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I N T R C D U C C I O N

1. REGULACION DE LAS REACCIONES ENZIMATIGAS. PROYEGCIQN BIOLQGICA

1.1. CONCEPTO DE ISOENZIMAS

Bn los anos 1950-52 se establecié la heterogeneidad estructu­
ral del sistema enzimâtico Lâctico-Deshidrogenasa (LDH) en tejidos 
animales. Este descubrimiento introdujo el conocimiento de las iso­
enzimas. Bn la actualidad, la documentacidn existante sobre las mis- 
mas nos permits concretar el concepto de isoenzimas y determiner 
cuatro caracteristicas implicitas en el mismo que, en la medida de 
nuestros conocimientos, se cumplen en todos los sistemas isoenzimd- 
ticos de los que se tiene suficiente informacidn, Dichas caracterfs- 
ticas hacen referenda a las propiedades siguientes:

Actividad catalitica
El conjunto de isoenzimas pertenecientes al mismo sistema cata- 

lizan la misma transformacidn metabdlica.

Heterogeneidad estructural
Las isoenzimas presentan entre sf una heterogeneidad estructural 

mds 0 menos ostensible, que precisard de técnicas mas o menos finas 
para ponerse de manifiesto. Asimismo, dicha heterogeneidad podrd te- 
ner mayor o menor alcance: desde una estructura primaria completamen- 
te d i s t i n t a hae-ta .diferencias en pocos restes de aminodcidos. De 
todas estas posibilidades tiene especial importancia aquella basada
en la estructura cuaternaria del sistema enzimdtico.



Actividad especlfica
Cada una de las isoenzimas de un sistena présenta distinta acti­

vidad cuantitativa que se manifiesta en distintas afinidades por los 
sustratos, ligandos etc,, asi como en distinta velocidad de reaccion»

Regulacidn metabélica
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 especlfica aludida antes. El resultado es que las isoenzimas

de un mismo sistema manifestardn distintos efectos reguladores indi- 
viduales cuando el raedio contenga unas concentracionen determinadas 
de sustratos, cofactores, ligandos etc. La actividad total del siste­
ma enzimâtico serd la résultante de la actividad especlfica de cada
isoenzima, con lo que as! se obtiens una actividad catalitica diver- 
aaraente controlada.

De acuerdo con esto podemos définir las isoenzimas como un con­
junto de enzimas que,exhibiendo heterogeneidad estructural, poseen 
la misma actividad catalitica aunque con distinta actividad especlfi­
ca y comportando diferentes fendmenos de regulacidn metabdlica.

1.2. REGULACION ENZIMATICA Y REGULACION POR ISOENZIMAS

El DNA codifica la informacidn genética hasta la bioslntesis de 
proteinas y contrôla su propia funcidn de transcripcidn. El modelo de 
Jacob y Monod (I96I) pone de manifiesto este sistema de regulacidn 
mediante el cual los productos finales de una serie de reacciones en- 
zimdticas reprimen la bioslntesis de las enzimas implicadas.

Por este sistema se contrôla la actividad del DNA a nivel de
transcripcidn aunque no la actividad enzimatica. Esta depende de otros 
mécanismes de regulacidn que ofrecen aspectos muy variados, entre elles 
la retroinhibicion.



Indudablemente, la retroinhibiciôn constituye un mecanismo mds 
elective de controlar las reacciones enziméticas, si acaso, mds rapi­
de, pero en el entorno celular hay otros mécanismes de regulacién de 
los que podemos enumerar algunos ejemplos. Veamos antes el alcance 
de los dos sistemas aludidos.

1.2,1. Regulacién de la bioslntesis de proteinas

La regulacién a este nivel ofrece dos aspectos: induccién y re- 
presidn. La induccidn de la bioslntesis de las proteinas se ejerce 
por un efecto alostérico del sustrato de la reaccidn enzimltica,o del 
sustrato inicial de una serie de reacciones,sobre una protelna (de- 
represora) cuya bioslntesis codifica un gen regulador.

La represidn de la bioslntesis de proteinas se ejerce por un 
efecto alostérico del producto final de una serie de reacciones meta- 
bélicas sobre una protelna represora. Esto origina el represor acti­
ve, el cual reprime la transcripcion y se condiciona a muy corto pla- 
zo el bloquée de la bioslntesis de todas las enzimas implicadas en la 
bioslntesis del producto final.

En principle, el sistema de control induceidn-represic5n contrô­
la solo la bioslntesis del mRNA. En el case de la induccidn, la bio­
slntesis del mRNA condiciona ya la bioslntesis inmediata de proteinas, 
pero en el case de la represién, el bloques de la transcripcidn no es 
condicién inmediata del bloqueo de la traduccion. Esta esté sujeta a 
la vida media de los mRNA. S in embargo, en la practica, el procedi- 
miento es muy efectivo ya que se tienen dates suficientes que dan 
cuenta de que esta vida media es muy corta.

Puede concluirse, pues, que el control de la transcripcidn, en 
ambos cases, détermina a muy corto plazo el control de la bioslntesis 
de proteinas.

No obstante, la represién de la bioslntesis de enzimas no detie- 
ne la actividad de las que estuvieran présentes. Para conseguir un 
control efectivo de esta actividad habria que considerar dos puntos.



1. La vida media de las enzimas; 2. Otros mécanismes de regulacién 
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 
regulacién de la actividad enzimética.

1,2.2. Regulacidn de la actividad enzimàtica

Este mecanismo de control se ejerce por cambios conforraacionales 
en la estructura terciaria de enzimas que se presentan bajo niveles 
estructurales cuaternarios. Estos cambios, inducidos por efectos alos- 
téricos tienen como consecuencia modificaciones en la actividad enzi- 
màtica. Dichas alteraciones pueden ser positivas o negativas, segdn 
que la enziraa se active o se inhiba por accidn de un producto que pro- 
voca el cambio de conforraacidn.

Hay diverses esqueraas de regulacidn en el métabolisme que ilus- 
tran estos mécanismes. Como norma general, la accidn reguladora se 
ejerce sobre una enzima que, o bien se activa por sustratos anteriores 
0 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 se trata de activacidn.

En el métabolisme de hidratos de carbono (glicolisis-gluconeogé- 
nesis), en el ciclo tricarboxl1ioo, lipogénesis, métabolisme de amino- 
écidos, bases pdricas y pirimidfnicas etc. existen abundantes ejemplos 
de este sistema de retroinhibicidn.

Es interesante hacer notar, y especialmente frente al caso que 
nos ocupa, cdmo en el proceso glicolisis-ciclo tricarboxllico, el ver- 
dadero producto final, el ATP, actda como inhibidor, lo que constitu­
ye norma general de control entre la relacidn bioslntesis-degradacidn.



Los niveles altos de ATP inhiben la degradacidn y activan la biosln- 
tesis mientras que ocurre lo contrario con los niveles de ADP. La re­
lacidn ATP/ADP mantiene el equilibria entre bioslntesis y degradacién 
lo que constituye, en realidad, una abstraccién de todo el mecanismo 
regulador, aplicable a la mayorla de los procesos. En la figura siguien- 
te se présenta un esquema metabdlico que ilustra este sistema de regu­
lacidn.

De igual forma, la relacidn NAD'^/NADH représenta el date infor­
mative més precise de las condiciones de aerobiosis del entorno celu­
lar. También esta relacidn gobierna varies procesos que pueden coinci- 
dir con los de bioslntesis-degradacidn senalados antes, o que pueden 
utilizarse para dirigir el métabolisme por rutas mds 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 regulacidn.

En el caso del sistema enzimâtico que nos ocupa veremos cdmo es­
tos cofactores ejercen una accidn de control sobre la actividad de la 
LDH que es, realmente, el mecanismo con que cuentan las cdlulas de ver- 
tebrados para adaptarse a condiciones anaerobias.

1.2.3, Efecto de las Biomembranas en la Regulacidn.
Compartimentalizacidn

Para que transcurra la reaccidn enzimdtica no es suficiente que 
haya tenido lugar la bioslntesis de la enzima y tampoco que dsta se 
encuentre activada. Es necesario, aslmismo, que no existan barreras 
de permeabilidad entre la enzima y los sustratos, Quizd el ejemplo mds 
llamativo nos lo proporcionen los lisosomas, en el interior de los 
cuales se encuentran las enzimas digestivas separadas de los sustratos 
citoplâsmicos por las membranas y que no pueden actuar sobre elles 
hasta que se destruya esta barrera. As 1 se contrôla la autolisis celu­
lar, pero existen muchos mds ejemplos, tante a nivel de orgdnulos co­
mo a nivel orgdnico: las membranas mitocondriales constituyen sendas 
barreras de permeabilidad para determinados sustratos como el NADH,
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el oxalacëtico, el Acetil-CoA, los dcidos 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 ^cido mdlico); en este dltimo caso, la enzima responsable del 
proceso contrôla la permeabilidad del sustrato aunque de forma indi­
recta*

A nivel org&nico, todos los procesos de secrecidn seguidos del 
transporte inmediato de dichas sustancias (hormonas etc.) constitu­
yen ejemplos ilustrativos de este tipo de control en el cual una eŝ - 
tirpe celular precede a la bioslntesis de una proteina 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 Ip.s isoenzimas en el control del metabolis- 
mo ha abierto nuevas perspectivas en las posibilidades de regulacidn 
con que cuenta la cdlula y ha contribuido a la comprensidn de la 
existencia de los sistemas isoenzimdticos. Varios ejemplos cldsicos 
se pueden aportar sobre este punto, Comentaremos dos de elles; las 
très Aspdrtico-Quinasas de Escherichia coli y las isoenzimas implica­
das en la bioslntesis de compuestos aromaticos,

Isoenzimas de Aspdrtico-Kinasa ,-En Escherichia coli se han descrito tres 
Aspdrtico-Kinasas, denominadas respectivamente I,II y III. Este sis* 
tema isoenzimdtico cataliza la reaccidn de fosforilacidn en  ̂del 
dcido aspartico. Se trata,en realidad, de una /3-aspdrtico-Kinasa que 
cataliza la reaccidn

Acido Aspdrtico 4 ATP ---- > ^Aspartil-P 4 ADP

A continuacidn, el aspartil-P se reduce por NADPHpara dar y3-se- 
mialdehido-aspdrtico. Esta enzima, semialdehldo-aspdrtico-deshi-
drogenasa no estd sometida a regulacidn por retroinhibicidn, pero 
a partir de aqui se divergen dos rutas metabdlicas: una que conduce



a la bioslntesis de Lisina por la via del dcido diamino-pimdlico y
otra que conduce a la formacidn de Homoserina. Esta segunda ruta se 
■\ •bifurca a partir de aqui en otras dos :1a primera rinde metionina y 
la segunda rinde sucesivamente Treonina e Isoleucina.

En la pdgina siguiente se expone un esquema de estas vlas de trans- 
formacidn metabolica, en E . coli as! como los mécanismes de control 
a que estdn sometidas las enzimas implicadas. Lo interesante de este 
esquema metabdlico, frente al caso que nos ocupa es el hecho signifi­
cative de que la actividad del primer sistema enzimdtico implicado 
en el conjunto de procesos, Aspdrtico-Kinasa, presente tres formas 
distintasj estd, por tanto, constituldo por tres isoenzimas que, como 
veremos a continuacidn, comportan distintos fendmenos de regulacidn.
Nos hallamos, pues, ante un ejemplo muy ilustrativo 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 actualidad, las 
très isoenzimas manifiestan distintos efectos reguladores en cuanto a 
a su bioslntesis. Asl, la Aspdrtico-Kinasa I estd reprimida en su bio­
slntesis por la accidn 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 et a l , 1961; Truffa-Bachi y Cohen, 
1961; Cohen y Patte, 1963).

Pero ademds, en cuanto a la regulacidn de la actividad enzimdtica 
de cada una de estas très isoenzimas, existen tambidn distintos efectos 
reguladores; asl, la isoenzima Aspdrtico-Kinasa-I se inhibe en presen- 
cia de Treonina, la isoenzima -III,en presencia dé Lisina y la isoen­
zima -II no manifiesta efectos de inhibicidn alostérica, El resultado 
de todos 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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Bioslntesis de compuestos arom^ticos »-La Bioslntesis de aminodcidos 
aromdticos (Tirosina, Fenilalanina y Triptdfano, especialmente) en 
Bacterias, que se inicia a partir del Fosfoenol-pirdvico (PEP) y de 
la D-Eritrosa-4-P, constituye tambiën un ejemplo muy représentâtivo 
de rutas metabdlicas controladas mediante la intervencidn de siste­
mas isoenzimaticos, En la primera figura de la pdgina siguiente se 
expone un esquema de estas rutas biosintdticas en las que dos de los 
sistemas enzimatiços implicados presentan distintas formas molecula- 
res (isoenzimas)•

El primer sistema enzimdtico de toda la serie de reacciones, 
3-I)esoxi-D-Arabino-Heptulos(5nico-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 accidn 
de Tirosina. Como puede comprenderse, observando el esquema aludido, 
la divergencia de rutas metabdlicas que se establece a partir del 
acido Prefénico y que va a resultar en la bioslntesis de Tirosina o 
Fenilalanina, tiene aslmismo implicaciones distintas en el control 
de la primera reaccidn. (Doy y Brown, 1965).

Un hecho andlogo ocurre con el sistema enzimdtico Corlsmico- 
Mutasa, que comprende dos isoenzimas, P y T (Cotton y Gibson, 1965). 
Cada una de estas isoenzimas estan sometidas igualmente a un control 
de tipo alostérico pero diferencial en cuanto a la accidn de Fenil­
alanina y Tirosina, como estd expuesto en la misma figura.

Continuando con este proceso metabdlico de Bioslntesis de Com­
puestos aromdticos, es de notar una nueva intervencidn de las isoen­
zimas como mecanismo de regulacidn en la bioslntesis de los dcidos 
cinamicos y benzoicos. En las hojas de Quercus pedunculata Coexisten 
dos formas de Fenilalanina-Amoniaco-Liasa (PAL)• Estas dos isoenzi­
mas se distinguen por su pH dptimo 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 accidn inhibidora de los dcidos benzoicos mientras que la otra
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P E P

3 -  deso xy - 2 -  ceto -  D -Arabino 

Heptulosônico-7-P

Siquimico -  TRIPTOFANO
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p -hidroxifenil-pinjvico

HeFUlacidn de la bioaintesis de amino^cidos aromaticos. Las fléchas 
punteavi-.is indican inhibicidn por productos finales sobre la activi­
dad c '/imât ic a .
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00 benzoïco
PAL 11

oc.p.cumdrico -^o c . p. hidroxibenzoico

oc. cofelco

oc. voiniliicooc.ferulico

oc anopico ►oc. siringico

jtep;ulac l(5n do la bioslntesis de 6cido benzoicos _̂c,i_̂ri d. mi cos . Tambidn 
en este caso la presencia de isoenzimas amplfa las posibilidades' de 
control.
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10 es a la de los dcidos cinâmicos; (Boudet et a l , 1971). En la segun­
da figura de la pagina anterior se présenta 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 distribueiones isoenzimdticas se han utilizado con criterios 
filogenéticos en numerosas especies. Quizd la Ldctico-Deshidrogenasa 
ha sido la enzima mds estudiada en este sentidoj de ello hablaremos 
mds adelante, pero aslmismo se han realizado estudios similares so­
bre otros sistemas taies como Glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa, otras 
deshidrogenasas, quinasas etc.

En lo que respecta a la Glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa {G-6-P-DH) 
Karaada y Hori (1970) han realizado un estudio suficientemente amplio 
como para poder sacar conclusiones importantes en cuanto a la distri- 
bucidn de sus isoenzimas en tejidos de una gran variedad de especies, 
desde levaduras hasta Mamlferos con varios représentantes de cada gru- 
po. Entre los resultados y las conclusiones de estos autores esta el 
establecimiento de cuatro isoenzimas del sistema G-6-P-DH denominadas 
respectivamente I-A, I-B, II y III asl 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 especlfica de la Glucosa-6-P, los tipos
11 y III lo son ademds de otros sustratos; la Galactosa-6-P y la desoxi- 
Glucosa-6-P, respectivamente. En cuanto a su distribueidn en los dis­
tintos grupos zooldgicos, es de notar que las isoenzimas del tipo I
se presentan en Invertebrados, donde ne existen las restantes, mien­
tras que en Vartebrados estdn présentes tan sdlo las isoenzimas I-A,
II y III. Puede observarse, por tanbo, que aquellas isoenzimas real­
mente especificas de la Glucosa-6-I son mas caracterlsticas de grupos 
zooldgicos poco evo lue ionados mientrr.s que en los demds, donde, por 
otra parte, coexisoen mas variedades, la reaccidn de deshidrogenacidn 
se puede llevar a cabo sobre un ndmero mayor de sustratos.
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En lo que respecta a estudios filogendticos realizados sobre otros 
sistemas isoenzimàticos, los esquemas metabdlicos discutidos anterior- 
mente de la bioslntesis de aminodcidos derivados del aspàrtico y de los 
aminodcidos aromdticos,ha planteado un campo interesante en el que se 
pueden relacionar los distintos efectos reguladores (entre ellos, re­
gulacidn por isoenzimas) con la escala filogenética,

La bioslntesis de Isoleucina, Treonina, Lisina y Metionina, ami- 
nodcidos que derivan del Aspdrtico estd controlada,en Bacterias, en 
gran medida, a nivel del sistema enzimdtico Aspdrtico-Kinasa, pero en 
los distintos grupos de bacterias, esta regulacidn se realiza por di­
ferentes mécanismes: en el grupo de bacterias entéricas, Escherichia 
coli y Salmonella typhimurium, estd basada en distintos efectos de 
control sobre las isoenzimas, mientras que en las especies de Bacillus. 
a excepcidn de B. licheniformis♦ donde se ha descrito una retroinhi­
bicidn secuencial, la regulacidn se ejerce por retroinhibicidn concer- 
tada. Aslmismo, en la bioslntesis de aminodcidos aromaticos, la regula­
cidn 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
nismes, dos rutas independientes de bioslntesis exhiben mecanisraos si­
milares de control.
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1.2.6. Otras isoenzimas

Después del descubrimiento de la heterogeneidad estructural de 
la Ldctico-deshidrogenasa (LDH) se determinaron, andlogamente, mul­
tiples formas en otros sistemas enzimdticos. Ademds de las isoenzi­
mas mencionadas anteriormente conviene llamar la atencidn sobre al- 
gunas que han tenido diversas proyecciones en cuant# a regulacidn 
del metabolismo, andli-iis cllnicos, filogenia etc.

Mdlico-deshidrogjenasa.-Vesell y Bearn (1958) establecieron la hetero­
geneidad estructural de este sistema enzimdtico mediante electrofore­
sis en bloque de almiddn de muestras de suero huraano. Asl, estos au­
tores determinaron tres fracciones. Quizd una de las caracterlsticas 
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 Mdlico-deshidrogenasa, uno intramitocondrial 
y otro citopldsmico. La presencia de estos dos tipos de isoenzimas 
da cuenta de las rutas metabdlicas del acido oxalacdtico dentro y 
fuera de la mitocondria ya que el mdlico es permeable a sus membranas 
(Kaplan, 1961),

Isocltrico-deshidrogenasa.- Los tejidos de rata contienen tres o cua­
tro isoenzimas (Tsao, I960; 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, especialmente para 
el reconocimiento de enfermedades cardlacas (White, I960) y hepdti- 
cas (Campbell y Moss, 1962).

Otras deshidrogenasasa-Se han realizado estudios sobre otros siste­
mas de este tipo. Asl, la 6-Fosfo-Glucdnico-deshidrogenasa (Fildes y 
Parr (1963); Glutamico-deshidrogenasa (Doherty, 1962). Kaplan (1963) 
ha revisado los estudios de otros autores sobre varias deshidrogenasas 
analizando las técnicas de separacién y diversas proyecciones filoge- 
néticas.

Transaminasas.-El sistema enzimdtico Glutdmico-Oxalacético-Tranasami- 
nasa (GOT) ha sido uno de 1#s mds estudiados. Su distribucidn isoen- 
zimdtica en suero se ha utilizado extensamente con gran valor diag-
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nostico, especialmente en infartos de miocardio y en hepatitis 
(Wrdblewski, 1957 y otros autores).

Las fosfatasas séricas (dcida y alcalina) también presentan he-̂  
terogeneidad estructural; su estudio se ha llevado a cabo utilizan- 
do diversas técnica cromatogrdf icas y elec ti:o forêt icas y también, en 
gran medida con finalidad diagndstica. En cuanto a su distinta dis- 
tribucidn en tejidos humanos, es de notar que existen diferencias 
cuantitativas y cualit ativas, especialmente en lo que atahe a las 
losfatasas alcalinas (Chiandussi et al. 1962),

También se ha deterrainado heterogeneidad estructural en otras enzimas 
taies como Aliesterasas (Augustinsson (1961), Colinesterasaa (Ord y 
Thompson (1951), Arilesterasas (Auguçitinsson, 1958), Aminopeptidasas 
(Lawrence et al, I960) etc.
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2. LÀCTICO-DESHIDROGENASA (LDH)

2.1. ACTIVIDAD ENZIMATICA Y SITUACION METABOLICA

El sistema enzimAtico Lâctico-Deshidrogenasa (L-lactato : NAD**” éxido 
leductasa, EC 1.1.1.27), o més abreviadamente LDH, cataliza la trans- 
fcrmacidn reversible L-ldctico-^pirûvico, utilizando el NAD* como co- 
factor. Estd ampliamente distribuldo en animales, especialmente en 
Hamfferos, donde se halla présente en la mayorla de los drganos y te- 
:idoG, En la Cohorte Glires (Rodenthia y Lagomorpha) abunda especial- 
-.onte, por lo que quiza se ha estudiado esta enzima en ellos con ma- 
0 r e X t e n s i d n .

Es preciso considerar la situacidn metabdlica del sistema enzi- 
màtico que nos ocupa para procéder al estudio de la influencia de su 
accidn catalitica, asi como los condicionamientos de su regulacidn.
La transformaciôn pirüvico-làctico corresponde a la etapa final de la 
glicolisis en el mùsculo estriado y otros tejidos. Esta reaccidn, aco- 
plada con la deshidrogenacidn del gliceraldehido-3-fosfato permite la 
10sforilacidn del ADP a ATP aûn 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 pégina siguiente se expone un esquema abreviado de este proceso 
metabdlico,

Todo el proceso catabdlico de la degradacidn del glucdgeno esté 
sometido a numerosas etapas de regulacidn que establecen un equili- 
brio entre glicolisis y gluconeogénesis. Las acciones reguladoras se 
realizan preferentemente sobre las quinasas y sobre las fosfatasas, 
pero h 3:a J.onde nos permite afirmar.la do c ument ac idn existente, al 
sistema LDH no se le atribuyen efectos reguladores especificos que 
puedan intervenir en el control general del proceso.
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Dos momentoa del metabolismo ener^dtico del miSsculo estriado.
a) en reooso, glucogénesis• b) en ejercicio, glicolisis anaerobia, sobre
la 'ase de una cantidad de glucdgeno acumulado anteriormente.

LACTICOY"
LACTICO

6LUC06EN0

TRIOSA-P

ADP
LDH

ATP

PIRUVICO

PGA

Esquema m^s detallado de la glicolisis anaerobia* La enzima Gliceral- 
dehîdo-3-P deshidrogenasa realiza su accidh catalitica acoplada con la 
LDH; con lo que se mantienen los niveles de WAD



18

El dcido L-ldctico; 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 cldsicos sobre la funcidn del hîgado cuyas cdlulas lo 
utilizan para procéder a la gluconeogdnesis y las células del mio­
cardio que lo utilizan como uno de los productos bdsicos del catabo­
lisme. Pero ademds, el acido L-ldctico, puede utilizarse como punto 
de partida para la elaboracidn de otras sustancias taies como amino­
dcidos y dcidos grasos (vdase la figura de la pdgina siguiente).

Teneraos, por tanto, dos aspectos en la actividad catalitica del 
sistema LDH: la produccidn de dcido Idctico y su consume. Un hecho 
que merece senalarse en cuanto a la coordinacidn entre ambos procesos 
es el que tiene lugar entre hîgado y mdsculo cuando date realiza su 
formacidn a partir de glucdgeno y aquél su utilizacidn para la glu- 
coneogénesis, El proceso constituye una de las partes del ciclo de 
Cor i y se représenta tambidn en la pdgina siguiente.

En este caso particular, las condiciones de regulacidn présen­
tes en ambos tejidos son opuestas, y asî, mientras que el mdsculo dé­
grada glucdgeno, el hîgado lo biosintetiza y el sistema LDH cataliza 
en la fibra muscular la reaccidn en sentido pirdvico-lâctico y en el 
hîgado en sentido contrario.

No obstante, despuds del ejercicio, el mùsculo esquelético pro­
cédé a la degradacidn de cierta cantidad de dcido lactico enddgeno 
con lo que se tiene enfonces el esquema sehalado antes para el mio­
cardio, es decir, la LDH ejecuta su actividad catalîtica en sentido 
contrario que unos minutes antes. Asî tenemos que en este momento, 
las condiciones de regulacidn en la fibra muscular estriada cambian 
hasta t al punto que se invierte el sentido de la catdlisis del siste­
ma LDH.

Todos estos y muchos otros aspectos de la funcidn metabdlica de 
la LDH habrîa que considerar para comprender su total significado en 
el metabolismo y mucho se podrîa decir también acerca de los sustra-



10

GLUCOSA“”'r” **6UJC08A”

ucncoH— ' uiCTico*
.)

‘ OLÜOOSA-6-P — * G - I -P

I \
t  UDPG

TRIOSA-P

PEP

OXALACETICO

PIRUVICO

oinlnoocidos

\
GUUC06EN0

CITRICO

Am W-CoA\
Ac. GRASOS

piversae rutas metabdli­
cas que puede seguir el 
dcido Idctico.
Gluconeogdnesis, iiitegra- 
cidn en el Ciclo tricar- 
boxllico, transformacidn 
en aminodcidos y biosînte 
aia de dcidos graaos.

HI6AD0

GLUCOGENO

GLUC0SA-6-P

Î
Î
Î

PIRUVICO

t
L-LACTICO

CORAZON

L-LACTICO

1
PIRUVICO

1
ACETlL-CoA

I
CICLO
TRICARBOXIUCO

1
ATP

ACETlCoA

AC. GRASOS

L-LACTICO

I
PIRUVICO 

\
\

2 -P-GUCERICO 

1
SERINA

1
CISTEINA

Rutas mds frecuentea del 
dcido Idctico en détermina 
dos te lidos.

