UNIVERSIDAD DE MADRID

FACULTAD DE CIENCIAS
Seccion de Bioldgicas.

TESIS DOCTORAL

Isoenzimas de lactico-deshidrogenasa : regulacion
metabolica

MEMORIA PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTOR
PRESENTADA POR

Enrique Meléndez Hevia

Madrid, 2015

© Enrique Meléndez Hevia, 1972



UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID

TAD DE CIENCIAS SECCION DE BIOLOGIC:

'}SGENZIMAS DE LACTICO-DESHIDROGENASA
Rogulacion Metabolica

MEMORIA que para optar al

grado de Doctor en Ciencias

Biolégicas presenta

ENRIQUE MELENDEZ HEVI/
Madrid , noviembre 1972



ii

El presente trabajo de investigacidén se ha llevado
a cabo en los laboratorios del Departamento de Biogquimica
de la Facultad de Ciencias de la Univeraidad Complutense
de Madrid, bajo la direccidn del Profesor, Dr. D. Angel
Martin Municio. A €1 va dirigido mi agradecimiento en primer
lugar, por su valiosa y extensa ayuda en la realizacidn
experimental y en la interpretacidn de los resultados, as{i

cemo pur el interds que nostrd desde el principio por este

tema.

También deseo expresar mi gratitud a mis compafieros del
Departamento de Bioquimica por la ayuda que me han prestado
siempre que ha sido necesaria durante el desarrollo de este

trabajo.

Madrid, noviembre, 1972

[

b =




iii

INDICE GENERAL

Pégina
INTRODUCCION

1. Regulacién de las reacciones enziméticas. Proyec-
cién biolé’gica 0 @ 9 8 0 0 0 0 0 © 90 © 0 00 0 0 DO O 0 0 O 0O 09 0 00 0 O© & 00 0 8 e 0

1.1. Concepto de is0€nzimBB8.e.cccceoccccscsosocnssocnos
1.2, Regulacién enzimdtica y regulacidén por isoenzimas
Regulacidn de la biosintesis de proteinas.ccceoes
Regulacidn de la actividad enzimdtic@ceeseesoccaa
Compartimentalizacidn..ceeccsoscescosocsvecanonssa
Regulacidn por i80€NZimaS.cosossosccsssecossccncesns
Aspdrtico-kinas@.oeeecccooccscocsoescoscosass
Biosintesis de compuestos aromdticoS.cescccas
Isoenzimad y Filngeni@eseososoceoaossosacosossoosa 12
Otras 180€NZiMAS.eecoccsosscsscosssoscosasasccscssee 14

=
O -I-~JWmbdHwnnr+rH -

2. Lactico-deshidrogenasa (LDH)
2.1. Actividad enzimdtica y situacidn metabdlica...... 16

2.2. Heterogeneidad estructural. Isoenzimas de LDH.... 20
Naturaleza de las isoenzimas de LDHoceocosoeoossseo 21
Estructura cuaternarif.eccoscsasscocosccossscssssse 23
Diferencias entre 1los monémeros A ¥ Boooocosososses 23
Actividad del tetrdmero y recombinacidn de mond-

meroSnnctocnoonOOoaoncnootonuloﬂﬂoﬂnou-nooanael 24

Microheterogeneidadesccecsesccocsocooevsconacecsss 27

2.3. Estudios cindticos
Especificidadececosecoccocsoscscsoscsacosscsasossos 29
Afinidad por susStratoSceecssccosescsccosccssssscas 30
Inhibicidn por susStratoScecscscscocosocsoccossssos 32
Efecto de modificadoreSescscsoccscooossossssssocsas J1
Actividad con andlogos de coenzZimaBoecccososscooss 43
Efecto de la temperaturaceccocscsssccscssoscsscacsaa 46

2.4. Ontogenia y Filogenifececcoocecosscsssscacoccosss 49

2050 Patologia’...0000‘!.0.00.000#.'.'50.00'.'60..!0500 57



3, Introduccién experimental

3.1 Establecimiento de la heterogeneidad estructural
del sistema enzimdtico LDHocecoeonooossoscorsscssnans

3.2 Técnicas de revelado y valoracidn de isoenzimas....
Sales de TetrazoliOeesoocccscoscsssosscssscscssssses
Nitro-Blue-TetrazoliOsscoscocoscsosscscssacssoscssssoss
Fenazina~-Metosulfatoeooccoscesocsacronsoocsdoooosseco
Discusidn de las técnicas de revelado de isoenzimas

3,3 Técnicas de electroforesis para la separacidén de

isoenzimaseeceonoolianuoo.oo0.000..00.0.0090000'000

Electroforesis
Electroforesis
Electroforesis
Electroforesis
Electroforesis
Electroforesis
Otras técnicas

en
en
en
en
en
en

PaP€loccoossososconcoosaosssonoassss
bloque de 2lmidénececccvacanssasse
Acetato de Celulosasesscccocsesss
gel de Agar.ieocecscscacecsasesssnoe
gel de Almiddénseeecoeoccocscasoose
gel de Poliacrilamid@cecccescscse

para la separacidn de isoenzimaes....
Discusién de las técnicas de separacidén de isoenzimas 76
Proyeccidn de estas técnicas para el estudio de

iv

Pégina

60

60
60
64
64

66
67
69
69
70
71
73
76

Otras isoenzimas.l.D.‘..O‘Gll'. ® 0 @ 0 0 0 00 00 0 0 &6 @ 0 0 9 ¢ O 78
OBJETIVOS ® 0 0 0 00 @ 0600 & 00 00 0 008 000G 00O O 0 O30 00 O OO0 0 0O O © 0 00 0 009 00 OO0 80
MATERIAL Y METODOS
15 ReaCtivos ® 6 86 0 000 60 0O0O©CO©©C & 00 0 600 » O 0 000 0CO0CGEG 600 S 006 00600 00 0 81
2. Animales de experimentacidn

201' EspecieslBQGOD0.000‘.OGOOOG.OCDDG...GG..G‘BODOD..G 82
2.2, Dieta y condiciones de mantenimientoOeeceocececcscos 82
203. Tratamientooﬂ.9'0'0'000590..‘OOQCQOGOGQUOQQOCCOOCO 82
Gestacj-én 00 0 0 0 0 00 0 0 & 900 O €0 0 O 0 @ O 9 0 00O 000 00 00 O 00 QO O 83
Adminigtracidn de Insuling coececcvsccscscscsscocas 83
Toma de muestras e 0 0 0 0 00 0 00 @ ¢ 0 G 006 09 60 0 0 0O @ @@ 009000 a SO0 9 83
2.4, Extraccidn de 6rganos y 12J1id08 ececccecccccassaces 83
3. Blectroforesis
3.1, Composicidén del gel de Poliacrilamida coscesccasces 85
Efectos reguladores y estudios cinéticos8 esecocseoo 85
MiCroheterogsneidad © © 0 ¢ 00 P09 OO QGO O O OO OG0 OO0 OO0 OO0 O OO0 OO 87
3.20 Desa«rrollo @ 0 08 P 0 06 0 0 9 0 0 00 & 0 9O 5 @ 0 O 0 OO0 G O 000 08 0 G G 0 O 87
3030 Revelado @ © 0 O 895 00 0O 000 OC O OO DS DO OO OO S OO OO OO O DO O OOCDO OE® O QO 90
4, Veloracién cuantitativa de la actividad de isoenzimas
de LDH °.Gqﬂ..0.0.'099000'0909.,090000000'0900000.00003 93

Técnicas COMPlemMENtaTias o oo eccesosoocossoossooossnossss

95



Pégina
RESULTADOS Y DISCUSION
1. Microheterogeneidad de las isoenzimas de LDH cecoccoscaos 97

2. Estudios cinéticos de las isoenzimas de LDH ceceeeeevsos 100
2.1, Cerebro de rata eoececcecocsssssocccssosscsasnsssssnss 100
2.2, Misculo esquelético de Iata coeeccscecccscccccsnesss 120
2.3. Efecto del ATP sobre la cinética de LDH eeecencoese

3. Efectos de distintos estados fisioldgicos sobre las
isoenzimas de LDH ® ® 0 0 C 0 © 9 0 & 0 90 O 8 " 0 0 a 00 OO0 O0O0C S SO0 0O 0O O O QOO 142

4, Isoenzimas de LDH y desarrollo de drganos y tejidos .... 152

RESUL{ENYCONCLUSIONES 9 ® 060 00 ©°2 00 06 0 00 8 00O 0 0 0 5 0 0 8 60 00 0 6 0 O B8 88 00 156

BIBLIOGRAFIA ® 0 0 0 0 0 06 ¢ 9 6 00 06 C O 0 0 0 0 & &0 905 0 6000 C 0O S S 0O OO 0D BSOS QO 158




INTRCDUCCION

1. REGULACION DE LAS REACCIONES ENZIMATICAS. PROYECCION BIOLOGICA

l.1. CONCEPTO DE ISOENZIMAS

En los afios 1950-52 se establecid la heterogeneidad estructu-
ral del sistema enzimdtico Léctico-Deshidrogenasa (LDH) en tejidos
animales, Este descubrimiento introdujo el conocimiento de las iso-
enzimas. En la actualidad, la documentacidén existente sobre las mis-
mas nos permite concretar el concepto de isoenzimas y determinar
cuatro caracteristicas implIicitas en el mismo que, en la medida de
nuestros conocimientos, se cumplen en todos los sistemas isoenzimd-
ticos de los que se tiene suficiente informacidén. Dichas caracteris-

ticas hacen referencia a las propiedades siguientes:

Actividad catalitica

El conjunto de isoenzimas pertenecientes &l mismo sistema cata-

lizan la misma transformacién metabdlica.

Heterogeneidad estructural

Las isoenzimas presentan entre sf{ una heterogeneidad estructural
mds o menos ostensible, que precisard de técnicas méds o menos finas
para ponerse de manifiesto. AsImismo, dicha heterogeneidad podrd te-
ner mayor o menor alcance: desde una estructura primaria completamen-
te distinta, hasta diferencias en pocos restos de aminodcidos. De

todas estas posibilidades tiene especial importancia aquélla basada

en la estructura cuaternaria del sistema enzimftico.



Actividad especifica

Cada una de las isoenzimas de un sistena presenta distinta acti-
vidad cuantitativa que se manifiesta en distintas afinidades por los

sustratos, ligandos etc., as{ como en distinta velocidad de reaccidn,

Regulacidn metabdlica

Si bien la actividad catalitica de un sistema isoenzimdtico se
debe a la conjuncidn de efectos que ofrece la totalidad de las isoen-
zimas, su heterogeneidad estructural se manifiesta en la distinta ac-

tividad especifica aludida antes. El resultado es que las isoenzimas

de un mismo sistema manifestardn distintos efectos reguladores indi-

viduales cuando el medio contenga unas coacentraciones determinadas
de sustratos, cofactores, ligandos etc. La actividad total del siste-
ma enzimdtico serd la resultante de la actividad especifica de cada

isoenzima, con lo que asi se obtiene una actividad catalitica diver-
samente controlada.

De acuerdo con esto podemos definir las isoenzimas como un con-
junto de enzimas que,exhibiendo heterogeneidad estructural, poseen
la misma actividad catalitica aunque con distinta actividad especifi-

ca y comportando diferentes fendmenos de regulacidn metabdlica.

1.2. REGULACION ENZIMATICA Y REGULACION POR ISOENZIMAS

El DNA codifica la informacidn genética hasta la biosintesis de
protefnas y controla su propia funcidn de transcripcidn. E1 modelo de
Jacob y Monod (1961) pone de manifiesto este sistema de regulacidén
mediante el cual los productos finales de una serie de reacciones en-

zimdticas reprimen la biosintesis de las enzimas implicadas.

Por este sistema se controla la actividad del DNA a nivel de

transcripcidn aunque no la actividad enzimdtica, Esta depende de otros

mecanismos de regulacién que ofrecen aspectos muy variados, entre ellos

la retroinhibicidn.



Indudablemente, la retroinhibicidn constituye un mecanismo més
efectivo de controlar las reacciones enzimdticas, si acaso, mds répi-
do, pero en el entorno celular hay otros mecanismos de regulacién de
los que podemos enumerar algunos ejemplos. Veamos antes el alcance

de los dos sistemas aludidos.

1.2.1. Regulacidn de la biosintesis de proteinas

La regulacién a este nivel ofrece dos aspectos: induccidn y re-
presidén. La induccién de la biosintesis de las proteinas se ejerce
por un efecto alostérico del sustrato de la reaccidn enzimdtica,o del
sustrato inicial de una serie de reacciones,sobre una proteina (de-

represora) cuya biosintesis codifica un gen regulador.

La represidn de la biosintesis de proteinas se ejerce por un
efecto alostérico del producto final de una serie de reacciones meta-
bélicas sobre una proteina represora. Esto origina el represor acti-
vo, el cual reprime la transcripcidén y se condiciona a muy corto pla-

zo el bloqueo de la biosintesis de todas las onzimés implicadas en la

biosintesis del producto final.

En principio, el sistema de control induccidn-represidn contro-
la 8délo la biosintesis del mRNA. En el caso de la induccién, la bio-
sintesis del mRNA condiciona ya la biosintesis inmediata de proteinas,
pero en el caso de la represidén, el bloqueo de la transcripcidn no es
condicidén inmediata del bloqueo de la traduccidn. Esta estd sujeta a
la vida media de los mRNA. Sin embargo, en la prédctica, el procedi=-’
miento es muy efectivo ya que se tienen datos suficientes que dan

cuenta de que esta vida media es muy corta.

Puede concluirse, pues, que el control de la transcripcidn, en
ambos casos, determina a muy corto plazo el control de la biosIntesis

de proteinas.

No obstante, la represidén de la biosintesis de enzimas no detie-
ne la actividad de las que estuvieran presentes. Para conseguir un

control efectivo de esta actividad habria que considerar dos puntos.



1. La vida media de las enzimas; 2. Otros mecanismos de regulacidn

que afecten directamente a la actividad enzimdtica.

Al contrario de lo que ocurre con los mRNA, la vida media de las
enzimas es lo suficientemente larga como para que pueda ejercer un
efecto considerable sobre la permanencia de su actividad. Hay que in-
sistir, sin embargo, sobre la naturaleza de la otra posibilidad: la

regulacidén de la actividad enzimdtica.

1.2.2. Regulacién de la actividad enzimdtica

Este mecanismo de control se ejerce por cambios conformacionales
en la estructura terciaria de enzimas que se presentan bajo niveles
estructurales cuaternarios. Estos cambios, inducidos por efectos alos-
téricos tienen como congecuencia modificaciones en la actividad enzi-
mdtica. Dichas alteraciones pueden ser positivas o negativas, segin
que la enzima se active o se inhiba por accidn de un producto que pro-

voca el cambio de conformacidn.

Hay diversos esquemas de regulacidn en el metabolismo que ilus-
tran estos mecanismos. Como norma general, la accién reguladora se
ejerce sobre una enzima que, 0 bien se activa por sustratos anteriores
o bien se inhibe por el producto final de todo el proceso. El bloqueo
de la primera reaccidn de la serie condiciona el bloqueo inmediato de
todo el proceso, cualesquiera que sean los efectos reguladores que
puedan ejercerse sobre el resto de las enzimas y un resultado contra-

rio se tiene si gse trata de activacidn.

En el metabolismo de hidratos de carbono (glicolisis-gluconeogé-
nesis), en el ciclo tricarboxflico, lipogénesis, metabolismo de amino-
dcidos, bases plricas y pirimidfnicas etc. existen abundantes ejemplos

de este sistema de retroinhibicidn.

Es interesante hacer notar, y especialmente frente al caso que
nos ocupa, cémo en el proceso glicolisis-ciclo tricarboxilico, el ver-
dadero producto final, el ATP, actda como inhibidor, lo que constitu-

ye norma gencral de control entre la relacién biosIntesis-degradacidn.



Los niveles altos de ATP inhiben la degradacidn y activan la biosin-
‘tesis mientras que ocurre lo contrario con los niveles de ADP. La re=-
lacién ATP/ADP mantiene el equilibrio entre biosintesis y degradacidén

lo que constituye, en realidad, una abstraccidn de todo el mecanismo
regulador, aplicable 2 la mayoria de los procesos. En la figura siguien-
te se presenta un esquema metabdlico que ilustra este sistema de regu~

lacidén.

De igual forma, la relacidén NADY /NADH representa el dato infor-
mativo mds preciso de las condiciones de aerobiosis del entorno celu-
lar. También esta relacidn gobierna varios procesos que pueden coinci-
dir con los de biosintesis-degradacidn sefialados antes, o que pueden
utilizarse para dirigir el metabolismo por rutas mé4s apropiadas, de-
acuerdo con los niveles disponibles de estos cofactores. En la figura

de la pdgina siguiente se expone un esquema ilustrativo de este siste-

ma de regulacidén.

En el caso del sistema enzimdtico que nos ocupa veremos cémo cs-
tos cofactores ejercen una accidén de control sobre la actividad de la
LDH que es, realmente, el mecanismo con que cuentan las células de ver=

tebrados para adaptarse a condiciones anaerobias.

1.2.3., BEfccto de las Biomembranas en la Regulacidn.,

Compartimentalizacidn

Para que transcurra la reaccién enzimdtica no es suficiente que
haya tenido lugar la biosintesis de la enzima y tampoco que ésta se
encuentrc activada., Es necesario, asImismo, que no existan barreras
de permeabilidad entre la enzima y los sustratos. Quiz4 el ejemplo mds
llamativo nos lo proporcionen los lisosomas, en el interior de los
cuales se encuentran las enzimas digestivas separadas de los sustratos
citopldsmicos por las membranas y que no pueden actuar sobre ellos
hasta que se destruya esta barrera. Asl se controla la autolisis cclu=-
lar, pero existen muchos mds ejemplos, tanto a nivel de orgdnulos co-
mo a nivel orgdnico: las membranas mitocondriales constituyen sendas

barreras de permecabilidad para determinados sustratos como el NADH,
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el oxalacdtico, el Acetil-CoA, los #4cidos grasos... Algunos compues-
tos cuentan con un mecanismo especifico de transformacidn para que
sea posible su permeabilidad (las acil-carnitinas), otros carecen
del mismo y han de ser transformados en otra sustancia permeable

(el 4cido mdlico); en este dltimo caso, la enzima responsable del
proceso controla la permeabilidad del sustrato aunque de forma indi=-

recta,

A nivel orgénico, todos los procesos de secrecién seguidos del
tranéporte inmediato de dichas sustancias (hormonas etc.) constitu-
yen ejemplos ilustrativos de este tipo de control en el cual una es~
tirpe celular procede a la biosintesis de una protefna o de un com-
puesto regulador y otra estirpe celular es la receptora del mismo,
modificando su actividad al recibirlo mediante los sistemas de trans-

porte.

1.2.4. Regulacidn por isoenzimas

La intervencidn de las isoenzimas en el control del metabolis-
mo ha abierto nuevas perspectivas en las posibilidades de regulacidén
con que cuenta la célula y ha contribuldo a la comprensidn de la
existencia de los sistemas isoenzimdticos. Varios ejemplos clédsicos

se pueden aportar sobre este punto., Comentaremos dos de ellos: las

tres Aspédrtico-Quinasas de Escherichia coli y las isoenzimas implica-

das en la biosintesis de compuestos aromdticos.

Isoenzimas de Aspédrtico-Kinasa.~En Escherichia coli se han descrito tres

Aspdrtico-Kinasas, denominadas respectivamente I,II y III, Este sis-
tema isoenzimdtico cataliza la reaccidn de fosforilacién en/G del
dcido aspartico. Se trata,en realidad, de una f3-aspdrtico-Kinasa que

cataliza la reaccidn
Acido Aspdrtico + ATP — /BAspartil-P 4 ADP

A continuacidédn, el aspartil-P se reduce por NADPHpara dar f3-se-
mialdehido-aspdrtico, Esta enzima, - semialdehido-aspdrtico-deshi-
drogenasa no estd sometida a regulacién por retroinhibicidn, pero

a partir de aquil se divergen dos rutas metabdlicas: una que conduce



a la biosIintesis de Lisina por la vi{a del 4cido diamino-pimélico y
otra que conduce a la formacidn de Homoserina, BEsta segunda ruta se
bifurca a partir de aqul en otras dos:la primera rinde metionina y

la segunda rinde sucesivamente Treonina e Isoleucina.

En la p4gina siguiente se expone un esquema de estas vias de trans-
formacién metabdlica, en E. coli asi como los mecanismos de control
& que estdn sometidas las enzimas implicadas. Lo interesante de este
esquema metabdlico, frente al caso que nos ocupa es el hecho signifi-
cativo de que la actividad del primer sistema enzimdtico implicado
en el conjunto de procesos, Aspdrtico-Kinasa, presente tres formas
distintas; estd, por tanto, constitufdo por tres isoenzimas que, como
veremos a continuaciédn, comportan distintos fendmenos de regulacidn,
Nos hallamos, pues, ante un ejemplo muy ilustrative de un control del
metabolismo que se lleva a cabo mediante los distintos efectos regula-

dores que Se ejercen sobre las isoenzimas.

De acuerdo con los datos de que se dispone en la actualided, las
tres isoenzimas manifiestan distintos efectos reguladores en cuanto a
a su biosintesis. Asf, la Aspdrtico-Kinasa I est4 reprimida en su bio-
sintesis por 1la accién conjunta de Treonina e Isoleucina (Cohen y
Patte, 1963); la isoenzima II, por Metionina (Patte et al, 1967) y
la isoenzima III por Lisina (Stadtman gt al, 1961; Truffa-Bachi y Cohen,
1961; Cohen y Patte, 1963).

Pero ademd4s, en cuanto a la recgulacidn de la actividad enzimdtica
de cada una de estas tres isoenzimas, existen también distintos efectos
reguladores; asl, la isoenzima Aspdrtico-Kinasa-I se inhibe en presen-
cia de Treonina, la iscenzima -IIl,en presencia dé Lisina y la isoen=-
zima -II no manifiesta efectos de inhibicidn alostérica. E1l resultado
de todoes estos fendmenos de control metabdlico se puede imaginar ob-
servando el esquema de la pdgina siguiente donde se representan ambos

tipos de efectos reguladores.
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Biosintesis de compuestos aromdticos.-La BiosIntesis de aminodcidos

aromdticos (Tirosina, Fenilalanina y Triptéfano, especialmente) en
Bacterias, que se inicia a partir del Fosfoenol-pirdvico (PEP) y de
la D-fritrosa-4-P, constituye también un ejemplo muy representativo
de rutas metabdlicas controladas mediante la intervencién de siste-
mas isoenzimdticos. BEn la primera figura de la pédgina siguiente se
expone un esquemsa de estas rutas biosintéticas en las que dos de los
sistemas enzimdticos implicados presentan distintas formas molecula-

res (isoenzimas).

El primer sistema enzimdtico de toda la serie de reacciones,
3-Desoxi-D-Arabino-Heptulosdnico-7-P~-Sintetasa, consta de dos isoen-
zimas con distintos comportamientos reguladores. En efecto, una isoen-
zima Se inhibe por la accidn de Fenilalanina y la otra por la accién
de Tirosina., Como puede comprenderse, observando el esquema aludido,
la divergencia de rutas metabdlicas que se establece a partir del
dcido Prefénico y que va a resultar en la biosintesis de Tirosina o
Fenilalanina, tiene asimismo implicaciones distintas en el control

de la primera reaccidn. (Doy y Brown, 196%5).

Un hecho andlogo ocurre con el sistema enzimdtico Corfsmico-
Mutasa, que comprende dos isoenzimas, P y T (Cotton y Gibson, 1965).
Cada una de estas isoenzimas estdn sometidas igualmente a un control
de tipo alostérico pero diferencial en cuanto a la accidén de Fenil-

alanina y Tirosina, como estd expuesto en la misma figura.

Continuando con este proceso metabdlico de Biosintesis de Com-
puestos aromdticos, es de notar una nueva intervencidén de las isoen-
zimas como mecanismo de regulacién en la biosintesis de los 4cidos

cindmicos y benzoicos. En las hojas de Quercus pedunculata Coexisten

dos formas de Fenilalanina-Amoniaco-Liasa (PAL). Estas dos isoenzi-
nmas se distinguen por su pH éptimo de actividad y sobre todo, por
sus propiedades alostéricas. Los productos finales de la reaccidn
(dcidos cindmico y p-Cumdrico) ejercen una retroinhibicidn sobre am-
bas isoenzimas pero una de ellas se muestra particularmente sensible

a la accién inhibidora de los 4cidos benzoicos mientras que la otra
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lo es a la de los 4cidos cindmicos (Boudet et al, 1971). En la segun-
da figura de la pdgina anterior se presenta un esquema del proceso
en el que se detallan los fendmenos reguladores de inhibicidn sobre

cada una de las dos isoenzimas.

1.2.5. Isoenzimas y Filogenia

Las distribuciones isoenzimdticas se han utilizado con criterios
filogendticos en numerosas especies. Quizd la Léctico-Deshidrogenasa
ha sido la enzima més estudiada en este sentidoj de ello hablaremos
més adelante, pero asimismo se han realizado estudios similares so-
bre otros sistemas tales como Glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa, otras

deshidrogenasas, quinasas etc.

En lo que respecta a la Glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa (G-6-P-DH)
Kamada y Hori (1970) han realizado un estudio suficientemente amplio
como para poder sacar conclusiones importantes en cuanto a la distri-
bucién de sus isoenzimas en tejidos de una gran variedad de especies,
desde levaduras hasta Mamiferos con varios representantes de cada gru-
po. Entre los resultados y las conclusiones de estos autores estd el
establecimiento de cuatro isoenzimas del sistema G-6-P-~DH denominadas
respectivamente I-A, I-B, II y III asi como el establecimiento de sus
respectivas afinidades por sustratos y distribucidn en la escala filo-
genética., Dichas isoenzimas ofrecen distinta afinidad por el sustrato
y mientras que el tipo I es especifica de la Glucosa-6-P, los tipos
ITI y III lo son ademds de otros sustratos: la Galactosa-6-P y la desoxi-
Glucosa-6-P, respectivamente. En cuanto a su distribucidn en los dis-
tintos grupos zooldgicos, es de notar que las isoenzimas del tipo I
se presentan en Invertebrados, donde nc existen las restantes, mien-
tras que en Vertebrados estdn presen‘tes tan sélo las isoenzimag I-4,

IT y III. Puede observarse, por tanto, que aquellas isoenzimas real-
mente especificas de la Glucosa-6-F son mds caracterfsticas de grupos
zoolégicos poco evolucionados mientrcs que en los demds, donde, por

otra parte, coexisven més variedades, la reaccidn de deshidrogenacidn

se puede llevar a cabo sobre un nimero mayor de sustratos,
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En lo que respecta a estudios filogenéticos realizados sobre otros
sistemas isoenzimdticos, los esquemas metabdlicos discutidos anterior-
mente de la biosintesis de aminodcidos derivados del aspdrtico y de los
aminodcidos aromiticos,ha planteado un campo interesante en el que se
pueden relacionar los distintos efectos reguladores (entre ellos, re-

gulacién por isoenzimas) con la escala filogenética.,

Le biosintesis de Isoleucina, Treonina, Lisina y Metionina, ami-
nodcidos que derivan del Aspdrtico estd controlada,en Bacterias, en
gran medida, a nivel del sistema enzimdtico Aspértico-Kinasa, pero en
los distintos grupos de bacterias, esta regulacién se realiza por di-

ferentes mecanismos: en el grupo de bacterias entéricas, Escherichia

coli y Salmonella typhimurium, estd4d basada en distintos efectos de

control sobre las isoenzimas, mientras que en las especies de Bacillusg,

a excepcidn de B. licheniformis, donde se ha descrito una retroinhi-

bicidn secuencial, la regulacién se ejerce por retroinhibicidn concer-

tada. Asfmismo, en la biosfntesis de amino4cidos aromdticos, la regula-

cién en Escherichia y Salmonella se lleva a cabo por isoenzimas, mien-
tras que en Bacillus hay un mecanismo dominante de retroinhibicidn se-
cuencial y es realmente notable, que en dos grupos distintos de orga-

nismos, dos rutas independientes de biosintesis exhiben mecanismos si-

milares de control.
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1.2.6. Otras isoenzimas

Despuds del descubrimiento de 1la heterogeneidad estructural de
la Léctico-deshidrogenasa (LDH) se determinaron, andlogamente, mil-
tiples formas en otros sistemas enzimiticos. Ademés de las isoenzi-
mas mencionadas anteriormente conviene llamar la atencidén sobre al-
gunas que han tenido diversas proyecciones en cuante a regulacién

del metabolismo, andlizis clinicos, filogenia etc.

Mdlico-deshidrogenasa.-Vesell y Bearn (1958) establecieron la hetero-

geneidad estructural de este sistema enzimdtico mediante electrofore-
sis en bloque de almidén de muestras de suero humano. Asi, estos au-
tores determinaron tres fracciones. Quiz4 una de las caracteristicas
mds interesantes de la heterogeneidad de este sistema enzimdtico sea
el hecho analizado por Wieland et al (1959) de la existencia de dos
tipos de isoenzimas de M4lico-deshidrogenasa, uno intramitocondrial

y otro citopld{smico., La presencia de estos dos tipos de isoenzimas

da cuenta de las rutas metabdlicas del 4cido oxalacético dentro y

fuera de la mitocondria ya que el midlico es permeable a sus membranas
(Kaplan, 1961),

Isocitrico~-deshidrogenasa.~ Los tejidos de rata contienen tres o cua-

tro isoenzimas (Tsao, 1960; Bell y Baron, 1962). En tejidos humanos
hay discrepancia en este punto. El andlisis de estas isoenzimas en
suero se ha utilizado con criterios diagndsticos, especilalmente para
el reconocimiento de enfermedades cardfacas (White, 1960) y hepdti-

cas (Campbell y Moss, 1962).

