as detalles acerca del procedimiento general se especifican

en el Anexo 2 "Electroforesis en geles de poliacrilamida".

Preparacion de suero inmune anti-hexoquinasa A

Se utilizaron dos conejos de raza Nueva Zelandia, a cada
uno de los cuales se inyecté, en los cojinetes plantares vy
subcutdneamente en diversas partes del cuerpo, una suspension
que contenia 1 mg de hexoquinasa A pura de rata y coadyuvante
de Freund completo en amortiguador A. Las inyecciones se repitie-
ron tres veces, cada tres semanas, con una suspension similar
pero con coadyuvante incompleto. Durante ese tiempo se controla-
ba la capacidad del suero para inhibir la actividad enzimdtica.

Al cabo de doce semanas los conejos se desangraron por puncion
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cardiaca. La sangre extraida se dejé6 a temperatura ambiente
hasta su total coagulacién vy posteriormente se centrifugd a
3.000 rpm durante 10 min. El suero se guardaba congelado a
-20°, en fracciones de 2 ml.

En ocasiones se utilizd una preparacién semipurificada del
suero inmune. Para ello se precipité el suero, agregando un
volumen de sulfato de amonio a saturacion vy después de centri-
fugar a 15.000 rpm por 10 min, el precipitado se resuspendibé en
amortiguador A. Se dializé6 durante 24 h contra la misma solucidn

y la fraccién resultante se guardbé a -20°.

Como control se utilizd el suero de un conejo no inmunizado,

obtenide en las mismas condiciones.

Reacciones inmuncoldgicas

i. Efecto del antisuero sobre la actividad hexoquindsica

Las preparaciones de hexoquinasa A de diversos animales se
incubaban con cantidades variables de suero inmune, o suero
control, durante 30 min a 30°, y luego toda la noche a 4°. ElI
suero y las preparaciones de enzima se diluian en amortiguador
A. El precipitado formado se descartaba por centrifugacién a
10.000 rpm en una centrifuga Sorvall RC 2B en un rotor S$5-34 vy
se media la actividad remanente en el Iiquido sobrenadante.
Generalmente se usaban entre 14 y 22 mU de enzima y diluciones
de suero hasta de 1/500. Para estos experimentos se calentaba el

suero a 56° por 10 min para producir la descomplementacion.
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ii. Inmunodifusién doble

Se utilizaba la técnica de Hudson y Hay (1979). Las solucio-
nes de agarosa se preparaban al 2% en agua y se dilufan al
1%, en el momento de preparar las placas, con amortiguador A
que contenia azida de sodio 0,004%. Las preparaciones de enzima
se concentraban hasta obtener una actividad de 0,12 a 0,24 u/mil.
Luego de llenar los pocillos, las placas se incubaban durante
48 h a 4°. Posteriormente, las placas se lavaban dos veces con
una solucién de amortiguador Tris 10 mM (pH 8,0), NaCl 0,4 M,
EDTA 1 mM, luego con NaCl 0,2 M durante la noche y finalmente
con 3 a 4 cambios de agua desionizada durante 3 a 4 h cada
vez. Generalmente se hacian dos placas por experimento, una de
las cuales se tefifa para proteinas y la otra para actividad
enzimatica. En el primer caso, se cubrfa la placa con papel
filtro Whatman N2 1 y se dejaba secar a tem‘peratura ambiente.
La placa seca se incubaba durante 10 min en una solucién de
negro de amida (Amido Black 1 g, &cido acético 1 M 425 ml,
acetato de sodio 0,1 M 425 ml, glicerol 150 ml). Después de
tefir, se retiraba el exceso de colorante lavando con wuna
solucién de &cido acético 2%-glicerol 15%. Para tedir la actividad
enzimdtica del precipitado antigeno-anticuerpo se incubaban las
placas a 30° durante 10 a 20 min en una solucién que contenia

Tris-HCI 80 mM  (pH 7,5), MgCl, 12 mM, EDTA 1 mM, NADP'

2
0,5 mM, Glc-6-P-deshidrogenasa 0,2 U, ATP 0,5 mM, 0,05 mg de

fenazina metosulfato y 0,5 mg de azul de nitrotetrazolio.
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iii. Inmunoelectroforesis

Se depositaban 3,5 ml de agarosa al 1% en amortiguador
barbital 75 mM (pH 8,6), en una placa de vidrio de 7,5 x
2,5 cm. Después de solidificar se perforaban pocillos a 2 cm de
un extremo de la placa (cdtodo) y en ellos se depositaban
alrededor de 5 ug de los antigenos en estudio. Simultaneamente
se corrfa una placa con suero control mds 5 ul de azul de
bromofenol 0,01% como indicador. Las placas se colocaban en una
camara electroforética que contenfa la soluciéon de barbital y se
aplicaba una corriente constante de 4 mA por placa durante
60 min. Al término de la electroforesis se cortaba una canaleta
en la parte central de la placa, dejando a ambos lados los
pocillos destinados al antigeno. La canaleta se llenaba con el
suero inmune y la placa se incubaba durante 48 h ‘en una
cédmara hlUmeda, para que se desarrollaran los arcos de precipita-
cién. Las placas se lavaban con suero fisiologico por 48 h y
luego se secaban a temperatura ambiente, colocando un papel
filtro en la superficie. Una vez secas se sumergian en una
solucién para tincién de protefinas por 15 min y se trataban

como se indicd antes.

iv. Retencidén de la actividad enzimatica por inmunoadsorbentes

La capacidad de retencién de la actividad hexoquindsica por
anticuerpos ligados a Sepharose 4B, se estudié con el método de

March et al. (1974). La activacién de Sepharose 4B, fijacion de
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los sueros y regeneracion del inmunoadsorbente se detallan en el
Anexo 1 '"Preparacién de matrices inmunoadsorbentes'". Se prepara-
ron dos columnas (5 x 1 cm), una con suero inmune y otra con
suero control. En un experimento tipico las columnas se sembra-
ban con alrededor de 100 mU de enzima vy se elufan con
amortiguador borato NaCl 0,5 M (pH 8,6). Se recogian fracciones
de 0,5 ml y se media la actividad no retenida en las columnas

en alicuotas de 0,1 ml.

v. Microfijacién del complemento

Los experimentos de fijacion del complemento se realizaron
segin el procedimiento de Wasserman vy Levine (1950). Las
mezclas de reacciéon contenfan una mezcla amortiguadora (pH 7,5)
formada por trietanolamina, sales y gelatina (su preparacién se
describe en el Anexo 3 "Microfijacion del complemento'") a .la que
se agregaba suero inmune diluido, generalmente 1/1600, complemen-
to de cuy y concentraciones variables de antigeno (5 a 60 ng).
Los tubos que contenian estas mezclas se incubaban durante 18
h a 4°., Posteriormente se agregaba un sistema hemolitico consti-
tuido por globulos rojos de cordero y su hemolisina. Después de
incubar durante 60 min a 37°, se centrifugaban los tubos y se
determinaba la absorbancia a 413 nm de los liquidos sobrenadan-

tes.

Cada experimento constaba de 12 tubos que contenian los

siguientes componentes:
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Ndmero del tubo

4 2 3 I 5 6 7 3 9 10 1Ly 12
Componente ml
Amortigquador 0,3 0,3 0,3 0,3 053 0,3 0,3 0,4 0,4 0,5 0,4 0,6
Antisuero 0,1 (19 § 0,1 0,1 0,1 0,1 0, 01 - - - -
Complemento 0,1 0.1 o,1 0,1 0,1 0,01 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2 -
Enzima 0,1 0,1 051 0,1 0,1 0,1 0,1 - 0,1 - - -

INCUBACION A 2°-4° POR 18 HORAS

SHEpEmA 0,1 0,1 021 041 0,1 01 021 01 01 01 01 0,1
hemolitico

Los tubos 1 al 7 contenian concentraciones crecientes de
antigeno (5 a 60 ng). Los tubos 8 y 9 se utilizaban para
investigar las propiedades pro- vy anti-complementarias del anti-
suero vy del antigeno, respectivamente. Los tubos 10 y 11
correspondfan a los controles de la actividad hemolitica de dos
concentraciones diferentes de complemento. EI tubo 12 indicaba

el grado de hemélisis espontanea del sistema hemolitico.

La lisis de los glébulos rojos en el tubo control 11 ocurria
entre los 15 y 20 min. La lisis en el tubo control 8 (contrel de
antisuero) y en el tubo control 10, se producia entre 30 y 35
min. Los tubos se retiraban del bafo de incubacién cuando

habfa ocurrido 80 a 85% de lisis en los tubos controles.

El porcentaje de lisis en los tubos controles se obtiene de la

siguiente relacién:
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Absorbancia Absorbancia
(tubo 8) (tubo 12)
i - x 100
ol Absorbancia . Absorbancia
(tubo 11) (tubo 12)
En los experimentos que se describirdn mas adelante, la

media + E.S de lisis en los tubos controles fue de 81,6 = 1,02 %
(n = 6).