Hîgado, g l u c o n e o g d n e s i s  
Miocardio, d e g r a d a c i d n 
AdipOBO, lipogénesis.

HIGADO

GLUCOGENO

L -LACTICO L-LACTICO

MUSCULO

GLUCOGENO

L-LACTICO

Un aspecto del Ciclo de 
Cori. Mientras que el mùs­
culo esquelético produce 
dcido Idctico, el hîgado 
procédé a su consume y la 
LDH cataliza la reaccidn 
en sentido inverso en cada 
uno de ambos drganos.
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tes de la reaccidn, puesto que cuando esta enziraa trabaja acoplada 
con. la gliceraldehido-3-P-Deshidrogenasa, bien se podria considerar 
que el sustrato es el NADH, pues mediante la transformacidn de pirii- 
vico en lâctico se mantienen los nivales de NAD* y puede continuar la 
glicolisis en condiciones anaerobias,

2.2. HETEHOGENEIDAD ESTRUGTURAL. ISOENZIMAS DE LDH

La heterogeneidad estructural del sistema enzim&tico Lâctico- 
Deshidrogenasa se puso de raanifiesto por Neilands (1952) y cinco 
anos despuës, Wieland y Pfleiderer (1957) establéeieron que la mayo- 
rîa de los drganos de Mamîferos contienen cinco fracciones proteicas 
que exhiben actividad LDH (1)

A partir de entonces se investigd la posibilidad de que otros 
sisteraas enzimâticos estuvieran corapuestos también por varias isoen- 
zimaso Enseguida se establecid anâloga heterogeneidad estructural en 
otras deshidrogenasas (m^lico-deshidrogenasa, isocItrico-deshidroge- 
nasa etc.) y posteriormente en transaminasas, fosfatasas aldolasas, 
quinasas etc.

Isoenz ima
Composicidn 
de mondmeros
A-B M-H

LDH-5 *4 M4
LDH-4 A.B M H

LDH-3 ^2®2 ^2^2
LDH-2 AB MH_

LDH-1 ^4

Movilidad 
electroforética

cdtodo

ânodo

(1) A cada una de las cinco isoenzimas se acosturabra a asignar un nd- 
mero corrélative, de acuerdo con su movilidad electrofordtica anddica, 
Estos ndmeros se corresponde# con la diferente composicidn en mondmeros 
tal y como se detalla e la tabla donde se han expuesto las dos nomen- 
claturas (A-B y M-H con que se suele designar a los mondmeros.
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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), despuds 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 composicidn de aminodcidos de 
LDH-1 difiere de LDH-2 en igual magnitud que LDH-2 difiere de LDH-3 
etc. Esta opinidn estd raantenida por las experiencias de Wieland, 
Pfleiderer y Rajewsky (I960): los pdptidos que resultan de la diges­
tion triptica de muestras altamente purificadas de las cinco isoenzi­
mas originan unos mapas que difieren de acuerdo con el origen de la 
iso enz ima.

Wieland et al. (I960) observa# una sorprendente sirailitud entre 
los mapas de pOptidos de isoenzimas de LDH de corazdn de buey y cora- 
zon de rata y establecen diferencias mâs pronunciadas entre los mapas 
de isoenzimas de miisculo esquelOtico de rata y conejo. Por su parte, 
Wieland y Pfleiderer (1961) realizan hidrdlisis mâs drdsticas con HCl 
6N seguidas de un andlisis cuantitativo de aminodcidos y suministran 
evidencias de diferencias estructurales entre varias protelnas isoen- 
zimdticas: La LDH-1 de corazOn de rata, por ejemplo, contiens apre- 
ciablemente mds aminodcidos dcidos (aspartico, 138 moles/mol de iso- 
enzima) que la LDH-5 de mdsculo esquelético de rata (118 moles/mol). 
Asimismo, en cuatro isoenzimas humanas (LDH-1,-2,-3 y -5) hay diferen­
cias llamativas en la composioidn de aminodcidos. Hay un incremento 
graduai en el contenido de U s i n a  y arginina y un decrecimiento re­
gular de aspdrtico y glutdmico que, lOgicamente, han de dar cuenta de 
las distintas movilidades electroforëticas tal y como estd represen- 
tado en la figura siguiente
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Difarencias en los nûneroa de mol^culas de ciertos aminodcidos 
por moldcula de enzima en cuatro isoenzimas de LDH humanas. 
a c h s m u t h et al. , 1964,
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2.2,2, Estructura cuaternaria

Poco se COnoce hast a el presente sobre la secuencia de aminoaci- 
dos en las moléculas de isoenzimas de LDH, pero la demostracidn de 
que cada isoenzima es un tetrdmero que puede ser disociado en cuatro 
monomeros, ha tenido extensas consecuencias que han ido mds lejos de 
las consideraciones meramente estructurales.

Apella y Markert (1961), Cahn et al. (1962) y Markert y Apella 
(1963) han procedido a la disociacidn del tetramero por tratamientos 
con urea 12 M y cloruro de guanidinio 5 M.

Se conoce que la relacidn estequiomdtrica enzima-coenzima es de 
4 moles de NAD'*' por mol de isoenzima y se ha demostrado que las cua­
tro subunidades B iddnticas, producidas por la disociacidn de cada 
nolecula de LDH--1, difieren de las subunidades A obtenidas de la di­
sociacidn de LDH-5,

2,2 c 3 . Diferencias entre los mondmeros 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 U s i n a  y arginina establecidas en la molécula total de las iso­
enzimas LDH-1 y -5 respectivamente (Cahn et al ., 1962; Apella y Mar­
kert , 1962).

Se ha sugerido que cada una de las isoenzimas de movilidad inter­
media es un corapuesto hibrido résultante de la combinacidn 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 Pfleiderer (1961) al raostrar que la composic-idn de 
aminodcidos de LDH-3 es casi la media entre LDH-1 y LDH-5.

Wieland et al. (1964) han demostrado que una digestion trîptica 
de LDH-2 de corazdn y mdsculo 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 inmunoquiraicos apoyan también este 
modelo, (Cahn et al., 1962 ; Markert y Apella, 1963 ).
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2.2.4. Actividad del tebrdmero y recombinacidn de mondmeros

Si una preparacidn 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. Despuds del tratamiento con urea no es posible restaurer 
la actividad enziradtica, ni adn despuds de una extraccidn de urea 
por didlisis o diluydndola hasta una concentracidn inefectiva. Pare- 
ce que la rotura de los enlaces de hidrdgeno produce cambios irréver­
sibles en la estructura secundaria y terciaria de los mondmeros, que 
previenen su nueva recombinacidn para restaurer la enzima active.

Sin embargo, Markert (1963) realizd un tratamiento mds moderado 
para causer la disociacidn: cuando los tetrdmeros son congelados en 
NaCl 1 M y descongelados despuds de varias horas, ocurre la disocia­
cidn que es acompanada por recombinacidn de los mondmeros para for­
mer isoenzimas activas. Aplicando este tratamiento a una mezcla de 
cantidades iguales de isoenzimas LDH-1 y -5 de corazdn 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- 
gdn lo esperado si ocurriese una libre reasociacidn.

El mecanismo por el que ocurre la disociacidn y recombinacidn de 
mondmeros 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 concentraciones salinas y proteicas, ambas incrementadas, y posi- 
blemente el deerecimiento del pH, segdn concluyen estos autores,

También describe Markert (1963) que durante estos experimentos 
hubo una pequeha pdrdida de actividad enzimética y sugiere que los 
mondmeros podrlan poseer cierta actividad. Esta idea encuentra cierto 
apoyo en la observacidn de una isoenzima activa de peso molecular 
72,000 (Millar, 1962) que podrla ser un dfmero. No obstante se care- 
ce de documentacidn suficiente que confirme la actividad catalftica 
de los mondmeros, los cuales, hasta el presente, se consideran inac- 
tivos.
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La naturaleza de sitios de la enzima implicados en la asocia- 
cidn de mondmeros para originar el tetrdmero active ha sido investi- 
gada por diverses autores. Südi y Khan (1970) han realizado un tra­
tamiento con lodoacetamida antes y despuds de procéder a la disocia­
cidn y han obtenido resultados interesantes en lo que respecta a los 
restes de aminodcidos implicados en las uniones entre mondmeros. De 
acuerdo con los resultados de estes autores puede concluirse que el 
tratamiento con lodoacetamida produce una inactivacidn rdpida de la 
enziraa si se procédé a au congelacidn y descongelacidn simultaneamen- 
te (es decir, a su disociacidn y reasociacidn), pero dicha activacidn 
es considerablemente mds lenta si los tetrameros no son disociados.

De aqul puede concluirse fdcilmente, que la lodoacetamida actua 
sobre restes de aminodcidos que se encuentran bloqueados cuando la 
enzima se encuentra en forma tetramdrica, lo que da a entender que la 
unidn entre mondmeros puede estar mantenida por enlaces mds firmes 
que puentes de hidrdgeno.

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 tetramero activo. Entre las conclu- 
siones de estos autores merece destacarse la influencia que ejerce el 
NADH favoreciendo la reasociacidn y la recuperacidn de actividad de la 
LDH tetramdrica. En la misma llnea, Levi y Kaplan (1971) han analizado 
las propiedades catallticas de la enzima nativa comparandolas con las 
de la enzima reasociada. Realmente, los resultados de estos andlisis 
muestran que existen varias diferencias de indole diverse (distinto coe- 
ficiente de sedimentacidn, reactividad de grupos SH, resistencia a la 
temperature, inhibicidn por sustratos etc.) pero si la reasociacidn ha 
tenido lugar en presencia de NADH, dichas diferencias se hacen mucho 
menos llamativas.

Finalmente,Sait0 (1972) despuds de realizar diverses ensayos de 
disociacidn, reasociacidn, hibridacidn etc. concluye que entre los 
mondmeros 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 considéra el tetramero como un estado que résulta 
do la cooperacidn de dos dlmeros activos.
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Las cantidades relativas de los polipdptidos A y B en cdlulas 
de distintos tipos deben variar considerablemente pues es Idgico es-̂  
perar que un exceso de subunidades B origine una proporcidn prépondé­
rante de isoenzimas anddicas y viceversa. Por otra parte, esta teorla 
supone que todos los tejidos de una especie dotada con el sistema en- 
zimdtico LDH contendrdn probablemente las cinco isoenzimas, aunque en 
algunos cases las formas extremas (LDH-1 d -5) podrian 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 estadfstica o no 
estadistica de los mondmeros para constituir el tetrdraero. En el pri­
mer case, establecidas unas cantidades determinadas de subunidades A 
y B en un sistema bioldgico, se obtendrian unas proporciones relati­
vas de cada isoenzima estadfsticamente distribuidas. El modelo de es­
tructura cuaternaria no implica necesariamente esta posibilidad de li­
bre asooiacidnj sin embargo, de ser dsta cierta, el modelo consti- 
tuirla una buena base estructural para la misma.

Se considéra que la biosîntesis de las dos diferentes subunidades 
polipeptldicas,A y B, depende de la codificacidn de genes distintos 
por lo que las distribuciones de isoenzimas establecidas en distintos 
drganos o tejidos dependerîani de las cantidades relativas de los poli- 
pëptidos A 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) pré­
sente en testicule humane. Zinkham et al. (1963), con sus experiment 
tes de disociacidn han demostrado que se podrla ajuster también al mo­
delo de la estructura cuaternaria, aunque habrla que considerar la 
existencia de un tercer monémero, Ç_. Hawtrey y Goldberg (1970), Batte- 
llino y Blanco (1970) y otros autores han procedido a una purificacidn 
parcial de la isoenzima LDH-X de testicule de diversas especies. 
Goldberg (1972) ha purificado y cristalizado esta isoenzima, de testi­
cule de ratdn para procéder seguidaraente al anélisis de su composicidn 
de aminodcidos. Estos resultados confirman la presencia de un tercer 
mondmero. G, as 1 como ponen de manifiesto la naturaleza heterotetramd­
rica de la isoenzima LDH-X,
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2,2.5. Microbeterogene idad

Sô considéra clasicamente como cinco el ndmero de isoenzimas de 
LDH présentes en drganos de Mamiferos, a excepcidn de la sexta isoen­
zima de testlculo y esperraa (Zinkham et al, 1963). No obstante, con 
posterioridad han aparecido nuevas isoenzimas supernumerarias cuya 
existencia se puede observar a travds 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 tdcnica apro- 
piada que las ponga de manifiesto con reproducibilidad,

Como se discutird mds adelante, al considerar las relaciones en­
tre isoenzimas de LDH y Ontogenia, Philip y Vesell (1962) haciendo 
estudios sobre los cambios que se producer en el valor relative de 
la isoenzima LDH-1 en embridn de polio, concluyen que esta isoenzima 
es la mds abundante en hlgado mdsculo y corazdn, pero en higado estd 
acompanada por dos nuevas bandas, de baja actividad que migran con 
mayor rapidez hacia el anodo. Nebel y Conklin (1964) sehalan dupli- 
cidad en la isoenzima LDH-5 y sus resultados, en cuanto a la distri- 
bucidn de isoenzimas en embridn de polio,no estdn de acuerdo con los 
de Philip y Vesell. Croisielle (1964) describe tarabidn dos bandas adi- 
cionales a la isoenzima LDH-1. Estas isoenzimas supernumerarias des- 
aparecen antes del nacimiento.

Muchos otros autores han llamado tambidn la atencidn sobre estas 
isoenzimas supernumerarias. Keen y Goodman (1969) recogen estas obser- 
vaciones y proponen una base gendtica de dos loci que codificarfan ca­
da una de las dos cadenas polipeptidicas A y B, siendo los heteroci- 
gotos quienes manifestarlan isoenzimas duplicadas. Esta hipdtesis, sin 
embargo, no cuenta con el apoyo general, quizâ porque tarapoco estén 
de acuerdo los autores sobre las caracterfsticas de esta microhetero- 
geneidad, las cuales se pueden considerar a muy distintos niveles.

Falta por determinar, por ejemplo, cudles son las isoenzimas que 
manifiestan esta diversidad de formas que nos parece oportuno denomi- 
^ar Microheterogene idad. Asimismo, tampoco hay acuerdo en la relacidn 
qua puede existir entre la presencia de la misma'y el desarrollo em- 
brionario, y lo que quizd puede constituir un notable obstdculo en su
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investigacidn: la necesidad de una técnica apropiada que determine la 
microheterogeneidad donde realmente dsta existe. Quizd haya sido dste 
uno de los factores déterminantes del desacuerdo, y hay que hacer no­
tar que, en este sentido, no se han descrito técnicas especiales con 
un objetivo directamente encaminado a resolver este extreme.
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2.3. ESTUDIOS CINETICOS

2.3.1. Especificidad

Los estudios clésicos realizados sobre el sistema enzimâtico 
LDH de îlamiferos han mostrado que la enzima es especifica para el 
dcido L-lactico (Meyerhof y Lohmann, 1926). Sin embargo, Ottolenghi 
y Denstedt (1958) comunicaron que esta enzima, extraîda de eritroci- 
tos de conejo,podia actuar igualmente sobre las formas D y L. Estas 
observaciones no han podido ser confirmadas aunque Pla.giemann e t al. 
(I960) trataron de hacerlo; estos dltimoe 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 exclusi- 
vamente.

Por otra parte, varies investigadores han estudiado la amplitud 
de la especificidad de este sistema enzimdticoj asî, Green y Broste- 
aux (1936) comunican que el dcido o^-hidroxibutIrico se comporta como 
un sustrato efectivo para la actividad catalitica de la LDH, Estos 
mismos autores amplian sus resultados a otros posibles sustratos y 
concluyen que hay mds ^-hidroxiacidos sobre los que la LDH puede acL 
tuar de igual forma.

En efecto, desde que se conocid la existencia de las isoenzimas, 
Allen (1961) ha utilizado el dcido ^-hidroxicaproico y o(-hidroxivalé- 
rico en los estudios de isoenzimas de LDH.

En la reaccidn inversa hay similar especificidad por el sustra­
to . Meister (1950) comparé varias series de b(-ceto y o(-lf-dicetodcidos 
como sustratos para la LDH cristalina obtenida de corazdn de buey y. 
establecid que sdlamente el pirdvico y el o(-cetobutirico eran reduci- 
dos. en presencia de NADH, aunque mantenla la observacidn de que algu­
nos dicetodcidos reaccionan con lentitud.
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2.3.2. Afinidad por sustratos

Desde 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, asf como la que existe en las c|.ietintas 
condiciones expérimentales, hace muy diflcil 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 érgano.

Valores de Km determinados para algunas de las isoenzimas de LDH

referenciaisoenzima 
drgano prédominante sustrato

concentracidn . _ „, . , Km mMde coenzima 10- M
corazdn humano LDH-1 p irdvico 0.43-1.7 0.12 (1)

1» II Idctico 4.76 4.4 II

ti II II 2,38 8.0 II

M II II 0.95 16.5 II

higado humano LDH-5 II 0.44 28.2 (2)
It II II 0.88 25.6 II

II II II 1.75 22.3 II

II II II 3.50 1 9 . 6
II

corazdn de buey LDH-1 pirdvico 0.48 0.14 (3)
II II lactico 2.60 1 1 0 . 0

II

suero humano LDH-1,2 y 3 pirdvico 30.0 0.12 (4)
testicule de ratdn, LDH-X p irdvico 1.5 0 . 0 6 (5)

it LDH-1 II II 0.09 II

«1 LDH-5 II II 0.22 II

Referencias. 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, aunque poco, puede concluirse de todos estos resultados.
Las isoenzimas mds anddicas (LDH-1 y -2) muestran valores mds bajos 
de Km, o lo que es lo mismo, mayor afinidad por el sustrato, que las 
mds catddicas (LDH-5 y -4). Esta observacidn se ha visto confirmada 
per varies autores (Battellino et al., 1968). Esto debe entenderse 
como una conclusidn fraccionaria de cindtica comparada entre isoenzi­
mas anddicas y catddicas, pero mds bien desde un punto de vista cuan­
titativo. Con la tabla 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 comparative completo que re- 
lacione los distintos valores de Km que corresponden a cada isoenzima 
en un mismo sistema bioldgico.

Ademds, como muchos de estos resultados se han obtenido a partir 
de extractos enzimdticos impurificados, no se pueden considerar como 
estudios cindticos précises ya que en el mismo extracto pueden existir 
ciertas sustancias que actden como modificadores de la velocidad de 
reaccidn con mayor o mener especificidad.

Varies autores han investigado la influencia de la concentracidn 
de la enzima sobre sus propiedades estructurales y funcionales, uti- 
lizando diversas técnicas. Yagil (1964) sehald una proporcionalidad 
entre la concentracidn de enzima y la actividad por encima de 50 jug/ml 
y un decrecimiento especifico de actividad por debajo de esta concen­
tracidn. Por otra parte, Bernfeld et al. (1965) y Kurganow et al♦ 
(1968) han descrito un fuerte descenso de actividad a concentraciones 
de LDH inferiores a 1 >ug/ml que atribuyen a la disociacidn del tetrd- 
mero activo en mondmeros o dlmeros inactivos, Yoshida (1967), sin em­
bargo, ha descrito una inactivacidn de LDH por dilucidn de la enzima 
a pH neutro sin que tuviera lugar la disociacidn.

La realizacidn de estudios cindticos de LDH, comparando la afi­
nidad por sustratos y la variabilidad de las constantes cindticas, 
ha contribufdo a esclarecer la dependencia que tiene la actividad de 
la concentracidn de enzima* Sawula y Suzuki (1970) han analizado esta 
influencia realizando estudios cindticos comparados a varias concen- 
^’"-.ciones de enzima y observan que a concentraciones bajas de LDH se
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deavla la cindtica de la t£pica de Michaelis-Menten con respecte al 
p irdvico.

Simultanearaente, Wurster y Hess realizan un estudio cindtico com- 
parado a un rango de concentracidn de LDH de 10  ̂ a 10 M. Estos 
autores encuentran una proporcionalidad en el comportamiento cind- 
tico de la enzima en el rango de concentraciones de 10"^ a 2%10"^ M. 
Dentro de este rango hay proporcionalidad entre actividad y concentra­
cidn y las constantes cindticas obtenidas (Km para pirdvico y NADH) 
no ofrecen diferencias apreciables; sin embargo, a concentraciones 
de enzima inferiores a 2x10  ̂ M aprecian una inhibicidn significati­
ve,y a concentraciones mayores de 10  ̂ M, una activacidn,aunque ddbil.
Estos autores concluyen que a concentraciones de LDH superiores a

-92)0.0 M la enzima se encuentra cons t it uyendo un tetrdmero (Wurster y 
Hess, 1970). Sin embargo estos resultados contrastan con los obteni­
dos por Griffin y Griddle (1970).

Quizd la discrepancia entre todos estos resultados y sus inter- 
pretaciones se deba a la distinta procedencia de las preparaciones 
enzim^ticas utilizadas por cada uno de estos autores; ello podrla dar 
cuenta de una heterogeneidad en la distribucidn isoenzimltica en mues­
tras obtenidas de organismes con distintos condicionamientes adaptati­
ves •

2,3.3. Inhibicidn por sustratos

El sistema enzimdtico LDH se ha considerado cldsicamente como 
uno de los mds caracter1sticos que manifiestan una clara inhibicidn 
por el sustrato; la observacidn del alto efecto inhibidor del pird- 
vico sobre su accidn catalltica se ha visto confirmada por diverses 
autores.

Despuds del descubrimiento de las isoenzimas, Plagemann et al . 
(1960) utilizaron el efecto inhibidor del pirdvico a altas concentra­
ciones para realizar un estudio comparative 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-
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to8 efectoa 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. Asl, concluyeron que 
a pH 7.0, una concentracidn de pirdvico 1.2 mM permitla la expresidn 
dptima de la actividad de la isoenzima LDH-5 humana pero permitia 
tan sdlo un 70% de la actividad dptima de la isoenzima LDH-1; al con­
trario, una concentracidn de pirdvico de 0.15 mM permitia la expresidn 
dptima de la actividad de la isoenzima LDH-1 y sdlamente 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 y respectivamente, se establece que las isoenzimas LDH-2, 

y -4 tienen valores de V^/Vg intermedios entre las isoenzimas 
LDH-1 y -5, como estd expuesto en la tabla siguiente.

Corazdn LDH-1, -2 0.38
Eritrocitos LDH-1, -2 0.44

Rindn LDH-1, -2 0.41
Higado LDH-4, -5 1.5

Mdsculo esqueldtico LDH-5 2,3

(Los valores de esta tabla han sido obtenidos por Plagemann et al.,I960)

Cuandc la proporcidn se represents logarItmicamente 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
lacidn estd disminuldo en cierto modo por el hecho de que esta
relacidn tiende a incrementar debido a la conservacidn de la muestra, 
proceso que es acelerado por la adicidn de tripsina.

Desde un punto de vista de regulacidn metabdlica, quizd la con­
clusidn mds importante que se puede extraer de los experimentos de 
Plagemann et al. (I960) 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 lactico. Esta diferencia cualitativa 
en cuanto a la inhibicidn por uno de estos dos sustratos pone de ma­
nifiesto, una vez mds, los distintos comportamientos cindticos de las 
isoenzimas anddicas y catddicas, es decir, su distinta actividad es­
pecifica, lo que como veremos a continuacidn, adquiere gran iraportan- 
c ia en el control de las reacciones me t abdl iicas. Vemos pues que ambas 
isoenzimas (LDH-1 y -5) van a estar sometidas a distintos fendmenos 
reguladores que dan cuenta de los distintos comportamientos fisiold- 
gicos de diversos drganos y de las distintas posibilidades adaptati- 
vas de diversos animales.

Puesto que el pirdvico inhibe fuertemente la actividad catali- 
tica de la isoenzima LDH-1 es de esperar que,si es date compuesto el 
resultado. de la reaccidn, se consuma rdpidamente por la ruta hacia 
Acetil-CoA y Ciclo Tricarboxilico, y de igual forma, la degradacidn 
glicolltica del glucdgeno continuarla en el mismo sentido, ya que 
la presencia de concentraciones mds o menos elevadas de pirdvico in- 
hibirlan la actividad del sistema enzimdtico LDH en tejidos ricos en 
la isoenzima LDH-1, tal como es, por ejemplo, el mdsculo cardlaco.
No obstante, en este tipo de tejidos, la reaccidn podrla transcurrir 
perfectamente en sentido contrario (1 detico-pirdvico) siempre que el 
producto résultante de la misma fuese inmediatamente introducido en 
la ruta hacia Acetil-CoA como se ha indicado mas arriba.

La isoenzima LDH-5, al contrario, exhibe su actividad catalltica 
con mayor eficacia cuando estd expuesta a concentraciones de pirdvico 
que inhiben a la isoenzima LDH-1; el pirdvico sdlamente inhibe su ac­
tividad a concentraciones excesivas, como ocurre con multitud de sis- 
temas enzimdticos; este hecho no es otro que la cldsica inhibicidn 
por el sustrato que posiblemente tiene poco significado metabdlico 
en un estado fisioldgico normal y quizd sdlo séria motivo de discu- 
sidn para el caso de condiciones patoldgicas.

ksi pues, los tejidos ricos en LDH-5, como es el mdsculo esque­
ldtico, podrian efectuar una rdpida transformacidn del pirdvico en
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Idctico, lo que en s£ constituye indudablemente la base metabdlica 
del mantenimiento de las concentraciones de NAÏÏ*" cuando sus cdlulas 
realizan el proceso glicolltico con gran intensidad. Al considerar 
este aspecto, hay que tener en cuenta que la actividad catalltica 
del sistema LDH en este sentido se manifiesta de dos formas: por una 
parte se élimina el dcido pirdvico del medio celular y por otra se 
récupéra el NAD^ que se habla reducido en la deshidrogenacidn del gl^ 
ceraldehldo-3-P (vdase la figura de la pdgina -17). Vemos pues, c^mo 
este esquema metabdlico, comentado al principio de esta memoria, en-̂  
cuentra en los resultados cindticos una base muy apropiada.

En cuanto a los aspectos adaptativos que manifiestan algunos dr­
ganos en relacidn a este esquema de comportamiento isoenzimdtico de 
LDH, hay que llamar la atencidn sobre ciertos mdeculos esqueldticos 
taies como el soleus que exhiben distribuciones de isoenzimas simi­
lares a las del corazdn; taies mdsculos constan, principalmente, de 
fibras rojas, cuyas propiedades fisioldgicas conciernen a la postura 
y soporte y que permanecen en una contraccidn casi permanente, lo que 
en tdrminos metabdlicos supone una actividad glicolltica y respirato- 
ria similares a las del miocardio (Dawson et al., 1964).