Otras deshidrogenasas.-Se han realizado estudios sobre otros siste-

mas de este tipo. Asf, la 6-Fosfo-Glucénico~deshidrogenasa (Fildes y
Parr (1963); Glutdmico-deshidrogenasa (Doherty, 1962). Kaplan (1963)
ha revisado los estudins de otros autores sobre varias deshidrogenasasg
analizando las técnicas de separacidn y diversas proyecciones filoge-

néticas,

Transaminasas.-El sistema enzimdtico Glutdmico-Oxalacético-Tranasami-

nasa (GOT) ha sido uno de les méds estudiados. Su distribucién isoen-

zimftica en suero se ha utilizado extensamente con gran valor diag-
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néstico, especialmente en infartos de miocardio y en hepatitis

(Wréblewski, 1957 y otros autores).

Las fosfatasas séricas (4cida y alcalina) también presentan he-

terogeneidad estructural; su estudio se ha llevado a cabo utilizan-

do diversas técnica cromatogrdficas y elect2oforédticas y también, en
gran medida con finalidad diagnéstica. En cuanto a su distinta dis-

tribucidén en tejidos humanos, es de notar que existen diferencias

cuantitativas y cualitativas, especialmente en lo que atafie a las

fosfatasas alcalinas (Chiandussi et al, 1962).

También se ha determinado heterogeneidad estructural en otras enzimas

tales como pliesterasas (Augustinsson (1961), Colinesterasas (Ord y

Thompson (1951), Arilesterasas (Augugtinsson, 1958), Aminopeptidasas
(Lawrence et al, 1960) etc.
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2. LACTICO-DESHIDROGENASA (LDH)

2.1. ACTIVIDAD ENZIMATICA Y SITUACION METABOLICA

El sistema enzimdtico Ldctico-Deshidrogenasa (L—lactato:NAD+dxido-
seductasa, EC 1.1.1.27), o més abreviadamente LDH, cataliza la trans-
‘crmacidn reversible L-l4ctico—spirtvico, utilizando el NADY como co-
facvor, Estd ampliamente distribuldo en animales, especialmente en
laniferos, donde se halla presente en la meyoria de los érganos y te-
ldos. En la Cohorte Glires (Rodenthia y Lagomorpha) abunda especial-

~onte, por lo que gquizd se ha estudiado esta enzima en ellos con ma-

vor extensidn,

Es preciso considerar la situacidn metabélica del sistema enzi-
matico que nos ocupa para proceder al estudio de la influencia de su
accidn catalftica, asi como los condicionamientos de su regulacidén.

La “ransformacidén pirdvico-ldctico corresponde a la etapa final de la
glicolisis en el musculo estriado y otros tejidos. Esta reaccidn, aco-
pleda con la deshidrogenacidn del gliceraldehido-3-fosfato permite la
fosforilacién del ADP a ATP atn cuando esté bloqueada la cadena res-

piratoria, en condiciones de hipoxia etc. Por esto, al proceso en ge-

neral se le ha dado en llamar (Glicolisis anaerobia. En la figura de

la pdgina siguiente se expone un esquema abreviado de este proceso

netabdlico.

Todo el proceso catabdlico de la degradacidn del glucdgeno cstd
sometido a numerosas etapas de regulacidn que establecen un equili-
brio entre glicolisis y gluconeogénesis., Las acciones reguladoras se
reclizan preferentemente sobre las quinasas y sobre las fosfatasas,
pero h 3va Jdonde nos permite afirmar.la documentacidén existente, al
sistema LDH no se le atribuyen efectos reguladores especificos que

nuedan intervenir en el control gencral del proceso.
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El 4cido L-l4ctico, producto final de esta degradacidn, es,
normalmente, exoretado y transportado a otros tejidos donde puede
utilizarse con distintos fines. En este punto, son de notar los co-
nocimientos clésicos sobre la funcidén del higado cuyas células lo
utilizan para proceder a la gluconeogénesis y las células del mio-
cardio que lo utilizan como uno de los productos bdsicos del catabo-
lismo. Pero ademds, el 4cido L-14ctico, puede utilizarse como punto
de partida para la elaboracién de otras sustancias tales como amino-

dcidos y 4cidos grasos (véase la figura de la pdgina siguiente).

Tenemos, por tanto, dos aspectos en la actividad catalitica del
sistema LDH: la producciédn de 4cido l4ctico y su consumo. Un hecho
que merece sefialarse en cuanto a la coordinacidén entre ambos procesos
es el‘que tiene lugar entre higado y mlsculo cuando éste realiza su
formacidn a partir de glucdgeno y aquél su utilizacidn para la glu-
coneogénesis. E1l proceso constituye una de las partes del ciclo de

Cori y se representa también en la p4gina siguiente.

En este caso particular, las condiciones de regulacién presen-
tes en ambos tejidos son opuestas, y asf, mientras que el mfsculo de-
grada glucbdgeno, el higado lo biosintetiza y el sistema LDH cataliza
en la fibra muscular la reaccidn en sentido pirdvico-l4ctico y en el

higado en sentido contrario.

No obstante, después del ejercicio, el misculo esquelético pro-
cede a la degradacidén de cierta cantidad de 4cido l4ctico enddégeno
con lo que se tiene entoncee c¢l esquema sefialado antes para el mio-
cardio, es decir, la LDH ejecuta su actividad catalftica en sentido
contrario que unos minutos antes. As{ tenemos que en este momento,
las condiciones de regulacidn en la fibra muscular estriada cambian
hasta tal punto gque se invierte el sentido de la catdlisis del siste-
ma LDH.

Todos estos y muchos otros aspectos de la funcidn metabdlica de
la LDH habrifa que considerar para comprender su total significado en

el metabolismo y mucho se podrfa decir también acerca de los sustra-
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tos de la reaccidn, puesto que cuando esta enzima trabaja acoplada
con la gliceraldehido-3-P-Deshidrogenasa, bien se podria considerar
que el sustrato es el NADH, pues mediante la transformacidén de pird-
vico en léctico se mantienen los niveles de NAD' y puede continuar la

glicolisis en condiciones anaerobias.

2.2. HETEROGENEIDAD ESTRUCTURAL. ISOENZIMAS DE LDH

La heterogeneidad estructural del sistema enzim4tico Léctico-
Deshidrogénasa se puso de manifiesto por Neilands (1952) y cinco
afios después, Wieland y Pfleiderer (1957) establecieron que la mayo-
ria de los drganos de Mamiferos contienen cinco fracciones proteicas

que exhiben actividad LDH (1)

A partir de entonces se investigdé la posibilidad de que otros
sistemas enzimdticos estuvieran compuestos tambiédn por varias isoen-
zimas. Enseguida se establecid andloga heterogeneidad estructural en
otras deshidrogenasas (mdlico-deshidrogenasa, isocitrico-deshidroge-
nasa etc,) y posteriormente en transaminasas, fosfatasas aldolasas,

quinasas etc.

Composicidn Movilidad
Isoenzima de monémeros electroforética
A-B M--H
cdtodo
LDH-5 A4 M4
LDH~-
4 A3B MBH
LDH-3 A2B2 M2H2
LDH-2 AB3 MH3
LDH-1 B H
4 4 dnodo

{1) & cada una de las cinco isoenzimas se acostumbra a asignar un nd-
mero correlativo, de acuerdo con su movilidad electroforética anddica.
Estos nilmeros se corresponden con la diferente composicidén en mondmeros
tal y como se detalla e 1la tabla donde se han expuesto las dos nomen-
claturas (A-B y M-H con que se suele designar a los monémeros.
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2.2.1. Naturaleza de las isoenzimas de LDH

En lo que respecta a la LDH, las investigaciones centradas en
determinar la naturaleza de la heterogeneidad estructural tuvieron el

siguiente desarrollo:

Raymond y Aurell (1962), después de separar las isoenzimas por
electroforesis en gel de poliacrilamida hacen notar que dichas isoen-
zimas se distribuyen regularmente en los electroferogramas. Esto les
hace concluir que debe existir una diferencia regular en la carga ne-
ta de cada una, lo que sugiere que la composicidén de aminodcidos de
LDH-1 difiere de LDH-2 en igual magnitud que LDH-2 difiere de LDH-3
etc. Esta opinién est4 mantenida por las experiencias de Wieland,

Pfleiderer y Rajewsky (1960): los péptidos que resultan de la diges-

tién triptica de muestras altamente purificadas de las cinco isoenzi-
mas originan unos mapas que difieren de acuerdo con el origen de la

isoenzima.

Wieland et al, (1960) observan una sorprendente similitud entre
los mapas de péptidos de isoenzimas de LDH de corazdén de buey y cora-
zén de rata y establecen diferencias més pronunciadas entre los mapas
de isoenzimas de mésculo esquelético de rata y conejo. Por su parte,
Wieland y Pfleiderer (1961) realizan hidrdlisis méds drédsticas con HC1
6N seguidas de un andlisis cuantitativo de aminodcidos y suministran
evidencias de diferencias estructurales entre varias protelinas isoen-
zimdticas: La LDH-1 de corazdén de rata, por ejemplo, contiene apre-
ciablemente mds aminodcidos 4cidos (aspdrtico, 138 moles/mol de iso-
enzima) que la LDH-5 de mésculo esquelético de rata (118 moles/mol).
Asimismo, en cuatro isoenzimas humanas (LDH-1,-2,-3 y -5) hay diferen-
cias llamativas en la composicidn de amino4cidos. Hay un incremento
gradual en el contenido de lisina y arginina y un decrecimiento re-
gular de aspédrtico y glutdmico gue, légicamente, han de dar cuenta de
las distintas movilidades electroforéticas tal y como estd represen-

tado en la figura siguiente
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2.2.2, Estructurs cuaternaris

Poco se conoce hasta el presente sobre la secuencia de aminodci-
dos en las moléculas de isoenzimas de LDH, pero la demostracidn de
que cada isoenzima es un tetrdmero que puede ser disociado en cuatro
mondmeros, ha tenido extensas consecuencias que han ido méds lejos de

las consideraciones meramente estructurales.

Apella y Markert (1961), Cahn et al. (1962) y Markert y Apella
(1963) han procedido a la disociacién del tetrédmero por tratamientos

con urea 12 M y cloruro de guanidinio 5 M.

Se conoce que la relacidn estequiométrica enzima-coenzima es de
4 moles de NADY por mol de isoenzima y se ha demostrado que las cua-
tro subunidades B idénticas, producidas por la disociacidén de cada
nolécula de LDH-1, difieren de las subunidades A obtenidas de la di-

sociacidn de LDH-5,

2.2.3. Diferencias entre los monédmeros A y B

Los pesos moleculares de las subunidades A y B son ambos del or-
den de 35.000 y cada una de ellas contiene sdlo una parte de la canti-
dad de lisina y arginina establecidas en la molécula total de las iso-
enzimas LDH-1 y -5 respectivamente (Cahr ©% al., 1962; Apella y Mar-
kert, 1962),

Se ha sugerido que cada una de las isoenzimas de movilidad inter-
media es un compuesto hIbrido resultante de la combinacién de subuni-
dades y ahora se han acumulado evidencias que mantienen esta teoria,
En efecto, con ella se explican las distintas cargas y movilidades
relativas de cada isoenzima. Markert (1963) ha confirmado los hallaz-
gos de Wieland y PFfleiderer (1961) al mostrar que la composicidn de

amino4cidos de LDH-3 es casi la media entre LDH-1 y LDH-5.

Wieland ¢t al. (1964) han demostrado que una digestidn triptica
de LDH-2 de corazdn y misculo esquelético de cerdo origina un mapa de

péptidos casi idéntico al producido por una mezcla 3:1 de LDH-1 y -5,

Por otra parte, los estudios inmunoquimicos apoyan también este

nmodelo (Cahn et al., 1962; Markert y Apella, 1963).
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2.2.4., Actividad del tetrdmero y recombinacién de mondémeros

Si una preparacidén enzimdtica con actividad LDH se trata con
urea a altas concentraciones (del orden de 12 M), pierde esta acti-
vidad al disociarse las subunidades que integran la estructura cua-
ternaria. Después del tratamiento con urea no es posible restaurar
la actividad enzinmdtica, ni aln despuéds de una extraccidén de urea
por didlisis o diluyéndola hasta una concentracién inefectiva., Pare-
ce que la rotura de los enlaces de hidrégeno produce cambios irrever-
sibles en la estructura secundaria y terciaria de los monémeros, que

previenen su nueva recombinacién para restaurar la enzima activa.

Sin embargo, Markert (1963) realizdé un tratamiento mds moderado
para causar la disociacidn: cuando los tetrdmeros son congelados en
NaCl 1 M y descongelados después de varias horas, ocurre la disocia-
cidén que es acompafiada por recombinacidén de los mondémeros para for-
mar isoenzimas activas. Aplicando este tratamiento a una mezcla de
cantidades iguales de isoenzimas LDH-1 y =5 de corazdén de buey, cui-
dadosamente purificadas, se observd la presencia de las cinco isoen-
zimas en proporciones, calculadas aproximadamente, de 1/4/6/4/1, se-

gin lo esperado si ocurriese una libre reasociacidn.

El mecanismo por el que ocurre la disociacién y recombinacidén de
monémeros de LDH durante la congelacidn y descongelacidn in vitro ha
sido investigado por Chilson et al. (1965). La hibridacidn parece im-
plicar cambios conformacionales que tienen lugar como un resultado de
las concentraoiohes salinas y proteicas, ambas incrementadas, y posi-

blemente el decrecimiento del pHy; segtén concluyen estos autores.,

También describe Markert (1963) que durante estos experimentos
hubo una pequefia pérdida de actividad enzimdtica y sugiere que los
monémeros podrfan poseer cierta actividad. Esta idea encuentra cierto
apoyo en la observacidn de una isoenzima activa de peso molecular
72,000 (Millar, 1962) que podria ser un dimero. No obstante se care-
ce de documentacidén suficiente que confirme la actividad catalitica
de los mondmeros, los cuales, hasta el presente, se consideran inac-

tivos.
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Le naturaleza de sitios de la enzima implicados en la asocia-
cidn de mondémeros para originar el tetrdmero activo ha sido investi-
gada por diversos autores., St#di y Khan (1970) han realizado un tra-
tamiento con Iodoacetamida antes y después de proceder a la disocia-
cidn y han obtenido resultados interesantes en lo que respecta a los
restos de aminodcidos implicados en las uniones entre monémeros. De
acuerdo con los resultados de estos autores puede concluirse que el
tratamiento con Iodoacetamida produce una inactivacidén rdpida de 1la
enzima si se procede a su congelacidén y descongelacidn simultaneamen-
te (es decir, a su disociacidn y reasociacidén), pero dicha activacidn

es congiderablemente mds lenta si los tetrdmeros no son disociados.

De aqui puede concluirse fdcilmente, que la Iodoacetamida actia
sobre restos de aminodcidos que se encuentran bloqueados cuando la
enzima se encuentra en forma tetramérica, lo que da a entender que la
unidn entre monémeros puede estar mantenida por enlaces mds firmes

que puentes de hidrégeno.

Clausen y Hustrulid (1968) han analizado la influencia del NADH,
como cofactor, y de otros posibles ligandos (ADP) sobre la reasociacidn
de mondmeros para reconstruir el tetrdmero activo. Entre las conclu-
siones de estos autores merece destacarse la influencia que ejerce el
NADH favoreciendo la reasociacidn y la recuperacién de actividad de la
LDH tetramérica. En la misma llnea, Levi y Kaplan (1971) han analizado
las propiedades cataliticas de la enzima nativa compardndolas con las
de la enzima reasociada. Realmente, los resultados de estos andlisis
muestran que existen varias diferencias de Indole diverso (distinto coe-
ficiente de sedimentacidn, reactividad de grupos SH, resistencia a la
temperatura, inhibicidn por sustratos etc.) pero si la reasociacién ha
tenido lugar en presencia de NADH, dichas diferencias se hacen mucho

menos llamativas.,

Finalmente,Saito (1972) después de realizar diversos ensayos de
disociacidn, reasociacidn, hibridacién etc. concluye que entre los
monémeros existe una accidn cooperativa para la actividad del tetrdme-
ro y propone un modelo de actividad dependiente de la estructura cua-
ternaria, en el que considera el tetrdmero como un estado que resulta

"o lea cooperacidn de dos dfmeros activos.
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Las cantidades relativas de los polipéptidos A y B en células
de distintos tipos deben variar considerablemente pues es légico es-
perar que un exceso de subunidades B origine una proporcidn preponde-
rante de isoenzimas anédicas y viceversa. Por otra parte, esta teorls
supone que todos los tejidos de una especie dotada con el sistema en-
zimdtico LDH contendrdn probablemente las cinco isoenzimas, aungue en
algunos casos las formas extremas (LDH-1 6 -5) podrlan no estar presen-

tes en concentraciones apreciables.

En este punto hay que hacer notar que este modelo de estructura
cuaternaria ofrece dos posibilidades, la combinacidn estadistica o no
estadistica de los mondmeros para constituir el tetrédmero., BEn el pri-
mer caso, establecidas unas cantidades determinadas de subunidades A
Y B en un sistema bioldgico, se obtendrian unas proporciones relati-
vas de cada isoenzima estadfsticamente distribuldas. El1 modelo de es-
tructura cuaternaria no implica necesariamente esta posibilidad de 1li-

bre asoociacidn; sin embargo, de ser &sta cierta, el modelo consti-

tuirfa una buena base estructural para la misma,

Se considera que la biosintesis de las dos diferentes subunidades
polipeptidicas,4 y B, depende de la codificacidn de genes distintos
por lo que las distribuciones de isoenzimas establecidas en distintos
§rganos o tejidos dependerian de las cantidades relativas de los poli-
péptidos 4 y B, controladas a su vez por las relativas actividades ge-

néticas, (Markert y Ursprung, 1962; Cahn et al., 1962; Markert, 1963),

Se ha descrito la existencia de una sexta isoenzima (LDH-X) pre-
sente en testiculo humano., Zinkham et al. (1963), con sus experimen=
tos de disociacidn han demostrado que se podrfa ajustar tambiédn al mo-
delo de la estructura cuaternaria, aunque habria que considerar la
existencia de un tercer mondmero, C. Hawtrey y Goldberg (1970), Batte-
llino y Blanco (1970) y otros autores han procedido a una purificacidn
parcial de la isoenzima LDH-X de testfcule de diversas especies.
Goldberg (1972) ha purificado y cristalizado esta isoenzima, de testi-
culo de ratén para proceder seguidamente al andlisis de su composicidn
de aminodcidos. Estos resultados confirman la presencia de un tercer
monémero, C, as! como ponen de manifiesto la naturaleza heterotetramé-

rica de la isoenzima LDH-X.




217

2.2.5., Microheterogeneidad

Se considera clédsicamente como cinco el nidmero de isoenzimas de
LDH presentes en d8rganos de Mamiferos, a excepcidén de la sexta isoen-
zima de testiculo y esperma (Zinkham et al, 1963). No obstante, con
posterioridad han aparecido nuevas isoenzimas supernumerarias cuya
existencia se puede observar a través de las descripciones de los
trabajos de numerosos autores. No hay acuerdo sobre el origen ni la
localizacidn de dichas isoenzimas ni se ha descrito una técnica apro-

piada que las ponga de manifiesto con reproducibilidad.

Como se discutird més adelante, al considerar las relaciones en-
tre isoenzimas de LDH y Ontogenia, Philip y Vesell (1962) haciendo
estudios sobre los cambios que se producen en el valor relativo de
la isoenzima LDH-1 en embridn de pollo, concluyen que esta isoenzima
es la mds abundante en higado miésculo y corazén, pero en higado esté
acompafiada por dos nuevas bandas, de baja actividad que migran con
mayor rapidez hacia el 4nodo. Nebel y Conklin (1964) sefialan dupli-
cidad en la isoenzima LDH-5 y sus resultados, en cuanto a la distri-
bucidn de isoenzimas en embridn de pollo,no estdn de acuerdo con los
de Philip y Vesell. Croisielle (1964) describe también dos bandas adi-
cionales a la isoenzima LDH-1l. Estas isoenzimas supernumerarias des-

aparecen antes del nacimiento.

Muchos otros autores han llamado también la atencidn sobre estas
isoenzimas supernumerarias. Koen y Goodman (1969) recogen estas obscr-
vaciones y proponen una base gendtica de dos loci que codificarfan ca-
da una de las dos cadenas polipeptfdicas A y B, siendo los heteroci-
gotos quienes manifestarfan isoenzimas duplicadas. Esta hipdtesis, sin
embargo, no cuenta con el apoyo general, quizd porque tampoco estdn
de acuerdo los autores sobre las caracteristicas de esta microhetero-

geneidad, las cuales se pueden considerar a muy distintos niveles.

Falta por determinar, por ejemplo, cufles son las isoenzimas que
manifiestan esta diversidad de formas que nos parece oportuno denomi-

nar Microheterogeneidad. Asfmismo, tampoco hay acuerdo en la relacidn

que puede existir entre la presencia de la misma~y el desarrollo em-

brionario, y lo que quiz{ puede constituir un rnotable obstdculo en su
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investigacidén: la necesidad de una técnica apropiada que deiermine 1la
microheterogeneidad donde realmente ésta existe. Quizd4 haya sido éste
uno de los factores determinantes del desacuerdo, y hay que hacer no-
tar que, en este sentido, no se han descrito técnicas especiales cou

un objetivo directamente encaminado a resolver este extremo.
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2.3. ESTUDIOS CINETICOS

2.3.1. Especificidad

Los estudios clé4sicos realizados sobre el sistema enzimdtico
LDH de llamiferos han mostrado que la enzima es especifica para el
dcido L-ldctico (Meyerhof y Lohmann, 1926). Sin embargo, Ottolenghi
y Denstedt (1958) comunicaron que esta enzima, extrafda de eritroci-
tos de conejo,podla actuar igualmente sobre las formas D y L. Estas
observaciones no han podido ser confirmadas aunque Plagemannet al.
(1960) trataron de hacerlo; estos dlti#os autores concluyen que la
forma D no inhibe y sugieren que los resultados obtenidos con las

formas DL deben ser interpretados en términos de la forma L exclusgi-

vamente.

Por otra parte, varios investigadores han estudiado la amplitud
de la especificidad de este sistema enzimdtico; asf, Green y Broste-
aux (1936) comunican que el 4cido d-hidroxibutirico se comporta como
un sustrato efectivo para le actividad catalftica de la LDH. Estos
mismos autores amplian sus resultados a otros posibles sustratos y
concluyen que hay mds A-hidroxidcidos sobre los que la LDH puede aca

tuar de igual forma.

En efecto, desde que se conocid la existencia de las isoenzimas,
Allen (1961) ha utilizado el 4cido ¥-hidroxicaproico y ol-hidroxivalé-

rico en los estudios de 1soenzimas de LDH.

En la reaccidn inversa hay similar especificidad por el sustra-
to. Meister (1950) compard varias series de ol-ceto y o~{~dicetodcidos
como sustratos para la LDH cristalina obtenida de corazdn de buey y.
establecid que sélamente el pirfdivico y el o~cetobutirico eran reduci-
dos en presencia de NADH, aunque mantenfa la observacién de que algu-

nos dicetodcidos reaccionan con lentitud.
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2.3.2. Afinidad por sustratos

NDesde que se obtuvo la enzima aislada se han publicado numero-
sos resultados sobre los valores de Km, pero la diferencia de la pu-
reza de las preparaciones, asi como la que existe en las distintas
condiciones experimentales, hace muy dificil la comparacidn directa
de estos resultados; algunos de ellos se exponen en la tabla siguien-
te, pero hay que tener en cuenta que algunos se refieren a la enzima
total y otros a isoenzimas cristalinas cuyo criterio de pureza en
muchos casos suele ser la mayor abundancia en la distribucidn isoen=-

zimdtica caracterlstica de un 4rgano.

Valores de Ky determinados para algunag de las isoenzimag de LDH

isoen?ima concentrgcidn -4 Kp mM referencia
drgano predominante gustrato de coenzima 10- M n
corazdén humano LDH-1 pirdvico 0.43-1.7 0.12 (1)
" " ldctico 4.76 4.4 "
" " " 2,38 8.0 "
" " " 0.95 16.5 "
higado humano LDH-5 " C.44 28,2 (2)
" " " 0.88 25.6 "
" o " 1.75 22.3 "
" " " 3.50 19.6 "
corazén de buey LDH-1  pirdvico 0.48 0.14 (3)
" " léctico 2,60 110.0 "
suero humano LDH-1,2 y 3 pirdvico 30.0 0.12 (4)
testiculo de ratén, LDH-X pirdvico 1.5 0.06 (5)
" LDH-1 " " 0.09 "
" LDH-5 " " 0.22 "

Referenciasg. 1. Nisselbaum y Bodanski (1961); 2. Gibson et al. (1953)
3. Winer y Schwert (1958); 4. Bacchi et al. (1970)
5. Goldberg (1972).
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Algo, aungue poco, puede concluirse de todos estos resultados.
Las isoenzimas mds anddicas (LDH-1 y -2) muestran valores més bajos
de Km, o lo que es lo mismo, mayor afinidad por el sustrato, que las
mds catéddicas (LDH=-5 y -4). Esta observacidn se ha visto confirmada
por varios autores (Battellino et al., 1968). Esto debe entenderse
como una conclusidn fraccionaria de cindtica comparada entre isoenzi-
mas anédicas y catddicas, pero mds bien desde un punto de vista cuan=
titativo. Con la tebla de resultados expuesta en la pdgina anterior
en la que hay numerosos valores de Km para enzimas LDH de diversa pro-
cedencia no se puede realizar un estudio comparativo completo que re-
lacione los distintos valores de Km que corresponden a cada isoenzima

en un mismo sistema bioldgico.

Adem4s, como muchos de estos resultados se han obtenido a partir
de extractos enzimdticos impurificados, no se pueden considerar como
estudios cinéticos precisos ya que en el mismo extracto pueden existir
ciertas sustancias que actlen como modificadores de la velocidad de

reaccidn con mayor o menor especificidad.

Varios autores han investigado la influencia de la eoncentracidn
de la enzima sobre sus propiedades estructurales y funcionales, uti=-
lizando diversas técnicas. Yagil (1964) sefialé una proporcionalidad
entre la concentracidn de enzima y la actividad por encima de 50 pg/ml
y un decrecimiento especifico de actividad por debajo de esta concen-
tracién. Por otra parte, Bernfeld et al. (1965) y Kurganow et al.
(1968) han descrito un fuerte descenso de actividad & concentraciones
de LDH inferiores a 1 mug/ml que atribuyen a la disociacidén del tetrd-
mero activo en monémeros o dimeros inactivos., Yoshida (1967), sin em-
bargo, ha descrito una inactivacidn de LDH por dilucidn de la enzima

e pH neutro sin que tuviera lugar la disociacidn.

La realizacidh de estudios cindéticos de LDH, comparando la afi=~
nidad por sustratos y la variabilidad de las constantes cinéticas,
ha contribufdo a esclarecer la dependencia que tiene la actividad de
la concentracién de enzima. Sawule y Suzuki (1970) han analizado csta
inflvencia realizando estudios cindticos comparados a varias concen~

*r:ciones de enzima y observan que a concentraciones bajas de LDH se
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desvia xa cinética de la tipica de Michaelis-Menten con respecto al

pirdvico.

Simultaneamente, Wurster y Hess realizan un estudio cinético com-
parado a un rango de concentracién de LDH de 10'-5 a 10-10 M. Estos
autores encuentran una proporcionalidad en el comportamiento ciné-

6 & ox107? u,

Dentro de este rango hay proporcionalidad entre actividad y concentra-

tico de la enzima en el rango de concentraciones de 10~

cién y las constantes cinéticas obtenidas (Km para pirdvico y NADH)

no ofrecen diferenciag apreciables; sin embargo, a concentraciones

de enzima inferiores a 2x10-9 M aprecian una inhibicidn significati-
va,y a concentraciones mayores de 10-6 M, una activacidn,aunque débil.
Estos autores concluyen que a concentraciones de LDH superiores a
2x1077
Hess, 1970). Sin embargo estos resultados contrastan con los obteni-
dos por Griffin y Criddle (1970).

M la enzima se encuentra constituyendo un tetrdmero (Wurster y

Quizd la discrepancia entre todos estos resultados y sus inter-
pretaciones se deba a la distinta procedencia de las preparaciones
enzimfticas utilizadas por cada uno de estos autores; ello podrfa dar
cuenta de una heterogeneidad en la distribucién isoenzimdtica en mueg~
tras obtenidas de organismos con distintos condicionamientos adaptati-

VOSe.

2.3.3, Inhibicién por sustratos

El sistema enzimdtico LDH se ha considerado cldsicamente como
uno de los mé4s caracteristicos que manifiestan una clara inhibicidn
por el sustrato; la observacidén del alto efecto inhibidor del pird-

vico sobre su accidn catalitica se ha visto confirmada por diversos

autores,

Despuéds del descubrimiento de las isoenzimas, Plagemann gt al.
(19€0) utilizaron el efecto inhibidor del pirftvico a altas concentra-
ciones para realizar un estudio comparativo en cuanto al comporta- |
miento de las isoenzimas LDH-1 y -5 en este sentido. De dicho estu-

dio, estos autores extraen importantes conclusiones sobre los distin-

L
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tos efectos inhibidores que el pirdvico ejerce sobre la actividad

de ambas isoenzimas y utilizan dichos resultados para determinar sus
proporciones relativas en una mezcla de ambas. Asi, concluyeron que

a pH 7.0, una concentracién de pirdvico 1.2 mM permitfa la expresién
dptima de la actividad de la isoenzima LDH-5 humana pero permitia

tan 8dlo un 70% de la actividad dptima de la isoenzima LDH-1; al con=
trario, una concentracidn de pirdévico de 0.15 mM permitfa la expresién
dptima de la actividad de la isoenzima LDH-1 Yy sélamente un 70% para
LDH-5. Con isoenzimas de conejo se obtienen resultados similares y si
las velocidades de reaccidn a esta concentracidn de sustrato se deno-
minan V1 ' V2 respectivamente, se establece que las isoenzimas LpH-2,
-3 y -4 tienen valores de Vl/VQ intermedios entre las isoenzimas

LDH-1 y -5, como estd expuesto en la tabla siguiente.

