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Estas aldehido mutasas fueron identiflicadas por Wieland y otros con las
aldehido oxidasas que Schardinger descubriera en la leche , en 1902,asumiendo la
hipdtesis de que el aldehido podia sustituir al azul de metileno en el papal de -
aceptor de hidrdgeno del sistema aldehido oxidasa, en cuyo caso éste actuaria co-
mo "mutasa®, Durante largo tiempo , esta hipdtesis fué sostenida, lo que unido
a las dificultades que ofrecia la investigacidn de las mutasas, 1levs a que los
estudios se dirigieran mas hacia el sistema oxidasa que hacia el sistema “mutasa ",

Kostytchew en 1914 descubrid la dismutacion enzimatica del acetaldehid
en la levadura y Neuberg en cultivos bacterianos. Euler y Myrback, ya en 1927, de-
mostraron la necesidad de la cozimasa pera la actividad de la mutasa de levadura
y al afio siguiente Buler y Brunius hicieron igual comprobacion en la de higado.

En 1935 Reichel estudid la cinédtica de la mutasa de higado aunque ein separarla

de la aldehido oxidasa, considerando aun ambas como una sola enzima la "aldehidra-
sa de higado",

Fué recién en 1937 cuando ?ixon y Lutwak-lMann establecieron claramente la existen -~
cia de una aldehido-mutasa como sistema independiente a la oxidasa (7)., Booth pos -
teriormente corrobord esta observacidn (8). Para realizar estas comprobacliones
realizaron diversas pruebas sobre aldehido mutasa de higado de cobayo y perro y
sobre aldehido oxidasa de leche, siendo de interés las que incluyeron el uso del
jodoacetato, ya gue fueron asi los primeros indicios de la accién inhibidora de
este reactivo sobre la acetaldehido deshidrogenasa e incluyeron un estudio sobre
requerimiento de coenzimas (9). Propusieron para aclarar el mecanismo del proceso
la éxistencia de dos centros activos, uno capaz de oxidar el aldehido en presencia
de cozimasa (lo que la diferenciaria de la aldehido oxidasa) y otra capaz de re-
ducirlo en igual condicién, pero a su vez incapaz de oxidar al alcohol (lo que Io
diferenciaria de la alcohol deshidrogenasa), Esos dos centros podr{an estar en
una sola enzimes o en dos enzimas separadas, guedando el problema abierto a futu-
ras investigaciones.

Posteriormente Dixon (1) sugirié la posible explicacidon de no haber
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hallado alcohol deshidrogenasa en el sistema por la accidental remocidn de

diaforasa necesaria para 1 a actividad del sistema que usaban , Planted como po-
sibllided nueva la de que la alcohol deslidrogenasa pudiera asociarse a otra enzi-
ma para constituir la mutasa,

Paralelamente a esos estudios Green y col, (10) realizaron estudios =
bre varias mutasas, en el que hallaron que la accion inhibidora del iodoacetato
se ejercia en realidad sobre la fraccidn de la mutasa que reduce a la cozimasa
(es decir la que corresponderia a la aldehido deshidrogenasa) sefialando una posi-
ble competencia entre aldehido y iodoacetato por el centro activo correspondiente,
Desarrollaron una teoria de las mutasss semejante.a la esbozada vor Dixon, por la
que suponen que los dos centros activos que simultaneamente oxidan y reducen al
sustrato estarian ligados por la coenzima en una sola enzima, Este tipo de meca-
nismo fué aceptado durante bastante tiempo e incluido en algunos textos como en
el de Sumner y Sommers y en el de Myrback, En el afio 1941 Miclin y Borodina publi
caron un estudio sobre aldehido mutasa en plantas (11)., & partir de porotos con-

siguieron aislar 1la mutasa, que actua especificamente con cozimasa ¥ que tambien

resultd sensible al iodoacetato.

En 1947 en un estudio sobre los efectos del BAL sobre varios sistemas
enzimaticos, Bebb y Heyingen (12) incluyen los efectos sobre el aldehido mutasa
de vacuno ,encontrando una inhibicion casi total con BAL 0,004, Sugieren la posis
ble existencia de un metal en el grupo prostético.

Finalmente en 1949 E, Racker trabajando sobre higado de vacuno (13) cm-
gigue separar del sistema, la aldehido deshidrogenasa, que requiere DFN como co-
factor y que unida a la alchol deshidrogenasa es capaz de reconstituir la "mutas ",

El sistema de Racker realizaria la dismutacion de Cannizaro de acuer-

do al siguiente esquemat
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Aldehido deshidrog.

CH,CHO + 1,0 + DFi;* ~= CH,COOH + DFUH + y*

(Alcohol deshidrog, *
1,010 # DR o0 > CH,CH,0H # DEN

T CH.CHO « H
Suna 2 H3 Y 3

Los trabajos de Stadtman y Barker (14) y de Burton y Stadtmann (15) permitieron a-

» CH_ COOIl & 02H50H
clarar otro de dichos procesos de dismutacidn, Encontraron que en preparaeiones
parcialmente purificadas de Cl.Kluyveri la dismutacion del acetaldehido requeria

aldehido deshidrogenasa ,ortofosfato,CoA y DPN y propusieron ol siguiente esquema

Aldehido deshidrog.

CH,CHO # CodSH + pEi*t & = CH,C05C0A & DEIH + H*
" = Transacetilasa =
CH_COSCoA & HPO o= —> CH,CO0FO; + CoASH
3 4 3
o -Alcohol deshidrog, +
CH,-CHO + DFNH & K~ < - C,H0H & DFN
Sema 2 CH, = CHO &~ HPO, & > CH,C00P03 4 O,HZ0H

De esa forma se cierra el capitulo de las aldehido mutasas. La oxidacidn anaerdbi-
ca de los aldehidos correspondientes, aparece desde entonces ligada a las llamadas
aldehido deshidrogenasas,
Las aldehido deshidrogensasas,-~ Con posterioridad al estudio sobre las mutasas han
sido descriptasvarias aldehido deshidrogenasas, Sin embargo entre ellas han sido en
contradas una serie de diferencias que han dificultado su ordenacidn. AiUn cuando Ra
ker (16) engloba a casi todas en un solo grupo como tiohemiacetal deshidrogenasas,
aceptando el supuesto de que el aldehido for;2>un sulfhidrilo del sistema un hemia-
cetal, y que es sobre este compuesto sobre el que se produce la reducciéh, los re-~
sultados obtenidos por nosotros nos indican como poco probable este proceso en al-
guno de 6sos casos,

En otros casos han sido obtenidas ciertas evidencias para ese mecanismo.
Tal es el caso de las siguientes deshidrogenasast
Aldehido deshidrogenasa del Clostridium Kluyveri.- iiequiere DFli, CoA, transacetilaa:

y fofato, da como producto final acetifosfato ( 14-15) . En los extractos
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iniciales de Cl, Kluyveri el sistema era activo tanto con DPN como con TPN pero
el hecho de que extractos purificados eran activos solo con DPN sugiric a los au-
tores la posible presencia de dos enzimas simultaneas., El sistema tiene una acti-
vidad maxima con acetaldehido, butiraldehido y glicolaldehido.,

Formaldehido deshidrogenasa de higado y levadura ,- Activa con formol y DPN re-

quiere cisteina o glutation para su actividad (16) . Las enzima de higado de va-
cuno y cerdo han sido estudiadas desde un punto de vista cinético (17). Los re-
sultados corroboran la hipotesis de que la enzima actuaria sobre el hemimercaptal
S-hidroximetilglutation, Ha sido tembien sugerida la formacion de un tiohemiace-
tal en el caso de la betaina aldehido deshidrogenasa de hizado = (16-18) espe-

c{fica para ese aldehido y activa con DPN, requiere tambien glutation o cisteing.

La triosafosfato deshidrogenasa no ha sido incluida por Racker con el
grupo anterior; su mecanismo de accion no estd aun aclarado habiéndose sugerido
distintas posibilidades (del 19 al 26) . Requiere para su actividad glutation
que actuar{a como cofactor firmemente unido & la proteina ,DPN y fosfato, Si
bien es cierto que es el gliceraldehido - 3 - fosfato el sustrato que reduce mas
rapidamente , tambien puede actuar sobre gliceraldehido (27) e incluso con altas
concentraciones de enzimael acetaldehido puede ser llevado a acetilfosfato,pu-
diendo tambien usar como sustratos propionaldehido y butiraldehido (23).

La benzaldehido deshidrogenesa . (16) de Ps fluorescens es considera-
da espec{fica para benzaldehido habiéndose podido senarar de los extractos ori-
ginales una fraccion activa con DPN y otra con TFN,

En otras enzimas el proceso pareceria tener ciertas diferencias, Bn

ellas no se requiere fosfato como en la de Cl, Kluyveri y la f?ésafosfato des-
hidrogenssa y aparece como producto final acido acético; por otra parte no se ha
demostrado formacidn intermedia de un tiohemiacetal.

. , . -
La oxidecion se realizaria en forma directa segin esta ecuacidns

CHy - CH = O # Hx0 & DPN* o TPN _______, GH,COOH + DENH oTPNH & H'

Tal seria el caso de 1 a gldehido deshidrogenasa de higado (13) que es DPN



especifica y que oxida el acetaldehido a velocidad maxima ¥ en orden decreclen-

te formaldehido, glicolaldehido , propionaldehido,butiraldehido,e isovalerilal-

dehido. Tambien fueron encontradas acetaldehido _deshidrogenasas en la levadura,
Le primera por Black (28) activa tanto con DPN como con TPN requiere K* ¥ cis-
teina para su actividad, Oxida al acetaldehido y en menor grado al propionalde-
hido, butiraldehido, benzaldehido, semialdehido succinico, crotonaldehido, for-
maldehido y gliceraldehido. La segunda por Seegmiller (29) es especifica con TPN
y requiere para su actividad cationes divalentes ( Cat‘Mg’+mn’*).,Actﬁh sobre el
acetaldehido, gl icolaldehido.propionaldehido y formaldehido., Recientemente King

y Chelding (30) han aislado una acetaldehldo deshidrogenasa de Acetobacter subo-

xidans activa con DFN o TPN, que no requiere fosfato, Cod,ClyMn ni ClMg, Es
mas especifica que las anteriores ya que solo actia sobre acetaldehido,propio-
naldehido y n-butiraldehido, Las pruebas realizadas hasta el presente sobre las
aldehido deshidrogenasas de higado y de levadura (13,28,29) tendientes a compro-
bar la formacidn de un complejo acetilado intermedio han dado resultados negati-
vos. Por otra parte el intento de hidrolisis de un cierto numero de tiolesteres
con enzima de higado parcialmente purificada, dié cuando lo hubo, un atague muy
lento (24). En experimentos con mitochondria de hfgado y rifidn de rata e hfgado
de paloma , Wallég%ein ¥y “E;house (31) encontraron evidencias de que el acetal-
dehido se oxida sin formar acetil CoA, Sugieren como responsable de la oxidacion
a la enzima de Racker., Las experiencias con higado de rata realizadas por Bradi

y Gurin (32) con ct 4

mostraron al acetaldehido como un mejor precursor de los
dcidos grasos que el acetato, lo que resultaria diffcil de explicar de acuerdo

a los reaultados anteriores a menos de admitir que el acetaldehido difunde mas
rapidamente que el acetato en la célula hepdtica. Podemos admitir pues como pri-
mera aproximacién que ciertas aldehido deshidrogenasa podr{a actuar sin forma-
cion de hemiacetales intermedios, Observaciones realizadas en este trab ajo re-

- 4
fuerzan esta afirmacion,

Para terminar con la serie de procesos de oxidacidn enzimdtica de alde-
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hidos merece ser citado el propuesto por Yoshio Shimatzu (33) a través del sistem
ma acetofna-ddcetilo por intermedio de una enzima a la que llama transcarboligas,

segun este mecanismos

CH3C0-COCH, ¢ CH,CH = 0 # Hy0 —

: CH;COCHOHCH, # GHy-COoH

En este trabajo nos ocuparemos de problemas relativos a las acetaldehi-
do. deshidrogenasas de higado y levaduras que utilizando como cofactores DPN o TPN»
son capaces de oxidar los aldehidos en forma aparentemente directa dando gcido a=~
cético como producto de oxidacidn s accidn de reactivos de tioles sobre los extrac-
tos enzimdticos ; accion de reactivos de tioles sobre los extractos enzimdticos
purificados de hfgado y de levadura ; estudio del posible rol de los sulf}érilos
en el mecan ismo de la oxidacidn y finalmente estudio de algunos aspectos cinéti-

cos de la DPN acetaldeido deshidrogenasa de levadura,
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LEVADURA .- Se utilizd levadura de fermentacion alta (Saccharomyces cerevisiae)
pura, preparada industrialmente para uso en panaderia , El contralof bacteriologie-
co demostro que la especificidad y la pureza de las preparaciones eran satisfac-
torias,

LEVADURA AYUNADA,~ Se utilizd en los experimentos de oxldacion de acetaldehido
pér células vivas y se prepara de la manera siguiente ¢+ En un tubo ancho y esté-.
ril se homogenizan con agua destilada estéril, aproximadamente 30 gr. de levadu-
ra desmenuzada, La suspensidn se centrifuga en tubos de ensayo estériles a 2.500
rp@.. durante 30 min,.y se separa la levadura de la capa de almidon sedimentada

en el fondo del tubo,. Sé repite la operaci6n una vez més, se suspende finalmen-
te la levadura en agua destilada estéril, y se coloca en un frasco lavador alto

y estrecho, Se hace burbujear aire filtrado por algodon a través de la suspen-
sion durante 12 horas a.22-25° , La suspension convenientemente diluida se co-

locd en los vasos de Warburg en las condiciones indicadas en cada caso,

PREPARACION Dis POLVO ACETONICO DE LEVADURA

La obtencidn de extractos acelulares enzimdticamente activos (zimina)

a partir de polvo de levadura secada con acetona y eter, fue ya descripta por
Albert, Buchner y Rapp (1902) (1) . Un procedimiento fundado en ese principio

se ha aplicado ahora para la preparacién del polvo acetonico s, 81 bien ciertos
detalles criticos para la actividad de la enzima a obtener ulteriormente requie-
ren una exposicidn detallada,

500 gr, de levadura se lavan 2 veces con 1 1lt, de agua y se centrifu-
gan descartandose la capa de almiddon eventualmente presente, La levadura se sug-
pende en 500 ml, de agua y se filtra por succion, quedando una torta de unos 280
gr. La torta enfriada a 4° se suspende en 700 ml de acetona a -18° , durante
1 minuto con la licuadora eléctrica . La suspensidn se filtra por succidn en un
embudo de Buchner enfriado a -18° , repitiéndose la licuacidn y el filtrado 2 ve~

ces mas. La torta obtenida se lava dos veces con 150-200 ml. de éter eti{lico li-
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bre de peréxidos ,8 -18° , Se desmenuza finalmente, se seca sobre papel de fil-
tro bajo ventilador y se completa la desintegracidn con varilla gruesa de vidrio
hasta convertirla en un polvo perfectamente seco, libre de olor a éter o acetona,
Este polvo puede ser guardado indefinidamente en un desecador al vacio contenien-

do vaselina l{quida e hidréxido de sodio sélido.

PREPARACION DE LA DPN ALDEHIDO DESHIDROGENASA (Black)

80 gr. de polvo acetonico de levadura se suspenden con la licuadora eléctrica en
225 ml, de agua destilada y 100 ml de fosfato bipotdsico 0.3 M, E1 pH de la sus~
pensidn a 0-4° , se ajusta a 8,6 con hidroxido de amonio concentrado (D.0.900),
La suspensidn se conserva en la heladera a 2° - 4° durante 5 dias, con agitacidn
ocasion al, manteniéndose el pH siempre superior a 6,6, Al término de esta extrac-
cidn, la suspensidn se centrifuga a 3,000 rpm,,durante 30min, y 4°, descarténdoss
el precinitado,

El sobrenadante se lleva a pH 6,3 con acido citrico 1 M, Se calienta
a 55° en bafio maria durante 15 minutos y se enfria immediatamente en bafio de a-
gua helada, El precipitado formado se elimina por centrifugacion a 3,500 rpm.
y 4° y se suspende en 50 ml. de agua destilada helada, repitiéndose la centri-
fugacion. El sobrenadante unido con el anterior se llevan a pH 4.7 con acido ci-
trico 1 M, El precipitado que se forms , contiene la enzima y se suspende en 30
ml. de fosfato bipotdsico 0, 025 M ajustandose el pH a 6,3 con amonfaco 3 M, Se
centrifuga nuevamente y se junta el sobrenadante con el anterior, La solucion
contiene la enzima, y puede conservarse blen congelada a -16° s especialmente
en presencia de cisteina 0,001 M , si blen después de un mes pierde parte de su
actividad..
Egegigitacién de la enzima con acetona, Esta fraccion se prepara immediatemente
antes de usarse de la siguiente menera t La preparacién anterior se centrifuga

y su pH se ajusta a 6,3.
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Trabajando en bafio de hielo y sal para impedir que la temperatura su-
ba encima de 0° se agrega lentamente y con agitacidn constante 0,5 volumenes
de acetona helada ,. Se centrifuga entonces a 2,500 rpm, durante 5 minutos y a
° y el precipitado se disuelve en Tris 0,015 M a pH 8,0 helado, restituyendo
el volimen original, Segun las determinaciones a efectuar se agrega o no cis-
teina, La solucion mantenida a 0-4° es la que se utilizd en la mayorfa de los
experimentos realizados, La fraccidn acetdonica es muy inestable, Con cisteina
0,001 M, congelada a -16° pierde totalmente la actividad en 4-5 dias y sin cis-
teina en 24 horas, El cloruro de potasio 0,12 M tiene una accion protectora aun m
yor que la cisteina, Tambien se observa proteccion por el agregado de scido nu-
cleico. La enzims liofilizada pierde 57% de actividad a -18° durante 20 dias.
Comentariog .- El método preparativo descripto difiere en varlos aspectos del de
Black (5)e En primer lugar la enzima se extrajo de polvo de levadura secada con
acetona y no de levadura congelada con aire li{quido ( Black) , Este método tie-
ne ventajas clertas , primero porgque es mas facil preparar y extraer polvo de le-
vadura en cantidades ilimitadas lo que es mas diffcil con levadura congelada en
aire 1{fquido , y ademds, porque se obtienem extractos crudos Ilibres de TPN al-
dehido deshidrogenasa, lo que no ocurre con el método de Black . En segundo lugar
la substitucidn del dltimo paso de Black (precipitacion con ClNa saturado) por
la precipitacién con acetona’, si bien no es tan eficaz en cuanto al aumento de
la actividad espec{fica de la enzima , resulta util, por cuasnto permite la elimi-
nacion de electrolitos, lo que es indispensable para muchos de los experimentos
efectuados, En fraccionamientos tipicos 1la precipitacién con acetona aumentd
2.5 veces la actividad espec{fica de la enzima,

PREPARACION DE IA TPN~{LDEHIDO DESHIDROGENASA ( Seegmiller)

200 gr., de levadura sin fécula, lavada como se describio anteriormente
y desmenuzada se mezclan gradualmente con 1 1. de nitrogeno 1f{quido en un fras-
co termo., Una vez evaporado todo el nitrogeno, la levadura congelada se vierte

lentamente y con agitacion en 100 ml, de fosfato bipotasico a,3 M.



n
)

\l

P

I
1=
N

1

Se ajusta el pH a 8,6 con NH3 concentrado, manteniendo 1la temperatura debajo de
30-50 « La suspensién se aggita vigorosamente durante 2 horas y luego se deja 24
horas a 40 con agitacién ocasional, al cabo de las cuales se cenbrifuga a 0°.

A 140 ml del sobrenadante se agregan en frio y con agitacidn 45.5 gr.
de sulfato de amonio y el pH se ajusta a 7.2; la suspensidn se centrifuga y el
precipitado se descarta. El sobrenadante se ajusta a pH 3,2 mediante adicion len-
ta de SOAHQ 2% ¥ se centrifuga. El sedimento se extrae con fracciones sucesivacs
de 5y 4 ml de fosfato bipotasico 0,3 M y el pH se ajusta a 6,3 con hidrdxido
de amonio 3 M, Esta preparacién congelada a ~17°C conserva b ien su actividad,
Fraccionamiento con gcetong.-~ Estas preparaclones se obtuvieron inmediatamente
antes de su uso de la siguiente formatA L ml de extracto activo se agrega 3 ml ¢
buffer acetato 0.1 M pH 5,25 y luego, con agitacion constanté , 3 ml de acetona

helada sin dejar subir la temperatura oncima de O°.,Ll precipitado se cen-

trifuga a -8° y se disuelve en Tris 0,015 Y, pH 7.7, Esta preparacidn es mgy ines
tab le y de duracidén limitada , ain mantenida en baiic de hielo , La misma con-
tiene pequelias cantidades de la enzima de Black que no interfiere las medidas
porque ésta Ultima requiere potasio y cisteiina para su actividad,

Comen tarios .~ La preparacion descripta difiere de la de Seegmiller (3) en el
mStodo de extraccidon y on que se suprime la adsorcion con gel de alimina, La des-
truccion de 1 a estructura celular con aire l{quido es mojor que la agitacicn
mecanica con arona pués no introduce elementos extrafios a la preparacion,en par-
ticular los metales pesados que suelen contaminar la arena y que inhiben la en-
zim a,. La adsorcidn con gel de alumina no se realizo porque la pureza obtenida
sin esa etapa era sufliciente para las necesidades de los experimentos a efectuar
y en esas condiciones: oera posibloc mantener activos los preparados mucho mas

tiempo que el reforido por Seegmillor,

PEPARACION D= ACETALDEHIDO DESHIDROGENASA DE HIGADO (Racker)

250 gr, de higado picado se licia con 750 ml de acetona a - 18° y 14

suspension se mezcla con 1 litro de acetona helada y se filtra en un Buchner
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con succidn repitiéndose la operacién una vez mas. La torta se lava dos veces con
pequefias cantidades de éter helado libre de poréxidos y se desmenuza y se seca so-
bre papel de filiro, bajo un vontilador ., El polvo seco se suspende con agitacién
mecanica el 8 volumenes de agua destilada , a temperatura ambiente s durante 45 rmi-
nutos, La suspensidn se cehirifuga y a cada 100 ml de sobrenadante se agrega lenta~
mente 70 ml de etanol helado; la temperatura se mantiene debago de 8°..Se deja du-
rante 20 minutos en reposo , se centrifuga y &l sobrenadante se agrega lentamente
L0 ml de alcohol frfo por cada 100 ml de extracto original, Se deja durante 10 mi-
nutos a 0° y el precipitado se centrifuga, se disuelve en agua destilada y se dia=-
liza durante dos horas con agitacidn mecanica contra un gran volimen de agua des -
tilada .. La proparaciéh ge centrifuga y el precipitado se descarta,

Fracciongmianto con sulfato de amonioe~ La soluwidn 1fmpida se lleva hasta 51 %
de gaturacion con solucidn saturada de sulfato de amonio s @ O°.,E1 precipitado
que se obtiene se descarta por centrifugacién ¥ el sobrenadante se lleva a 60:%th
saturacion con sulfato de amonio obteniéndose un precinitado que se centrifuga y
se disuelve en un volimen mfinimo de agua destilada, Esta solucion mantenida a -I7° ¢
fué utilizada en los expertimentos que se describen mas adelante,