La inhibicidn de la LDH por los sustratos se ha aplicado a la 
inve3tigacidn de las actividades de las dos isoenzimas LDH-1 y -5 en 
mdsculo de pechuga de aves con relacidn a sus habites de vuelo.
Wilson et al.,(1963) extraen importantes conclusiones sobre la adap- 
tacidn de estos animales, relacionando las distribuciones isoenzimd- 
ticas del sistema LDH r el resultado de su accidn metabdlica total 
con la capacidad de vuelo en orden a la fatiga inducida por el dcido 
Idctico.

Asl, estos autores demue-stran que la distribucidn isoenzimdtica 
de LDH en el mdsculo de pechuga del faisdn y gallina doméstica, es 
del mismo orden que el descrito cldsicamente para el mdsculo esque­
lético de Mamiferos, con predominio de la isoenzima LDH-5; se trata 
de animales con vuelo ocasional y propensos a la acumulacidn de dcido 
Idctico en sus fibras musculares lo que indica propensidn a la fatiga 
cuando son forzados a volar. Otras aves, taies como el Colibri y el 
Estornino que, normalmente emplean nucho tiempo en volar, tienen una
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distribucidn isoenzimdtica en mdsculo de pechuga del mismo tipo que 
la cldsica del corazdn de Mamiferos (predominio de LDH-l). Como la 
actividad de este sistema enzimâtico se inhibe en estos animales por 
e.l pirdvico, nunca se llega a producir en dichas fibras musculares 
una acumulacidn de dcido Idctico y el mdsculo no se fatiga.

Sin embargo, en determinados casos, la inhibicidn del sistema 
enzimdtico LDH por el sustrato se ha atribuldo a la concentracidn de 
enzima utilizada en la valoracidn. Wuntch et al » (1970) comunicaron 
este efecto y la observacidn de que el mismo desaparece cuando la 
concentracidn de enzima utilizada en el ensayo se ajusta al nivel 
en que dsta se encuentra en las celulas»

Por su parte, Kaplan et a l . (1968) han confirmado los resulta­
dos de Plagemann et al. (I960) al mostrar que el exceso de pirdvico 
inhibe la actividad catalltica de la isoenzima LDH-1 (B^). Kaplan 
y sus colaboradores atribuyen la diferencia de inhibicidn 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 catddicas).

Posteriormente, Everse et al. (1970) han comunicado datos que 
sugieren que la inhibicidn por el sustrato es una caracterlstica de 
la naturaleza de las isoenzimas, iiicluso cuando la concentracidn de 
enziraa es elevada.

La inhibicidn especifica por el sustrato (Idctico o pirdvico) 
de las isoenzimas LDH-5 (A^) y LDH-1 (B^) respectivamente es un hecho, 
y hay muchos resultados que lo confirman, Como se vera mds adelante, 
esta diferencia de inhibicidn tiene amplio alcance en cuanto a la 
regulacidn del métabolisme en condiciones aerdbicas y anaerdbicas.
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2.3.4. Efecto de modificadores

Los réactivés que bloquean los grupos -SH,corao es el p-Cloro- 
mercuri-benzoato, fueron los primeros describes como inhibidores de 
la actividad enzimdtica de la Ldctico-Deshidrogenasa (Pfleiderer y 
Jeckel, 1957; Wieland et al., 1959). Estos autores establecieron tam­
bidn que el sulfito inhibe igualmente la actividad catalltica de esta 
enzima, aunque de modo preferente, sobre las isoenzimas anddicas 
(Bonavita y Guaneri, 1962). Estes tratamientos, que se refieren a 
efectos inhibidores de réactivés que inhiben los grupos tidlicos li­
bres, corresponden al comienzo de la investigacidn en este sentido. 
Posteriormente se analizd el mecanismo de inhibicidn por compuestos 
que podlan 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
titive por la presencia de dcido oxdmico y de forma no competitive 
por el dcido oxdlico. Esta observacidn se vio confirmada posterior­
mente por los estudios de Plummer y Wilkinson (1961, 1963) que la 
ampliaron a la enzima extralda de diversos drganos humanos. Las acti­
vidades del sistema enzimdtico procédante de higado y corazdn humano, 
de acuerdo con el incremento de la concentracidn de dcido oxdmico, 
se representan en la figura de la pdgina siguiente, para la construc- 
cidn de la cual se han utilizado el dcido pirdvico y ol-ceto-butIrico 
como sustratos. Los efectos inhibidores vienen representados por la 
relacidn v/v^, donde v es la actividad en ausencia del inhibidor y 
v^ la actividad en su presencia. Puede observarse que la reduccidn 
del dcido o(-oeto-butirico estd inhibida hasta una extensidn mayor que 
la del pirdvico.

En el caso comentado, el sustrato mds ddbilmente unido a la en­
zima (el dcido o(,-ceto-butirico ) parece ser el desplazado del centro 
activo de la enzima por el oxdmico con mayor facilidad. Al contrario, 
el oxdlico inhibe la reduccidn de ambos sustratos en igual medida.

Puede concluirse que el inhibidor competitivo (el oxdmico) ejer­
ce distinta influencia, de acuerdo con la afinidad de la enzima por 
el sustrato, mientras que el inhibidor no competitivo (el oxdlico) 
ejerce iddnticos efectos sobre ambcs.
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Concentrociôn de oxdmico

Efecto del oxdmico sobre la actividad de LDH de corazdn humano e hfgado. 
(Plummer y Wilkinson, 1963).

• corazdn de buey 
0 corazdn humano 
A mûscuk) de conejo 
A k'godo humano

•o
■o

>l>"

Inhibicidn de la actividad de LDH de varioa tejidos por urea 
( lAfithycombe, Plummer y 7?ilkinson, 1965 ).
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Los extractos enzimdticos de miocardio, donde predominan las 
isoenzimas anddicas (LDH-1 y -2), manifiestan mayor sensibilidad a 
la accidn de los inhibidores que los que proceden de tejidos ricos 
en isoenzimas catddicas (LDH-4 y -5), como es el higado. Emerson et 
a.1 . (1964) han establecido una relacidn entre la movilidad electro- 
forética de las isoenzimas de LDH y las constantes reclprocas de in­
hibicidn por dcido oxalico.

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 ocasidn de los experi­
mentos encaminados a establecer la relacidn entre actividad enzimd- 
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 catalltica y 
se puede utilizer de igual forma que el oxdlico para diferenciar la 
presencia de isoenzimas anddicas y catddicas en una mezcla; no obs­
tante, su efecto no es igual al del oxalico ya que inhibe preferente- 
mente a las isoenzimas catddicas (Richterich et al., 1962; Plummer, 
Wilkinson y Withycombe, 1963),

Cuando se utiliza el dcido pirdvico como sustrato se observan 
dos efectos complètemente distintos al représenter los valores de 
v/v^ frente a las concentraciones de urea. Este efecto se puede ob­
servar en la segunda figura de la pdgina anterior, donde se ve que 
el incremento en la concentracidn de urea trae consigo un primer in­
cremento ligero en el grade de inhibicidn hasta una concentracidn crî- 
tica, la cual varia de acuerdo con la composicidn de la isoenzima.
En este punto, como se ve en la lisma figura, tiene lugar una inflexidn 
aguda de la curva, despuds de Ip cual la inhibicidn es, prdeticamente, 
compléta, (withycombc et al.. 1965),

La diferencia de las concentraciones de urea necesarias para al- 
canzar el punto crLtico en cada isoenzima hace que este tratamiento 
pueda hacer posible (^.eterminar qué tipo de isoenzimas prédomina en 
una muestra de t erminf.da,
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Cuando se estudia el proceso con dcido cA.-ceto-butirico como sus­
trato se obtienen resultados similares y tambidn cuando la reaccidn 
transcurre en el sentido contrario, es decir, Idctico-pirdvico•

La isoenzima LDH-X de testiculo y esperma humanos se comporta 
como la LDH-1 en cuanto a su inhibicidn por dcido oxdlico y urea,

Ciertos compuestos relacionados con la urea ejercen tambidn in­
hibicidn diferencial sobre las distintas isoenzimas; en este sentido 
se ha ensayado, por ejemplo, con el dcido hidantoico, pero el compues­
to mds potente de esta serie es la Metil-urea (Withycombe et al..1965) 
Ninguna de estas sustancias, sin embargo, parece ofrecer ventajas so­
bre la urea como un inhibidor diferencial.

La accidn de los disolventes orgdnicos sobre la precipitacidn de 
proteînas o inhibicidn de su actividad enzimdtica se ha estudiado tam­
bidn en el caso que nos ocupa, Warburton et al. (1963) han descrito 
que la incorporacidn de cloroformo en la mezcla de reaccidn impone la 
especificidad diagndstica de la LDH sdrica, Por otra parte, se ha des­
crito que este disolvente inhibe la enzima de eritrocitos en una gran 
extensidn, de igual forma que la del suero de pacientes con enfermeda- 
des hepdticas y cardlacas. Esta observacidn esta contrapuesta con las 
opiniones mds recientes sobre la estructura de las isoenzimas. La ano- 
malla estd relacionada con los efectos del cloroformo sobre la precipi­
tacidn de protelnas y con la concentracidn de protelnas en los hemo- 
lizados,(La precipitacidn de las proteînas séricas con acetona permi­
ts mantener a las isoenzimas LDH-1 y -2 en solucidn y en forma activa. 
Esta observacidn ha motivado que Latner y Turner (1963) sugiriesen que 
se podrla utilizar como un sistema de diagndstico para el infarto de 
miocardio. Las relaciones existentes entre la Patologla molecular y 
la distribucidn de isoenzimas de LDH en suero, asl como la utilizacidn 
de dsta para el diagndstico de diversas enfermedades, se discutirdn 
mds 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 
pirdvico-ldctico• Dichos autores concluyen que a altas concentracio­
nes de pirdvico (lO”  ̂ M) el NaCl realiza un efecto inhibidor, lo que 
estd de acuerdo con Schoffeniels (1968). Ademds estos autores, en la 
discusidn de sus resultados explican que posiblemente la inhibicidn 
por pirdvico de la isoenzima LDH-1 puede ser, una inhibicidn debida 
a la presencia de NaCl cuando es alta la concentracidn de sustrato.
Los resultados obtenidos les ponen de manifiesto que dicha inhibicidn 
ocurre en las preparaciones enzimdticas obtenidas de extractos de 
drganos talcs comç corazdn y nervios, pero no tiene lugar en mdsculo 
abdominal, drgano que sdlo contiene la isoenzima LDH-5, lo que demues- 
tra que dicha isoenzima no se inhibe por NaCl a altas concentraciones 
de pirdvico, 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 actda 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 alostdrica de LDH 
de Idtex de Hevea brasiliensis y su inhibicidn por ATP. En una comu- 
nicacidn posterior (Jacob y d'Auzac, 1968) estos autores describen 
el efecto de inhibidor alostdrico de la L-alanina sobre el mismo sis­
tema enzimdtico cuando se realiza un estudio cindtico en sentido pi- 
rdvico-ldctico y pH 6, Sin embargo, a pH 7 la LDH manifiesta una cind- 
tica tîpicamente mikeliana y la alanina no ejerce dicho efecto.

Bacchi et al (1970) han estudiado el efecto de la concentracidn 
de cistelna sobre las propiedades catallticas de la LDH; sus resulta­
dos ponen de manifiesto que dicho aminodcido activa a este sistema en­
zimdtico hasta una concentracidn de 5 mM de cistelna (35% de activa­
cidn) , mientras que por encima de esta concentracidn se comporta como 
inhibidor. Realizando un tratamiento andlogo, pero con c^-cetobutIrico 
como sustrato, la cistelna se comporta como inhibidor.
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hé John (1971) ha llevado a cabo un estudio bastante completo 
sobre la influencia de varies nucleotides en la actividad cataÜti- 
ca del sistema enzimâtico LDH. Haciendo estudios cineticos de la 
LDH extralda de hongos, en presencia de GTP, GDP, ITP y ATP, este 
autor détermina que todos los nucleotidos expuestos, en pequenas 
concentraciones, actdan como inhibidores de la LDH, cuando la reaccidn 
transcurre en sentido pirùvico-ldcticoj de ellos, el GTP es quien 
présenta mayor actividad inhibidora y es dsta de naturaleza aloste- 
rica, asl como la del GDP. Por otra parte, la accidn de ITP y ATP 
corresponde, a una inhibicidn competitive. 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 pirüvico via oxalacético y 
P-enol-pirdvico cuando hay una demanda en el métabolisme gluconeogé- 
nico y asimismo, este autor deduce que el NAD*f o NADH deben unirse a 
la enzima antes que el Idctico o pirdvico.

La accidn de hormonas sobre la actividad catalltica 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 mas adelante, conviens destacar 
aqul el efecto de la Progesterona. Esta hormona produce un ligero in­
cremento en la actividad total de LDH y un incremento mas notable en 
la actividad enziraatica de la trompa de Fallopio, siete dias después 
de la administracién (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 podrian también interpretarse como efectos hormo­
nales, mas 0 menos indirectemente. Asl ocurre, por ejemplo, con el 
articule de Clark y Yochim (1971) que se comenta més adelante,

Conviene llamar la atencidn sobre el hecho de que la mayoria de 
los trabajos realizados para investigar el efecto de modificadores 
fisioldgicos sobre la actividad catalltica de la LDH estân 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 anâlogoe de coenzimas

El grupo de Kaplan ha preparado varies compuestos, andlogos 
quimicos del NAD (Kaplan et al, I960). En la tabla siguiente se 
presentan algunos ejemplos de estas sustancias que se han utilizado 
extensamente para el estudio de deshidrogenasas dependientes de NAD 
y NADP (Kaplan y Ciotti, 1961),

Sustituyentes en el anillo de piridina

S
II

X =  - C - N H , 3-Tionicotinamida-AD^ (TNAlf)

AD

X=

X =

0
II

-C-H

0
II

-0-CH,

Piridina-3-aldehido-AD^ (Py-3-Al A^) 

3-Acetilpiridina-AD^ (APA]f)

X- -C-GHg-CH^ 3-Propionilpiridina-AD*^ (PrPA^)

Sustituyentes en el anillo de purina

OH

N
CH

NH-CH^-CH^-OH

N
CH

N

Nicotinamida-Hipoxantina dinucleotido (NHXlf)

CH Nicotinamida-6-(2-hidroxietil)purina dinucleotido 
(N6HEpÿ)
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La determinaci(5n de las actividades relativas de las isoenzimas 
de LDH con APAD^y TNAD^da como resultado diferencias entre los extrac­
tos de mdsculo cardlaco y esqueldtico de varies mamiferos (Kaplan 
et al, i960). Algunos de los resultados de estos autores senalan que 
en una mi^ma especie, la actividad LDH de distintos tejidos se corres­
ponde claramente con su composicidn isoenzimdtica ; los drganos y te­
jidos con predominio de isoenzimas anddicas dan valores mds bajos de 
actividad que los drganos con mayor proporcidn de isoenzimas catddicas

En algûn caso se observa mayor afinidad por el analogo 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-ldctico con corazdn de buey y de langosta, cuando 
se utilizan NAD^ y APAD^como coenzimas; la enzima de corazdn de buey 
muestra muy poca actividad con el andlogo de la coenzima (APAlf) mien­
tras que la enzima de corazdn de langosta manifiesta poca actividad 
con NAD^. Al contrario, el extracto de corazdn de buey y de corazdn 
de langosta muestran gran actividad con NAD^ y APAD^respectivamente .

La LDH extraida de mdsculo esqueldtico de otros crustdceos y de 
ciertos andlidos muestra tambidn una actividad mayor con APAD"^ que 
con NAD y la enzima de la mayoria de los quelicerados présenta mayor 
actividad con NHXDH que con NADH,

Dennis y Kaplan (I960) han mostrado que aunque las dos LDH este- 
reoespecificas de Lactobacillus plantarum no se pueden separar con 
facilidad por electroforesis 0 cromatografia en columna, se pueden 
reconocer en orden a sus distintas actividades con andlogos de NAD . 
Asi se tiene que la enzima activa sobre la forma D(-) puede utilizar 
el NHXD mientras que la que actda 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 APAD^con Idctico 
por extractos de mdsculo cardlaco 0 esquelético de una variedad de 
especies.
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Las actividades eapecîficas de las isoenzimas de LDH se refle- 
jan en las respectivas facultades para utilizer los an^logos de la 
coenzima. Segûn los resultados de Kaplan (1963) existe una progre- 
sidn similar en las actividades especlficas de las cinco isoenzimas 
con NHXDH y NADH, obtenidas de mdsculo esquelëtico 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 polio. Las dos tablas siguientes resumen 
estos resultados.

1. Proporciones de actividad de isoenzimas de LDH con NHXDH 
y NADH como coenzimas. (Cahn et a l , 1962).

Isoenzima Miisculo esquel4tico Corazdn 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

Proporciones de actividades de LDH de polio con !
y NADH como coenzimas. (Kaplan, 1963)

Proporc idn (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. Bfecto de la temperature

La recuperacidn de la actividad de las isoenzimas catddicas 
(LDH-4 y -5) después de la separacidn electroforética es menos com­
pléta que la de las isoenzimas anddicas (LDH-1 y -2); esto consti­
tuée una observacidn clàsica y se refleja en que las isoenzimas catd- 
dicas son mâs làbiles que las anddicas cuando se exponen a elevadas 
temperatures. Los resultados de Plummer y Wilkinson (1963 ) i repre- 
sentados en la figura de la pdgina siguiente muestran el efecto de 
una preincubacidn a varias temperatures durante 30 minutes, sobre las 
actividades en la reduccidn de pirûvico y o(-cetobutirico por extractos 
de corazdn e hîgado humanos, antes de determiner su actividad enzi- 
mdtica a 25-Co La preincubacion a temperatures inferiores a 50®C 
tiene poco efecto sobre la actividad enzimâtica. A altas temperatures 
la LDH de higado, en la que predominan las isoenzimas catddicas, es 
apreciablemente menos estable que la de corazdn, donde hay un claro 
predominio de las anddicas. A 60^0 la enzima hep^tica ha perdido com- 
pletamente su actividad mientras que la cardlaca conserva un 75% de su 
actividad. 8in embargo, es interesante hacer noter que cada extracto 
pier de su facultad de reducir al pirdvico y al oi-cetobutirico a la 
misma temperature.

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 temperatures elevadas y sugiere que la presencia de pro­
téines sdricas, especialmente albumine, puede?., ejercer un efecto esta- 
bilizador. Sin embargo, Plagemann et al (1961) fracasaron en la bi5s- 
queda de alguna evidencia de estos efectos protectores y establecie- 
ron que la isoenzima LDH-5 se inactive complètemente por calentamiento 
a 53^0 durante seis minutos, mientras que la isoenzima LDH-1 mantie^ 
ne su actividad compléta, incluso después de 40 minutos a esta tempe­
rature.

Varies investigadores han utilizado la diferencia de sensibilidad 
a temperatures elevadas que exhiben las distintas isoenzimas,para 
establecer sus cantidades relatives en una mezcla. (Kreutzer y Fennis, 
1964)
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SUdi (1970) ha llevado a cabo un estudio cin^tico de la pro- 
teccidn de LDH por sustratoa contra la inactivacidn por calor* Entre 
los resultados obtenidos por este autor es de destacar la dpendencia 
establecida entre concentracidn de sustrato y poder de proteccidn 
contra la inactivacidn a altas temperatures• SUdi realizd sus expe­
rimenter con NAD y NADH como cofactores, pirdvico y Idctico como 
sustratos y ox&mico y oxâlico como anâlogos de sustratos. El ensayo 
de diverses concentraciones de sustratos y cofactores al investigar 
el grade de proteccidn de cada sustancia sobre la actividad enzimdtica 
puso de manifiesto que cuando en el medio de incubacidn estdn présen­
tes ambos, sustrato y cofactor, la proteccidn contra inactivacidn por 
calor es mucho mas efectiva y se realize a concentraciones mds bajas.

En cuantc a la utilizacidn de la distinta sensibilidad de las 
isoenzimas de LDH a los cambios de temperature para estudios zoold- 
gicoB, Aleksiuk (1971) ha relacionado las distribuciones isoenzimd- 
ticas de LDH de varies reptiles con los cambios de temperature a que 
estdn sometidos. De acuerdo con las concentraciones de sustratos que 
influyen en la actividad enzim^tica por variaciones de temperature y 
de acuerdo con las temperatures de inactivacidn para la LDH de las 
especies estudiadas, Aleksiuk establece las bases de una compensa- 
ci(5n instantanée del calor en reptiles mediante su dis tr ibuc ic5n iso- 
enzim&tica,
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2.4. ONTOGENIA Y FILOGENIA

La distribuci(5n de isoenzimas de LDH en tejidos embrionarios o 
jdvenes no siempre es igual a la que existe en adultes. La primera 
observacidn en este sentido se debe a Markert y M/ller (1959) quie- 
nes detectaron un mayor nùmero de componentes en corazdn de embridn 
de cerdo que en el de adulto. Estos autores sugieren que las diferen- 
cias.entre 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 ser 
suficientemente grandes como para dar cuenta de tal posibilidad, es 
preferible considerar la distribucidn de isoenzimas en un tejido como 
un paramètre del estado de diferenciacidn de sus células. Hay varios 
experimentos que apoyan esta opinidn.

Flexner et al . (I960) senalan diferencias entre isoenzimas de LDH 
de. cerebro de ratdn adulto y reciën-nacido, mediante resultados obte­
nidos por ^romatografia en DEAE-Celulosa, y entre 1rs esquemas elec- 
trofordticos de enzimas de higado de cobayo adulto y recidn-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 analogos de Coenzimas.

Los cambios en las actividades relatives de isoenzimas de rindn 
de ratdn durante el desarrollo han sido establecidos por Markert (1962) 
Este autor establece que las distribuciones observadas un dfa antes j 
despuds del nacimiento son similares. La mayor actividad corresponde 
a las isoenzimas catôdicas, pero sobre un periodo de très a cuatro se- 
manas hay un rdpido cambio graduai hacia la distribucidn del adulto en 
el que predominan las anddicas.

En las distri b u c i o n e s  isoenzimdticaS de otros tejidos tienen lugar 
cambios similares, pero las p r o p o r c i o n e s  del cambio varian considera- 
blemente: mientras que en el rihdn, la d i s t r i b u c i d n  esta b l e c i d a  a los 
très dlas de vida es esenc i a l m e n t e  la misma que en el adulto, el d e s a ­
rrollo complète de la d i s t r i b u c i d n  i s o e n z i m â t i c a  c a r a c t e r l s t i c a  del es-
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tdmago requiere alrededor de très semanas; las isoenzimas de la len- 
gua permanecen astables en la distribucidn embrionaria a esta edad.

Bn miisculo esqueldtico de esta misma especie, la isoenzima LDH-5 
p r é d o m i n a  en la forma embrionaria, pero existen cantidades apreciables 
de las otras isoenzimas que, segdn Markert (1963), no se detectan con 
facilidad en el adulto. En el ratdn, la isoenzima embr i o n a r i a  mâs abun- 
dante en todos los tejidos es LDH-5, pero en otras especies, incluyen- 
do el polio y el hombre, p r e d o m i n a n  otras isoenzimas en el embridn.

Con ayuda de una tdcnica complementaria de fijacidn, Cahn et al. 
(1962) observan que la LDH de mdsculo toracico de embridn de polio de
seis dlas es iddntica a la de corazdn de polio adulto, mientras que la
LDH de ocho dlas es iddntica a la enzima de mûsculo esqueldtico adulr 
to. Estos autores demuestran que el cambio mds llamativo ocurre duran­
te el tiempo de incubacidn de la pollada.

Estas conclusiones fueron confirmadas por estudios de preoipita- 
cidn con anti-LDH de mûsculo de polio 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 dcido L-ldctico es
tdxico al comienzo del desarrollo embrionario (Graborski, 1961),

Philip y Vesell (1962) compararon las distribuciones isoenzimd- 
ticas obtenidas por electroforesis en gel de almiddn, de tejidos embri^ 
narios de pollo a varios estados del desarrollo deduciendo an&logos 
resultados; establecen que, inmediatamente despuûs de la fertilizacidn 
LDH-1 es la isoenzima mâs abundante en higado, mûsculo y corazdn; LDH- 
2 y -3 estdn présentes en bajas cantidades, pero en higado, LDH-1 esta 
acompanada por dos bandas, de baja actividad y ligeramente ûéà’- and-r 
dicas.

Durante el desarrollo hay una transferencia graduai de actividad 
de las isoenzimas anddicas a las catddicas y se detectan cantidades 
apreciables de LDH-4 y -5 en higado y mûsculo de adulto, Sin embargo, 
en corazdn ocurren pocos cambios en la distribucidn 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 mayorla de los 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 grupes describen mds de cinco isoenzimas o bandas de actividad* 
Nebel y Conklin senalan duplicidad en LDH-5, mientras que Philip y
Vesell refieren bandas adicionales en LDH-1.

Lindsay (1963) tambidn estd en desacuerdo con Philip y Vesell y 
con Cahn (1962) al senalar una desviacidn de las isoenzimas catddicas 
a las anddicas durante el desarrollo. En tejidos de pollo se han des­
cribe dos bandas anddicas adicionales a LDH-1, por Croisille (1964),
quien tambidn establece dos bandas iguales mds rdpidas (bandas E ) , çn 
hfgado y rihdn embrionarios de polio. Estas bandas E, sin embargo,
'^esaparecen antes del nacimiento.

Los tejidos de polio pierden su distribucidn isoenzimdtica ca­
racterlstica despuds del cultive de tejidos in vitro o sobre una mem- 
brana corio-alantoica (Philip y Vesell, 1962; Nebel y Conklin, 1964). 
El mûsculo, la piel, el corazdn y el higado muestran un decrecimiento 
en las fracciones anddicas y este descubrimiento se interpréta como 
indicative de un retorno a la distribucidn al azar en tejidos inmadu- 
ros (Nebel y Conklin, 1964).

Sin embargc, en corazdn de rata, los cambios que tienen lugar du­
rante el desarrollo se parecen a los que ocurren en el ratdn: LDH-5 
aparece en primer lugar (Kaplan y Ciotti, 1961; Fine et al., 1962) pe­
ro enseguida, despuds del nacimiento, la isoenzima LDH-1 reemplaza a 
LDH-5 y llega a ser la forma mds prédominante.