La magnitud de fijacién del complemento se expresa como la
diferencia entre la absorbancia del tubo control de antisuero
(tubo 8) y la absorbancia del tubo problema. Los valores de
fijacién del complemento Vs concentracién de antigeno resultan
tipicamente en curvas campaniformes en las que no hay fijacion

de complemento con exceso de antigeno o de antisuero.

El factor por el cual debe diluirse el antisuero para obtener
75% de fijacién de complemento en el punto maximo de la curva
con antigeno homblogo, es el titulo del antisuero. En nuestros

experimentos el titulo era 1750.

La obtencion, manejo Yy control de los componentes de la
técnica de fijacién de complemento se detallan en el Anexo 3

"Microfijacién del complemento'.




RESULTADOS

1

PURIFICACION DE HEXOQUINASA A
DE CEREBRO DE RATA

Como se menciondé en la Introduccién, se conocen varios métodos
para el aislamiento de hexoquinasa A de cerebro. De entre ellos
se eligié el de Chou y Wilson (1972) por su simplicidad y alto
rendimiento. El procedimiento (descrito con detalle en Materiales
y Métodos) consiste en purificar mitocondrias por centrifugacién
diferencial (Etapa 1), solubilizar especificamente la hexoquinasa
por incubacién de las mitocondrias con Glc-6-P 1 mM (Etépa )

cromatografiar en DEAE-celulosa la preparacién solubilizada (Etapa

3), y concentrar por ultrafiltracién las fracciones apropiadas
(Etapa 4).
Un protocolo tipico se muestra en la Tabla Il. La preparacion

final presentaba una actividad especifica de 57 £2 unidades/mg
de proteina (promedio y error tipico de 10 observaciones). La
electroforesis en poliacrilamida revelé una banda de proteina la
que coincide con la obtenida por tincién de actividad enzimatica
(Fig. 1). La actividad especifica y los rendimientos son similares

a los comunicados por Chou y Wilson (1972).
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Figura 1 ¢

ELECTROFORESIS EN POLIACRILAMIDA DE
HEXOQUINASA A DE CEREBRO DE RATA

Tincién de

activiad proteinas

Origen — — < d%; :
R

- -

Aproximadamente 50 ug de la preparacion final (etapa 4) del
procedimiento de purificacién de hexoquinasa A de cerebro de
rata se sometieron a electroforesis (3 mA por columna), en geles
de poliacrilamida al 7%, segin se describié en Materiales vy
Métodos. El gel de la izquierda se incubé en el medio descrito
para visualizacién de actividad enziméatica. El gel de la derecha
se incubé en negro de amida 0,2%, y el exceso de colorante se
retiré por difusién en &cido acético 7%.
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El peso molecular de la proteina, medido con la técnica de
Hedrick y Smith (1968), fue de 98.000 +1.500 (n=6, los datos
experimentales no se muestran), valor que coincide con el encontra-
do, con otros procedimientos, en hexoquinasa A de cerebro de
varios mamiferos (Redkar y Kenkare, 1972; Wilson, 1972; Chou vy

Wilson, 1972).




21

2

OBTENCION Y CARACTERIZACION DEL SUERO INMUNE
ANT I-HEXOQUINASA A DE RATA

Las preparaciones purificadas de hexoquinasa A de cerebro de
rata fueron utilizadas para la inmunizacién de conejos segun el
protocolo descrito en Materiales y Métodos. EI suero sanguineo,
generalmente sin purificacién, de uno de los conejos se utilizé en
los experimentos aqui comunicados. ElI suero de un coneje no

inmunizado se utilizaba como control en todos los experimentos.

2.1. Efecto del suero inmune sobre la actividad enzimdtica de

hexoquinasa A de cerebro

El suero inmune es capaz de disminuir la actividad enzimdtica
de hexoquinasa A de rata, como se muestra en la Fig. 2 que
resume 6 experimentos en los que se estudid el efecto de incubar
cantidades variables de suero con cantidades fijas de enzima.
Debe notarse que en experimentos con diferentes preparaciones de
la isocenzima de rata (y en mayor grado con preparaciones de
otras especies) es dificil ajustar la concentracion de enzima de
manera de utilizar siempre la misma cantidad. Generalmente se
usaban entre 17 a 27 miliunidades de enzima (por conveniencia en
el ensayo) y diluciones de suero que correspondian a vollimenes

entre 0,1 y 1,25 ul. Con el fin de corregir tales variaciones, la
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abscisa de la Fig. 2, y otras subsiguientes, se expresa como ul

de antisuero / unidad de enzima.

La Iinea continua de la Fig. 2 fue dibujada a ojo, y se la
utilizard méds adelante como elemento de comparacién en experimen-

tos con hexoquinasa de otros animales.

En experimentos disefiados para conocer el titulo del suero
inmune se determind que 1 ml de suero es capaz de neutralizar

34 unidades de enzima (Fig. 3).

La adicién de suero inmune a las cubetas en que se media la
actividad de hexoquinasa A, de cerebro o de higado, producia la

inhibicién casi instantdnea de la reaccién (no se muestra).

2.2. Doble inmunodifusién

La inmunodifusién doble en placas de agarosa mostrd que se
produce una sola banda de precipitaciéon entre suero inmune vy
hexoquinasa A de cerebro de rata, a diferentes concentraciones
de uno u otro reaccionante. La Iinea de precipitacién presenta

actividad enzimdtica (Fig. 4).

La Iinea unica de precipitacion se observé también al utilizar
preparaciones en diversas etapas de purificacién. También en
estos casos las lineas de precipitaciéon presentaban actividad

enzimatica (Fig. 5).
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Figura 2

EFECTO DEL SUERO ANTI-
HEXOQUINASA A SOBRE LA ACTIVIDAD
DE HEXOQUINASA A DE CEREBRO
DE RATA¥*

Efecto de la concentracion de suero
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*Aproximadamente 20 mUnidades de hexoquinasa A pura se incuba-
ron, durante 30 min a 30°, con cantidades variables (0,1 a 1,25
ul) de suero inmune (e ), o suero control de conejo no inmunizado
(o) en un volumen final de 0,2 ml. Luego se incubaron durante
18 h a 4°. Después de centrifugar, se determindé la actividad
enzimdtica en los |Iiquidos sobrenadantes. Para compensar las
diferencias en la cantidad de enzima usada en diferentes experi-
mentos, la abscisa se expresa como cuociente entre cantidad de
suero y la actividad de la enzima. La ordenada se expresa como
porcentaje de la actividad remanente en los |iquidos sobrenadantes
con respecto a controles de tiempo cero de incubacién (®m) vy
controles incubados con suero contrel. La figura es un resumen
de 6 experimentos diferentes.
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Figura 3
TITULACION DEL SUERO INMUNE

ANT |-HEXOQUINASA A CON
HEXOQUINASA A DE CEREBRO DE RATA

40 —

Hexoquinasa recuperada (mUnidades)

Hexoquinasa A agregada (mUnidades)

Cantidades variables (2,5 a 35 mU) de hexoquinasa A pura de
cerebro de rata se incubaron con cantidades fijas (0,5 ml, 34 pg
de proteina total) de suero inmune anti-hexoquinasa A (®), o de
suero control de conejo no inmunizado (o) en un volumen final
de 0,2 ml, durante 30 min a 30° y 18 h a 4°, El amortiguador
usado para todas las diluciones era fosfato 10 mM pH 7, glucosa
10 mM, EDTA 1 mM. Los precipitados se descartaron por centrifuga-
cién a 1000 r.p.m durante 10 min y la actividad hexoquindsica
se midid en los liquidos sobrenadantes.
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Figura 4

ANAL1SIS POR INMUNODIFUSION DE LA
REACCION ENTRE SUERO INMUNE Y
HEXOQUINASA A DE CEREBRO DE RATA*

Influencia de la concentracidon de enzima

Tincion de

proteinas actividad
) Sy
'/ \2' .6‘(
S ) (
3

@ / \@ O——0O
% ®\S/ ®

*Los pocillos centrales contenfan 10 ul (~17
ug de proteina total) de suero inmune. Los
pocillos numerados contenian scluciones con
diferentes cantidades, indicadas mas abajo,
de hexoquinasa A pura de cerebro de rata.
Los pocillos no numerados neo contenian mues-
tra.

Las fotografias de las placas se muestran

la parte superior de la Fig. En la

parte inferior se muestran esquemas dibuja-
dos a partir de las placas.

1. 5 ug 4. 10 ug (0,56 U)
2. 10 ug 5. 20 ug (1,12 U)
3. 20 ug 6. 20 ug (1,12 U)




Figura 5

ANAL ISIS POR INMUNODIFUSION DE LA
REACCION ENTRE SUERO INMUNE Y
HEXOQUINASA A DE CEREBRO DE RATA¥

Influencia del estado de purificacion

Tincién de

proteinas actividad
SR, |

®O@©O
® @

*Los pocillos centrales contenfan 10 pl (~17
ug de proteina total) de suero inmune. Los
pocillos numerados contenian soluciones de
hexoquinasa A de cerebro de rata en diferen-
tes estados de purificacién, segin se indica
mdas abajo. Los pocillos no numerados no
contenian muestra.