Conentfrios . = Eeste método de preparacion es semejante al propuesto por Racker
(4) hasta la precipitacion con sulfato de amonio salvo que se ha utilizado éter
para acelerar la eliminacidn de acetoha durante el secado del polvo de hfgado.

la precipitacién de la enzima con acido nucléico descripto por Racker no se pudo
realizar por la mala calidad del nucleico disponible, En su lugar se ha introduci-
do la purificaciéh con sulfato de amonio que permite aumentar la pureza de la pre-
paracion unas 2 veces,

Determinacidn de las actividades enzimiticas ,— La actividad de las deshidroge-
nasas sé midid powr la velocidad de reduccion del DPN o TPN, medida con el espectro-
fotdmetro Beckman DU a 340 m p, en celdas de corex de 1 cm, de espesor optico,

a temperatura ambiente (170 - 250), siendo el volimen final de la mezcla de reac—

.cién 3,0 ml , Despues de tomar como cero la densidad optica del blanco, se inicid
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la reaccion afiadiendo ol acetaldehido y a partir de entonces, cada 10-30 segundos

se midid el aumento de absorcion, La mediada de la DPN aldehido deshidrogcnasa

de levadura se realizd segun Black (2) salvo cuando se indica lo contrario. La
concentracién final de los reactivos es la siguientes +tris (hidroximetil) meti-
lemina 0,015 M, pH 8,03 C1K 0,05 M ; DPN 0,45 mM; cisteina 0,001 M y acetaldehido
17 x 1072 1 . Black utiliza 0,1M ClK. Segin nuestras ob servaciones ( ¥ei.)
la consentracion Sptima de C1K es 0,05 M y no 0,2 M como indica Black.
La medida de la TPN aldehido deshidrogenasa de levadura se realizo segin
Seegmiller (3) si bien la glicil-gliciba se substituy6 por Tris, Las concentracio-
nes finales usadas son tris (hidoximetil) metilamina 0,015 M, pH7.7, Cl, Mg 0,015
M, TP 0,12 mM y acetaldehido 0.5 mif,.
La medida de la DPN- aldehido deshidrogenasa de hfgado, se efectud segﬁﬁ.
Racker (4) , con las siguientes concentraciones finales ; pirofosfato 0,01 M ,
pH 9,3, DPN 0.45 m¥. y acetaldehido 3,5 mM.

e eno de la lev e~ Se midic con el método directo de Warburg 6 )
La lovadura se suspendid en 2,0 ml P04H2K 0,02 M con aire en la fase gaseosa del ma-
németro y un pequefioc trozo de papel embebido en 0,15 ml de hidrdxido de potasio al
15% en el compartimiento central del vaso, Después de equilibrar a 300, se afiadid
el acetaldehido (concentracidn final,0,013 M),
Determin acion de la concentracion proteica de las preparaciones de deshidrogenash s,-
Se realizd segin Stadtman , Novelli y Lipman (7) si bien se modificd la concentra-
cidn de los reactivos de la manera siguiente : La solucidn que contenfa entre 0.1
mg y 2 mg de pro teina se 1levd a 15 ml., Se agreg5 3.5 ml de acido tricloroacético
al 3% y 30 segundos después se midid la densidad 6ptica respecto de un blanco de
agua con el colorfmetro Cromicn (f£iltro verde) . La curva de calibracidn se reall-
2" con’ proteifas.de suero humano cuya concentracidn total se determind segin Parnas.
La concentracion de la DFii- aldehido deshicdrogenasa de hfgado se midic espectrofotio-
nétricamente a 280 m p con correccion para acidos nucleicos segin Christian y Wan-

burg (8) .
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Concentracion de las suspensiones de levadura viva.- Se midio nefelométricamente

en el fotocolorfmetro Cromoidn, por comparacion con una curva patron obtenida con
una suspensién de levadura do concentracion determinada por el peso del residuo
solido secado a 1000. Las concentraciones se refiercn al peso (en mg.) de levadu-
ra seca,

liétodos generales de inhibicidn y proteccion de las deshidrogehasas.- Excepto cuan-

do se indica do otra manera los experimentos de #nhibicidon y proteccidn se realiz -
roh como sigues En un tubo de ensayo pequeiio , se colocs Tris s la enzima en so-
lucidn concentrada , 6l presunto pbotector , agua destilada hasta completar un vo-
ldmen final de 0.5 ml , y vor Ultimo , el reactivo de tioles, 41 cabo del tiem-
po que se indica en cada caso , medido con crondmetro a partir de la adicicn del
reactivo de tioles, se tomd una al{cuota (0,05 = 0,2) Que se diluyS en la mezcla

de cuyos comppnentes faltaba sdlo el acetaldehido , utilizada para medir la acti-
vidad enzimAtica, La absorcion de la mezcla a 340 m u se tomd como densidad Spti-
ca coro y se afi adio el acetaldehido . En la misma forma se midid Ia actividad de
la enzima tratada 1) sin reactivo de tidlos, 2) sin protector, y 3) sin protec-
tor ni reactivo de tioles, La mayoria de los experimentos se efectuaron por du-
plicado .

Expresidn de los resultados.- La actividad enzimitica se expresa por 103.13(1og 1,/
I) 340 / min ., siendo (log I 6/1 )340 el aumento de la densidad optica. Co-
mo la actividad decrece a través del tiempo (especialmente con la enzima de Black)
se representd graficamonte la variacich de absorcién (ordenadas) en funcidn del
tiempo (abscisas) tomando el valor de la tangente de la curva en el origen de coor-
denadas como la velocidad inicial de la reaccion, La inhibicidn (I ) de las des -
hidrogenasas se calcula con la ecuacion (1) donde ¥i ¥¥, son las velocidades

iniciales obtenidas con la enzima inhibida y con el respectivo testigo,

l (,J) - (l - v-/ Vt) 100 (1)
Bl error de I, eI es ol de ( Xi/ !i) 100 6 sea
= 10/%x ? ( 2)
0. = 2 + v e
I - t V. o



Puece verse que o_ Bisminuye al aumentar vy y disminuir Vie La velocidad

I
del testigo estd limitada por las conceniraciones del sustrato y de la enzima,mien-
tras que la velocidad de la enzima inhibida esta limitada ademds por la concentra-
cidén del inhibidor.

En los experimentos de proteccién la disminucidn de la inhibicion cnzimd
tica debida al protector p se calcula con la ecuacion (2)

PG 11 (/L@ )
2

donde I tiene el significado dado mas arriba y lp es la disminucidn de actividad
de la enzima tratada con protector y reactivo de-tioles, respecto a la actividad

do 1 a enzima con protector solamente,

El error de p, e, 6s el error de I_ o 100 es decir

"o

2

2 2 2
e = 100/I & o . e I
=p ln ;E & )/ 1

Puede verss cve 22 owenta a medida que aumenta ln vy disminuye I, Por lo
tanto las protecciones observadas frente a reactivos de baj; poder inhibidor resul-
taron afectadas de un error tanto mayor cuanto menor fué la actividad inicial del
testigo y la inhibicion observada.

Reactivos.- Se utilizaron los siguientes:

DFN y DPNH2 ( 967 puro) y TPN (90% puro) de Sigma Chemical Co, ; AMP
de Schwartz Laboratories Inc,; tris (hidroximetil) metilamina de Sigma Chemical CO.;
clorhidrato de cisteina 2:4~dinitrofenol y etilenediamina tetraacetato puro (sal
disddica) de British Drug Houses Ltd, 2:5- y 2t6~dinitrofennl de E Merck,Darmstadt;
mafarsen , de Parkr Davies & Co,; li-etilmaleimide de Schwar z Laboratories Inc.;
glicil-glicina de Hoffman-ka iloche;. BAL de Boot Pure Drug Co, Nottingham ; y gln-
tation (sal sddica)de Schwarz Laboratories Inc. . Ademas se utilizaron los siguien~
tes métodos preparativos tacido p-cloromercuribemzoico, segﬁn Whitmore y Wodward
(10), 4cido g-iodosobenzoico, segun Askenasy y Meyer (11); iodoacetato de etilo,

segun Tiemann (12) ; cloroacetofenona y bromuro de cianobencilo , segin Rojahn y

Giral (13).
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Detorminacidn del acetaldehido,— .- Bl acetaldehido fué valorado por el matodo de
Clift y Cook modificado por BElliot, Benoy y Baker (9) y que se basa en la formacion
de un complejo bisulfftico, eliminacidn del exceso de bisulfito y titulacidn con b-
do del bisulfito por la hidrdlisis con bicarbonato do soéio.

Albreviaturag.- Por razones de espacio la DFNl acetaldehido deshidrogehasa de levadu-
ra, TPN-acetaldehido deshidrogenasa de levadura y DPFN-acetaldehido deshidrogenas
de hfgado se denominaran , respoctivamente, enzima de Black, de Seegnmiller y de
Racker,

Otras abreviaturas usadas son las siguientest DPN, difosfopiridina-adeni-~
na dinucledtido; DPNH2 difosfopiridina-adenina dinucledtido reducido TP, trifost -
fopiridina~ adenina dinucledtido ; AMP, acido adenflico; EDTA etilenediamina tetra-
acetato (sal sddica) ; mafarsen , m~amino-p-hidroxifonil arsenoxido; Tris, tris

(hidroximetil) metilamina y BAL 23-dimercaptopropanol,
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La oxidacion biolégica de los aldehidos es afectada por inhibidores onzirt -
ticos especificos, Asi el disulfuro de tetraetiltiouram (antabuse) inhibe la oxidacidn
del acctaldehido por homogcneizado de higado (1) (2) y por preparaciones de aldehido
oxidasa (3) y aldehido doshidrogenasa (4) del mismo organo, Esta aceidn inhibidora .
podria atri buirse a la oxidacidn de grupos tioles, Un reactivo de tioles ( iodoacctat;)
inhibe la aldehido mutasa de los extractos de levadura (5) . En la levadura se han des-
cripto dos enzimas que oxidan el acetaldehido., La primera (enzima de Black) (6) de~
pende de grupos tioles para su actividad mientras que la segunda (enzima de Seegnmiller)
(7) no deponderia de la presencia de tioles, El grado en que los reactivos de tioles
pueden afectar la oxidacion del acetaldehido por las células de levadura viva podr{a
estar co ndicionada por la diferencia funcional de las dos aldehido deshidrogenasas
mencionadas, y mostrar por lo tanto el papel de cada una de esas enzimas en la oxida-
cidn del acetaldehido por la levacdura,.

Con esa prondsito se ha estudiado la accion de varios reactivos de tioles
(iodoacetato, lodoacetato da etilo, bromuro de cianobencilo, cloroacetofenona y p-clo-

romercuribenzoato) sobre la oxidacidn del acetaldehido por la levadura,

RESULTADOS

1° ) Accidn del iodoacetato. La oxidacidén del acetaldehido »or la levadura es clara-

mente disminuida »or el iodoacctato (Tabla 1). ELl efecto se desarrolla lontamente,
nués la inhibicidn alcanza su naxino des ués de 17 minutos de contacto de las células
con el iodoacetato, y recuicre concentra@ion alta de iodoacetato ( 0,01 }) nmara ser
total. Con concentraciones algo menores ( 5.0 y 2.5 nli)se obtiene tenbidn inhibicio-
nes grandes ( 93,75 y 5.7 respoctivamente). La resp iracion resiqual de la levadu-
ra dificulta la apreciacién oxacta del ofecto inhibidor del iodoacétato., Para evitar
cse inconveniente se han calculado les inhibiciones a »art ir del nomento en cuo la
respirécién residual se hace »acueiia; a Hecor Ge ello cuando s inhibe le rosyiracion
de células en resencia de acetaldehicdo e: immositle estavleccf en qué nedida so in-

. . - ) . . e - . 3
hibe la o:ridacion el acetaldehido ; la respiracion residual, Sin cuborso, como exis-—
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te una difercncia notable en le nmognitud de anbas 6s nosible szcar concluciones co-

- - . o ?® - o N e & =
idcuantitativas resdecto a la accion del inbibidor,

29 ) Accidn del iodoacotato de etilo, la cloroacciolcnona *+ el broruro e ciznovencilo.

. e .. . . .
Estos tres lacrimogenos en concentracion 1.7 mul, 2,7 ml 7 1,5 mli resvoctivarentc

. -

o 4 e~ - - ’ e
inhiben Tuertenente la oxicacion cel ncetaldeiiido corno se ev:

dencla tonto »ot la din-

minuéién del conswio (¢ oxicono coro por la inhibicion de la desavaricion de acatal-
deliido (Tabla 2).

3 ) Accidn del n=cloroxnercuribenzoatoEn concentracidn de 0,07 mil inhibe 40.0 la
oxidacidn del acotaldehidé. Llamo lo atencidn aue awmentos signiificativos on la con-

« o ® ] . ] . A .
centragdion del inhib idor ( de 0.05 a 0,52 mil) no modificquen sigmificativanente la h-

tengidad de le inhibicidn (Tabla 3),
DISCUSIOL.

. 5 e P - .
La oxddecion del acetaldehido vor lz levadura denonde de srunos tioles co-

e .y oqe o o« - . .
no lo demuestra su inhibicion nor el iodoacetato, los leerimozenos el nercurial,

Las dos aldehido deshicdrozenecac nencionadas transforman el accetaldehido en acetato
’ . ’ . . \

cuo a traves de la acetil Co A nasarla a ser oiddado Dor reacclones del ciclo de loc

4 . a o SIS

ccicos tricarbomilicos,

. 2 : e b3 (o Nt s
Laa accion de los reactivos de tioles nocria afeectar 17, las deshicdrozena-

sas regohecvives y 2 0) 1z coenzima A. Los resuliacos exmerinmentalec resefados donuco-

tran cue lz otapa aldeliido deshidrogonasa cdenende de tioles nues de otra mmners, loo

. . . -~ . T 4
reactivos inhibicorec si bien disninufrian ol consurio de oxl~eno afectarfan en srado

=3

notablaente nenor lc dusaparicidn de a ctaldei:ido, lo cue no ocurre, Zllo no exclu-

e que aderos de las aldehido dosiidrosenasas, la cocnzina A sce blocueaca nor los

inpibidorac de
So cenoctrard en caoitulos siuientos cue las dos 2ldchiido deshidrocenacas

. . . - - . . -
Ge levacdura cuando cgton s>urilicacdac son seuslbles a variors tios de detectores Ce

) K . . cn -~ G T DY La a2~ o n " < aa
tioles, incluso los cngerados con colulac vivas. Le actividad censilerahle <¢ 1a on-



(A2

w

. ® - o -~ . - . - - o
Tabla 3. Accion cel n-cloronercuribenzoato gobie la oxidocidn cel acetaldchido Hor

S. cerovisica,

Jada vasco de Warburg lleve 7.0 ng. de levedwra, 2,0 nl, de PO ILK 0,02 11 -- Mag acdi-

L2
ciones indicadac. 0.2 1il, e {0i al 135 en el varo centrale 30° Aire,10 minutos de

. -, .+ ® b - « ? ko) . N s e — ’ . . .
equillbracion ; 60 ninutoc de oxdidacion del acctalcenico. Entre narentesic, inhibi-

Pt
clon v,

Consuno Concurio
de oxi- co ace=-
Adiciones ~eno taldehi~
sl.ll) do,
gumolcs)

inguna 17 0.0
Acctaldehido 0,03 L 436 38,7
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Los grupos tioles han adquirido en los ultimos tiempos una importan-
cia capital en la explicacion de los fenomenos enzimaticos, Desde que Rapkine
(1) Hopkins y Morgan (2) demostraron el papel primordial de los tioles en en-
zimas de Oxido reduccion , son muchas las enzimas clasificadas como "enzimas
tioles" .

Los grupos tioles se detectan mediante una serie de reactivos mas
o menos espwcificos, La respuesta al detector depende, por una parte de su natu-
raleza quimica ¥y por otra, de la posicién que el SH ocupa en la proteina res-
pecto a otros tioles, o a grupos funcionales diferentes, As{ 1e posibilidad &
oxidacion intramolecular entre 2 SH para formar un disolfuro depende de la dis-
tancia -entre los mismos, mientras que la presencia de grupos polares electrons-
gativos proximos al SH disminuye su reactividad. De acuerdo con esto se han
clasificado a los tioles en, tioles débilmente reactivos y tioles enmascarados
(3). Los tioles libres se recomocen por la reaccion del nitroprusiato (Hefter—hrno
1d) .

Para el estudio sistematico de astos grupos se utilizan reactivos que
pueden clasificarse de la siguiente menera (3) .
a) Reactivos oxidantes,~ Oxidan grupos SH libres y en ciertas condiciones los
débilmente reactivos, Son muy imp&tantes, pero deben tenerse en cuenta que exis-
ten casos en que no actuan sohre algunos tioles, pués para que ello sea posille
se requieren 2 grupos =Sl lo suficientemente cercanos, como pera poder formar
un puente S-S, Por otra parte algunos de estos agentes pueden también oxidar
otros grupos funcionales, El glutation oxidado y la cistina pueden considerar-
se como los mas especificos si bien actuan muy lentamente, E1 g-iodosobenzoato
introducido por Hellerman y col. y usado con éxito sobre la ureasa (4) Y pPos~
teriormente sobre la succinoxidasa (5), la isociiricodeshidrogenasa (6),la
carboxilasa, (7), etc, es por la velocidad “yEolectividad de sk accion, uno de
los mas utilizados.

b) _Reactivos gle forman mercaptidag .~ Son reactivos de accion ruy selectiva

y reversible,De ellos los mas usados son el p-cloromercuribenzoato y los arse-~
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nicales trivalentes, El primero es el mas poderoso de los agentes inhibidores
y también muy especifico si su accion es completamente reversible, la sido u-
sado en muchas oportunidades : en la ureasa (&),succinoxidasa (9(X0),alcohol
deshidrogenasa (11), carboxilasa (12), DPN aldehido deshidrozenasa (13),etc.

En cuanto a los arsenicales trivalentes tambien se heAutilizado con
ventaja, aunque su efecto no sea siempre tan neto como el del p-cloromercuriben-
zoato, Su accidn fué observada sobre succinoxidasa (9) piruvato deshidrogenas
(14), carboxilasa (12)(5), etc. De ellos el mafarsen , derivado aromatico, es
uno de los mas activos , uséndoge también dicloroarsinas como la divinildiclo-
roarsina (lewisita),arsendxidos como el metilarsendxido, etc.

c) _Agentes alquilanteg,= Son su§tancias con un atomo de haldgeno 1labil en las
que el grupo alquilo se une al ~S del -SH dejando libre un H* | Han sido muy
extensamente utilizados en particular el iodoacetato y la iodoacetamida a pe-
sar de su poca especificidad, en especial frente a las aminas con las que pue-
den reaccionar en forma semejante a los SH, Este grupo es el menos satisfacto-
rio para la deteccion de los tioles (3), Lo mismo puede decirse raspecto de o-
tros agentes alquilantes como los llamados lacrimogenos o vesicantes (cloropi-
crina, bromoacetofenona, cloroacetofenona,iodoacetato de etilo, etc,)., Ejemple
de inhibicidn con este grupo de reactivo& son la alcohol deshidrogenasa (15),
succinoxidasa (5), isocitrico deshidrogenasa (6), carboxilasa(16), triosafos-
fato deshidrogenasa (17)(18) , etc,

Recientemente se han comenzado a utilizar para la investigacidn de
sulfhidrilos los derivados del acido maleico, que en 1938 ya se habfa utiliza-
do comwo inhibidor de la succinodeshidrogenasa, Entre esos derivados la N-etil-
maleimida es la usada preferentemente , Actia adicionando el —SH a su doble li-
<adura, Esta sustancia ha sido propuesta como reactivo analftico de grupos SH,
en sustitucion de nitroprusiato , respecto al cual tendria la ventaja de su

neyor nengivilidad, (19).
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Actualmente existe evidencia de que los grupos tioles son esenciales
para las aldehido deshidrogenacas, Segin Dixon y Lutwak Mamn (1937)(20) el io-
doacetato /100 inhibic fuertemente la dismutscidon del acetaldehido por la al-
dehido mutasa de h:'.gado, siendo el efecto atribuido por Green, Dewan y col. (1)
a la inhibicidn del componente de la mutasa que reduce a la coenzima, es decir
al centro aldehido deshidrogenasa. Una vez aclarada la estructura de las mu-
tasas, Racker (22)califica de enzima sulfhidrilo a la aldehido deshidrogenasa
de h{gado aunque no da detalles experimentales, Black (13) al describir la DPN
aldehido deshidrogenasa de levadura , encuentra que el p-cloromercuribenzoato
la inhibe y que la actividad puede recuperarse con glutatidn, Recientemente
King y Chelding (23)indican que la aldehido deshidrogenasa de Acetobacter sub-
oxidasa , es sensible a varios reactivos de tioles sea que la enzima actie con
DPNl o con TFN .

Por nuestra parte hemos creido conveniente ampliar las observaciones
de Black y Racker por entender que los datos aportados hasta ahora no eran cam-
pletos y ademas en nuestro estudio se ha incluido la TFN acetaldehido deshidro-
genasa de levadura, no obrtante que segﬁn Seegmiller no requiere tioles para
su accion, Con ese objeto se ha ensayado la inhibicidn de las aldehido des-

hidrogenasas de hfgado y levadura por una gama de reactivos tioles,
RECULTADOS

1°) _Accidn del mafarsen.- Las tres enzimas estudiadas son inhibidas por este
detector de tioles ( Tabla 1) .. La enzima de hfgado es la menos scensible pues
se requiere una concentracion 10 veces mayor e incubacion mas prolongada para
obtener efectos similares a los quec se observan con las ebzimas de levadura,
Entre estas , la enzima de Black parece ser la mas sensible al mafarsen

pués al término de 30 seg, de incubacidn el mafarsen 0,032 m{ inhibic 97.3

4 la enzima de Black y 79.8 % la de Seegmiller , no obstante la menor can-

tidad de ésta Ultima,
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Tabla 1.~ Igh;bicién de gcetaldehido deshicdrogenasag mafarsen

*

Bnzimas disueltas en 0,5 ml, de Tris 0,015 ii, pH 3.0, se tratan segﬁn se indiea,

Se nide la actividad en 0.2 ml, de solucidn axcepto con le enzima de Black ( 6,05 ml)

‘Enzima Cantidad Duracion de likfarsen Inhibicidn
(me) la incubacion (r25) @)
(min.)
Black 1.6 0.5 0,06/ 75.9
Black 1.6 1.0 0,064 91,0
Black 0.6 0.5 0,032 97.3
Black lo9 005 00064 79.2
Seogmiller 2.8 0.5 0,032 53.8
Seegmiller 0.3 0.5 0,032 79.8
Rackor 1.8 0.5 0.032 53.0
Racker 1.8 3.0 00032 85.9

Racker 1.8 3.0 0,016 72,0
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2° ) Accidn del o-#8dosobenzoato. Este oxidante inhibe las tres aldehido des-
hidrogenasas ( Tabla 2 ) . La enzima de Seegmiller parece ser la mas intensm-
mente afectada pues 1.4 mg. fueron inhibidos 94.4 % por @-iodosobenzoato 0,02 ml
mientras que en iguales condiciones , 0.8 mg de la preparacién de Black fué in-
hibida sdlo 58.2 % . La deshidrogenasa de higado requiere una concentracidn
mucho mayor de oxidante e incubacion mas prolongada para sufrir una inhibicim
gimilar,

3°) Accidn de la etilmaleimida, Este reactfivo de tioles inhibe tambien las

tres eldohido deshidrozenase (Tabla 3 ) . La sensibilided de la enzima de Seeg-
miller es maxima y la de la enzima de Backer mfnima, Con la enzima de Black la
inactivacidn es de curso lento pues recién después de 5.6 min, la inhibicidn
alcanza desarrollo completo.