Durante el desarrollo del cerebro se han observade cambies simi­
lares. Este drganm requiere 50-60 dlas 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 tant© que, incluso despuds del 
nacimiento aparecen las distribuciones normales de isrenzimas en los 
te jidos •

Las proporciones relatives de varias isoenzimas en mûsculo esque­
ldtico embrionario, miocardio y mûsculo esofdgico, estdn absolutamente 
a^justadas a la distribucidn binomial ideal esperada como resultado de 
la asociacidn al azar de mondmeros A y B, y Wachsmuth (1964) ha mostra- 
do que la distribucidn isoenzimdtica permanece constante durante la fa- 
se mitdtica del desarrollo del mûsculo cardiac© humano, pero durante 
la fase post-mitdtica (amitdtica) hay un incremento graduai en las pro­
porciones relatives de LDH-1 y -2.

La variacidn en las distribuciones isoenzimdticas del sistema LDH 
que tienen lugar durante el desarrollo embrionario de Anfibios han si­
do estudiados por diverses autores. Entre elles, 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- 
torna > Estos autores comentan en la discusidn de sus resultados que en 
embridn de rata, ratdn y buey predominan las isoenzimas catddicas y 
durante el desarrollo aparecen las anddicas; en embridn 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 anddicas apare- 
ciendo las catddicas durante el desarrollo. Esto confirmarîa la rela- 
cidn filogendtica entre anfibios y aveslpero como ellos mismos comen­
tan, el significado evolutive de estos cambios no estû claro, particu- 
larmente a la vista del trabajo de Salthe (1965) y de Salthe y Kaplan 
(1966) quienes, sobre las bases de estudios cindticos e inmunoldgicos 
indican que las isoenzimas de LDH de especies que presentan cierta re- 
lacidn adaptative, parecen estar intiraamente relacionadas♦ Habria que 
determiner cuûles de los tejidos embrionarios son los raûs implicados 
en los cambios de la distribucidn isoenzimatica.

Baur y Pattie (1968) han establecido las bases del control gend- 
tico para la bioslntesis de las cadenas polipeptidicas A y B en Roedo- 
res con vistas a una proyeccidn filogendtica en este grupo de Mamlferos,



53

Los resultados de estos autores determinan que los grupoa de Boe­
der e s Myomorpha y Geomyoidea no biosintetizan la subunidad B del sis­
tema enzimdtico LDH, y este cardcter tiene interesantes consecuencias 
taxondmicas tal y como se représenta en el esquema de la pdgina si­
guiente,

Goodman et al. (1969) han estudiado los cambios que se producen 
en la distribucidn isoenzimdtica del sistema LDH en regiones cérébra­
les de primates en relacidn a la ordenacidn filogendtica. Los resul­
tados obtenidos por estos autores indican que en los grupos primiti­
ves (Lorisoidea) predominan las isoenzimas del tipo A (catddicas) 
mientras que en los grupos mds evolucionados (Ceboidea) predominan las 
isoenzimas de tipo B (anddicas); esta predominancia se hace mayor en 
los Catarrinos, en los cuales, el neocdrtex présenta la mayor propor- 
cidn de isoenzimas anddicas.

Blackshaww y Elkington (1970) han estudiado los cambios que se pro* 
ducen en la distribucidn de las isoenzimas de LDH y G-6-PDH durante 
el desarrollo de testicules de rata; asl, establecen que en la rata 
inmadura, sobre los 20 y 30 dlas 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 sdlo en las cdlulas intersticiales. Por otra 
parte, las isoenzimas LDH-X aparecen entre 20 y 30 dlas de edad, hecho 
que relacionan estos autores con el incremento en actividad que présen­
ta el epitelio tubular seminlfero. Simultdneamente hay un incremento 
lineal en el didmetro del tùbulo seminlfero hasta los 60 dlas, despuds 
de los cuales, ya no crece,

Tambidn se han realizado estudios onto-filogendticos en Crustd- 
ceos (Schoffeniels, 1970); en peces (Whitt y Maeda, 1970). Boulekbache 
61 _3-l « (1970) han estudiado la distribucidn de las isoenzimas de LDH 
durante los primeros estadios del desarrollo del huevo de trucha y 
”an obtonido resultados que plantean una estrecha relacidn entre las 
proporciones de isoenzimas anddicas y catddicas con las condicinnes 
de aerobiosis y anaerobiosis respectivamente. Estos autores establecen 
que el sistema enzimatico LDH contrôla la relacidn entre glicolisis y 
respiracidn. La actividad de la LDH disminuye bruscamente despuds de
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la fecundacidn y aumenta en el curso de la gastrulacidn y de la neu- 
rulacidn. En cuantc a la distribucidn isoenzimûtica, en los distintos 
estados del desarrollo, huevo no fecundado, mdrula, blastula y gûs- 
trula, estd siempre presents la isoenzima LDH-5 (A^), aunque en el 
estado de Gûctrula o en Epibolia coexiste con la isoenzima LDH-1 (B^). 
Estos resultados llevan a estos autores a concluir que desde antes 
de la fecundacidn hasta la Gastrulacidn, las cdlulas embrionarias rea- 
lizan la Glicolisis anaerobia, del mismo tipo que la que se lleva a 
cabo en el mûsculo estriado mientras que despuds de la Gastrulacic5n 
aparece una isoenzima mûs propicia para llevar a cabo una utilizacidn 
del acido lûctico del mismo tipo que como ocurre en el miocardio. La 
presencia simultûnea de dos isoenzimas indica posibilidades de regula- 
cidn del metabolismo ya que ambos tipos de rutas metabûlicas se podrlan 
llevar a efecto.

Tanto de las conclusiones de estos autores como de los resultados 
discutidos en el apartado anterior de esta memoria (Estudios cindticos) 
se puede concluir que la relacidn entre isoenzimas anddicas (de tipo B) 
y catddicas (de tipo A) de LDH constituye un rasgo de posibilidades 
metabdlicas para el control de produccidn de ûcido lûctico o de su con- 
Eumo, Por otra parte, las isoenzimas anddicas que ejercen su actividad 
catalitica con lûctico como sustrato son caracterlsticas de estados 
aordbicos mientras que a las catddicas les sucede lo contrario. Esta 
heterogeneidad en la poblacidn isoenzimatica del sistema LDH puede po­
ne r de manifiesto relaciones filogenéticas entre distintos grupos zoo- 
Idgicos pero tambidn es posible que distribuciones isoenzimûticas and- 
logas no correspondan a animales relacionados filogendticamente sino 
a especies con anûlogos 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- 
lucen en la distribucidn de estas isoenzimas durante la hibernacidn de 
Mamiferos» Entre sus resultados hacen notar que hay un incremento en 
la bioslntesis de las subunidades de tipo A (isoenzimas catddicas) en 
el miocardio; durante ese periodo decrece la actividad respiratoria y 
por tanto, aumenta la glicolisis anaerobia, lo que pone de manifiesto
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que las distribuciones isoenzimûticas "caracterlsticas" de ciertos 
drganos estûn,de hecho, sometidas a diverses fluctuaciones de acuerdo 
con el estado de anaerobiosis. Dichas fluctuaciones, a nuestro enten­
de r , deben interpretarse como respuesta adaptativa a unas condiciones 
ambient alas.

Yochim y Clark han estudiado la variacidn de actividad LDH duran­
te el ciclo estral y establecen una relacidn entre la disponibilidad 
de oxlgeno y la bioslntesis de subunidades A y B. (Clark y Yochim, 1S71)

Yochim y Clark (1971) determinan que la actividad enzimatica pro- 
pia del endometrio durante el estro, déclina 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
bargo, no se manifiesta una fluctuacidn marcada, El mûsculo uterino 
contiens, significativamente, menos actividad enzimûtica que el endo­
metrio.

Aûn no se han hecho estudios filogenûticos completos que puedan 
aclarar si el rasgo de la distribucidn isoenzimûtica del sistema LDH 
puede realmente constituir un dato valioso en este sentido. Como se ha 
visto, dicho estudio, tendrla que comprender,aslmismo, el anûlisis de 
los cambios que tienen lugar durante el desarrollo embrionario y duran­
te los distintos ciclos fisioldgicos (ciclo estral, ciclo de hiberna­
cidn etc.). Sin embargo, se han llevado a cabo estudios comparados en 
Vertebrados (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 distribucidn isoenzimûti- 
ca de LDH caracterlstica de algunos drganos en distintas condiciones 
fisioldgicas hacen posible que la obtencidn de esquemas isoenzimûti- 
coa de pacientes se pueda utilizer con valor diagndstico para diver­
ses afecciones patoldgicas. La valoracidn de la LDH sdrica fue intro- 
ducida en el diagndstico enzimoldgico en los anos 1954-57 pero se 
observd enseguida que la elevacidn de su actividad se presentaba en 
una amplia variedad de estados patoldgicos taies como cardlacos, he- 
pûticos; malignos, hematoldgicos musculares y renales. Esta falta de 
especificidad desplazd temporalmente el test LDH como sistema de diag­
ndstico, por otros procedimientos enzimûticos, 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 laboratories clînicos y, consecuentemente, 
se establecieron determinados cambios cualitativos y cuantitativos en 
la distribucidn de las isoenzimas sdricas de LDH como caracter1sticas 
de disfunciones especlficas.

En la actualidad, los trabajos encaminados a determiner las dis­
tribuciones especlficas de las isoenzimas de LDH en suero para cada en- 
fermedad ocupan una gran extensidn en el contexte general de las invos- 
tigaciones sobre el sistema enzimatico LDH, En este campo se han lo- 
grado hallazgos muy importantes, en especial para afecciones cardia- 
cas , hepûticas y cancerosas.

No obstante, conviens sehalar que la mayorla 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 ûltimamente 
que las isoenzimas de suero proceden de tejidos en fase de necrosis; 
a. esta conclusion puede llegarse al relacionar el Organo enferme con 
las isoenzimas mas abundantes en la sangre, pero no hay pruebas con- 
cluyentes. Sin embargo, la utilizaciOn de la distribucidn isoenzimûti- 
ca en suero se utiliza con profueidn en los laboratorios clînicos y 
bien es cierto que con bastante dxito.
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Las afecciones cardiacas son quizâ las que perraiten un diagnds­
tico mûs exacte a partir del anûlisis de isoenzimas de LDH en suero. 
Las afecciones cardiacas se caracterizan en este sentido por una 
elevacidn de las isoenzimas anddicas en suero. El infarto de miocar­
dio, quizd la mûs estudiada,ofrece aspectos muy caracterlsticos y 
distintos segiln su estado de desarrollo, lo que permits seguir su 
curso en pacientes mediante tomas sucesivas de suero. En el curso 
de las primeras 40 horas se nota una elevacidn 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 tlpico de esta enfermedad 
y se mantiene durante 8-12 dlas segdn la gravedad del caso. Despuds 
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 de estabili- 
zacidn (Bajolle et al, 1968).

Las enfermedades del higado no son tan caracterlsticas, quizd 
por la gran variedad de afecciones que pueden originarse en este dr- 
ganoj es norma general de todas ellas la elevacidn en suero de las 
isoenzimas catddicas de LDH y quizû el caso mds caracterlstico estd 
en las hepatitis, ron elevacidn notable de las isoenzimas LDH-4 y -5 
(Elliott y Wilkinson, 1963).

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

Ademûs, las isoenzimas de LDH sdrica 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 , ademûs, se han extendido estos estudios a la deter- 
uiinacidn de afecciones en numerosos drganos taies como pulmdn, estdma- 
go, rihdn etc. En el articule de Roman (1969) se présenta una revisidn 
de estos mdtodos.

Finalmente, en referenda a las relaciones entre actividad de 
LDH y patologla hay que mencionar la comunicacidn de Kitamura et al 
(1971) de un caso con compléta deficiencia de la subunidad B (o H) 
de Lûctico-deshidrogenasa0 Los analisis realizados en sus familiè­
re s revelaron que en ellos habîa una baja proporcidn de isoenzimas 
anddicas (con predominio del mondmero B), por lo que estos autores 
concluyen que tal deficiencia es hereditaria.
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3. INTRODUCCION EXPERIMENTAL

3.1. ESTABLECIMIENTO DE LA HETEROGENEIDAD ESTRUGTURAL
DEL SISTEMA ENZIMATICO LACTIGO-DESHIDROGENASA

En 1952 Neilands demuestra la actividad enzimûtica de dos for­
mas de LDH previamente separadas por Meister (1950). A partir de en­
tonces, otros autores dirigen sus investigaoiones en el mismo senti­
do y asl, Vesell y Bearn (1957) determinan tres isoenzimas separadas 
mediante la tdcnica de Electroforesis en bloque de almiddn. Sayre y 
Hill (1957) obtienen resultados similares por Electroforesis en pa- 
pel y Cromatografla en gradients de elucidn. Finalmente, Wieland y 
Pfleiderer (1957) establecen que la mayorla de los drganos de Maml- 
feros contienen cinco fracciones proteicas que exhiben actividad LDH

3.2. TECNIGAS DE REVELADO Y VALORAGION DE ISOENZIMAS

Wieme (1959) establecid el término Enzirao-electroforesis para 
denominar la tdcnica basada en la deteccidn de las isoenzimas in situ 
sobre el soporte electrofordticoj 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
loracidn de esta forma, este autor prépara un segundo gel de agar que 
contiens pirûvico y NADH en tampon barbital a pH 8,4 y fuerza idnica 
conveniente; superpone ambos geles, que tienen forma de plancha, y 
mediante un espectrofotdmetro ajustado a 340 nm hace sucesivos barri- 
dos. Asl obtiens valores de la cindtica de reaccidn propia de cada 
isoenzima,

3.2.1. Sales de Tetrazolio

Los dérivado s de Tetrazolio se han utilizado extensamente en 
el estudio de reacciones redox. Su empleo comenzd en las técnicas
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histoqulmicas y tests de fertilidad de semillas etc. Los derivados 
del Tetrazolio precipitan al ser reducidos dando un Formazano deri- 
vado, intensamente coloreado y que ademûs précipita poniendo de mani­
fiesto la reaccidn, cuya velocidad puede medirse por tdcnicas espec- 
trofotomdtricas. El primer derivado de Tetrazolio que se utilizd fue 
el Cloruro de 2,3,5-Trifenil-Tetrazolio (Kun y Abood,1949) que al re- 
ducirse da el Trifenil-Formazano (vdase la figura de la pdgina si­
guiente ) •

Pooteriormente se utilizd el Bromure de 2,5-Bifenil-3-{4,5-Dime- 
til-Tiazol-2-) -Tetrazolio (MTT). Este compuesto es un derivado mûs 
sensible y su estructura estû expuesta tambidn en la pûgina siguiente.

Estos colorantes, utilizados inicialmente en tdcnicas histoqul- 
micas se aplicaron al revelado de las isoenzimas de LDH en el sopor­
te electrofordtico despuds de la separacidn de las fracciones. La 
primera aplicacidn en este sentido se debe a Markert y Mf^ller (1959). 
Estos autores incluyeron en la solucidn de revelado Acido lûctico, 
Hidrazina, NAD^, Diaforasa, Azul de Metileno y el derivado de Tetra­
zolio (MTT). El Azul de Metileno actûa 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 précipita el pirûvico que résulta de la reaccidn. El soporte 
electrofordtico se sumerge en esta solucidn y tiene lugar toda la sé­
rié de reacciones precipitando el Formazano-derivado sobre el mismo 
con lo que se ponen de manifiesto las isoenzimas. El conjunto de reac­
ciones se représenta en la figura inferior de la pûgina 63.
Estos autores realizaron la separacidn electrofordtica 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 enzimûtica 
tal y como se venia haciendo al introducir los cortes histoldgicos 
en una solucidn 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 enzimûtica.

Con este expérimente de Markert y Miller se abrid un amplio cam­
po de investigacidn, en lo que respecta a la actividad de las isoen­
zimas, pues como se verû mûs adelante, la tdcnica se ha modificado 
para aplicarla a otros sistemas isoenzimûticos.



62

Cl

+ 2 H
N =/

C

N — N

N =  N- / '
C ♦ Cl H

N -  NH

Cloruro de 2 ,3 ,5 -trifenll-tetrazolio Trifenil formazcmo

R e d u ccidn del Cloruro de tr i f e n i l - t e t r a z o l i o

CH^ C— CHj - C— Nv<o> Æ
N* =N' '    , N = N /  ^ ^

^  ^  ^ FORMAZANO

Reduccidn del MTT



63

L-LACTICO

PIRUVKX) 

Hidfozino

LeucoAzMld« Metileno

NADH

Piruvoto-hidmzono

^^^^Azul de Metileno

Sd de Tetrazolio

FORMAZANO

Diaforasa

M^todo utilizado por Markert y Miller (1959) para determinar 
la actividad enzim^tica de las isoenzimas de LDH.

cr
N s  N

I >
N-N*N - N

C H ,-0 0-CH

Nrmo BLUE TETRAZOLIO

2H*. 2H<

Reduccidn del NBT 
y esquema de su estruc 
tura, asf como la del 
formazano-derivado.

NssNN

■ N -  N H - ^ Q ^ . < Q Q ^ - N H - N

BIS FORMAZANO



64

3.2.2, 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, Bs el Dicloruro de 2,2'-di-p-Ni- 
trofenil-5,5'-difenil-3,3'“ (3,3^-dimetoxi“4,4'-difenilén}-Tetrazolio,

Tiene el inconvénients 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, prâcti- 
canente no se han vuelto a utilizer los colorantes anteriormente 
doscritos pues la sensibilidad del NBT hace que la tincién 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 podrîan parecer una dnica, difusa, Por otra parte, la 
sensibilidad de este colorante hace que la tincién sea muy répida 
lo que hace posible su utilizacién para estudios cinéticos, como se 
veré més adelante, Aslmismo, esta propiedad favorece la limpieza del 
metodo pues se puede contrôler mejor el tiempo de revelado y se de­
tectan bandas con muy poca actividad. En la pégina anterior se re­
présenta su estructura y la del i'ormazano-derivado que se origine 
mediante su reduccién.

3.2.3. Fena'3ina-LIetosulfato (PMS)

El Metoxi-Sulfato de N-metil-Fenazinio se utilizé por primera 
vez per Dickens y Mcllwain (1938) como portador de electrones en el 
ajuste de potenciales redox y se aplicé a la técnica de revelado de 
isoenzimas por Dewey y Conklin (I960) quienes lo emplearon para valo-
rar isoenzimas de LDH,

Estos dos ûltimos autores explican que la Fenazina-Metosulfato 
(PMS) sustituye al Azul de Metileno y tiene la ventaja de que no es 
necesario ahadir la Diaforasa; corrigen,asf, la técnica descrita por 
Markert y M/ller (1959) y su procedimiento, que se detalla en la fi­
gura de la pégina siguiente, asf como también la estructura de la PMS 
se ha venido utilizando desde entonces sin que se haya introducido 
ninguna variante esencial.
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Dewey y Conklin (I960) realizaron- la electroforesis sobre gel 
de almidén utilizando rinén de rata como material biolégico. La téc­
nica fue inmediatamente confirmada por diversos autores hasta el pun 
to de que las técnicas histoquimicas se ajustaron también a este mé­
canisme de tincién obteniéndose unos resultados més précises. La PMS 
se utiliza simultaneamente con el NBT y no es necesario ahadir Hidra­
zina pues el pirdvico que résulta no interfiere en la reaccidn.

3.2,4e Discuaién 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 présente en la muestra que se aplica en la electroforesis. 
La intensidad del color de cada banda, que se obtiens con un densi- 
tdmetro, haciendo un barrido del gel, indica la actividad enzimëtti- 
ca, la cual es funcién de la cantidad de isoenzima presents en la 
muestra, pero también de su actividad especffica que, como ha queda- 
do establecido antos, no es la misma para todas las isoenzimas.

Sin embargo, puesto que este procedimiento nos proporciona di- 
rectamente la actividad enzimética, puede utilizarse para realizar 
tudios cinéticos de velocidad de reaccidn, determinasidn de Km etc.

La extrapolacién de actividad enzimâtica a cantidad de cada iso­
enzima sdlo podria hacerse por aproximacidn, determinando unas condi­
ciones "standar" de revelado que, a ser posible, habrén de ser fija- 
das con posterioridad a un estudio de cinética comparada de isoenzi­
mas, Dè dicho estudio habrfa que extraer las condiciones en las que 
las diferencias de actividad especifica se manifiestan lo menos po­
sible y en taies condiciones hacer la extrapolacidn, 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 podrlamos distinguir entre técnicas 
analfticas y preparatives. Las primeras han recibido mayor atencidn 
al principio del desarrollo de estas investigaoiones, por lo que a 
ellas dedicaremos atencidn inicial.
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El desarrollo de las técnicas de Electroforesis de zona para la 
separacidn de protefnas 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 en 
sistemas enzimdticos que se suponfan homogéneos. La Electroforesis en 
papel se ha utilizado extensamente en Bioquîmica clînica para el esr 
tudio de anomallas en la distribucidn de protefnas séricas y esta téc­
nica fue una de las primeras que se utilizaron en la separacidn de 
isoenzimas.

Sin embargo, en ahos recientes ha aparecido una gran variedad de 
métodos electroforéticos, especialmente en lo que se refiere al s:p"' 
te utilizado para el desarrollo: bloque de almiddn, acetato de celulo- 
sa, gel de agar, gel de almiddn y gel de poliacrilamida«

La mayorla de estas técnicas electroforéticas establecen un pK 
alcaline entre 8 y 9 en el soporte, con lo que las proteînas migran 
hacia el dnodo. La distinta carga eléctrica de las proteînas serd res­
ponsable de su distinta movilidad electroforêtica, pero no es éste el 
dnico factor determinants de la misma ya que, segdn la constitucidn 
y las caracterlsticas del soporte, el tamano molecular puede influir 
notablemente,

El tamano de pnro del retlculo del soporte, la concentracidn del 
mondmero que polimeriza (dureza del gel), la fuerza idnica, el pH, la 
diferencia de potencial, la temperatura etc. son factores que condi- 
cionan la movilidad total de cada protelna durante la electroforesis& 
De igual forma, la geometrla del aparato tiene especial importancia, 
par lo que no es de extranar la enorme cantidad de disenos de apara­
to s que se estdn describiendo constantemente.

3.3.1. Electroforesis en papel

La valoracidn de LDH total en suero constituyd durante algunos 
ahos un método de diagndstico muy apreciado para diversas enfermeda­
des, pero desde el descubrimiento de su heterogeneidad estructural, la 
distribucidn isoenzimdtica en el siero adquirid mayor importancia, q’n
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zâ 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 clînicos. Asl, los estudios de la distribu­
cidn de proteînas en suero se ampliaron al estudio de las isoenzimas 
de LDH, La Electroforesis en papel ha sido la tdcnica mds utilizada 
durante el principio.

Esta técnica puede realizarse con desarrollo horizontal o verti­
cal, aunque quizd la primera modalidad se prefiere por motives tedri- 
cos, gji ambos tipos de aparatos, los bordes del papel se disponen su- 
mergidos en cémaras de tampdn donde también estén sumergidos los elec­
trodes. Se suele utilizar papel Whatman n^l para objetivos anallticos 
y la naturaleza y concentracidn de las soluciones tampdn varian segûn 
la naturaleza de las isoenzimas.

La muestra, que contiene la mezcla de isoenzimas (suero, fraccidn
soluble de un homogeneizado etc.) se aplica en el extreme catddico del 
papel impregnado en una solucidn tampdn a un pH alcaline 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 obtener una buena separacidn de las bandas de isoenzimas, la 
Electroforesis en papel se mantiene durante varias horas (el tiempo de 
pende, en este caso del voltaje aplioado, en gran medida) pero como es 
difîcil de refrigerar, conviens aplicar una diferencia de potencial re- 
ducida y asl, 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 
anallticos. Para fines preparatives hay descrita una técnica de Elec­
troforesis continuada (Haugaard y Kroner,1948; Grassmann y Hanning, 
1950; Durrum, 1958). El fundamento de dicha técnica es una aplicacidn 
constante de muestra en un extreme del papel y el avance de las proteî 
nas en dos direcciones: por movilidad electroforética en sentido ho­
rizontal y por gravedad en sentido vertical. El procedimiento no es 
muy exacte pero se ha utilizado por varios autores.
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3.3.2. Electroforesis en bloquo de almiddn

La utilizacién de granos de almiddn de patata como soporte elec- 
trofordvico para la separacidn de proteînas fue introducida por Kunkel 
y Glater (1952) y su primera aplicacidn a la investigacidn de isoen­
zimas corresponde a Vesell y Bearn (1957) quienes separaron isoenzi­
mas de LDH y MDH de suero humano, Despuds se utilizd la misma técnica 
para la separacidn de fosfatasas alcalinas de suero, higado y hueso 
(Keiding, 1953; Rosenberg, 1959).

El Llmiddn extraido de la patata por homogeneizacidn y centrifu- 
gacidn, se lava con agua y los granos son suqpendidos y equilibrados 
con un tampdn al pH conveniente; seguidamente oe extraen por decanta- 
cidn y los granos hdmedos se comprimen sobre un molde con Idminas de 
cristal. Todas las dimensiones de las niezas del aparato pueden variar 
dentro de amplios limites, de acuerdo con el volunen de solucidn enzi- 
mâtica que se desee aplicar. Los bordes del bloque se adhieren a un 
papel de filtro que se dobla para que penetren en unos reservorios con 
tampdn, donde estén los electrodos. Se suele utilizar un tampdn a pH 
alcalino, por lo que, al igual que en la electroforesis en papel, la 
muestra se aplica en el extreme catddico y las proteînas migran hacia 
el anodo. Después de transcurrida la electroforesis, el bloque conte- 
nido en el molde se sumerge en la solucidn de revelado, o tan sdlo 
una tira longitudinal del miimo. Asl se ponen de manifiesto las zonas 
de actividad enzimdtica y en este dltimo caso, las proteînas corrèspon- 
dientes si pueden eluir del resto del bloque (modalidad preparativa) 
loc&lizéndolas al enfrentar con él la tira tenida.