Las fotografias de las placas se muestran
en la parte superior de la Fig. En la
parte inferior se muestran esquemas dibuja-
dos a partir de las placas.

Etapa DEAE-celulosa, 20 ug
Etapa concentracion, 10 ug
. Etapa solubilizacién, 20 ug
Citosol de cerebro, 10 ug

Etapa concentracién, 10 pg (0,56 U)
. Etapa DEAE-celulosa, 10 pg (0,32 U)
Citosol de cerebro, 10 pg (0,06 U)

N W=
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2.3. Inmunoelectroforesis

Por inmunoelectroforesis se observé un solo arco de precipita-

cién al utilizar hexoquinasa A pura o una preparacion semipurifi-

cada de la enzima citosélica (Fig. 6}

2.4. Retencién de la actividad enzimdtica por inmunoadsorbentes

La preparacion de dos columnas de matrices inmunoadsorbentes

se describié en Materiales vy Métodos. En la llamada columna
control se ligd suero de conejo preinmune a Sepharose; en la

llamada columna anti-HK se ligd suero inmune. A través de ambas

columnas se filtraron preparaciones de hexoquinasa A pura de
cerebro de rata. En los eluidos de la columna control se recupera-

ron 98,6% 0,4 % de las unidades agregadas. En los eluidos de la

columna anti-HK, en cambio, solo se encontraron 1,6 +0,2 7 de

las unidades agregadas.
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Figura 6

ANAL ISIS POR INMUNOELECTROFORESIS
DE LA REACCION ENTRE SUERO INMUNE Y
HEXOQUINASA A DE CEREBRO DE RATA

El procedimiento para la preparacién de las placas, los amortigua-
dores utilizados y las condiciones de la electroforesis se describie-
ron en Materiales y Métodos. El pocillo superior contenia 10 ug
(0,56 unidades) de hexoquinasa A de cerebro en la daltima etapa
de purificacién. El pocillo inferior contenia 20 wug (0,1 unidades)
de hexoquinasa A de citosol de cerebro parcialmente purificada
por cromatografia en DEAE-celulosa. Después de la electroforesis
se depositaron en la canaleta central 50 ul de suero inmune. La
inmunodifusién se desarrollé durante 48 h en cdmara himeda.
Paralelamente se sometié al mismo procedimiento una placa control
con suero control en la que no se observaron arcos de precipita-
cién (no se muestra). Las placas fueron tefiidas con negro de
amida y el exceso de colorante retirado por difusién en Aacido
acético 7%. El arco inferior es apenas perceptible en la fotografia
pero claramente detectable en la placa original.
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3

REACTIVIDAD INMUNOLOGICA CRUZADA
DE LAS CUATRO HEXOQUINASAS DE RATA

Con el objeto de estudiar la presencia de determinantes antigé-
nicos comunes en las cuatro hexoquinasas presentes en la rata,
las isoenzimas purificadas a partir de higado se sometieron a las

siguientes pruebas.

La incubacién de cantidades variables de suero inmune con
una cantidad fija de hexoquinasa A de higade produjo desapari-
ciébn de su actividad enzimatica en igual magnitud que la produci-
da por incubacién con la enzima de cerebro. En cambio, la
actividad de las hexoquinasas B, C o D no fue afectada por el

suero inmune (Fig. 7).

En experimentos de inmunoelectroforesis en los que se utilizo
hexoquinasa A de cerebro y de higade se observaron arcos de

precipitacién de idéntica movilidad (Fig. 8).

En placas de doble inmunodifusién (Fig. 9) se observd una
banda de precipitacién continua frente a pocillos adyacentes que
contenian hexoquinasa A de cerebro o de higado. La banda
poseia actividad enzimatica. No se observaron bandas de precipita-

cién frente a los pocillos que contenian hexoquinasas B, C, o D.

|




f Figura 7
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3 SOBRE LA ACTIVIDAD DE LAS
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Alfcuotas que contenfan hexoquinasa A (e), B (o), C (a) o D (o),
(17 a 21 mUnidades) semipurificadas a partir de higado de rata,
por cromatografia en DEAE-celulosa, se incubaron durante 30 min
a 30° con cantidades variables (0,1 a 1,25 ul) de suero
en un volumen final de 0,2 ml. Luego se incubaron durante
a 4°. Después de centrifugar, se determiné la actividad enzimdatica
| en los |fquidos sobrenadantes. Como controles se wusaron mezclas
o
actividades
enzimdticas en los controles no diferian entre si y corresponden
ensayaron
las
la

| no incubadas (m®m) y mezclas que contenian suero
amortiguador A en reemplazo del suero inmune. Las

al 100% de actividad remanente. Simultaneamente se

|

1 mezclas que contenian hexoquinasa A de cerebro en vez de
| . . - . .

1' isoenzimas de higado. Esas mediciones no se incluyen

' figura porque estan representadas en la curva de trazo grueso
|

que es la misma de la Fig. 2.
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Figura 8

ANAL ISIS POR INMUNOELECTROFORESIS
DE LA REACCION ENTRE SUERO INMUNE
Y HEXOQUINASA A DE CEREBRO O DE HIGADO

El procedimiento para la preparacion de las placas, los amortigua-
dores usados y las condiciones de la electroforesis se describieron
en Materiales y Métodos. El pocillo superior contenia 30 wug (0,2
unidades) de hexoquinasa A de citosol de higado parcialmente
purificada por cromatografia en DEAE-celulosa. EIl pocillo inferior
contenia 10 ug (0,56 unidades) de hexoquinasa A de cerebro en
la dGltima etapa de purificacién. Después de la electroforesis se
depositaron en la canaleta central 50 wul de suero inmune. La
inmunodifusién se desarrolléd durante 48 h en camara himeda.
Paralelamente se sometié al mismo procedimiente una placa control
con suero de conejo no inmunizado en la que no se observaron
arcos de precipitacién (no se muestra). Las placas se tifieron con
negro de amida y el exceso de colorante retirado por difusién en
dcido acético 7%.




Figura 9

ANAL ISIS POR INMUNODIFUSION DE LA
REACCION ENTRE SUERO INMUNE ANTI-
HEXOQUINASA A DE CEREBRO Y LAS
HEXOQUINASAS A, B, C Y D
DE HIGADO DE RATA¥*

Tincion de

proteinas actividad
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*Los pocillos centrales contenfan 10 ul (~17
1g de proteina total) de suero inmune. Los
pocillos numerados contenian 10 ug (protei-
na total) de diferentes hexoquinasas como
se indica mas abajo. Las hexoquinasas fue-
ron aisladas por cromatografia en DEAE-celu-
losa.

Las fotografias de las placas se muestran
en la parte superior de la Fig. En la
parte inferior se muestran esquemas dibuja-
dos a partir de las placas.

pura de cerebro (0,45 U)
de higado (0,4 U)
de higado (0,45 U)
pura de cerebro (0,45 U)
de higado (0,45 U)
de higado (0,38 U)
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Hexoquinasa
Hexoquinasa
Hexoquinasa

U W =
OO>»®> >




33

Finalmente, se estudié la capacidad de las columnas de inmuno-
adsorbente de retener a las hexoquinasas de higade de rata, en
experimentos similares a los ya descritos. También en este caso
se observé que la hexoquinasa A de higado se comporta esencial-
mente igual que la enzima de cerebro ya que solo 1,6% de la
actividad fue recuperada en la columna anti-HK. Las hexoquinasas
B, C o D no fueron retenidas (Tabla I11), adn cuando en el caso
de hexoquinasa B se encontré una retencién de 16,5 % que no

difiere de la observada en la columna control {p > 0,25).

Estos resultados indican que el suero inmune no distingue
entre hexoquinasa A de cerebro y de higado de rata, las que
aparecen como inmunolégicamente idénticas. EIl suero inmune solo
reconoce a hexoquinasa A cuyos determinantes antigénicos parecen

no ser compartidos por las hexoquinasas B, C o D.




Tabla 111

Inmunoabsorcién de las hexoquinasas A, B,
C o D de higado de rata por suero inmune o

suero control ligados a Sepharose*
Columna Columna
Hexoquinasa control anti-HK

% de actividad recuperada

A (3) 93,1 +0,6 1,6 +0,06
B (5) 94,2 £1,7 83,5 4,1
c (3) 98,3 +0,8 95,5 + 2,2
D (4) 98,4 1,1 97,8 1,2

*L_a preparacion y manejo de las columnas inmuno-
adsorbentes se describié en Materiales y Métodos
y en el Anexo 1. Alicuotas que contenian entre
70 y 80 mUnidades de hexoquinasas semipurifica-
das de higado de rata se sembraron en columnas
control (suero de conejo no inmunizado) y en
columnas anti—-HK (suero inmune). Después de
eluir con amortiguador borato-NaCl (pH 8,6) se
midié la actividad enzimdtica no retenida en las
columnas. Los resultados se expresan como porcen-
taje+ E.S. de la actividad recuperada en los
eluidos con respecto a la actividad sembrada en
las columnas. Los nlUmeros entre paréntesis indi-
can el numero de experimentos realizados.