4°) _Accion del p-cloromercuribenzogto .La accidn de este mercurial sobre la

DPN aldehido deshidrogenasa de levadura fué demostrada por Black.

La onzima de Seegmiller es inhibida por concentraciones my pequefias
de esta reactivo al cual es notablemente muy sensible (Tabla 4 ) . La iﬁhibiciéh
es poco reversible pues la enzima inhibida por p-cloromercuribenzoato 0,06 ml
fué reactivada sdlo 26% por adicion de cisteina 1,0 mi (Fig.l) . En cambio la
enzima de Racker requiere concentraciones notablemente mayores de p-cloromer-
curibenzoato para modificar su actividad (Tabla 4 ).
,5°) Accidn de rogctivos alquiladores.Eliodoacetato inhibe las tres enzimas es-
tudiadas (Tabla 5). La de Seegmiller parece la mas sensible pues en iguales tiem-
pos de incubacion , sufric la mayor inhibicidn. En cambio la enzima de Racker
es 1 a menos sensible (18 ¥ de inhibicidn en 5 min, de incubacidn). Como ocu~
rre habitualmente con el iodoacetato , la inhibicidn se desarrolla lentamente
(Tabla 5)., As{ con la enzima de Black se obtuvo respectivamente, 31,0 y 85,7 %
de inhibicidn después de 5.5 y 30 min, de incubacidn con el icdoace%ato.

Otros reactivos alquiladores (bromuro de cianobencilo,cloroacetofenp-

na y iodaacetato de etilo) inhiben mas especificamente las dos enzimas de la
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Tabla 2.- Inhibicion de acetaldehido doshidrogenasa por 6- ioddbenzoato

Enzimas disueltas on 0,5 ml de Tris 0,015 il , pH 8,0 , se tratan segin se indica .

So mide la actividad en 0,1 ml ( exp.A 7 C) y 0.2 ml (exp By D )

Expe- Enzima Cantidad Duracién 9~iodoso- Inhibi-
ri (ng) de la in- benzoato cidn
nento cubacion (i) ()
(in)

A Black 0.2 045 0,06 85,0

D Black 0.0 0.5 0.02 5842

e Scegriller Lodh 0.5 0.06 9/..0

c Seagmiller 1.4 0.5 0,02 Ol ols

D Racker Lely 1.0 0,20 74 o4




Tabla 3 .- Inhibicidn de acctaldchido deshi

Enzinas disuoltas cn 0,5 ml de Tris 0,015 il , ol 6.0, se tratan sezin so indica,

. en .4 :
Se nido la actividad on 0,2 ml de solucidn, excento con la enzima de Black ( 0,65

nl)e
Enzina Cantidad Duracidn Etilma- Inhibicidn
(mg) de la in- loinida (%)
cubacion (i)
(min.)
Black 1.9 0.5 0,024 37.8
Black 1.9 loD 0.024- 50.0
i BlaCk 109 200 090211- 58,2
Black 1.9 546 0,024 62,8
Seagniller L0 1.0 0,024 71..
Seegmiller 1.0 1.0 0,024 58,1
Seegmiller n.ly 1.0 00024- 9901

Racker 1,8 3.0 0.18 70,0
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Tabla .- Accion {el pn-clororicrcuribennoato gsobre acetvalcdehido deshidrosonzcag,

Znzines disucltos en 2,5 ml de Tris 0,015 1., »i 80 , se trata seun se incice

Se nide la actividad en 3.2 11 ce nezcla,
-~ o A . < ? P . . ?
Enzina Santidad Duracion D=cloro Inhibicion
() e la in- nercuri )
- .« ®
cubacion benzoato
(xin)

¢
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Rackor 1.C

O
[}
Gy
[}
5

o
.
e

laclker e 2.0 &0 20,2

Racker 1.0 3.0 0.6 mR 3L
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. ? - o~ e ~ . . - . ~
Accion inhibidora del n-Cloromercuribengoato sobre la censima de Secmiiller y efeo-

o - r'd
to recactivador de la cisteina,

Tris 0,015 ii »H 7.7 ; CLig 0,015 1 , TP 6,12 i, enzima 0,28 nge ¥ acctaldehido
. ’ ~ .5 « I3
0.5 rii, Se agrago on A p~Cloromercuribenzoato hastz concontracion 0,012 mli y en B
. g . .
cisteina hasta concentracion 3,001 1i,

Volunen final, 3.,0°% nl.

| !
400 + i : : ,
360F b |
A
320t o - 7
w2801 A i} P |
9 ' ,i |
R Ls w-r |
~4~200t /./ B |
20’460- / i
1200 o ]
go- / |
Y _

JL_ e A 1 1 1
2 4
Tiempo ?m/n.)




RV

Tabla 5 .~ Inhibicidon de accialdohido deshidrogzonasas por iodoacotato.

Enzinas disueltas en 0,5 ml, de Tris 0,015 li, pH 8,0 , se tratan segin se indica,

La actividad se mide en 0,2 ml de solucion excento con la enzima de Black ( 0,05 ml)

Enzing Cantidad Duracidn Iodoacetato Inhibicion

) (mg) de la in- (¥) (%)

cubacion
(min)

Seegniller b 5 0.01 £3.5
Seegniliar Lol 5 0.01 93
8eegmiller 4,2 5 0,004 63,5
Seegnillér 42 5 0,001 24,7
Racker 1.8 5 0,01 18,0
Racker 1.8 16 0.01 38,0
Black - 5. 5 O.—Ol 31.-0

Black b 300-0 0001 85.7




-32 -

levadura (Tabla 6) ., En las condiciones descriptas no puede establecerse una

diferencia en la sensibilidad de estas enzimas a estos reactivos.

SCUSION

De acuerdo a nuestras observaciones las tres aldehido destdrogenasas
estudiadas son tioles..

Black (13) habia ya comprobado que el p-cloromercuribenzoato dismi-
nuye la actividad de la DPN-aldehido deshidrogenasa de levadura en presencia
de tioles libres necesarios para su activicad; pero - . este experimento no es
su_ficiente para incluir la enzima entre las enzimas tioles, pues se puede ob-
jetar que el p-=cloromercuribenzoato eliminc una parte de la cisteina esencial
papa k& actividad de la enzima , Con respecto a las enzimas de Seegmiller y
Racker , salvo una referencia ocasional de Racker, (22)al papel de los tioles
de su enzima de higado , no existia estudio sistematico que demostrara el papel
esencial de esos grupos. Seegmiller ha utilizado la falta de requerimiento de
tioles como criterio para diferenciar su enzima de la de B_lack, Las dos alde-
hfdo deshidrozenasas de levadura pueden diferenciarse netamente por un conjun-
#io de proviedades fundamentales, entre ellas la necesidad de tioles libres,
pero no es la presencia de grupos tioles esenciales en la proteina, lo que per-
mite distinguirlas. las aﬁn, la enzima de Seegmiller parece ser la mas sensi-
ble a los reactivos de tioles, si bien se debe exceptuar el mafarsén que in-
hibe en mayor grado a la enzima de Black .. Ello excluye la protecciéh de la
enzima de Black por tioles no enzimaticos s bropio de otras proteinas presente
en la preparacidn como explicacidn de su mayor resistencia a los detectores de
tioles pues en ese caso, todos los reactivos de tioles deberfan ser menos efi-
caces sobre la enzima de Black, que sobre la de Seegmiller; la sensibilidad me-
nor de la enzima de Racker debe ser interpretada con cautela pues las prepara-
ciones empleadas so_n las mas impuras, a juzgar por su menor actividad espe=

cifica.



Tabla 6 .= Accion del bromuro de cianobencilo, cloroacetofcnona v iodogcetato

de etilo sobre acetaldehido deshidrogenasa de levadurg.

Enzimas disueltas en 0,5 ml de borato-succinato 0,01 M , pH 6,8 , se tretan seghn
gse indican durante 15 minutos, Se mide la actividad de 0,05 ml de mezcla (exp.

con enzima de Black) o 0.2 ml (exp. con enzi:s de Seegmiller),

Inhi-

Enzimas Canti bi-
daad Adiciones cion

{ ng.) )
Blaclf 0,206 Bromuro de cianobencilo 1,2 mli 98,0
Black 0.26 Cloroacetofenocha 1,3 mM 93,0
Black 0426 Iodoacetato de etilo 0,67 mi 1000
Seegmillor 1.2 Bromuro de cianobencilo 1,2 mh 9.0
Seegmillor 1.2 Cloroacetofenona 1.3 mi 88,0

Seegmiller 1.2 Iodoacetato de etilo 0,67 mli 100~
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Si se compara la accidn de los distintos reactivos de sulfhidrilos,
8l iodoacetato es ol menos activoy lo que concuerda con la menor oficacia
del mismo, como inhibidor.de ottas enzimas, ej.s3 la amino dcido oxidasa, urea-
sa, malato~-deshidrogenasa (3), carboxidasa (16), etc, La poca accidon del iodo-
acetato contrasta con el mayor efecto de los lacrimiSgenos, lo que puode expli-
carse por el efecto de la ionizacidn del iodoacetato sobre la movilidad del
haldgeno 1abil.

Se debe Gestacar que las tres enzimas estudiadas, asi{ como la aldehi-
do deshidrogenasa de Acetobacter suboxidang descripta por King y Chelding (23)
dependen de grupos tioles para catalizar la oxidacion de aldshido a dcido acé-
tico lo que sugiere que osos tioles intervienen en un mecanismo general comin a
las cuatro enzimas.. En los cap{tulos siguientes se analiza con mas detalle esta

. P
cuestion.
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CONCLUSIONES

1°) La DPN ( Black) y TPN (Seegmiller) aldehido deshidrogenasas de levadura
y la aldehido deshidrogenasa de hfgado (Racker) poseen grupos tioles esenciales
para su accién como lo demuestra la inhibicidn por los reactivos respectivos,
2°) La TPN (Seegmiller) aldehido deshidrogenasa de levadura muestra la mayor -
sensibilided para g-iodosobenzoato , etilmaleimlida y iodoacetato, mientras que
la DPN (Black) aldehido deshidrogenasa de levadura es la mas sensible a compues-
tos arsenicales trivalentes,

La TPN (Seegmiller) aldehido deshidrogenasa de levadura es extremad -
mente sensible a la accidn del p-cloromercuribenzoato.
3°) La aldehido deshidrogenasa de hfgado tiene la menor sensibilidad aparente
para los reactivos de tioles.
4°) ®m iodg_acetato es el detector de tioles menos efectivo sobre las enzi-

mas estudiadas
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ERCESICAD Do TICLIS PARA LA ACTIVIDAD D ALDEIIDO DiSIIDNOIEASAS
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Los experimentos descriptos en el cap{tulo anterior, demuestran que
ciertos tioles en la molécula de las aldehido deshidrogenasas, son esenciales
para la actividad de las mismas, Ello cdtuerda con las observaciones de Black
(1) referentes a la necesidad de un exceso de tioles libres en el medio (cis-
tefna y glutation ) para que la DPN aldehido deshidrogenasa de levadura pueda
actuar, Ell po distinguir{a la enzima de Black de las otras dos deshidrogena=-
sas estudiadas, puesto que tanto la enzima de Seegmiller como la de Racker pa-
recen actuar en medio sin tioles (2-3).

Segin nuestras observaciones, la cistefna es necesaria para la acti-
vidad de la enzima de Black (de acuerdo con las observaciones de éste), pero
ademas la cistefna exagera la accidn de la enzima de Seegmiller, En cambio no
modifica la accion de la enzima de hfgado (Tabla 1) .La activacidn discreta de
1 a2 enzima de Seegmiller tal vez debida a la remocidn de metales pesados debe
ser distinguida del efecto observado sobre la enzima de Black , cuya actividad
es escasa o nula en ausencia de activadores, Algunos experimentos se han efec-
tuado para explicar la accidén de la cistefna,

En p _rimer luger, el glutation y el BAL tienen unma accion similar a
la de la cisteina, mientras que el tioglicolato fué ligeramente menos eficaz
como activador (Tabla 2). En segundo lugar, el EDTAen concentracion 0.0éumhp
activd la enzima con igual eficacia que los compuestos tioles, Se debe hacer
notar que el EDTA 1,5 10 M tiene la misma accién que la cistefna y por o-
tra parte que la adicidn de cistefna a una preparacidn totalmente activada con
EDTA, no modifica la actividad; es decir que ambos activadores tendrfan el mis-
mo mecanismo Co accidn. La accidn do la cistefna podria explicarse nor remocicn
de metales pesados, y ello estd de acuerdo con el efecto similar del EDTA, y a
rnenoa eficaz de la histidina (Tabla 2). La accidn de la histidina es menos
eficaz de lo gue aparenta, Si la observacicn se prolonga, la activacidn por hi:
tidina disminuye no obstante que la enzima puede ser activada casi totalmente

vop la adicidn de exceso de cisteina. La preparacidn tratada por histidina,
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Tabla 1l.- _Efecto de tioles y EDTA cobre Jas aldehido deshidrosenasas,

Enzimas disueltas en 3.0 ml de Tris 0,015 i , pH 8.0 (Exp, A y B) , glicil-pli-

cina 0,05 1i, ol 7,7 (Exp.C) o pirofosfato 9,1 M , pli 9,3 (Exp., D) con Xas adi-

ciones que se indican ..Acetaldehido, coenzimas y electrolitos segun se indica

on " Procedinientos gonerales®

Ex=- Enzina Can- (o T Activi- Activi-

pe-= ti- Adiciones dad dad res-

Ti- dad 3 necto al

nen- (nz) @—J 1,0<L0 )

to 1ah, testigo
con cistef-
na l.omI‘I

)

A Black 0.08 Cisteina 1.0 mii 540 100

A B lac: 0.00 Glutatidn 1,0 mii 530 98

A Dlack 0,00 EDTA 0,0 mi 630 116

A Blac!: 0,03 Tioglicolato 1,0 mii 480 39

A Dlack 0.058 DAL 0,016 =i 620 115

A Black 0,00 Ninguna 16 3

B Seegmiller 0.44, Cisteina 1.0 mk 112 100

B Seegniller 04l ilinguna £2 46,5

C Seegmiller 044its Cistoeina 1,0 mli 57 100

C Seegmiller A Ilinguna 39 68,6

D Racker 045 Cisteina 1,0 mi £7 100

D Racker 0445 Glutation 1,0 m: 70 123

D Rackor 0,45 EDTA 0,15 n: 68 120

D Bachor 045 linguna 66 11,




nzine Gisuelia en Tris 5,015 i I 7.0 (> A - 3) o 2.6 (B S -+ 2), on Hresen-

cic de DB Q.44 mil , CLl 0.0% il y aceteldchido 1,7 10 10

L= Lnzi Activi- Acti-
Ne= IR dac on- vidacl
ri- ) Aciciones zindti-  Tresdocto
n01- ca ~ 21 tooki-
to 4 D_, 107 gocon do-

( 50 ) teima

men 1,0 il
(5

A IR Cicteina 1,0 ril 256 100

N~
A 0,07/ BDTA 1 5.0 10 " 260 102
-5
A D407/ moTA B,0 10 I 177 69
£
A 0,02/, EDTA 0.6 10 7L 36 iva

A 2,02/ SDTA 0.2 10 i 21 3

B 008 ZDTA 0.6 1B 630 116
3 0.0C WDTA 0,06 ri: 515 05

)

B 0,08 Cisteina 0,2 10 i 117 22
-2

B 0.03 EDTA 0,6 mi # Cisteina 0.2 10 il 626 115

)
B 0,08 EDTA 0,06 m: & Cisteina 0,2 10 s 530 98

D 0,08 ilinpuna 16 3
o 0,013 Cisteina 1,0 rmli B2 100

C 0,013 idstidine 1.0 mii 100 45,0

Q

0.013 Glicina l. 0 s 3 1. 3

C 0.013 Ninguna 0 -

D 0.024 Cisteina 1.0 mi 400 -

D 0,02/ Ascorbato de iia 0,01 It 0 -
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aunmenta apenas su actividad por adicidn extra de histidina, La glicina en came
bio no pomluce ninguna activacidn, si bien la enzima tratada con glicina puede
ser activada por cistcina lo mismo que el testigo sin glicina (Fig,1l) . L& di-
ferente accion de la cistefna, histidina y glicina concuerda con la capacidad
decreciente de dichas substancias para complejar metales pesados.(Aéé)

Sin embargo existen hechos contrarios a la interpretacidn sugerida mas
arribe., En primer lugar el efecto de la histidina decrece a través del tiempo
y no recupera su actividad inicial por nueva adicion de histidina, En segundo
lugar 11_ama Ea atencion que siendo la enzima de Seegmiller tanto o mas sensi-
ble que la enzima de Black para los reactivos de tioles, no exija como la en-
zima de Black, tioles para su actividaed,

El solo hecho de que el EDTA y la histidina, puedan reemplazar tolal
o parcialmente a los tioles en la activacidn de la enzima de Black, no permite
por otra parte postular un mecanismo de activacion por la remocidén de metales
pesado_s. En efecto, el EDTA y la histidina activan la succinoxidasa (6), accion
que no es atribukda a la remocidh. de metales pesados, Ademas el EDTA puede am-
prinir la accidn inhilddora del Sk = sobre la ldctico deshidrogenasa efecto que
no esta relacionado con una unidén a un metal pesado (7).

Con los datos experimentales presentados, no es posible aventurar una

hipdtesis explicativa del fendmeno,
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Activgeion de Je gnzina ¢ slock sor cigie

Tric 0,015 15, 0l Z42 , Sl 0,0F il , D&l 0,//. 11l y acovcldenido 17 =2 10 7 10

. 'd
vl PR, FN Cistel~

. o s . . Cd . . .
na, histidina ;» slicina sezin co indica, Volw:en f£ingl, 2 =1

iy S e

- 0 - - . - ~n' . . = -~
Un teztiso gin activador dio actlvicaa aula,
, 2 2 2
. Ll .- [ T - R S, . U, - .- o T e . N
Surva As cisteina 1077 11 . Cwrve 33 higtidine 1277 11, Cwwva 3t glicina 1077 11,

W)

“ e o a0 P .- Y enme - \ ’ R
Sweva D Listidina 107 i, En loc Dunmtor indicados (¢) se a2rresd cistefna hosta
1 . 2 ~e "'3 - R R - Y .. .o N . . A

concentacidn final 1077 1., 7 en el indlcado (), nisticina hreta conceniracion fE-

nel 2 1077 1.

s

[

Tiempo (min)
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En 1938 Hopkins y col. (1) observaron que el succinato disminuye la
inhibicion de la succinodeshidrogenasa por reactivos de tioles y poco después
Rapkine y Rapkine (2) observaron proteccién de tioles de la gliceraldehido-3-
-féafato deshidrogenasa por difosfopiriﬁina—adenina dinueledtido (DPN), Estas
observaciones se han interpretado asumiendo que el tiol esta vinculado al drea
activa de la enzima que activa el sustrato o la coenzima respectivamente, y que
por lo tanto tiene un papel esencial en dichos procesos de activacidn,. Después
de las observaciones iniciales citadas se han comprobado numerosos casos de pro-
taccidn enzimdtica por sustrato o coenzima frente a reactivos de sulfhidrilos.
As{ hay p roteccidn de la carboxilasa (3) por piruvato , de la alcohol deshidro-
genasa (4) por etanol y DPN, de la aldehido flavina oxidasa (5) por acetaldeli
do , de la butiril-Cod deshidrogenasa (6) por flavina diniclectido y butiril-Cok
etc,

Por nuestra parte hemos realizado un estudio sistematico de los efec-
tos que tienem el acetaldehido , la coenzima y algunos cationes (indispensables
para la actividad de las dos aldehido deshidrogenasas de levadura) sobre la ac-
cion inhibidora de los reactivéos de tioles. En primer lugar se considera la pro-
teccidn por las coenzimas que es la mas evidente; luego la accidn de los iones

y por Ultimo la del acetaldehido.

—RESULTADOS

PROTECCION POR LA COENZIMA . Las aldehido deshidrogenasas de levadura e hfgado
requieren DFN y TPN para su actividad ., La enzima de Black (7) BPeduce ambas
coenzimas mi_entras que las de Seegmiller (8) y Racker (9) son especif'icas pa~-
ra el TPN y DPN respectivamente,
a) Experimentos con mafarsen. La accidn inhibidora del mafgrse (Tabla 1) sobre
las tres enzimas disminuye, en general, en presencia de las coenzimas especificas
(Tabla 1 ).

Con la enzima de Black el DFN oxidado y reducido tiene un efecto pro-
tector similar, bastante mayor que el TPN, En cambio la accidn del dcido adeni-

lico a pesar ds su concentracion netamente mayor, fué apenas significativa.
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Tabla 1.~ gccn.o.ﬂ. de pridina-acening cinucleoticogs 7 2chdo adenilico sobre la
1ibicion de aldehido deshidrogenasas por mafarsen .