Tejide L iodominante /¥,

Corazdén LDH-1, =2 0.38
Eritrocitos LDH-1, =2 0.44
Rifién LDH-1, -2 0.41
Higado LDH-4, -5 1.5
Mésculo esqueldtico LDH-5 2,3

(Los valores de esta tabla han sido obtenidos por Plagemann et al.,1960)

Cuando la proporcidén Vl/V2 se representa logarf{tmicamente frente
a la composicidn relativa de unas series de mezclas de LDH-1 y -5, se
establece una relacidn directa entre ambas y los valores calculados
concuerdan claramente con los observados. El valor prdctico de la re-
lacién Vl/V2 estd disminufdo en cierto modo por el hecho de que esta
relacién tiende a incrementar debido a la conservacidén de la muestra,

proceso que es acelerado por la adicidn de tripsina.

Desde un punto de vista de regulacidn metabdlica, quizd la con=-
clusién mds importante que se puede extraer de los experimentos de

Plagemann et al., (1960) es que la isoenzima LDH-1 se inhibe a altas
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concentraciones de pirdvico, mientras que la iSoenzima LDH-5 se in-
hibe a altas concentraciones de ldctico. Bsta diferencia cualitativa
en cuanto a la inhibicidn por uno de estos dos sustratos pone de ma-
nifiesto, una vez mds, los distintos comportamientos cinéticos de las
isoenzimas anddicas y catddicas, es decir, su distinta actividad es-
pecifica, lo que como veremos a continuacidn, adquiere gran importan-
cia en el control de las reacciones metabdlicas. Vemos pues que ambas
isoenzimas (LDH-1 y -5) van a estar sometidas a distintos fendmenos
reguladores que dan cuenta de los distintos comportamientos figiold-
gicos de diversos drganos y de las distintas posibilidades adaptati-

vas de diversos animales,

Puesto que el pirdvico inhibe fuertemente la actividad catalf-
tica de la isoenzima LDH-1 es de esperar que,si es éste compuesto el
resultado de la reaccidn, se consuma répidamente por la ruta hacia
Acetil-CoA y Ciclo Tricarboxflico, y de igual forma, la degradacidn
glicolitica del glucédgeno continuaria en el mismo sentido, ya que
la presencia de concentraciones m4s o menos elevadas de pirdvico in=-
hibirfan la actividad del sistema enzimdtico LDH en tejidos ricos en
la isoenzima LDH-1, tal como es, por ejemplo, el midsculo cardlaco.
No obstante, en este tipo de tejidos, la reaccidn podrfa transcurrir
perfectamente en sentido contrario (léctico-pirdvico) siempre que el
producto resultante de la misma fuese inmediatamente introducido en

la ruta hacia Acetil-CoA como se ha indicado mds arriba,

La isoenzima LDH-5, al contrario, exhibe su actividad catalftica
con mayor eficacia cuando estd{ expuesta a concentraciones de pirdvico
que inhiben a la isoenzima LDH-1; el pirlivico sélamente inhibe su ac-
tividad a concentraciones excesivas, como ocurre con multitud de sig-
temas enzimdticos; este hecho no es otro que la cldsica inhibicidn
por el sustrato que posiblemente tiene poco significado metabdlico
en un estado fisioldégico normal y quizéd sélo serfa motivo de discu=-

8ién para el caso de condiciones patoldgicas.

As! pues, los tejidos ricos en LDH-5, como es el mésculo esque=-

1ético, podrfan efectuar una répida transformacidn del pirdvico en
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1dctico, lo que en sf constituye indudablemente la base metabdlica
del mantenimiento de las concentraciones de NAD' cuando sus células
realizan el proceso glicolftico con gran intensidad. Al considerar
este aspecto, hay que tener en cuenta que la actividad catalitica -
del sistema LDH en este sentido se manifiesta de dos formas: por una
parte se elimina el 4cido pirdvico del medio celular y por otra se
recupera el NAD' que se habfa reducido en la deshidrogenacidén del gli
ceraldehido-3-P (véase la figura de la pdgina 17). Vemos pues, cémo
este esquema metabdlico, comentado al principio de esta memoria, en<

cuentra en los resultados cinéticos una base muy apropiada.

En cuanto a los aspectos adaptativos que manifiestan algunes 4r-
ganos en relacidn a este esquema de comportamiento isoenzimdtico de
LDH, hay que llamar la atencidn sobre ciertos mieculos esqueléticos
tales como el soleus que exhiben distribuciones de isoenzimas simi-
lares a las del corazdn; tales misculos constan, principalmente, de
fibras rojas, cuyas propiedades fisioldgicas conciernen a la postura
y soporte y que permanecen en una contraccidén casi permanente, lo que
en términos metabdlicos supone una actividad glicolitica y respirato-

ria similarec a las del miocardio (Dawson et al., 1964).

La inhibicién de la LDH por los sustratos se ha aplicado a la:
investigacién de las actividades de las dos isoenzimas LDH-1 y -5 en
misculo de pechuga de aves con relacidn a sus hdbitos de vuelo.
Wilson et 2l..(1963) extraen importantes conclusiones sobre la adap-
tacibén de estos animales, relacionando las distribuciones isoenzimg-
ticas del sistema LDH ~ el resultado de su accidn metabdlica total
con la capacidad de vuelo en orden a la fatiga inducida por el 4cido
14ctico,

Asf, estos autores demuestran que la distribucién isoenzimdtica
de LDH en el misculo de pechuga del faisdn y gallina doméstica, es
del mismo orden que el descrito cldsicamente para el mdisculo esque-
l1ético de Mamiferos, con predominio de la isoenzima LDH-5; se trata
de animales con vuelo ocasional y propensos a la acumulacidn de 4cido
l4ctico en sus fibras musculares lo que indica propensidn a la fatiga
cuando son forzados a volar. Otras aves, tales como el Colibrf y el

Estornino que, normalmente emplean nucho tiempo en volar, tienen una
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distribucidén isoenzimdtica en misculo de pechuga del mismo tipo que
la clégsica del corazén de Mamiferos (predominio de LDH-1). Como 1la
actividad de este sistema enzimdtico se inhibe en estos animales por
el pirdvico, nunca se llega a producir en dichas fibras musculares

una acumulacidn de dcido ldctico y el musculo no se fatiga.

Sin embargo, en determinados casos, la inhibicidén del sistema
enzimdtico LDH por el sustrato se ha atribuido a la concentracién de
enzima utilizada en la valoracién. Wuntch et al, (1970) comunicaron
este efecto y la observacidn de que el mismo desaparece cuando la
concentracién de enzima utilizada en el ensayo se ajusta al nivel

en que &sta se encuentra en las células.

Por su parte, Kaplan et al., (1968) han confirmado los resulta-
dos de Plagemann et al. (1960) &l mostrar que el exceso de pirdvico
inhibe la actividad catalftica de la isoenzima LDH-1 (B4). Kaplan
y sus colaboradores atribuyen la diferencia de inhibicidén por el sus-~
trato que se manifiesta entre las isoenzimas LDH-1 y -5 como una de
las bases de los distintos comportamientos metabdlicos llevados a ca-

bo por ambos tipos de isoenzimas (anddicas y catéddicas).

Posteriormente, Everse et al. (1970) han comunicado datos que
sugleren que la inhibicidn por el sustrato es una caracter{stica de
le naturaleza de las isoenzimas, incluso cuando la concentracidn de

enzima es elevada.

La inhibicién especifica por el sustrato (l4ctico o pirdvico)
de las isoenzimas LDH-5 (A4) y LDH-1 (B4) respectivamente es un hecho,
¥y hay muchos resultados que lo confirman. Como se verd mds adelante,
esta diferencia de inhibicidén tiene amplio alcance en cuanto a 1la

regulacidn del metabolismo en condiciones aerdbicas y anaerdbicas.
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2.3.,4., Efecto de modificadores

Los reactivos que bloquean los grupos -SH,como es el p-Cloro-
mercuri-benzoato, fueron los primeros descritos como inhibidores de
la actividad enzimdtica de la Léctico-Deshidrogenasa (Pfleiderer y
Jeckel, 1957; Wieland et al., 1959). Estos autores establecleron tam-
bién que el sulfito inhibe igualmente la actividad catalltica de esta
enzima, aunque de modo preferente, sobre las isoenzimas anédicas
(Bonavita y Guaneri, 1962). Estos tratamientos, que se refieren a
efectos inhibidores de reactivos que inhiben los grupos tidlicos 1li-
bres, corresponden al comienzo de la investigacidn en este sentido.
Posteriormente se analizé el mecanismo de inhibicidn por compuestos

que podian interferir competitivamente con el sustrato.

Novoa et al, (1959) establecieron que si la reaccidn tiene lu-
gar con pirdvico como sustrato, la enzima se inhibe de forma compe-
titiva por la presencia de 4cido oxdmico y de forma no competitiva.
por el 4cido ox4lico. Esta observacidén se vio confirmada posterior?
mente por los estudios de Plummer y Wilkinson (1961, 1963) que 1la
ampliaron a la enzima extrafda de diversos drganos humanos. Las acti-
vidades del sistema enzimdtico procedente de higado y corazédn humano,
de acuerdo con el incremento de la concentracién de dcido ox4mico,
se representan en la figura de la pdgina siguiente, para la construc-
cidn de la cual se han utilizado el 4cido pirﬁvico y d-ceto-butirico
como sustratos. Los efectos inhibidores vienen representados por 1la
relacidn v/vi, donde v es la actividad en ausencia del inhibidor y
v, la actividad en su presencia. Puede observarse que la reduccidn
del 4cido ®-ceto-butirico estd inhibida hasta una extensidn mayor que

la del pirdvico.

En el caso comentado, el sustrato mds débilmente unido a la en-
zima (el 4cido X-ceto-butirico) parece ser el desplazado del centro
activo de la enzima por el oxdmico con mayor facilidad. Al contrario,

el oxélico inhibe la reduccidn de ambos sustratos en igual medida.

Puede concluirse que el inhibidor competitivo (el ox4mico) ejer-
ce distinta influencia, de acuerdo con la afinidad de la enzima por
el sustrato, mientras que 21 inhibidor no competitivo (el oxé4lico)

ejerce idénticos efectos sobre ambcs,
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Los extractos enzimdticos de miocardio, donde predominan las
isoenzimas anddicas (LDH-1 y -2), manifiestan mayor sensibilidad a
la accidén de los inhibidores que los que proceden de tejidos ricos
en isoenzimas catédicas (LDH~4 y -5), como es el higado. Emerson et
al. (1964) han establecido una relacidn entre la movilidad electro-
forédtica de las isoenzimas de LDH y las constantes reciprocas de in-

hibicidn por 4cido ox4lico.

La urea, a altas concentraciones, disocia las subunidades que
constituyen los niveles estructurales cuaternarios de las isoenzimas
de LDH. Este efecto ha sido ya mencionado con ocasidén de los experi-
mentos encaminados a establecer la relacidén entre actividad enziméd-
tica y estructura cuaternaria del sistema isoenzimdtico LDH, pero,
independientemente, esta misma sustancia, a bajas concentraciones, se
comporta como un inhibidor competitivo de su actividad catalftica y
se puede utilizar de igual forma que el oxdlico para diferenciar 1la
presencia de isoenzimas anédicas y catéddicas en una mezcla; no obs=-
tante, su efecto no es igual al del ox4lico ya que inhibe preferente-
mente & las isoenzimas catdéddicas (Richterich et _al,, 1962; Plummer,

Wilkinson y Withycombe, 1963).

Cuando se utiliza el 4cido pirdvico como sustrato se observan
dos efectos completamente distintos al representar los valores de
v/vi frente a las concentraciones de urea., Este efecto se puede ob-
servar en la segunda figura de la pdgina anterior, donde se ve que
€l incremento en la concentracién de urea trae consigo un primer in-
cremento ligero en el grado de inhibicidn hasta una concentracién cri-
tica, la cual varfa de acuerdo con la composicidn de la isoenzima.
En este punto, como se ve en la 1isma figura, tiene lugar una inflexidn
aguda de la curva, después de le cual la inhibicidén es, prdcticamente,

completa. (Withycombe et al., 1965),

La diferencia de las concantraciones de urea necssarias para al-
canzar el punto critico en cada isoenzima hace que este tratamiento
pueda hacer posible uecterminar qué tipo de isoenzimas predomina en

una muestra determinr.ia.
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Cuando se estudia el proceso con 4cido k-ceto-butirico como sus-
trato se obtienen resultados similares y también cuando la reaccidn

transcurre en el sentido contrario, es decir, ldctico-pirdvico.

La isoenzima LDH-X de testiculo y esperma humanos se comporta

como 1la LDH-1 en cuanto a su inhibicidn por 4cido ox4lico y urea.

Ciertos compuestos relacionados con la urea ejercen también in-
hibicién diferencial sobre las distintas isoenzimas; en este sentido
se ha ensayado, por ejemplo, con el 4cido hidanteico, pero el compues-
to mds potente de esta serie es la Metil-urea (Withycombe gt al,,1965)
Ninguna de estas sustancias, sin embargo, parece ofrecer ventajas so-

bre la urea como un inhibidor diferencial.

La accién de los disolventes orgédnicos sobre la precipitacidn de
protefnas o inhibicién de su actividad enzimdtica se ha estudiado tam=-
bién en el caso que nos ocupa. Warburton et al. (1963) han descrito
que la incorporacién de cloroformo en la mezcla de reaccién impone la
especificidad diagndstica de la LDH sérica. Por otra parte, se ha des-
crito que este disolvente inhibe la enzima de eritrocitos en una gran
extensién, de igual forma que la del suero de pacientes con enfermeda=-
des hep4ticas y cardfacas. Esta observacidn estd contrapuesta con las
opiniones més recientes sobre la estructura de las iscenzimas. La ano-
malfa est4 relacionada con los efectos del cloroformo sobre la precipi-
tacién de protelnas y con la concentracién de protefnas en los hemo-
lizados.{La precipitacién de las proteinas séricas con acetona permi-
te mantener a las isoenzimas LDH-1 y -2 en solucidén y en forma activa.
Esta observacidn ha motivado que Latner y Turner (1963) sugiriesen que
se podrfa utilizar como un sistema de diagnéstico para el infarto de
miocardio. Las relaciones existentes entre la Patologfa molecular y
la distribucidn de isoenzimas de LDH en suero, asi como la utilizacidn
de ésta para el diagndstico de diversas enfermedades, se discutirén

m4s adelante,
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Bollette y Schoffeniels (1969) han estudiado la accidn de iones
inorgdnicos sobre la actividad de LDH en Crustdceos en el sentido
pirtvico-l4ctico, Dichos autores concluyen que a altas concentracio-

2 M) el NaCl realiza un efecto inhibidor, lo que

nes de pirtvico (10~
estd de acuerdo con Schoffeniels (1968). Adends estos autores, en la
discusidén de sus resultados explican que posiblemente la inhibicidn
por pirdvico de la isoenzima LDH-1 puede ser, una inhibicidan debida

a la presencia de NaCl cuando es alta la concentracidén de sustrato.
Los resultados obtenidos les ponen de manifiesto que dicha inhibicidn
ocurre en las preparaciones enzimdticas obtenidas de extractos de
drganos tales comg corazén y nervios, pero no tiene lugar en misculo
abdominal, drgano que sélo contiene la isoenzima LDH-5, lo que demues-
tra que dicha isoenzima no se inhibe por NaCl a altas concentraciones
de pirtivico. El resto de los drganos analizados contienen el resto de
las isoenzimas. Estos resultados confirman la inhibicidn de la isoen-
zima LDH-1 pero pldntean la discusidn de si es el mismo sustrato el
que actla como inhibidor a altas concentraciones, o si son dichos ni-

veles quienes posibilitan la inhibicidn por otras sustancias

D’Auzac y Jacob (1967) mostraron la naturaleza alostérica de LDH

de 14tex de Hevea brasiliensis y su inhibicién por ATP. En una comu~-

nicacién posterior (Jacob y d‘Auzac, 1968) estos autores describen

el efecto de inhibidor alostérico de la L-alanina sobre el mismo sis-
tema enzimdtico cuando se realiza un estudio cinético en sentido pi-
rdivico-l4ctico y pH 6. Sin embargo, a pH 7 la LDH manifiesta una ciné-

tica tIpicamente mikeliana y la alanina no ejerce dicho efecto.

Bacchi et al (1970) han estudiado el efecto de la concentracién
de cisteina sobre las propiedades catalfticas de la LDH; sus resulta-
dos ponen de manifiesto que dicho aminodcido activa a este sistema en-
zimdtico hasta una concentracién de 5 mM de cisteina (35% de activa-
cién), mientras que por encima de esta concentracién se comporta como
inhibidor. Realizando un tratamiento andlogo, pero con o-cetobutirico

como sustrato, la cistefina se comporta como inhibidor.
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Lé John (1971) ha llevado a cabo un estudio bastante completo
sobre la influencia de varios nucleotidos en la actividad catallti-
ca del sistema enzimdtico LDH. Haciendo estudios cinéticos de la
LDH extraida de hongos, en presencia de GTP, GDP, ITP y ATP, este
autor determina que todos los nucleotidos expuestos, en pequefias
concentraciones, actdan como inhibidores de la LDH, cuando la reaccidn
transcurre en sentido pirdvico-l4ctico; de ellos, el GTP es quien
presenta mayor actividad inhibidora y es ésta de naturaleza alosté-
rica, asf como la del GDP. Por otra parte, la accién de ITP y ATP
corresponde a una inhibicidn competitiva. De estos resultados, Lé John
extrae importantes conclusiones presentando una base fisioldgica para
la regulacidn de esta enzima: el GTP, presumiblemente, modula la acti-
vidad enzimdtica para regular el flujo de pirdvico via oxalacético y
P-enol-pirdvico cuando hay una demanda en el metabolismo gluconeogé-

nico y asimismo, este autor deduce que el NADT o NADH deben unirse a

la enzima antes que el l4ctico o rirtvico.

La accidn de hormonas sobre la actividad catalitica del siste-
ma enzimdtico LDH ha sido poco estudiada. Patterson y Masters (1970)
han analizado los cambios de actividad que se producen en la LDH du-
rante el ciclo estral de la rata. Entre sus resultados, algunos de
los cuales serdn también discutidos m4s adelante, conviene destacar
aqul el efecto de la Progesterona, Esta hormona produce un ligero in-
cremento en la actividad total de LDH y un incremento mds notable en
la actividad enzimdtica de la trompa de Fallopio, siete dias después

de la administracidn (metestro).

No obstante, algunos de los estudios realizados sobre la activi-
dad de LDH en distintas condiciones fisioldgicas o en distintos esta-
dios del desarrollo podrfan también interpretarse como efectos hormo-
nales, méds o menos indirectamente. Asi ocurre, por ejemplo, con el

articulo de Clark y Yochim (1971) que se comenta nds adelante.

Conviene llamar la atencidn sobre el hecho de que la mayoria de
los trabajos realizados para investigar el efecto de modificadores
fisioldgicos sohre la actividad catalftica de la LDH estdn hechos en
la enzima total. Falta, pues, un estudio comparado sobre el distinto

comportamiento de cada isoenzima.
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2.3.5. Actividad con andlogos de coenzimas

El grupo de Kaplan ha preparado varios compuestos, andlogos
quimicos del NAD (Kaplan et al, 1960). En la tabla sigulente se
presentan algunos ejemplos de estas sustancias que se han utilizado
extensamente para el estudio de deshidrogenasas dependientes de NAD

y NADP (Keplan y Ciotti, 1961).

AV
Sustituyentes en el anillo de piridina *t
Y N
|
AD
S
i . . . ¥
X= -C-NH, 3-Tionicotinamida-AD (TNAD)
"
X= -C-H Piridina-3-aldehido-AD" (Py-3-A1 D)
0
f N ¥
X= --CH, 3-Acetilpiridina-AD" (APAT)
0
i
X= -C-CH,-CH, 3-Propionilpiridina-AD' (prpAT)

Sustituyentes en el anillo de purina

'L§ if :>CH Nicotinamida-Hipoxantina dinucleotido (NHXﬂ)

NH-CH,-CH,-0H

2 2
N AN
L§ //CH Nicotinamida~-6-(2-hidroxietil)purina dinucleotido
N (N6HEPT)

N
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La determinacidn de las actividades relativas de las isoenzimas
de LDH con APAD*y TNAD' da como resultado diferencias entre los extrac-
tos de mdsculo cardfaco y esquelético de varios mamiferos (Kaplan -
et al, 1960). Algunos de los resultados de estos autores sefialan que
en una mi9ma especie, la actividad LDH de distintos tejidos se corres-
ponce claramente con su composicién isoenzimdtica; los drganos y te-
jidos con predominio de isoenzimas anddicas dan valores mds bajos de

actividad que los 6rganos con mayor proporcidn de isoenzimas catdéddicas.

En algln caso se observa mayor afinidad por el andlogo que por
la coenzima y en algunos casos hay una marcada diferencia entre los
efectos de la coenzima y de su andlogo sobre la afinidad por el sus-
trato. En efecto, existen diferencias apreciables entre las curvas
de Michaelis para L-l4ctico con corazén de buey y de langosta, cuando
se utilizan NAD"y APADYcomo coenzimas; la enzima de corazdn de buey
muestra muy poca actividad con el andlogo de la coenzima (APAD") mien-
tras que la enzima de corazdn de langosta manifiesta poca actividad
con NAD*, Al contrario, el extracto de corazén de buey y de corazén

de langosta muestran gran actividad con NAD*y APAD*respectivamente.

La LDH extrafda de mdsculo esquelético de otros crustdceos y de
ciertos anélidos muestra también una actividad mayor con APADY que

~con NaDpt Y la enzima de la mayoria de los quelicerados presenta mayor
actividad con NHXDH que con NADH.

Dennis y Kaplan (1960) han mostrado que aunque las dos LDH este-

reoespecificas de Lactobacillus plantarum no se pueden separar con

facilidad por electroforesis o cromatografia en columna, se pueden
reconocer en orden a sus distintas actividades con anilogos de NAD .
As! se tiene que la enzima activa sobre la forma D(-) puede utilizar
el NHXD mientras que la que act@a sobre la forma L(4) es completamente

inactiva con este andlogo.

Cahn et al (1962) han extendido estos estudios determinando re-
laciones de actividad para la reduccidn de TNAD" y APADY con ldctico
por extractos de misculo cardfaco o esquelético de una variedad de

especiles.
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Las actividades especificas de las isoenzimas de LDH se refle-
jan en las respectivas facultades para utilizar los andlogos de la
coenzima, Seglin los resultados de Kaplan (1963) existe una progre-
sidn similar en las actividades especificas de las cinco isoenzimas
con NHXDH y NADH, obtenidas de musculo esquelético de buey. Hay una
concordancia bien clara entre los resultados obtenidos y los valores
predichos de las proporciones de actividad con estos dos cofactores
para las isoenzimas de pollo. Las dos tablas siguientes resumen

estos resultados.

1. Proporciones de actividad de isoenzimes de LDH con NHXDH

y NADH como coenzimas. (Cahn et al, 1962).

Isoenzinma Misculo esquelético Corazén de
de buey buey
LDH-1 2.78 2.50
LDH-2 1.83 1.74
LDH=-3 1,23 1.29
LDH-4 0.70 0.78
LDH-5 0.53 -

2. Proporciones de actividades de LDH de pollo con NHXDH
y NADH como coenzimas. (Kaplan, 1963)

Proporcién (NHXDH/NADH)

Isoenzima hallada predicha
LDH-1 3.22 -
LDH-2 2.50 2.54
LDH-3 1.98 1.86
LDH-4 0.99 1.18

LDH-5 0.50 -
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2.3.6. Efecto de la temperatura

La recuperacidén de la actividad de las isoenzimas catddicas
(LDH-4 y -5) después de la separacién electroforética es menos com-
pleta que la de las isoenzimas anddicas (LDH-1 y -2); esto consti-
tuye una observacidn clasica y se refleja en que las isoenzimas catd-
dicas son més l4biles que las anddicas cuando se exponen a elevadas
temperaturas., Los resultados de Plummer y Wilkinson (1963), repre-
sentados en la figura de la pdgina siguiente muestran el efecto de
una preincubacidén a varias temperaturas durante 30 minutos, sobre las
actividades en la reduccidn de pirdvico y d-cetobutirico por extractos
de corazdn e higado humanos, antes de determinar su actividad enzi-
mdtica a 259C. La preincubacidén a temperaturas inferiores a 509C
tiene poco efecto sobre la actividad enzimitica. A altas temperaturas
la LDH de higado, en la que prédominan las isoenzimas catddicas, es
apreciablemente menos estable que la de corazdén, donde hay un claro
predominio de las anddicag. A 609¢C la enzima hepdtica ha perdido com-
pletamente su actividad mientras que la cardiaca coaserva un 75% de su
actividad. Sin embargo, es interesante hacer notar que cada extracto
pierde su facultad de reducir al pirdvico y al o~cetobutirico a la

misma temperatura.,

Hill (1958) observd que las isoenzimas LDH-1, -2 y -3 de sue-
ro humano presentan un decrecimiento progresivo de estabilidad cuando
se exponen a temperaturas elevadas y sugiere que la presencia de pro-
teinas séricas, especialmente albimina, puede: ejercer un efecto esta-
bilizador. Sin embargo, Plagemann et al (1961) fracasaron en la bés-
queda de alguna evidencia de estos efectos protectores y establecie~
ron que la isoenzima LDH-5 se inactiva completamente por calentamiento
a 539 durante seis minutos, mientras que la isoenzima LDH-1 mantie-
ne su actividad completa, incluso después de 40 minutos a esta tempe-

ratura,

Varios investigadores han utilizado la diferencia de sensibilidad
a temperaturas elevadas que exhiben las distintas isoenzimas,para
establecer sus cantidades relativas en una mezcla. (Kreutzer y Fennis,

1964)
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stdi (1970) ha llevado a cabo un estudio cindtico de la pro-
teccidn de LDH por sustratos contra la inactivacidén por calor. Entre
1ns resultados obtenidos por este autor es de destacar la dpendencia
establecida entre concentracién de sustrato y poder de proteccidn
contra la inactivacidén a altas temperaturas. SUdi realizé sus expe-
rimentoe con NAD y NADH como cofactores, pirdvico y l4ctico como
sustratos y oxdmico y ox4lico como andlogos de sustratos. El ensayo
de diversas concentraciones de sustratos y cofactores al investigar
el grado de proteccién de cada sustancia sobre la actividad enzim4tica
puso de manifiesto que cuando en el medio de incubacién estén presen-
tes ambos, sustrato y cofactor, la proteccién contra inactivacién por

calor es mucho mds efectiva y se realiza a concentraciones més bajas.

En cuanto a la utilizacidén de la distinta sensibilidad de las
isoenzimas de LDH a los cambios de temperatura para estudios zoo0lé-
gicos, Aleksiuk (1971) ha relacionado las distribuciones isoenzimf-
ticas de LDH de varios reptiles con los cambios de temperatura a que
estdn sometidos. De acuerdo con las concentraciones de sustratos que
influyen en la actividad enzimdtica por variaciones de temperatura y
de acuerdo con las temperaturas de inactivacidén para la LDH de las
especies estudiadas, Aleksiuk establece las bases de una compensa-
cién instantanea del calor en reptiles mediante su distribucidn iso-

enzimdtica,
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2.4. ONTOGENIA Y FILOGENIA

La distribucién de isoenzimas de LDH en tejidos embrionarios o
jévenes no siempre es igual a la que existe en adultos. La primera
observacidén en este sentido se debe a Markert y Mgller (1959) quie-
nes detectaron un mayor nidmero de componentes en corazén de embridn
de cerdo que en el de adulto., Estos autores sugieren qué lag diferen-
cias. cntrc la distribucidn del adulto y del embridn pueden ser debi-
das a diferencias en la poblacidn celular, Puesto que los cambios ob-
servados en la poblacidn celular durante el desarrollo no parecen ger
suficientemente grandes como para dar cuenta de tal posibilidad, es
preferible considerar la distribucidén de isoenzimas en un tejido como
un pardmetro del estado de diferenciacidn de sus células. Hay varios

experimentos que apoyan esta opinidn.

Flexner et al, (1960) sefilalan diferencias entre isoenzimas de LDH
de cerebro de ratén adulto y recién-nacido, mediante resultados obte-
nidos por Mromatografia en DEAE-Celulosa, y entre les esquemas elec-
troforéticos de enzimas de higado de cobayo adulto y recién-nacido.’
Por otra parte, Kaplan y Ciotti (1961) comunican que las isoenzimas
de rata adulta y recién-nacida difieren en su capacidad para reducir

a los andlogos de Coenzimas,

Los cambios en las actividades relativas de isoenzimas de rifién
de ratén durante el desarrollo han sido establecidos por Markert (1962).
Este autor establece que las distribuciones observadas un dfa antes -
después del nacimiento son similares. La mayor actividad corresponde
a las isoenzimas catddicas, pero sobre un perfodo de tres a cuatro se-
manas hay un rdpido cambio gradual hacia la distribucidn del adulto en

el que predominan las andédicas.

En las distribuciones isoenzimdticas de otros tejidos tienen lugar
cambios similares, pero las proporciones del cambio varian considera-
blemente: mientras que en el rifién, la distribucidn establecida a los
tres dias de vida es esencialmente la misma que en el adulto, el desa-

rrollo completo de la distribucidn isocenzimdtica caracteristica del es-
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témago requiere alrededor de tres semanas; las isoenzimas de la len-

gua permanecen estables en la distribucién embrionaria a esta edad.

En m@sculo esquelético de esta misma especie, la isoenzima LDH-5
predomina en la forma embrionaria, pero existen cantidades apreciablés
de las otras isoenzimas que, segtn Markert (1963), no se detectan con
facilidad en el adulto. En el ratdn, la isoenzima embrionaria més abun-
dante en todos los tejidos es LDH-5, pero en otras especies, incluyen-

do el pollo y el hombre, predominan otras isoenzimas en el embrién.

Con ayuda de una técnica complementaria de fijacién, Cahn et al,
(1962) observan que la LDH de mésculo tordcico de embridn de pollo de
seis dfas es idéntica a la de corazdn de pollo adulto, mientras que la
LDH de ocho dfas es idéntica a la enzima de mfisculo esqueldtico adul-
to. Estos autores demuestran que el cambio mf€s llamativo ocurre duran-

te el tiempo de incubaciédn de la pollada.