34
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4

REACTIVIDAD INMUNOLOGICA CRUZADA
DE HEXOQUINASA A DE MAMIFEROS

El suero inmune anti-hexoquinasa A de rata se utilizé para
investigar los cambios estructurales que esta isoenzima puede
haber sufrido durante la evolucién de los vertebrados. Por conve-
niencia en la presentacion se mostraran los resultados de acuerdo
con la técnica inmunolégica wusada para medir el grado de

reaccidén cruzada.

4.1, Efecto del suero inmune sobre la actividad enzimatica

En estos experimentos se incubaban cantidades var-iables de
suero (entre 0,1 a 1,25 ul) con cantidades fijas de hexoquinasa
A de cerebro de varios mamiferos (alrededor de 20 mU) purificadas
mediante el procedimiento de Chou y Wilson (1972). Las incubacio-
nes se hacfan a 30° durante 1 h y luego durante la noche a 4°,
segin se indico en Materiales y Métodos. En todos los experimentos
se incluian incubaciones de la hexoquinasa en estudio con suero
control de conejo no inmunizado, y de hexoquinasa A de rata con

sueroc no inmune y con suero inmune.

En la Fig. 10 izquierda, se muestra el grado de inmunoprecipi-

tacion que el anticuerpo produce en la actividad de hexoquinasas
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A aislada de varios roedores. Si bien la actividad de Ilas
enzimas de todas las especies estudiadas se redujo por incubacién
con el anticuerpo, el efecto fue pequefio comparado con el produci-
do sobre la enzima de rata (linea cortada gruesa de la Fig. 10).
La hexoquinasa de ratén fue la mds afectada, pero se requeria
cinco veces mas suero para alcanzar 50% de desaparicion de la
actividad hexoquindsica, en comparacién con la enzima homéloga.
En el caso de las enzimas aisladas de degu, hamster, Akodon,
Phyllotis y cuy, el efecto fue aln menor requiriéndose, en
comparacién con la enzima de rata, ~10 veces mds suero para

reducir la actividad en 50%.

Al estudiar mamiferos que no pertenecen al Orden Rodentia se
observé alin menor precipitacién (Fig. 10, derecha). Las enzimas
de oveja y de bovino requerian ~12 y ~15 veces mayor cantidad
de anticuerpo en relacién con la reacciéon homdloga. La enzima de
conejo mostrd una mayor reactividad situdndose en una posicién

intermedia entre ratén y los otros roedores estudiados.




Porcentaje de actividad remanente
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Figura 10

EFECTO DEL SUERO ANTI-HEXOQUINASA A DE RATA
SOBRE LA ACTIVIDAD DE HEXOQUINASA A DE VARIOS MAMIFEROS

Efecto de la concentracion de suero
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Aproximadamente 20 mUnidades de hexoquinasa A de cerebro de
los mamiferos indicados se incubaron con cantidades variables
(0,1 a 1,25 wul) de suero inmune anti-hexoquinasa A de rata,
exactamente en las condiciones descritas en Materiales vy Métodos
y usando controles idénticos a los especificados en la leyenda de
la Fig. 7. Simultdneamente se ensayaron mezclas que contenian
hexoquinasa A de rata. Esas mediciones no se muestran en la
figura porque estdn representadas por la ITnea gruesa cortada
que es la misma de la Fig. 2. En la parte izquierda se han
agrupado los resultados obtenidos con la enzima aislada de
roedores; a la derecha se muestran los obtenidos con la enzima
de otros mamiferos.
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4.2. Retencién por columnas inmunoadsorbentes

Preparaciones de hexoquinasa A aisladas de rata, raton,

hamster, degu, conejo o vaca fueron filtradas a través de las

columnas inmunoadsorbentes descritas en Materiales vy Métodos, vy
la actividad enzimdtica recuperada se expresdé como porcentaje de

la actividad sembrada (Tabla IV). En la columna control se

recuperaba practicamente toda la actividad. En cambio, se observd

retencién casi completa de la actividad de las enzimas de las

fuentes mencionadas en la columna anti-HK. Esta conducta sugiere

conservacién de los determinantes antigénicos responsables de la

unién de la enzima con los anticuerpos.




Tabla IV

Inmunoabsorcién de hexoquinasa A de cerebro
de varios mamiferos por suero inmune o suero

control ligados a Sepharose*
Columna Columna
Hexogquinasa control anti-HK

% de actividad recuperada

Rata 98,6 £ 0,4 1,6:%0.,2
Raton 96,2 £ 1,9 6,2 £0,7
Hamster 98,1 0,7 5,8 £0;7
Degu 97,6 £0,6 6,9 &£ 0,5
Conejo 97,0 = 15,4 3,0+£0,8
Vaca 99,5+ 0,4 12,7 £2,8

*La preparaciéon y manejo de las columnas inmuno-
adsorbentes se describié en Materiales y Métodos
y en el Anexo 1. Alicuotas que contenfan entre
70 y 80 mUnidades de hexoquinasa A purificadas
de cerebro de los mamiferos indicados se sembra-

ron en columnas control (suero de conejo no
inmunizado) y en columnas anti-HK (suero inmu-
ne). Después de eluir con amortiguador borato-

NaCl (pH 8,6) se midié la actividad enzimética
no retenida en las columnas. Los resultados se
expresan como porcentaje de la actividad recupe-
rada en los eluidos con respecto a la actividad
sembrada en las columnas y corresponden al pro-
medio * E.S de tres experimentos.
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4,3. Experimentos de doble inmunodifusién

El grado de reaccién cruzada entre hexoquinasa A de rata vy
hexoquinasas A aisladas de diversos mamiferos se estudié en
placas de doble inmunodifusién (Figs. 11 a 15). Con todas las
enzimas estudiadas, en pocillos adyacentes a los de hexoquinasa
A de rata, se observaron lineas de precipitacion con espolones
mds o menos marcados tanto en placas tefiidas para proteinas
como en las tefiidas para actividad enzimdtica. En el caso de la
hexoquinasa A de ratdén (Fig. 11), animal que también pertenece

a la Familia Muridae, se observaron espolones pequefios.

Con las enzimas aisladas de roedores cricétidos (Fig. 12) u
octodontidos (Fig. 13), la longitud de los espolones es mayor, vy
se hacen aln mas prominentes en el caso de las enzimas de
mamiferos fuera del Orden Rodentia, como en el conejo (Fig. 14) o
en artiodactilos rumiantes en los que los espolones son significati-

vamente mayores (Fig. 15).

L e
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Figura 11

ANALISIS POR INMUNODIFUSION DE LA
REACCION CRUZADA ENTRE LAS HEXO-
QUINASAS A DE RATA Y DE RATON
(Mus musculus)*

Tincién de

proteinas actividad

*Los pocillos centrales contenfan 10 ul (~17
ng de proteina total) de suero inmune. Los
pocillos laterales contenian 10 ug (~ 0,5 U)
de hexoquinasa A purificada de cerebro de
rata o de ratén, como se indica mas abajo.

Las fotografias de las placas se muestran
en la parte superior de la Fig. En la
parte inferior se muestran esquemas dibuja-
dos a partir de las placas.

Pocillos 1, 3, 5 y 6: Hexoquinasa A de
cerebro de ratén.

Pocillos 2, 4 y 7: Hexoquinasa A de cerebro
de rata.
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Figura 12

ANAL ISIS POR INMUNODIFUSION DE LA REACCION
CRUZADA ENTRE HEXOQUINASAS A DE ROEDORES
CRICETIDOS Y DE RATA*

Hamster Ratoncito orejudo
Mesocricetus auratus Phyllotis darwini

Tincion de Tinciéon de
proteinas actividad proteinas actividad

\(:

*Los pocillos centrales contenfan 10 ul (~17 pug de
proteina total) de suero inmune. Los pocillos laterales
contenifan hexoquinasa A de rata (0,5 U), hamster
(0,5 U) o ratoncito orejudo (~0,2 U), como se enumera
mds abajo.

Las fotografias de las placas se muestran en la parte
superior de la Fig. En la parte inferior se muestran
esquemas dibujados a partir de las placas.

Los pocillos laterales contenian hexoquinasa A de roedo-
res, como sigue:

lzquierda: 1, Rata (10 ug); 2, Hamster (8 pug).

1, 4 y 6, Rata (10 pug);
2, 3, 5 y 7, Ratoncito orejudo (6, 10, 8 y
5 ug, respectivamente).

Derecha:
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Figura 13

ANAL ISIS POR INMUNODIFUSION DE LA
REACCION CRUZADA ENTRE LAS HEXO-
QUINASAS A DE RATA Y DE DEGU
(Octodon degus)*

Tincién de

proteinas actividad

*Los pocillos centrales contenfan 10 yl (~17
ug de protefna total) de suero inmune. Los
pocillos laterales contenian hexoquinasa A
purificada de cerebro de rata o de degu,
como se indica mas abajo.

Las fotografias de las placas se muestran
en la parte superior de la Fig. En la
parte inferior se muestran esquemas dibuja-
dos a partir de las placas.