Enzina disuelta en 0,5 ml de Tris 0,015 i, »ii 8,0 se irata ogan sa indica, Se
deternina la actividad en 0,2 ml. de solucion excepto en el exp. C ( 0,05 ml)

Ex- Canti- Dura- Activi-~ Inhi- Pro'l:oc-
pe- dad de cidn Adiciones dad on- bicion cidn de
ri- enzima de la zimati- de 1la la enzi-
nen- (m{)) inquba- ca 63 en?:i.l)na na )
to cion Dasq.l " "
(rin) (>
Enzinag de Black
A 0,87 0. Ilinpuna . 181 - -
A 0,57 0.5 iafarsen 2,06/ il 58] T2 -
A 0,27 0.2 DPL 4.0 11l 211 -
A 0.87 0.5 DP. lp. TUL & jalars )GH O Ob/ iti l)l 37.8 1,,7.u
A 0.87 0.5  DEUH, 4.0 4 . 105 - -
A 0.8 0.5  DHl 4,0 mll & Mﬂ 0,004 131 65 38.1 474
A 0.0 0.5 DHl! 1,00 nlA .. 223 - -
A 0.07 n,5  DPY 1.08 1l + gr,oon 0.06/ i 136 39,0 4643
A 0,57 Ce5 DPI.I& 1,08 nild 172 - -
A O.EJ"? 0.5 Driil u l OO ms + QJ.urCen D 3611, i 121 29.7 59.0
D 1.3 0.5 Ivingune o7 - -
3 1.3 0.5  ligfarsén 0,04/ mli 23 73.% -
B 1.3 D5 DEIl 0,4 .1li 98 - -
B 1.3 0.5 DFi 0.4 ni + mofarsén 0,044 rii Al 52,0 21.1
B 1.3 0.5 AP $.9 nl <3 - -
B 1.3 0.5 AP $,9 nll # pafl QI’;‘GQ 0.064 i 25 67.7 52
C 0.62 ek singuna 330 - -
c 0.62 7.5  iaofargeg 0,032 mli 9 97.3
C 0.62 0.5 TPl 1,5 .l 270 - -
c 0,62 2.5  TPU 1,5 rii + pgfarsép 0.032 mM Lo 35,2 17.4
Enzina de Secomiller
D 0.3% De5 winguna - . 148 - -
D 0.3% 0.5 m;g;'_;gn 0.032 nl: 30 79.8 -
D 0035 0.5 TR l., T 196 - -
D 0.35 045 TPH 1.5 mil ¢ u 0.032 148 2.5 6945
ina do cl'
E 1.8 3.0 Hinguna . .. 67 - -
o 1.2 3.0 Liafargén O, 16 il 19 72.0 -
B 1.8 3.0 DF 2,7 mili o2 - -
E 1.8 3,0  DPIl 2,7 il + pafarsén 0,16 nil: 53  35.2 51.0
E 1.8 3.0 PE: 1.5 ri. é0 - -
E 1,5 3.0 TPl 1,5 il &+ mm 0.16 rmii 21 65,0 9.7
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La enzima de Racker fué protegida por el DPN, En cambio el TP, en concentracion
préxima al DFi tuvo una accion protectora netamente nenor,

b) Experimentos con etilmgleimidg . La accion de la etilmaleimida sobre las al-
dehido deshidrogenasas disminuye on presencia de las coenzimas espec{ficas(Ta-
bla 2).

Tanto el DPN oxidado y reducido como el TP protegen a la enzima de
Black. La accion protectora del segundo es algo mayor que la de los primeros.
Bl TPH es un protector efectivo y especifico de la enzima de Seegmiller , ya
que el DPIi no tiene ninguna accion , Por el contrario , con la enzima de Racker
el efecto es inverso pués el DFli es protector aunque déb il , mientras que la
accion del TPl es insignificante,
c¢) Experimentos con o-iodosobenzoato .La accion del o~iodosobenzoato sobre las
aldehido deshidrogenasas de levadura disminuye en prosencia de las coenzimas
especificas (Tabla 3). La enzima de Black es protegida por DPN y TPN, La accidn
del primero se nota aun en la concentracién 0,08 ml, En cambio el acido adeni-
lico 5,0 mi carece de accidn. Por el contrario, la enzima de Seegmiller es pro-
tegida por el TP pero nc por el DFii.

Frente al g-iodosobenzoato la enzima de Racker tiene una conducta sin-
pular que merece descripcidn en detalle (Tabla 4). La incubacidn de la enzima
con @~iodosobenzoato en presencia de DPN determina un aumento de la actividad
enzimatica sobre la actividad del testigo tratado con DPN solamente, Efecto a-
nalogo aunque menos intenso se obtiene con DPNH2 . En cambio, el TPN o el acid

adenflico tienen una accidn escasa o nula sobre la inhibicidn por g-iodosoben-
zoato.

i . . La gceign inbibicora
d) Experimentos con p-cloromercuribenzoato. sobre las enzimas de Seegmiller y

Racker disminuye en presencia de sus respectivas coenzimas espec{ficas (Tabla 5 )
El TPN 1.5 m{ disminuye en un 87 % el efecto inhibidor de este reactivo sobre
la enzima de Seegmiller, En cambio el efecto protector del DPN 2,7 mM apenas

1lega al 7.5%. En cuanto a la enzima de Racker el DFN es un protector especifico
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La enzima de Racker fué protegida por el DFN, En cambio el TPi, en concentracion
préxima al DFN tuvo una accion protectora netamente fienor,

b) Experimentos con etilmaleimids .. La accién de la etilmaleimida sobre las al-
dehido deshidrogenasas disminuye en presencia de las coenzimas espec{ficas(Ta-
bla 2).

Tanto el DPN oxidado y reducido como el TPl protegen a la enzima.de
Black. La accidn protectora del segundo es algo mayor que la de los primeros.
El TP es un protector efectivo y espec{fico de la enzima de Seegmiller , ya
que el DPli no tiene ninguna accion . Por el contrario , con la enzima de Racker
el efecto es inverso puds el DFIi es protector aunque déb il , mientras que la
accidn del TPN es insignificante.

c) Experimentos cop o-iodosobenzoato .La accidn del o-lodosobenzoato sobre las
aldehido deshidrogenasas de levadura disminuye en presencia de las coenzimas
especificas (Tabla 3). La enzima de Black es protegida por DFN y TPN, La aceion
del primero se nota ain en la concentracidn 0,08 m, En cambio el acido adeni-
lico 5.0 mif carece de accidn. Por el contrario, la enzima de Seegmiller es pro-
tegida por el TPN pero no por el DFL,

Frente al g-iodosobenzoato la enzima de Racker tiene una conducta sin-
gular que merece descripcién en detalle (Tabla 4). La incubacion de la enzima
con @~iodosobenzoato en presencia de DFN determina un aumento de la actividad
enzimatica sobre la actividad del testigo tratado con DPN solamente, Efecto a-
nalogo aunque menos intenso se obtiene con DPNH, . En cambio, el TPN o el acid

adenflico tienen una accion escasa o nula sobre la inhibicidn por g-iodosoben-
zoato,

_ . La gccidn inhibidora
d) Experimentos con p-cloromercuribenzoata, sobre las enzimas de Seegmiller y

Racker disminuye en presencia de sus respectivas coenzimas especificas (Tabla 5 )
El TPN 1.5 m{ disminuye en un 87 % el efecto ilnhibidor de este reactivo sobre
la enzima de Seegmiller. En cambio el efecto protector del DPN 2,7 mM apenas

1lega al 7.5%. En cuanto a la enzima de Racker el DFN es un protector espec{fico
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Tabla 2.- Acclon o niridinag-adening dinucleoticdos sobro lg lnndibicion de aldohido

daesliléros:cngsas »or olti'maleinid

ae

. e L . , . -~
Enzinas disteltac en 0.5 ml. de Tris 0,015 I p 8.0, se tratan segin sc indica. Se

detormi na la actividad en 0.1 (o:m.4) o 0.2 ml. (exm3,C :- D),

ix~ Can- Pura-- Adiciones Activi- Inhibi- Protec-
peri- tidac cilon dad do cion de wion de
nento do on de la la onzi la en— la enzi-~
gima. incu- zina na
(rz) bacion c.oonin...0 @) %)
(riin)
Enzing de Dlack
A O 1.0 HNinguna 149 - -
A 0.4 1,0 Eiilmaleimidg 0.048 22 78,6 -
A (VWA 1,0 DPN 1,35 mil 179 - -
A 0.2 1.0 DPN 1,35 misetilmaleinida 0,048 mM 100 Lde3 4346
A 0.4 1.0 DB 35 mi! 108 - -
A 0.4 1.0 DM o35 misetilngleimida 0,048 mhi 57 473 39,8
B 0.6 3,0 MNinguna 320 - -
B 0.6 3.0 Etilmaleimida €,024ml{ VAR 56,0 -
B 066 3,0 TP 1.5 mM 320 - -
B 0.6 340 TPN 1,5 mii ¢ etilmaleimida 0,02 mli 252 213 62,0
Enzimg dd Seogmiller
c 1.6 1,0 Ninguna 175 - -
(o] 1,6 1.0 Etilmaleimida 0,02 mli b 99,1 -
o] 1.6 1.0 TPN 1.5 mli ¢ etilmaleimida 0,02 mli 180 23 T7e5
c 1.6 1.0 TPU 0,75 mld 216 - -
o] 1.6 1.0 TP 0,75 ml & etilmaleimida 0,02 mli 149 31.0 69,0
(o] 1.6 1.0 DR 2,7 nli 160 - —_—
c 1.6 1.0 DFH 2,7 mli ¢ etil maleimida 0,02 mli 3 98.1 1.0
21 =)

D 1.8 3.0 Ninpuna gL - -
D 1.0 3,0 Etilmaleinida 0,18 mi 25 69.0 -
D 1.8 3.0 DRI 2,7 mld 93 - -
D 1.8 3,0 DPL 2,7 rii 4 etilmaleimida 0,18 mii 38 59.2 1.1
D 1.8 3,0 TP 1,5 mi! 72 - -
D 1.8 3.0 TP 1,5ri & etilmaleimida 0,18 mii pIA 66,5 3.6




Tghld 3.~ www@_dp_ adenflico sobre lg
wwmwﬂ Q - iodogo—

A

Enolmas dlsueltas on 0,5 nl, de Tris 0,015 it »il G,

J, so trata durante 30 se;undos

segin se indica. Se determina la actividac en 0.5 mi (oxp.4), 0.1 ml, (e:0.B) 8

0.2 ml.(ozp. C 7 D).

Ex- Canti-
pe= dad de

Activi~ Inhibi- Protac~
~ 3 . ® e
dzd enzi c¢lon do cion de

ri- onzina Adiciones atica _ la enzi- la onzi-
nen- (ng) ﬂD,, y O.103 ma na
¥o —) () @)
min,
Enzina do Blaclk
A 3.5 Iinguna 10& - -
A 3.5 g-Iodooobenzoato 0,06 riil 26 75,2 -
A 3.5 DPii 2,0 ni 120 - -
A 3.5 DFi 9 0 nl 4 g-iodosobenzoato 0,06 rii 77 35.8 £2.3
A 3.5 DFi 0.8 m 100 - -
A 3,5 DPK 0.8 mlx + g~iodosobenzeato 0,06 mi: 73 27.0 63,8
A 3.5 DPN 0,08 nt o5 - -
A 3.5 DFIl 0.08 ]'111 + Q-iodosobenzoa'bo 0,06 i 5 63,2 16,0
B 1.3 ilinguna 71 - -
B 1.2 @-Iodosobenzoato 0,02 mli 32 5%, -
B 1.2 AP 5,0 mii 72 - -
B 1.2 AMP 5,0 mii ¢ o-iodosobenzecato 0,02 mii 33 5,43 1.3
c 0,6 Ilinguna 340 - -
c 0.6 g=Iodosobenzoato 0,02 mh 58 33,0 -
C 0.6 TPV 1.5 nli 320 - -
C 0.6 TPN 1.5 nli ¢ g-iodosobanzoato 0,02 mil 205 36,0 _56.7
Enzina de Seapgmiller
D 0.8 liingune 137 - -
D 0.8 g—Iooosobcm.oato 0.055 mli 2 98.9 -
D 0.8 TP C.68 mii 13¢5 - -
D 0.2 TPl 0,60 mii ¢ g~iodosobenzoato 0,055 mll 73 60,5 38,98
D 0.8 DRI 2.5 i 132 - -
D 0.5 DPFi 2,7 nll ¢ g-ioCosobanzoato 0,055 i 2 93.9 0.0
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Tabla 4.= Accion de »i riding-adeninag dinucleotidog y acido acdonilico sobie la inhi-
bicion del aldehido desihidrogenasa de higado por o=iodosobenzozto.

4¢3 1nz.da enzima dicuclta en 0,5 ml. do Tris 0,015 il , oIl 3,0 , 350 trata cein se im
. o . s e 4 _~ a - . ? B
dica durant® 1 ninuto. Se deterizina 1z actividad de 0,2 mle do solucion,

Expe- Joloci-  Inhibi- Protec-
ri- . dad i- cidn de cidn Ce
;en- Adiciones A nicial la ongzi- la en-
to D5yAel07 ma zima
—22—) Ty @
min, -
A inguna 64e3 - -
A o-Iodosobonzoato 0,2 il 18.0 72.0 -
A DPIl 2,7 rii 65,5 - -
A DFIl 2,7 nll & g-iodosobenzoato 0,2 mli 109.0 -66.1 192,0
A DFIi 1.0 mii 6o 9 - -
A DFli 1,0 mii ¢ g-iodosobenzoato 0,2 nii 103,0 ~53.6 1C1.0
A DFI 0.27 mi: 54e9 - -
A DFii 0,27 il ¢ g-iodosobenzoato 0,2 mbi 7565 ©=16,7 123.0
A TP 1.2 nli 5447 - -
A TPli 1,5 rii 4 g-iodosobenzoato 0.2 mli 224 £9.3 17.6
A TPi 043 mi . 64,40 - -
A TP 0.3 nl! + g~iodosobenzoato 0,2 mh 20,2 638.1 54
A AP 2,9 mii 69.0 - -
A AP 2,9 nli ¢ o-iocosobenzoato C.2 mii 16,0 76,8 -6,7
B NLinguna 6520. - -
B o~Iodosobonzoato 0,2 mii 33.0 49.0 -
B DPN 2,7 ni: 87.0 - -
B DPI 2,7 rii # g-iodosobenzoato 0,2 mii 225,0 -15.9 425,0
B DENH, 2,7 mlf 76,0 - -
B DPNEé 2.7 nil ¢ g-iocosobonzoato 0,2 mhi 120,0 =58,0 218,0
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Tabla 5.- Accion de niridins-adonina dinucleotido sobre lo inhibicidn de aldehido
doshidrogonasas nor w=-cloromercuribenzogto.

s

Enzimas disuoltas en 0,7 rl.de Uris J.Olg ii, pi 5,0, so tratan segﬁn g6 indica,
Se~mide la actividad on 0,2 ml.de solucion,

Sanli- DuI;a- Activi- Inhi-; Protec-~

dad cion dad on- bicion cion de
N I

ce  do la Adiciones zinati- de la lt.a an-

enzi- incu- ca ,0nzi= mgm

1ia bacion AD,, .10 m ¢5)

\ PR = 2407 e

(mg) (1din.) ( in ) ()

i .

Engine do_Secgmiller

046 0.5 Uingu na 202 - -
0.6 0.5 p-Cloromcrcuribenzoato 5.0 ull 78 61,3 -
0.6 0.5 TPN 1,5mi 266 - -
0.6 0.5 TPN 1,5mli $p-cloromercuribenzoato 5,0 /ul. 24, 3.0 07,0
0.6 o5 TFI 0,75 mili. 272 - -
0.6 & TPL 0,75 mll ¢ p-cloromercuribenzoato 8,0 }.ﬂ-ﬁ 233 144 76.4
0.6 0.5 DRI 2,7 mii 225 - -
0.6 «5 DFli 2,7 m! ¢ p=cloronercuribenzoato 8.0/111-1 104 53.8 7.5
Enzing dec Racker
1.8 3.0 liinpuna 64,.0 - -
1.8 3.0 p-Cloromercuribenzoato 0,60 ml 8.5 34.8 -
1.8 3.0 DFIi 2,7 mi 88,5 - -
1.6 3.0 DPi 2,7 rli ¢ p-cloromercuribenzoato 0,60 mii 31,5 64,2 24,3
1.8 3.0 TP 1.5 mid 75,0 - -
1.8 3.0 11.0 &85.3 0,6

TPl 1.5 nll ¢ p~ cloromercuribenzoato 0,00 mi:




2
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ya que la accion del TFli sobre la inhibicion por el mercurial es nula,

e) _Experimentos con iodoacetato. La accion inhibidora del iodoacetato sobre
las aldehido deshidrogenasas de levadura disminuye en presencia de las coen-
zimas espec{ficas (Tabla 6). La proteccién de la enzima de Black con DPN es
proporcional a la concentracién de la coenzima, El acido adenflico , en con-
centracion superior carece de accion. Con la enzima de Seegmiller , la accidn
protectora del TFN ss espaecifica ya que no se observa con DPN, La escasa inhi-
bicidn de la enzima de Racker por el iodoacetato hace inconveniente el uso de
este reactivo p ara el estudio de la proteccién de la enzima pués el error ex
perimental incide seriamente sobre la significacidn de los resultados.

PROTECCION POR CATIOCNES, Las aldehido deshidrogenasas de levadura requiren ca-

tiones para su actividad. La de Black (7) actia con X* y Rp* y el NHZ tambien
la activa aunque en menor grado, La de Seegmiller (3) es activada por cationes
bivalentes (Ca”, Mg“ , etc.) ¥y en menor grado por monovalentes (K*,Na* )e 0
los experimentos de proteccion que se describen a continuacion los cationes én-

pleados se agregan en forma de cloruros,

a) _Experimentos con la enzima de Black . Los cationes monovalentes x* y KU
disminuyen la inhibicion de la enzima de Black por el mafarsen (Tabla 7). El
ion potasio es el mas efectivo y su accion es especifica, ya que no se observa
con Na‘ ,-NHZ o Li‘ . La accion protectora del ion potasio se ha estudiado

cuantitativamente (Tabla 8) siendo significativa aun con K‘ 0,006 M,

El ion potasio tambien disminuye la accidn del g-iodosobenzdato sobre
la enzima de 3lack, En cambio el Na*, Rb* y Li* no solo no son protectores gi-
no que exageran la accidn del g~ ilodosobemzoato, especialmente el Na* y it
(Tabla 9), Si se estudia.cuantitativamente la accidn vrotectora de los iones
potasio la mixima proteccion se consigue con concentracidn 0,06 M (Tah_la 10);
con concentracion 0,0012 }{ aun puede observarse una proteccidn significativa,

flesultados similares se obtienon con el iodoacetato como inhibidor.
Los iones potasio disminuyen la inhibicidn mientras que el Na* 13 exagera (Ta-

bla 11)., Z=1 efecto del potasio ec proporcional a su concentmacidn.
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Tabla 6.- Accidn de siridina-adenina dinucleoctidos 7 acido adenilico sobre la inhi-
bicion de aldehido deshidrogenacas de lovadura nor lodoacctato.

Enzimas disueltas on 0,5 rl, de Tris 0,015 i, »il 8,0, sa tratan durante 5 ninutos
L4 . . . . . -
secun se indica. So nide la actividad en 0051l,. (exp. con enzina de Black) o 0.2 nl
(ex». con onzima de -eegniller),

Expe- Canti- Adicioncs Activi- TInhibi Protec-
. . - = . ’
Ti- dad de d~d en- cion cion de
- /4 ] - L3
xén~  enzina ginn i~ de 1n la onzi-
to (ng) enzina

ca - Ta
#3000 55 )
min .

Inzina ce 3Jlack

A - - liinguna 71 - - - -
A - - IoGoacatato 0.0L Ii YA 3740 --
A - - DPIi 2,5 nili 63 - - --
A - - DFii 2.5 niid¢lodoacetato 0,01 I{ 66 3e3 91,2
A 3 - DXL G.5 mis 0 - - - -
A - - DN 0.5 miis¢ioCoacatato 0,01 L 66 17,2 Ehe5
A - - DIl G.25 ril: 77 - - -
A -- DPii 0.25niis¢iodoacetato 0,01 i 57 25,7 3244
B 1.6 1inguna 107 - - - =
B 1.6 Iodoacatato 0,01 ii 93 13,5 - -
B 1.6 AP 5,0 il 121 - - - -
B 1,6 AlP £,3 nlidiodoccatato 0,01 1L 105 13.2 Re2
Znzina ce Seegmiller
C 0.7 ilinsuna 160 - - - -
C 0.7 JTodoacectato 0,004 1! 76 £2.5 - -
C 0.7 TPL C,75 s 165 - - -
c 0.7 TF 0.75 riiiodoacatato 0,004 ii 132 21.4 0,0
c 0,7 DPI 2,7 mil 162 - - - -
C 0.7 DPli 2,7 mlisioCoacctzto 0,004 Ii 7 Eels =36
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o Te= acci n 7o caticuon
cenoca Gq o lovadora

Lie= Sonti- aGlclonas Activie Troloe-
. P ~ - g -~
ri- cod e nd cion Qe

@pz40.10°)
tln

A 1.3 Loana o7 - - - -

A 1,3 0,00/, i6: o e g - -
A 1e3 oI CL12 i 91 - - -
A 1.2 SLICJI0 1l 1o Tonon CuU0h it o 207 2
A "3 SLia 0002 i o - -

1.3 S1Lia 0.12 il ¢ o lnrcen 0.064 mii 1 Che3 4T

5
{

5 ] SRt bots! 150 - - - -
. . - , - 7 -
B 2.0 Los i U 0 4l 36 540 - -
R - - "
3 2.0 CLlb G.10 L 1138 - - - -

D e CiRb C,10 ii ¢ ipforcen 6,004 i 56 S 20,2

C .".5 A’*A.‘;. ia 12/- [N _ =
S .5 Lo o 0,032 R 26 7°.0 - -
c "5 LT ©.10 1 115 - - - -

Q
hS

Y65 C]_IIIZA U,1C il & maforgen C.032 ml 26 T7 ol 242

2.5 Liinune 2] - - - -
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Tabla O.- Influcnelic g Jc conconsracion Co ioneg ovasio gobirg o i.nl,Lib;'».cidn
dc 1a.DPli nldchico.cashicro~onaca (Black) wor :aflarcen.—

1e3 g Ce eongziin digsuelte on 0,5 ml de Tris 0,015 i, oIl C,0 ze troia con los a-
CGiclonec cue ge “ndican durente 30 £.gundos. Se deteimina la2 setivided en C,0%5

° 4
nl de colucion,

Adiciones Activi~ Inhi- "rotoc-
dad en~ bi- cion de
z;?.::n’tic;lJ cidn la ingi-

(@'QAQ.IOQ ce la ma
nin . ongina )

()

Iineuna o7 - - - -
laforcon 0,064 i 23 7345 - =

C1X C,12 il 4 pafarcon 0,064 mii A "o 59,7

0.064 i 58 3700 5908

CIE G.012 11 ¢ mfarcen 0,064 mi 46 50.5 31.7
ClK 0,006 K g -- - -
C1K 0.006 1 4 mpfargon 0.064m: 38 55,8 20l
CI1K 0.0012 &7 - - -

CiK 0,CC12 I ¢ pplarcen 0,064 ndi 22 N -1.1
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Tabla ©.- Accion de cotiones nonovelentes gsobre la innibicidn de la DSl gl-
deirico Geginidrosenaca ¢e levadura (Black) ©or o-iodorobenzoato.-

se ot
nes o :e incican Curante 30 cenndog. Se determine la 1

La cnzire disuelta en G5 il ¢e Tris 0,015 i, »ii C.0,

(e7e A 7 C) 0 €,05 1l (ave B) ce rolucion.

trata con lag adicio-
actividad en C.1 mil

Canti = Adiciones Activie

Expe- Inhibi-  Protoc-
Ti- dad de dad cn=- cion de cidn de
1an- enzina zimotica la enzi- la onzi-
to (ng) (1D340,102) nn ra
rin, ) (%)
A 1.3 ilinzuna 71 - - -—
A 13 o~Tocosobenzoato U.02 L 32 50 -~
A 1.3 C1K Q.4 il 95 - - - -
A 1.3 C1K 0.4 li#g-iodosobenzoato 0,02 rli 68 2ok 1343
A 1.3 ClX ¢.12 I 99 - - - -
A 13 C1X C.12 lisgiodoscbenzoato 0,02 mii 66 31,3 42T
A 1.3 Clila 0.2 1l 58 - - - =
A 1.3 Clla 0.2 ligg-iodorobonzoato 0,02 mii 16 T ek =31.6
B U.86 liin una 60 -- - -
B 0,26 #-Iodosobenzoato 0,02 mi 25 5C.3 --
B 0..:6 C1Rb 0,12 M 63 - - -
B Ce86 C1Rb 0.123g~1lodosovenzoato 0,12mli 22 6540 =11,5
C A llinmuna 48 - - - -
c 2ok g~iodosobenzosto 0,02 mii 15 GCa - -
c 2ol ClLi 0.27 K 50 - - - =
C 24 ClL:i 0,27 Mso~iodosobenzoato O,Cxili 4 92,0 =340




Tabla 10,- Influencia de 1l 2s concantracionas do iones cotasio sohre la inhibi-
cion .da.la DPN -~ aldeiido deoshidrogonasa nor ol o-iodoso-

La enzima cisuelta on G,5 nl de Trig 0,015 li,nl $,0 ce trata con las adicionas

que se indican dwrante 30 sejundos. Se determiina la actlvidad on 0.1 ml de so-
.« ®

lucione-

Ex- Canti- Adiciones Activi- Inhi- Protec~
veri- dad de dad en~ Dicidn cion de
men- enzima zimiti- ce la la enzi-
to (mg) ca enzina na
#D240,103) (&) (@)
min, .