Estas conclusiones fueron confirmadas por estudios de pre~ipita-
cién con anti-LDH de miésculo de pollo y por estudios con andlogos de
Coenzimas. Estos autores interpretaron sus descubrimientos indicando
que los tejidos embrionarios de pollo dependen del metabolismo aerdbi-
co del piruvato y su punto de conexidn con que el 4cido L-14ctico es

téxico al comienzo del desarrollo embrionario (Grabowski, 1961),

Philip y Vesell (1962) compararon las distribuciones isoenzimd-
ticas obtenidas por electroforesis en gel de almiddén, de tejidos embrig
narios de pollo a varios estados del desarrolls deduciendo anélogos
resultados; establecen que, inmediatamente después de la fertilizacidn
LDH~1 es la isoenzima mds abundante en higado, misculo y corazén; LDﬁ-
2 y -3 estdn presentes en bajas cantidades, pero en higado, LDH-1 estd
accmpafiada por dos bandas, de baja actividad y ligeramente nda- and-

dicas.

Durante el desarrollo hay una transferencia gradual de actividad
de las isoenzimas anddicas a las catédicas y se detectan cantidades
apreciables de LDH-4 y =5 en higado y mdsculo de adulto. Sin embargo,

en corazdén ocurren pocos cambios en la distribucidén de isoenzimas.
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Nebel y Conklin (1964) han declarado distintos hallazgos: esta-
blecen que las isoenzimas LDH-3 y -4 son las primeras que aparecen en

la mayoria de lus tejidos embrionarios de pollo.

Como comenta Wilkinson (1965), la discrepancia puede ser debida
en parte a la diferencia en el ndmero de isoenzimas, puesto que am-
bos grupcs describen mds de cinco isoenzimas » bandas de actividads
Nebel y Conklin sefialan duplicidad en LDH-5, mientras que Philip y

Vesell refieren bandas adicionales en LDH-1l.

Lindsay (1963) también est4 en desacuerdo con Philip y Vesell y
con Cahn (1962) al sefialar una desviacidn de las isoenzimas catddicas
a las anddicas durante el desarrollo. En tejidos de pollo se han des=
crito dos bandas anddicas adicionales a LDH-1, por Croisille (1964),
quien también establece dos bandas iguales mds répidas (bandas E), en
higado y rifidn embrionarios de polln, Estas bandas E, sin embargo, |

iesaparecen antes del nacimiento.

Los tejidos de pollo pierden su distribucién isoenzimdtica ca-
racter{stica despuds del cultivo de tejidos in vitro o sobre una mem=
brana corio-alantoica (Philip y Vesell, 1962; Nebel y Conklin, 1964),
El misculo, la piel, el corazédn y el higado muestran un decrecimiento
en las fracciones anédicas y este descubrimiento se interpreta como-
indicativo de un retorno a la distribucidédn al azar en tejidos inmadu-

ros (Nebel y Conklin, 1964).

Sin embarge, en corazdén de rata, los cambios que tienen lugar du-
rante el desarrollo se parecen a los que ocurren en el ratén: LDH=-5
aparece en primer lugar (Kaplan y Ciotti, 1961; Fine et al., 1962) pe-
ro enseguida, después del nacimiento, la isoenzima LDH-1l reemplaza a

LDH~5 y llega a ser la forma méds predominante,

Durante el desarrollo del cerebro se han observade cambies simi-
lares, Este 8rganm requiere 50-60 dfas para adquirir la distribucidn

isoenzimdtica del adulto (Bonavita et al., 1962).

Los embriones humanos contienen las cinco isoenzimas de LDH. La

mds abundante de ellas es LDH-3, pero durante el desarrollo las pro-
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porciones de LDH~1 y -5 se incrementan tante que, incluso después del
nacimiente aparecen las distribuciones normales de iseenzimas en los

tejidos.

las proporciones relativas de varias isoenzimas en mésculo esqueew
14tico embrionario, miocardio y mdsculo esofdgico, estdn absolutamente
ajustadas a la distribucidn binomial ideal esperada como resultado de
la asociacidén al azar de mondmeros A y B, y Wachsmuth (1964) ha mostra-
do que la distribucién isoenzim4tica permanece constante durante la fa-
se mitética del desarrolle del mdsculo cardfaca humano, pero durante
la fase post-mitdtica (amitética) hay un incremento gradual en las pro=-

porciones relativas de LDH-1 y -2,

La variacidén en las distribuciones isoenzimdticas del sistema LDH
que tienen lugar durante el desarrollo embrionario de Anfibios han si-
do estudiados por diversos autores. Entre ellos, Balek y Snow (1967)
han realizado un estudio comparando los cambios que se producen en es-
te sentido, durante el desarrollo embrionario de dos especies de Ambys-
toma, Estos autores comentan en la discusién de sus resultados que en
embrién de rata, ratdn y buey predominan las isoenzimas catdéddicas y
durante el desarrollo aparecen las anddicas; en embridén de pollo, los
cambios son opuestos y en estos anfibios los cambios son del tipo de los
que tienen lugar en aves, es decir, predominio de las andédicas apare-
ciendo las catddicas durante el desarrollo. Esto confirmarfa la rela-
cidn filogenética entre anfibios y aves.pero como ellos mismos comen=
tan, el significado evolutivo de estos cambios no estd claro, particu-
larmente a la vista del trabajo de Salthe (1965) y de Salthe y Kaplan
(1966) quienes, sobre las bases de estudios cinéticos e inmunoldgicos
indican que las isoenzimas de LDH de especies que presentan cierta re-
lacién adaptativa, parecen estar Intimamente relacionadas. Habria que
determinar cudles de los tejidos embrionarios son los mds implicados

en 1las cambios de la distribucidn isoenzimdtica.

Baur y Pattie (1968) han establecido las bases del controcl gené-
tico para la biosintesis de las cadenas polipeptfdicas A y B en Roedo-

res con vistas a una proyeccidén filogenédtica en este grupo de Mamiferos.
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Los resultados de estos autores determinan que los grupos de Roe-

dores Myomorpha y Geomyoidea no biosintetizan la subunidad B del sis-

tema enzimdtico LDH, y este cardcter tiene interesantes consecuenclas

taxondmicas tal y como se representa en el esquema de la pdgina si-

gulente.

Coodman et al. (1969) han estudiado los cambios que se producen
en la distribucién isoenzimdtica del sistema LDH en regiones cerebra-
les de Primates en relacién a la ordenacidn filogenética. Los resul-
tados obtenidos por estos autores indican que en los grupos primiti-

vos (Lorisoidea) predominan las isoenzimas del tipo A (catddicas)

mientras que en los grupos mds evolucionados (Ceboidea) predominan las
isoenzimas de tipo B (anddicas)y esta predominancia se hace mayor en
los Catarrinos, en los cualeg, el neocdrtex presenta la mayor propor-

cidn de isoenzimasg anddicas.

Blackshaww y Elkington (1970) han estudiado los cambios que Se pro-
ducen en la distribucidén de las isoenzimas de LDH y G-6-PDH durante
el desarrollo de testiculos de ratay asi, establecen que en la rata
inmadura, sobre los 20 y 30 dias de edad hay un incremento en la acti-
vidad de LDH en el tejido tubular e intersticial, y un incremento en
la actividad de G-6-PDH sélo en las células intersticiales. Por otra
parte, las isoenzimas LDH-X aparecen entre 20 y 30 dfas de edad, hecho
que relacionan estos autores con el incremento en actividad que presen-
ta el epitelio tubular seminffero, Simultd4neamente hay un incremento
lineal en el didmetro del tdbulo seminifero hasta los 60 dfas, después

de los cuales, ya no crece,

También se han realizado estudios onto-filogendticos en Crustéd-
ceos (Schoffeniels, 1970); en peces (Whitt y Maeda, 1970). Boulekbache
et al. (1970) han estudiado la distribucidn de las isoenzimas de LDH
durante los primeros estadios del desarrnllo del huevo de trucha y
“am obtenido resultados que plantean una estrecha relacidn entre las
proporciones de isoenzimas anédicas y catddicas con las condicinmnes
de aerobiosis y anaerobiosis respectivamente. Estos autores establecen
que el sistema enzimdtico LDH controla la relacidn entre glicolisgis y

respiracidén, La actividad de la LDH disminuye bruscamente después de
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la fecundacidn y aumenta en el curso de la gastrulacién y de la neu-
rulacién. En cuanto a la distribucidn isoenzimdtica, en los distintos
estados del desarrollo, huevo no fecundado, mérula, bldstula y gds-
trula, estd siempre presente la isoenzima LDH-5 (A4), aunque en el
estado de G4dctrula o en Epibolim coexiste con la isoenzima LDH-~1 (B4).
Estos resultados llevan a estos autores & concluir que desde antes

de la fecundacidn hasts la Gastrulacidén, las células embrionarias rea-
lizan la Glicolisis anaerobia, del mismo tipo que la que se lleva a
cabo en el misculo estriado mientras que después de la Gastrulacidn
aparece una isoenzima mds propicia para llevar a cabo una utilizacidn
del dcido l4ctico del mismo tipo que como ocurre en el miocardio. La
presencia simultdnea de dos isoenzimas indica posibilidades de regula-

cidn del metabolismo ya que ambos tipos de rutas metabdlicas se podrian

ilevar a efecto.

Tanto de las conclusiones de estos autores como de los resultados
discutidos en el apartado anterior de esta memoria (Estudios cinéticos)
se puede concluir que la relacidn entre isoenzimas anddicas (de tipo B)
y catédicas (de tipo A) de LDH constituye un rasgo de posibilidades
zetabdlicas para el control de produccién de dcido léctico o de su con-
sumo. Por otra parte, las isoenzimas anddicas que ejercen su actividad
catalitica con ldctico como sustrato son caracterfsticas de estados
aerédbicos mientras que a las catddicas les sucede lo contrario. Esta
heterogeneidad en la poblacién isoenzimitica del sistema LDH puede po-
ner de manifiesto relaciones filogenéticas entre distintos grupos zoo-
16gicos pero también es posible que distribuciones isoenzimdticas ané-
logas no correspondan a animales relacionados filogenéticamente sino
a especies con andlogos condicionamientos adaptativos. Por ello, los

resultados obtenidos en este sentido deben interpretarse con cuidado.

Burlington y Sampson (1968) han analizado los cambios que se pro-
ducen en la distribucidn de estas isoenzimas durante la hibernacidn de
Memiferos. Entre sus resultados hacen notar que hay un incremento en
la biosintesis de las subunidades de tipo A (isoenzimas catddicas) en
el miocardio; durante ese perfodo decrece la actividad respiratoria y

por tanto, aumenta la glicolisis anaerobia, lo que pone de manifiesto
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que las distribuciones isoenzimdticas "caracteristicas" de ciertos

drganos estdn,de hecho, sometidas a diversas fluctuaciones de acuerdo
con el estado de anaerobiosis. Dichas fluctuaciones, a nuestro enten-
der, deben interpretarse como respuesta adaptativa a unas condiciones

ambientalas.

Yochim y Clark han estudiado la variacidn de actividad LDH duran-
te el cicle estral y establecen una relacidén entre la disponibilidad

de oxfgeno y la biosfntesis de subunidades A y B. (Clark y Yochim, 1¢71)

Yochim y Clark (1971) determinan que la actividad enzimdtica pro-
pia del endometrio durante el estro, declina durante el diestro. Las
subunidades A que dan cuenta del 90% de la actividad en el estro y me-
taestro, declinan a un 82% durante el diestro. En miometrio, sin em-

argo, no se manifiesta una fluctuacidn marcada, E1 mdsculo uterino
contiene, significativamente, menos actividad enzimitica que el endo-

metrio.

Adn no se han hecho estudios filogendticos completos que puedan
aclarar si el rasgo de la distribucién isoenzimdtica del sistema LDH
puede realmente constituir un dato valioso en este sentido. Como se ha
visto, dicho estudio, tendria que comprender,asimismo, el andlisis de
los cambios que tienen lugar durante el desarrollo embrionario y duran-
te los distintos ciclos fisioldgicos (ciclo estral, ciclo de hiberna-
cién etc.). Sin embargo, se han llevadr a cabo estudios comparados en

Vertebradss (Serban y Cotariu, 1968) y el citado antes de Baur y Pattie
(1968). '
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2.5, PATOLOGIA

Las variaciones que se producen en la distribucién isoenzimfti-
ca de LDH caracteristica de algunos érganos en distintas condiciones
fisiolégicas hacen posible que la obtencidén de esquemas isoenzimdti-
cos de pacientes se pueda utilizar con valor diagndstico para diver-
sas afecciones patoldgicas. La valoracién de la LDH sérica fue intro-
ducida en el diagndstico enzimoldégico en los afios 1954-57 pero se
observd enseguida que la elevacidn de su actividad se presentaba en
una amplia variedad de estados patoldgicos tales como cardfacos, he-
pdticos, malignos, hematoldgicos musculares y renales. Esta falta de
especificidad desplazé temporalmente el test LDH como sistema de diag-
néstico, por otros procedimientos enzimdticos, pero el descubrimien-

to de su heterogeneidad lo restituyd enseguida.

La mayor parte de los primeros trabajos sobre isoenzimas de LDH
se llevaron a cabo en los laboratorios clinicos y, consecuentemente,
se establecieron determinados cambios cualitativos y cuantitativos en

la distribucién de las isoenzimas séricas de LDH como caracteristicas

de disfunciones especificas.

En la actualidad, los trabajos encaminados a determinar las dis-
tribuciones especificas de las isoenzimas de LDH en suero para cada en-
fermedad ocupan una gran extensidn en el contexto general de las inves-
tigaciones sobre el sistema enzimdtico LDH. En este campo se han lo-
grado hallazgos muy importantes, en especial para afecciones cardia-

cag, hepdticas y cancerosas.

No obstante, conviene sefialar que la mayorfa de las valoraciones,
como ya se ha expuesto, se realizan sobre el suero de los pacientes
y que en la actualidad no hay aCuerdo general sobre el significado de
las isoenzimas en el plasma sanguineo. Parece aceptarse dltimamente
que las isoénzimas de suero proceden de tejidos en fase de necrosis;
a. esta conclusién puede llegarse al relacionar el d8rgano enfermo con
las isoenzimas m4s abundantes en la sangre, pero no hay pruebas con=-
cluyentes. Sin embargo,la utilizacidn de la distribucidén isocenziméti-
ca en suero se utiliza con profusién en los laboratorios clinicos ¥y

bien es cierto que con bastante éxito.
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Las afecciones cardfacas son quiz4 las que permiten un diagnds-
tico mds exacto a partir del andlisis de isoenzimas de LDH en suero.
Las afecciones cardfacas se caracterizan en este sentido por una
elevaciédn de las isoenzimas anédicas en suero. El infarto de miocar=-
dio, quizd la més éstudiada,nfreca aspectos muy caracteristicos y
distintos segﬁn su estado de desarrollo, lo que permite seguir su
cursé en pacientes mediante tomas sucesivas de suero. En el curso
de las primeras 40 horas se nota una elevacién de las isoenzimas
LDH-1 y -2, manteniéndose la segunda superior a la primera, como en
el estado normal, A partir de entonces, la isoenzima LDH-1 se ele-
va por encima de LDH-2, Este es el cuadro tifpico de esta enfermedad
y se mantiene durante 8-12 dias segdin la gravedad del caso. Después
hay una disminucidn progresiva de estas dos isoenzimas aunque el re-
torno es lento. La disminucidn de la isoenzima LDH-1 por debajo de
la -2 constituye una buena prueba de curacidn, o al menos des estabili-
zacién (Bajolle et al, 1968).,

Las enfermedades del hfgado no son tan caracteristicas, quizd
por la gran variedad de afecciones que pueden originarse en este dr-
gano; es norma general de todas ellas la elevacidén en suero de las
isoenzimas catddicas de LDH y quizd el caso mds caracteristico esté
en las hepatitis, ~on elevacidn notable de las isoenzimas LDH-4 y -5

(Elliott y Wilkinson, 1963).

Las afecciones cancerosas presentan un fasgo muy caracterfstico
en este sentido, hay una gran elevacidn de la actividad de LDH total
que se refleja en una elevacidén general de las cinco isoenzimas, en
donde se suele mantener su distribucidn normal (Wieme et al, 1968).
Sin embargo, el andlisis de la distribucidn iscenzimdtica de LDH
en los tejidos neopldsicos presenta una clara elevacidn de las isoen-
zimas catddicas, especialmente de LDH-5 (Langvad, 1968 a y b; Elliot
y Wilkinson, 1963).

Ademds, las isoenzimas de LDH sérica se han utilizado para el
diagndstico de enfermedades musculares (Elliot y Wilkinson, 1963;

Prochazka et al, 1969; Bajolle et al, 1968 y otros autores).
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Ultimamente, ademds, se han extendido estos estudios a la deter-
ninacién de afecciones en numerosos 6rganos tales como pulmén, estdma-
go, rifién etc. En el artfculo de Roman (1969) se presenta una revisién

de estos métodos.

Finalmente, en referencia a las relaciones entre actividad de
LDH y patologia hay que mencionar la comunicacidn de Kitamura gt al
(1971) de un caso con completa deficiencia de la subunidad B (o H)
de Lfctico-deshidrogenasa. Los andlisis realizados en sus familia-
res revelaron que en ellos habfa una baja proporcidn de isoenzimas
anédicas (con predominio del monémero B), por lo que estos autores

concluyen que tal deficiencia es hereditaria.
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3. INTRODUCCION EXPERIMENTAL

3.1, ESTABLECIMIENTO DE L4 HETEROGENEIDAD ESTRUCTURAL
DEL SISTEMA ENZIMATICO LACTICO-DESHIDROGENASA

En 1952 Neilands demuestrs la actividad enzimdtica de dos for-
mas de LDH previamente separadas por Meister (1950). & partir de en-
tonces, otros autores dirigen sus investigaciones en el mismo senti-
do y asf, Vesell y Bearn (1957) determinan tres isoenzimas separadas
mediante la técnica de Electroforesis en bloque de almidén. Sayre y
Hill (1957) obtienen resultados similares por Electroforesis en pa-
pel y Cromatografia en gradiente de elucidn. Finalmente, Wieland y
rfleiderer (1957) establecen que la mayorfa de los drganos de Mami-

feros contienen cinco fracciones proteicas que exhiben actividad LDE

3.2, TECNICAS DE REVELADO Y VALORACION DE ISOENZIMAS

Wieme (1959) establecid el término Enzimo-electroforesis para
denominar la técnica basada en la deteccidén de las isoenzimas in situ
sobre el soporte electroforético; es el primero que realiza una sepa-
racidn de isoenzimas por electroforesis y que,a continuacidn, revela
las bandas de actividad sobre el mismo soporte. Para realizar la va-
loracién de esta forma, este autor prepara un segundo gel de agar que
contiene pirdévico y NADH en tampdén barbital a pH 8,4 y fuerza idénica
convenientej superpone ambos geles, que tienen forma de plancha, y
mediante un espectrofotdmetro ajustado a 340 nm hace sucesivos barri-
dos. Asi obtiene valores de la cinética de reaccidn propia de cada

isoenzima.,

3.2.1. Sales de Tetrazolio

Los derivados de Tetrazolio se han utilizado extensamente en

el estudio de reacciones redox. Su empleo comenzé en las t&cnicas
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histoquimicas y tests de fertilidad de semillas etc. Los derivados
del Tetrazolio precipitan al ser reducidos dando un Formazano deri-
vado, intensamente coloreado y que ademés precipita poniendo de mani-
fiesto la reaccién, cuya velocidad puede medirse por técnicas espec-
trofotomdtricas. El primer derivado de Tetrazolio que se utilizé fue
el Cloruro de 2,3,5-Trifenil-Tetrazolio (Kun y Abood,1949) que al re-
ducirse da el Trifenil-Formazano (véase la figura de la pégina si-

guiente).

Focteriormente se utilizé el Bromuro de 2,5-Difenil-3-(4,5-Dime-
ti1~Tiazol-2-) -Tetrazolio (MTT). Este compuesto es un derivado més

sensible y su estructura estd expuesta tambiédn en la pdgina siguiente,

Estos colorantes, utilizados inicialmente en técnicas histoqui-
micas se aplicaron al revelado de las isoenzimas de LDH en el sopor-
te electroforético después de la separacidn de las fracciones. La
primera aplicacidn en este sentido se debe a Markert y Mgller (1959).
Estos autores incluyeron en la solucidn de revelado hcido ldctico,
Hidrazina, NADY, Diaforasa, Azul de Metileno y el derivado de Tetra-
zolio (MTT). E1l Azul de Metileno actda como intermediario ajustando
el potencial redox entre el NADH y el MTT. La Diaforasa es necesaria
para catalizar la reduccidn del Azul de metileno por el NADH y la hi-
drazina precipita el pirdvico que resulta de la reaccidn. El soporte
electroforético se sumerge en esta solucidn y tiene lugar toda la se-
rie de reacciones precipitando el Formazano-derivado sobre el mismo
con lo que se ponen de manifiesto las isoenzimas. El conjunto de reac-
ciones se representa en la figura inferior de la p4gina 53.

Estos autores realizaron la separacién electroforética de isoenzimas
de LDH en gel de agar. Es de notar, que al precipitar el Formazano-
derivado sobre el gel se pone de manifiesto la actividad enzimdtica
tal y como se venia haciendo al introducir los cortes histoldgicos
en una solucidén de revelado similar. En este caso las bandas de For-
mazano indican la presencia de isoenzimas separadas en el gel, y la

intensidad de las mismas refleja la actividad enzimdtica.

Con este experimento de Markert y M¢gller se abrié un amplio cam-
po de investigacidn, en lo que respecta a la actividad de las isoen-
zimas, pues como se verd mds adelante, la técnica se ha modificado

para aplicarla a otros sistemas isoenzimiticos.
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3.202. Nitro-Blue-Tetrazolio (NBT)

Este derivado de Tetrazolio (dicloruro de ditetrazolio) fue
descrito por Tsou et al., (1956) y propuesto y utilizado para el caso
que nos ocupa por diversos autores. Es el Dicloruro de 2,2°-di-p-Ni-
trofenil-5,5‘~-difenil-3,3’-(3,3‘~-dimetoxi~4,4'~difenilén)~Tetrazelio.

Tiene el inconveniente de que se disuelve mal, pero esto apenas
es problema, dada la baja concentracidn a que se utiliza. En cambio,
es extraordinariamente sensible. Después de su utilizacién, précti-
camente no se han vuelto a utilizar los colorantes anteriormente
icgcritos pues la sensibilidad del NBT hace que la tincidn de las
isoenzimas de Deshidrogenasas sea una técnica con tanta resolucién
como la propia electroforesis. De otra forma, dos bandas muy préxi-
mas en el gel podrian parecer una Unica, difusa, Por otra parte, la
sensibilidad de este colorante hace que la tincidn sea muy répidas
15 que hace posible su utilizacién para estudios cinéticos, como se
verd mfs adelante. Asimismo, esta propiedad favorece la limpieza del
método pues se puede controlar mejor el tiempo de revelado y se de-
tectan bandas con muy poca actividad. En la pédgina enterior ge re-
presenta su estructura y la del Tormazano-derivado que se origina

mediante su reduccidn.

3.2.3. Fena-zina-~Metosulfato (PMS)

El Metoxi-Sulfato de N-metil-Fenazinio se utilizé por primera
vez prr Dickens y McIlwain (1938) como portador de electrones en el
ajuste de potenciales redox y se aplicd a la técnice de revelado de
isoenzimas por Dewey y Conklin (1960) quienes lo emplearon para valo-

rar isoenzimas de LDH.

Estos dos tltimos autores explican que la Fenazina-Metosulfato
(PMS) sustituye al Azul de Metileno y tiene la ventaja de que no es
necesario afiadir la Diaforasa; corrigen,asf, la técnica descrita por
Markert y M¢gller (1959) y su procedimiento, que se detalla en la fi-
gura de la pigina siguiente, asi como tambidn la estructura de la PMS,
se ha venido utilizando desde entonces sin que se haya introducido

ringuna variante esencial,
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PMS PMSH

Estructura do la Fenacina-motosulfato (PMS) y del compuesto gque

resulta de su reduccidn.

L.DH

L ~LACTICO NAD* -~ PMSH NBT

PIRUVICO NADH PMS 8IS FORMAZANO!

#dvodo de Dewey y Conklin (1960) para analizar la actividad
~nzimdtica de las isoenzimas de LDH sobre el soporte de la

electroforesia.
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Dewey y Conklin (1960) realizaron la electroforesis. sobre gel
de almidén utilizando rifién de rata como material bioldgico; La téc-
nica fue inmediatamente confirmada por diversos autores hasta el pun
to de que las técnicas histoquimicas se ajustaron también a este me-
canismo de tincidn obtenidndose unos resultados mds precisos. La PMS
se utiliza simultaneamente con el NBT y no es necesario afiadir Hidra-

zina pues el pirdvico que resulta no interfiere en la reaccidn.

3.2.4. Discusidén de las técnicas de revelado de isoenzimas

Como puede verse, por lo dicho hasta el momento, estas técnicas
de revelado no se pueden utilizar para determinar la cantidad de cada
isoenzima presente en la muestra que se aplica en la electroforesis.
La intensidad del color de cada banda, que se obtiene con un densi-
tédmetro, haciendo un barrido del gel, indica la actividad enzimgti-
ca, la cual es funcidn de la cantidad de isoenzima presente en la
muestra, pero también de su actividad especifica que, como ha queda~

do establecidc antes, no es la misma para todas las isoenzimas.

Sin embargo, puesto que este procedimiento nos proporciona di-
rectamente la actividad enzimdtica, puede utilizarse para realizar

tudios cinéticos de velocidad de reaccidn, determinacidén de Km etc.

Le extrapolacién de actividad enzimdtica a cantidad de cada isgo~
enzima sélo podria hacerse por aproximacién, determinando unas condi-
ciones "standar" de revelado que, a ser posible, habrédn de ser fija-
das con posterioridad a un estudio de cinética comparada de isoenzi-
mas, D& diche estudio habrfa que extraer las condiciones en las que
las diferencias de actividad especifica se manifiestan lo menos po-
sible y en tales condiciones hacer la extrapolacién, siempre aproxi-
mada, de actividad-cantidad de isoenzima. Al discutir los resultados

de los estudios cinéticos volveremos sobre este punto,

3+3. TECNICAS DE ELECTROFORESIS PARA LA SEPARACION DE ISOENZIMAS

Dentro de este apartado podrfamos distinguir entre técnicas
analfticas y preparativas. Las primeras han recibido mayor atencidén
al principio del desarrollo de estas investigaciones, por lo que a

ellag dedicaremos atencidén inicial,
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El desarrollo de las técnicas de Electroforesis de zona para la
separacién de protelnas de suero durante la década de 1945-55 ha pues-
to a estos procedimientos en condiciones de utilizarse para la sepa-
racidn de isoenzimas, una vez que su existencia se haya reconocido,

e incluso ha permitido determinar una heterogeneidad estructural er
sistemas enzimdticos que se suponfan homogéneos. La Electroforesis en
papel se ha utilizado extensamente en Bioquimica clfnica para el es-
tudio de anomalias en la distribuciédn de proteinas séricas y esta téc-

nica fue una de las primeras que se utilizaron en la separacidn de
isoenzimas.,

Sin embargo, en afios recientes ha aparecido una gran variedad de
métodos electroforédticos, especialmente en lo que se refiere al =s-p-~
te utilizado para el desarrollo: bloque de almidén, acetato de celulo-

sa, gel de agar, gel de almidén y gel de poliacrilamida.

La mayorfs de estas técnicas electroforéticas establecen un pk
slcalino entre 8 y 9 en el soporte, con lo que las protelnas migran
hacia el 4dnodo. La distinta carga eléctrica de las proteinas serd res-
ponsable de su distinta movilidad electrofordtica, pero no es éste ci
dnico factor determinante de la misma ya que, segin la constitucién
y las caracterfsticas del soporte, el tamafio molecular puede influir

notablemente,

El tamafio de poro del retfculo del soporte, la concentracidn deil
monémero que polimeriza (dureza del gel), la fuerza idnica, el pH, 1la
diferencia de potencial, la temperatura etc. son factores que condi-
cionan la movilidad total de cada proteina durante la electroforesis.
De igual forma, la geometria del aparato tiene especial importancia,
por lo que no es de extrafiar la enorme cantidad de disefios de apara-

tos que se estdn describiendo constantemente.

3.3.1. BElectroforesis en papel

La valoracidn de LDH total en suero constituyé durante algunos
afios un método de diagndstico muy apreciado para diversas enfermeda-
des, pero desde el descubrimiento de su heterogeneidad estructural, is

distribucidén isoenzimitica en el siero adquirid mayor importancia, gui-
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z4 debido a que fue el primer sistema en el que se descubrieron las
isoenzimas. Por ello, los comienzos de su investigacidn se extendie-
ron en los laboratorios c¢linicos. Asl, los estudios de la distribu=-
cidn de proteinas en suero se ampliaron al estudio de las isoenzimas
de LDH, La Electroforesis en papel ha sido la té&cnica més utilizada

durante el principio.

Esta técnica puede realizarse con desarrollo horizontal o verti-
cal, aunque quizd la primera modalidad se prefiere por motivos tedri-
COS, En ambos tipos de aparatos, los bordes del papel se disponen su-
mergidos en cdmaras de tampdén donde también estdn sumergidos los elec-
trodos. Se suele utilizar papel Whatman n?l para objetivos anallticos
y la naturaleza y concentracién de las soluciones tampén varfan segin

la naturaleza de las isoenzimas.

La muestra, que contiene la mezcla de isoenzimas (suero, fraccidn
soluble de un homogeneizado etc.) se aplica en el extremo catddico del
papel impregnado en una solucidn tampédn a un pH alcalino y se estable-
ce una diferencia de potencial de unos 10 V/cm. La Electroforesis de
alto voltaje en papel no es aplicable para la separacidn de isoenzi-

mas, ya que produce excesivo calor y las enzimas se desnaturalizan,

Para ottener una buena separacién de las bandas de isoenzimas, la
Blectroforesis en papel se mantiene durante varias horas (el tiempo de-
pende, en este caso del voltaje aplicado, en gran medida) pero como egs
diff{cil de refrigerar, conviene aplicar una diferencia de potencial re~

ducida y asi, la separacidn puede durar toda la noche.