Pocillos 1, 5 y 6: Hexoquinasa A de cerebro
de rata (10 pg, 0,5 U).

Pocillos 2, 3, y 4: Hexoquinasa A de cere-
" bro de degu (8 pug, 0,4 U).
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Figura 14

ANALISIS POR INMUNODIFUSION DE LA
REACCION CRUZADA ENTRE LAS HEXO-
QUINASAS A DE RATA Y DE CONEJO
(Oryctolagus cuniculus)¥®

Tincién de

proteinas actividad

*Los pocillos centrales contenfan 10 ul (~17
ug de proteina total) de suero inmune. Los
pocillos laterales contenfan 10 ug ( 0,5
unidades) de hexoquinasa A purificada de
cerebro de rata o de conejo, como se indica
mas abajo.

Las fotografias de las placas se muestran
en la parte superior de la Fig. En la
parte inferior se muestran esquemas dibuja-
dos a partir de las placas.

Pocillos 1, 2 y 4: Hexoquinasa A de cerebro
de rata.

Pocillos 3, 5 y 6: Hexoquinasa A de cerebro
de conejo.




Figura 15

ANAL ISIS POR INMUNODIFUSION DE LA REACCION
CRUZADA ENTRE HEXOQUINASAS A DE ARTIODACTILOS
RUMIANTES Y DE RATA*

Oveja Vaca
Ovis aries Bos taurus
Tinciéon de Tincion de
proteinas actividad proteinas actividad
(’\ l-_2_} 8
U 5
3 3
' 6
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*Los pocillos centrales contenfan 10 ul (~17 pug de
proteina total) de suero inmune. Los pocillos laterales
contenian hexoquinasa A de rata, oveja o vaca, como
se enumera mas abajo.

Las fotografias de las placas se muestran en la parte
superior de la Fig. En la parte inferior se muestran
esquemas dibujados a partir de las placas.

Los pocillos laterales contenian hexoquinasa A de rata
o rumiantes, como sigue:

lzquierda: 1, 3, 5 y 6: Oveja (10 pg, 0,5 U).

2, 4 y 7: Rata (10 pg, 0,56 U).

Derecha: 1, 3, 4, 6, 7 y 9: Vaca (8 pug, 0,5 U;
excepto 9: 0,25 U)

2, 5y 8: Rata (10 pug, 0,56 U).
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4.4, Microfijaciéon del complemento

En estos experimentos es importante demostrar una relacién
lineal entre el valor méximo de la curva de fijacién y la

concentracion de antisuero. La relacién estd dada por la ecuacién

(Champion et al., 1974):

Y =mlog X + b
en que Y = fijacion maxima de complemento, x = concentracién de
antisuero y b = interseccién en Y. Esta relacién se cumple en

todos los sistemas estudiados (ver referencias en Champion et al,,
1974), incluyendo los experimentos que se muestran en esta Tesis

(Fig. 16)

Los experimentos de microfijacion del complemento con suero
antihexoquinasa A de rata y hexoquinasas A aisladas de cerebro
de varios mamiferos (Fig. 17) mostraron que las hexoquinasas de
roedores son similares, con excepciéon de la enzima de hamster.
En cambio, la hexoquinasa A de oveja y vaca aparecen poco
relacionadas con la enzima de rata puesto que la magnitud de la
fijacion era mucho menor y se requerian cantidades apreciablemen-
te mayores de enzima (Fig. 17, derecha). La hexoquinasa A de

conejo presentd reactividad similar a la enzima de hamster.
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Figura 16
MICROFIJACION DEL COMPLEMENTO
POR LA REACCION HEXOQUINASA A

vs SUERO ANTI-HEXOQUINASA A

Efecto de la dilucién de antisuero
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Validaciéon de las condiciones usadas para la microfijacién de
complemento por la reaccién inmune anti-hexoquinasa A-hexoqui-
nasa A. En la figura superior se muestra el efecto de la
concentracion de antigeno a tres concentraciones de antisuero:
dilucién 1/1600 o; 1/2500 o; 1/4000 o. En la figura inferior se
muestra la relacién entre porcentaje mdximo de fijacién del
complemento observado con cada concentracién de antisuero vs
-log de la dilucién de suero. Los datos provienen del experimento
de la figura superior. El valor de la pendiente es 150, wvalor
similar al encontrado en otros sistemas inmunes (Champion et al.,
1974) .
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Fijacion del complemento
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Figura 17

MICROFIJACION DEL COMPLEMENTO POR ANTI-HEXOQUINASA A
Y HEXOQUINASA A DE VARIOS MAMI|FEROQS*

Hexoquinasa A, ng

*Las mezclas de reaccién (en triplicado) contenfan 0,1 ml de
suero inmune (dilucién 1/1600), cantidades variables de antigeno
(desde 1 a 60 ng), complemento y sistema hemolitico en un volumen
final de 0,7 ml. La disposicién de los tubos, la naturaleza de
los controles y el detalle experimental se describié en Materiales
y Métodos y en el Anexo 3. La fijacion del complemento se
expresa como la diferencia de absorbancia entre tubo control sin
suero inmune y el sistema completo. Cada punto corresponde al
promedio de las lecturas de los triplicados.
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La técnica de microfijacién del complemento puede cuantificar
el grado de reacciéon cruzada entre las enzimas consideradas.
Para ello, sin embargo, deben cumplirse algunas condiciones,
como por ejemplo, la medicién del grado de fijacién de complemento
a wvarias concentraciones de suero inmune para cada una de las
enzimas. En nuestro caso solo se estudid de esa manera la
hexoquinasa de rata (Fig. 16). Adn asi, suponiendo que tales
mediciones hubieran coincidido con l|la pendiente de la l|linea de la
Fig. 16, inferior (como por lo demds ocurre en todos los sistemas
estudiados, véase por ejemplo, Seal et al., 1970; Champion et
al., 1975; Prager et al., 1971, 1978), es posible establecer,
provisoriamente, para las enzimas estudiadas, el pardmetro Distan-

cia inmunolbégica (D.l.) segin la ecuacién:

D.l. = loeg |.D. x 100

en que YH es el porcentaje maximo de complemento fijado con

antigeno homélogo; Yh es el porcentaje maximo de complemento

fijado con antigeno heterdlogo; X, es la concentracion de antisuero

utilizada con antigeno homblogo; x, es la concentracidén de antisue-

h

ro utilizado con antigeno heterdlogo; y m es la pendiente de la

Fig. 16, inferior (véase p. 47)
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Las distancias inmunolbgicas aparentes asi obtenidas se mues-

tran en la Tabla V.

Por las razones anotadas anteriormente, estos valores deben con-
siderarse provisorios. Por ello, hemos resistido a la tentacion de
convertir los valores de la Tabla V en predicciones de diferencia
de secuencia, dada la correlaciéon satisfactoria que se ha observa-
do cuando las reacciones de microfijacion del complemento se han
realizado con proteinas de secuencia conocida (Prager et al.,
1971, 1978). Aln otra razén para tal abstencién la constituye el
que, idealmente, los valores de distancia inmunolbégica debieran
obtenerse con reacciones en doble direccién, es decir, por ejemplo,

vs HK y anti—HKr_ ., vs HK

con comparaciones anti-HK .
r aton — rata

ata ratén

AlGn asf, los valores de la Tabla V muestran la cor‘relaéic’m es—
perada entre el grado de reaccién cruzada de las diversas
enzimas y el parentesco generalmente aceptado por los zoblogos,

con la excepcién del hamster que por pertenecer a la familia

Cricetidae debiera presentar un valor de distancia inmunoldgica

entre 6 y 12,




Tabla V

Distancias inmunclégicas
aparentes entre hexoquinasas A
de varios mamiferos*

Distancia

Especie inmunolégica
Rata 1;0
Raton 5,4
Cuy 12,3
Degu 14,1
Hamster 21,0
Conejo 28,0
Oveja 31,0
Vaca 3%:7

2l_as distancias inmunolbgicas

fueron calculadas a partir de
los experimentos de microfijacion
de complemento (Figs. 16 y 17),
usando las ecuaciones descritas
en el texto.
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DISCUSION

Caracteristicas del suero inmune anti-hexoquinasa A de rata

El suero inmune producido en conejo por inyecciéon repetida de
hexoquinasa A de cerebro de rata, es monoespecifico ya que se
observé una sola Iinea de precipitacién, tanto: en inmunodifusidn
como en inmunoelectroforesis, al enfrentar sueroc con el antigeno
puro o con preparaciones crudas o semipurificadas. Mas aln, la
linea de precipitacién observada en placas de inmunodifusién
mostraba actividad fosforilante de glucosa lo que, por una parte,
confirma su identidad y, muestra adicionalmente, que el complejo
antigeno-anticuerpo retiene, al menos parcialmente, la actividad

enzimatica del antigeno.

El suero es capaz de disminuir la actividad enzimatica de
hexoquinasa A de cerebro de rata y si estd ligado a una matriz
de Sepharose es capaz de retener cuantitativamente la actividad

de hexoquinasa A.