3.3.3. Electroforesis en Acetato de Gelulosa

Las membranas de Acetato de celulosa tienen varias ventajas sobre 
el papel, como soporte de la electroforesis de zona, puesto que se re­
duce mucho la adsorcidn de las proteînas y en el caso concrete de la 
separacidn anal' ica de proteînas séricas, la "cola" de la albdmina se 
élimina précticamente (Kohn, 1957). Estas membranas son qulmicamente 
homogéneas y se pueden transparentar, con lo cual las bandas de pro-
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Uelnae teiiidas ue pubuen medir por tdcnicas de Densitometrîa o Ademde, 
Gi tiempo necssai'io para la separacidn es mas corto. El hecho de que 
este soporte procurase nejor resolucidn de las protelnas de suero quo 
Ids que se habian utilizaao hasta entonces ha sido, sin duda, la ra- 
z6n por la que dicha tecnica sa haya utilizado con gran extension en 
investigacion cllnioa y andlisis clinicos de rutina. La ampliacidn de 
su empleo al andlisis de isocnzimas de LDH se llevd a cabo simultdnea- 
mente por diverses autores (Wieland et al., 1959 j Pfleiderer y Waclir 
ffiuthy 1961;» Adomds sa ha utilizado tambidn para la investigacidn de 
otras isoanzimas. (Smith y Hutenburg, 1953 ; Meade y Rcsalki,- 1964.) o

3.? Elec t re foreo : r en gel de Agar

Gordon. Kail y Sebesta (1949) fueron los primeros en describir 
un a 3epa.racl6n do protelnas por electro for esis en gel de agar y la 
rimera aplioaciùn de esca técnica a la separacidn de isoenzimas se 

do 06 e, Wiome (1959 ) « V/ioma aplicd este procedimiento a la separacidu 
dc isoenzimas do LiuVI y SDH de tejidos de rata y LDH de suero humano • 
OtroG autores la utilizaron también (Vuylsteek y Wieme, 1958; Ressler 
y key, 1955j lowervhal; Van Sande y Karcher, 1961) y esta tëcnice se 
ha ut ili%auG on esperial para la resoluciôn de fosfatasas âcidas y 
ilcal inas y osterasac,

S/ieme roeomierdu utilizer Difco Special Agar-Noble para la pre- 
paracidn de los goles. pero otros autores (por ejemplo, Bodman, 1960) 
iicen que - tro s grades zo agar son igualmente satisfactorios, aunque 
bien es cierto que el agar desionizado durante algùn tiempo, no for­
ma buenos geles*

La técnica, en su concepcidn, es relativamente sencilla; se pré­
para una disolucidn de agar al 1% aproximadamente en una solucidn 
tampon caliente que al enfriarse forma un gel de consistencia satis- 
facvoria^ Para la separacion de protelnas es recomendable incorporar 
azida sodica al 0,5% para evitar la contaminacidn bacteriana ya que 
este süporte tiene el inconveniente de ser un excelente medio de cul­
tive De todas formas, la azida no debe usarse en el estudio de iso- 
ouzimas pues es un potente inhibidor de actividad para algunas.
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El tampdn utilizado suele ser Barbital a un pH 8.4 o Glicocola 
a pH 8.7 etc. El gel se funde y se vierte sobre un portaobjetos o so- 
bre planchas de vidrio mâs grandes,mantenidas horizontalmente; con él 
se produce una capa homogénea de unos 2 mm de espesor que cubre corn- 
pie tament e , la lé)miua de vidrio. La solucidn enzimàtica (unos 5 /il ) se 
aplica en una hendidura de 1 mm de profundidad que se practica trans- 
versalmente sobre un extreme del gel. También se puede aplicar la 
muestra en un papel que a continuacidn se superpone sobre el gel; 
quince minutes después la mayorfa del volumen enzimâtico ha difundi- 
dc al interior del gel y se extrae el papel con cuidado. La conexidn 
del gel con las càmaras del tampdn, donde est^n los electrodes, se 
suele hacer con papeles, como en el case del bloque de almiddn, El 
frerte de migracibn se puede establecer con i.zul de Bromofenol. La 
lamina de vidrio con el gel se coloca en un aparato que puede estar 
refi’igerado con una fracciôn de hidrocarburos ligeros de la destila- 
ciôn ciel petréleo.

3 , 3 .5 . Elec troforesis en ^el de Mmiddn

Esta técnica se ha utilizado ampliamente para el estudio de iso- 
enzimas y otros tipos de protelnas, desde su introduccién por Smithies 
(1955) y ha sido una de las técnicas de Electroforesis que mâs ha con- 
tribuido al estudio de isoenzimas, aunque en la actualidad ha sido no - 
tablemente desplazada por la Electroforesis en gel de Poliacrilamida.

La modificacién que esta técnica introduce sobre las descritas 
anteriormente es la utilizacién de un gel de almidén como soporte de 
La Electroforesiso Este soporte es conveniente, sobre todo, para téc­
nicas analiticas y tiene la ventaja de que permite su extensién hacia 
el campo de las técnicas preparatives.

El almidén "soluble" (parcialmente hidrolizado) de patata, obte- 
nido comercialmente, se suspende en una solucién tampén en una pro— 
oorcién que oscila entre el 10 y el 15%. La raezcla se calienta con 
agitacién vigorosa hasta que se forma un lîquido viscoso traslucido.
Se detiene entonces el caler.tamiento y se reduce la presién hasta que 
la mezcla hierva; esto asegira la extraccién de las burbujas de aire
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trompa de vacîo y el liquide 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 lâmina de vidrio mien- 
tras el gel esté blando aûn. As! se obtiens un gel homogéneo con una 
superficie plana y libre de burbujas.

El tampén 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
pén contenido en el gel ejerce poca influencia sobre la separacién de 
las bandas pero influye mâs notablemente la fuerza iénica del mismo•
Asl; con tampones de baja fuerza iénica, la isoenzima LDH-5 tiende a 
migrar hacia el énodo, mientras que con tampones de alta fuerza iéni­
ca migra claramente hacia el cétodo (Ressler et al., 1963). Estes ar 
tores atribuyen este efecto a la asociacién de la isoenzima con cus- 
tancias aniénicas présentes en el medio, ya que el incremento en la 
concentracién de almidén en el gel aumenta el efecto de baja fuerza 
^érica en los tampones; sin embargo, si se realiza una electrofore- 
sis preliminar (conocida como "Pre-Electroforesis") del gel, antes 
de aplicar la muestra, se élimina este efecto. Con los geles de Agar 
ocurre un efecto anélogo.

Se han ensayado sistemas discontinues de tampén colocando solu- 
ciones distintas en los recipientes de los electrodes y en la prepa- 
racién del gel (Poulik, 1957). Este autor aconseja este procedimien- 
tc para eliminar el efecto de baja fuerza iénica sobre las distintas 
movilidades absolutas de la isoenzima LDH-5 y de otras protelnas. La 
naturaleza y pH de los distintos tampones se determinarla con arre- 
glo a la experiencia, en cada caso.

La muestra se aplica en una ranura transversal, angosta, en el 
extreme catédico del gel, de igual forma que en la Electroforesis en 
Agar. Asl se difunde poco y se majora la resolucién. Por otra parte, 
utilizando una concentracién de almidén relativamente alta, se obtde 
ne un tamano de poro muy apropiado para que entre en juego un tami- 
zado molecular que contribuye a aumentar la resolucién. Tendrlamos
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entonces el hecho de que el gel no es ya el soporte clésico de la Ele^ 
troforesis de Zona, que évita la difusién, sino que participa en la 
separacién de protelnas de carga neta parecida y distinto tamano mo** 
lecular. Este efecto, como veremos més adelante, se pone claramente 
de manifiesto en la Electroforesis en gel de Poliacrilamida.

En la Electroforesis en gel de Almidén, la conexién de los bordes 
del gel con los eleotrodos se establece mediante papeles de filtre 
como ya se ha descrito anteriormente para otras modalidades# Las ban­
de jas 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 esté descrita por Smithies (1959) y también ha si­
do utilizada, aunque menos, por diverses autores para la separacién 
de isoenzimas*

Como dijimos antes, la Electroforesis en gel de Almidén se puede 
aplicar con fines preparatives. En efecto, varios autores han descrito 
y utilizado dicha técnica en este sentido con buenos resultados* El 
gel de Almidén tiene la ventaja de que después de transcurrida la EXejĵ  
troforesis permite una buena elucién de las protelnas separadas y como 
proporciona una gran resolucién y buena reproducibilidad se puede te­
nir 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 
base las originales de estos autores. Estas técnicas se han utilizado 
con una gran extensién para la separacién de isoenzimas, tanto de LDH 
como de otros sistemas y aslmismo, para la separacién de otras protel­
nas (mitocondriales, séricas etc.) y como un criterio altamente rigu- 
roso de pureza para una protelna 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) présenta 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 concepcién original, dos discontinuidades de pH en el gel y una 
discontinuidad de reticulacién. La poliacrilamida constituye un so­
porte muy efectivo para el desarrollo. Por una parte, es un medio 
totalmente transparente lo que permite una determinacién précisa 
de las bandas por métodos espetftrofotométricos y por otra, su pre- 
paracién es posible en un rango amplio de dureza, reticulacién y 
pHj de esta forma la técnica puede aplicarse a la separacién de 
protelnas diflcil o imposible de conseguir con otras técnicas.

El establecimiento de las discontinuidades de pH y reticula­
cién on el gel trae consigo que en determinadas condiciones (uti­
lizando un tampén en la camara superior de glicocola-tris a pH 8.3) 
se cumpla la ecuacién de Kohlrausch. La primera discontinuidad de 
pH, entre el tampén de la cémara superior, donde esté el cétodo y 
el gel superior (discontinuidad de pH, de 8.3 a 6,7) Lace que las 
protelnas penetren en este gel a gran velocidad, aunque una vez en 
él avanzar. con lentitud, dado el pH préximo a la neutralidad. Asl 
se consigne una de las grandes ventajas de esta técnica, todas las 
protelnas incluldas en la muestra se concentran en una banda de un 
grosor mlnimo, Este gel suele ser muy reticulado aunque de poca du­
reza, cireunstancias que favorecen la poca movilidad de las protel­
nas y que, por tanto, contribuyen a concentrarlas.

La segunda discontinuidad de pH se establece entre el gel su­
perior y el gel inferior, Asl como el primero suele tener poca lon-
gitud, el segundo, que es el verdadero soporte del desarrollo de la
electroforesis, tiene una longitud que oscila entre 50 y 200 mm.
Las protelnas llegan a la llnea de separacién de estos dos geles
totalmente concentradas. En este momento comienza propiamente el 
desarrollo y on todas las moléculas de protelna al mismo tiempo, 
con lo que se consigne una resolucién mucho mayor que con otras 
técnicas, basada en la nitidez de. las bandas y evitandose solapa- 
mientos, El pH del gel inferior se suele ajustar a 8.9 mediante un
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tampén tris-HCl. Este pH résulta adecuado para la resolucién de 
una gran variedad de protelnas de suero, isoenzimas de LDH y otras 
protelnas, pero se puede variar en un rango muy amplio, de acuerdo 
con la muestra que se pretenda anaiizar. La composicién del gel 
que hemos descrito, corresponde a la original de Davis (1964) y la 
teorla de su desarrollo ha sido discutida por Ornstein (1964).

El gel se prépara mezclando una solucién de Acrilamida y Bis- 
acrilamida (N,N', Metilén-diacrilamida) con una solucién tampén y 
con pequehas cantidades de catalizadores (Persulfato aménico, TEMED 
-N,N,N',N; Tetrametilén-etilén-diamina-, Riboflavina). El porcen- 
taje final de Acrilamida en el gel da la dureza del mismo, que para 
la separacién de isoenzimas de LDH suele estar comprendido entre 
el 5 y 7.5%. La proporcién entre Acrilamida y Bisacrilamida da la 
reticulacién del gel, que suele ser 39/1 en el gel inferior y 5/1 
en el gel superior, El sistema de polimerizacién puede ser de dos 
tipos, por fotopolimerizacién (con Riboflavina en el gel) o catié- 
nico (cor. persulfato aménico).

La solucién, liore de burbujas de aire,se vierte en unos tubos 
de vidiio o plastico, cerrados por su parte inferior. En ellos tiene 
lugar la polimerizacién, después de la cual se prépara el gel supe­
rior que se vierte sobre el borde del gel inferior y se opera de 
igual forma. Terminado este proceso, les geles estén preparados, se 
colocan en un aparato adecuado (Davis, 1964) y se procédé a desarro- 
llar la electroforesis después de aplicar la muestra encima del gel 
superior o inclulda en un tercer gel (gel de muestra).

Una vez transcurrida la electroforesis, que suele durar entre 
una hora y très horas, segûn la naturaleza de la muestra y la com­
posicién de 1 gel, se procédé a sacar estos de los tubos y a intro- 
ducirlos en una solucién de tehido, cuya composicién es muy varia­
ble, segdn las protelnas que se deseen observer.

Esta técnica se ha utilizado con fines preparatives por diver­
ses autores, entre ellos Strauch (1971), Duesberg y Rueckert (1965), 
Lewis y Ulark (1963) y Jovin et a l . (1964).
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3.3.7. Otras técnicas para la separacién de isoenzimas

La Cromatografîa en columna, en DEAE-celulosa y en Carboxi- 
metil-celulosa, introducidas por Sober y Peterson (1956, 1958) se 
han utilizado también para la separacién de isoenzimas de LDH (Hess, 
1958; Hess y Walter, I960) y para la separacién de isoenzimas de 
Leucina-amino-peptidasa de suero en enfermedades hepéti:as (Dib- 
guardi etal., 1961).

Moore y Angeletti (1961) han llevado a cabo la separacién de 
isoenzimas de fosfatasas, Glucosa-6-P-DH y 6-P-glucénico-DH median­
te Cromatografîa en gradients de elucién sobre DEAE-celulosa,

La técnica de filtracién en gel (Porath y Plodin, 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 
DEAE-Sephadex para la separacién de isoenzimas de LDH, asl como 
otros autores.

La mayorîa de estas técnicas, no electroforêticas se han uti­
lizado siempre con fines préparâtivos. Por ello, no es de extra- 
har que su utilizacién haya sido mds restringida que la de las téc­
nicas descritas anteriormente. No obstante, como se discute después, 
las técnicas cromatogrdficas no han de entenderse, en este sentido, 
como competitivas de las electroforéticas sino comp]ementarias unas 
de otras, especialmente en lo que se refiere a la purificacién de 
las isoenzimas.

3.3.8, Discusién de las técnicas de separacién de isoenzimas

Como se puede apreciar, por lo expuesto hasta el momento, hay 
una gran variedad de técnicas que pueden hacer posible la determi- 
nacién de una heterogeneidad estructural en un sistema enzimdtico 
0 en una protelna que se suponlan hcmogéneos y procéder a su pos­
terior estudio. Si tenemos en cuenta que la separacién de isoenzi­
mas puede hacerse con dos tipos de objetivos, preparatives y anali- 
ticos, nos parece mds adecuado utilizar la electroforesis para la
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segunda finalidad pues permite la aplicacién répida de multiples 
muestras, iguales o distintas y el reconocimiento de las fraccio­
nes es sencillo, como ya se ha discutido anteriormente.

En cuanto a la gran variedad 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 anadimos a esto su magnifica resolucién 
y la circunstancia de que el gel es perfectamente transparente, 
con lo que se puede densitometrar con gran correccién, se compren- 
deré lo extendida que se encuentra esta técnica en la actualidad.
La Electroforesis en papel, acetato de celulosa y bloque de almi­
dén presentan el inconveniente de que no evitan la difusién de 
las bandas, El densitometrado de las mismas es defectuoso en mu- 
chos casos y la aplicacién de la muestra no es lo suficientemente 
homogénea. La Electroforesis en gel de almidén présenta también 
estos inconvenientes, aunque més reducidos pero el densitometrado 
no se puede llevar a cabo con extrema limpieza pues el soporte no 
es transparente. La primera ventaja que ofrece la Electroforesis 
en gel de Poliacrilamida, a nuestro juicio es la sencillez en la 
aplicacién de la muestra acompahada de la concentracién homogénea 
de la misma; permite ademés variar el pH y la reticulacién del 
medio de desarrollo pudiendo establecerae multiples discontinuidades 
de uno u otro tipo a lo largo del gel con lo que se pueden anaii­
zar protelnas en un rango muy amplio de peso molocular, carga nota 
etc. Baste sehalar algunas de las modalidades descritas corrigiendo 
el método original de Ornstein y Davis (1959), para la separacién 
y el estudio de diverses protelnas.

Aplicacién de la Electroforesis en gel de Poliacrilamida a la 
determinaoién de pesos moleculares de protelnas. (Weber y Osborn, 
1969). Determinacién de las fracciones de histonas (Johns, 1967 
Separacién de lipoprotelnaa de suero (Pratt y Dangerfield, I969). 
Separacién de protelnas mediante "Isoelectric focusing"(Svensson, 
1962; Vewterberg y Svensson, 1966).
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■Las tccnicas preparatives, si bien en su concepcién teérica 
serlan muy similares a las analiticas, en lo que respecta a la 
separacién de protelnas, no es menos cierto que su realizacién 
practica présenta varias dificultades sobre la base de problemas 
técnicos, especialmente en lo que se refiere al sistema de elucién 
de fracciones. Un problema general de todos los aparatos de elec­
troforesis preparativa en gel de poliacrilamida descritos hasta 
el momento, es la reducida cantidad de muestra que permiten apli­
car (40-80 mg de proteina total como méximo) ya que de utilizarse 
una columna demasiado gruesa la refrigeracién de la misma no séria 
efectiva. Si coordinamos esta circunstancia con la alta resolucién 
que proporciona esta técnica, llegaremos a la conclusién de que su 
utilizacién mds idénea esté exclusivamente en la purificacién de 
protelnas, para lo cual, indiscutiblemente es una técnica sumamen- 
te efectiva. Esta consideracién debe entenderse comentando los 
procedimientos de Electroforesis de disco tal y como fuoron dise- 
hados inicialraente por Ornstein y Davis (1959) aunque adaptados 
a técnicas preparatives. Por todo ello hay que sehalar que la uti­
lizacién de estas técnicas electroforéticas para aislar protelnas 
debe constituir uno de los pasos, quizd el lîltimo, de un proceso 
de purificacién, que precisard utilizar otras técnicas con ante- 
rioridad (precipitacién con sulfaco aménico, cromatografîa etc.).

3.3.9. Proyeccién de estas técnicas para el estudio de otras 
ieoenzimas

El método de revelado de isoenzimas de LDH irtroducido por 
Ii/îarkert y M/ller (1959 ) y perfeccionado por Dewey y Conklin (I960) 
que esté, representado en la figura de la pagina 65, fue modificado 
por diversos autores para procéder al estudio de otras isoenzimas; 
sustituyendo el âcido lâctico por el sustrato adecuado, la técni­
ca se puode emplear para la determinacién de otras deshidrogenasas, 
Asl se han estudiado las Malico-deshidrogenasas (Tsao, I960, en gel 
de almidén), Isoc1trico-deshidrogenasas cambiando, ademés el NAD*



79

por NADP"̂  (Vignais y Vignais, 1961; Kaplan, 1963), Glucosa-6-P-des- 
hidrogenasa (Tsao, I960) etc.

Ademés, acoplando la reaccidn de deshidrogenacién con otro 
sistema, esta técnica se puede extender al estudio de otro tipo de 
isoenzimas, tales como aspértico-amino-transferasas (Boyde y Latner, 
1961).

Otros sistemas enzimâticos, como son las esterasas se han in­
vestigado con técnicas distintas, en este caso con el procedimiento 
de Nachlas y Seligman (1949) para su utilizacién en histoqulmica y 
modificado después por Goraori (1952),
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O B J E T I V O S

A la vista de la importancia reguladora, en general, de las iso­
enzimas y de las posibles incidencias particulares de cofactores y
hormonas sobre cada una de ellas, se plantea en esta investigacién;

1. Un estudio cinéticc general, comparado de las cinco isoenzimas 
de Léctico-deshidrogenasa (LDH).

2. Un estudio de la influencia que sobre la cinética individual de ca­
da isoenzima de LDH ejercen distintos tipos de factores.

3. Un estudio comparado de estas influencias en sistemas isoenziméti- 
cos de LDH procédantes de distintos érganos y tejidos.

4. Un estudio de los efectos que sobre los sistemas isoenziméticos de
LDH ejercen diferentes estados fisiolégicos.

5. Un estudio de las caracterfsticas de microbeterogeneidad del siste­
ma isoenzimâtico LDH y su interpretacién funcional.
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M A T E R I A L  Y M E T O D O S

1. REACTIVOS

Acido Léctico, de BDH, AnalaR, Solucién comercial DL al 88%. A partir 
de este liquide se prépara una disolucién 1 M de Lactato sédico neu- 
tralizéndolo con NaOH hasta alcanzar un pH de 7.4

Nicotin-amida-Adenina-Dinucleotido (NAD^), de Sigma, grade III. Se 
conservé a -30°C y se disolvié siempre en el momento de su utiliza- 
c ién.

Nitro-Blue-Tetrazolio (NBT), de Sigma. Conservado a 3-6°C, y disuelto 
siempre en el momento de su utilizacién, alejado de la luz,

Fenazina-Metosulfate (PMS), de Sigma. Conservado y disuelto en igual- 
dad de condiciones que el NBT.

Adenosina-Tri-Fosfato (ATP), de Sigma. Conservado y disuelto en igual- 
dad de condiciones que el NAD^.

Acrilamida. de Koch-Light, pura.

Bisacrilamida (N,N'-Metilén-Diacrilamida), de Koch-Light, pura.

Ribo f l a v i n a . 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 demés réactivés son pures, de Merck.
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2, ANIMALES DE EXPERIMENTACION

2,1. ESPECIES

Ratas. Epimys rattus L., variedad albina.

Conejos, Oryctolagua cuniculus L . , raza neozelandesa.

2.2. DIETA Y CONDICIONES DE MANTENIMIENTO

Las ratas se mantuvieron en jaulas de pléstico transparente con 
iluminacién homogénea, en grupos de très 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 
y cuya temperatura se ajusté a 18-20°C.

2.3. TRATAMISNTO

Las ratas no recibieron ningûn tratamiento especial. Las cone- 
jas se dividieron en cuatro grupos de cuatro animales cada uno, se- 
gén se detalla en la tabla siguiente,

Grupo n9 Tratamiento_______

1 Control total
2 Control-Insulina
3 Control-Gestante
4 Gestante-Insulina
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Ges-tac ién
Los animales correspondientes a los grupos 3 y 4 se cubrieron 

ventiocho dlas antes de la extraccién de érganos, con un error de 
-24 horas.

Administracién de Insulina

Los animales correspondientes a los grupos 2 y 4 recibieron 
inyecciones subcuténeas de Insulina (libre de Glucagén) 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
te; Diecisiete dfas antes de la fecha en que se han de cubrir los 
animales de los grupos 3 y 4, 0.3 unidadesj 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 érganos).

Toma de muestras
A lo largo de toda la e x p e r iencia se toman sucesivas muestras 

de s a n g r e , cada très dIas. 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 gestacién se matarcn 
todos los animales mediante inyeccién intravenosa de aire y de ellos 
se extrajo el cerebro, hfgado, endometrio y tejido adiposo, éste ül- 
timo de varias zonas: peri-renal, intestinal y subcuténeo. Los fetos 
fueron extraidos practicando la Cesérea en las conejas gestantes y de 
ellos se extrajo hfgado y cereoro.

A excepcién del tejido adiposo, que se homogeneizé inmediatamen- 
te después de su extraccién, los demés érganos y tejidos se lavaron 
previamente en NaCl 0.14 M a 3-6^0 antes de procéder a la homogenei- 
zac ién.
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Las ratas y los fetos se mataron siempre por decapitacién.

La extraccién del Endometrio ofrece mayor dificultad que la del 
resto de los érganos y tejidos; se realiza ésta rascando con una es- 
pétula en la pared interna del dtero. La espétula debe ser de teflén 
para evitar dahar al mdsculo liso y contaminer la muestra. El md^culo 
estriado que se extrae de rata para estudios cinéticos es siempre 
el Sartorio.

Inmediatamente después de la extraccién y lavado de los érganos 
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 utilizé 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 cëntrifugé a 30.000g utilizando una Centrf- 
fuga Sorvall con rotor SS-34, durante diez minutes, a temperatura 
0-3°C. El tiempo desde la muerte del animal hasta la obtencién del 
sobrenadante de la céntrifugacién no excedié a 30 minutes y durante 
su transcurso, les tejidos se mantuvieron siempre a baja temperatura 
(3-69C). El sobrenadante se utilizé inmediatamente para el estudio 
de las isoenzimas de T,DE.
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3, ELECTROFORESIS

3.1. GOMPOSICION DEL GEL DE POLIACRILAMIDA

Sobre la técnica de electroforesis descrita por Davis (1964) 
hemos introducido una variante que contribuye a mejorar la resolucién 
del método. 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 acrilamida; de esta forma, la zona superior, donde esté 
la mezcla de protelnas que se van a separar tiene una conductividad 
muy baja por lo que migran a poca velocidad, a medida que la glicoco­
la del tampén de la cémara 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 
majora el efecto de la discontinuidad de pH y reticulacién comentado 
anteriormente y se obtiens una elevada resolucién.

De acuerdo con el objooivo de cada expérimente, se prepararon g e ­
lés de dos tipos, para el estudio de la regulacién y cinética de las 
isoenzimas de LDH y para el anélisis de la microheterogeneidad de es­
tas isoenzimas. Ambos se prepararon en tubos de 5 mm de diémetro into' 
no, 8 mm de diémetro externe y 100 é 120 ram de longitud. Durante la 
polimerizacién, los tubos estén tapados por el extreme inferior con 
gomas y dispuestos en gradillas, verticalmente.

3.1.1. Efectos re^uladores y estudios cinéticos
El gel inferior tiene una longitud de 70 mm y el superior unos 

2.5 mm (50 ^ul). Los geles se preparan segdn se describe a continuacién

GEL INFERIOR (7.5% de Acrilamida).

Solucién 1 (monémero) A c r i lamida  ..... 28 g
Bisacrilamida  ........  0.75 g
HgO tridestilada,hasta ., 100 ml

Solucién 2 (Tampén-TEMED) Tris 3 M, pH 8.9 ajustado con HCl
Temed 0.23%
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Solucién 3- Persulfato aménico 0,14% (preparada en el momento de
su ut ilizac ién)•

Todas estas soluciones se prepararon con agua tridestilada y se 
mantuvieron a 3-6°C. Para preparar el gel inferior estas soluciones 
se mezclan en proporcién Monémero/Tampon-TEMED/agua tridestilada/per- 
sulfato, 2/1/1/4 (en volumen). De la mezcla résultante se extraen las 
burbujas de aire reduciendo la presién y agitando vigorosamente. Inme­
diatamente el gel se deposita en los tubos y encima de la superficie 
se ahade una pequena cantidad de agua para evitar que se forme menis­
co al polimerizar. El agua debe anadirse con cuidado para no agitar 
la superficie del gel. La polimerizacién compléta dura unos veinte 
minutosj una vez terminada ésta, se extrae el agua y se prépara el gel 
superior de acuerdo con la siguiente tabla.