A Cu3 Hinguna A - -
A 0.8 o-iodosobenzoato 0,06 mli 10 3/ve5 - -
A 0.8 ClK 0.4 1 56 - - - -
A 0.8 C1X 0,4 lag-iodosobenzoato 0,06 mli 19 66,1 21,8
A 0.8 C1K C.12 M. 56 - .
A 0,8 C1K 0,12 lisg-iodosobenzoato 0,06 mil 22 60,9 26,9
A 0.8 C1K 0,06 i . L6 -2 -
A 0.8 C1K 0,06 lisg-iodosobenzozto 0,06 mii 19 587 30,6
A 0.5 ClK 0,012 1i. 43 - - - -
A 0.5 C1K 0,012 liso-iodosobenzoato 0,06 mid 10 76,5 2,1
B 1.3 Ilin7una 71 -- --
B 1.3 g~-Iodosobanzoato C,02 il 32 2.0 - -
B 1.3 C1K 0,12 1 99 - - - -
B 1.3 ClK G,12 lisg—-iodosobonzoato 0,02 mll 66 31,3 1247
B 1.3 C1K 0,06 1i . fas; - - - -
B 1.3 C1K 0,06 lieg~iodosobenzsozto 0,02 rii 75 1,8 7362
B 1.3 ClK 0,012 Ili. S - - - -
B 1.3 C1X 0,012 lisg-iocosobonzoato 0,02 mi 62 23.5 57 o2
B 13 C1K 6,006 1i . 79 2 o
B 1.3 C1X 0,006 lsg-iococobenzonto 0,02 m 53 32.0 40.3
B 1.3 Cl1K C,C012 Ii. 78 - - -
B 1.3 C1K 0,0012 lisg-iocCosohenzooto 0,02 mii L4 13,6 20,8
B 1.3 C1K 0,0006 M . o - - - -
B 1.3 C1K 0,0006 lig~iocosovenzonto 0,02 mi 37 (0.2 ~9¢5
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La accion de los cationes monovalentes sobre la inhibicidn de la enzi-
ma de Black por etilmaleimida difiere notablemente de la que se observa con &=
tros reactivos de tioles (Tahla 12) .El cation rubidio es el que ejerce la ao-
cidn p rotectora mas evidente mientras que el potasio tiene una accidn conside-
rablemente menor que no es especifica , pués se obticno protecciones similares
con L%y, .

La accidn protectora de los iones potasio frente a los reactivos de

tioles, es extensiva a la inactivacidn aparentemente espontanea que sufre la
enzima congelada., La estabilidad de la enzima aumenta notablemente en presen-
cia de ClK 0,12 M cuyo efecto os superior al de la cisteina 0,002 M, proxima
a laque Black aconseja para co_nservar la actividad de la enzima, Los efectos:
de la cistein a y el cloruro de potasio no son aditivos (Tabla 13).
b) erimentos con las enzimas de Racker v Seegmiller, El ion potasio tuvo
un efecto muy poco significativo cuando se intenté. prevenir la Ainhibicién de
onzima de Racker por pafarsen (Tabla 14). Los iones potasio,magnesio y calecio
tampooo afectaron significativamente la inhibicidn de la enzima de Seegmiller
por el g-iodosobenzoato , etilmaleimida, iodoacetato, mafarsen y p-cloromer-
curibenzoato (Tabla 15) .

PROTECCION POR EL ACETALDEHIDO

a) Lxperimentos con mafarsen . La accion del acetaldehido sobre la inhibi-
cidn de las acetaldehido geshidrogenasas por’'pafargen depende de la enzima
(Tebla 16), pués el acetaldehido protege en forma neta la enzima de Racker,

es un protector débil de la enzima de Black, mientras que exagera la accion

del pafarsen sohre la enzima de Seegmiller (Tabla 10) ,.

b ) Experimentos con etilmaleimidf v o-igdosobenzogto , El acetaldehido es

un protectq r débil de las enzimas de Black y Racker frente a la etilmaleimida ’
siendo nula su accidn con la enzima de feegniller (Tabla 17) . Resultados si-

milares se obtuviero n con el g-iodosobenzoato (Tabla 18).

8) Experimentos cop p-gloromercuribenzaato . La accidn del p-cloronercuriba -
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Tablﬂ llo"'

T

0,5 rml de enzima disuclita on 0,015 Il Tris, pH 8,0 se trala con las adicionas
qud se indican durante £,5 iinutos. So detormins lz setividad deo 0,05 nl de
mezcla.

on de le DPY acetaldohido

Activi-

Expe; Canti- Inchibi- Protec-

ri- dad ce dcd on-  cion cion de

nen~  cnzina zinati- de la la enzi

to (ng) onzima ma
@D340.100)  (3) )

nin, . ..

A R 224 -- -

A -- Tocoacetato 0,01 1i 150 33.0 --

A -- ClK Q0.4 K 211 -- --

A - - Cl1K 0.4 1li ¢ iodoacatato 0,01 li 200 5462 0Le2

A - - C1K 0.0/ X 240 - -

A -- C1K 0.0/ 1li ¢ iocdoacetato 0,01 M 202 16,0 £l.5

A -- CIK 0,02 ki 210 - - - -

A - - C1K 0,02 i ¢ iocou:catato 0,01 I 175 16,9 437

A -- C1K 0,004 i 198 - - - -

A -- C1K 0,004 i ¢ iodoacetato 0,01 M 125 35,7 =11,2

A - - Clia 0434 M 187 - - - -

A - - Cllia 0,34 li ¢ ilodoccetato 0,01 Li 100 46.6 ~41.3

B 0,36 ilinzuna 68 - - - -

B Le86 Iodoacetato 0.01 i 58 147 - -

B 0.86 CIK 0,2 I 72 -- --

B 0.56 Cl1K 0,2 1. ¢ iodoacetato 0,01 H 65 10,2 33,0

B 0,86 C1K 0,04 M 70 - - - -

B 0,86 C1K 0,0/ }f & iocdoacetato 0,01 I al 12,9 12,3




gue sc indican, durante 1 ninulo. Se dcterminc la actividad sobre 0,05 ml (A) o
0.1 m. de mezcla (B).

E:— . Canti-

Activi-

Inhi- Protec-

ne- dad de Aciciones dad de  bicion cion do
ri- onzina la en~ de la 1la enzi-
non-  (ng) zina enzina ma

o Apx0a03) @ (@

B . ,|.l I!. c

A 1.9 ilinsuna 120 - - - -
A 1.9 Btilaleinica 0,024 mi 52 5047 - -
A 149 C1Rb 0.4 li 83 -- -
A 1,9 C1Rb 0.4 lisotilmoleimida 0,024 mii 79 L7 1.1
A 1.9 Cl K 0,4 N 102 - - - -
A 1.9 CiK 0.4 litatilmaleimida C,024 mli £8 4361 24,0
B 264 Iiinguna 40 - - - -
B A Ztilmalecimida 0,024 bl 27 3245 - -
B 24 ClLi 0,27 M 37 - - - -
B 2es ClLi 0,27 ‘*Isetilmaloinida 0,074 mi 28 YA A
B 245 llinguna 116 - - - -
it} 2.5 Etilmaleimida 0,024 mM 72 38,0 - -
B 245 ClLi 0,27 W 92 - - - -
B 2.5 ClLi 0,27 . Meetilmaleinida 0,024 mif 65 293 22,8
B 245 C1NI0,1 1 96 - - --
B 25 G].NIZ;O.I ti¢etilmaleinida 0,024 mi 63 3he3 9.7
B 2.5 liingtna 94 -- - -
B 25 Etilmaloinida 0,024 mli 56 404 --
B 2.5 CLIT. 0.1 M 102 - - --
B 245 CLH;, 0.1 Msetilmalimida 0,024 mi 69 3244 19,8

................
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Tabla 13.-~ Acci

0.17 ng de enzima cuodan 2 dias a =16° con las adiciones quo se indican,

3 - " a - ’ .
Se nida su actividad entos de congolar y al cabo de AC horas, Volizien final

0.25 ml,
Activi=- Activi- Inancti- Pro"tec—
Adiciones dad en- dad en- vacion cion de
zimati- zinati- ecpon=- la enzi-
ca ini- ca a las °“anea na
cial LS horas (%) (4
03 03
min, . .. . .min. .
Ninguna 132 41 63 - -
C1K C.,12 1i 118 16YA L6 32
Clorhicrato c¢e cisleina 0,002 1: 124 56 55 19
Clorhidrato de cisteina 0,002 M 12/, 56 55 19

Clorhidrato éeo cistoina 0,007 1i ¢
Cl K 0.12 1{ 140 20 L3 37
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Tabla 1.~ Accion Cc ionog votagio cobire Za inhibicion ¢e la zeatcldenido
. s ~ -7 .
dogitiCrozenasa Ge i ado er nclarcen, -

1.0 ng e enzimn disuelio en G,°5 wl de G015 1. Vris, ol 5,0, £a trata con

2

iolones cuo co indilcan curonte 3 minutog, Se doterming lo cculviced da

e
las

Uer Ml GC ::02ClTe

Activie iniibi~ Protec-

) - . @ .’
AcCicionos cad on-— cion cion do
. ’q - .
Ziinnti- ae la la cnzi-

ca onzina pots
D=/L,103 (<) )
.min. - -

in juna 67 - - --

Clii C.3 # Iafurcen G410 mli 19 AN IO <)




Tabla 15,- Acc:.on de vazior cationac coure la inhibicion ¢c 1o cnzina de Seep=

0.5 ml de =izinn diesuclia en Tris 0,015 1, »i 8,0, Se dcteiriina 1o cctividad on
0.2

er Il do nazlca,

OO OO0 HEREY HERE DOUYuouUvo

Ezne~ Canti-. Dura-~ . : Activi-= Inhibi- Protec-
ri- dad de cion do Adicionos Cad nzi- cion de  cion T e
on- ongima la incu- natica la onzi-~ 1la anzi-
to (ng) Wweidn @D2/C,10°) :a ma
(;ain) ien, . (3) ()
A 0,2 . o5 L iEnyuma. ... . 19 e -
A 0.5 o5 g~iodosobenzoato 0,055 i 2 0Ce9 - -
A 0,8 5 Clilfg 0,07 I 188 - - - -
A 0.8 0.5 Cl Iz 0,07iisg-iodosobenzoato 00%m! 1 99.5 0.5
A 0.8 0.5 0.2 M . 188 - - - -
A 0,8 0.5 ClK 0R lisg~-iocosonninzoato 0,055mli 1 205 -0,5
B 0,7 Ces inmma 125 - - --
B 0.7 o5 o-iocdosobenzoato 0,055 mbl 7 S ols - -
B 0.7 G5 €1, Ca 0,07 I 100 - - - -
3 0.7 LeoS ClCa 0,07lsg<icdavbaroato 0,055mli O 10,0 ~£48
c C./ 1.0 Linguna 175 - - - -
C Co/s 1.0 tilaldnida 0,02 mli 1.6 29,1 - -
C 0. - 1,0 ClpM: 0,15 I 11 - -
C 0ok 1,0 Mz Ou1fksotilnloinida 0,02 4,0  0%.2 1.9
c O.. 1.0 Clk 0,1 Li 166 - = - -
C Code 1.0 Cl1k 0,1 Heotilnnleimida 0,02 mli 1.e0 97,6 1,5
0.7 L0 Ningzna 150 - - - -
0.7 5.0 Iodoacetoto 0,004 i: 76 . 52.5 - -
0.7 5.0 Clpl.g 0,066 1! 176 - - --
0,7 5.0 Ccl 21{; 0,068 3i0d0ccetato 0,004 10 %6 /540 1..3
0,7 fe 0 CIK 0,1 M 156 - - - -
0,7 .0 ClK 0,llisiodoacatato 0,004 1 a5 /.545 13.3
200 o5 uin: 1ma 106 -- - -
265 Ceb lalfovien Uel32 1l /9 53,8 - -
245 0.5  Cli&: 70,076 1l 77 - - - -
N6l O.5 Cl?l 0,076 ligpaiorgen 0,032 i 30 61,0 =13.4
0.7 0.5 llin-una 148 - - - -
0.7 0.5 iioforgson 0,032 mi 30 7CeO - =
0.7 0.5  ClsCa 0,076 I 104 - - - -
Co7 0.5 CIZC.:! 0,076 lis liofarcen 0,022 mil 12 G845 =10,9
0.5 0.5 Iinsana 202 - - -
0,6 045 p~Cloronercuribicn:oato G.0 ,Jh 78 613 - -
0.6 045 1z 0,076 I 242 - - - -
g M 1 D= -
0.6 C.5  Clp lig 0,076 Lap claxc;gv%mgrous.:. n ~ 6.6 =7.0
0.6 0.5 ClX 0,1 M ’ 280 - - - -
0.6 0.° CIK 0,1 1&2\-10!0 sorcuribenzoato
8,0 }Jh 129 5/,40 11,9

La engima usada .en.los.cxmerinentos.con .CloCa . fua .wrenarada cspecialnonte, lavan
do ol recinitado del fracclon~micnto ncetonico dos veces, con 1 volumen de una
colucion helada de acatato 0,5 1i il 5.3 ¥ acotona on haries Fuales.-



Tabla 16,~ Accidn cel cechclichico 'oorc 1a mniblc:.on de aldchido deshidrosona-
sac.mor .pafercen. ... ... L.

Enzimas di uuoluau en 0,5 nl Ce Tris 0,015 I nil u.O so tratan remin se indi ca .
Se deterriina la "ct_vn.éad er 0,05 nl do solucion (B>, con onzima de Bleck) Y
en 0,2 ml de solucion (Exv. con cnzima Co Seormiller ¥ Rackor),

Expe- Canti~ Dura= Activi- Inhi- Tro-
ri-  dad de cion Adiciones dad en~ bi-  %oc-
ron- enzi- do la zimati- cidn  cion
to na incuba= ca de la de In
' (mg ) cion (4 D340,103) enzi- enzi-
{min) min..... na na
(3) (5)
Enzing de Blaclk

A 1.6 0.5 [liinguna 132 - - --
A 1,6 0.5 Lialargen 0,044 li 3 32 7565 - -
A 1,0 0.5 Acetaldehido 1,6 = 10:3 1 108 - - - -

A 1.6 0.5 Acetaldenhido 1,6 x 10 = Mesmafarson
0,064 .m. . L3 60.1 20,7

B 60 0.5 linpguna 106 - - - -
B 248 0.5 liafargen 0,032 mM 49 53,8 - -
B 7e8 0.5 Acetaldenido 1.6 x 103 I 98 - - -
B 2.8 0.5 Acetaldohido 1,6 x 10~3 M sngfarsen

0,032 mi. .. 33 66,3 =23.3

Engi Q e

C - - 3.0 lingpuna 7 - - - -
c -- 3.0 lofarsen 0,13 mM 52 33,0 - -
o - - 3,0 Acctaldehido 1,0 = 10‘ M [ - - - -
c - - 3,0 Acotaldohido 1,0 x 1072 Mgmafersaen

0,13 mid. .. 79 11.0 67,0
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zoato sobre las enzimas de Seegmiller y Racker no es afectada por el acetalde-
nido (Tabla 19).

d) Exporimentos con iodoacetato . El acetaldehido disminuye ligeramente la ac-
cion del iodoacetato sobre la enzima de Seegmiller pero no modifica la inhibi-

cion de 1_a enzima de Black (Tabla 20).
USL

En un capitulo anterior se demostrs la existencia en todas las al=-
dehido deshidrogenasas de grupos tioles esenciales para la actividad enzimaties .

Los resultados reseiiados en este cap{tulo demuestran que esos tioles
estan estrechamente vinculados a las coenzimas respectivas pues la proteccién
del tiol se obtiene solamente con la coenzima espec{fica.. En efecto:

1) La enzima de Black , que actia con DPN o TPN indistintamente fué protegida
frente a todos los detectores de tioles usados , por ambas coenzimas, y también
por DPN reducldo, mientras que el dcido aden{lico carecid totalmente de accidh
protectora .

2) La enzima de Seegmiller , que es esp.c{fica para el TPN,fué protegida exdiu~
sivamente por esta coenzima, pués el DFN no previno su inhibicidn por el iodm -
cetato , la etilmaleimida, el g-iodosobenzoato, o el p-cloromercuribenzoato,

3) La enzima de higado que es espec{fica para sl DPN; fué protegida por el DPN
pero no por el TPN frente al p-cloromercuribenzoato y a la etilmaleimida si
bien el TPN protegid débilmente frente al pafargén .

La relacidn funcional entre el tiol y las coenzimas de las adldehido
deshidrogenasas podria explicarse de varias maneras; 1) el tiol se encuentra
proximo al area de la enzima que combina la coenzima sin tener relacidon funcio-
nal con ésta; 2) el tiol se encuentra en el area activa de la enzima y cone
tribuys a la union de enzima y coenzima y 3) en condiciones similares el tiol
contribuye al transporte de electrones del sustrato a la coenzima,

Respecto a la hipotesis 1) Es poco probable que en tres sistemas dis-
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Tab la 17.- Accion de

cob.e la inhibicion ce ~ldahido deshidro-

nor H-otilmaleinica,-
Enzirnas disueltac on O.J nl ¢e Tris 0,015 1, »H 8.0, Se tratan sesin ce indica
Se deterrins la actividad on 0,05 rl (e:d. con enzima de Black) v 0.2 ml (o;:p.

con cnzinas de Secillecr v Daoclier)

s~ Can- Du- Activi- Inhi- Protec

pe- ti- ra- Adicionas dad en- bi- eidnd
i~ dad  ciodn zimati-  cidn la en-
rien-  de de la ca de la zina
to on- incu- (40220 103) enzi- (2)

zi- b a= nin .. -

na cis n )

(mg)  (:in)

Enzino de Black

A 1.9 1 Ilinmuma | 104 - -
A 1.9 1 Tli~etilmaleimida 0,024 =ik 56 53.9 - -
A 1.9 1 Acetaldelido 1.0 % 107H 100 - -
A 1.9 1 Acotaldeiice 1.6 : 10~ ii#li-ctilna-

: leimida C.024 rii 55 LE5.0 1645

B 1.6 1  liinguna 175 - - - =
B 1.6 1 l—otilroleimida .02 rii 1.6 29,1 -
B 1,6 1 Acctal delico 2.2 3 1073 185 - - -

B 1.6 1  Acoialdoniido 3.2 :x 1031 ¢ ll-otilna-
loimida 0,024 mil 2.6 93,6 0.5

2 A 0 -
oina de ilacke

¢ 1.2 3 Tinwma S
C 1.8 3  li—etilar leinida Co10 il 24 70,0 - -
c 1.8 3 Acctsldeldido 1,0 x 10741 a1 - -
c 1.8 3 Acetaldehido 1,0 x 102 4 ii-ctil ma-

loinicda 0,18 mii 37 Che3 22.4




Tabla 18.- Acei
sas por o~-iocdosobenzoato

L3 3 3 3 ’ - Ll - s 9
zobre la inhibicion de aldehido deshidrocenas

Enzimas disueltas en 0.5 O ml (e:m. con enzimas ce Black y Racker) ¥y 0.5 nl
(expe con enzima de Seezmiller) de Tric 0,015 i, pH C,0, & troton somm ce in
dice. Se determina la actividad en 0,05 ml (esmy. con enzima de Black) 7 en 0,2
nl (ex». con aenzina de Soegmiller v Raclker)

Ex-~ - ‘Can<- Dura-= Activi= Inhi- Protec-~
ne-  ti- cion Adiciones dad cn- Dbi- cidn de
ri- dad de la zincti- cidn la on-
en— de incu- ca de la zima
to en- bacion (AD'QAO,J.O—") enzi- (%)
zi-  (min) min. na
na )
(ng)

A 3.5 0.5 Uinuna 105 - -

A 3e5 0.5 g-Iocosobcnzoato 0,06 mli 26 £.2 - -

A 2.5 0.5 Acotoldelido 1.6 x 1073 79 -- -
- A 3.5 0.5 Acctaldehicdo 1.6 10"31-I(-1_i-iodosob0n-

zoato 0,06 M 34 50,7 A
A 2,5 0.5 Acobaldehico 2.7 x 10741 2  aa -a

A 3,5 0,5 Acctalcciiido 2.7 x lo—ﬁ-hg—iod.osoben-
zoato 0,06 mM 29 65,5 Oa

Eng a Sec 0
. 0.8 05 e T , . .
B 0.8 0.5 #-Iodosobenzoato 0,055 mii 187 98.9 - -
B 0.6 0.5 Acetaldenido 1.5 x 103K 166 - = ==

B 0,8 0.5 Acotaldehido 1.5 x 10~ t#g-iodosoben-~
zoato 0,055 miM 3 08,2 0.7

Enzi je cka

o] he3 1,0 Hin~una 66,0 =~ - -
C Le3 1,0 g-Iocorobenzoato 0,2 mli 17.2 73,9 --
C /4.3 1.0 Acetoldciido 1.3 x 10~ 700 - -  —-

C 43 1.0 Acchaldenido 1.3 x 10-<lig-iodocoben=
zoato 0,2 mM 35.9 43'6 3443




» Tabla 19.- mmwmwmcmn ¢e aldehido dashidro-
| genasas - »or . p-cloro norcunbenzoato.

Enzima disuelta en 0,5 nl de Tris , pH 8.0, se trotan cegun se indica, So mi-

de la actividad cn 0,2 Ce colucidn.