Relaciones inmunoldgicas de las cuatro hexoquinasas de rata

El suero inmune anti-hexoquinasa A de cerebro no fue capaz
de reconocer a las hexoquinasas B, C o D semipurificadas de
higado de rata, pero si a la hexoquinasa A de la misma fuente,
tanto por su efecto sobre la actividad (Fig. 7), como en inmuno-

electroforesis (Fig. 8), inmunodifusién (Fig. 9), o en columna de
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inmunoadsorbente (Tabla |11). Estos resultados indican que la
hexoquinasa A de rata presenta los mismos determinantes antigéni-
cos cualquiera sea el o4rgano de la cual se extrae. Por el
contrario, las hexoquinasas B, C y D parecen no compartir
determinantes antigénicos comunes con hexoquinasa A. Estos resulta-
dos confirman y profundizan los obtenidos por Craven y Basford
(1969) quienes comunicaron que un suero de conejo anti-hexoquina-
sa A de cerebro de bovino no era capaz de afectar la actividad
de las hexoquinasas B, C o D de rata. Creighton et al. (1972)
utilizando un suero de conejo anti-hexoquinasa B parcialmente
purificado de muisculo de rata, solo observaron inhibicién del
antigeno homdlogo. Las actividades de hexoquinasa A de cerebro
o de tejido adiposo o hexoquinasa D de higado no fueron
afectadas. Igualmente, Neumann y Pfleiderer (1974) vy Neuﬁann et
al. (1974) no encontraron precipitacién de hexoquinasa C humana
por un suero inmune anti-hexoquinasa A de la misma especie. ElI
suero anti-hexoquinasa C tampoco reconocia a hexoquinasa A.
Ouchi e Ishibashi (1975) observaron que un suero de conejo
anti-hexoquinasa A de rata no inhibfa la actividad de hexoquina-
sa B de misculo o C de bazo de rata. Lawrence et al. (1983) con
un suero inmune anti-hexoquinasa A de rata, preparado en oveja,
no observaron inmunoinhibicién ni Iineas de precipitacién en

experimentos de doble difusién con hexoquinasa B o D.
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Muy recientemente, Lawrence et al. (1983) utilizando sueros
anti-hexoquinasas A, B y D no lograron encontrar (por inmunodi-
fusién) reaccién cruzada de hexoquinasa A con suero anti-hexoqui-
nasa B o anti-hexoquinasa D. Tampoco observaron reaccién cruzada
entre hexoquinasa B o D con el suero anti-hexoquinasa A. En
cambio encontraron reaccién cruzada significativa entre las hexo-

quinasas B y D.

Se ha obtenido en este laboratorio un suero inmune de ratén
anti-hexoquinasa C de rata (Jasna Radojkovié¢ y Tito Ureta,

comunicacién personal) y un suero de conejo anti-hexoquinasa D

de rata (Toro, 1982), con los cuales podra estudiarse el interesan-
te problema de las relaciones estructurales entre las cuatro

hexoquinasas.

Otros sistemas isoenzimdaticos también muestran ausencia de
reaccién inmunoldégica cruzada entre sus componentes, como por

ejemplo (por citar solo algunas), las lactato-deshidrogenasas A4

y B, (Nisselbaum y Bodansky, 1961; Rajewsky et al., 1964; Pesce

et al., 1964; Bailey y Wilson, 1968; Holmes y Scopes, 1974), las

aldolasas A, B y C (Rutter et al., 1968), las creatina-quinasas
MM y BB (Dawson et al., 1968), las fosfofructoquinasas M y L
(Dunaway, 1983) y las piruvato-quinasas L y M (Tanaka et al.,

1967; Chatterton et al., 1982).
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Consideraciones acerca de la estructura de las hexoquinasas

La falta de reaccién inmunoldégica cruzada de las hexoquinasas
B, C y D con el suero anti-hexoquinasa A es una conclusion
importante. En efecto, las cuatro iscenzimas fosforilantes de gluco-
sa parecen muy relacionadas no scolo por sus caracteristicas
cataliticas (Ureta et al., 1979; Pollard-Knight y Cornish-Bowden,
1982) sino también por sus estructuras. En efecto, la comparacidn
de las composiciones de aminodcidos de algunas hexoquinasas de
mamiferos mediante el indice SAn propuesto para inferir similitud
de estructura primaria y validado por examen de ese parametro
en protefnas de secuencia conocida (Cornish-Bowden, 1977) revela
que las hexoquinasas A, B y D de vertebrados son proteinas
relacionadas estructuralmente, ya que los valores de SAn son
significativamente menores que los que predice la similitud por

azar (Ureta, 1982).

El parecido estructural entre hexoquinasa A y las hexoquinasas
B y D (por inferencia también con hexoquinasa C) no se compadece
con la ausencia de reaccidon cruzada de esas hexoquinasas con el
suero inmune anti-hexoquinasa A. Es necesario entonces postular

- . e . - # -

que los determinantes antigénicos de hexoquinasa A estan situados
en sitios superficiales de la molécula, regién en la cual proba-
blemente se han radicado las sustituciones de aminoacidos que

distinguen a las hexoquinasas entre si.

W A —
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Es posible que los métodos utilizados para observar reaccidn
inmunolégica cruzada entre las cuatro hexoquinasas no hayan
sido lo suficientemente sensibles para detectar algldn determinante
antigénico putativo comin a las hexoquinasas. El uso futuro de
procedimientos tan sensibles como radicinmunoensaye o ELISA
(Enzyme-Linked Immuno-Sorbent Assay), o la microfijacién de com-

lemento odrian resolver este problema.
p 3

Estudios comparativos

El suero inmune anti-hexoquinasa A de rata fue utilizado para
estudiar el grado de reacciéon cruzada entre hexoquinasas A
aislada de varios animales. Este tipo de estudios comparativos
tiene interés por cuanto permitiria expandir la informacién obteni-
da por separacion cromatogrdfica de las isoenzimas fosforilantes
de glucosa en casi cien especies de vertebrados (Ureta, 1975;

1982; Ureta et al., 1971a, 1971b, 1973, 1975, 1978, 1981).

El antisuero demostréd ser muy especifico para la enzima de
rata. Si bien fue capaz de disminuir la actividad de la enzima

de ratén (Mus musculus) que pertenece, como la rata, a la

familia Muridae del Orden Rodentia, se requerian concentraciones
de suero cinco veces mayores que las efectivas con la enzima
homéloga. Las enzimas de roedores pertenecientes a la familia

Cricetidae (hamster, Akodon, Phyllotis) o a la familia Caviidae

(cuy) u Octodontidae (degus) fueron marginalmente afectadas. Re-
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sultados similares se observaron con la enzima de conejo (Orden
Lagomorpha). En cambio, las enzimas de artiodactilos (oveja vy

vaca) préacticamente no fueron afectadas.

Resultados mds discriminatorios (pero cualitativos) se obtuvie-
ron por medio del andlisis por doble inmunodifusién. Si bien en
todos los casos estudiados (Figs. 12 a 17) se obtuvieron Iineas
de precipitacién, éstas mostraron sbélo reaccién de identidad par-
cial, con espolones claros, auin en el caso del ratén. Los
espolones eran de longitud similar en el caso de las enzimas de
roedores, mayor con la enzima de conejo, y ain mayor con la

enzima de artiodactilos.

Mientras se realizaban esos experimentos se tuvo la oportuni-
dad de utilizar la técnica muy sensible de microfijaciéon del
complemento (Champion et al., 1975). Los resultados (Fig. 18)
mostraron que con esta técnica el anticuerpo rececnoce a las
enzimas de varios roedores y que reacciona apenas con las

enzimas de conejo y de artiodactilos.

No se examinbé el grado de reaccion inmunoldgica cruzada con
hexoquinasas A de aves o reptiles. Para esas hexoquinasas no se
han descrito procedimientos de purificacién ni tampoco es clara
su asignacién a las categorias de hexoquinasas A-D de mamiferos
o anfibios. En efecto, las constantes de Michaelis, las especificida-

des de sustrato y movilidades cromatograficas de las enzimas de

P
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aves y reptiles superiores son diferentes a las de mamiferos y no
permiten su clara identificacion (Ureta, 1982; Ureta et al., 1973,
1975, 1979). Por otra parte, la escasa reacciéon del antisuero con
las enzimas de mamiferos no-roedores permite suponer que su
reaccion con enzimas de no-mamiferos deberia ser aln menor, o

nula. Desde Iluego, hexoquinasa A de higado del sapo Bufo

spinulosus no mostré reaccién alguna con el suero inmune.

Todas estas consideraciones sugieren que la hexoquinasa A de
vertebrados ha sufrido cambios evolutivos en su estructura prima-

ria que han modificado marcadamente sus determinantes antigénicos.