Utilizando papel Whatman n?l la cantidad de muestra que se pue-
de aplicar es limitada y la técnica sdlo puede utilizarse con fines
analfiticos. Para fines preparativos hay descrita una técnica de Elec-
troforesis continuada (Haugaard y Kroner,1948; Grassmann y Hanning,
1950; Durrum, 1958). E1 fundamento de dicha técnica es una aplicacidn
constante de muestra en un extremo del papel y el avance de las protel
nas en dos direcciones: por movilidad electroforédtica en sentido ho-
rizontal y por gravedad en sentido vertical., El procedimiento no es

muy exacto pero se ha utilizado por varios autores.
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3.3.2. Blectroforesis en bloguy de almidén

La utilizacién de granos de almidén de patata como soporte elec-
troforé.ico para la separa:ién de proteinas fue introducida por Kunkel
y Slater (1952) y su primera aplicazidn a la investigacién de isoen-
zimas cerresponde a Vesell y Bearn (1957) quienes separaron iseenzi-
mas de LDH y MDH de suero humano, Despuds se utilizé la misma técnica
para la separacidén de fosfatasas alcalinas de suero, higado y hueso
(Keiding, 1953; Rosenberg, 1959).

El ulmidén extrafdo de la patata por homogeneizacidn y centrifu-
gacién, se lava con agua y los granos son suspendidos y equilibrados
cor un tampén al pH conveniente; seguidamente ne extraen por decanta-
cién y los granos himedos se comprimen sobre un molde con ldminas de
cristal. Todas las dimensiones de las niezas del rparato pueden variar
dentro de amplims limites, de acuerdo con el volunen de solucidn enzi-
mftica que se desee aplicar. Les bordes del bloque se adhieren a un
papel de filtro que se dobla para que penetren en unos reservorios con
tampdn, donde estdn los electrodos. Se suele utilizar un tampén a pH
alcalino, por lo gque, al igual que en la electroforesis en papel, la
muestra se aplica en el extremo catédico y las protelnas migran hacia
el dnodo., Despuds de transcurrida la electroforesis, el bloque conte-
nido en el molde se sumerge en la solucidn de revelado, o tan sélo
una tira longitudinal del mismo. As{ se ponen de manifieczto las zénas
de actividad enziwmdtica y en este dltime caso, las protefnas correspon-
dientes s7 pueden eluir del resto del blcque (modalidad preparativa)

localizdndolas al enfrentar con €1 la tira tefiida.

3.3.3. Electroforesis en Acetato de Celulossa

Las membranas de Acetato de celulosa tienen varias ventajas éobre
el papel, como soporte de la electroforesis de zona, puestyo que ge re-
ducé mucho la adsorcidn de las proteinas y en el caso concreto de la
separacidn anal’ ica de proteinas séricas, la "cola" de la albﬁmiﬁa se
elimina prédcticamente (Kohn, 1957). Estas membranas son quimicamente

homogéneas y se pueden transparentar, con lo cual las bandas de pro-
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refnas teiiidas se pusden medir por técnicas de Densitometria. Ademds,
ci tiempo necssaric para la separacidn es mds corto. El hecho de que
este soporie procurase nejor resolucién de las protefnas de suero quc
los que se habfan utilizacdo hasta entonces ha sido, sin duda, la re-
zSn por la que dicha técnica se haya utilizado con gran extensidn en
investigacidn clinica y andlisis clfnicos de rutina. La ampliacién ce
s emupleo al andlisis de isoenzimas de LDH se llevé a cabo simulténea-
mer.te por diversos autorss (Wieland et al., 1959; Pfleiderer y Wachuz
wuathy, 1961}, fdends se ha utilizado tambidn para la investigacidn de

ctiras dsoenzimas, {(Smith y Rutenburg, 1963; Meade y Rosalki, 1964),

Lgeiryforesie sn gel de Agar

Sordor, Keil y Sebesta (1949) fueron los primeros en describir
vaa separacidén de protefnas por electroforesis en gel de agar y la

ri

Yimera splicacion de esta Vécnica a la separacidén de isoenzimas se
aplicé este procedimiento a la separaciinx

Jebe o Wieme (1959) .« Wicaa
de 1soenzigns de LDY v €TH de tejidos de rata y LDH de suero humano.
Circgs autorsg ia utilizeron también (Vuylsteek y Wieme, 1958; Rescier
¢ wey. 1955, Towen.hal, Vea Sande y Karcher, 1961) y esta técnice se
ha u%ilizads en espesiat uara la resolucidén de fosfatasas dcidas y

1itaiinag y cstervavan.

Wreme reoonilerda ubtilizar Difco Special Agar-Noble para la pre-

garacidn de los gelesy, nero otrcs autores (por ejemplo, Bodman, 196G;
dicen que ~tres grades e ager son igualmente satisfactorios, aunque
bien es cler%o que el sgar desionizado durante algdn tiempo, no for-

na buenos gsles.

La técnica, en su concepcién, es relativamente sencilla; se pre-
rara une disoxucidn de agar al 1% aproximadamente en una solucién
tampin calisate que al enfriarse forma un gel de consistencia satis-
freioria. Para la separacidén de proteinas es recomendable incorporar
azida sddica al 0,5% para evitar la contaminacidn bacteriana ya que
sats soporte tiene el inconveniente de ser un excelente medio de cul~
vo. De todas formac, la azida no debe usarse en el estudio de iso-

snzimas pues es un potente inhibidor de actividad para algunas.
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El tampdsn utilizado suele ser Barbital a un pH 8.4 o Glicocola
a pd 8.7 etc. Bl gel se funde y se vierte sobre un portaobjetos o so-
bre planchas de vidrio mds grandes,mantenidas horizontalmente; con 41
se produce una capa homogénea de unos 2 mm de espesor que cubre com-
pletamente la ldmina de vidrio. La solucidn enzimdtice (unos 5 ml) se
aplica en una hendidura de 1 mm de profundidad que se practica trang~-
versalmente sobre un extrem> del gel. También se puede aplicar la
muestra en un papel que a continuacidn se superpone sobre el gel;
quince minutos después la mayorfa del volumen enzimdtico ha difundi-
dc al interior del gel y se extrae el papel con cuidado. La conexidn
del gel cen las camaras del tampén, donde estdn los electrodos, se

uele hacer con papeles, como en el caso del bloque de almidén, El

w

frerts de migracién se puede establecer con 4zul de Bromofenol. La
iémina de vidrio con el gel se coloca en un aparato que puede estar
refrigerado con una fraccidén de hidrocarburos ligeros de la destila-

¢16a del petréleo.

3.3.5. Electroforesis en gel de *lmiddn

Esta técnica se ha utilizado ampliamente para el estudio de iso-
enzimas y oiros %ipos de proteinas, desde su introduccidn por Smithies
{1955) y ha sido una de las téznicas de Electroforesis que mds ha con-
tribuido al estudio de isoenzimas, aunque en la actualidad ha sido no-

tablemente desplazoda por la Electroforesis en gel de Poliacrilamida,

La modificacidn que esta técnica introduce sobre las descritas
anteriormente es la utilizacidn de un gel de almidén como soporte de
la Electroforesis. Este soporte es conveniente, sobre todo, para téc-
nicas anallticas y tiene la ventaja de que permite su extensién hacia

el campo de las técnicas preparativas.

El almidén "soluble" (parcialmente hidrolizado) de patata, obte-
nido comercialmente, se suspende en una solucidn tampdn en una pro-
oorcién que oscila entre =1 10 y el 15%. La mezcla se calienta con
agitacidén vigorosa hasta que se forma un liquido viscoso traslicido.
Se detiene entonces el calentamiento y se reduce la presidn hasta que

1a mezcla hierva; esto asegira la extraccidén de las burbujas de aire
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4uc -6ste—se haya oo0Dseguifde"be dasomneote la ruccide dsla -7
trompa de vacfo y el 1iquido se vierte en unas bandejas, en cantidad
suficiente como para que se forme un menisco que rebase el borde de
las mismas. Este exceso se comprime con una ldmina de vidrio mien-
tras el gel estd blando aln. Asi se obtiene un gel homogéneo con una

superficie plana y libre de burbujas.

El tampdn utilizado suele ser borato a pH 8.4 pero de igual for-
ma se puede utilizar un fosfato o un acetato. La naturaleza del tam-
pdn contenido en el gel ejerce poca influencia sobre la separacidn de
las bandas pero influye mds notablemente la fuerza idnica del mismo.
Asi, con tampones de baja fuerza iénica, la isoenzima LDH-5 tiende a
migrar hacia el 4nodo, mientras que con tampones de alta fuerza idni-
ca migra claramente hacia el c4dtodo (Ressler et al., 1963). Estos ar
tores atribuyen este efecto a la asociacidn de la isoenzima con -us~
tancias aniénicas presentes en el medio, ya que el incremento en la
concentracidn de almidén en el gel aumenta el efecto de baja fuerza
‘dnica en los tampones; sin embargo, si se realiza una electrofore-
sis preliminar (conocida como "Pre-Electroforesis") del gel, antes
de aplicar la muestra, se elimina este efecto. Con los geles de Agar

ocurre un efecto andlogo.

Se han ensayado sistemas discontinuos de tampdn colocando solu-
ciones distintas en los recipientes de los electrodos y en la prepa-
racién del gel (Poulik, 1957). Este autor aconseja este procedimien-
tc para eliminar el efecto de baja fuerza iédnica sobre las distintaé
movilidades absolutas de la isoenzima LDH-5 y de otras proteinas. La
naturaleza y pH de los distintos tampones se determinarfa con arre-

glo a la experiencia, en cada caso.

La muestra se aplica en una ranura transversal, angosta, en el
extremo catddico del gel, de igual forma que en la Electroforesis en
Agar. Asi se difunde poco y se mejora la resolucién. Por otra parte,
utilizando una concentracidén de almidén relativamente alta, se obtie-
ne un tamafio de poro muy apropiado para que entre en juego un tami-

zado molecular que contribuye a aumentar la resolucidn., Tendrfamos
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entonces el hecho de que el gel no es ya el soporte cldsico de la Elegc
troforesis de Zona, que evita la difusidén, sino que participa en la
geparacién de proteinasAde carga neta parecide y distinto tamafio mo~
lecular. Este efecto, como veremos més adelante, se pone claramente

de manifiesto en la Electroforesis en gel de Poliacrilamida.

En la Blectroforesis en gel de Almidén, la conexién de los bordes
del gel con los electrodos se establece mediante papeles de filtro
como ya se ha descrito anterjiormente para otras modalidades. Las ban-
dejas que contienen el gel estdn colocadas horizontalmente en un apa=-
rato de dimensiones apropiadas y la Electroforesis dura unas dos horas.
Esta es la técnica de Electroforesis horizontal., La misma técnica con
desarrollo vertical est4 descrita por Smithies (1959) y también ha si-

do utilizads, aunque menos, por diversos autores para la separacién -
de isoenzimas.

Como dijimos antes, la Electroforesis en gel de Almidén se puede
aplicar con fines preparativos. En efecto, varios autores han descrito
y utilizado dicha técnica en este sentido con buenos resultados. El
gel de Almiddn tiene la ventaja de que después de transcurrida la Elag
troforesis permite una buena eluciédn de las proteinas separadas y como
proporciona una gran resolucién y buena reproducibilidad se puede te-
fiir una tira longitudinal, enfrentarla con el resto del gel y eluir de

este dltimo las fracciones deseadas.

3.3.6. Electroforesis en gel de Poliacrilamida

La Electroforesis en gel de Poliacrilamida fue introducida por
Ornstein y Davis (1959) y Raymond y Weintraub (1959) y en el momento:
actual hay establecidas una gran variedad de técnicas tomando como |
bage las originales de estos autores. Estas técnicas se han utilizado
con una gran extensidn para la separacidén de isoenzimas, tanto de LDH
como de otros sistemas y asimismo, para la separacién de otras protel-
nas (mitocondriales, séricas etc.) y como un criterio altamente rigu-

roso de pureza para una proteina aislada.

La técnica original de Ornstein y Davis (1959) denominada Disc-

Electroforesis por estos autores (Electroforesis de disco o Electro-
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foresis discontinua) presenta dos tipos de modificaciones sobre

las descritas anteriormente. Por una parte introduce la poliacril-
amida como soporte de la electroforesis y por otra establece, en

su concepcidn original, dos discontinuidades de pH en el gel y una
discontinuidad de reticulacidn. La poliacrilamida constituye un so-
porte muy efectivo para el desarrollo. Por una parte, es un medio
totalmente transparente lo que permite una determinacidén precisa

de las bandas por métodos espectrofotométricos y por otra, su pre-
paracida es posible en un rango amplio de dureza, reticulacidn y
pH; de esta forma la técnica puede aplicarse a la separacién de

proteinas diflcil o imposible de conseguir con otras técnicas.

El establecimiento de las discontinuidades de pH y reticula-
cidn 2n el gel trae consigo que en determinadas condiciones (uti-
lizando un tampén en la cédmara superior de glicocola-tris a pH 8.3)
se cumpla la ecuaciédn de Kohlrausch., La primera discontinuidad de
pH, entre el tampén de la cdmara superior, donde estd el cdtodo y
el gel superior (discontinuidad de pH, de 8.3 a 6.7) hace que las
proteinas penetren en este gel a gran velocidad, aunque una vez en
&1 avanzar con lentitud, dado ¢l pH préximo a la neutralidad., As?
se consigue una de lag grandes ventajas de esta técnica, todag las
proteinas incluldas en la muestra se concentrar en una banda de un
grosor mIinimo. Este gel suele ser muy reticulado aunque de poca du-
reza, circunstancias que favorecen la poca movilidad ds las protel-

nas y que, por tanto, contribuyen a concentrarlas.

La segunda discontinuidad de pH se establece entre el gel su~
pericr y el gel inferior. Asf como el primero suele tener poca lon-
gitud, el segundo, que es el verdadero soporte del desarrollo de 1la
electroforesis, tiene una longitud que oscila entre 50 y 200 mm.
Las protelnas llegan a la linea de separacidn de estos dos geles
totalmente concentradas., En este momento comlenza propiamente el
desarrollo y en todas las moléculas de protefna al mismo tiempo,
con lo que se consigue una resolucidén mucho mayor que con ctras
técnicas, basada en la nitidez de, las baadas y evitdndose solapa-

micntos. E1 pHd del gel inferior ss3 suele ajustar a 8.9 mediante un
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tampén tris-HCl. Este pH resulta adecuado para la resolucién de
una gran variedad de protefnas de suero, isoenzimas de LDI y otras
prote{nas, pero se puede varier en un rango muy amplio, de acuerdo
con la muestra que se pretenda analizar. La composicidn del gel
que hemos descrito, corresponde a la original de Davis (1964) y la

teorfa de su dessrrollo ha sido discutida por Ornstein (1964).

El gel se prepara mezclando una solucién de Acrilamida y Bis-
acrilamida (N,N’, Metilén-diacrilamida) con una solucidén tampén y
con pequefias cantidades de catalizadores (Persulfato aménico, TEMED
-N,N,N’,N; Tetrametilén-etilén~diamina-, Riboflavina}. El porcen-
taje firel de Acrilamida en el gel da la dureza del mismo, que para
la separacién de isoenzimas de LDH suele estar comprendido entre
el 5y 7.5%. La proporcidén entre Acrilamida y Bisacrilamida da 1la
reticulacién del gel, que suele ser 39/1 en el gel inferior y 6/1
en el gel superior., El sistema de polimerizacidén puede ser de dos
tipos, por fotopolimerizacidn (con Riboflavina en el gel) o catié-

nico (cor persulfato aménico).

La solucidén, liore de burbujas de aire,se vierte en unos tubos
de vidiio o pldstico, cerrados por su parte inferior. En ellos tiene
lugar la polimerizacidn, después de la cual se prepara e. gel supe-
rior que se vierte sobre el borde del gel infer.ior y se opera de
igual forma. Terminado este proceso, lcs geles estdn preparados, se
colocan en un aparato adecuado (Davis, 1964) y se procede a desarro-
llar la electroforesis después de aplicar la muestra cncima del gel

superior o incluida en un tercer gel (gel de muestra).

Una vez transcurrida la electroforesis, que suele durar entre
una hora y tres horas, segin la natvraleza de la nuestra y la com-
posicidn del gel, se procede a sacar ectos de lcs tubos y a intro-
ducirlos en una solucidn de tefiido, cuya ccmposicidn es muy varia-

ble, segln las protelnas que se deseen observar,

Esta técnica se ha utilizado con fines preparativos por diver-
sos autores, entre ellos Strauch (197i), Duesberg y Rueckert (1965),
Lewis y Clark (1963) y Jovin et al. (1964).
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3,3.7. Otras tdcnicas para la separacidén de isoenzimas

La Cromatografia en columna, en DEAE-celulosa y en Carboxi-
metil-celulosa, introducidas por Sober y Peterson (1956, 1958) se
han utilizedo también para la separacidén de isoenzimas de LDH (Hess,
1958; Hess y Walter, 1960) y para la aeparacidn de isoenzimas de

Leucina-amino-peptidasa de suero en enfermedades hepdtizas (Dio-

guardi etal,, 1961).

Monre y Angeletti (1961) han llevado a cabo la separacién de
isoenzimas de fosfatasas, Glucosa-6-P-DH y 6-P-glucénico-DH median-

te Cromatograffa en gradiente de elucién sobre DEAE-celulosa,

Le técnica de filtracidn en gel (Porath y Flodin, 1959) se
ha utilizado también para la separacién de isoenzimas. Wilding (1963)
ha investigado por este procedimiento la heterogeneidad de la ami-
lasa de suero y orina, Wieland y Determann (1962) han utilizado el
DELE~Sephadex para la separacién de isoenzimas de LDH, asi como

otros autores.

La mayoris de estas técnicas, no electroforéticas se han uti-
lizado siempre con fines preparativos. Por ello, no es de extra-
fiar que su utilizacidn haya sido rés restringada que la de las téc-
nicas descritas anteriormente. No obstante, como se discute después,
las técnicas cronatogrdficas no han de entenderse, en este sentido,
como competitivas de laes electroforéticas sino complementarias unas
de otras, especialmente en lo que se refiere a la purificacidn de

las 1soenzimas.

3.3.8. Discusidrn de las técnicas de separacidn de isocnzimas

Como se puede apreciar, por lo expuesto hasta el momento, hay
una gran variedad de técnicas que pueden hacer posible la determi-
nacidn de una heterogeneidad estructural en un sistema eniimético
o en una protelna que se suponfan hcmogéneos y proceder a su pos-
terior estudio. Si tenemos en cuenta que la separacidn de isoenzi-
mas puede hacerse con dos tipos de objetivos, preparativos y anali-

ticos, nos parece mfs adecuado utjlizar la electroforesis para la
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segunda finalided pues permite la aplicacidén répida de méltiples

nuestras, iguales o distintas y el reconocimiento de las fraccio-

nes es sencillo, como ya se ha discutido anteriormente,

En cuanto a la gran varicdad de técnicas de Electroforesis de
zona que se han descrito hasta el momento, es indudable que la
Electroforesis en gel de Poliacrilamida es la que permite mayor
variabilidad de condiciones y, por tanto, la que mejor puede adap-
tarse a cada problema. Si afiadimos a esto su magnlfica resolucidn
¥y la circunstancia de que el gel es perfectamente transparente,
con lo que se puede densitometrar con gran correccidn, se compren-
derd lc extendida que se encuentra esta técnica en la actualidad.
La Blectroforesis en papel, acetato de celulosa y bloque de almi-
d8n presentan el inconveniente de que no evitan la difusidén de
las bandas. El1 densitometrado de las mismas es defectuoso en nu-
chos casos y la aplicacidn de la nuestra no es lo suficientemente
homogénea, La Electroforesis en gel de almidén presenta también
estos irconvenientes, aunque nds reducidos pero el densitometrado
no se puede llevar a cabo con extrema limpieza pues el soporte ano
es transparente. Lo primera ventaje que ofrece la Electroforegis
en gel de Poliacrilamida, a nuestro juicio es la sencillez en 1la
aplicacidn de la muestra acompafiada de la concentracidn homogénesa
de la mismaj permite ademds variar el pH y la reticulacidn del
medio de desarrollo pudiendo establecerse mdltiples discontinuidades
de uno u otro tipo a lo largo del gel con lo que se nueden angli-
zar proteinas en un rango muy amplio de peso molecular, carga ncta
etc. Baste seflalar algunas de las modalidades descritas corrigiendo
el método original de Ornstein y Davis (1959), para la geparacidn
¥y el estudio de diversas protelnas.

hplicacidn de la Electroforesis en gel de Poliacrilemida a 1la
determinacidn de pesos moleculares de proteinas. (Weber y Osborn,
1969). Daterminacién de las fracciones de histonas (Johns, 1967
Separacién de lipoproteinas de suero (Pratt y Dangerfield, 1969),
Separacién‘de proteinas mediante "Isoelectric focusing"(Svensson,

1962; Vesterberg y Svensson, 1966).
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" Las técnicug preparativas, si bien en su concepcidn tedrica
serfan muy similares a las analiticas, en lo que respecta a la
gseparacidén de protelnas, no es menos cierto que su realizacidn
préctice presenta varias dificultades sobre la base de problemas
técnicos, especialmente en lo que se refiere al sistema de elucidn
de fracciones. Un problema general de todos los aparatos de elec-
troforesis preparativa en gel de poliacrilamida descritos hasta
el momentoc, es la reducida cantidad de muestra que permiten apli=-
cer (40-80 mg de protelna total como mfximo) ya que de utilizarse
una colunna demasiado gruesa la refrigeracidn de la misma no seria
efectiva, Si coordinamos esta circunstancia con la alta resolucidn
que proporciona esta técnica, llegaremos a la conclusidn de que su
utilizacidn mds idénea estd exclusivamente en la purificacidn de
proteinas, para lo cual, indiscutiblemente es una técnica sumamen-
te efectiva. Esta consideracidn aebe entenderse comentando los
procedimientos de Electroforesis de disco tal y comu fucron dige-
fiados inicialmente por Oranstein y Davis (1959) aunque adaptados
a técnicas preparativas. Por todo ello hay que sefialar gque la uti-
lizacidn de estes técnicas electroforéticas para aislar proteinas
debe constituir uno de los pasos, quizd el Yltimo, de un procseso
de purificacidn, que precisard utilizar otras técnicas corn ante-

rioridad (precipivacidén con sulfaco aménico, cromatografia etc.).

3,3.9. Proyeccidén de estas técanicas para el estudio de otres

isoenzimas

El método de revelado de iscenzimas de LDH irtroducide por
Markert y M@ller (1959) y perfeccionado por Dewey y Conklin (1960)
que estd representado en la figura de la pdgina 65, fue modificado
por diversos autores para proceder al estudio de otras isoenzimas;
sustituyendo el dcido l4ctico por el sustrato adecuado, la técni-
ca se¢ pusde emplear para la determinacién de otras deshidrogenasas.
Ls! se han estudiado las Mflico-deshidrogenasas (Tsao, 1960, en gel

de almidén), Isocftrico-deshidrogenasas cambiando, ademds el NAD®
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por NADP' (Vignais y Vignais, 1961; Kaplan, 1963), Glucosa-6~P-des-
hidrogenasa (Tsao, 1960) etc.

Ademds, acoplando la reaccidn de deshidrogenacidn con otro
sistema, esta técnica se puede extender al estudio de otro tipo de
isosnzimas, tales como aspArtico-aminv-transferasas (Boyde y Latner,
1961). ‘

Otros sigstemas enziméticos, como son las esterasas se han in-
vestigado con técnicas distintes, en este caso con el procedimiento
de Nachlas y Seligman (1949) para su utilizacidn en histoquimica y

nodificado después por Gomori (1952),
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OBJETIVOS

A la vista de la importancia reguledora, en general, de las iso-
enzimas y de las posibles incidencias particulares de cofactores y

hormonas sohre cada uns de ellas, se piantea en esta investigacidn:

1. Un estudio cinético general, comparado de las cinco isoenzimas

de L&ctico-deshidrogenasa (LDH).

2. Un estudio de la influencia que sobro la cinética individual de ca-

da isoenzima de LDH ejercen distintos tipos de factores.

3. Un estudio comparado de estas influencias en sistemas isoenzimdti-

cos de LDH procedentes de distintos 4rgancs y tejidos.

4, Un estudio de los efectos que sobre lus sistemas isoenzimdticous de

LDH ejercen difereiites estados fisiollgicos.

5. Un estudio de las caracteristicas de microheterogeneidusd del siste-

ma isoenzimdtico LDH y su interpretacidn funcional.
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MATERIAL Y METODOS

1. REACTIVOS

Acido lLdctico, de BDH, AnalaR. Solucidn comercial DL al 88%. A partir

de este liquido se prepara una disolucién 1 M de Lactato sédico neu-

tralizdndolo con NaQOH hasta alcanzar un PH de T.4

Nicotin-amida-Adenina-Dinucleotido (NAD*), de Sigma, grado III. Se

conservd a =30°C y se disolvié siempre en el momento de su utiliza-

cidn,

Nitro-Blue-Tetrazolio (NBT), de Sigma. Conservado a 3-6°C, y disuelto

siempre en el momento de su utilizacidn, alejado de la luz,

Fenazina-Metosulfato (PMS), de Sigma. Conservado y disuelto en igual-

dad de condiciones que el NBT.

Adenosina-Tri-Fosfate (ATP), de Sigma. Conservado y disuelto en igual-

dad de condiciones que el naD*,
Acrilamida, de Koch-Light, pura,

Bigacrilamida (N,N’-Metilén-Diacrilamida), de Koch-Light, pura.

Riboflavina, de Koch-Light, pura.

TEMED (N,N,N‘,N’-Tetrametil-Etilén~-Diamina), de Koch-Light, purfsimo,

Reactivo de Fenoles, de Folin-Ciocalteau. de Merck,

Amido-Schwartz (negro Amido), de Fluka,

Los demds reactivos son puros, de Merck.



82

2. ANIMALES DE EXPERIMENTACION

2,1, ESPECIES

Ratas. Epimys rattus L., variedad albina,

Conejos. Oryctolagus cunfculus L., raza neozelandesa.

2.2, DIETA Y CONDICIONES DE MANTENIMIENTO

Las ratas se mantuvieron en jaulas de pldstico transparente con
iluminacién homogénea, en grupos de tres a cuatro por jaula., Los co-
ne jos, todos hembras, se mantuvieron en jaulas individuales. Todos
los animales se mantuvieron en una habitacién con humedad controlada

Yy cuya temperatura se ajustéd a 18-20°C,

2+.3. TRATAMIENTO

Las ratas no recibieron ningln tratamiento especial. Las cone-
jas se dividieron en cuatro grupos de cuatro animales cada uno, se-

gin se detalla en la tabla sigulente.

Grupo n? Tratamiento

1 Control total

2 Control-Insulina
3 Control-Gestante
4

Gestante~Insulina
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Gestacidn

Los animales correspondientes a los grupos 3 y 4 se cubrieron
ventiocho dfas antes de la extracciédn de 6rganos, con un error de

i24 horas.

Administraciédn de Insulina

Los animales correspondientes a los grupos 2 y 4 recibieron
inyecciones subcutdneas de Insulina (libre de Glucagdn) en cantida-
des crecientes de acuerdo con la fecha del desarrollo de la experien-~
cia, Las inyecciones son diarias y se administran de la forma siguien-
tes Diecisiete dfas antes de la fecha en que se han de cubrir los
animales de los grupos 3 y 4, 0.3 unidades; una semana antes de esta
fecha, se interrumpe el tratamiento. Después de cubiertos dichos ani-
males, se reanuda el tratamiento incrementando la cantidad de Insuli-
na (0,5 unidades durante diez dias), y a partir de entonces se vuelve
a incrementar el tratamiento (0,75 unidades de Insulina hasta el dfa

de la muerte y extraccién de drganos).

Toma de muestras

A lo largo de toda la experiencia se toman sucesivas muestras
de saagre, cada tres dfas. Estas extracciones sélo se interrumpen

diez dfas antes del cruzamiento y diez dfas después del mismo.

2.4. EXTRACCION DE ORGANOS Y TEJIDOS

Un dfa antes de los ventinueve que dura la gestacidn se mataron
todos los animales mediante inyeccidn intravenosa de aire y de ellos
se extrajo el cerebro, higado, endometrio y tejido adiposo, date Gl
timo de varias zonas: peri-renal, intestinal y subcutdneo. Los fetos
fueron extraidos practicando la Cesdrea en las conejas gestantes y de

ellos se extrajo hfgado y cereoro.

A excepcidén del tejido adiposo, que se homogeneizé inmediatamen-
te después de su extraccidn, los demds 6rganos y tejidos se lavaron
previamente en NaCl 0.14 M a 3-6"C antes de proceder a la homogenei=-

zacidr.,
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Las ratas y los fetos se mataron siempre por decapitacién,

Le extraccidn del Endometrio ofrece mayor dificultad que la del
resto de los drganos y tejidos; se realiza ésta rascando con una es-
pdtula en la pared interna del dtero. La espdtula debe ser de tefldn
para evitar dafiar al mdsculo liso y contaminar la muestra. El mﬁgculo
estriado que se extrae de rata para estudios cinéticos es siempré

el Sartorio.

Inmediatamente después de la extraccidn y lavado de los 4rganos
y tejidos se procedié a su homogeneizacién en proporciones 1/3 (peso/
volumen) en sacarosa 0.25 M. De acuerdo con la naturaleza de cada te-
jido se utilizdé un procedimiento para llevarla a cabo. el tejido adi-
poso, cerebro, hfgado y endometrio se homogeneizé en un Potter de vi-
drio con émbolo de vidrio esmerilado terminado en punta cénica y el
mdsculo estriado se homogeneizé en un Omni-Mixer de la Casa Sorvall,

homogeneizador de aspas, a 180 revoluciones.