GEL SUPERIOR 

Solucién 4. (Monémero) Acrilamida 10 g
Bisacrilamida 2,5 g
RgO hasta 100 ml

') Tris 0.48 :
TEMED 0.46%

Solucién 5. (Tampén-TEMED) Tris 0.48 M , pH 6.7
TEMED 0.46%

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

Solucién 6. Riboflavina 4 mg/100 ml

Todos estos reactivos se preparan, igualmente con agua tridestilada. 
El gel superior se prépara mezclando estas soluciones en proporciones 
Monémero/Tampén-TEMED/Ribûflavina, 2/1/1 (en volumen). La mezcla ré­
sultante se diluye al 50% en volumen, con sacarosa 40%, Este gel se 
prépara en la oscuridad para evitar que polimerice. De él se ahaden 
50 yul a cada tubo,sobre la superficie del gel inferior y los tubos se 
exponen a luz fluorescente. La polimerizacién dura unos minutos. Ter­
minada ésta, los tubos se disponen en la Cuba de Electroforesis.
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3.1.2. Microheterogene idad

Los geles para realizar este tipo de estudios tienen,bésicamente, 
la composicién del gel inferior detallado antes, aunque difieren de 
él 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 
gradients de pH desde 4.5 hasta 8.9, correspondiendo el pH més àcido 
al extreme inferior del gel. El gradients es discontfnuo y se reali­
za preparando diez geles cuyos pH respectives son 4.5/5.0/5.5/6.0/
6.5/7.0/7.5/8.0/8.5/8.9. La composicién de todos es la misma que la 
descrita anteriormente para el gel inferior; sélo difieren en el pH, 
cuya variacién se consigne ahadiendo 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 
ahade gel superior.

3.2. DESARROLLO

La cuba para Electroforesis en Gel de Poliacrilamida descrita por 
Davis (1964) y expendida en el mercado por diverses casas comerciales 
tal y como él la disehé, o con ligeras modificaciones, présenta el in­
conveniente, a nuestro juicio, de ser incémoda de manejar y no conte- 
ner un sistema de refrigeracién efectivo. Su manejo engorroso, espe­
cialmente al aplicar la muestra, se pone bien de manifiesto cuando se 
tienen que desarrollarmuchos geles en un tiempo liraitado. El sistema 
de refrigeracién inadecuado (se refrigeran los tubos que contienen 
los geles a través de una refrigeracién previa del tempén de la céma- 
ra inferior) plantea inconvenientes cuando se proyecta anaiizar la 
actividad en.zimética de una muestra, después de desarrollada la elec­
troforesis. Estas son las razones que nos han llevado a disehar una 
cuba de electroforesis que solucione estos dos extremes.

El aparato que se describe esté representado en la figura de la 
pégina siguiente; consta de très piezas. La primera constituye la cé- 
ra del tampén inferior y lleva incorporado el electrode 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 contiens 
la cémara de refrigeracién y la cémara del tampén superior; los tu­
bos que contienen los geles se encajan en este cuerpo sujetos por 
cilindros de goma en los dos extremos. Asf, la corriente de agua de 
refrigeracién esta en contacte directe con los mismos y es més efec­
tivo el mantenimiento de una temperatura baja. La longitud de los 
tubos que se pueden desarrollar en esta camara oscila entre 8 y 15 cm; 
dispuestos en el aparato forman dos filas de echo y equidistan de los 
dos electrodes.

La tercera pieza es la tapa de la camara superior, la cual lleva 
acoplado el electrode que quedaré sumergido en el tampén cuando esté 
montada la cubeta.

Dadas las dimensiones del aparato, la aplicacién 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 pequehas como para que el de­
sarrollo de la electroforesis dure muy poco tiempo. En una hora se
obtiene una separacién correcta de protelnas de suero y en très horas
una separacién compléta de las cinco isoenzimas de LDH.

Tomando como base el modelo descrito (que permite desarrollar 
dieciseis geles simultaneamente) hemos construldo otro de anélogas 
caracter1sticas con capacidad para treinta y dos geles. Su utilipa- 
cién es muy conveniente, en especial, para estudios cinéticos.

C o m p o s i c i é n  del tampén
El tampén que se incluye en las cémaras de los electrodos esté 

compuesto por Glicocola 0.037 M y Tris, ajustado a pH 8.3. Se suele 
preparar una Solucién Stock, diez veces més concentrada y diluirla 
en el momento de su utilizacién. La solucién que se incluye en ambas
cémaras (superior e inferior) tiene la misma composicién,

A p l i c a c i é n  de la muestra
La muestra se diluye al 20% en sacarosa 40% y de esta mezcla se 

aplican 50 jiil sobre la superficie superior de cada gel y después
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se ahade Tanipéii-"'G1 icocola-Tria hasta completar el volumen del tubo 
procurando que no se mezcle éste con la muestra. La camara del tam­
pén superior se llena con el mismo tampén hasta que quede sumergi­
do el electrode y si se desea, se ahaden 5 ml de Azul de Bromofenol 
Img/lOOml para marcar el frente de migracién.

Condiciones de desarrollo

Al comenzar la electroforesis se gradda 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 énodo co­
rresponde siempre a la cubeta inferior y el cétodo a la superior.
Las protelnas migran hacia el énodo y el tiempo de desarrollo os­
cila alrededor de très horas.

Las electroforesis proyectadas para el estudio de la Microhete- 
rogeneidad de las Isoenzimas de LDH llevan un tiempo de desarrollo 
més 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 daharlo, Los geles se sumer- 
gen en agua dertilada y después 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 isoenzimética, asl como para poner de manifiesto 
la Microbeterogeneidad de las isoenzimas de LDH se préparé una so­
lucién de incubacién (o revelado) basada en el método descrito por 
Dewey y Conklin (I960) aunque con ciertas modificaciones en lo que 
atahe a la concentracién de los reactivos: L-lactato sédico, 0.015 M; 
NAD'^ 4 mM; MgCl^, 0.227 mM; NaCl, 4.54 mM; NBT, 0.3 mM; PMS, 0.015 mM; 
en Tampén Fosfato potésico 0.09 M a pH 7.4. Los geles fueron incuba- 
dos a 379c durante 12 minutos y a continuacién lavados abundantemen- 
te con agua destilada frfa y finalmente fijados con écido acético 7.5%.
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En los estudios cinéticos de isoenzimas realizados sobre los 
geles se utilizé la misma solucién de revelado excepte en lo que ata­
he a las concentraciones de L—lactato y NAD^ que se determinaron de 
acuerdo con el expérimente, en un rango de 0.5 a 4 mM para NAD^ y 
5 a 40 mM para L-lactato.

El tiempo de incubacién se déterminé en estos expérimentes en­
tre 8 y 14 minutos, segdn el experiments, pero siempre el mismo para 
todos los geles de una misma tanda. Como para la realizacién de este 
tipo de estudios es crftico el tiempo de incubacién, y especialmente 
lo es que el tiempo de incubacién sea el mismo para todos los geles, 
se disehé y se construyé un Multiaplicador. aparato que permite la 
aplicacién simulténea de 64 mezclas de incubacién distintas en 64 
geles, asl como la extraccién de la misma y el lavado simulténeos.

Un esquema del Multiaplicador se présenta en la pàgina siguiente. 
Consta de un soporte que contiene 64 pipetas, las cuales, tapadas por 
su parte inferior, se pueden llenar con las respectives mezclas de 
incubacién. Entonces se tapan todas por su parte superior con tapones 
de goma en los que hay introducidos unos anillos metélicos, 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 mis­
ma, y en todos ha transcurrido la electroforesis en las mismas condi­
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 respective. En ese 
momento comienza el tiempo de incubacién.

La reaccién se detiene colocanda 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 hizr antes con las pipetas y se sustituyen los tapones por 
otra malla de metacrilato. A través de los tubos, abiertos por ambos
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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, pero^ontenidos sus extremos por las mallas de metacrilato, se 
hace pasar una corriente de agua destilada frla durante 5-10 minutos, 
para eliminar los residues de la solucion de revelado y finalmente, 
los geles se introducen en dcido acético 7.5% para fijar las bandas, 
conservdndolos a 3-6*0 y en la oscuridad hasta el momento de procéder 
al Densitometrado para la valoracién cuantitativa de la actividad de 
isoenzimas•

La incubacién se realiza siempre en baho de agua a 37°C y en la 
oscuridad.

Los experimentos encaminados a determinar las influencias regu- 
ladoras del ATP sobre la cinética de reaccién 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^j NaCl, y Tampén Fosfato 
potésico en concen+raciones iguales a las descritas anteriormente, 
pero con ATP a distintas concentraciones, en el rango de 
durante diez minutos, a 379C, operando después con ellos como ya se 
ha indicado. En la pégina siguiente se exponen algunas fotograflas 
de geles revelados, donde pueden verse las cinco isoenzimas de LDH, 
asi 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 llevé a cabo con un Microdensitémetro Canalco, modelo G, 
equipado con un computador para el registre automético de las éreas 
de los picos, asf como para la obtencién de los percentages de las 
mismas en el total.

El Microdensitémetro esté equipado con un filtro de 560 nm para 
determinar la Absorbancia del formazano-darivado que résulta de la 
reduccién del azul de tetrazolio. Las éreas de los picos que se ob- 
tienen corresponden a la actividad de cada isoenzima de LDH. En los
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1

Fotograflas de cuatro geles, revelados para detectar 
la actividad de las isoenzimas de LDH, separadas por 
electroforesis en gel de poliacrilamida.

PPHP̂PÎ^

Fotografia de una serie de geles que corresponden a 
un estudio cinetico de las isoenzimas de LDH de ce­
rebro de rata. Segun las concentraciones de sustra- 
tos cada banda aparece tenida con distinta actividad.
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experimentos encaminados a determinar esqurmas de distribucidn isoeii- 
zimi^tica se calculé el porcentaje de las ^reas de cada isoenziina fren— 
te al total de las cinco. Estes valores son los que est&n expuestos en 
el apartado 3 del capltulo de resultados (pâg, 142 y sig,). En les, ex­
perimentos que corresponden a estudios cinéticos se tomé el &rea abso- 
luta d? cada pico como la velocidad inicial de cada isoenzima a las 
concentraciones correspondientes de sustratos y cofactores» Sobre estes 
valores se construyeron las gr^ficas que se presentan en el capitule de 
resultados (apartado 2, pdg. 100 y sig.)-

El Miorodensitémetro se puede ajustar a très 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 medicién muy apropiada 
de las distintas actividades especîficas cuendo se hacen estudios ci- 
néticos. Ademds, este aparato permite ampliar la senal en numerosos pun> 
tos, graduar las rendijas de entrada y salida etc. y procéder a la in- 
tegracién de las areas de los picos en el registre y mediante el compu- 
tador, cnn circuitos integrados. El barrido sucesivo de los mismos ge- 
les modificando todas estas condiciones nos ha permitido considerar que 
el error de lectura es del orden de 0.5 cobre cl valor del érea. Hay 
que hacer notar, sin embargo, que todos los puntos que se ofrecen en 
una misma grâfica donde se comparan valores absolûtes de velocidad de 
reaccién (figuras 2.Î 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 pégina siguiente se presentan algunos de los densi- 
togramas obtenidos.

5. TECNICAS COMPLEMENTARIAS

Valoracién de protelnas.-La valoracién de proteinas se llevo a cabp en 
cada; expei'imento, siempre en el sobrenadante de la centrifugacién uti- 
lizando el método de Lowry et al (1951).

Valoracién de LDH total.-Esta valoracién se hizo siguiendo el método
original de Wroblewski y La Due (1957).

Tincién de proteinas totales en los geles.-Con objeto de determinar 
las fracciones proteicas mAs abundantes en una muestra, se procedié, 
en algunos casos, a utilizar esta técnica utilizando Amido Schwarz al 
0.5% en acético 7% durante 16 horas. El destenido se hace en horizontal 
con una intensidad de 10-15 mA.
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Fotografia de dos denaitogramas correspondientea a dos geles donden 
ae han separado las cinco isoenzimas de LDH, de mdsculo estriado de 
rata. Los valores de las &reas de los picos correspondientea se uti- 
lizan para calculer constantes cindticas. Oba^rvese cdmo varfan sus 
valores relatives, Ambos denaitogramas corresponden a geles en los que 
se ha aplicado la nisma muestra, pero han side revelados con distin- 
tas concentraciones de sustratos. El pico mayor, a la derecha en cada 
case, corresponde a la isoenzima LDH-5*
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Fotograflas de dos densito- 
gramas, obtenidos de dos ge­
les donde se habfan separado 
las cinco isoenzimas de LDH.
A la izquiorda, mdsculo estri­
ado de rata. La diferencia que 
se puede apreciar, compardndolo 
con los de arriba, se debe 
tambiën a  que se ha incubado 
con distintas concentraciones 
de sustratos. A la derecha, 
cerebro de rata. Siempre, la 
isoenzima de la izquierda es 
LDH-1 y la de la derecha LDH-5
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R E S U L T A D O S  Y D I S G U S I O N

1, MICROHETEROGENEIDAD DE ISOENZIMAS DE LDH

Al concebir el gel de desarrollo con un gradients.discontînuo 
de- pH, segiln està descrito en la pàgina 87, considérâmes que dos o 
mâs proteinas ligeramente distintas en su estructura y, por tanto, 
con puntos isoeléctricos muy prdximos, solo 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 
prdximo a su punto isoeléctrico iria perdiendo velocidad y en el caso 
de estar constitulda por varias fracciones ligeramente distintas, ds- 
tas comenzarlan a manifestar diferencias de movilidad, hasta el punto 
de quedar detenida una de ellas y continuar avanzando, aunque lenta- 
mente, las demâs.

En efecto, mediante esta tëcnica 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 man- 
tuvo durante un total de veinte horas de desarrollo habiendo aplicado 
un extracto de cerebro de rata. A 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 sdlo cinco isoen­
zimas. Dos horas despuës se sacaron otros dos y se revelaron de igual 
forma; en ellos, se pudo comprobar que las isoenzimas habfan avanzado 
mas y algunas se presentaban desdobladas en varias ”sub-bandas”. Dos 
horas mds tarde se volvieron a sacar dos geles en los que, después de 
revelados se pudieron observer cinco regiones con actividad LDH y en 
cada una de ellas varias bandas que totalizaban 12-14 isoenzimas. En 
la pâgina siguiente se muestra un esquema y una fotografîa de dichos 
geles.
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Fotografîas de varios geles, preparados como se explica en la pagina 87, en los que se 
ha aplicado un extracto de cerebro de rata y se han realizado electroforesis con distin­
tas horas de desarrollo, segun se detalla en cada serie. Asi se consigne poner de mani­
fiesto la microheterogeneidad del sistema LDH, despues de revelarlos por el metodo es- 
pecifico de este sistema enzimâtico.

—   ̂LDH-5
\

\
L0U-2

LDH-l

LDH-tf

Sh Th 1h 18 h

Esquemas que ponen de manifiesto la microheterogeneidad del sistenui enzimâtico LDH, 
obtenidos de los geles cuyas fotografîas se exponen arriba. Las fléchas que van de 
uno a otro explican el desdoblamiento de las bandas, y permiten localizar el origen, 
de las sub-bandas, haciendo posible un estudio mas complete de la microheterogeneidad
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Al discutir estos resultados hemos de llamar la atencidn en la 
técnica utilizada. El gradients 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 isor 
enzimas que presentan microheterogeneidad, asi como la extensién de la 
misma. Siguiendo el transcurso de la electroforesis en las fotografîas 
y esquemas de la pagina anterior se puede observer cémo, a medida que 

transcurre el tiempo de desarrollo, cada isoenzima exhibe diferentes 
esquemas de heterogeneidad. Las fléchas que van de un esquema a otro 
indican estas relaciones.

Como se comenté en la introduccién, Koen y Goodman (1969) dan una 
interpretacién genética a este hecho, pero otros autores suponen un 
mecanismo distinto. Asî, Levitzki (1972) supone que las sub-bandas pue- 
den originarse por la forma de interaccionar los monémeros para dar el 
tetrâmero. Se pueden dar, sin embargo, otras explicaciones, como es, 
que un mismo monomero manifieste ciertas diferencias en su estructura 
primaria, como pueden ser acetilaciones en grupos NHg, bloquée de de 
grupos SH etc. Asî no habria tan sélo un monémero A, sino A ^ , Ag, A^ 
etc. y su interaccién con B, o con , B^, etc. daria un amplio conjun- 
to de isoenzimas ligeramente distintas en su estructura, aunque suscep­
tibles de ser separadas con técnicas analîticas capaces de mostrar una 
elevada resolucién, como la utilizada en este caso.

Por otra parte, estudios de este mismo tipo realizados en hîgado 
y mdsculo estriado han senalado que estos esquemas de microheterogenei­
dad del sistema enzimâtico LDH son distintos en los très érg^nos. Estas 
diferencias podrîan 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 reacciôn de las isoenzimas de LDH 
tomando el âcido L-lâctico como sustrato de ooncentracién variable 
en el rango de 2,5 a 20 mM y a una concentracidn constante de NAD^ 
(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 contiens los valores correspondientes a las isoen­
zimas LDH-1 a LDH-4 de acuerdo con la concentracién de L-lâctico.
La tabla 2,2 contiens las inversas respectives 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- 
to y la tabla 2,4 las inversas de estos valores, Mediante los resul­
tados expuestos en estas tablas se ha procedido a représenter con- 
juntamente las cinâticas de las cinco isoenzimas (figura 2.1).

TABLA 2.1
Velocidades iniciales de la reaccién lâctico-pirdvico ca 
talizada por cada una de las isoenzimas de LDH. 
(Concentracion de NAD*^, 0.75 mM) .

Concentracién Velocidad
de L-lâctico 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 ].3 3 107 77
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TABLA 2.2

Inversas de las velocidades de reaccién expuestas en la 
tabla anterior correspondientea a las inversas de concen­
traciones de L-lâctico.

1/velocidad X 10 ^
1/Concentracién . Isoenzi^&g de LDH

de L-lâctico --------------------- :----------

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

TABLA 2,3

Velocidades iniciales de la reaccién lâctico pirûvico 
catalizada por las isoenzimas LDH-4 y -5. 
Concentracién de NAD*. 0.75 mM

Concentracién de
L-lâctico mM Velocidad

Isoenzimas de LDH

5 39 6
10 58 10
20 64 15

TABLA 2.4
Inversas de las velocidades de reaccién expuestas en la tabla 
anterior correspondientes a las inversas de concentraciones 
de L-lâctico.

1/Concentracién de 1/velocidad. Isoenzimas
L- lâctico LDH-4 LDH-5

200 25.6 166,6
100 17.2 100.0
50 15.6 66,6
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Al representar grâficamente estos valores por el método de 
Lineweaver—Burk se obtiene el diagrama expuesto en. la pâgina si — 
guiente (figura 2*1) en el que las cinco llneas, una correspondien— 
te a cada isoenzima de LDH, se cortan en un punto, a la izquierda 
del eje de ordenadas, v”^. De dicha representacién se pueden extraer 
los valores de que corresponden a cada isoenzima; estos valores 
estân expuestos en la tabla 2.5.

TABLA 2.5

Valores de K correspondientes a cada una de las cinco 
isoenzimas de LDH, obtenidos a partir de la grâfica 2.1.
(Concentracién de NAD , 0.75 mM).

Isoenzima K (Conc. de L-lâcticom

LDH-1 (B4) 5.2
LDH-2 (AB^) 7.4
LDH-3 (AgBg) 9.5
LDH-4 (A^B) 13.3
LDH-5 (A4) 21.0

Las isoenzimas LDH-1 y LDH-5 muestran la mâxima y minima afini- 
dad por L-lâctico respectivamente, de acuerdo con lo que hay descri­
to en la bibliografia (ver pâgina 30), y los valores de de estas 
dos isoenzimas son muy similares a los descritos por Battelino et al . 
(1968).

No obstante, los resultados expuestos en la figura 2.1 son di- 
fîciles de interpretar; téngase en cuenta que en la bibliografia no 
hay datos de cinética comparada de las cinco isoenzimas de LDH. Esta 
representacién es caracter!stica de una mezcla de inhibicién compe­
titive y no competitive, pero ello séria si se tratase de una linica 
enzima con una cinética variable a distintas concentraciones de inhi- 
bidor. Hay que considerar en este caso, que se trata de cinco isoen-
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Figura 2.1
Cindtica 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 concentracidn de NAD (0.75 mM). Los valores
correspondientes a la isoenzima LDH-5 (------) se han calculado
aparte, como se indica en el texto.
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zimas que posiblemente coexister! a distintas concentraciones. Esta 
diferencia de concentracidn debe reflojarse, Idgicamente, en una 
representaci(5n donde se exponen las velocidades de reaccidn de cada 
una. Quizâ de aquî se podria concluir que existe una competencia 
entre las cinco isoenzimas por el sustrato cuando actdan las cinco 
conjuntamente pero adn serlan necesarios mds datos para discutir 
adecuadamente estos resultados.

Con objeto de analizar el efecto de la concentracidn de NAD^ 
sobre la cinética de las cinco isoenzimas de LDH hemos realizado 
experimentos en esta lînea tomando el L-ldctico como el sustrato de 
concentracién variable, en el rango de 5 a 40 mM y a distintas con­
centraciones de NAD*, en el rango de 0.5 a 4 mM. As! se han obteni­
do resultados de velocidades iniciales correspondientes a estas va­
riables para cada una de las cinco isoenzimas de LDH. En las cinco 
tablas siguientes (2.6 a 2.10) se exponen estos resultados.

TABLA 2.6

Velocidades iniciales de la reaccién Idctico-pirdvico catali­
zada por la isoenzima LDH-1 (B4) de cerebro de rata.

Molaridad
L-ldctico 1/L-lâctico velocidad 1/velocidad

Concentracién 
NAD^ mM___

0.02 50 186 0.00535 0.75
0.01 100 153 0.00650 II

0.005 200 11^ 0.00870 II

0.02 50 200 0.00500 1.0
0.0125 80 186 0.00540 II

0.01 100 174 0.00574 II

0.005 200 136 0.00735 II

0.04 25 232 0,00431 2.5
0.02 50 230 0.00434 II

0.0125 80 232 0.00431 II

0.01 100 236 0.00424 II

0.005 200 207 0.00483 II

0.0025 400 186 0.00535 II
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TABLA 2.7

Velocidades iniciales de la reaccién Idctico pirûvico 
catalizada por la isoenzima LDH-2 (AB^) de cerebro de

rata.
Molaridad Concentracién
L-ldctico 1/L-ldctico velocidad 1/velocidad de NAD*, mM

0.02 50 232 0.00431 0.625
0.0125 80 200 0.00500 «I

0.01 100 180 0.00555 H

0.0066 150 150 0.00666 II

0.02 50 214 0.00471 1.0
0.0125 80 174 0.00574 II

0.01 100 162 0,00617 II

0.005 200 116 0.00862 II

0.01 100 152 0.00658 2.5
0.0066 150 122 0.00820 II

0,02 50 204 0.00490 II

0.02 50 192 0.00520 4.0
0.0125 80 157 0.00637 II

0.01 100 140 0.00714 II



106

TABLA 2.8

Velocidades iniciales de la reaccién Idctico-pirdvico 
catalizada por la isoenzima LDH-3 (ApBp) de cerebro

de rata

laridad Concentrac ién 
mMIdctico 1/L-ldct ico velocidad 1/velocidad de NAD*.

0.02 50 240 0.00416 0.5
0.0125 80 202 0.00495 II

0.01 100 199 0.00502 I»

0,005 200 138 0.00724 II

0.02 50 220 0.00454 0.625
0.0125 80 174 0.00574 H

0.005 200 113 0.00884 II

0.02 50 181 0.00552 1.0
0.0125 80 151 0.00662 II

0.01 100 133 0.00751 II

0.02 50 144 0.00694 2.5
0.0125 80 112 0.00892 II

0.02 50 125 0.00800 4.0
0.0125 80 91 0.01090 II
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TABLA 2.9

Velocidades iniciales de la 
catalizada por la isoenzima

rata

reaccién Idctic 
LDH-4 (A^B) de

o-pirdvico 
cerebro de

Molaridad 
L-ldc tico 1/L-ldctico velocidad 1/velocidad

Concentracién 
de NAD* , mM

0.02 50 210 0.00476 0.5
0.0125 80 176 0.00568 ti

0.01 100 167 0.00598 II

0.005 200 125 0.00800 II

0.02 50 157 0.00637 0.625
0.0125 80 143 0.00699 II

0.01 100 120 0.00833 II

0.005 200 77 0.01290 II

0.04 25 180 0.00555 1.0
0.02 50 133 0.00751 II

0.0125 80 128 0.00925 II

0.01 100 90 0.0111 II

0.04 25 130 0.00769 2.5
0.02 50 88 0.0113 II
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TABLA 2. 10

Velocidades iniciales de la 
catalizada por la isoenzima

rata

reaccién Idctico-pirdvico 
LDH-5 (A^) de cerebro de

Molaridad
L~ldctico 1/L-ldct ico velocidad 1/veloc idad

Concentrac ién 
de NAD+, mM

0.02 50 45 0.0222 0.5
0.0125 80 42 0.0238 n

0.01 100 35 0.0285 II

0.02 50 34 0.0294 0.625
0.0125 80 28 0.0357 II
0.01 100 24 0.0416 II

0.02 50 28 0.0357 0.75
0.0125 80 22 0.0454 II
0.01 100 18 0.0555 II

Haciendo una representacién de Lineweaver-Burk de los résulta-
dos expuestos en las tablas 2.6 a 2.10 se obtienen cinco grâficas
que describen el comportamiento cinét ico de cada una de las cinco
iso enzimas de Ldctico -deshidrogenasa para L-ldctico como sustrato,
de acuerdo con la concentracién de NAD . Estas rfepresentaciones es-
tdn expuestas en las figuras 2.2 a 2. 6, en las pdginas siguientes.
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Figura 2*3
Cinética de la isoenziina LDH-2 de cerebro de rata. 1/v frente a 
l/L-l&ctico a diferentes concentraciones de NAD"**

1/v.lO

" V t ' m 100
l/L-lactiLO

Figura 2.4
Cindtica de la isoenzima LDH-3 de cerebro de rata. 1/v frente a 
1/L-ldctico, a diferentes concentraciones de NAD"*"
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Figura 2.5
Cinética de la isoenzima LDH-4 de cerebro de rata, 1/v frente a 
1/L^lécticO; a distintas concentraciones de NAD^
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20

50 80100
1/ L-loctico

Figura 2.6
Cinética de la isoenzima LDH-5 de cerebro de rata. 1/v frente a 
l/L-léctico, 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 inhibicién competi- 
tiva de NAD^ sobre L-ldctico en las isoenzimas LDH-2,-3,-4 y -5 
y activacién por NAD*^ en la isoenzima LDH-1.