Canti<  Dura- Activi- Inhibi- rotoc-
dad de cidn Adiciones dad en- cion de cidn de

,! onzina de la zinati- Jla onzi- la en~
3 (ng) incu- ca na zima
: ba= ( %103 (%) (3)
S clon rin
! (rin) |
J

0.6 0.5 iin-ma o 202  e= -
0.6 0.5 p-cloronercuribenzoato 8 M 73 61,3 --
0.6 0.5 Acetaldenido 3.2 x 1073 232 = --=

. 0.6 0.5 Acotaldaohido 2.2 x 10™3lisp-cloromer-
curibenzoato 8 ulf 85 6344 3.4

- Enzima de Raciier

1,8 3.0 Hincuna S 040 =~ - - -
1.8 3.0 p-cloionercuribenzoato 0,6 mll Ce5 Tlo8 - -
1.8 3,0 Acotaldeiido 1,0 x 10-2 81,0 -=  --

3 1.8 3.0 Accioldenico 1.0 x 10~2lisp-clorromar-

: curibenzoato 0.6 mhl 9.0 2.9 =36
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tintos exista un tiol localizado precisamente en la zona dé union de la coen-
zima, sin poseer funcidén especifica, Esto hace mas verosimiles las hipdtesis
2) y 3). Casos anélogos han sido considerados previamente por diferentes auto-
res,.

Rapkine y Rapkine explican el "fenomeno de proteccion" por coenzima
en la trig}osfato deshidrogenasa por la proximidad de la unidm DFN-enzima al
SH necesario para el proceso de catalisis,

Guzman Barrén (10) propone una explicacion similar para la alcohol
deshidrogenasa donds los SH actuarfan como transpotadores de electrones entre
el sustrato y la coenzima, pues en la alcohol deshidrogenasa de levadura (4),
sustrato ¥ coenzima ejercen aceidn protectora frente a los reactivos de tioles,

Bonnichsen y Theorell (11) postulan en la alcohol deshidrogenasa cris-
talizada de higado una unidn directa del DPNH a la enzima , por intermedio de
un Sl, por 1 a aparicion de un nuevo maximo de absorcidn que de 340 m p pasa
a 325 m p , salto que puede ser prevenido por ﬁ-cloromercuribenzoato, sl bien
en la alcohol deshidrogenasa de levadura Barron y Levine (4) no encontraron un
efecto semejante, Las observaciones de Kaplen y Cioiti (12) sobre la inhibicion
de la alcohol deshidrogenasa de hfgado por hidroxilamina tienden sin embargo
a confirmar la hipotesis de Bonnichsen ¥ Theorell.

Racker y Krimsky (13) han propuesto también la unidn del DPN a la
triosafosfato deshidrogenasa , a través de un SH, para explicar el mecanismo
de la reduccion del DPN en base a la variacion del espectro de ab sorcion del
complejo enzima-DPN por agregado de acido iodoacético. Un examen exaustivo
del problema se encuentra en la monograf{a de B.Chance (14).

La accion del acetaldehido frente a los reactiwes de tioles es mucho
menos uniforme que la observada con las coenzimas, Con la enzima de higado la
accidn protectora del acetaldehido es evidente (salvo con p~cloromercuribenz a-
to) ; con la enzima de Black, la proteccion es mucho mas débil mientras que

con la enzima de Seegmiller solo respecto al iodacético se comprueba una muy
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débil proteccidn., En oposicidn a estos resultados, en algunos casos el acetal-
dehido aumenta el efecto de los reactivos tloles,

Esta disparidad en la accidn del acetaldehfdo excluye algunas posibi -
lidades e implica otras, En primer lugar la ausencia completa de proteccién
por acetaldehido con la enzima de Seegmiller contradice el mecanismo general
propuesto por Racker (15) para la oxidaciol enzimitica de los aldehidos cuya
etapa inicial serfa la formacion de un hemitiocacetal , si bien este mecanismo
podria ser valido en las enzimas de Black y Racker,. Pero ain en estas enzimas
no es seguro que se forme el hemitioac;tal.. La reactividad de los SH (10) de-
pende en parte de los grupos que se encuentran en su vecindad y si el acetal~-
dehido se uniese a la prote{na en un lugar cercano al SH, la actividad del mis-
mo cambiarfa (con aumento o disminucion), lo que explicaria tanto la exagera-
cidn como la disminucién de la inhibicion que se observa en presencia de ace-~
taldehido , Ademas el carbonilo aldehfdico (15) que es altamente reactivo, po -
drfa formar complejos inactivos con tioles esenciales de la enzima,protegién-
dolos , sin que estos tioles tuvieran papel alguno en la formacidon del comple-
jo activo enzima acetaldehido.Esta posibilidaed ha sido ya sugerida por Racker
(15) y en ese sentido es bien caracter{stica la accidn inhibidora de altas con-
centraciones de acetaldehido (13,v.i.), cuya cindtica como se vera mas adelams
te, satisface la hipdtesis de la unicn de 2 moléculas de acetaldehido por a-
rea activa de enzima , la primora formando el complejo de liichaelis y la se-
gunda inhibiéndolo. Todo ell o hace poco evidente el papel de los tioles en la
formacidn del complejo enzima-acetaldehido,

La proteccion de los tioles de la enzima de Black por cationes como
el pobasio ¥ el rubidio, no parece estar ligada especificamente a la accidn
activadora de 1 a enzima ni a la formacion de un complejo tiol-ion, El poder
activador de cada idn ¥y su capacidad para proteger tioles no son paralelos
en la misma enzima o comparativamente , en las dos aldehido deshidrogenasas

activadas por iones es decir las enzimgs de Black y Seegmiller , Asi la enzi-
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ma de Black fué protegida frente al mafargen por sus activadores espec{ficos,
potasio y rubidio , mientras que el calcio y magnesio necesarios para la acti-
vidad de la enzima de Seegmiller no impidieron la inactivacich de ésta ltima
por los reactivos de tioles,.

Si se analiza con mas detalle la proteccion de la enzima de Black
por los iones p otasio y rubidio se comprueba que su efecto no es general sino
que depende del reactivo de tioles utilizado. En efecto, el rubidio es fuerte
protector respecto a la etilmaleimida pero no frente al g-iodosobenzoato, mien-
tras que el potasio impide mas la accidn de este Wltimo que la de la etilmalei -
nida,

La singular accidn de los iones sobre la sensibilidad de los tioles
de la enzima de Black para sus reactivos especificos , puede mas bien atribuir-
se a efectos (tal vez elactrostaticos) sobre la disposicidn de las redes pep-
t{dicas de la molécula proteica , de manera que de acuerdo a la configuracion
espacial de éstas Wltimas los tioles serian mas o menos accesibles a sus inhi-
bidores . =n algunos casos habria una relacidn inversa entre la variacion de
accesibilidad a un determinado reactivo tidlico y a las areas activas de la
enzina y entonces la accion activadora de la enzima y la protectora del tiol
estarfan parcialmente superpuestas . Esta explicaci6n satisface vor una parte,
la coincidencia cuantitativa entre 1 as concentraciones de potasio que activan
la enzima y protogen los tioles, y vor otra el hecho de que los iones inhibid -
res de la deshidrogen asa, como el sodio y el litio, exageren en algunos casos
la sensibilidad de los tioles para sus reactivos especificos, Si la accidn del
sodio y litio consistiera en ocupar el tiol ocupado normalmente vor el potasio
(o el rubidio) ,en lugar de mayor inhibicion debeeia obtenerse proteccicn.

La fijacidn de cationes alcalinos por proteinas (19) en forma de com-
plejos similares a los que se postulan para la enzima de Black, ha sido demos-
trada recientemente por Carr (20) con la pepsina, f-'lacto globulina y f)oero

globulina , & sero globulina y el fibrégeno ; argumentos derivados de la ciné-
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tica de la activacidn de la enzima de Black cocuerdan con la hipdtesis del come
plejo enzima-cation alealino,

Los iones potasio, rubidio y amonio, tienen radios similares (18).
Cuando los lones estan hidratados, el radio de los del primer grupo es memor que
el del sodio , y éste a la vez menor que el del litio, mientras que en los m
hidratados la relacidn es justamente la inversa. Esto pareceria indicar que la
proteccién de los tioles y la activacidn de la enzima de Black estan ligadas
al radio del ion cualquiera sea la forma (hidratada o no) en que éste actie,

Una hipdtesis similar ha sido expuesto por Kaclmar y Boyer (17) para explicar la
activacion de la piruvico fosfoferasa por los iones ahora en discusidn, Debe ha-
cerse notar, sin embargo, que el idn amonio , a pesar de su radio parecido al
del potasio y el rubidio es un activador y protector de tioles menos eficaz que
el potasio y el rubidio, lo que pone incertidumbre en la explicacion propuesta..

El efecto activador del g-iodosobenzoato sobre la enzima de Racker em:
presencia de DPN (oxidado o reduci&o) es especifico pués no se observa con TPV ,
pero por ol momente no existen hechos que permitan explicarlo,

En resumen, la diferente intensidad de la proteccidn por coenzima, sus-
trato y catidn activador que varia segin la enzima, 1leva a la conclusidn gene-
ral de que exlste una relacion directa entre coenzima y grupos tioles de la pro-
tefn a en las tres aldehido deshidrogenasas,

Estos grupos tioles podrfan actuar como v{nculo de coenzima y apoenzi-
ma (caso de la enzima de Seegmiller) o como transpotador de electrones entre muse
trato y coenzéma (enzima de Racker especialmente), En este ultimo caso deberia
espararse que el sustrato y la coenzima den proteccicn aproximadamente igual,
como ocurre en la alcohol deshidrogenasa (4). En nuestras observaciones, ex-
cepto con la enzima de Racker, dondé frente a algunos inhibidores el acetal-
dehido proteg e en la misma extension que la coenzima , la proteccion por és-
ta dltima fué mayor y mas consistente que por el substrato, lo que disminuye la

probabilidad de que el tiol en las coenzimas de Black y Seegmiller actie como
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transportador de electrones y si bien ello puede occurrir en la onzima de llac-
ker , no se excluye quo grupos tioles tengan allf un papel anilogo al de los tio-
les de las otras dos deshidrogenasas, es decir facilitar la unidn de la apoenzima

con la coenzima,.
CONCLUSIONES

1° .~ La inhibicidn de las aldehido deshidrogenasas de levadura y de la aldehido
deshidrogenasa de higado es disminuida especificamente por las respectivas coen-
zimas,. Por el contrario, la acetaldehido deshidrogenasa de hfgado oxagera sSu &ac-
tividad normal en presencia de DPIl o DPNH y g-iodosobenzoato; dicho efecto es es-
pecffico pues no se produce mon TFN,.
20.- El acetaldehido previene en forma neta la inhibicidn de la enzima de Racker
por reactivos de tioles (excepto el p-cloromercuribenzoato) y previene en forma dé-
bil la inhibicidn similar de la enzimm de Black (excepto por iodoacetato). En cam-
bio no protege los tioles de la enzima de Seegmiller salvo frente al iodoacetato,..
30.— El idn potasio protege la enzima de Black frente a todos los reactivos de tio-
les estudiados y el idn rubidio la protege frente al mgfarsen y la etilmaleimida,
pero n o respecto al g~iodosobenzoato,

Los iones sodio, litio y amonio no tienen accidn protectora y en algunos
casos exageran la inhibicion por reactivos tioles.
40.— Lo s tioles de las enzimas de Seegmiller y Racker no son protegidos por los
cationes monovalentes ni la enzima de Seegmiller por los cationes divalentes, cal-
cio v magnesio, necesarios para su actividad.,
50.- En las tres deshidrogenasas estudiadas existen grupos tioles esenciales, fun-
cionalmente vinculados a la coenzima espec{fica, En las enzimas de Black y Racker

es posible la existencia de otros tioles que intervienen en la activacion del a~

cetaldehido , especialmente en la Ultima,.
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Los rosultados obtenidos hasta ahora demuestran que algunos componentes de la

enzima de Black, om. especial el idn potasio y el DFN, pueden hallarse vinculados en
la superfiicie do la cnzima en la proximidad de grupos tioles, Esta posibilidad se
ha explorado ahora detalladamente mediante el analisis do la cindtica de la enzima,
Black (1) realizo algunas observaciones de tipo cindtico sobre la accidn antagénica
de los ionecs notasio y litho, llegando a la conclusion de cue la accion inhibidora
de éste Ultimo no esta ligada a un efecto salino, Por otra parte comprobd que la
formacion del complejo enzima-sustrato, no sigue la curvs clasica do ilichaelis-ten-
ton pues por encima de una ciorta concentracion al acetaldehido actda como inhibidor
de 12 enzima,

En los expcrimentos que se detallan a continuacidn se hs analizado detalla
damonto la cindtica de la cnzima de Black, considerandose sucesivamente la influem—
cia del ion activador, de la enzima y del acetaldehido sobre la actividad del sis-

’ - . . 0 s .
toma y asli mismo, sobre los distintos complejos gue regulan dicha actividad,
itegultado

1) Aceidn do varios cationes sobre la actividad de la enzima de Black,- Segin Blac

los iones potasio rubidio y amonio, activan con intonsidad en orden decreciente la
DFli aldehido deshidrosenasa de levadura (1) mientras que los iones sodio y litio
la inhiben, Hemos confirmado cualitativamente sus observaciones (Tabla 1) ¥ ade-
mas, que los cationes bivalentes calcio,magnesio y bario son inhibidores, Cuanti-
tativamente ol efecto activador maximo del potasio se obtiene con la concentracidn
0.05 i , en lugar de 0.3 M que reficre Black ( Fig. 1). Con rubidio (Fig 2) La
activacidn maxima corresoponde a la concentracidon 0,02 ¥ . En las secciones si-
guientes se analizard la influencia de los iones activadores sobre las pronie-
dades de los complejos gue la enzima forma con sus sustratos espec{ficos, es de-

cir el acetaldehido y el DFPW,

2) Influencia del potasio ¥ el rubidio sobre lg congtante K del compleio enzi-
s 171

ma-acotaldehido, La constante de iiichaelis avarente (Es) del complejo anzima-ace~
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Tabla 1 .~ Accion (¢ vorioc catloncc sobrae la actividad de la DPliolde-
hido deshidrorenaza (Black) .

Enzina disuelta en 3 il cde Tris 0,015 i »iI C,0 on »rosencia do cisteina

0,001 ii, DPY 0./ ril, las adicioncs aque se indican 7 aceialdolsido 17x10~2
e - 7 - . - 2 7 .
agrogado al final, El ion bario ze aiadio como nitrato; los —ectantos

ioncs como cloruros

Canticad Activicdad Actividad
de cnzina Ads.cionas cnzimati- roshacto
(ng) ca al teoti-

go con ClK

(A p340.103) 0,05 I
. of

nin %)
0,065 liinguna 36 9
0.065 K * 0,05 li 400 100
0.0065 La* ¢,05 1 0 0.0
0,055 Catt ,05 il 2 0e5
0,065 lig* %0.05 1i 5 la?
0,065 Ba* *0,05 1l 1 0,2
0,071 inzuna L /a3
0.021 k¥ .05 S 100

0,021 Rb * G.05 i £9 7043




Figura 1

3 - i . 3 3 ~ - ’ 3
Influencia del vovasio c¢n 1 a actividac enzinatica,

. .- v o - ’ - . a e =5 ..
Tris 0,015 1. ph &.,0 , cisteina 0,001 ii , DFII 0.4/ mli, acetaldehido 17 x 1077 1li,
Clii ¢n las concentraciones indicadas. Voliwien final, 3 ml, Velocidad inicial

(B2, = 10°/ min.).
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Fipura 2

. yos s Soos o s ® .
Influencia del rubidio sobre la actividad enzimatica.

Tris. 0,015 i »h G0, cistedina 0.001 1, DFll 0.//. mii, enzima 0,2 ng, C1Rb on las
r

= . e v _~ s_ e _ . Y L
cohcentraciones indicadas, Acctaldehido 17 x 10 “ I, Velocidad 1n101a1(4 DB/O x 107/mh
g 4

Velocidad inicial

N

1 i 1 1

25 50 75
[CLRb) (mM)

100
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taldehido se determina medhkante la aplicacion de las ecuaciones (1) y (2) ;

/y = E /U S+ 1/ (1)

donde y es la actividad enzimdtica con la concentracion de sustrato S| y ¥ la ve-

lacidad maxime aparente del sistema.

8] /y = B/L+k_IX (2)

S s/ =

Co n la ecuacidn (1), si se representa 1/v en funcion de 1/ i§f » B, se
puece calcular dividiendo la pendiente de la recta por la ordenada en el origen de
las abscisas y con la ecuacidn (2) representando (S / ¥ en funcidn de 'S, kg 8e
pusde calcular dividiendo el valor de la ordcnada para ol origen de abscisas por la
pendiente de la recta (2) . En uno de los dos métodos de analisis cinético se inclu-~
'ye ol calculo de las constantes por cuadros ninimos ¥ se indican los valores corres-—
pondientes a los errores probables, La comparacion de los resultados obtenidos con
am bos métodos se consigna en un capitulo aparte,

Estas determinaciones estan afectadas por la forma de la curva de actividad
on funckon de la concentracion de acetaldehido y por la escasa disociacidn del comple-
jo enzima-sustrato . Los valores de las constantes se han calculado con las veloaci-
dades correspondientes a acetaldehido en concentraciones entre 0,9 y 9,0 x lO-SM,

Con concentraciones monores no se pudo determinar exactamente la velocidad inicial
aun haciendo lecturas cada 10 segundos , pues la pequefia cantidad de acetaldehido
presente afecta rapidamente la forma de la curva.

En las figuras 3,4 y 5 se representa la influencia de la concentracion del
sustrato sobre la actividad inicial de la enzima , a varlas concentraciones de iones
potasio. La constante de Michaolis (Tabla 2) calculada de esas observaciones casi
se duplica cuando el ClK pasa de 0.5 a 50 mM, pero 1la variacion no es estadisticamen-

te significativa pues la relacion entre la diferencia mixima de los términos medios

(D) y el error medio cuadratico R X v zi 4«r2 fué en el experimento A 2.5 Yy en el
=2
B 2,3, es decir inferior al valor 4 que habitualmente se toma (3) como criterio de

- - 3 ’
significacion,



Fiwra 5

- . - . - L - - e e~ I
Lot uenecia ¢o 1o cencauntrgeion (o occlaldeiido gsobra la acuiviiad enzinnid

R

concentraciones GC Hou2sio.

2
- A foos 3\ a3 R e . a
Velocidal inicipl 8 (AILVO 107 /mdn. ). Tris 0,010 11 0l 7,0 DRI 0,44 nil
P
na 90,201 1., eazinga J.20 nme Clil 7 ocevaldehico e las concantraciones findies

“e

4 . SRS
.

.. oy Um o] PR meY .-
S5 0405 1 curva 3 SLi] 0,003 1 » curva S: 131} 9,000% i,
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[Acetaigenido] (Mx10 %)




Firura 4

Influencia del acctaléehido sobre la velocical inicial a2 tres concentracioncs de

o I'd . \
sotasio (valores reciorocts).

3. S .
v (Jelocicad inicial): (8 Dy % 10 /min.). Tris 0,015 1
e

wI 7.9, DPY 0./4, ril, cis-
tefna 0,001 1., enzime 0,14 i1c.: acetaldohicdo - C1lX en las concentirs-iones aue sc h-
2 (o) ] v !

dican. Vo wren final, 3 nl.

" 3 . —~. ¥ 5 1 e “
Linea &: (& ] 0,095 3 fneo 3¢ [T 2,002 11 ifnea 31 (K% 0,07 1,
36 i
krad -
~
S al -
R ut -
: B“\ -
beamerere T
46 -------------------- ]
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Fimura 5

Influencia del acotaldehido sobre la velocicdad inicial a tres concentracioncs do

potasio.

v (Jelocidac inicial): (AD,,  x 10°/min.). Tris 0,015 ii pll 7.9, DE 0.4k mki ,

340
cistofna 0,001 1., enzima 0,20 ng. C1lK v acetaldehido en las concentracioncs indi-

cadas. Voltron final, 3 ml.

’ .4 2’ , ’ C
Linea As K°J 0,0005 Ii ; linea Bs EL } 0003 1 ; linea T3 X") 0,05 1L,

28
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Tabla 2 .-~ Influcacia de foncs cotacio cobre la constonte wc (ol cormle’o
accialdoliido Cegnicroenacg - seevadehido.-

Enzina Gisuelte en C.C° nl (e Txris 0,017 i, =i 7,9 en .resencia de cigtoina
0,001 1, D27 O,44 il y Clil, El ~eatcldelido fue cirescds 21 Tinel sen e
indica,

Eme- Santi-  Concon=- Concentra- Activicad ks (= 107°)
rinon- daé de  trocion ciones da  nzimoti-
<o cingina cde it ceatoldeli- ca . 115:5(113) Sev="(5)
(mg) (i) o unacas (ALEDAQALQi) (ictoco (lioto- (Cundrz
(:x:10-°%) iin crafico) do. grg dosnii

~

Tico ) nimogy

o
(@]

A Go20 UoS

S 72

A 0.23 3.0 he5 a4 1.0 0,98 0,9640.15
€.9 98
1.3 93

A 0.28 50,0 Le5 156 2.6 2,0 1,833@B0
Se 170

19

*
B 0.14 0.5 . %g O./,,8 0./;.8 0.55“0.12
: 23
. 52
. o 1.0 0,71  0.7130,16

71
89
12/,
127
u;.3

VwonrvwoeoRvwWoeN®

B 0.14 50.0

=
.

(653
N

1,55 1,06$0.18
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Resultados sinilares se obtienen con el idn rubidio como activador.

En la Fig, 6,7 ¥ 8.se representa la variacion de la actividad inicial en funcidn
de la concentracion de acetaldehido, a varias concentraciones de rubidio, Las omns-
tantes gﬁ (Tabla 3) que se calculan de esas curvas, muestrah un ligero aumento
(de 1.7 107N a 2,3 10-5M) cuando la concentracién de C1Rb pasa de 1.0 a 10 mi
(exvorimento A) pero la diferencia no es significativa pues la relacidn D/R es
0.5, -lesultados similares se obtuvieron en los experimentos B y C.

3) Influcncia de los iones potasio y rubidio sobre la constante EDPN del com-
plojo_enzimg - DPli , La influencia de los ionos activadores sobre el comnlejo
cnzima-DPli, se estudid on forma similar a la efectuada respecto al acetaldehido.
En la Fig.9 se representa la influencia de la concentracion de DPN sobre la acti-
vidad enzimética, a varias concentraciones de iones potasio. Tomando las recfﬁro-
cas de los valores hallados (Fig.10), por la aecuacidn (1) se obtiene los valores
que figuran en la tabla 4, donde ademas se incluyen los errores probables da ca-
da valor calculado por el método de los cuadros mfnimos ., Las variaciones de la
constante EDPN fueron como sigues en el exp. A , aumenta 2,5 veces cuando la-
concentracioncde potasio pasa de 0.5 a 50 ml ; en el expcrimento B, EDPN atmen—
ta 10 veces cuando la concentracion de potasio pasa de 0,5 a 20 mM; en el expe-
rinento C , KDPN disminuye cuando la concentracidn del potasio pasa de 0.5 a
200 mM,. Estas diferencias no son significativas para los experimentos A y C
(D/R = 3,6 y 1,0 respectivamente) ; pero en el experimento B , D/R =8,2 , o
sea que deberia considerarse que el aumento de KDPN excede el error experimen-
tal,. Sin embargo en este Ultimo experimento el error de la Ultima determinacidn
es excepcionalmente alto, lo que disminuye la significacién del resultado,.