El homogeneizado se céntrifugéd a 30.000g utilizando una Centri-
fuga Sorvall con rotor $5-34, durante diez minutos, a temperatura
0-3°C. Bl tiempo desde la muerte del animal hasta la obtencidn del
sobrenadante de la centrifugacién no excedid a 30 minutos y durante
su'transcurso, lcs tejidos se mantuvieron siempre a baja temperatura
(3-6°C). E1 sobrenadante se utilizé irmediatamente para el estudio

de las 1soenzimas de I.DK.
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3. ELECTROFORESIS

3.1. COMPOSICION DEL GEL DE POLIACRILAMIDA

Sobre la técnica de electroforesis descrita por Davis (1964)
hemos introducido una variante que contribuye a mejorar la resolucidn
del mdtodo. La muestra se diluye en sacarosa 40%, en proporciones 1/4
(v/v) y se aplica directamente sobre el gel superior, en lugar de
mezclarla con acrilamidaj de esta forma, la zona superior, donde estd
la mezcla de protefnas que se van a separar tiene una conductividad
muy baja por lo que migran a poca velocidad, & medida que la glicoco-
la del tampén de la cdmara superior va penetrando en la zona de la sa-
carosa. Avanzando todas, con el frente de glicocola se van concentran-
do ya en esta zona y llegan al gel superior concentradas. Con ello se
mejora el efecto de la discontinuidad de pH y reticulacidén comentado

anteriormente y se obtiene una elevada resolucidén,

De acuerdv con el objevivo de cada experimento, se prepararon gc -
les de dos tipos, para el estudio de la regulacidn y cindtica de las
isvoenzimas de LDH y para el andlisis de la microheterogeneidad de es-
tas isoenzimas. Ambos se prepararon en tubos de 5 mm de difdmetro inter -
no, 8 mm de didmetro externo y 100 8 120 nmm de longitud. Durante la
polimerizacidn, los tubos estdn tapados por el extremo inferior con

gomas y dispuestos en gradillas, verticalmente.

3.1.1. Efectos reguladores y estudios cinéticos

El gel inferior tiene una longitud de 70 mm y el superior unos
2.5 mm (50 ml). Los geles se preparan segin se describe a continuacida
GEL INFERIOR (7.5% de Acrilamida).
Solucién 1 (monémero) Acrilamida coeceescsscecs 28 g
Bisacrilamida ceccoesscces 0,75 g

HZO tridestilada,hasta ., 100 ml

Solucién 2 (Tampén-TEMED) Tris 3 M, pH 8.9 ajustado con HC1
Temed 0.23%
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Solucién 3. Persulfato aménico 0.14% (preparada en el momento de

su utilizacién).

Todas estas soluclones se prepararon con agua tridestilada y se
mantuvieron a 3-6°C. Para preparar el gel inferior estas soluciones

se mezclan en proporciédn Mondémero/Tampén-TEMED/agua tridestilada/per-
sulfato, 2/1/1/4 (en volumen). De la mezcla resultante se extraen las
bufbujas de aire reduciendo la presién y agitando vigorosamente. Inme-
diatamente el gel se deposita en los tubos .y encima de la superficie
se afiade una pequefia cantidad de agua para evitar que se forme menis-
co al polimerizar. El agua debe afladirse con cuidado para no agitar

la superficie del gel. La polimerizacidn completa dura unos veinte
minuios; una vez terminada ésta, se extrae el agua y se prepara el gel

superior de acuerdo con la siguiente tabla.

GEL SUPERIOR

Solucidn 4. (Mondmero) Acrilamida 10 g
Bisacrilamida 2,5 g
H20 hasta 100 ml
Solucidén 5., (Tampén-TEMED) Tris 0.48 M , pH 6.7
TEMED 0.46%

(el pH se ajusta con HCl., La concentracién final
de Tris es 0.48 M).

Selucién 6. Riboflavina 4 mg/l100 ml

Todos estos reactivos se preparan, igualmente con agua tridestilada.
El:gel superior se prepara mezclando estas soluclones en proporciones
Mondmero/Tampén-TEMED /Riboflavina, 2/1/1 (en volumen). La mezcla re-
sultante se diluye al 50% en volumen, con sacarosa 40%. Este gel se
prepara en la oscuridad para evitar que polimerice. De 41 se afiaden
50 ml a cada tubo,sobre la superficie del gel inferior y los tubos se
exponen a luz fluorescente. La polimerizacidn dura unos minutos, Ter-

minada ésta, los tubos se disponen en la Cuba de Electroforesis.
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3.1.2. Microheterogeneidad

Los geles para realizar este tipo de estudios tienen,bdsicamente,
la composicidn del gel inferior detallado antes, aunque difieren de
81 en que la columna es més larga (100 mm), por lo que se utilizan
tubos de 120 mm de longitud, y a lo largo de ella se establece un
gradiente de pH desde 4.5 hasta 8.9, correspondiendo el pH mds 4cido
al extremo inferior del gel. El gradiente es discontinuo y se reali-
ze. preparando diez geles cuyos pH respectivos son 4.5/5.0/5.5/6.0/
6.5/7.0/7.5/8.0/8.5/8.9, La composicidén de todos es la misma que la
descrita anteriormente para el gel inferior; sdlo difieren en el pH,
cuya variacidén se consigue afiadiendo mayor cantidad de HCl en la so-
lucién 2, pero manteniendo la concentracién de Tris 3 M, Cada uno de

estos geles tiene una longitud de 10 mm y encima del dltimo no se

afiade gel superior,

3.2. DESARROLLO

La cuba para Electroforesis en Gel de Poliacrilamida descrita por
Davis (1964) y expendida en el mercado pnr diversas casas comerciales
tal y como €1 la disefié, o con ligeras modificaciones, presenta el in-
conveniente, a nuestro juicio, de ser incdmoda de manejer y no conte-
ner un sistema de refrigeracidén efectivo. Su manejo engorroso, espe-
cialmente al aplicar la muestra, se pone bien de manifiesto cuando se
tienen que desarrollarmuchos geles en un tiempo limitado. El sistema
de refrigeracién inadecuado (se refrigeran los tubos que contienen
los geles a través de una refrigeracidn previa del tempdén de la cédma-
ra inferior) plantea inconvenientes cuando se proyecta analizar la
actividad enZimitica de una muestra, después de desarrollada la elec-
troforesis. Estas son las razones que nos han llevado a diseflar una

cuba de electroforesis que solucione estos dos extremos.

El aparato que se describe estd representadc en la figura de la
pdgina siguiente; consta de tres piezas. La primera constituye la cd-
ra del tampdn inferior y lleva incorporado el electrodo inferior (un

hilo de platino central en toda su longitud con el borne en un extremo.
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Esquema y fotografia de la cubeta para electroforesis en gel de poliacrilamida
descrita en el texto, con capacidad para dieciseis o treinta y dos geles.
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Sobre esta pieza se encaja la segunda: un cuerpo que contiene
la c4mara de refrigeracién y la c4mara del tampdn superior; los tu-
bos que contienen los geles se encajan en este cuerpo sujetos por
cilindros de goma en los dos extremos. Asi, la corriente de agua de
refrigeracién estd en contacto directo con los mismos y es méds efec-
tivo el mantenimiento de una temperatura baja., La longitud de los
tubos que se pueden desarrollar en esta cdmara oscila entre 8 y 15 cm;
dispuestos en el aparato forman dos filas de ocho y equidistan de los

dos electrodose.

La tercera pieza es la tapa de la cédmara superier, la cual lleva
acoplado el electrodo que quedard sumergido en el tampdén cuando esgté

montada la cubeta.

Dadas las dimensiones del aparato, la aplicacidn de la muestra
es realmente cémoda y répida, lo que permite obtener series amplias
de geles homogéneos en tiempo limitado. Las distancias de los tubos
a los electrodos son lo suficientemente pequefias como para que el de-
sarrollo de la electroforesis dure muy poco tiempo. En una hora se
obtiene una separacién correcta de proteinas de suero y en tres horas

una separacién completa de las cinco isoenzimas de LDH.

Tomando como base el modelo descrito (que permite desarrollar
dieciseis gnles simultaneamente) hemos constriafdo otro de andlogas
caracterfsticas con capacidad para treinta y dos geles. Su utiliza-

cidn es muy conveniente, en especial, para estudios cindticos.

Composicidn del tampdn

#1 tampén que se incluye en las cémaras de los electrodos estd
compueste por Glicocola 0.037 M y Tris, ajustado a pH 8.3. Se suele
preparar una Solucién Stock, diez veces mds concentrada y diluirla
en el momento de su utilizacidn. La solucidn que se incluye en ambas

cdmaras (superior e inferior) tiene la misma composicién,

Aplicaciédn de la muestra

La muestra se diluye al 20% en sacarosa 40% y de esta mezcla se

aplican 50 ul sobre la superficie spperior de cada gel y después
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se afiade Tampén+Glicocola-Tris hasta completar el volumen del tubo
procurando que no se mezcle éste con la muestra. La cdmara del tam-
pén superior se llena con el mismo tampén hasta que quede sumergi-
do el electrodo y si se desea, se afiaden 5 ml de Azul de Bromofenol

lmg/100ml para marcar el frente de migracidn.

Condiciones de desarrolly

.1 comenzar la electroforesis se gradfia el voltaje de forma Que
la Intensidad de la corriente sea de 1.5 mA por tubo, y 15 minutos
después se corrige esta intensidad a 2.5 mA por tubo. El 4nodo co-
rresponde siempre a la cubeta inferior y el c4todo a la superior.,
Las protefnas migran hacia el 4nodo y el tiempo de desarrollo os-

cila alrededor de tres horas,

Las electroforesis proyectadas para el estudio de la Microhete-
rogeneidad de las Isoenzimas de LDH llevan un tiempo de desarrollo
mds largo que oscila entre 18 y 20 horas debido a la poca movilidad

de las bandas a pH préximos a sus puntos isoeléctricos.

3.3. REVELADO

Una vez terminada la electroforesis, los geles se sacan de los
tubos inyectando agua destilada fria a presién entre la pared del
tubo y el borde del gel, procurando no dafiarlo. Los geles se sumer-
gen en agua destilada y despuéds de lavarlos se introducen en la so-
lucién de revelado, cuya composicién es variable, de acuerdo con
el objetivo del exnerimento. Para obtener esquemas de distribucio-
nes de actividad isoenzimftica, asi como para poner de manifiesto
la Microheterogeneidad de las isoenzimas de LDH se prepard una so-
lucién de incubacidn (o revelado) basada en el método descrito por
Dewey y Conklin (1960) aunque con ciertas modificaciones en lo que
atafie a la concentracidn de los reactivos: L-lactato sddico, 0,015 M;
NADY 4 mi; MgCl,, 0.227 mM; NaCl, 4.54 mi; NBT, 0.3 nM; PMS, 0.015 ml;
en Tampén Fosfato potédsico 0.09 M a pH 7.4. Los geles fueron incuba-
dos a 379C durante 12 minutos y a continuacidn lavados abundantemen-

te con agua destilada fria y finalmente fijados con 4cido acdtico 7.5%.
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En los estudios cindticos de isoenzimas realizados sobre los
geles se utilizd la misma solucién de revelado excepto-en lo que ata-
fie a las concentraciones de L-lactato ¥ NAD+que se determinaron de
acuerdo con el experimento, en un rango de 0.5 a 4 mM para NADt y

5 a 40 mM para L-lactato.

El tiempo de incubacidén se determiné en estos experimentos en-
tre 8 y 14 minutos, segln el experimento, pero siempre el mismo para
todos los geles de una misma tanda. Como para la realizacidén de este
tipo de estudios es crftico el tiempo de incubacién, y especialmente
lo es que el tiempo de incubacién sea ¢l mismo para todos los geles,

gse disefié y se construyd un Multiaplicador, aparato que permite la

aplicacidn simultdnea de 64 mezclas de incubacidn distintas en 64

geles, as{ como la extraccién de la misma y el lavado simultédneos.

Un esquema del Multiaplicador se presenta en la pdgina siguiente,
Coﬁsta de un soporte que contiene 64 pipetas, las cuales, tapadas por
su parté inferior, se pueden llenar con las respectivas mezclas de
incubacién. Entonces se tapan todas por su parte superior con tapones
de goma en los que hay introducidos unos anillos metdlicos, a través
de los cuales se insertan varillas de acero inoxidable. Con las pipe-
tas cargadas y cerradas por arriba, el soporte se ajusta sobre una
gradilla que contiene 64 tubos, en cada uno de los cuales hay un gel,
Normalmente, todos los geles son iguales en su composicién, todos han
sido aplicados con la misma muestra y con idéntico volumen de la mig-
ma, y en todos ha transcurrido la electroforesis en las mismas coﬁdi-
ciones. El soporte de las pipetas ajusta sobre esta gradilla de tal
forma que al levantar las varillas de acero, todas las pipetas descar-
gan su contenido sobre el tubo que contiene el gel respectivo. En ese

momento comienza el tiempo de incubacidn,

La reaccién se detiene colocande una malla de metacrilato sobre
el borde superior de los tubos y volcando el contenido de los mismos.
Entonces, los tubos se abren por el extremo inferior de igual forma
que se hize antes con las pipetas y se sustituyen los tapones por

otra malla de metacrilato. A través de los tubos, abiertos por ambos



Fotografia del multiaplicador descrito en el texto,

con capacidad para aplicar la mezcla de incubacion

simultanéamente en 64 tubos,

que contienen los geles.
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lados, pequontenidos sus extremos por las mallas de metacrilato, se
hace pasar una corriente de agua destilada frfa durante 5-10 minutos,
para eliminar los residuos de la solucidén e revelado y finalmente,
log geles se introducen en 4cido acético 7.5% para fijar las bandas,
conservédndolos a 3-6°C y en la oscuridad hasta el momento de proceder
al Densitometrado para la valoracidén cuantitativa de la actividad de

isoenzimas.

La incubacién se realiza siempre en bafio de agua a 37°C y en la

oscuridad.

Los experimentos encaminados a determinar las influencias regu-
ladoras del ATP sobre la cinética de reaccidn de las isoenzimas se
llevaron a cabo utilizando también el multiaplicador. En este caso,
los geles, antes de ser sumergidos en la solucién de revelado, se in-

cubaron en una solucién que contiene MgCl NaCl, y Tampdn Fosfato

2’
potdsicyu en concen*raciones iguales a las descritas anteriormnnte,
pero con ATP a distintas concentrcciones, en el rango de '
durante diez minutos, a 379C, operando despuds con ellos como ya se
ha indicado. En la pdgina siguiente se exponen algunas fotograflas
de geles revelados, donde pueden verse las cinco isoenzimas de LDH,
as{ como una serie de geles que corresponde a estudios cinéticos; en
ella puede observarse la distinta intensidad de las bandas, en cada

isoenzima de LDH.

4. VALORACION CUANTITATIVA DE LA ACTIVIDAD DE ISOENZIMAS DE LDH

La determinacién cuantitativa de la actividad de cada isoenzi-
ma de LDH se 1llevé a cabo con un Microdensitédmetro Canalco, modelo G,
equipado con un computador para el registro automdtico de las 4reas

de los picos, as{ como para la obtencidn de los porcentajes de las

mismas en el total.

El Microdensitémetro est4{ equipado con un filtro de 560 nm para
determinar la Absorbancia del formazano-dzrivado que resulta de la
reduccién del azul de tetrazolio. Las 4reas de los picos que se ob-

ti2nen corresponden a la actividad de cada isoenzima de LDH. En los



Fotografias de cuatro geles, revelados para detectar
la actividad de las isoenzimas de LDH, separadas por

electroforesis en gel de poliacrilamida.

Fotografia de una serie de geles que corresponden a

un estudio cinético de las isoenzimas de LDH de ce-
rebro de rata. Segln las concentraciones de sustra-

tos cada banda aparece tefiida con distinta actividad.
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expérimentos encaminados a determinar esquemas de distribucién isoen-
zimética se calculd el pofcentaje de las 4dreas de cada isoenzima fren-
te al total de las cinco. Estos valores son los que estdn expuest9s en
el apartado 3 del capIitulo de resultados (pdg. 142 y sig.). En lod ex-
perimentos que corresponden a estudios cinéticos se tomé el drea abso-
luté ds cada pico como la velocidad inicial de cada isoenzima a 1as
concentraciones correspondientes de sustratos y cofactores. Sobre estos
valores se construyeron las grdficas que se presentan en el capitglo de

i

resultados (apartado 2, pdg. 100 y sig.)-

El Misrodensitémetio se puede ajustar a tres rangos de absorban-
cia; 0-0.3/0-1.0/0-3.0, lo que posibilita la lectura de bandas muy
intensas o apenas imperceptibles, y permite una medicidn muy apropiada
de las distintas actividades especificas cuzndo se hacen estudios ci-
néticos. Ademds, este aparato permite ampliar la sefial en numerosos pun-
tos, graduar las rendijas de entrada y salida etc., y proceder a la in=-
tegfacidn de las dreas de los picos en el registro y mediante el dompu-
tador, con circuitos integrados. El barrido sucesivo de los mismosvge-
les ‘modificando todas estas condiciones nos ha permitido considerar que
el error de lectura es del orden de 0.5 cobre cl valor del 4rea. Hay
que:hacer notar, sin embargo, que todos los puntos que se ofrecen en
una misma gréfica donde se comparan valores absolutos de velocidad de
reaccidn (figuras 2.1 a 2.6 y 2.9 a 2.13) se han obtenido ajustando el
Microdensitémetro en unas condiciones fijas para cada una de ellas,

En la figura de la pdgina siguiente se presentan algunos de los densi-

togramas obtenidos.

5. TECNICAS COMPLEMENTARIAS

Valoracidn de proteinas.-La valoracidén de proteinas se 1llevd a cabo en
cada expe-imento, siempre en el sobrenadante de la centrifugacién uti-
lizando el método Jle Lowry et al (1951).

Valofacién de LDH total.-Esta valoracidn se hizo siguiendo el método

original de Wroblewski y La Due (1957).

Tincidn de proteinas totales en los geles.-Con objeto de determinar

las fracciones proteficas mds abundantes en una muestra, se procedid,
en algunos casos, & utilizar esta técnica utilizando Amido Schwarz al
0.5%:en acdtico 7% durante 16 horas. El destefiido se hace en horizontal

con una intensidad de 10-15 mA.
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RESULTADOS Y DISCUSTION

1. MICROHETEROGENEIDAD DE ISOENZIMAS DE LDH

Al concebir el gel de desarrollo con un gradiente discontinuo
de pH, segin estd descrito en la pédgina 87, consideramos que dos o
mds protelnas ligeramente distintas en su estructura y, por tanto,
con puntos isoeléctricos muy préximos, sdlo manifestarian diferencias
de movilidad a pH muy cercano a los mismos. Al transcurrir la electro-
foresis, las cinco isoenzimas de LDH correrlan a distinta velocidad
pero cada una de ellas, al llegar a la zona del gel donde el pH es
préximo a su punto isoeléctrico irfa perdiendo velocidad y en el caso
de estar constitulda por varias fracciones ligeramente distintas, &s-
tas comenzarian a manifestar diferencias de movilidad, hasta el punto
de quedar detenida una de ellas y continuar avanzando, aunque lenta-

mente, las demés.

En efecto, mediante esta técnica se pudo poner de manifiesto que
dentro de lo que se ha venido considerando como una isoenzima de LDH
existe una microheterogeneidad estructural. La electroforesis se ﬁanu
tuvo durante un total de veinte horas de desarrollo habiendo aplicado
un extracto de cerebro de rata. 4 las cinco horas del comienzo se sa-
caron dos geles de la cubeta y se revelaron para poner de manifiesto
las isoenzimas de LDH. Cada columna presentaba tan sélo cinco isoen-
zimas, Dos horas después se sacaron otros dos y se revelaron de igual
forma; en ellos, se pudo comprobar que las isoenzimas hablan avanzado
més:y algunas se presentaban desdobladas en varias "sub-bandas". Dos
horas més tarde se volvieron a sacar dos geles en los que, despuéds de
revelados se pudieron observar cinco regiones con actividad LDH y en
cadd una de ellas varias bandas que totalizaban 12-14 isoenzimas. En
la ﬁégina siguiente se muestra un esquema y una fotograffa de dichos

geles,
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8h

Fotografias de varios geles, preparados como se explica en la pdgina 87, en los que se
ha aplicado un extracto de cerebro de rata y se han realizado electroforesis con distin-
tas horas de desarrollo, segiin se detalla en cada serie. Asi se consigue poner de mani-
fiesto la microheterogeneidad del sistema LDH, después de revelarlos por el método es-
pecifico de este sistema enzimitico.

oH

89
Tam  LOWT ] =i
8 LDH-5
80 Lowy

75

6-5 LD 2 o
-6-0-"-—*- LDH-3
——— — _!'-DH' . —
5‘5 L LDH'Z
” LDH-1
45 B

74 h 184

Esquemas que ponen de manifiesto la microheterogeneidad del sistenia enzimdtico LDH,
obtenidos de los geles cuyas fotografias se exponen arriba. Las flechas que van de
uno a otro explican el desdoblamiento de las bandas, y permiten localizar el orlgen
de las sub-bandas, haciendo posible un estudio mds completo de la microheterogeneidat
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A1 discutir estos resultados hemos de llamar la atencidn en la
técnica utilizada. E1 gradiente de pH proporciona un medio adecuado pa-
ra la resolucién de sub-bandas y el distinto tiempo de desarrollo de
la electroforesis en cada gel o serie de geles permite conocer las isoes
enzimas que presentan microheterogeneidad, asi como la extensidn de la
misma. Siguiendo el transcurso de la electroforesis en las fotografilas

y esquemas de la pédgina anterior se puede observar cémo, a medida que
transcurre el tiempo de desarrollo, cada isoenzima exhibe diferentes

esquemas de heterogeneidad. Las flechas que van de un esquema a otro
indican estas relaciones.

Como se comentd en la introduccién, Koen y Goodman (1969) dan una
interpretacién genética a este hecho, pero otros autores suponen un
mecanismo distinto. Asi, Levitzki (1972) supone que las sub-bandas pue-
den originarse por la forma de interaccionar los monémeros para dar el
tetrédmero. Se pueden dar, sin embargo, otras explicaciones, como es,
que un mismo mondémero manifieste ciertas diferencias en su estructura

primaria, como pueden ser acetilaciones en grupos NHQ, bloqueo de de

21 44

B,, etc. daria un amplio conjun-

grupos SH etc. Asi no habria tan sélo un monémero A, sino Al’ A
etc. y su interaccidén con B, o con Bl’
to de isoenzimas ligeramente distintas en su estructura, aunque suscep-
tibles de ser separadas con técnicas analiticas capaces de mostrar una

elevada resolucidn, como la utilizada en este caso.

Por otra parte, estudios de este mismo tipo realizados en higado
y misculo estriado han sefialado que estos esquemas de microheterogenei-
dad del sistema enzimftico LDH son distintos en los tres drganos. Estas
diferencias podrfan explicar los distintos efectos reguladores que so-

bre las isoenzimas pueden ejercer determinados cofactores o ligandos,
como NAD+, ATP etc.
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2, ESTUDIOS CINETICOS DE LAS ISOENZIMAS DE LDH
2.1. CEREBRO DE RATA

Al analizar la cinética de reaccidn de las isoenzimas de LDH
tomando el 4cido L-ldctico como sustratc de concentraciédn variable
en el rango de 2.5 a 20 mM y a una concentracién constante de NADY
(0.75 mM) se han obtenido valores de velocidades iniciales para las
cinco isoenzimas de LDH, los cuales se exponen en las tablas siguien-

tes.

La tabla 2.1 contiene los vakores correspondientes a las isoen-
zimas LDH-1 a LDH-4 de acuerdo con la concentracidn de L-l4ctico.
La tabla 2.2 contiene las inversas respectivas de los resultados
de la tabla anterior. La tabla 2.3 contiene los resultados corres-
pondientes a las isoenzimas LDH-4 y -5 obtenidas en otro experimen-
Yo y la tabla 2.4 las inversas de estos valores. Mediante los resul=-
tados expuestos en estas tablas se ha procedido a representar con-

Juntamente las cinéticas de las cinco isoenzimas (figura 2.,1).

TABLA 2.1

Velocidades iniciales de la reaccién lgctico-pirdvico ca-
talizada por cada una de las isoenzimas de LDH.
(Concentracidn de NAD*, 0.75 mM, .

Concentracidn Velocidad
de L-ldctico mM Isoenzimas de LDH
1 2 3 4

2.5 65 47
4.0 85 65 45
5.0 105 74 54 38
7.5 123 90 73 47
10.0 132 105 80 55

20,0 166 133 107 77




TABLA 2.2
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Inversas de las velocidades de reaccidn expuestas en la

tabla anterior correspondientes a las inversas de concen-

traciones de L-14ctico.

1/velocidad X 1077
1/Concentracién . Isoenzimag de LDH
de L-l4ctico
1 2 3 4
400 15.3 21.2
250 11.7 15,3 22.2
200 9.5 13.5 18.5 26.3
133 8.1 11.1 13.6 21.2
100 7.5 9.5 12,5 18.1
50 6.0 7.5 9.3 12.8
TABLL 2.3

Velocidades iniciales de la reaccidén l4ctico pirdvico
catalizada por las isoenzimas LDH-4 y -5.

Concentracidn de NADY. 0.75 mM

Concentracidn de
L-1l4ctico mM

Isoenzimas de LDH

Velocidad

4 p)

5 39 6

10 58 10

20 64 15
TABLA 2.4

Inversas de las velocidades de reaccidén expuestas en la tabla
anterior correspondientes a las inversas de concentraciones

de L-1l4ctico.

1/Concentracidn de

L- ldctico

200
100
50

1/velocidad. Isoenzimas

LDH-4 LDH-5
25.6 166.6
17.2 100.0
15.6 66.6
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Al representar grificamente estos valores por el método de
Lineweaver-Burk se obtiene el diagrama expuesto en la pdgina si-
guiente (figura 2.1) en el que las cinco l{neas, una correspondien=-
te a cada isoenzima de LDH, se cortan en un punto, a la izquierda
del eje de ordenadas, v_l. De dicha representacién se pueden extraer
los valores de Km que corresponden a cada isoenzima; estos valores

estdn expuestos en la tabla 2.5.

TABLA 2.5

Valores de Km correspondientes a cada una de las cinco
isoenzimas de LDH, obtenidos a partir de la gré4fica 2.1.

IR
(Concentracidn de NAD , 0.75 mM).

Isoenzima Km (Conc., de L-14ctico mM)
LDH-1 (B4) 5.2
LDH-2 (AB3) T.4
LDH-3 (AQBE) 9.5
LDH~4 (A3B) 13.3
LDH-5 (A4) 21.0

Las isoenzimas LDH-1 y LDH-5 muestran la mdxima y minima afini-
dad per L-l4ctico respectivamente, de acuerdo con lo que hay descri=-
to en la bibliografia (ver pdgina 30), y los valores de K de estas
dos}isoenzimas son muy similares a los descritos por Battelino et al.

(1968).

No obstaante, los resultados expuestos en la figura 2.1 son di-
fi{ciles de interpretar; téngase en cuenta que en la bibliografia no
hay datos de cinética comparada de las cinco isoenzimas de LDH. Esta
representacién es caracteristica de una mezcla de inhibicién compé-
titiva y no competitiva, pero ello serfa si se tratase de una dnica
enzima con una cindtica variable a distintas concertraciones de inhi=-

bider. Hay que considerar en este caso, que se trata de cinco isoen-
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UAY

100 200 300 400 15

Figura 2.1

Cinética general de las cinco isoenzimas de LDH de cerebro de rata.
Los valores de actividad que corresponden a cada isoenzima se han
obtenido a una misma concentracién de NAD (0.75 mM). Loa valores
correspondientes & la isoenzima LDH-5 (====== ) se han calculedo
aparte, como se indica en el texto.
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zimas que posiblemente coexisten a distintas concentraciones. Esta
diferencia de concentracién debe reflojarse, légicamente, en una
representacién donde se exponen las velocidades de reaccién de cada
una. Quizd de aqui se podria concluir que existe una competencia
entre las cinco isoenzimas por el sustrato cuando actdan las cinco
conjuntamente pero adn serfan necesarios mds datos para discutir‘

adecuadamente estos resultados.

Con objeto de analizar el efecto de la concentracidn de Nap*
sobre la cinética de las cinco isoenzimas de LDH hemos realizado
experimentos en esta linea tomando el L-l4ctico como el sustrato de
concentracidn variable, en el rango de 5 a 40 mM y a distintas con-
centraciones de NAD+, en e rango de 0.5 a 4 mM. As{ se han obteni-
do resultados de velocidades iniciales correspondientes & estas va-
riables para cada una de las cinco isoencimas de LDH. En las cinco

tablas siguientes (2.6 a 2,10) se exponen estos resultados.

TALBLA 2.6

Velocidades iniciales de la reaccidén ldctico-pirdvico catali-
zada por la ‘goenzima LDH-1 (B4) de cerebro de ratc.,

Molaridad Concentracién

L-14ctico  1,/L-l4ctico  velocidad 1/velocidad  NAD* mM
0.02 50 186 0.00535 0.75
0.01 100 153 0.00650 "
0.005 200 114 0.00870 "
0.02 50 200 0.00500 1.0
0.0125 80 186 0.00540 "
0.01 100 174 0.00574 )
0.005 200 136 0.00735 "
0.04 25 232 0.00431 2.5
0.02 50 230 0.00434 "
0.0125 80 232 0.00431 "
0.01 100 236 0.00424 "
0.005 200 207 0.00483 "
0.0025 400 186 0.00535 "
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TABLA 2.7

Velocidades iniciales de la reaccidn léctico pirdvico
catalizada por la isoenzima LDH-2 (A83> de cerebro de
rata.