En efecto, las rectas correspondientes a cada concentracién 
de NAD^ para una isoenzima determinada, se cortan en el eje de or­
denadas, lo que indica inhibicién competitive para aquellas isoen­
zimas en las que concentraciones crecientes de NAD^ produzcan va­
lores de més altos. Al contrario, el caso de que concentraciones 
crecientes de NAD^originen valores més bajos de corresponde a 
enzimas que actdan sobre dos sustratos y donde la presencia de uno 
a concentracién alta incrementa la afinidad de la enzima por el 
otro.

Si consideramos una cualquiera de las cinco isoenzimas, obser­
vâmes que el valor de varia de acuerdo con las concentraciones 
de NAD^. Estos valores de K^, para cada isoenzima y para cada con- 
oentracién de NAD* pueden ser extraidos de las gréficas 2.2 a 2.6, 
La tabla 2.11, de doble entrada, describe la variacién de los va­
lores de de acuerdo con la variacién de la concentracién de NAD"+ 
para cada una de las cinco isoenzimas de LDH.

TABLA 2.11
Valores de (L-léctico M) de las cinco isoenzimas 
de LDH a diferentes concentraciones de NAD^

NAD^ mM LDH-1 LDH-2 LDH-3 LDH-4 LDH-5

4.00 0.0111 0.0294
2.50 0.0007 0.0096 0.0222 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
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A la vista de las cinco representaciones anteriores y de la 
tabla, se observa que en la isoenzima LDH-1 los valores de au- 
mentan al disminuir la concentracién de NAD”** mientras que en las 
isoenzimas LDH-2, -3, -4, y -5 los valores de disminuyen al dis­
minuir esta concentracién. Si hacemos varier la concentracién de 
NAD"*"de 0.5 a 4 mM se obtiene, para cada isoenzima, un campo de va­
riacién del valor de cuya mayor o menor amplitud describe la 
variabilidad del valor de para cada isoenzima. Esta variabili- 
dad es méxima 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 NAD"*" induce una disminucién en el va­
lor de Kjjj mientras que en las restantes isoenzimas sucede todo lo 
contrario. Esta dltima observacién se refieja en la figura 2.7, en 
el signe de las pendientes de las rectas correspondientes a las 
cinco isoenzimas.

Si observâmes, por ejemplo, la figura 2.2, se aprecia a pri­
mera vista que la disminucién del valor de Kq no es proporcional 
al aumento de la concentracién de NAD**" y puede hacerse una obser­
vacién anéloga en las figuras 2,3 a 2.6. Hemos comprobado de un 
modo inductivü que la variacién del valor de es proporcional a 
la variacién del logaritmo de la concentracién de NAD^. Efectiva- 
mente, representando en escala semilogaritmica las concentraciones 
de NAD"** frente a los valores de para L-léctico obtenemos una 
recta para cada isoenzima. Las cinco rectas asI obtenidas se cor­
tan en un punto experimental, [n AD^J = 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 Kjjj inducida por la variacién de la concentracién de NAD^ en el 
rango de 0.5 a 4.0 mM.

Las tangentes positivas (isoenzimas LDH-2, -3, -4 y -5) indi­
can que el aumento de la concentracién de NAD**" provoca un aumento 
en los valores de Kĵ . Esta relacién es logaritmica y se tiene, por 
tanto, la siguiente ecuacién general.



— 114 —

O
<D

O

O  ^
CO
O
d>

o
CM

o
lO
o
d>eu

o
LO
O

OO  LO C\J LO

1 CQ
Q>
L,
O
H
d>
mofH
>>

«h

d+jdU
0

OUjo
0
U
0
o

I &(à >4 
U■P 0c n 0
o u 
ü o
O (d 

>
cd
C o 

G
0 

flj *Hp e

CM

d
*4
3
w

•H
k

0

0
0
Go
H
U
d
p
ü0
t>flo
ü

0
d

0Tj
d
ü
•H
G
p
•H
U
dbO
OiH
•H
G
0
0

q
•H
ü
d
P
q
0
0
0
q
a0
M

q
0  r4
0  0  
00 q q'0 Pu o 
0

X* pd-H A 45 A • X
M  0

0 d
'CJ p  0

q d 
0 0 8 
d  G i4 
s *H N

•H q q
N 0 0
q eu O
0 X 0  
o 0 H
0
•H O O

P ü
O C q
ü 3 ’H
q O. ü

•H
ü q 0 3 d 
0 H
ci 0
rH 0 •»

Hrf q d q VD 3 
d -H o04 u

ü d0 rHc
q d 

o 0 q 
o -H d 
•H q Pu
p  -H0 +*d 0 A
H tj 'd
1

h3 o
p  0
q 'd Sd

X  A q
X)

0 H ‘H
13 W ü



115

log [nAD^] = tgc( Kjn i- log NAD* (1)

En donde tgo( représenta la pendiente de la recta y log NAD, es 
la ordenada en el origen, es deoir, NAI^ es la concentracidn de NAD^ 
para la cual el valor de Kjq es igual a cero y, por tanto, la veloci­
dad de reaccidn catalizada por la isoenzima es infinite,

Kjjj es la concentracidn de justrato (L-l&ctico) necesaria para 
prfducir la velocidad semimAxima de reaccidn y una variacién ed, la con- 
centracidn de NAD^ produce una variacién de K^. De aqul que pueda de- 
finirse la inhibicién como la amplitud del intervalo de variacién de 
Kjjj producida por la variacién de concentracién de NAD^ en un intervalo 
determinado.

Dicha inhibicién es el cociente entre la amplitud del intervalo 
de variacién de Kqj y el correspondiente intervalo de variacién de la 
concentracién de NAD'**; en otras palabras, la inhibicién que manifiesta 
una isoenzima es l/tgo( , sier.do la pendiente de la recta correspon­
diente a dicha isoenzima en la figura 2.7.

Puede observarse que la inhibicién (tal como acaba de ser definida) 
que corresponde a la isoenzima LDH-1 es negativa, Esto significa que 
una variacién creciente en la concentracién de NAD”** produce una dismi­
nucién en el valor de este es el hecho ya conocidt de que la isoen­
zima LDH-1 se activa por NAD^• Para las restantes isoenzimas el val#r 
de l/tg«K es positive, es decir, se inhiben por NAD^.

Observemos ahora que la isoenzima LDH-1 que no se inhibe por NAD^ 
sin# que se activa, carece en su estructura del monémero A; sin embar­
go , en las is#enzimas LDH-2 a -5 el némero de monémeros A contenid# en 
la estructura de cada una crece simultaneamente con la inhibicién por 
NAD"**. Se trata de representar grdficamente en una escala adecuada, la 
relacién entre el rnimero de monémeros A y l/tgo(^ con objeto de buscar 
unà relacién matemAtica, es decir, relacionar là. inhibicién de cada 
isoenzima con su correspondiente estructura.
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Inductivaraente hemos comprobado que si représentâmes log l/tgo( 
frente al logaritmo del ndmero de monémeros A, para las isoenzimas 
LDH-2, -3, -4 y 55, obtenemos asi cuatro puntos situados sobre una 
recta (ver figura 2.8, en la pAgina 118).

Los valores de tg se han obtenido a partir de la figura 2*7. 
La tabla 2.12 describe estos valores correspondientes a cada isoen­
zima, asî como el ndmero de monémeros A (n^) présentes en la estruc­
tura de cada una.

TABLA 2.12

Valores de tg y de 1/tg correspondien­
tes a cada isoenzima de LDH 
en cerebro de rata.

isoenzima ^A 1/tKÜ (i)

LDH-1 0 -2.20 -0.45
LDH-2 1 4.20 0.24
LDH-3 2 0.85 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 nj^+log il (2)

en donde i es la inhibicién que ejerce el NAD**" sobre cada isoenzima, 
tg/i es la pendiente de la recta de la figura 2.6, n^ es el ndmero 
de monémeros A que contiene la isoenzima, log ii ei la ordenada ei cl 
origen, es decir, ii es la inhibicién producida por NAD^cuando n̂, = 1,

La pendiente de esta recta, tg détermina la relacién que exis­
te entre el logaritmo de la inhibicién por NAD*" y el ndraero de moné­
meros A. Podemos considerar, pues que tg^ es la inhibicién por moné­
mero A.
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Como la inhibicién por NAD (i) es l/tgd, , podemos escribir la 
ecuacién (1) de la pAgina 115 asî;

log [ nAD+] = Y +  log NADt

de donde 4 = .IoA-MI PX y, por tanto,1 ng

i = ; tomando logaritmos, résultalog NADt - log «AD% 

K,
log 1 = log - log KADt„ , y de acuerdo con la ecuacié 

(2), de la pAgina anterior,

Kq
- leg H A W "  "

en donde NADq es un valor constante para cada isoenzima, 
n^ (ndmero de monémeros A), tambiAn lo es, 
tg es un valor constante para el monémero A 
log il es igualmente, un valor constante para el monémero A

Puede concluirse, pues, que hay una relacién lineal entre el lo 
garitmo de la inhibicién 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 inhibicién en funcién 
del ndmero de monémeros A es logarîtmico, cabe pensar que hay una 
coopérâtividad entre los monémeros A que forman parte de una isoen­
zima, respecte al crecimiento de la inhibicién por NAD •
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Figura 2.8
Representacién logarftmica de 1/pendiente de cada isoenzima 
(calculada de la figura 2,7) en funcién del ndmero de cadenas 
polipeptîdicas A en las isoenzimas LDH-2, -3, -4 y -5.
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Estos resultados ponen de manifiesto la existencia de un méca­
nisme mediante el cual, la concentracién de NAD^contrela la activi­
dad de las cinco isoenzimas de LDH en cerebro. La existencia de isoen­
zimas tiene sentido al participar en la regulacién del metabolismo y 
puesto que cada una de ellas tiene distinta actividad especîfica, la 
actividad total del sistema LDH vendrâ dada por su conjunto, tenien- 
do en cuenta que las cinco estdn présentes en distintas concentracio ■ 
nés.. La figura 2.7 représenta la influencia del NAD"*" sobre la afini­
dad de cada una por el Acido L-lActico y en ella puede verse que a 
medida que aumenta esta concentracién, mds se manifiestan estas act i- 
vi.dades especîficas, Asî, a una concentracién de NAD**~ 0,5 mM, las cin 
co -isoenzimas presentan el mismo valor de Kĵ , lo que quiere decir que 
las cinco realizan su accién catalîtica con igual afinidad por el sus­
trato y que, por tanto, no se manifiesta su accién reguladora,

Pero al .:tar la noentracién de NAD**" se patent izan mda las
actividades especîficas de cada una con lo que tienen significado lac 
distintas concentraciones de cada isoenzima en este sistema biolégiro 
De esta forma, la concentracién 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 LDH mediante las isoenzimas.

Es necesario hacer otra observacién. Si las isoenzimas de LDH, 
procédantes de un extracto de cerebro se revelan a concentraciones 
muy altas de NAD^ se puede llegar a inhibir las isoenzimas catédicas 
que son las que més se inhiben por este cofactor. En todo caso, se 
obtendrîa una distribucién isoenzimética que no se ajustarla a la rea 
lidad y no serîa justificable extrapolar actividad a cantidad de i s o ­
enzima. sélo incubando los geles a la concentracién de NAD**" para la 
cual, las cinco isoenzimas manifiestan el mismo valor de se podri\ 
extrapolar. Esta concentracién (0.5 mM en el érgano estudiado) nos 
parece adecuado denominarla punto de isoconcentracién.
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2.2. MUSCULO ESQUELETIGO DE RATA

procediendo de un modo anâlogo al descrito anteriormente pa­
ra el cerebro y con objeto de analizar el efecto de la concentra- 
ci(5n de NAD^ sobre la cinética de las cinco isoenzimas de LDH de 
miisculo estriado, hemos experimentado en esta llnea tomando el 

^cido L-lÀctico como sustrato de concentracidn variable, en el 
range de 5 a 40 mM y a distintas concentraciones de NAD^, en el 
range de 0.5 a 4 mM* AsI hemos obtenido resultados de velocidades 
iniciales correspendientes a estas variables, para cada una de las 
cince isoenzimas de LDH. En las cinco tablas siguientes (2.13 a 
2.17 ) se exponen estos resultados.

Representando les valeres descrites en estas tablas, por el 
mitede de Lineweaver-Burk, se obtienen cinco griCficas, dende se 
pone de manifiesto el cemportamiento cinëtico de cada una de las 
cinco isoenzimas de Ldctico-deshidrogenasa, para L-l&ctico corne 
sustrato, segdn la concentracidn de NAD . (figuras 2.9 a 2.13)

Estas gr&ficas ponen de manifiesto una inhibicidn competiti­
ve de NAD^sobre L-l&ctico en la isoenzima LDH-5 y una activacidn 
por NAD^ para las isoenzimas LDH-1, -2, -3 y -4.

De igual forma que ocurrla en las grdficas anteriores, corres 
pondientes al cerebro, las rectas relatives a distintas concentra­
ciones de NAD^ para cada isoenzima se cortan en el eje de ordena- 
das (V  ̂) .
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TABLA 2.13

Velocidades iniciales de la reaccidn Idctico-pirdvico
catalizada por la isoenzima LDH-1 (B^) de

mdsculo estriado de rata

Molaridad
L-l&ctico 1/L-ldctico

0.04 25
0.02 50

0.04 25
0.02 50
0.0125 80

0.04 25
0.02 50
0.0125 80
0.01 100

0.04 25
0.02 50
0.0125 80
0.01 100
0.005 200

0.04 25
0.02 50
0.0125 80
0.01 100
0.005 200

veloc idad 1/v 10-3

92
70

97
74
60

105
82
68
60

117
107 
90 
80 
57

128
117
108 
100
80

10.8
14.3

10.3
13.5
16.6

9.5 
12.1 
14.7 
16.6

8.5
9.5 

11.1
12.5
17.5

7.8
8.5 
9.2

10.0
12.5

Concentréeiân 
de NAD~^ mM

0.5
II

0.625

1.0
n

2.5
II

4.0
II
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TABLA 2,14

Velocidades iniciales de la reaccidn létçtico-pirdvico
catalizada por la isoenzima LDH-2 (AB^)

de mdsculo estriado de rata

Ifolaridad Concentracidn
lActico 1/L-lâctico velocidad 1/v 10“^ de NAD’*' mM

0.04 25 125 8.0 0.5
0.02 50 100 10.0 M

0.0125 80 81 12.3 »

0.01 100 73 13.6 H

0.04 25 126 7.9 0.625
0.02 50 105 9.5 II

0.0125 80 85 11.7 fl

0.01 100 76 13.1 M

0.04 25 132 7.5 1.0
0.02 50 112 8.9 n

0.0125 80 95 10.5 n

0.01 100 86 11.6 n

0.04 25 145 6.9 2.5
0.02 50 127 7.8 II

0.0125 80 112 8.9 M

0.01 100 104 9.6 n

0.005 200 77 12.9 n

0.04 25 147 6.8 4.0
0.02 50 136 7.3 n

0.0125 80 122 8.2 n

0.01 100 118 8.5 tt

0.005 200 92 10.8 M
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TABLA 2.15

Velocidades iniciales de la reacci<5n l&ctico-pirdvico
catalizada por la isoenzima LDH-3 (AgB^)

de miSsculo estriado de rata

Molaridad Concentracidn
L-l&ctico l/L-l6ctico velocidad 1/v 10 de NAD*** mM

0.04 25 120 8.3 0.5
0.02 50 104 9.6
0.0125 80 90 11.1 "
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
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 "
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 "
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 lâctico-pirdvico 
catalizada por la isoenzima LDîî-4 (A^B) de mdsculo estriado de rata

Molaridad Goncentracidn
L-ldctico 1/L-ldctico 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 11.1 "

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 7.4 "
0.005 200 103 9.7 "

0.04 25 180 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

n
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TABLA 2.17

Velocidades iniciales de la reaccidn Idctico-pirdvico 
catalizada por la isoenzima LDH-5 (A^) de mdsculo estriado de rata

Molaridad _ Concentracidn
"Idctico 1/L-ldctico velocidad 1/v 10"^ de NAD’*" mM

0.04 25 181 5.5 0.5
0,02 50 178 5.6 ff

0.0125 80 173 5.7 n

0.005 200 151 6,6 II

0.04 25 178 5.6 0.625
0.02 50 175 5.7 II

0,0125 80 166 6.0 II

0.005 200 142 7.0 II

0.04 25 176 5.7 1.0
0.02 50 169 5.9 II

0.0125 80 160 6.2 II
0.01 100 150 6.6 II
0.005 200 131 7.6 n

0.02 50 161 6.0 2.5
0.0125 80 147 6.8 M

0.01 100 142 7.0 II

0.005 200 114 8.8 II

0.02 50 158 6.3 4.0
0.0125 80 143 7.0 II

0.01 100 133 7.5 II

0.005 200 104 9.6 II
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l/L-loctico

Figura 2.9
’i<?tica de la isoenzima LDH-1 de miloculo estriado de rata. 1/v 
■ente a 1/L"ldct ico, a varias concentrac iomoa de NAD***

1/v.lO

200100

Figura 2,10
Cindtica de la isoenzima LDH-2 de mdsculo esttriado de rata. 1/v fronte 
a l/L-ld!ctico, a varias concentraciones de NiAD^
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1/v. 10'

25 50 100
l/L'lactico

Figura 2,11
Cin^tica de la isoenzima LOH-3 de mdsculo estriado de rata, 1/v 
frente a 1/L-ldctico, a varias concentraciones de NAD

16-

1/v.lO '

20010025 50

Figura 2,12
Cin^tica de la isoenzima LDH-4 de mdsculo estriado de rata 
1/v frente a 1/i^-ldctico, a varias concentraciones de NAD^
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Haciendo una observacidn andloga a la comentada anteriormente
para el cerebro, se puede advertir, a la vista de las cinco dlti-
mas grdficas, que en cualquiera de las cinco isoenzimas el valor
de K varia de acuerdo con las concentraciones de NAD*. Estos va- m
lores de para cada isoenzima y para cada concentracidn de NAD^
pueden ser extraldos de dichas gr&ficas. La tabla 2.18, de doble 
entrada, describe la variacidn de les valores de K^, de acuerdo con 
la concentracidn de NAD"^, para cada una de las cinco isoenzimas de 
LDH.

TABLA 2.18

Valores de Km (L-ldctico M) de las cinco isoenzimas 
de LDH a diferentes concentraciones de NAD^

rAD^ mM LDH-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 0.0081 0.0056 0.0012

Las cinco representaciones anteriores y la tabla dltima ponen 
de manifiesto que en la isoenzima LDH-5 los valores de 11̂  disminu- 
yen al disminuir la concentracidn de NAD^, mientras que en las isoen 
zimas LDH-1, -2, -3 y -4 dichos valores aumentan al disminuir la 
concentracidn de NAD^jesto constituye la primera diferencia obser- 
vada entre el comportamiento cindtico de las cinco isoenzimas de LDH 
entre mdsculo y cerebro. En el caso del mdsculo estriado, si hace- 
ncs variar la concentracion de NAD"^ de 0.5 a 4 mM se obtiens tambièr. 
para cada isoenzima, un campo de variacidn del valor de cuya ma­
yor 0 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 isoenzima LDH-5 y mfnima para la isoenzima LDH-2, en mds­
culo estriado es mdxima para la isoenzima LDH-1 y mfnima para la 
isoenzima LDH-4, pero en este caso puede observarse que en la iso­
enzima LDH-5, un incremento en la concentracidn de HAD^ induce un 
aumento del valor de Kĵ  mientras que en las restantes isoenzimas 
sucede todo lo contrario. La distinta variabilidad de los valores 
de Km inducida por la variacidn de la concentracidn de NAD*** y el 
distinto comportamiento cinëtico, cualitativo,de las isoenzimas 
LDH-2, -3 y -4, son las siguientes observaciones que debemos hacer 
al discutir la cindtica coraparada de las cinco isoenzimas de LDH 
de cerebro y mdsculo estriado.

Observando cualquiera de las cinco dltimas grdficas se aprecia 
que la variacidn del valor de no es proporcional al aumento de 
la concentracidn de NAD^, Tambiën en este caso hemos comprobado de 
un modo inductivo que la variacidn del valor de K̂  ̂ es proporcional 
a la variacidn del logaritmo de la concentracidn de NAD"*" . Efectiva- 
mente, representando en escala semilogarftmica las concentraciones 
de NAD*^ frente a los valores de para L-ldctico obtenemos una 
recta para cada isoenzima, de igual forma que se procedid anterior- 
mente para el cerebro. Tambidn en este caso las cinco rectas aaf 
obtenidas se cortan en un punto experimental, \NAD'^J = 4 mM tal 
y como estd representado en la pâgina siguiente (figura 2.14).

En cada una de las rectas representadas en esta figura, el 
signo de la tangente indica el sentido de la variacidn del valor 
de Kjjj inducida por la variacidn de la concentracidn de NAD^ en el 
rango de 0.5 a 4.0 mM. 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 recta correspondiente a la 
isoenzima LDH-5 tiene tangente positiva; es decir, on dicha isoen- 
zima, el aumento de la concentracidn de NAD provoca un aumento en 
el valor de K^, o lo que es lo mismo, un descenso de su afinidad 
para el dcido L-ldctico. En las restantes isoenzimas (LDH-1 a -4) 
sucede lo contrario. De acuerdo con la grdfica 2.14, se tiene la 
siguiente ecuacidn general.
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log N̂AD"̂ ] = tgtX Kgi i- log NADq (3)

En donde, anétlogamente a la ecuacidn descrita en la pagina 115 
tgc( représenta la pendiente de la recta y log NAD^ es la ordenada 
en el origen, es decir, NAD^ es la concentracidn de NAD^ para la cual 
el valor de es igual a cero y , por tanto, la velocidad de reaccidn
catalizada por la isoenzima es infinite.

Como se ha discutido anteriormente (p^g. 115) el signo de las 
tangentes de estas rectas indica el efecto regulador del NAD^ sobre la 
accidn catalltica de cada isoenzima de LDH y dste es tal, que si la tan­
gente es positiva hay inhibicidn, mientras que si es negative hay acti­
vas idn.

En este caso se puede observer (fig. 2.14) que las tangentes de 
las rectas correspondientes a las isoenzimas LDH-1, -2, -3 y -4 tienen 
signo negative, mientras que la tangente de la recta correspondiente a 
la isoenzima LDH-5 tiene signo positive. De acuerdo con el concepto de 
inhibicidn y activacidn discutido en la pdgina 115, se pone de manifies­
to en miisculo estriado un efecto activador por NAD^ sobre las isoenzi­
mas LDH-1 a -4.

En mdsculo estriado, de forma similar a los resultados descritos 
antes para el cerebro, hay una isoenzima que manifiesta un distinto cem­
portamiento frente a la variacidn de concentraciones de NAD"t Esta iso­
enzima, en cerebro es LDH-1 y en cdsculo estriado, LDH-5. Bn cerebro, 
la isoenzima LDH-1 se activa y el resto de las isoenzimas se inhiben 
por NAD*^. En miisculo estriado, la isoenzima LDH-5 se inhibe y el resto 
de las isoenzimas se activan por NAD”̂.

En este caso, observemos que la isoenzima LDH-5 carece en su es- 
tructura del mondmero Bj a in embargo, en las isoenzimas LDH-1 a -4 el 
ndmero de mondmeros B contenido en la estructura de cada una crece si- 
multdneamente con la activacidn por NAD^. Se trata, pues, de représen­
ter grdficamente en una escala adecuada, la relacidn entre el ndmero de 
mondmercs B y -1/tgc\ con objeto de buscar una relacidn matemdtica, al
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igual que se hizo anteriormente para el cerebro. Con ello relacionare- 
mos la activacidn de cada isoenzima con su correspondiente estructura.

LüS valores de tg se pueden extraer de la figura 2.14. De ahî 
se han calculado sus inversas que se " l a  tabla 2.19.

TABLA 2.19

Valores de -tgc( y de -1/tgok correspondientes 
a cada isoenzima de LDH

Isoenzima ^B -tg% -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 andloga a la descrita anteriormente para el cerebro, re­
presentando el logaritmo de los valores absolûtes de -l/tg(X frente al 
logaritmo del ndmero de mondmeros 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 = t g log ng log a^

en donde a es la activacidn que ejerce el NAD^sobre cada isoenzima, 
tg^ es la pendiente de la recta de la figura 2,15, ng es el ndmero 
de mondmeros B que contiens la isoenzima y log a]_ es la ordenada en 
el origen, es decir, a^ es la activacidn por NAD^ cuando n^ =- 1.

Opérande de un modo andlogo al efectuado anteriormente para el ce­
rebro, sustituiremos a por »l/tgX en la ecuacidn (3) de la pdgina 132 
con lo que dsta quedard,
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- l/pendiente 
isoenzima

0.5-

0.1-

Subunidodes B
3 2 1

Figura 2,15
Representaci(5n logarltmicn enfrentando l/pendiente {valores 
abaolutos, obtenidos a partir de la gr&fica anterior) con 
el ndmero de cadenas polipeptidicas B de las isoenzimas LDH-1, 
-2, -3, y -4 de mdsculo estriado de rata.
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log NAD*'"] = 7 Kjjj ^ log NAD,a

i _ logGjAP'^J- log NAPt 
a ■“ • K,■m 

Km
a =

log[NAP^] - log NAP̂ g

Km
log a = log-

log [nAD^] - log NAP̂ g

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

Km
log  P --- :------ r = tg/l.log n_ + log a.

log [MAD''] - log MAlfg  ̂B

en donde, de forma similar a la ecuacidn final de la pâgina 117
_Lresultan cuatro constantes, NAD% es un valor constante para cada 

isoenzima; t g ^  es un valor constante para el mondmero B; n^, el r 
mero de mondmeros B de cada isoenzima y log a^, valor constante pa-- 
ra el mondmero B.