La infTuencia del idn rubidio sobre la actividad de la enzime a dife-
rentes concentraciones de DPN se representa en las Fig, 11 y 12, Los valores
de las constantes K,. obtenidas con el nétodo (1) figuran en la Tabla 5 conjun~
tamente con los obtenidos por el mdtodo de los mfnimos cuadrados, Las variaciomes
de EDPN imputables al rubidio no son significativas pues el valor maximo observado

de la relacion D/R fué 1,2,
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Ficgura 6

. A e - L) L) Sl Vo . .
Influencia de la concentracion de acetaldchido sobre la actividad enzimatica, a tres

@bfiGentraciones de rubidio.

Velocidad inicialg (A Dyso % 1o3/min.). Tris 0,015 il pH 8,0; DPII 0,44 rii, cistefma
0.001 1i, enzina .024 mge CIRb y ccetaldehido en las concentraciones indicadas., Ve-

lunen final, 3 nl,

+

Curva & Rb*> 0,001 13 curva B Rb \

0.0033 li curva C Rb’ 0,01 M,

inicial

Velocidad

25 5 75
[Acelaldehido](Mx107%)
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Fipara 7

Influencia del acotaldohido sobre la velocidad inicial a cuatro concentraciones &

rubidio ( valores rccivrocos).

v (velocicad inicial) (A D30 = 103/xnin.) ; Tric 0.015 M oI 8.0; DPi 0,/4 =i,

- cistefna 0,001 ii, enzima 0,39 ng. C1lRb y acetaldeirido en las concentraciones indi-

cadas, Volunen fLinal, 3 nl,

Linea A Rb‘ 0,001 i 1fnea B b 0,2033 i 3
1fnea ¢ RO* 0,011 1faea D RbY 0,1 1,
) T L /
0.04} . P
A -
\.”

003+ PR .
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Firure 8

. +« ? - . « s e o _ @
Influencia de la coinmentracion ¢e acetaldenido sobre la velocidad inicial a cuatro

concentracioncs de rubidio,.

v (velocidac inicial)t (ADBZ_O % 10°/min.). Tris 0,015 i pll 8.0, DFI 0,44 rii,

. e +r . 4 . . .
cistoina 0,001 i, enzima 0,39 mg. ;3 C1Rb y acetaldenido en las concentraciones in-

dicadas.
Volumon final, 3 nl,
1fnea 4 ¢+ b* 0,001 L ; 1fnea B s Rv* 09,0033 1 ;

1fnea D @ Rb. 0.1 I,

~
o
=
(v
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Q
o
*
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®
(@]
=
3
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N
/

(s)v (W0

1020 30 40 %0 60 70 80 90
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Tabla 3.- Influcncia ce Soncc rubidio sobre 1g concicnte K. ¢l comslejo ongir
PRI =g LgaLg
aceuvalceidco - e = .

BEngina disueclic on Tgis 0.01% il »il 40 cn »rescneia de cicteina 0,001 i, DRI

- . . - . . EC ] Id .
0,//, mdi, concentrecion <o CIRb viricble, El -cetalde ido fue arresade ~2 inal
sesun se in dica,

Ex- Canti- Con-. Gaoncen .ira- Activicad — Ks (x10--) -—
ne- dad dc an- cionas de engirmatica, _
ri- ecnzima tro- acolrlideiido ¢ D?{O”'O”) llyé f(llé) (S)/§=f (s)
rmen- (ng ) cion | usndas min....° (latodo (tetodo (Cuccra-
to de RL* (1210-7) crafico) crafico) dos ni-
(i3) ninos)
Lo 0.9 10
A 0,23 0,001 1.0 12 1. 1ok 2,38 O,
326 15 3 4 3% 0,77
9.0 23
0.9 n
A 0.23 D,0023 Le© 17 1.8 1.6 1.5¢ 1.1
3e0 2% =
G0 27
0.9 25
A Ue?3 0,01 }.2 32 1.9 1.6 1,7% C.
940 57
0,9 25
B 0.39 0,001 26 7 3 0.33 0.95 0,93 0.1%
Sede VAl
r’\.o /r3
0.9 37
B 0.39 0,0033 Q.7 72 1.8 1.5 0,98 €36
Sed S B
2.0 92
0e9 56
B 0,39 G,01 247, 97 2, 6 3.1% 0,062
9 = 150 4 3 3.1% 0,6
8.0 -~ 165
0.9 6
B 0,39 C.1 27 104 2.2 2.2 2,58 1,5
5. 4 133 -
9.0 174
Ue9 11
1.5 12
c 0.2, (.001 3.6 16 0.8 0.8  1,020.2
A 0.3 16 ° © .24
C.0 18
0.9 15
c 0.2 C,0033 1.8 26 1.5 1.4 1.440.1%
ZLQS 33
2.0 36,5
0.9 235
s 38
C 0.24 0,01 346 .8 l.1l 1.7 1.,240,25
63 >
9.0 54,
0.9 24
148 26
c 0.2, 0.1 3.6 32 1.1 1.65 1.740,82
5.3 54
2.0 bd



Figura 9

- - - - . - - . [ ) . . - -
Influencig cel DFi; sobre la actividacd enzinctica g Srec concentraciones de Hotasig

Volocidad inicials ( D3/O 0 107 /ming). Tric 0,315 11 0l C.0; enzima 0420 1.,
v

=
. , \- e -’ .. - e . .
cicteina 0,001 i, acetalde:ico 9.0 :z 10 7 i, DPIl v C1K on las concentraciones in-
dicadas,

Volumen final, 3 mnl,

Lfnes As K% 0.00051 :  1fnca Bs X* 0,054 ; 1fnea C: x* 0.2 1,
: e
400: e 4
,/'
/
: s C
300~ , ]

Velocidad inicial
S
=)
PN
N

100} - ]




Figura 10

Influencia del DPii scbre la velocidad inicial a tres concentracioncs dao notasio.

v (Velocidad inicial)s (An%ox 0°/min.). Tris 0.015 i, DpH L.0 ; cistefna 0,00k
(s

enzima 0,20 mg. , acetaldehido 9 x 10™° I, DPlI y @1K en concentraciones que s# in-

dican.

Volumen final, 3 ml.

Linea A ¢+ K* 0.00051i : 1fnea B: K%

b4

0,054 ; 1fnea ¢ : k¥ 9.2 1.

T T T ./.
ot VA
8+ A '/' .

v T > 7

st N _

Y

+7 50 ya .

> .
4f / 4
3t 7 1
ok C_\ _____ =
",. - B

10 20 30
[DPN]M%10)




Tab la .-

e KDPI? dcl comlaojo

cetoleenido cechidr *cnasa -~ DPil ~

Enzima cisuelta en 3.0 ml de Tris C,015 Ii, ol 7,9 (B, 4) 7 5,0 (B, 3y C)
en uovoncr’ ce cicteina G,00L 1i, DFII cequn ro inciea ClL en virias cencen—
trociones. Bl ccetaidelido fué agrersado al. ‘inal cn concontr cion 7.0 x 10-31,

Expo- Canti- Concén- Concentra- Activi- 10 4
ri- dad de tracion  ciones de  dad en- 14 = i‘ %11/ DR )
nen- . énzima de K* DP usadas (Zimatica (notodo + (Cuadrados

to (g ) (i) (rdd) D340.103.nin) grafico) niniros)
0,027 8
A O 0. 0,044 9 0.95 04794C 42
A 5 T 9 9 9G4 24,
04l 28
0.027 8
. 1.0 0,044 10 1.0 1,340,28
A 0L 0:135 22 ht
WA 35
0.027 12
A 0.1 5,0 0.135 I, 1.7 1,540,03
0.4l 68 -
0,027 18
A 0.1 5040 0e135 59 2.1 2.130,27
0.4 115
0,027 2,75
0,044 3.75. 0.6 0,6540,30
B 0e2 0.5 013 2t a2 .0830,3
0;41; /-50
0,027 325
2,0 C.044 Le50 2,06 2,230.73
B 0024 0.135 11.25 =
Codds 21.5
0.027 1{'05
. 540 C.044 7.0 LS /16530440
B 024 5 o138 18.0 0 A
Ceolds 40,25
0,027 6.25
. 20,0  0.04 2450 5e2 C.4315,0
B 024 0.135 23,
Oulids 54,50
0,027 10,5
5 0.5 0.054 5.0 6475 5,182,2
¢ 0,76 0.135 44,40 °
0u/d 112.0
0,027 55,0
.0 0,054 95,0 554 Le231.49
¢ 026 50 0.135 235.0
0l 462,0
0.027 54,40
0,26 200,0  0.054 040 3.2 2,58 1.3
¢ 2 0.135 190.0
0. 46,0
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Figura 11

Influencia del DFi sobre la actividad enzirmatica a tres concentracionos do rucidig.

v (Velocidac inicial)s (A Dy, % 103/min.). Tris 0,015 11 »H £,0 ; cisteins 0,001 1,

-5 ., . . -
enzina 0.2/ ng. , acectaldenido 9 x 107~ i, CIRb y DEi cn las conconitbecionos indi -
cadag, Volumen final, 3 ml,

2

Curva A+ [RB*) 0,001 10 5 curve Bs [26%] 00033 11 5 curva Cr [Bo*] 0,01 1.

T 1 T T T T T T T ]
451 P
=40t /', —.
2 C\*‘/.
835‘ 7 N
S 7
30- s .
e .
@® 25t / L Len IR
.~° ‘- 9>_,-
g 20' . P 7
Tf, 15 .
> 40 i
5 -

05 1 15 2 25 3 35 4 45

[DPN/(foO"‘)
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Figura 12

Influencia del DFIl sobre la velocidad inicial a tres concentraciones de rubidio.

v (volocidad inicial)y ( D X 103/m'_n.). Tris 0,015 i pH 8,0, cistofnu 6,001 1,

34
enzima 0,24 ng., acetaldchido 9 x 10"5 M, CIRb y DPN on las concentraciones quo

se indican, Volumon final, 3 ml,

Linea At Rb* 0,001 1 ; 1fnea B+ RL* 0,0033 } ; 1fnca Cs Rb* 0.0 1.

b
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Tabla 5.~ Xppyy del complejo cnzi-

Enzina disuclta on 3 nl ¢e Tris 0,015 1 »li 3.0 en sresoncia de cisteina 0,001
il, verias concentrazciones de Ry# y DFIl cegun co indica, El acetaldehido fue

- . 7 .
agresado 2l {inal on concantracion 7,107° 1li,

Experi- Centl- Concen~ Concontra- Actividad K pp; (x 10~4)
nento dad de tracion cioncs de onzinati-
crnzima de Rb® DPIl ucades (xo.odo (Curcrncos

o) () () (1\13349 10%) gitiee)  mimiros)

... 0.027 1/+.0.
A 0439 0,0033 0,044 240 2.8 2,54 0,08
c.108 47.0 =
SIA 92,0
0,027 27.0
0.0/ 39,0
A 0.39 0,01 0.108 7.0 1,7 1.5% 0.53
Colds 162,0
\./.027 2.(.,'
0,044 2.5
B Co2l 0..01 0,072 4.0 2,2 2,04 0,90
0.108 6.0
04 12,0
0,027. 540
. 0,00 0,044 7e5 1,6 1,34 0,32
B 0.2 33 0,108 12.0 3 0.3
WA 26,0
0,027 6.7
. 0,01 0,044 12,0 1.7 ~.68 1.1
B Ce2h 0.105 20,0 =
Oubds 44,40
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El DRI, disminuye la velocidad de oxidacifén del acetaldehido (Ta-
bla 11). Si se tiene en ciienta que protege los tioles de la enzima en forma si-
milar al DPN, debe cocluirse que se unen a la proteina por el mismo punto, Ello
lleva a presumir que la accidn inhibidora del DPNH2 puede explicarse por la ba-
ja velocidad de descomposiciones del complejo enzima~DPNH2 « Una explicacién si-
milar ha sido propuesta por Theorell y Bon nichsen para la inhibicion de la alco-
hol deshidrogenasa por el DPNH3 ).

4) Influencia del potasio v el rubidio sobre lg velocidad Qézjgg aparente de oxi-
dacion Gel acetal dehido . La velocidad maxima aparenta ( ¥ ) de la oxidacidn del

acotaldehido, nuede observarse mediante la ccuacidn (1) por la recinroca del valor
de la ordenaca cuando 1/ [S] =0 , o bien de la ecuacion (2) por la recfnroca de
la pendiente de 1 a recta, sea que se tome como sustrato variable el acetaldehido
o el DPN, En l,? Fig., 13 se representa 1/V ( promedio de los valores obtenidos
por ambos métodos ) en funcidn de la recfproca de la concentracidr de ion actiwa-
dor, Pn exzerimentos en los que el sustrato variable es el acetaldehido, En la
Fig, 14 figuran resultados obtenidos en forma similar , de experimentos donde el
sustrato variable es el DPN, En ambos casos 1/V es una funcion lineal de la in-
versa de la concentracidn de activador, La relacién entre la pendiente de la rec-
ta y el valor de la ordenada en el or{gen, da el valor de la constante de diso-
ciacion del complejo enzima-activador,. Los valores hallados ( KK¢-='2.2 y 3.8 x
10'3 s Kpy = 397 4l x 10-3 con acetaldehido variable, y KK" = 2,5y 6,0
x 1073 s KRb“ =3.0x lO"3 con DPN variable) concuerdan satisfactoriamente con
los obtenidos directamente, como se comprueba mas adelante,

5) Influencia del acotaldehido sobre constante KDPN del complejo enzima~DFN
En 1 a Fig.. 15 se representa la actividad inicial en funcidn de la concentracion
de DFil, para varias concentraciones de acetaldehido y en la Fig, 16 la inversa de
la velocidad inicial en funcidn de la inversa de la concentracidn de DPN, Las cons-

tantes de Michaelis calculadas en base a esas curvas se consignan en lg ¥abla 6,

En el experimento 4, realizado con acetaldehido entre 1,8 y 53,0 lO—SH no se



Figura 13

Influoncia de la concentracion de notasio (1fnea 4 y B)_y rubidio (1fnea C v D) so-

. L) ", . )
bre las velocidades maximas aparentes obtenidas nara ol acetaldchido (valoros rech

DroCcos) .
Ealores calculados con los datos de las tablas 2 y 3,

Linoas A y C, escala do la izquierda; 1inoas B y D, cscala de la derecha,

[Rb* (M 10°3)
025 0.5 0.75 1

05 T iy %
(K] (M%10%)
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Figura 14

Influencia de la concentracidn de notasio ( lfneas A y B) y rubidis ( 1fnea C)
sobre las velocidados mézimas aparentes obtenidas para el DFl ( valores reciprocoé.

Valores calculados con los datos de las tablas 4 y 5.

-1/, 41 3
o2 [Rb] ;QM 00,

N

ey




Figura 15

: 3 . - ’ 3 3
Influencia del DE! sobre la actividad enziratica a cuatro concentracioncs de

acotaldehido.

3
Velocidad inicialg ([xD345110 /min.). Tris 0,015 i pH 7.9, cistofna 0,001 N,
C1X 0,05 } enzima 0,066 ng.- DFIl y acotaldehido en la:r concentraciones indicadas.

Volumen final, 3 ml.

E
Linoa 4 acetaldehido 1.8 x 107 1 ; 1fnea B acetaldehido 4.45 % 10~° I ;

5.
i

1fnea C acetaldohido 16 x 10~ H 1{nea D acetaldehido 53 x 10~2 e

RS S,

02 03 0.4
IDPNJ (Mx107)

0.4 0.5




Fipura 16

Influoncia dol DFIl sobre lg velocidad inicial a cinco concentraciones de acetal-

A ) e
dehido (valores recinrocos).

v (velocidad inicial) s (8 D346§193¢’;ﬁ11.). Tris 0,015 I pH 7.9, cistefna 0,001 M
C1K 0,07 11 onzima 0,086 my .= DPN  acetaldehido en la: concentraciones indicadas,
Volumen {inal 2 nl,.

Linoa A acetaldehi do 1.8 x 10~ M ; 1fnca B acetaldehido 4.5 x 1077 1i ;

1{nea C acetaldohido 9 x 10~ X

; 1fnea D zcetaldehido 16 x 10~° i

“e

I~
1fnea E acotaldeh ido 53 x 10™~ I,
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Tabla 6 .~ Influencia del acctalcehido sobre la constante EHJP" del cormmlejo aco-
Iy

taldehido ceshicrozena ~DFI

Enzima disuelta on 3 nl de Tris 0,015 i, pH 7.9 (oxp.A) y »ll 5,0 (Z:2.3) en nre-

concia de cigteina 0,001 il v 1K 5,05 1i, concentraciones de DPil variables. El aco-
s o ns 4 2

taldelido fué apresaco al final semtn se incdica,

Bipo~ Canti- Joncentra-  Soncentra- Activ:';dad Lppr (:: 107%)

ri- Gad do cidn dao a= ciones d6  enzinatics , W=t (1/p20)

mon-  enzima  cetaldelico DFli usadas A D- IO.IOJ rotoCo Cuacrados

to. () (e1077) (s1i) LWL, ~rofico ~‘ninos

w2 min.

0,027 13
Sy 67 '
0,027 19
0.24, 3L
0,027 17

A 0.0 Ce0 06132 7 1.40 1..4 2 020
A S, .
3,027 17

A 0,00 16,0 0.122 A 1.40 1.36 # 0,20
A 75
0,027 13

A 0,08 £3.0 0,132 3z 1l.15 1.11 & 014
0ol tE
0,027 16

2] 0420 0.9 0,132 40 1.30 1,25 & 0,10
Ded/s 65
0,027 2/,

B 0,20 1.8 0,132 69 1,70 2,60 ¢ 1AS
A 12&
0,027 21

3 0,20 3.6 0,132 [370) 2420 2.7, £ 0,5
0./, 137
0,027 22

B 0.20 2.0 0.122 76 2.90 .70 § 0220
0.4/ 160 .
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obtuvieron variaciones significativas de la constante de lMichaelis, Solo en el

.

exporimento'se anota un salto de la constante significativa entre los valores

0.9 x 10-5M de acetaldehido y 3.6 x 10-%e2deﬁando el valor 1.8 x 10_5M por estar
afectado de un grosero error, La concentracion 9,0 x 10-5M repite aproximadamen-—
te el valor anterior de la constante,. La diferencia anotada entre la concentra~-
cion 0.9 x 10~y ¥ 9.0 x 102 es cinco veces mayor que el error de la diferen-
cia lo cual puede ser considerado estad{sticamente significativo. Sin embargo ese
Unico valor no es suficiente como para que se pueda atribuir significado a la va-
riacion , si se tione en cuenta las dificultades técnicas as{ como la magnitud del
error en la medida de la actividad enzimatica cuando se trabaja con concentraciones
muy pequefias de acetaldehido, Los resultados indican claramente que la constante
de Michaelis del DPM, no varfa significativamente por encima de una concentracidn
aproximadamente de 2,0 x 10-%J s es posible sin embargo que exista una disminucion

de la constante EDPN por debajo de dicha concentracidn a medida que disminuye la

concentracién de acetal dehido,

6) Influencka del DPN sobre la constante de Michaelis del complejo enzima-gcetd-
dehido . Las actiividades iniciales han sido representadas en funcidn de la concen-
tracion de aldehido , correspondiendo a cada curva una concentracion determinada de
DPN (Fig.17)e Como ya fué indicado el acetaldehido aumenta la actividad de la en-
zima hasta un maximo y luego comienza a tener un efecto inhibidor,.. Mas adelante se
discute mas a fondo este efecto comparandolo también al obtenido por Black,

Por el momento consideraremos solemente las variaciones del maximo deacti-
vidad enzimitica segin la concentracion de DFN , Puede observarse que a medida ague
aumenta la concentracidn de DPN el miximo de actividad se desplaza hacia las mayo-
res concentraciones de acetaldshido ; as{, para DPN 0,027 pM 1a actividad mdxima se
obtuvo con acetaldehido 5 x 10~ ; para DPN 0,132 mM el miximo cayd alrededor de
8 x 107 v.pava DPN 0,44 mM el maximo estuvo entre 9,0 y 10 x 1074 de acetel —
dehido.,. En otro experimento las diferencias fueron mas notables obteniéndose ac-

=5

-5
tividades miximas con acetaldehido 2,0 x 10~ , 3,5x 10 ¥ y 7.0 x 10'5M respec~
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tivamente con concentraciones de DFN iguales a las usadas en el experimento ante -
rior, Est; efecto es mucho mas visible en la Fig, 18 ( 1/v en funcidn de l/Ei}) R
Las rectas tienden a deformarse debido al efecto inhibidor de las concentraciones
mayores de sustrato, La deformacidn se produce en puntos netamente distintos, se-
gﬁn 1 a concentracidn de DPN,. 1o que confirma el corrimiento del maximo, El efec-
to es tanto mas evidente si se compara estas figuras con las Fig, 3 y 4 donde se
representa las velocidades en funcion de la concentracion de sustrato y sus inver-
sas respectivas a distintas concentraciones de activador ( cation potasio), Has-

5

ta 1 a concentracion de acetaldehido 9.0 x 10 '} y para cualquier concentracim
de C1K el efecto de la deformacion del maximo no se comprobd, resultado que es se-
mejante al obtenido con la maxima concentracidn de DPN, El corrimiento del maxi-
mo de actividad en funeidn de la concentracion de acetaldehido se produce con con-
centraciones de acetaldehido tan pequefias que imposibilitan la obtencion directa
de rectas , sin necesidad de extrapolacién, de manera que las congtantes de Mi-

chaelis gﬁ del complejo enzima-sustrato, solo pueden calcularse por el método

gréfico (Tabla 7)., Dentro de los errores presumihles se ve que la constante gﬁ

o varfa duando el DPN pasa de 0,027 mii a 0,44 mM ,

7) Influencia del DPN y del acetaldehido sobre la velocidad méxigg_goarente de
goxidacion del acetaldehido . Este valor (V) puede obtenerse de las rectas utili-
zadas para calcular 5§ y KDPN en la seccidn anterior y de los valores resefia-
dos en las Tablas 6 y ¥ . Aplicando la ecuacion (1) , 1/V estd dado por el va-
lor de la ordenada en el origen, Si las reciprocas de las velocidades maximas a-
parentes obtenidas en el experimento en que varfa la concentracion de aldehido ,
se representa en funcidn de la recfproca de la concentracidén de DPN » se obtiene
una recta, La relaaidn entre la pendiente Y la ordenada en el origen permite re~
calcular (Fig.-l9 ) EDPN y los valores hallados (1.5 x 10“4 ¥ 7.9 x 10“4) con-
cuerdan satisfactorhamente con los obtenidos directamente (seccion 6). Resulta-
dos similares se obtienen recalculando Kﬁ en funcion de la rec{proca de las ve-

locidades maximas tomadas del experimento en que se calcula KDPT de la reciproca
i



Firura 18

nflvencia cGel aceuoicdenido sobre la velocicacd inicial a tres concentrociones de

- Id
DE. (valores rcof rocos).

v (voiocicad inicial): (AD'—’/O x 107 /min,). Tris 0,015 1 »i 8,0, 1;‘17}.\’)5 i, ci -
S )

tefna 2,901 11 v enzing 0.02 nmg.; ccctaldenido 7 DI en las concentracionos indicos
das. Volumen f£inal, 3 rd,

. ~ e ’ - - .- ’ - . ..
Linca A: D2 0,027 ri: s linoca B: Dr: 0,132 mii y lineca C¢ DF 0,44 ril,

- . ~ - . e -
Lac »nroloncaciones de los trazos rccios fucron usadac nara la determinscion do las

rosectivas constanter Ce lichaelis,

8.0 10

6.0
[s)Pii0%)




¢iguoita en 3 ml, do Wris 0,015 M, i 7.9 (axp.d) v C.0(ex».B) on vrosen-
cin da cigtaina 0,021 1 CLi 0,05 ’11 s concantraciones ¢e PN variables. 1 acctal-
Qohido fué asresado al final seg se indica.
ILzmme~ Centidad Concar}- Coricentra— Activii.'dad Kq x 10"5
ri~=  do enzi- traciones cion de enzinmatica 1/v = £(1/8) S/v = £(8)
1monto  ma de acetalde-- DHI! (@:zlto.lOB) (tiotodo (Ha'b'dt} Yo
(mz) hido usadgs (i) ... min .° grafico) grafico¥
_ (:22077)
l..C 13
A 0,08 Lol 0,027 19 1.34 1.60
9.0 17
1.C 43
A 0.08 Lo5 0,132 50 1.48 0.50
9.0 L7
1.8 67
A 0,06 Les 0444 84 0.96 0.07
9.0 84
0.9 16
1.3 2 .
B. 0,20 3,6 0,027 21 1,00 1,15
2.0 2
0.9 S
o 6
B 0.2 3% 0.132 0 1.36 1,05
2.0 76
0.9 S
3 0.20 .2 0.44 1ot 1,72 1.15
2.0 160
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Influencia deo lo concentracion cc DI

I_J
\D

cobre las velocicdados

-~

tenidaz vare el acetanldenido (valores

' d
rocisrocos).