Molaridad Concentracidén
L-1l4ctico 1/L-14ctico velocidad 1l/velocidad de NADY, mM

0.02 50 232 0.00431 0.625
0.0125 80 200 0.00500 "
0.01 100 180 0.00555 "
0.0066 150 150 0.00666 "
0.02 50 214 0.00471 1.0
0.0125 80 174 0.00574 "
0.01 100 162 0,00617 "
0.005 200 116 0.00862 "
0.01 100 152 0.00658 2.5
0.0066 150 122 0.00820 "
0.02 50 204 0.00490 "
0.02 50 192 0.00520 4.0
0.0125 80 157 0.00637 "

0.01 100 140 0.00714 "



TABLA 2.8
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Velocidades iniciales de la reaccidn l4ctico-pirfvico

catelizada por la isoenzima LDH-3 (4

2B2) de cerebro

de rata
Molaridad Concentracidn
L-14ctico 1/L-l4ctico  velocidad 1/velocidad do NAD', mM
0.02 50 240 0.00416 0.5
0.0125 80 202 0.00495 "
0.01 100 199 0.00502 "
0.005 200 138 0.00724 "
0.02 50 220 0.00454 0.625
0.0125 80 174 0.00574 "
0.005 200 113 0.00884 "
0.02 50 181 0.00552 1.0
0.0125 80 151 0.00662 "
0.01 100 133 0.00751 "
0.02 50 144 0.00694 2.5
0.0125 80 112 0.00892 "
0.02 50 125 0.00800 4.0
0.0125 80 91 0.03030 "
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Velocidades iniciales de la reaccidén ldctico-pirdvico
catalizada por la isoenzima LDH-4 (ABB)

rata.

de cerebro de

Moiaridad Concentracidén
L-l4ctico 1/L-14ctico velocidad 1/velocidad de NADY, mM
0.02 50 210 0.00476 0.5
0.0125 80 176 0.00568 "
0.01 100 167 0.00598 "
0.005 200 125 0.00800 "
0.02 50 157 0.00637 0.625
0.0125 80 143 0.00699 "
0.01 100 120 0.00833 "
0.005 200 17 0.01290 "
0.04 25 180 0.00555 1.0
0.02 50 133 0.00751 "
0.0125 80 128 0.00925 "
0.01 100 90 0.0111 "
0.04 25 130 0.00769 2.5
0.02 50 88 0.0113 "
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TABLA 2.10

Velocidades iniciales de la reaccién léctico-pirdvico
catalizada por la isoenzima LDH-5 (A4) de cerebro de
rata

Molaridad Concentracidn
L~14ctico 1/L-14ctico velocidad 1/velocidad de NAiDt, ml

0.02 50 45 0.0222 0.5
0.0125 80 42 0.0238 "
0.01 100 35 0.0285 "
0.02 50 34 0.0294 0.625
0.0125 80 28 0.0357 "
0.01 100 24 0.0416 "
0.02 50 28 0.0357 0.75
0.0125 80 22 0.0454 "
0.01 100 18 0.0555 "

Haciendo una representacidén de Lineweaver-Burk de los resulta-
dos expuestos en las tablas 2.6 & 2.10 se obtienen cinco gréficas
que describen el comportamiento cindtico de cada una de las cinco
isoenzimas de Lictico-deshidrogenasa para L-l4ctico como sustrato,
de acuerdo con la concentracidn de NAD*. Estas representaciones es-

tdn expuestas en las figuras 2,2 a 2,6, en las pdginas siguientes.
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Figura 2.3

Cindtica de la isoenzima LDH~2 de cerebro de rata. 1/v frente a
1/L-14ctico 8 diferentes concentraciones de NADY
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Cindtica de la isoenzima LDH~3 de cerebro de rata., 1/v frente a
1/L-ld4ctico, a diferentes concentraciones de NADY
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Figura 2.5

Cinética de la isoenzima LDH~4 de cerebro de rata, 1/v frente a
1/L«l4ctico, a distintas concentraciones de NADY
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Figura 2.6
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Cindtica de la isoenzima LDH-5 de cerebro de rata. 1/v frente a
1/1-14ctico, a distintas concentraciones de NAD
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La cinética de las cinco isoenzimas de LDH, representada en
las gréficas 2.2 a 2.6, pone de manifiesto una inhibicidn competi-
tiva de NADT sobre L-l4ctico en las isocnzimas LDH-2,-3,-4 y -5

y activacidn por NADT en la isoenzima LDH-1.

En efecto, las rectas correspondientes a cada concentracidn
de Napt para una isoenzima determinada, se cortan en el eje de or-
denadas, lo que indica inhibicidn competitiva para aquellas isoen-
zimas en las que concentraciones crecientes de NADY produzcan va-
lores de Km mds altos. Al contrario, el caso de que concentraciones
crecientes de NAD+originen valores mds bajos de Km corresponde a
enzimas que actdan sobre dos sustratos y donde la presencia de uno

a concentracidén alta incrementa la afinidad de la enzima por el

otro.

S1 consideramos una cualquiera de las cinco isoenzimas, obser-
vamos que el valor de Km varfa de acuerdo con las concentraciones
de NADY. Estos valores de Km’ para cada isoenzima y para cada con-
centracién de NADY pueden ser extrafdos de las gréficas 2.2 a 2.6,
La tabla 2,11, de doble entrada, describe la variacidn de los va-

lores de Km de acuerdo con la variacidn de 1la concentracidn de NAD'

para cada una de las cinco isoenzimas de LDH.

TABLA 2.11

Valores de Ky (L-14ctico M) de las cinco isoenzimas
de LDH a diferentes concentraciones de NAD'

NADY mM  LDH-1 LDH=2 LDH~3 LDH-4 LDH-5

4.00 0.0111 0.0294

2.50 0.0007 0.0096 C.0222 0.0384

1.00 0.0037 0.0079 0.0133 0.0192

0.75 0.0053 0.0074 0.0095 0.0133 0.0210
0.62 0.0070 0.0088 0.0125 0.0142

0.50 0.0064 0.0059 0.0066




113

A la vista de las cinco representaciones anteriores y de la
tabla, se observe que en la isoenzima LDH-1l los valores de Ky au-
mentan al disminuir la concentracién de NAD' mientras que en las
isoenzimas LDH-2, -3, -4, y -5 los valores de K, disminuyen al dis-
minuir esta concentracidn. Si hacemos variar la concentracidén de
naD¥de 0.5 a 4 m¥ se obtiene, para cada isoenzima, un campo de va-
riacidn del valor de K, cuya mayor o menor amplitud describe la
variabilidad del valor de K, para cada igsoenzima. Esta variabili-
dad e¢s mdxima para la isoenzima LDH-5 y mInima para la isoenzima
LDH-2; pero obsérvese que en el caso de la isoenzima LDH-1 un cre-
cimiento de concentracién de NADT induce una disminucién en el va-
lor de K, mientras que en las restantes isoenzimas sucede todo lo
contrario. Esta dltima observaciédn se refleja en la figura 2,7, en
el signo de las pendientes de las rectas correspondientes a las

cinco isoenzimas,

Si observamos, por ejemplo, la figura 2.2, se aprecia a pri-
mera vista que la disminucidén del valor de Kp no es proporcional
al aumento de la concentracidn de NAﬁ+ y puede hacerse una obser-
vacidn anédloga en las figuras 2.3 a 2.6. Hemos comprobado de un
modo inductive que la variacidn del valor de Ky es proporcional a
la variacidn del logaritmo de 1la concentracién de NAD'. Efectiva-
nente, representando en escala semilogaritmica las concentraciones
de NAD+ frente a los valores de Ky para L-l4ctico obtenemos una
recta para cada isoenzima, Las cinco rectas as{ obtenidas se cor-

tan en un punto experimental, {ﬁADf]= 0.5 mM (figura 2.7).

En cada una de las rectas representadas en esta figura, el
signo de la tangente indica el sentido de la variacién del valor
de K inducida por la variacidn de la concentracidn de NADY¥ en ol

rango de 0.5 a 4.0 mi,

Las tangentes positivas (isoenzimas LDH-2, -3, =4 y =5) indi-
can que el aumento de la concentracidn de NaDT provoca un aumento
en los valores de K;. Esta relacibén es logarftmica y se tiene, por

tanto, la siguiente ecuacidén general,
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log [NADY] = tga Ky + log NAD, (1)

En donde tgX representa la pendiente de la recta y log NAD, es
la ordenada en el origen, es decir, NA%& es la concentracidén de NAD+
para la cual el valor de K; es igual a cero y, por tanto, la veloci-

dad de reaccidén catalizada por la isoenzima es infinito,

K, es la concentracién de sustrato (L-l4ctico) necesaria para
preducir la velocidad semimfxima de reaccidn y una veriacién ed. la con-
centracidn de NaD¥ produce una variacién de Kp. De aqui que puedafde-
finirse la inhibicidn como la amplitud del intervalo de variacidén de
Km'producida por la variacién de concentracidn de NAD" en un intervalo

determinado.

- Dicha inhibicién es el cociente ertre la amplitud del intervalo
de variacién de Ky y el correspondiente intervalo de variacién de 1la
concentracidn de NADY; en otras palabras, la inhibicién que manifiesta
una isoenzima es 1/tgef , sierdo la pendiente de la recta correSpon-

dlente a dicha isoenzima en la figura 2.7.

Puede observarse que la inhibicidn (tal como acaba de ser definida)
que corresponde a la isnenzima LDH-1 es negativa, Esto significa que
una variacién creciente en la concentracion de NADY produce una dismi-
nucidn en el valor de Ky; este es el hecho ya conocide de que la isoen-
zima LDH-1 se activa por NADY. Para las restantes isoenzimas el vélor
de 1tgedl es positivo, es decir, se inkiben por Napt,

Observemnos ahora que la isoenzima LDH-1 que no se inhibe por NAD+

gine que se activa, carece en su estructura del monémero A; sin embar-
gen, en las iseenzimas LDH-2 a -5 el nimero de mondémeros A conteride en
la estructura de cada una crece simultaneamenty con la inhibicidén por
NADY. Se trata de representar grdficamente en una escala adecuada, la
relacidén entre el nimero de mondmeros A y 1/tgd con objeto de buscar
und relacidn matemgtica, es decir, relacionar 1la irhibicién de cada

isoenzima con su correspondiente estructura.
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Inductivamente hemos comprobado que si representamos log 1l/tgy
frenie al logaritmo del némero de mondmeros A, para las isoenzimas
LDH-2, =3, -4 y 55, obtenemos asi cuatro puntos situados sobre una

recta (ver figura 2.8, en la pdgina 118).

Los valores de tg se han obtenido a partir de la figura 2.7.
La tabla 2.12 describe estos valores correspoandientes a cada isoen~
zima, asi como el nfimero de monémeros 4 (ny) presentes en la estrucw

tura de cada una.

TABLA 2.12

Valores de tg y de 1/tg correspondien-
tes & cada 1soenzima de LDH
en cerebro de rata.

isoenzima "4 tg ™k 1/tg¥ (i)
LDH~1 0 -2.20 -0,.45
LDH-2 1 4,20 0.24
LDH-3 2 C.85 1.17
LDH-4 3 0.43 2.32
LDH-5 4 0,22 4.54

Se tiene, por tanto, que
log i = tg/).log np+log i (2)

en donde i es la inhibicidén que ejerce el NADT sobre cada isoenzinma,
tgA es la pendiente de la recta de la figura 2.8, n; es el nidmero

]
de mondmeros A que contiene la isoenzima, log i1 e3 la ordenadn ea el

origen, es decir, i; es la inhibicién producida por NAD' cuando n, = 1,

La pendiente de esta recta, tg determina la relacién que exis-
te entre el logaritmo de la inhibicidn por Nﬁﬁky el nlmero de moné-
meros A. Podemos considerar, pues que t@@ es la inhibicidn por moné-

mero 4.
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Como la inhibicidn por NAD (i) es 1/tgs , podemos escribir la
ecuacién (1) de la pédgina 115 asi: )

log INAD¥] = % K, + log NAD,

\g i+
-1 NAD,
de donde ; - log NAD X og NAD, ¥, por tanto,
i !
. Km a L.
i= ; tomando logaritmos, resulic

log NADY - log NADY

K

log i = 1o y ¥ de acuerdo con la ecuacicr
g € Tog NAD® - log NADY

(2), de la pdgina anterior,

Kn
S - = 1 1 i
leg log Nab” - leog NAD"; tgﬂ og ny + log i1

en donde NAD, es un valor constante para cada isoenzima,
ny (némero de mondmeros A), también lo es,
e es un valor constante para el mondmero A

log i] es igualmente, un valor constante para el mondmero /.

Puede concluirse, pues, gque hay una relacidn lineal entre el lo-
garitmo de la inhibicidn por NAD y el logaritmo del ndmero de moné-
meros A. Esta velocidad de crecimiento viene dada por la pendiente
de la recta y dado que este crecimiento de la inhibicidn en funcidn
del nidmero de monémeros A es logarftmico, cabe pensar que hay una
cooperatividad entre los mondmeros L que forman parte de una isoen-

zima, respecto al crecimiento de la inhibicidén por NAD .,
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'Figufa 2.8

Representaciédn logarftmica de 1/pendiente de cada isoenzims
(calculada de la figura 2.7) en funcidén del némero de cadenas
polipeptfdicas A en las isoenzimas LDH-2, =3, -4 y =5,
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Estos resultados ponen de manifiesto la existencia de un meca-
nismc mediante el cual, la concentracidén de NAD controla la activi-
dad de las cinco isoenzimas de LDH en cerebro. La existencia de isoeu-
zimas tiene sentido al participar en la regulacidn del metabolismo y
puesto que cada una de ellas tiene distinta actividad especifica, la
actividad total del sistema LDH vendrd dada por su conjunto, tenien-
do en cuenta que las cinco estdn presentes en distintas concentracio -
nes. La figura 2.7 representa la influencia del NADY sobre la afini-
dad de cada una por el #&cido L-l4ctico y en ella puede verse que ¢
medida que aumenta esta concentracién, més se manifiestan estas acti.
vidades especificas, Asf, a una concentracidn de Napt 0.5 oM, las cin-
co isoenzimas nresenian el mismo valor de K,s lo que quiere decir que
las cinco realizan su accién catalftica con igual afinidad por el sus-

trato y que, por tanto, no se manifiesta su accién reguladora.

Pero al z..eutar la ~.usentraciém de NADY se patentizan mds las
actividades especificas de cada una con lo que tienen significado lac
distintas concentraciones de cada isoenzima en este sistenma bioldgicn.
De esta forma, la concentracidén de NAD no sélo influye en la afinida-
de cada una por el sustrato sino que es un factor que establece el

control de la actividad de IDH mediante las isoenzimas.

Es necesario hacer otra observaciin., Si las isoenzimas de LDH,
procedentes de un extracto de cerebro se revelan a concentraciones
- muy altas de NaDt e puede llegar a inhibir las isoenzimas catddicas
que son las que m&s se inhiben por este cofactor. En todo caso, se
obtendrfa una distribucién isoenzimitica que no se ajustaria a la rea -
lidad y no serfa justificable extrapolar actividad a cantidad de iso-
enzima. S8lo incubando los geles a la concentracién de Napt© para la
cual, las cinco isoenzimas manifiestan el mismo valor de K, se podri:
extrapolar, Esta concentracién (0.5 mM en ol 6érgano estudiado) nos

parece adecuado denominarla punto de igsoconcentracidn.



120

2.2. MUSCULO ESQUELETICO DE RATA

Procediendo de un modo andlogo al descrito anteriormente pa-
ra el cerebro y con objeto de analizar el efecto de la concentra-
cidn de NADT sobre la cindtica de las cinco isoenzimas de LDH de

mdsculo estriado, hemos experimentado en esta lInea tomando el
dcido L-1l4ctico como sustrato de concentracidn variable, en el
rango de 5 & 40 mM y a distintas concentraciones de NAD+, en el
rango de 0.5 a 4 mM. Asi hemos obtenido resultados de velocidades
iniciales correspondientes a estas variables, para cada una de las
cinco isoenzimas de LDH. En las cinco tablas siguientes (2.13 a

2.17 ) se exponen e¢stos resultados.

Representando los valores descritos en estes tablas, por el
nétodo de Lineweaver-Burk, se obtienen cinco grdficas, donde se
pone de manifiesto el comportamiento cindtico de cada una de las
cinco isoenzimas de Lfctico-deshidrogenasa, para L-l4ctico comy

sustrato, segin la concentraciédn de NAD . (figuras 2.9 a 2.13)

Estas grdficas ponen de manifiesto una inhibicidén competiti-
va de NADtsobre L-l4ctico en la isoenzima LDH-5 y una activacién

por NaDt para las isoenzimas LDH-1, -2, -3 y -4,

De igual forma que ocurrfa en las gréficas anteriores, corres-
pondientes al cerebro, las rectas relativas a distintas concentra-

ciones de NADY para cada isoenzima se cortan en el eje de ordena-
')

L]

das (v



121

TABLA 2.13

Velocidades iniciales de la reaccidén ldctico-pirdvico
catalizada por la isoenzima LDH-1 (B4) de
misculo estriado de rata

Molaridad -3 Concentracidn
L-14ctico 1/L-14ctico velocidad 1/v 10 de NADT mM
0.04 25 92 10.8 0.5

0.02 50 70 14.3 "

0.04 25 97 10.3 0.625
0.02 50 T4 13.5 "
0.0X25 80 60 16.6 "
0.04 25 105 9.5 1.0
0.02 50 82 12.1 "
0.0125 80 68 14.7 "
0.01 100 60 16.6 "
0.04 25 117 8.5 2.5
0.02 50 107 9.5 "
0.0125 80 90 11.1 "
0.01 100 80 12.5 "
0.005 200 57 17.5 "
0.04 25 128 7.8 4,0
0.02 50 117 8.5 "
0.0125 80 108 9.2 "
0.01 100 100 10.0 "

0,005 200 80 12.5 "
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TABLA 2.14

Velocidades iniciales de la reaccién 14ctico~-pirdvico
catalizada por la isoenzima LDH-2 (AB3)
de mdsculo estriado de rata

!olariQad . ' -3 Concentiacidn
L-l4ctico 1/L-l4ctico velocidad 1l/v___ 10 de NAD" mM

0.04 25 125 8.0 0.5
0.02 50 100 10.0 "
0.,0125 80 81 12.3 "
0.01 100 73 13.6 "
0.04 25 126 7.9 0.625
0.02 50 105 9.5 "
0.0125 80 85 11.7 "
0.01 100 76 13.1 "
0.04 25 132 7.5 1.0
0.02 50 112 8.9 "
0.0125 80 95 10.5 "
0.01 100 86 11.6 "
0.04 25 145 6.9 2.5
0.02 50 127 7.8 "
0.0125 80 112 8.9 "
0.01 100 104 9.6 "
0.005 200 77 12.9 "
0.04 25 147 6.8 4.0
0.02 50 136 7.3 "
0.0125 80 122 8.2 "
0.01 100 118 8.5 "

0.005 200 92 10.8 "
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TABLA 2.15

Velocidades iniciales de la reaccién l4ctico-pirdvico
catalizada por la isoenzima LDH-3 (A2B2)
de mdsculo estriado de rata

Molaridad -3 Concentracidn
L-14ctico 1/L-14ctico velocidad 1/v__ 10 de NADY mX

0.04 25 120 8.3 0.5
0.02 50 104 9.6 "
0.0125 80 90 1.1 "
0.01 100 81 12.3 "
0.04 25 121 8.2 0.625
0.02 50 106 9.4 "
0.0125 80 92 10.8 "
0.01 100 82 12.1 "
0.005 200 58 17.2 "
0.04 25 128 7.8 1.0
0.02 50 113 8.8 "
0.0125 80 95 10.5 m
0.01 100 89 11.2 "
0.005 200 63 15.8 "
0.04 25 131 7.6 2.5
0.02 50 120 8.3 "
0.0125 80 105 9.5 n
0.01 100 102 9.8 "
0.005 200 75 13.3 "
0.04 25 135 7.4 4.0
0.02 50 126 7.9 n
0.0125 80 114 8.7 "
0.01 100 105 9.5 "

0.005 200 83 12.0 "
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TABLA 2.16

Velocidades iniciales de la reaccidn léctico-pirdvico
catalizada por la isoenzima LDH-4 (A, B) de mdsculo estriado de rata

3
Molaridad . . -3 Concentgacidn
L-1l4ctico 1/L~14ctico velocidad 1/v 10 de NAD™ mM

0.04 25 172 5.8 0.5
0.02 50 150 6.6 "
0.0125 80 133 7.5 "
0.01 100 124 8.0 "
0.005 200 90 1l.1 "
0.04 25 170 5.8 0.625
0.02 50 150 6.6 "
0.0125 80 134 7.4 : "
0.01 100 126 7.9 "
0.005 200 93 10.7 "
0.04 25 175 5.7 1.0
0.02 50 156 6.4 "
0.0125 80 138 7.2 "
0.01 100 131 7.6 "
0.005 200 98 10.2 "
0.04 25 180 5.5 2.5
0.02 50 163 6.1 "
0.0125 80 145 6.9 "
0.01 100 135 T4 "
0.005 200 103 9.7 "
0.04 25 130 5.5 4.0
0.02 50 164 6.1 "
0.0125 80 148 6.7 "
0.01 100 140 7.1 "

0.005 200 199 9.2 "
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Velocidades iniciales de la reaccién léctico-pirdvico

catalizada por la isoenzima LDH-5 (A

4

) de misculo estriado de rata

Molaridad
L-14ctico 1/L-14ctico velocidad 1/v

0.04 25 181 .
0.02 50 178 .
0.0125 80 173

0.005 200 151 .
0.04 25 178 5.
0.02 50 175 5
0.0125 80 166 .
0.005 200 142 .
0.04 25 176 .
0.02 50 169 .
0.0125 80 160 o
0.01 100 150

0.005 200 131 .
0.02 50 161 6.0
0.0125 80 147 6.8
0.01 100 142 7.0
0.005 200 114 8.8
0.02 50 158 6.3
0.0125 80 143 7.0
0.01 100 133 Te5
0.005 200 104 9.6

Concentracién
de NADT mlM

0.5
"

n

0.625

L
n

"

"
n

"

245

n

4.0

"
"
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Figura 2,10

Cinética de la isoenzima LDH-2 de mfisculo esttriado de rata. 1/v frernte
a 1/L-1dctico, a varias concentraciones de NADT
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Figura 2,11

Cindtica de la isoenzima LDH~3 de mésculo estriado de rata. 1/v
frente a 1/L-l14ctico, & varias concentraciones de Nap*
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Figura 2,12

Cinética de la isoenzime LDH-4 de mdsculo estriado de rata,
1/v frente a 1/1-14ctico, a varias concentraciones de naDt
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Haciendo una observacidén andloga a la comentada anteriormente
para el cerebro, se puede advertir, a la vista de las cinco flti-
mas grificas, que en cualquiera de las cinco isoenzimas el valor
de K varia de acuerdo con las concentraciones de NAD'. Estos va-'
lores de K, , para cada isoenzima y para cada concentracidn de NADT
pueden ser extraldos de dichas grédficas. La tabla 2.18, de doble
entrada, describe la variacidén de los valores de Kp, de acuerdo con

la concentracidén de NAD", para cada una de las cinco isoenzimas de

LDH.

TABLA 2.18

Valores de Xy (L-ldctico M) de las cinco isoenzimas
de LDH a diferentes concentraciones de NADY

NADT mi LDE-1 _LDH-2 _LDH-3 _LDH-4 _LDH-5
4,00 0.0039 0.0039 0.0039 0.0039 0.0039
2.50 0.0076  0.0055 0.0048 0.0043 0.0031
1.00 0.0145 0.0095 0.0067 0.0050 0.0021
0.62 0.0182 0.0112 0.0077 0.0054 0.0015
0.50 0.0205 0.0121  C.0081 0.0056 0.0012

Las cinco representaciones anteriores y la tabla dltima ponen
de manifiesto que en la isoenzima LDH~5 los valores de Ly disminu-
y2n al disminuir la concentracidn de NAD*, nientras que en las isoen-
zimas LDH-1, =2, -3 y -4 dichos valores aumentan al disminuir la
concentracidn de NAD*;esto constituye la primera diferencia obser-
vada entre el comportamiento cinético de las cinco isoenzimas de LDE
entre misculo y cerebro. En el caso del mfisculo estriado, si hace=~
mos variar la concentracidn de NAD™ de 0.5 a 4 mM se obtiene también.
para cada isoenzima, un campo de variacién del valor de Xy cuya ma-=
yor o menor amplitud describe la variabilidad de este valor para

cada isoenzima de LDH;y Si en cerebro esta variabilidad era mdxima
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para la isoenzime LDH-5 y minima para la isoenzima LDH-2, en mfs-
culo estriado es mdxima para la isoenzime LDH-1 y minima para 1la
isoenzima LDH-4, pero en este caso puede observarse que en la iso-
enzima LDH~5, un incremento en la concentracidn de NADY induce un
aumento del valor de K, mientras que en las restantes isoenzimas
sucede todo lo contrario. La distinta variabilidad de los valores
de Kp inducida por la variaciédn de la concentracidn de NADY y el
distinto comportamiento cinético, cualitativo,de las isoenzimas
LDH-2, -3 y -4, son las siguientes observaciones que debemos hacer
al discutir la cinética comparada de las cinco isoenzimas de LDH

de cerebro y misculo estriado.

Observando cualquiera de las cinco dltimas grdficas se aprecia
que la variacién del valor de K, no es proporcional al aumento de
la concentracién de NAD', Tembién en este caso hemos comprobado de
un modo inductivo que la variacidén del valor de K, es proporcional
a la variacidn del logaritmo de la concentracidn de NADT. Efectiva-
mente, representando en escala semilogarftmica las concentraciones
de NADY frente a los valores de Kp para L-14ctico obtenemos una
recta para cada isoenzima, de igual forma que se procedid anterior-
mente para el cerebro. También en este caso las cinco rectas asi
obtenidas se cortan en un punto experimental, iﬁAD+j = 4 pM tal

y como estd representado en la pdgina siguiente (figura 2.14).

En cada una de las rectas representadas en esta figura, el
signo de la tangente indica el sentido de la variacién del valor
de K, inducida por la variacidén de la concentracién de NADY en el
rango de 0.5 a 4.0 nM. Esta observacidn es andloga a la hecha ante-

~riormente sobre la figura 2,7, si bien los resultados son distintos.

En este caso, en efecto, sdlo la rccta correspondiente a la
isoenzima LDH-5 tiene tangente positiva; es decir, on dicha isoen-
zima, el aumento de la concentracién dse NAD” provoca un aumento en
el valor de K , o lo que es lo mismo, un descenso de su afinidad
para el 4cido L-l4ctico, En las restantes isoenzimas (LDH-1 a -4)
sucede lo contrario. De acuerdo con la grdfica 2,14, se ticne 1la

siguiente ecuacién general.
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log ‘?Aﬁﬂ = tgy Ky + log NADt (3)

En donde, andlogamente a la ecuacién descrita en la pdgina 115
tg™® representa la pendiente de la recta y log NAD, es la ordenada
en el origen, es decir, NADt es la concentracién de NADY para la cual
el valor de K es igual a cero y, por tanto, la velocidad de reaccidn

catalizada por la isoenzima es infinito.

Como se ha discutido anteriormente (pdg. 115) el signo de las
tangentes de estas rectas indica el efecto reguiador del NAD+ sobre la
accidn catalfitica de cada isoenziaa de LDH y éste es tal, que si la tan-
gente es positiva hay inhibicién, mientras que si es negativa hay acti-

vacidn.,

Ea este caso se puede observar (fig. 2.14) que las tangentes de
las rectas correspondientes & las isoenzimas LDH-1, -2, -3 y -4 tienen
signo negativo, mientras que la tangente de la recta correspondiente a
le isoenzima LDH-5 tiene signo pnasitivo. De acuerdo con el concepto de
inhibicidén y activacién discutido en la pdgina 115, se pone de manifies-
to en mdsculo estriado un efecto activador por NADY sobre las isoenzi-
mas LDH-1 a -4,

En m@sculo estriado, de forma similar a los resultados descritos
antes para el cerebro, hay una isoenzima que manifiesta un distinté cem-~
portamiento frente a la variacidn de concentraciones de NADY Esta iso—
enzima, en cerebro es LDH-1 y en rdsculo estriado, LDH~%5, En cerebro,
la isoenzima LDH-1 se activa y 21 resto de las isoenzimas se inhibén
por NaDT. En mésculo estriado, la isoenzima LDH-5 se inhibe y el resto

de las isoenzimas se activan por NaDY,

En este caso, observemos que la isoenzima LDH-5 carece en su es-
tructura del mondmero B; sin eusbargo, en las isoenzimas LDH-1 a -4161
nimero de mondmeros B contenido en la estructura de cada una crece si-~
mult{neamente con la activacidn per NADY . Se trata, pues, de represen-
tar gréfficamente en una escala adecuada, la relacién entre el ndmero de

mondmercs B y -1/tgW con objeto de buscar una relacién matemdtica, al
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igual que se hizo anteriormente para el cerebro. Con ello relacionare~

mos la activacién de cada isoenzima con su correspondiente estructura.

Los valores de tg se pueden extraer de la figura 2.14. De ah{

se han calculado sus inversas que se ~*  la tabla 2.19.

TABLA 2.19

Valores de -tgdl y de -1/tgol correspondientes
a cada isoenzima de LDH

Isoenzima ng -t g -1/tgA
LDH-1 4 0.51 1.96
LDH-2 3 1.04 0.97
LDH-3 2 2.08 0.50
LDH-4 1 6.25 0.14
LDH~5 0 -3.00 -0.33

De forma anfloga a la descrita anteriormente para el cerebro, re-
presentando el logaritmo de los valores absolutos de -1/tgA frente al
logaritmo del némero de monémeros B, para las isoenzimas LDH-1 a -4

obtenemos cuatro puntos situados sobre una recta (ver figura 2,15.

pdgina siguiente).

Se tiene,por tanto, que

log a = tgfg log ng + log a; (4)

en donde a es la activacidn que ejerce el NADY sobre cada isoenzima,
tg3 es la pendiente de la recta de la figura 2.15, ng es el nimero
de monémeros B que contiene la isoenzima y log aj es la ordenada en

el origen, es decir, a, es la activacidn por NADY cuando D, = 1.