Pe igual forma que se discutid antes para el cerebro, hay que 
llamar la atencidn sobre el hecho de que el crecimiento de la acti­
vacidn por NAP"^ en mdsculo esqueldtico est^ en proporcidn logarît- 
mica con el ndmero de mondmeros B que contienen las isoenzimas LDH-':. 
a -5, lo que induce a pensar que tambidn en este caso debe existir 
una coopérâtividad entre los mondmeros.

Tambidn en mdsculo estriado las cinco isoenzimas de LPH mani- 
fiestan un punto de isoconcentracidn para NAP^ (4.0 mM), y la figu-

Xra 2.14 expresa el efecto regulador del NAD 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- 
gulaoidn por isoenzimas en mdsculo 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 regulacidn se hace mds efectivo.

La figura 2,16, en la pdgina siguiente muestra el efecto del 
NAD^sobre la cindtica de las isoenzimas de LDH, comparativamente en 
cerebro y mdsculo 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 isoconcentracidn. En ella podemos ha 
cvr dos tipos de observaciones;

1, El mondmero A se inhibe por NAD"^y el mondmero B se activa, 
pero an cerebro tan sdlo se pone de manifiesto la inhibicidn sobra i 
mientras que en mdsculo se lleva a cabo la activacidn sobre B.

2, El control del sistema isoenziraatico Ldctico-deshidrogenasa 
por NAD^se realiza sobre las isoenzimas an cerebro y mdsculo estria­
do, pero en cerebro dste control es mds eficaz a altas concentracio • 
nes de NAD^y en mdsculo estriado a bajas concentraciones del cofacte
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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 cinëtica 
de reaccidn, especialmente sobre la variacidn de inducida por 
variacidn de la concentracidn de NAD*^.

Este efecto se ha estudiado tan sdlo en la isoenzima LDH-1 de 
cerebro de rata, que como se recordard (pâg. 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 KjQ, a distintas concentraciones de NAD^es similar a la expuesta 
en la pâgina 109. En la tabla siguiente se describen los valores de 
Km que corresponden a cada concentracidn de NAD*̂  , en presencia y 
ausencia de ATP.

TABLA 2.20

Valores de para la isoenzima LDH-1 de cerebro 
de rata, a varias concentraciones de NAD^ en pre^ 

_________________sencia y ausencia de ATP ____________

NAD^mM  (L-l^etico mM)

NAD*' mM sin ATP ATP 0.5

4.0 3.1
2.5 0.7 4.7
1.0 3.7 9.2
0.75 5.3
0.5 18.5
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Figura 2.17

Efecto del NAD^ sobre la cindtica de la isoenzima LDH-1 
de cerebro de rata, en presencia de ATP 0*5 mM. La rela­
cidn semilogarItmica, caractorlstica, representada en la 
figura 2.7 ee hace logaritmica en presencia de ATP. En 
estas condiciones, la isoenzima LDH-1 se activa, igual- 
mente por HAD^.
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A la vista de los valores calculados de Km, en presencia y au­
sencia de ATP, parece poder concluirse cjue este nucleotido produce 
un aumento en dl valor de K^, lo que puede apreciarse observando la 
tabla de la pdgina 138.

Como se recordard, en ausencia de ATP, los valores de Kĵ  de la 
isoenzima LDH-1 son proporcionales al logaritmo de la concentracidn 
de NAD . Los valores de obtenidos para esta isoenzima en presen­
cia de ATP no mantienen esta relacidn. En la figura de la pdgina ante 
rior se han representado estos resultados en escala logaritmica; asi. 
la ecuacidn (1) de la pdgina 115, que describe la influencia del NAD 
subre Ip. cindtica de las isoenzimas de LDH de cerebro de rata, en 
ausencia de AT*- ., sufre una modificacidn en su presencia, resultando.

l o g NAD = tg< • log Km 4“ log NAD^

en donde los pardmetros tgc/̂  , y log NAD'̂  son similares a los descri­
tos en la pdgina 115.

Hay que concluir, pues, que el ATP modifica la variacidn del va­
lor de Km para la isoenzima LDH-1 haciendo logaritmica la relacidn 
entre concentracidn de NAD'^ y K^»

En este caso, como ya se discutid anteriormente, -1/tg o( es 
la activacidn producida por NAD*^ sobre esta isoenzima. La presencia 
de ATP no ha modificado el efecto cualitativo del NAD^sobre la cind­
tica de esta isoenzima, aunque ha corregido la relacidn.

Discusidn general de los estudios cindticos
Todos los resultados obtenidos demuestran algunos aspectos de 

la regulacidn por isoenzimas. Hemos considerado en este estudio la 
influencia de la concentracidn de NAD^ y la influencia del ATP sobre 
la cindtica de las isoenzimas de LDH. AsI 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 Ldctico-deshidrogenasa es esencial para llevar a cabo un me- 
tabolismo anaerobio en Mamfferos y los niveles de NAD+* constituyen 
en el entorno celular un date informativo importante sobre estas con­
diciones de oxigenacidn. Es Idgico, por tanto, que aean estos niveles 
los mda directamente implicados en la regulacidn de la actividad ca­
talltica de este sistema enzimdticoj pero teniendo en cuenta que la 
LDH estd formada por varias isoenzimas y que la accidn reguladora del 
NAD se realiza de distinta forma sobre cada una de ellas, el métabo­
lisme anaerobio se ha de llevar a efecto como una résultante de sus 
distintas actividades especificas y de la concentracidn de cada una 
en las cdlulas. Teniendo en cuenta los resultados expuestos puede 
concluirse quo el sentido de la reaccidn catalizada por la LDH se 
puede inver+i' ^iactico -̂ it ù/ico a pirdvico-ldctico ) mediante una 
biosintesis de uno de los mondmeros A o B (con el consiguiente pre- 
dominio de isoenzimas catddicas o anddicas respectivamente) o bien 
al variar los niveles de NAD en el citoplasma, Los resultados que 
se exponen a continuacidn indican cdmo, en determinadas condiciones 
fisioldgicas se altera la distribucidn de isoenzimas de LDH caracte- 
rlstica de ciertos drganos y tejidos.
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3. EFECTOS DE DISTINTOS ESTADOS FISIOLOGICQS SOBRE LAS ISOENZIMAS
DE LACTICO-DESHIDROGENASA

Ademâs de examiner las condiciones que influyen sobre las distri« 
buciones de isoenzimas de LDH, hemos investigado los valores base pa­
ra higado, cerebro, tejido adiposo y endometrio en un grupm control 
de cinco conejos hembras. Como se ha indicado anteriormente (pdg, 82) 
se ha analizado en estos animales la influencia particular y simul- 
t£nea de insulina y gestacidn sobre las distribuciones isoenzimdticas 
del sistema LDH en hfgado, cerebro y tejido adiposo y el efecto de la 
gestacidn ocbre el endometrio.

En la tabla 3.1 se exponen los valores que corresponden a cada 
isoenzima de LDH en la distribucidn del hlgado, contrôles y con diver­
ses tratamientos. Los valores de esta tabla estdn representados en la 
figura 3.1 (p^g. siguiente), Asimisrao estân expuestos y representados 
los valores que oorresponden a los fetos.

TABLA 3.1

Valores relatives de actividad de las cinco isoenzimas 
de LDH en hîgado de conejos sometidos a diverses trata- 
mientos.

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

Conejos adultes
Contrôles 12.9 24.5 40.9 15.7 5.0

- con Insulina 3.7 4.2 29.0 41.4 21.6
Gestantes 7.3 9.7 36.8 40.0 6.0

Gestantes-Insulina 4.2 13.1 27.7 30.4 24.5

Fetos
Procédantes de
Control-Gestante 4.0 8,7 36.5 38.5 11.7

Gestant è-Imul ina 23.6 26.8 32.2 15.4 1.5
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Como puede verse en la figura de la pagina anterior, la isoenzima 
dominante en el hlgaddî de conejos-control es LDH-3 (fig« 3»1A) pero 
esta distribucidn se modifica con ambos tipos de condicionamientos fi- 
sioldgicos, tratamiento con insulina (fig. 3*1B) y gestacidn (fig. 320). 
La distribucidn isoenzim^tica del hlgado bajo la influencia hormonal se 
caracteriza por el predominio de LDH-4, exhibiendo tambidn un clarp in­
cremento de LDH-5. Puede concluirse, pues, que la insulina afecta a la 
distribucidn de subunidades de isoenzimas de LDH incrementando la pro­
porcidn de cadenas A, lo que debe alterar la proporcidn del métabolisme 
piriîvico-ldctico.

La gestacidn (fig. 3.10) ejerce sobre la distribucidn isoenzimdti- 
ca del hfgado materno un efecto similar al de la insulina, un claro in­
cremento de LDH-4.

En el feto, la distribucidn isoenzimdtica del hfgado (fig. 3.10^) 
es muy similar a la del hfgado materno (fig, 3.10), donde predominan 
las isoenzimas LDH-4 y LDH-3, de acuerdo con los datos establecidos por 
Karlson y Palmer (1971) en hfgado de mamfferos en desarrollo.

La administracidn de insulina a conejas gestantes (fig. 3.ID) indu­
ce cambios en la distribucidn isoenzimâtica que se asemejan a los regis- 
trados eu el hfgado de conejas gestantes o tratadas con insulina. L& 
subida significative de la isoenzima LDH-5 y el mismo efecto en LDH-4 
es un resultado andlogo al descrito en conejos no gestantes tratadqs con 
insulina (fig. 3.1B). Sin embargo, esta influencia hormonal llevada a 
cabo sobre la distribucidn isoenzimâtica del hfgado materno no aparece 
en la distribucidn del hfgado 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. 3.1D^). Se puede apre­
ciar esta dltima observacidn comparando dicha distribucidn con el con­
trol correspondiente (fig. 3.1C^}

Hay que considerar, pues, en lo que respecta a la distribucidn 
isoenzimâtica de LDH del hfgado, que hay notables diferencias entre 
feto y adulto y que ambos esquemas de distribucidn se alteran en las 
distintas condiciones fisioldgicas estudiadas.
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En cerebro se han investigado las mismas condiciones fisiol<5gi- 
cas para fetos y adultes. La tabla 3.2 describe los resultados obte- 
nid^s, que estdn representadns en la figura 3.2, en la pagina siguien- 
t e . '

TABLA 3.2

Valores relatives de actividad de las cinco isoenzimas 
de LDH en cerebre de conejos semetides a diverses tratamientes

Iseenzimas de LDH

LDH-1 LDH-2 LDH-3 LDH-4 LDH-5
Conejes adultes

Contrôles 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.nreiedentes de

Control-Gestantes 18.5 26.5 30.4 24.4 tr
Gestantes-Insulina 15.8 20.0 34.3 29.1 0.7

La dis'cribucidn isocnzim^tica del cerebre centrel estâ expuesta 
en la figura 3.2A, donde puede verse una presencia pronunciada de la 
isoenzima LDH-1, le que, corne ya se discutid en la introduceidn, cens- 
tituye un rasgo caracterlstice de drganos y tejides esencialmente aere- 
bices.

La gnstacidn (fig. 3.20) y la administracidn de insulina (fig. 3.2B) 
as! cerne la presencia simultdnea de ambas condicienes (fig. 3.2D) no 
inducen cambios significatives en la distribuei(5n de iseenzimas de LDH 
de cerebre de coneje.

En contraste con la similitud que existe entre las distribucienes 
de isoenzimas de LDH de hîgade materne y fetal, la distribueidn fetal 
en cerebre es diferente a la del cerebro materno. En el fete estd in-
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crementada la contribucidn de la isoenzima LDH-4 (fig. 3.20^) y simul- 
tdneamente a esta elevacidn hay una clara disminucidn de la isoenzima 
LDH-1. Anâlogamente, la administracidn de insulina induce cambios no­
tables en la distribucidn isoenzimàtica del feto (fig. 3.2D^), del mis- 
mo orden que los registrados anteriormente, elevacidn de LDH-4 y dis­
minucidn de LDH-1 y -2.

' La figura 3.3 muestra las distribuoiones isoenzimdticas de LDH 
de tejido adiposo, 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 isoenzimâtica de LDH de los conejos control 
exhibe una alta proporcidn de la isoenzima LDH-3, pero este esquema 
cambia clarameiite bajo condiciones de gestacidn y administracidn de 
insulina; en ambas situacionea hay una marcada elevacidn en las propor- 
ciones de las isoenzimas LPH-l y -2 y se puede observer una desviacidn 
en la isoenzima dominante, de LDH-3 a LDH-2.

La comparacldn de los cambios inducidos por cada una de las condi­
ciones, gestacidn o administracidn de insulina, sobre la distribucidn 
de isoenzimas de LDH de hlgado, cerebro y tejido adipose, pone de mani- 
fiesto la existencia de diferentes efectosj aoi, la variacidn en la do- 
minancia tiene lugar de LDH-3 a LDH-4 en hlgado y de LDH-3 a LDH-2 en 
tejido adiposo, mientras que la distribucidn isoenzimàtica en cerebro 
no résulta influida por ninguna de estas condiciones.

En el adulte, las cdlulas del cerebro son postmitdticas, esto es, 
no se dividen deapuds de un cierto perlodo de crecimiento del animal.
De acuerdo con este hecho, el tratamiento con insulina no altéra la 
distribucidn de las isoenzimas de LDH en cerebro de conejos adultos y 
la gestacidn tampoco altera este esquema. Sin embargo, los nivales de 
la isoenzima LDH-1 (B^) en cerebro embrionario (figs. 3,20^ y 3.2D^) 
son mis bajos que los del cerebro materno, lo que signifies que duran­
te el desarrollo tiene lugar un incremento de subunidades B en el ce­
rebro, de acuerdo con los resultados obtenidos por Singh y Kanungo (1968) 
quienes han comunicado una proporcidn mds alta de subunidades B en adul­
tos.
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Por otra parte, el hlgado y el tejido adiposo representan tejidos 
premitdtioos y la gestacidn y administracidn 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 an tejido adiposo, representados en la figura 3.3.

TABLA 3.3

Valores relatives de actividad de las cinco isoenzimas de LDH 
en tejido adiposo de conejos sometidos a diverses tratamientes

Isoenzimas de LDH

• • LDH-1 LDH-2 LDH-3 LDH-4 LDH-5

Conejos adultos
Contrôles 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

Gestante8-Insulina 17.2 34.8 37.3 6.5 4.0

Sin embargo, hay diferencias pronunciadas entre las distribucio­
nes de isoenzimas de hlgado y tejido adiposo bajo gestacidn y trata­
miento con insulina; la desviacidn en la dominancia tiene lugar en 
ambos a partir de un esquema inicial con un nivel similar de la isoen­
zima LDH-3, pero estas distintas condiciones fisioldgicas inducen dos 
esguemas muy diferentes, caracterizados por la alta proporcidn de sub­
unidades B en el tejido adiposo y de subunidades A en el hlgado, lo 
que puede concluirse al observer cdmo la respuesta del tejido adiposo 
consiste en una desviacidn hacia el incremento de isoenzimas anddiccs 
mientras que la del hlgado supone una desviacidn en sentido contrario

Se tiene, por tanto, que la gestacidn y la administracidn de in­
sulina inducen;Ôn cambio en la capacidad metabdlica de ambos tejidos, 
para llevar a cabo la tranjformacidn pirdvico-létctico, pero en distin* 
to sentido. Bajo estas circunstancias se incréments la capacidad del
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tejido adiposo para trabajar en condiciones aerdbicas, ya que se incre- 
mentan los niveles de las isoenzimas anddicas (propias del mondmero B). 
De acuerdo con los resultados de diverses autores, discutidos al prin­
ciple de esta memoria (Plagemann et al., I960.y otros, ver pàgina 32 y 
siguientes), las isoenzimas anddicas realizan su accidn catalltica con 
mayor eficacia en sentido Idctico-pirdvico. Por otra parte, los resul­
tados que hemos obtenido en esta llnea y que han sido discutidos ante­
riormente, nos ponen de manifiesto el efecto regulador del NAD sobre 
la actividad de las isoenzimas de LDH, de tal forma que el inondmero B 
se activa por NAD mientras que el mondmero A se inhibe.

Todo ello da a entender que la actividad catalîtica del sistema 
isoenzimdtico LDH serà mds efectiva realizando la transformacidn en sen­
tido Idctico-pirùvico en aquellos tejidos donde predominen las isoenzi­
mas anddicas, y màs efectivo en sentido piriivico-ldc tico, en tejidos 
con predominio de isoenzimas catddicas.

La desviacidn que présenta el hlgado bajo’el efecto de la insuli­
na, hacia un predominio de subunidades A, le permits catalizar la reac- 
cidn con mds efectividad en sentido pirûvico-ldctico, mientras que la 
desviacidn que manifiesta el tejido adiposo, en las mismas condiciones, 
hacia un predominio de subunidades B, le permits catalizar la reaccidn 
con mayor efectividad en sentido làctico-pirdvico. Estos hechos son es­
paces de influir en las secuencias glicolîtica y gluconeogénica de am­
bos tejidos.

La accidn de la insulina sobre la bioslntesis del glucdgeno en el 
hlgado ha constituldo durante mucho tiempo materia de controversia, y 
la actividad glucdgenolitica de esta hormona se ha atribuldo a un efec­
to secundario de la hipoglucemia, a travds del glucagdn o adrenalina 
(Berthet et al., 1956).

En esta relacidn, el efecto total de la deficiencia de insulina 
facilitando la gluconeogdnesis hepdtica y rénal ha sido atribuldo a 
cambios en la etapa inicial de la ruta de los dcidos dicarboxllicos, en 
la descarboxilacidn del oxalacdtico a fosfoenol-pirdvico y en la reduc- 
cidn de triosa-fosfatos (Krebs et al., 1965);(Krebs et al., 1966;
Krebs, 1963).
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Sin embargo, la desviacidn hacia el predominio de subunidades A en 
las isoenzimas de LDH, que trae consigo un incremento de Idctico en las 
cllulas hepdticas, condiciona la inmediata ealida del mismo al torrents 
sangùîneo, de donde puede ser utilizado por tejidos aerdbicos (cerebro, 
corazdn). Esto puede ser indicative de una clara contribucidn al decre- 
cimiento de la gluconeogénesis hepdtica inducido por insulina.

En el tejido adiposo, la administracidn de insulina induce una ele­
vacidn de subunidades B. El sistema isoenzimdtico Ldctico-deshidrogenasa 
puede realizar su accidn catalltica mds efectivamente en sentido Idctico- 
pirdvico y de ahf se puede concluir que este tejido utilizard el dcido 
idctico del torrents circulatorio para su posterior transformacidn en 
otras sustancias. Las cdlulas de este tejido tendrdn asl un suministro 
da dcido pirdvico, pero la ausencia en las mismas de las enzimas fructo- 
sa-1,6-difosfatasa y glucosa-6-foafatasa hace que no puedan realizar la 
pecuencia gluconeogdnica. Hay quo concluir, pues, que las transformàcio- 
nes que se efectden sobre el dcido pirdvico le conducirdn hacia otras 
rutas metabdlicas, posiblemente favoreciendo la presencia de sustratos 
adecuados para la lipogdnesis. Asl, los expérimentes 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 hlgado y tejido adiposo durante la gestacidn se pueden 
describir como muy similares a los que se obtienen bajo la influenc^a de 
insulina.
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laoenziaas de LDH y desarrollo de drganos y te.jidos

Tambidn se ha analizado la actividad de las isoenzimas 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 pdgina siguiente. En la figura 3.5 se exponen las fotograflas 
de dos geles de este experimento.

TABLA 3.4

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

Isoenzimas de LDH

Conejas
no gestantes

LDH-1 LDH-2 LDH-3 LDH-4 LDH-5
28.6 22.5 30.3 16.9 1.4

gestantes 18.5 14.1 26.6 19.8 20.2

Estos resultados muestran claramente que la gestacidn produce una 
desviacidn en la actividad de las isoenzimas de LDH en endometrio. En 
los animales control (no gestantes^ figura 3.4A) predominan las isoen­
zimas anddicas anddicas en el endometrio, mientras que en gestantes hay 
un claro predominio de las catddicas, que se manifiesta especialmente 
en el incremento de LDH-5, cuya actividad aube casi un 20%.

Como se ha expuesto anteriormente (pdg. 49-52), varios autores han 
estudiado la relacidn entre la distribucidn de isoenzimas de LDH en un 
drgano y su desarrollo. El predominio de isoenzimas catddicas 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 senalada antes entre algunos de estos autores, se re- 
fiere especialmente al cambio de actividad durante el desarrollo, pero 
todos ellos estdn 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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miocarclio humano, con una distribucidn binomial de las isoenzimas de 
LDH, para un 50% de actividad en cada une de los mondmeros A y Éj en la 
fase post-mitdtica, sin embargo, hay un predominio de las isoenzimas 
LDH-1 y -2. Esta diferencia de distribucidn ha sido descrita tambidn 
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, q en 
la fase post-mitdtica (entre ellos, el miocardio), se pierde su distri­
bucidn caracteristica al cultivarlos "in vitro", condiciones en las que, 
como describen Hararay y Farley (I960), las cdlulas del miocardio retor- 
nan a una fase mitdtica. En estas condiciones, Philip y Vesell (1962) y 
Nebel y Conklin (1964) han descrito que dichas cdlulas pierden su dis­
tribucidn isoenzimAtica caracterlstica y hay un clero predominio de LDH-5.

Comparando los resultados descritos en las pAginas 145-147, de ce­
rebro adulto y embrionario, puede observarse que en adultos hay un claro 
predominio de LDH-1, mientras que en los fetos prdximos ya al nacimiento 
hay una desviacidn hacia las isoenzimas catddicas. Dichos resultados es- 
tAn de acuerdo con los referidos mds arriba y con los de Bonavita et al. 
(1962) que se refieren a este drgano en concrete.

Ademâs, los resultados expuestos en las pAginas 142-144 de hlgado 
de animales adultos y embrionarios confirman nuevamente esta observacidn. 
El hlgado de organismes adultos contrôles (figura 3.1A) muestra un pre- 
dominim de la isoenzima LDH-3 y présenta bajos niveles de LDH-4 y -5, pe­
ro el hlgado de fetos control (fig. 3-lCf) présenta una clara desviacidn 
hacia las isoenzimas catddicas, con un predominio de LDH-4 y niveles mAs 
altos de LDH-5 que el control; al contrario, las isoenzimas anddicas,
LDH-1 y -2 se encuentran en una proporcidn muy baja.

La relacidn entre predominio de isoenzimas catddicas en un drgano 
y divisidn celular 0 desarrollo del mismo, parece contar ya con numero- 
as pruebas, pero no son estas las dnicas. El estudio de la distribucidn 
e isoenzimas de LDH en cdlulas neoplAsicas extiende esta relacidn adn 
As. Elliot y Wilkinson (1963) y Langvad (1968, a y b) han descrito un
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predominio de estas isoenzimas de LDH, y especialmente de LDH-5 en cd­
lulas neoplAsicas.

Los experimentos llevados a cabo en endometrio, donde la isoenzima 
LDH-5 aumenta su actividad en un 20% bajo condiciones de gestacidn 
(fig. 3.4), suponen un cambio, prActicamente cualitativo en la distri­
bucidn isoenzimAtica de este tejido, que da un nuevo soporte a la obser­
vacidn discutida, los tejidos en desarrollo, o en fase mitdtica 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 catddicas para realizar su ac­
cidn catalltica en distintas condiciones metabdlicas, especialmente, su 
actividad frente a la concentracidn de NAD*'*, hemos de concluir que en 
los tejidos en desarrollo, o en fase mitdtica, prédomina un métabolisme 
anaerobio.
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R E S U M E  N Y C O N C L U S I O N E S

Este trabajo ha consistido en un estudio de la cindtica compa- 
rada de isoenzimas de LDH, de cerebro y mdsculo esqueldtico 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 distribucidn de isoenzi­
mas de LDH en hlgado, tejido adiposo y endometrio, A continuacidn se 
resumen los resultados obtenidos,

1, Mediante tAcnicas anallticas de elevada resolucidn es posi- 
ble poner de rcarifiesto la microheterogeneidad del sistema enzimd- 
tico LDH, de c ferma qu,.' -oda una de las cinco isoenzimas aparece 
formada, a su vez por varias fracciones. Estas fracciones que compo- 
nen cada isoenzima, podrlan estar implicadas en los distintos fendme- 
nos reguladores que se ejercen sobre ellas.

2, El NAD^ ejerce una influencia reguladora sobre la actividad 
catalltica de las isoenzimas de LDH, de tal forma, que el logaritmo 
de la concentracidn de NAD*^ es proporcional a los correspondientes 
valores de Km»

3, Esta influencia reguladora es distinta en cerebro y mdsculo 
estriado. En cerebro de rata, la isoenzima LDH-1 se activa por NAD, 
mientras que las restantes isoenzimas se inhiben y esta inhibicidn 
estA relacionada logarltmicamente con el ndmero de mondmeros A que 
contienen dichas isoenzimas.

4, En mûsculo esquelético de rata, la isoenzima LDH-5 se inhibe 
por NAD*, mientras que las restantes isoenzimas se activan. Esta acti 
vacidn estA relacionada logarltmicamente con el nûmero de mondmeros B 
que contienen dichas isoenzimas.
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5. Puede concluirse, pues, que el mondmero A se inhibe por NAD 
y que el mondmero B se activa por NAD^ En cerebro, tan sdlo se pone 
de manifiesto la inhibicidn por NAD**" sobre A, y en mdsculo esqueld- 
tioo, la activacidn por NAD^sobre B .

6. En presencia de ATP 0.5 mM, la relacidn entre concentracidn 
de NAD^ y para L-lâctico, que era semilogarltmica en su ausencia, 
se hace logarltmica, pero esta sustancia no altera esencialmente el 
sentido de la influencia del NAD^sobre la cindtica de las isoenzimas.

7. La gestacidn y administracidn de insulina producen en el hf~ 
gado de conejos un aumento en la actividad de las isoenzimas catddi­
cas, lo que se interpréta como un incremento en la produccidn de dci­
do lactico por este drgano 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 interpréta como un incremento en la utilizacidn 
de dcido Idctico en este tejido, para la obtencidn de sustratos ade-- 
cuados para la lipogdnesis.

9. En condiciones de gestacidn, aumenta en gran medida la acti­
vidad de las isoenzimas catddicas en el endometrio. Este heôho apor- 
ta un nuevo dato a la relacidn que parece existir entre mitosis y 
condiciones anaerobias.

10. Los esquemas de distribucidn isoenzimdtica del sistema LDH 
obtenidos en tejidos embrionarios confirman la relacidn senalada ante' 
riormente.
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