La poca reaccién cruzada entre hexoquinasas A de organismos
muy relacionados se observa también en otros sistemas. La activi-
dad fosfohexosa-isomerasa de higado de rata no era inmunoprecipi-
tada por un suero inmune anti-fosfohexosa-isomerasa de higado de
perro, en condiciones en que el antigeno homdlogo lo era (Nissel-
baum et al., 1961). Asimismo, Li et al. (1983) han comunicado
que hay escasa reaccién cruzada entre lactato-deshidrogenasas CA
de rata y de ratén adn cuando hay solo 32 diferencias en la
secuencia de aminodcidos de un total de 330 residuos. Por el
contrario, otras enzimas muestran gran conservacién en su reactivi-

dad inmunolégica. Quizds el caso mas espectacular es el de la

reaccidén entre una piruvato-quinasa de Escherichia coli y sueros

anti-piruvato-quinasa de humano (Lincoln et al., 1977).
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Aunque no hay mucha informacién disponible, es necesario

destacar que un suero inmune anti-hexoquinasa D de rata (Pilkis

et al. 1968; Clark-Turri et al., 1975) fue capaz de inhibir la

actividad de la hexoquinasa D de mono (Saimiri scuirea) en la

misma magnitud que la enzima de rata (Ureta et al., 1979) y a
la de tortuga, aunque con menor intensidad (H. Niemeyer, comuni-

caciéon personal). La hexoquinasa D de anfibios, en cambio, no

fue afectada (Pilkis et al., 1968). En el caso de hexoquinasa D
existirfa, por lo tanto, conservacién de algunos determinantes

antigénicos. Puede suponerse entonces que las hexoquinasas acumu-

lan sustituciones de aminodcidos con diferente velocidad.
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CONCLUSIONES

El suero inmune preparado en conejos por inyeccidn repetida
de hexoquinasa A pura de rata, ha permitido un mayor conocimien-
to acerca de uno de los componentes del sistema isoenzimatico

responsable de la fosforilacién de glucosa en mamiferos.

Hexoquinasa A no comparte determinantes antigénicos con las
hexoquinasas B, C o D. No obstante, la similitud de las caracteris-
ticas cataliticas, pesos moleculares (100.000 en el caso de las
isoenzimas A, B y C; 50.000 en el caso de hexoquinasa D) vy
composiciones de aminodcidos, parece indicar que se trata de una
familia de isoenzimas muy relacionadas entre si. Por lo tanto, es
razonable suponer que hexoquinasa A ha acumulado sustituciones
de aminodcidos localizados en la superficie de la molécula con
modificacion de determinantes antigénicos supuestamente comunes a
las cuatro isoenzimas. E|I hecho que las hexoquinasas B y D
presenten reaccion cruzada (Lawrence et al., 1982) podria indicar
que estas hexoquinasas estdn mds relacionadas entre si. En otras
palabras, el evento mutacional que las produjo es mds reciente

que el que dio origen a hexoquinasa A.

El suero inmune anti-hexoquinasa A de rata solo reconoce
parcialmente a las enzimas provenientes de especies muy relaciona-

das con la rata. Aunque esto podria ser resultado de una
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peculiaridad del suero, es tentador especular que las hexoquinasas

acumulan sustituciones de aminodcidos con diferente velocidad,

puesto que un suero anti-hexoquinasa D de rata, es capaz de
- » . -

reconocer enzimas homologas de especies muy alejadas de la rata

(Ureta et al., 1979). La disponibilidad, muy reciente, de sueros

anti-hexoquinasa B y C de rata permitirda poner a prueba esa

especulacién.
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ANEXO 1
Preparacién de matrices inmunoadsorbentes

Las matrices inmunoadsorbentes se prepararon con sueros,
inmune y control, de conejo, ligando las proteinas a Sepharose 4B

seglin el procedimiento de March et al. (1974), como se describe a

continuacion:

a) Activacion de Sepharose 4B

Una porcion de 13 g de Sepharose 4B, lavada varias veces
con agua bidestilada, en wun embudo Buchner siliconizado, se
suspendid en un wvolumen de agua bidestilada. A esta suspensidn
se agregaron 26 ml de carbonato de sodio 2 M mezclando con
agitaciéon suave durante 2 min. Se aumenté la velocidad de agita-
ciébn y se agregaron 2,6 ml de bromuro de ciandégeno en acetonitri-
lo (2 g de bromuro de ciandégeno por ml de acetonitrilo). Después
de agitar vigorosamente por 1 a 2 min, la Sepharose activada se
lavé en un embudo Buchner con 5 a 10 vollmenes de bicér‘bonato
de sodio 0,1 M pH 9,5, luego con agua bidestilada y finalmente

con amortiguador borato pH 8,6.

b) Fijacién del ligando

A 2 g de Sepharose activada se agregaron 2 ml de amortigua-
dor borato pH 8,6 y 0,1 ml de suero inmune o suero control. La
fijacién se realizé a 4° durante 20 h con agitacién continua.
Posteriormente se lavdé con 20 vollimenes de amortiguador borato
pH 8,6, NaCl 0,5 M.

Para asegurar que todos los grupos reaccionantes del gel
hubieran reaccionado, se agrego glicina 1 M en amortiguador
borato y la fijacion se continudé durante 4 h adicionales, a
temperatura ambiente, con agitacién ocasional.

Finalmente la Sepharose se lavo 10 veces con el amortiguador

NaCl 0,5 M, para extraer las proteinas no ligadas.
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c) Regeneracién del inmunoadsorbente

La regeneracién de los inmunoadsorbentes se conseguia lavando
con tiocianato de potasio 4 M en amortiguador borato pH 8,6. A
continuacién se lavaba con el mismo amortiguador hasta desapari-

cién del tiocianato lo que se verificaba por desaparicion del

precipitado rojo de tiocianato férrico, al agregar FeCI3 al 10 %.

[
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ANEXO 2

Electroforesis en geles de policrilamida

Preparacién de geles segin Davis (1964)

La electroforesis en geles de poliacrilamida se realizaba seglin
el método de Davis (1964). Los geles de acrilamida al 7%, se
preparaban en tubos de vidrio de 100 x 6 mm previamente lavados
con mezcla sulfocrémica y sumergidos durante 30 min en solucidn
de Agepon al 5 % v/v.

El gel separador se preparaba mezclando con agua las solucio-
nes A, B y C en wuna proporcion de 2:1:4:1, Solucién A:
acrilamida 28 % y bis-acrilamida 0,735 %; solucién B: Tris 36,6 %,
HCl 1,75 % y N,N,N,N'-tetrametilendiamina (TEMED) 0,23 %; solu-
cion C: persulfato de amonio ({NHZ})ZSZOB) 0,14 %. El gel concentra-
dor se preparaba a partir de las soluciones D, E, F y G, las
que se mezclaban en la proporciéon de 2:1:1:4. Solucion D:
acrilamida 10 % vy bis-acrilamida 2,5 %; solucion E: TEMED
0,46 % v/v, Tris 5,98 % p/v y HCI 1 N hasta ajustar el pH a
6,7; Solucién F: riboflavina 0,004 %; solucién G: sacarosa 40 %.
La polimerizacién de los geles se lograba por exposicion a luz

blanca, por al mencs 60 min a temperatura ambiente.

Electroforesis

La electroforesis se I|levaba a cabo en un aparato Bio-Rad
modelo 150. Las cdmaras se llenaban con amortiguador Tris-glicina
0,1 M pH 8,3. La muestra (0,2 ml que contenian entre 50 y 70 ug
de proteina), dializada contra el amortiguador Tris-glicina, se
mezclaba con 5 ul de azul de bromofenol 0,01 % y 50 ul de
sacarosa 40 % y se depositaba sobre el gel separador. Se aplicaba
una intensidad de corriente constante de 1,5 mA por gel durante

un tiempo aproximado de 60 min. Durante este tiempo el colorante

=ik
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penetraba a través del gel espaciador. Entonces se aplicaban 3 mA
por gel hasta que el marcador de azul de bromofenol migrara
hasta alrededor del 90 % del largo del gel, lo que ocurria

habitualmente al cabo de unas 3 h.

Tincién de proteinas

Los geles se retiraban de los tubos y se sumergian en una
mezcla de Amido-Schwarz 0,2 % p/v y 4&cido acético 0,7 % v/v,
durante 60 min. Para eliminar el exceso de colorante los geles se
colocaban en una solucién de &cido acético al 7 % en un aparato
de destincién por difusién.

En ocasiones se empled una solucion de Azul Brillante de
Coomassie R 0,025 % en solucién acuosa de isopropanol 25 %y
dcido acético 10 % para tefir las proteinas. El exceso de colorante

se eliminaba empleando el mismo solvente.

Preparacién de geles seglin Grossman y Potter (1974)

Para detectar la actividad de hexoquinasa A se utilizaba Ila
técnica electroforética de Grossman y Potter (1974), también con
geles de poliacrilamida al 7 %. El gel concentrador se preparaba
mezclando las soluciones A, B, C y D en la proporciéon 1:2:1:4.
Solucién A: Tris 5,98 %, TEMED 0,46 % v/v y HCl| hasta ajustar a
pH 7,5; solucién B: acrilamida 10 % vy bis-acrilamida 2,5 %;
solucién C: riboflavina 0,004 %; solucién D: glucosa 3 M. El gel
separador se preparaba mezclando las soluciones C, E, F y G en
la proporcién 1:1:2:4. Solucién E: Tris 6,85 %, TEMED 0,46 % v/v
y HClI hasta ajustar a pH 7,5; solucién F: acrilamida 40 %y
bis-acrilamida 0,5 %; solucién G: glucosa 0,2 M. Tanto el gel
concentrador como el gel separador se dejaban polimerizar durante
30 a 60 min en presencia de luz blanca, a temperatura ambiente.