Operando de un modo andlogo al efectuado anteriormente para el ce-
rebro, sustituiremos a por =1/tgX en la ecuacidn (3) de la pédgina 132

con lo que &sta quedard,
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- /pendiente
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24
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Figura 2,15

Representacidn logarftmica enfrentando 1/pendiente (valores
absolutos, obtenidos a partir de la grédfica anterior) con

el nidmero de cadenas polipeptidicas B de las isoenzimas LDH-1,
-2, =3, ¥y -4 de mfisculo entriado de rata.
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log {NAD"’_] = i— Ky + log NAD,

1 _ _loglan®]- 10g Nap'
a ‘ Kn
Km
& ¥ +
1og [N4D'] - log NaD,
Km
log a = log

log [NaD'] - log NaT,

y de acuerdo con la ecuacidn (4) de la pdgina 133 resulta

Kn

log = tg/g.log nB-+ log 2y

log|NaDY] - log NaD,

en donde, de forma similar a la ecuacidén final de la pédgina 117
resultan cuatro constantes, NADT es un valor constante para cada
isoenzima; t%/g es un valor constante para el mondémero B; Doy el nu
mero de monémeros B de cada isoenzima y log 8y valor constante pa-

re el monédmero B.

De igual forma que se discutid antes para el cerebro, hay que
llamar la atencidn sobre el hecho de que el crecimiento de la acti-
vacién por NADT en méisculo esquelético estd en proporcidn logarit-
mica con el nilmero de monémeros B que contienen las isoenzimas LDH-"
a ~5, lo que induce a pensar que también en este caso debe existir

una cooperatividad entre los monémeros.

También en mésculo estriado las cinco isoenzimas de LDH mani-
fiestan un punto de isoconcentracidn para napt (4.0 nM), y la figu-
ra 2.14 expresa el efecto regulador del NAﬁ*sobre cada una de ellas

y sobre el conjunto de las cinco.
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A una concentracidn alta de NAD+(4.0 mM) no se manifiesta la re-
gulacidén por isoenzimas en misculo estriado, pero a medida que los
niveles de este cofactor van descendiendo (por ejemplo, por excesi-
vo ejercicio y glicolisis anaerobia) se van destacando las distin-
tas actividades especificas de las cinco isoenzimas con lo que este
sistema de regulacién se hace mfs efectivo,

La figura 2.16, en la p4gina siguiente muestra el efecto del
NAﬁrsobre la cinética de las isoenzimas de LDH, comparativamente en
cerebro y msculo estriado., Esta figura se ha construldo a partir de
las grdficas 2.7 y 2.14, desplazando los ejes de coordenadas para
hacer coincidir ambos puntos de isoconcentracién. En ella podemos ha-

cer dos tipos de observaciones:

1. Bl mondmero A se inhibe por NAﬁ+y el mondmero B se activa,
pero en cerebro tan s8lo se pone de manifiesto la inhibicidn sobre .

mientras que en mdsculo se lleva a cabo la activacidn sobre B,

2. E1 control del sistema isoenzimdtico L{ctico-deshidrogenasa
ror NAD  se realiza sobre las isoenzimas en cerebro y mdsculo estria-
do, pero en cerebro éste control es m4s eficaz a altas concentracio-

+

nes de NAD y en mdsculo estriado a bajas concentraciones del cofactu:
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2.3 EFECTO DEL ATP SOBRE LA CINETICA DE ISOENZIMAS DE LDH

Incubando la enzima con ATP antes de ponerla en presencia del
sustrato, se han observado efectos modificadores sobre la cinédtica
de reaccidn, especialmente sobre la variacidn de K, inducida por

variacidén de la concentracidn de NaDt,

Este efecto se ha estudiado tan sélo en la isoenzima LDH~1 de
cerebro de rata, que como se recordard (pdg. 112) se activa por NAD".
La representacidn de la inversa de la velocidad inicial frente a la
inversa de la concentracidn del sustrato para calcular los valores
de Kp, a distintas concentraciones de NAD es similar a la expuesta
en la p4gina 109. En la tabla siguiente se describen los valores de
K, que corresponden a cada concentracidn de NAD+, en presencia y

ausencia de ATP.

TABLA 2.20

Valores de K, para la isoenzima LDH-1 de cerebro

de rata, a varias concentraciones de NADt en pre- -

sencla y ausencia de ATP

NasT my Ky (L-ldctico mM)
_NAD mu sin ATP ATP 0.5 mM
4.0 3.1
2.5 0.7 4.7
1.0 3.7 9.2
0.75 | 5.3

065 1805
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Efecto del NAD' sobre la cinética de la isoenzima LDH-1
de cerebro de rata, en presencia de ATP 0.5 mM., Ia rela-
cién semilogaritmica, caracterf{stica, representada en la
figura 2.7 ee hace logaritmica en presencia de ATP. En
estas condiciones, la isoenzims LDH-1 se activa, igual-

mente por NAD' .
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A la vista de las valores calculados de K,, en presencia y au-
sencia de ATP, parece poder concluirse que este nucleotido produce
un aumento en dl valor de Kp, lo que puede apreciarse observando la

tabla de la pégina 138,

Como se fecordaré, en ausencia de ATP, los valores de K, de la
isoenzima LDH-1 son proporcionales al logaritmo de la concentracidn
~de NAD . Los valores de K, obfenidos para esta isoenzima en presen-
cia de ATP no mantienen esta relacién. En la figura de la pdgina ante.
rior se han representado estos resultados en escala logarftmica; asi,
~la ecuacidn (1) de la pégina 115, que describe la influencia del NAD
scbre la cinética de las isoenzimas de LDH de cerebro de rata, en

ausencia de AT+, sufre una modificacidn en su presencia, resultando,
oo +
log {NAD\ = tgd - log Ky + log NAD,
+

en donde los pardmetros tgol , y log NAD, son similares a los descri-~

tos en la pdgina 115.

Hay que concluir, pues, que el ATP modifica la variacidn del vz
lor de K, para la isoenzima LDH-1 haciendo logarftmica la relacién

entre concentracidén de NADY Yy Kg.

En este caso, como ya se discutid anteriormente, -1/tg™X es
~la activacidén producida por NADT sobre esta isoenzima. La presencia
~de ATP no ha modificado el efecto cualitativo del NAU+sobre la ciné-

tica de esta iscenzima, aunque ha corregido la relacidn.

‘Discusidn general de los estudios cindticos

Todos los resultados obtenidos demucstran algunos aspectos de
la regulacidn por isoenzimas, Hemos considerado en este estudio la
‘nfluencia de la concentracidn de NADT y la influencia del ATP sobre

la cinética de las isoenzimas de LDH. Asl estos resultados aportan
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un nuevo enfoque al esquema general de regulacidn metabdlica por

isoenzimas comentado en la introduccidn de esta memoria.

La Léctico-deshidrogenasa es esencial para llevar a cabo un me~-
tabolismo anaerobio en Mamfferos y los niveles de NADY constituyen
en el entorno celular un dato informativo importante sobre estas con-
diciones de oxigenacién. Es ldgico, por tanto, que sean estos niveles
los més directamente implicados en la regulacidn de la actividad ca-
talftica de este sistema enzimdtico; pero teniendo en cuenta que la
LDH est4 formada por varias isoenzimas y que la accidn reguladora del
NAD se realiza de distinta forme sobre cada una de ellas, el metabo-
lismo anaerobio se ha de llevar a efecto como una resulfante de sus
distintas actividades especfficas y de la concentracién de cada una
en las células. Teniendo en cuenta los resultados expuestos puede
concluirse quce el sentido de la reaccidn catalizada por la LDH se
puede inverti» (lictico-rirtivico a pirdvico-l4ctico) mediante una
biosfntesis de uno de los mondmeros 4 o B {con el consiguiente pre~
dominio de isoenzimas catédicas o anddicas respectivamente) o bien
al variar los niveles de NADY en ol citoplasma. Los resultados que
se exponen a continuacidn indican cémo, en determinadas condiciones
fisioldgicas se altera la distribucidn de isoenzimas de LDH caracte-

ristica de ciertos 4drganos y tejidos.
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3. BFECTOS DE DISTINTOS ESTADOS FISIOLOGICOS SOBRE LAS ISOENZIMAS
DE LACTICO-DESHIDROGENASA

Ademds de examinar las condiciones que influyen sobre las distri-
buciones de isnenzimas de LDH, hemos investigado leos valores base pa-
ra higado, cerebro, tejido adiposo y endometrio en un grups control
de cinco conejos hembras. Como se ha indicado anteriormente (pdg. 82)
se ha analizado en estos animales la influencia particular y simul-
tdnea de insuline y gestacién sobre las distribuciones isoenzimdticas
del sistema LDH en higado, cerebro y tejildo adiposo y el efecto dé la

gestacidn oobre el endometrio.

En la tabla 3.1 se exponen los valores que corresponden a cada
isvenzima de LDH en la distribucidém del hligado, controles y con diver-
sos tratamientos. Los valores de esta tabla estdn representados en la
figura 3.1 (pdg. siguiente). Asimismo estdn expuestos y representados

los valores que zorresponden a los fetos.

TABLA 3.1

Valores relativos de actividad de las cinco isoenzimas
de LDH en higado de conejos sometidos a diversos trata-
mientos.

Isoenzimas de LDH
LDH-1 LDH-2 LDH-3 LDH-4 LDH-5

Conejos adultos v
Controles 12.9 24.5 40.9 15.7 5.0

- Con Insulina 307 402 2900 4104 21.6
- Gestantes 7.3 9.7 36.8 40.0 6.0

Gestantes-Insulinqa 4,2 13.1 27.9 30.4 24.5

Fetos
Procedentes de

Control-Gestante 4.0 8.7 36.5 38.5 11.7
Gesténté~Inqulina 23.6 26.8 32.2 15.4 1.5
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Como puede verse en la figura de la pdgina anterior, la isoenzima
dominante en el higads de conejos-control es LDH-3 (fig. 3.14) pero
esta distribucién se modifica con ambos tipos de condicionamientos fi-
sioidgicos, tratamiento con insulina (fig. 3.1B) r gestacién (fig. 3dC).
Le distribucién isoenzimftica del higado bajo la influencia hormonal se
caracteriza por el predominio de LDH-4, exhibiendo también un claro in-
cremento de LDH-5., Puede concluirse, pues, que la insulina afecta a la
distribucidn de subunidades de isoenzimas de LDH incrementando la pro-
porcién de cadenas A, lo que debe alterar la proporcisn del metabolismo

pirdvico~14ctico,

La gestacidén (fig. 3.1C) ejerce sobre la distribucidn isocenzimdti-
ca del higado materno un efecto similar al de la insuline, un claro in-
cremento de LDH-4.

' En el feto, la distribucién isocenzimdtica del higado (fig. 3.1Cf)
és muy similar a la del higado materno (fig. 3.1C), donde predominan
las isoenzimas LDH-4 y LDH-3, de acuerdo con los datos establecidos por

Karlson y Palmer (1971) en higado de mamiferos en desarrollo,

- La administracidn de insulina a conejas gestantes (fig. 3.1D) indu-
ce cambios en la distribucidn isoenzimgtica que se asemejan a los regis-
trados eu el higado de conejas gestant?s o tratadas con insulina. La
subida significative de la isoenzima LDH-5 y el misme efecto en LDH-4
es un resultado andlogo al descrito en conejos no gestantes tratadés con
insuiina (fig. 3.1B). Sin embargo, esta influencia hormonal 1levadé a
caboisobre la distribucidn isoenzimdtica del higado materno no apaéece
en la distribucién del higado fetal, en el que se puede apreciar una
clara desviacidn hacia la actividad de las isoenzimas LDH-1 y -2, en
~cuya estructura predominan las cadenas B (fig. 3.1Df). Se puede apre-
~ciar este dltima observacién comparando dicha distribucidn con el con-

trol correspondiente (fig. 3.1Cf}

" Hay que considerar, pues, en lo que respecta a la distribucidn
isoenzimftica de LLH del higcdo, que hay notables diferencias entre
feto y adulto y que ambos esquemas de distribucién se alteran en las

distintas condiciones fisiolégicas estudiadas.
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En cerebro se han investigado las mismas condiciones fisioldgi-
cas para fetos y adultos. La tabla 3.2 describe los resultados obte-
nides, que estdn representados en la figura 3.2, en la pdgina siguien-

te..

TABLA 3.2

Valores relativos de actividad de las cinco isoenzimas
de LDH en cerebro de conejos sometidos a diversos tratamientos

Isoenzimas de LDH

LDH-1 LDH-2 LDH-3 LDH-4 LDH-5

Conejes adultos

Jontroles ' 37.0 21.8 26.5 14.5 tr
- con Insulina 33.1 25.3 24.6 15.7 1.2
- Gestantes 33.6 23.0 25.8 16.2 1.1
Gestantes-Insulina 28.9 21.7 26.5 20.0 2.7

Fetos .prosedentes de

Control-Gestantes 18.5 26.5 30.4 24 .4 tr
Gestantes-Insulina 15.8 20.0 34.3 2¢.1 0.7

La disvribucién isocnzimdtica del cerebro control estd expuesta
en la figura 3.2A4, donde puede verse una presencia pronunciada de la
isoenzima LDH-1l, lo que, como ya se discutid en la introduccién, cons-
tituye un rasgo caracteristico de érganos y tejidos esencialmente aero-

bicos.

La gnstacién (fig., 3.2C) y la administracién de insulina (fig. 3.2B)
asi como la presencia simultdnea de ambas condiciones (fig. 3.2D) no
inducen cambios significativos en la distribucidn de iseenzimas de LDH

de cerebro de conejo.

En contraste con la similitud que existe entre las distribuciones
de isoenzimas de LDH de higado materno y fetal, la distribucién fetal

en cerebro es diferente a la del cerebro materno. En el feto estd in-
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crementada la contribucién de la isoenzima LDH-4 (fig. B.ZCf) y simul-
tdnsamente a esta elevacidén hay una clara disminucidn de la isoenzima
LDH;l. Andlogamente, la administracién de insulina induce cambios no-
tabies en la distribucién isoenzimdtica del feto (fig. 3.2Df), del mis~
mo orden que las registrados anteriormente, elevacién de LDH-4 y dis-

miniicién de LDH-1 y -2.

La figura 3.3 muestra las distribuciones isoenzimdticas de LDH
de iejido adipaso, control (fig. 3.3A), tratado con insulina (fig; 3.3B)
gestante (fig. 3.3C) y gestante tratado con insulina (fig. 3.3D).:El
esquema de la distribucidn isoenzimdtica de LDH Jde las conejos co#trol
exhibe una alta proporcién de la isoenzima LDH-3, pero este esquenmsa
cambia clarameute bajo condiciones de gestacidn y administracidn de
insulina; en ambas situaciones hay una marcada elevacidén en las pfapor-
ciones de las isoenzimas LI'H-1 y -2 y se puede observar una desviacién

en ;a isoenzima dominante, de LDH-3 a LDH-2.

‘ La comparac.dén de los cambios inducidos por cada una de las condl-
ciones, gestacién o administracién de insulina, sobre la distribucidn
de ;soenz1mas de LDH de higadn, cerebro y tejido adiposo, pone de mari-
fiesto la existencia de diferentes efectus; aofl, la veriacién en la do-
mlnan01a tiene lugar de LDH-3 & LDH-4 en hfgado y de LDH-3 a LDH-2 en
te;}do adiposo, mientras que la distribucidn isoenzimftica en cerebro

no resulta influlda por ninguna de estas condiciones.

' En el adulto, las células del cerebro son postmitdticas, esto es,
no se dividen después de un cierto perfodo de crecimiento del aniﬁal.
De acuerdo con este-hecho, el tratamiento con insulina no altera ia
distribucién de las isoenzimas de LDH en cerebro de conejos adultos y
la gestacidn tampoco altera este esquema. Sin embargo, los niveles de
la isoenzima LDH-1 (B4) en cerebro embrionarie (figs. 3.20f y 3.2Df)
son mfs bajos que los del cerebro materno, lo que significa que duran-
te el desarrollo tiene lugar un incrementn de subunidades B en ol ce-
rebro, de acuerdo con los resultados obtenidos por Singh y Kanungo (1968)
quienes han comunicado una proporcién mds alta de subunidades B en adul-

toa,
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Por otra parte, el higado y el tejido adiposo representan tejidos
premitéticos y la gestacidn y administracién de insulina alteran las
distribuciones de isoenzimas de LDH en estos tejidos. La tabla 3.3
describe los valores de actividad LDH correspondientes a cada isoenzi-~

ma en tejido adiposo, representados en la figura 3.3.

TABLA 3.3

Valores relativos de actividad de las cinco isoenzimas de LDH

en tejido adiposo de conejos sometidos a diversos tratamientos

Isoenzimas de LDH

LDH-1 LDH-2 LDH=-3 LDH-4 LDH=-5
Conejos adultos
Controles 5.1 18.2 38.1 26.7 11.6
-~ con Insulina 23.0 42.3 30.4 4.2 tr
- Gestantes 32.4 37.2 27.3 2.9 tr
Gestantes-Insulina 17.2 34.8 37.3 6.5 4.0

Sin embargo, hay diferencias pronunciadas entre las distribuﬁio-
nes de isoenzimas de higado y tejido adiposo bajo gestacién y trata-
miento con insulina; la desviacidn en la dominancia tiene lugar en
ambos & partir de un esquema inicial con un nivel similar de la isoen-
zime LDH-3, pero estas distintas condiciones fisiolégicas inducen dos
esQuemas muy diferentes, caracterizados por la alta proporcién de sub-
unidades B en el tejido adiposo y de subunidades A en el higado, lo
qué puede concluirse al observar cédmo la respueste del tejido adiposo
consiste en una desviacidn hacia el incremento de isoenzimas anddiccs

mientras que la del higado supone una desviacidn en sentido contrario.

Se tiene, por tanto, que la gestacién y la administracién de in-
sulina inducenAn cambio en la capacidad metabdlica de ambos tejidos,
para llevar 'a cabo la transformacidn pirdvico-ldctico, pero en distin=~

to sentido. Bajo estas circunstancias se incrumenta la capacidad del
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tejido adiposo para trabajar en condiciones aerdébicas, ya que se incre-
mentan los niveles de las isoenzimas anddicas (propias del mondmero B).
De acuerdo con los resultados de diversos autores, discutidos al prin-
cipio de esta memoria (Plagemann et ai., 1960 .y otros, ver'pégina 32 y
siguientes), las isoenzimas anédicas realizan su accién catalitica con
mayor eficacia en sentido l4ctico-pirdvico. Por otra parte, los resul-
tados que hemos obtenido en esta linea y que han sido disc@tidos ante-
riormente, nos ponen de manifiesto el efecto regulador del NAD sobre

la actividad de las isoenzimas de LDH, de tal forma que el monémero B

se activa por NAD mientras que el mondmero A se inhibe.

Todo ello da a entender que la actividad catalitica del sistema
isoenzimdtico LDH serd més efectiva realizando la transformacidén en sen-
tido ldctico-pirdvico en aquellos tejidos donde predominen las isoenzi-
mas anédicas, y mds efectivo en sentido pirdvico-ld4ctico, en tejidos

con predominio de isoenzimas catdédicas.

La desviacidén que presenta el higado bajo'el efecto de la insuli-
na, hacia un predominio de subunidades A, le permite catalizar la reac-
cién con més efectividad en sentido pirdvice-ldetico, mientras que la
desviacidn que menifiesta el tejido adiposo, en las mismas condiciones,
hacia un predominio de subunidades B, le permite catalizar la reaccién
con mayor efectividad en sentido ld4ctico-pirdvico. Estos hechos son ca-
paces de influir en las secuencias glicolitica y gluconeogénica de am-

bos tejidos.,

La accidn de la insulina sobre la biosIintesis del glucédgeno en el
higado ha constituido durante mucho tiempo materia de controversia, y
la actividad glucdgenolitica de esta hormona se ha atribufdo a un efec-
to secundario de la hipoglucemia, a través del glucagén o adrenalina
(Berthet et al., 1956).

En esta relacidn, el efecto total de la deficiencia de insulina
facilitando la gluconeogédnesis hepdtica y renal ha sido atribuido a
cambios en la etapa inicial de la ruta de los dcidos dicarboxflicos, en
la descarboxilacidén del oxalacético a fosfoenol-pirdvico y en la reduc-
cién de triosa-fosfatos (Krebs et al., 1965);(Krebs et al., 1966;
~Krebs, 1963).
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Sin embargo, la desviacién hacia el predominio de subunidades A en
las isoenzimas de LDH, que trae consigo un incremento de ldctico en las
células hepdticas, condiciona la inmediata salida del mismo al torrente
sangufneo, de donde puede ser utilizado por tejidos aerébicos (cerebro,
coraédn). Esto puede ser indicativo de una clara contribucién al decre-

cimiento de la gluconeogénesis hepdtica inducido por insulina,

"En el tejido adipnso, la administracién de insulina induce una ele=~
vacidn de subunidades B. El sistema isoenzimdtico Léctico-deshidrogenasa
puedé realizar su accidn cetalftica mds efectivamente en sentidn ldctico-~
pirdvico y de ahf se puede concluir que este tejido utilizard el dcido
l14ctico del torrente circulatorio para su posterior transformecidn en
otras sustancias. Las células de este tejido tendrdn asi un suministro
, de dcido pirdvico, pero la ausencia en las mismas de las enzimas fructo-
sa-1l,6-difosfatase y glucosa-6-fosfatasa hace que no puedan realizar la
secuencia gluconeogénica, Hay quc concluir, pues, que las transform&cio—
nes que se efectden sobre el 4cido pirdvico le conducirdn hacia otras
rutas metabdlicas, posiblemente favoreciendo la presencia de sustratos
adecuados para la lipogénesis. Asi, les experimentos descritos ofrecen
un nuevo soporte para el concepto del.control hormonal de la actividad

de la actividad enzimdtica, Por otra parte, los esquemas de actividad
‘determinados en higado y tejido adiposo durante la gestacién se pueﬁen
describir como muy similares a los que se obtienen bajo la influencia de

.insulina.
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lsocenzinas de LDH y desarrollo de drganos y tejidos

También se ha analizado la actividad de las isoenuzimas de LDH en
el endometrio de conejas gestantes y no gestantes. Los resultados obte-
nidos se exponen en la tabla 3.4 y estdn representados en la figura
3.4, en la pédgina siguiente. En la figura 3.5 se exponen las fotografias

de dos geles de este experimento.

TABLA 3.4

Valores relativos de actividad de las cinco isoenzimas
de LDH en endometrio de conejas gestantes y no gestantes

Isoenzimas de LDH

LDH-1 LDH-2 LDH-3 LDH-4 LDH-5
no gestantes 28.6 22.5 30.3 16.9 1.4
gestantes 18.5 14.1 26.6 19.8 20.2

Conejas

Estos resultados muestran claramente que la gestacidn produce una
desviacién en la actividad de las isoenzimas de LDH en endometrio. En
los animales control (no gestantes, figura 3.4A) predominan las isoen-

.zimas anédicas andédicas en el endometrio, mientras que en gestantes hay
un claro predominio de las catdédicas, que se manifiesta especialmente

en el incremento de LDH~5, cuya actividad sube casi un 20%.

Como se ha expuesto anteriormente (pdg. 49-52), varios autores han
estudiado la relacidén entre la dis%’ribucidn de isoenzimas de LDH en un
- érgano y su desarrollo. El predominio de isoenzimas catédicas durante
el mismo ha sido descrito por Markert (1962), Nebel y Conklin (1964),
~Cahn et al.(1962), Philip y Vesell (1962) y Lindsay (1963), entre otros.
La discrepancia sefialada antes entre algunos de estos autores, se re-
fiere especialmente al cambio de actividad durante el desarrollo, pero
todos ellos estd4n de acuerdo en el predominio de isoenzimas catddicas
en algunas de las fases del mismo. Otros experimentos estdn de acuerdo

con este hecho; Wachsmuth (1964) ha identificado la fase mitdtica del
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miocardio humano, con una distribucién binomial de las isoenzimas de
LDH, para un 50% de actividad en cada uno de los mondémeros A y B; en la
fase post-mitética, sin embargo, hay un predominio de las iéoenzimas
LDH-1 y -2. Esta diferencia de distribucidén ha sido descrita también
por Kaplan y Ciotti (1961 4) y Fine et al. (1962)., Ademds, Philip y Ve~
sell (1962) y Nebel y Conklin (1964) han comprobado que en los tejidos
que manifiestan un predominio de isoenzimas anddicas en el adulto, o en
la fase post-mitdtica (entre ellos, el miocardio), se pierde su distri-
bucidn caracteristica al cultivarlos "in vitro", condiciones en las que,
éomo describen Hararay y Farley (1960), las células del miocardio retor-
nan & una fase mitdtica. Bn estus condiciones, Philip y Vesell (1962) y
ﬁebel y Conklin (1964) han descrito que dichas células pierden su dis-

tribucién isoenzimitica caracterfstica y hay un clero predominio de LDH-5.

Comparando los resultados descritos en las pdginas 145-147, de ce-
rebro adulto y embrionario, puede observarse que en adultos hay un claro
- predominio de LDH-1l, mientras que en los fetos préximos ya al nacimiento
hay una desviacién hacia las isoenzimas catédicas. Dichos resultados es-
ﬁén de acuerdo con los referidos més arriba y con los de Bonavita et _al,

{1962) que se refieren a este 6rgano en concreto.

Ademds, los resultados expuestos en las pédginas 142-144 de higado
de animales adultos y embrionarios confirman nuevamente esta observacidn.
"El higado de organismos adultos controles (figura 3.1A) muestra un pre-
dominin de la isoenzima LDH-3 y presenta bajos niveles de LDH-4 y -5, pe=-
ro el higado de fetos control (fig. 3.21C¢) presenta una clara desviacién
hacia las isoenzimas catéddicas, con un predominio de LDH-4 y niveles més
altos de LDH-5 que el control; al contrario, las isoenzimas anddicas,

LDH-1 y -2 se encuentran en una proporcidén muy baja,

La relacidén entre predominio de isoenzimas catddicas en un érgano
y divisién celular o desarrollo del mismo, parece contar ya con numero-
‘as pruebas, pero no son estas las dnicas. E1l estudio de la distribucidn
e isoenzimas de LDH en células neopl4sicas extiende esta relacidn ain

‘4s. Elliot y Wilkinson (1963) y Langvad (1968, a y b) han descrito un
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predominio de estas isoenzimas de LDH, y especirlmente de LDH-5 en cé-

lulas neoplédsicas.

Los experimentos llevados a cabo en endometrio, donde la jsoenzima
LDH-5 aumenta su actividad en un 20% bajo condiciones de geétacidn
(fig. 3.4), suponen un cambio, prdcticamente cualitativo en la distri-
bucién isoenzimdtica de este tejido, que da un nuevo soporte a la obser-
vacidn discutida, los tejidos en desarrollo, o en fase mitética mani-

fiestan un incremento en la actividad de las isoenzimas catddicas de LDH.

De acuerdo con las consideraciones hechas anteriormente sobre los
resultados obtenidos en los estudios cindticos, y de acuerdo con la dis-
tinta actividad de isoenzimas anddicas y catdéddicas para realizar su ac-
cidn catalitica en distintas condiciones metabdlicas, especialmente, su
actividad frente a la concentracidn de NAﬁ+, hemos de concluir que en
les tejidos en desarrollo, o en fase mitdtica, predomina un metabolismo

anaerobio.
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RESUMENTN Y CONCLUSTIONES S

Este trabajo ha consistido en un estudio de la cinética compa-
rada de isoenzimas de LDH, de cerebro y misculo esquelético de rata;
un estudio de la microheterogeneidad de estas isoenzimas y un estu-
dio de la influencia de determinadas condiciones fisioldgicas (admi-
nistracidn de insulina y gestacidn) sobre la distribucién de isoenzi-

mas de LDH en hfgado, tejido adiposo y endometrio. A continuacidn se
resumen Ins reaultados obtenidos.

1. Mediante t&cnicas analfticas de elevada resolucidén es posi-
ble poner de ranifiesto la microheterogeneided del sistema enzimd-
tico LDH, de¢ ©v:. zrma qui -5Ca una de las cinco isoenzimas aparece
formada, a su vez por varias fracciones. Estas fracciones que compo-
nen cada isoenzima, podrian estar implicadas en los distintos fendme-

nos reguladores que se ejercen sobre ellas.

2. E1 NAD™ ejerce una influencia reguladora sobre la actividad
catalftica de las isoenzimas de LDH, de tal forma, que el logaritmo
de la concentracidn de NAD+ es proporcional a los correspondientes

valores de Kp.

3. BEsta influencia reguladora es distinte en cerebro y midsculo
estriado. En cerebro de rata, la isoenzima LDH-1 se activa por NAD,
mientras que las restantes isoenzimas se inhiben y esta inhibicidn
estd relacionada logarfitmicamente con el ndmero de mondmeros A que

contienen dichas isoenzimas.

4. En misculo esquelético de rata, la isoenzima LDH-5 se inhibe
por NAD*, mientras que las restantes isoenzimas 8e activan. Esta acti -
vacidén estd relacionada logaritmicamente con el ntimero de mondmeros B

que contienen dichas isoenzimas,
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5. Puede concluirse, pues, que el monémero A se inhibe por NAD
y que el monémero B se activa por NAﬁﬁ En cerebro, tan sélo se pone
de manifiesto la inhibicién por NaDY sobre 4, y en mésculo esquelé-

tioo, la activacidn por NAﬁ+sobre B.

6. En presencia de ATP 0.5 mM, la relacién entre concentracién
de NADY y Ky para L-l4ctico, que era semilogarftmica en su ausencia,
se hace logarftmica, pero esta sustancia no altera esencialmente el

gentido de la influencia del NAﬁ+sobre la cinética de las isoenzimas.

7. La gestacién y administracidn de insulina producen en el hi-
gado de conejos un aumento en la actividad de las isoenzimas catddi-
cas, lo que se interpreta como un ineremento en la produccidn de 4ci-

do léctico por este 8rgano en dichas condiciones.

8. Las mismas condiciones producen en el tejido adiposo un re-
sultado contrario, es decir, aumento de la actividad de isoenzimas
anddicas, lo que se interpreta como un incremento en la utilizacidén
de dcido ldctico en este tejido, para la obtencidén de sustratos ade-

cuados para la lipogénesis.

9. En condiciones de gestacién, aumenta en gran medida la acti-
vidad de las isoenzimas catéddicas en el endometrio. Este Hecho apor-
ta un nuevo dato a la relacidn que parece exisgtir entre mitosis y

condiciones anaerobias.

10. Los esquemas de distribucidén isoenzimdtica del sistema LDH
obtenidos en tejidos embrionarios confirman la relacién sefialada ante-

‘riormente,
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