Sobre cada gel se depositaba la mezcla constituida por la
muestra de enzima que tenia una concentracion entre 50 y 70 ug
de proteinas y una actividad de 0,15 a 0,2 U de enzima, mas 5 ul

de azul de bromofenol 0,01 %. El amortiguador que se empleaba
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en este caso era una mezcla de 4&cido barbitirico 30 mM, EDTA
4 mM (sal potdsica), sulfato de magnesio 5 mM, glucosa 50 mM,
DTT 5 mM y suficiente Tris hasta obtener pH 7,8 en un volumen
total de 1 L. Se utilizaba una corriente constante de 3 mA por
tubo durante alrededor de 3 h a 4°. Transcurrido este tiempo los
geles se retiraban de los tubos, se media la distancia recorrida
por el marcador y se sumergian durante 30 min a 30° en un
sistema de igual composicidn al empleado en el ensayo espectrofoto-
métrico de actividad enzimdtica (véase Materiales vy Métodos) ,
pero que ademéds contenfa fenazina metosulfato y azul de nitrotetra-

zolio, ambos 0,4 mg/ml. Un gel control se incubaba en un sistema

similar pero que no contenia ATP.
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ANEXO 3
Microfijacién del complemento

La preparacion de los reactivos y su estandarizacion se hizo
siguiendo la técnica de Bozicevich et al. (1946) con algunas
modificaciones en relacién con la estandarizacién de la suspension
de glébulos rojos de cordero. Para reacciones de fijacién del

complemento se siguid la técnica descrita por Wasserman y Levine

(1966) .

Reactivos

Amortiguador trietanolamina. Solucidn stock: trietanolamina

anhidra 28 ml; HCI 1 N 180 ml; NaCl 75 g; MgC12.6H20 1 g;

CaCI2
200 ml solucién stock, 1 g de gelatina disuelta en alrededor de

.2H20 0,2 g; agua c.s.p. 1 L. Solucién amortiguadora 0,1 M:

20 ml de agua caliente, completar a 2 L.

Glébulos rojos de cordero

a) Extraccién de la muestra. La sangre se extrajé con jeringa

estéril y se diluyé con un volumen de solucién esterilizada
Alsever modificada. La sangre se ocupaba entre el tercer vy
décimo dfa después de extraida. La solucion de Alsever original
(Alsever vy Ainslie, 1941) consta de dextrosa 2,05 g, citrato de
sodio 0,8 g, NaCl 0,42 g y agua c.s.p. 100 ml. La solucion
modificada (Kendrick et al., 1945) contiene los mismos componentes
més la adicién de &cido cftrico 0,055 g por 100 ml. La solucién

final esterilizada tiene pH 6,1.

b) Lavado de los eritrocitos. A un volumen de células se

agregaban dos o tres volUmenes de suero fisiolégico y se centrifu-
gaban durante 5 min a 2.000 r.p.m. Se descartaba el ITquido

sobrenadante y la fase correspondiente a los glébulos blancos. El
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sedimento se resuspendia en suero fisiolégico y se centrifugaba a
2.000 r.p.m. durante 5 min. Se repetia este procedimiento tres
veces. Si después del tercer lavado el Ifquido sobrenadante
seguia coloreado se eliminaban los glébulos rojos por ser demasia-
do frdagiles. Las células se resuspendian en suero fisioldgico, se
centrifugaban a 2.000 r.p.m. durante 10 min, se descartaba el
Ifquido sobrenadante y con las células lavadas se preparaba una
suspensién al 2 %. Se ajustaba la suspensién de manera de
obtener una concentracidon de hemoglebina equivalente a una lectu-
ra de 150 (Klett-Summerson, filtro 56) en un sistema hemolizado

diluido 1 : 10.

Titulacién de la hemolisina

Se mezclaban amortiguador trietanolamina 47 ml, fenol al 5 %
en NaCl 0,85 % 2 ml y hemolisina glicerinada 1 ml. La solucidn
de fenol debe mezclarse bien con el amortiguador antes de
agregar la hemolisina. La solucién de hemolisina se mantenfa a

4° y se descartaba si se observaba precipitado.

La dilucién de hemolisina necesaria para sensibilizar la suspen-
sion de gldébulos rojos al 2 % se determinaba preparando diluciones
de hemolisina desde 1/2000 hasta 1/7000. Si la hemolisina no
alcanzaba el titulo a 1/2000 se eliminaba y se ocupaba otra més
activa. Para la sensibilizacién se mezclaban partes iguales de
las diferentes diluciones de hemolisina con la suspensién de
globulos rojos y se incubaban las mezclas durante 15 min a 25°.
Para la titulacién se preparaba wuna serie de 6 tubos que
contenfan 0,4 ml de trietanolamina y 0,4 ml de complemento diluido
1/400. En seguida se agregaban 0,2 ml de células sensibilizadas
con las diferentes diluciones de hemolisina a cada uno de los
tubos, se mezclaban e incubaban a 37° durante 1 h, se centrifuga-
ban y se determinaba la absorbancia a 413 nm del Iiquido
sobrenadante. La dilucién éptima de hemolisina es aquella a la

que aun cuando se aumentaba la concentracién de hemolisina no
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variaba sensiblemente la cantidad de complemento requerido para
obtener el 50 % de hemélisis. Esta concentracién se usaba para la
sensibilizacién de los glébulos rojos que servian para la titulacion

y reacciones de fijacién del complemento.

Complemento

Se obtuvo de cuyes ayunados durante 12 h, pero con agua ad
libitum. El conjunto de animales, no inferior a 6 hembras sanas
cuyo peso fluctuaba entre 500 y 800 g, se sangraron sin anestesia
por puncién cardiaca en condiciones estériles. Después de la
coagulacién completa se centrifugaba a 1.000 rpm durante 15 min
a 4° y se extraia el suero. Si presentaba hemélisis se descartaba.
Fl suero se guardaba sellado en fracciones de 0,6 ml y se
mantenfa a -17°. También se lo podia mantener en una solucién
que resulta de una mezcla de componentes: Solucién A: &cido
bérico 1,55 g; NaCl saturado c.s.p. 100 ml. Soluciéon B: sorbitol
9,55 g; azida de sodio 0,81 g; NaCl saturado c.s.p. 100 ml.
Solucién C: azida de sodio 0,81 g; NaCl saturado c.s.p. 100 ml.
Para seguir este procedimiento se agregaban a 8 ml de suero,
1 ml de solucién A, 0,1 ml de solucién B y 0,5 ml de solucién C

y la mezcla se conservaba a 4°.

Titulacién del complemento. Se dilufa el complemento al 1/100.

La titulacién se realizaba como la titulacién de hemolisina, con
la Unica diferencia que los gloébulos rojos se sensibilizaban con
la dilucién éptima de hemolisina que se habia obtenido seglin la
titulacién antes descrita. Los tubos se incubaban a 37° por
30 min, se centrifugaban y se determinaba la absorbancia a
413 nm en el liquido sobrenadante. La cantidad de complemento
que presentaba un 50 % de hemblisis equivale a una unidad de
complemento. Es recomendable titular siempre dos complementos
diferentes por si uno tuviera poca actividad Iitica. Las titulacio-
nes del complemento habia que practicarlas diariamente, poco

antes de realizar la reaccién de fijacion del complemento.




e -
c— e,

s . — e

70

Microfijacién del complemento

El antisuero de conejo

previamente a su uso para destruir su complemento. lLas reacciones

se calentaba a 56° durante 30 min

de fijacién del complemento se realizaban de la siguiente manera:

a una serie de 12 tubos pldsticos con tapa, de 4 x 1 cm

mantenidos en hielo, se agregaban 300 wul de amortiguador trietano-

lamina, 100 ul de antisuero, 100 ul de complemento de cuy 'y

10 ul de antigeno a concentraciones variables. Después de incu-
bar a 4° por 18 h se agregaban 100 ul del sistema hemolitico

constituido por partes iguales de glébulos rojos de cordero vy

hemolisina antiglébulos rojos de cordero. Se incubaban a 37°

durante 60 min para que ocurriera la hemélisis, se sumergian en

un bafio con hielo para evitar una posterior hemdlisis y los tubos

se centrifugaban durante 10 min a 1.500 rpm para que sedimenta-

ran los eritrocitos no lisados. Se determinaba la absorbancia

(413 nm) del Iiquido sobrenadante. En cada experimento se in-
clufan controles del antigeno, antisuero, complemento y del sistema
hemolitico. Para asegurar la especificidad del sistema inmune se
trabajé con un antigeno no relacionado inmunolégicamente con los

antigenos utilizados en las reacciones en estudio (seroalbdmina

de bovino).
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