- . - N , . ’ .
Valorce srouedio calculacdos con losc datos de los nctocos graficos de 1o tabla 7.




Figura 20

- .’ - « 5
Influencia de la concentracion ce acetaldehido sobre los velocidades maxinas ang-

rentes obtenidas para el DR, (valores rec{grocos).

Palores calculados con los datos de la table 6,

——
[Acetaldehido]™ (M~ x104)




de la concentracidn de acetaldehido (Fig, 20). (KS = 0.9 x 107 ¥ 2.1 x 10~ )

8) ia de cetaldehi bre iacio onte del complejo enzi-
ma=2otasio v onzimg-rubidio, La accion activadora del potasio y el rubidio puede
atribuirse a la formacidn de un complejo reversible activo, con la proteina, Un
estudio cuantitativo del complejo se efectia mediante la variacion de la activi-
dad enzimética, en funcion de la concentracion de activador a diferentes concen-
traciones de sustrato, En las Fig, 21 y 22 se represontan los resultados obteni-
dos con potasio y ru bidio respectivamente, Si los valores obtenidos se transfor-
man en los reciprocos y se representan en forma similar se obtienen rectas con am-
bos cationes activadores X Fig, 23 y 24 ) .

Aplicando las ecuaciones correspondientes a los complejos , se derues-
tra que el cuociente de 1 a pendiente de cada recta, sobreo el valor de la orde-
nada en el origen, da el valor de la constante de disociacidn aparente ( EK >y
K.\ ¢ ) del complejo hipotético.. Los valores obtenidos (Tabla 8) indican que Kre
no vari6 significativamente cuando la concentracion de acetaldehido pasd de 1.8
a 16,0 10-5M. En los expcrimentos con rubidio SRb‘ aumenta ligeramente , pero
la variacidn no es significativa, si se tiene en cuenta el error en el trazado de
las roctas (Tabla 9) pues el punto correspondiente al C1Rb 0.1 X esta cn las cur-
vas Cy D por debago de la concentracion Sptima, que es menor, EYlo aumenta el 6=

rror probahle de la constante calculada por el método de los cuadrados ninimos,

9) Influencig del DPN sobre la diggcigcién gparonte del complejo enzimg-potagig

y_enzima -rubidio., La influoncia del DFIl @8obre el complojo enzima activador se ha

estudiado en forma simil ar a la efectuada con el acetaldehido ,. En las Figuras 25
7 26 se representan las velocidades iniciales de oxidacion del acetaldehido, en fun-
¢idn de la concentracion de potasio y rubidio para varias concentraciones de DFN,

Si se toman los valopes roc{procos »- en el oxperimento con potasio, con las con-
centracionos menores de DFN se obtienen curvas con un maximo, mientras que con las
concentraciones mayores las funciones tiendon a ser rectilineas, Considerando estos

s . s ®
rosultados para log@ que no se dispone explicacion,. las constantes no se calcularon,



Figura 21

. - L4 . 3 . - - Id -
Influencia de la concentracion de votasio sobre la actividad enzimatica a2 tres con-

centraciones de acctaldenico.

’

Velocidad inicials (ADB/O v 10°/min.). Tris 0.015 i pll 7,9 3 DI 0.44 il 3 cis=
£a

. - - 1.2 '+
tofna 0.001 11 ¥ enzima 0,20 mg. Acetaldchido X

Voluwaen final, 3 nd,
=5
Curva A: acetaldehido 7.0 x 10

—z .
acetzldehido 1.8 x 10 7 1,

1 3 curva Bt acetolcdohido 4445 x 10

en las concentraciones indicadar ,

-5

1.y curva G

inicial
e

[ -]
(=)

Velocidad
5 &

desaseesastoccsctstiscosersossentecd




- - - . . . L, . . -
Influencie dol rubidio sobre la actividad enzisasica g cuatro concentracionss 4de

.- - . g .-
s 0,012 10 »li 8,0 , cicteina 0,001 il ,

e

Velocidad inicials (4 D"AO P 103,/;.*"11.). r
cnzing 0,39 nmr,, DEI 0.44 rii g ‘.tb‘ 7 acctaldehico en las concontraciones indicadar,
Volumen final, 2 ul.

curve At aceteldeidido 2.9 10 7 1l 3 curva Bt acotaldelddo 2.7 x 10-5 i3 curva Ot

-

r
v curva Ds acatalicdehido 9.0 x 10 7 1,

A

acotoldenicdo 5.4 2 10 7 i

1 T

. T
R e ) 1\

———
|/ c

n
o

Velocidad inicial

0025 005 0075 04
[CLRb](M)




InTluencia del »otasio sobre le velocidad inicial a tres coneentiacloncs da acata=

. - rd
iido_, (valores reeisroc:-s)

&ls)

v (velocicad inicial): (AD._,/_O xlOB/nin.). Tris 0,015 i1 pli 7.9 ;3 DP 0,44 i,
1. r‘ . . -
cisteina 0,001 I , enzinn 0,25 mg. Acataldehido y K en Jos concentraciones indic

Gaz, Volumon fincl, 3 i,

. \ i =5 .. ’ e s -2 .. rd
Lirca As acecialdelico 1.0 x 1077 il 3 linea 3¢ aceioldclido 4.4 2 10 7 il jlince Gt
~ =5
' e - .- K¢ L aTdahd 6 -1 7 v
accteldelido 9.9 x 1077 if ¥ linca D& accialdeiico 16,0 :x 10 1la
T L T T

003

> 002

1/

00t

L - —

20 10 5 20
YIK*J(Mx10%)




Ficura 24

o e 0 ~e - - s e _ .
Influencia de la concentracion de rubicio sobre la velocidad inicial a cuatro con

o oo ’ o
centracioncs de acetaldehido. (valores r001procms)

n

\

v(velociddd inicial): (AD 103/min.). Tris 0,015 I il 8.0 , cisteina 0,001 1,

340 *

enzina 0,39 mg., DFif 0.4/ il 3 C1Rb y acotaldehido en lac concentraciones indica-

das, Volunien final, 2 ml.

14
- ¢ a s . b . I'd N v e = _ﬁ_
Linca A: acetaldenido C,9 x 10 7 1 ; 1linea Br zcotcldehico 2.7 3 1077 11 3 1Znea Ot

Y

I IS
D) ' - - ’ A, -
acetaldenido 5.4 % 10 7 M y linca De acetaldeildo 9,0 x 1077 1l

0 25 50 15 100
[CLRB](M'x10?)
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Tabla Ce=

Enzina disuelts cn 2 nl. de Trig 0,015 i, pH 7.9 en prescacia de cisteina 0,0CL
.. < r . - v TR ] b} o v & =« S -
li y DPII 0,44, ril; concontracioncs do C1K variables, w) ccetaldehico fue anregado

al final sogun sc indica.

Expe- Conti- Concentra-  Concentra- Actividad e (x 10-3 l

ri - dad de cion do aco- cionaes de cnzimnticg 1/v=1f(1/K")

nen- ongima taldehido K* usadas (ADEAO.lO ) (iietodo (Cuadrados

‘o () (:,10-5) (ri) min grafico) nininos)
0.5 28

A 0.26 1.5 2.0 72 1.6 1.2 £ 0,13
£0.0 93
0.5 32

A 0.28 4 li5 3.0 3 1.8 2.0 ¥ 0.48
ZC.0 156
0.2 )l

A 0,20 9.0 3.0 8 2.1 1.9 & 0.27
£0,0 170
0.5 34

A 0.25 16.0 3.0 8 1.9 1.7 £ 0.27
50.0 AVAL4
0.2 19

A 0.1 1.6 2.0 52 2.0 2.0 + 0,43
£0.0 59
0.5 2

D 0.14 2.6 2.0 60 2.9 .58 0,51
50,0 124
0,5 22

3 C.14 63 2.0 70 3els 2.0 # 0,59
50.0 137
0.2 23

2 0.1 9.0 2.0 71 3.0 2.6 & 0.61
20,0 143
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Tabla 9.~ Influecncia (cl acetilcehido sobre la conctontc inp# del o leio cn-
dw

zing ~ TUuLicio.

Encina disuelia on 3 1 Ce G015 1D Trin, I G, e drezencic e clotefna CLCCL
1027 DB G /. 730, on corconivaciores (o L0 varieblac. Z) acetoldchido fue

a~ra-nCo al =

A LN} A s () K . . - - o _0
santidac Soncontra- concontrae- Actividad O (x1.0™7)
- . .’ - . - . L e A

de¢ onzli - clon e a- clones dGe enzinaticq (:letoco

1a. cetolcenlce b usadas (AD340,Lgi) ~ralico)
() (..1077) (99 win

C.GL1C 2L
C.0LZ22 7 -
€.39 0.9 oy 7 1.7
C.1 G5
c.Ccgig 3/
0,003° T2
e el ri N
O.// ‘ Q( 0.0l \/, X
C.,1 164
0,CCiC 41
o . 0.0C32 £6 )
C.29 Seli C.C1 1%0 3.1
C.l 133

10 43
22 2
- l?(\ 3 07

Do
167




Figura 25

3 . > . ’ £l
Influencia del notasio sobre la actividad enzimatica a cuatro concentraciones de

DEL,

Velocidad inicial: (A Dyjp X 10%/ min.). Tris 0.015 ki pH 8.0 , cistefna 0,001 M,
enzima 0,14 mg. 7 acotaldehido 9 x 10 1, &%) 7 DPll en las concentraciones indie
cadas, Volumen final, 2 nl,

Curva A: (k*) 0,0005 M ; curva Br (K*) 0.001 1 ; curva Cs (K*) 0,905 M y curva D3

b

¢x® 0.05 11,

100
®
Qo
< 80~ |
©
©
© 60- o )
(&) e e — — e — —0 I
e b
S _
___________ -
------------------------ ;
e _
e < -{
4 |
; = 1 |
0.01 00 0.03 0,04 665
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Fimura 26

b L 2y

.« e ERR I b o = ~ . K .
Influoncia ¢e la concentracion de rubicio sovre la acvividac enzinatica 2 cuatro

corncentraciones dc JH..

YVolocicac

zina 0.2/

FRSNCIRE I | A
inicial: @\ DE‘.Z-,O o

nge v accetaldenldo

cadas, Volunen final, 3 1,

10 /m;m.). Tris 0,012 :0 »i C,0, cigteina 0,001 1, am-

[
- ,. . - . e s
910 7 li. (®Rb 3 vy DPIT en las concentrsciones indi-

2

Surva At DFII 0,027 mii 3 curva 3@ DPL 0,04/ =il 3 curve OS¢ DFT 0,106 mil 3 ¥ curva

&
o
T

nicral

Velocidad

00025 0005 00075 001
[CLRb](M)
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En cambio , con el rubidio se obtienen rectas (Fig,27) que permiten el calculo
de la constante K . s de disociacion del complejo enzima-rubidio, por la relacidn
entre la pendienﬁe Yy el valor de la ordenada en el origen .. KRb"n° varid signi
ficativamente dentro de los lfmites estudiados (Tabla 10),

Si se representa las reciprocas de las velocidades mdximas aparentes
obtenidas en los experimentos anteriores, en funcidn de la reciproca de la concen-
tracion de acetaldehido y DFN respectivamente se obtienen ( Fig,. 28) rectas, La

relacidn entre la pendiente y la ordenada en el or{gen permiten calcular KE
y

Eppy ¥ los valores hallados coinciden con los obtenidos directamente en los expe-

. . g . L : . -5 -5
rimentos anteriores ( activador K* ;ﬁ_ 2.3 x 10 Y 2.0 x 10 "; activador
+

Rb xﬁ.Z 2.8 x 10"5 y KDPN = 3,1x 10"’* )e
DISCUSIOH

Los e:merimentos de proteccion de los SH de la enzima de:: Black por pota—
sio y rubidio llevaron a 1l a hipdtesis de la existencia de un complejo ~(cation actd
dor enzina). . Bsos complejos explicarian la accidn activadora del potasio y el ru-
bidio. Segal,Kachman v Boyer (5), vy Alberty (6), han descripto , en base a una hind-
tesis semejante , la cinética de la activacion enzimatica por cationes, habiendo ana
lizado los primeros con éetalle, la activacion de la piruvico fosfoferasa por los io
nes potasio, rubidio y amonio,

Conmo lo Germestran las observaciones de Black, confirmadas en zeneral por
los resultados experimentales resgefiados, el potasle y o1 rubidio y en menor grado
ol amonio ,son esenciales para la actividad de la aldehido deshidrogenasa de leva-
dura, Las ninimas actividados observadas cuando no ge afiaden cationes, pucdem atri-
buirse a la presencia de pequeilas cantidades de cationes, en particular amonio,res-
tantes de la preparacidn de la enzima, La accion del potasio ¥ el rubidio debe dec-~
cribirae entonces como la activacidn esencial de Segal y col. (5).

Varios mecanismos pueden proponerse para la accion de los activadores,
Dos de ellos ,poco nrobables, seran analizados brevemente a continuacidn, para lue-
go tratar el que coincide con nuestros resultados experimentales,

En primer lugar, la formacion previa de un complejo acetaldehido- metal



Tabla - 10.-

la _co..cuante KP.b"' del coimlejo anzing -

rubidio.

Enzina disuolte cn 3 nml. de Tris 0,015 i, pii 2.0 en .resencia ca cistolna 0,0CY
.. . , « e . - . Dy . " P
i3 DPI gejyan sc iudica 7 conc:ntraciones de C1iL variables, Il aceialdehido e

. « 7 -
egregado al final on coicentracion 2.0 x 167~ L.,

Cantidad Concentra- Concentra-— Activ"%d::d K o+ ( = 10-3)
aa cidn ce cionas do enzirmticy (mc:lcoodo srafico)
enzina, 'PI Rb'i usadas (A D’-g/kO.lOJ)
(nz) (r13) G nin
0.001 2.0
C.02L 0,027 0,0033 £.0 3.8
0.01 6.8 .
0,01 2.5
0.024 0.045 0.CL33 7.5 Se2
0.01 12,0
0,001 6,0
0.,C2L 0,166 0.,0033 12,0 3.9
0.01 20.0
0,001 12,0
0.02/, (VA 0.0033 26.0 7.5

.01 4/..0
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o DPii- metal, puede ser inmediatamente excluida. En efecto ella exige que la curw
de velocidad en funcidn de concentracidn de sustrato sea coincidente, para una ca-
centracion subdptima de activador ,con la curva velocidad versus concentracion dal
activador, para igual concentracién ded sustrato (5-7) . Los resultados obtenidos
no coinciden con ello,

En segundo lugar ,y admitiendo condiciones de equilibrio, puede también
excluirse la formacion previa de un complejo binario enzima-metal o enzima-sustra-
to € acetaldehido o DFN) que pasa a complejo ternario por adicidon de sustrato o ac-
tivador respectivamente,. E1 hecho de que las ordenadas al origen y las pendientes de
las familias de curvas correspondientes no sean las mismas , estd en contra de ese
mecanismo,.

El mecanidmo que mejor satisface nuestras observaciones , corresponde al des
cripto por Laidl er y Socquet (8) para un sistema constituido por la enzima y dos
sustratos que se adsorb_en en diferentes puntos de la superficie enzimdtica, sin com-
vetir entre sf , y donde la relacidn entre las concentraciones de los sustratos por
una parte, y enzima por otra se supone grande, En el presente caso se considera que
el activador se comporta como uno de los sustratos de acuerdo a la teoria desarrolla-
da en casos anélogos » por Segal, Kachmar y Boyer y Alberty.. En condiciones de equi-
librio los complejos de la enzima con el sustrato (coenzima o acetaldehido )y conel

activador ,pueden representarse por las ecuaciones siguien tess

lc.l li3
EeA ” EA (1) ES ¢+ A = EAS (3)
= T
kg> 154
E+S T ES (2) EA 45 < > EAS (5)
k_z A
k'3

EAS 7_ E ¢«A+?P

en los que Eﬁ = §4 y 52 :JEB simbolizan el hecho do que la formacion de uno de
los complejde no afecta la formacion del otro. £n las ecuaciones descriptas, k 1

ko k 3 7 k 4 son constantes de velocidad de formacion de los corplejos respeo-



tivos ; k -l’k s k 3 ’A-A las correspondientes constantes de velocidad de des—
composicidn ¥ _K_l R 52 K las constantes de disociacion de los conplejos..
La hipdtesis lleva a lo siguiente expresidn de la velocidad inicial ¢
ko V8 ia) B
= 2 )
T TEE, +E 8 A s
As = ¢ K LAJ + & 8
K &+ (s1) & + ) )
4= ) L (2)
¥ o k; By ! k! (Bl &
. 3 o
Bonde ¥y es la velocidad de la reaccidn enzimdtica 3 k' la velocidad de descompoa"r
. -3
sicidén del complejo activo quo condiciona la velocidad de la reaccidn ; igj , la
)

concentracion de centros activos de enzimaj- EL Yy K’s las constantes de disociacidn
de loe complejos enzima - activador y enzima—éustré‘bo respectivanente y ,EU N TYS:
Las concentraciones de activador y sustrato respectivamente, Cuando [S] es constan-
te , esta expresion corresponde a una recta donde 1/y es funcidn de 1/ Y,_A, JLa re-
lacidn de la tangente sobre la ordenada al origen es K,
de {Sl s lo que coincide con nuestrés resultados . La c;rdenada al origen que re~

5 independiente del valar

presenta la inversa de la velocidad mdxima aparente (V) resulta una funcidn lineal
de 1/8) (ecuacidn 3)
2 - & L 1 ( 3)

voam g, ® T w, E,

La ordenada al origen de esta nueva recta representa la inversea de la velocidad
maxima real de la reaccion,. La relacidn de la tangente sobrm la ordenada al ori-
gen da Kg , como fuera observado en nues‘%‘.ros experimentos.

La ecuacidn (1) puede transformarse en la (4), que tambien representa

una recta donde manteniendo |4l constante, 1/v es una funcidn lineal de 1/ .

La relacidn de la pendiente sobre la ordenada al origen da Ks s que es indepen-—

1/y = =5 Guo W) 1oe _Goe W (4)

k'S B, (& IC3 K35 &

diente de la concentracidn del activador..

Los resultados obtenidos , satisfacen en general la ecuacion (4).Las pe-
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quefias variacionea observadas (estad{sticamente no significativas) opueden atribuir se
a acciones secundarias del potasio, tales como su efecto relativamente inhibidor
por encima de la concentracion 0,05 M.. Ra velocidad maxima aparente obtenida de

la ecuaciom (4) estd dada por la ecuacion (5)

Yed e e

¥ la recta que expresa 1/ V en funcion de lAAipermite calcular ;A cuyos valores
deben ser igual es a loa obtenidos por el otro método, tal como ocurre en nuestras
observaciones .

Los re:_sultados obtenidos permiten calcular la relacidn entre idn acti-
vador y "centro activo" de la enzima. Cuando se representan recivkocas de actividad
enzimatica, en funcidn de reciprocas de concentracidn de activador, se obtienen en
general rectas, o sea que el exponente de la concentracidén del activador es 1,
Ello indica que un equivalente de activador se une a cada centro activo de enzima,

Las ecuaciones deducidas, valen cuslgquicera sea la naturaleza de la sustan-
cia que se tome como sustrato, es decir el acetaldehido o el DPX, En general,los
rasultados experimentales, satisfacen tambien esta premisa, si bien en los expe-
rimentos, donde las variables fueron el DFii y el potasio, la funcidm tuvo desvia-
ciones respecto & la recta, para pequefias concentraciones de DPN, La importancia
dc este hecho estﬁ, sin embargo disminuida por la concorflancia encontrada con rubi-
dio en lugar de potasio,. Considarando la proteccién de los tioles de lec enzima vor
el notasio, la conducta andmela del mismo podria explicarse de la siruiente manera,

In la deduccidn cinética se supuso que la concentracidn de DPY era muy
alta respecto a la de la enzima. Ello podrfa no ser cierto trabajando con bajas con
centraciones de DFll, Si el DPN se uniese ademas a un sulfhidrilo inespecifico, la
concentracidn eficaz podria ser ain menor, Bn estas condiciones el potasio al des-
slazar al DPN combinado a la proteina, pordffa en libemtad una cantidad suficien-
te del mismo para modificar la velocidad de la reaccidn e introducir una perturba-
cidn en la cinética del sistema,

Todos loa resultados consignados, pueden tambien explicarse con otro:

mecanismo, admitiondo condiciones de flujo estacionario ("steady state ") (5).
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En ece caso , la necesidad de formacidn del complejo anzina-metal activador nravia

a la adicidn dol sustrato, darfa una ocuscion de la velocidad inicial que podria
reproducir los resultados siempro que k’3 ¥ x -1 o Bsta posibilidad puede excluir-
se en vista de los experinentos de proteccidn con metales (w.g) s en efacto , al
hecho de que el K’ fuera capaz de proteger los tioles indica que ol ion activador
puede unirse a la enzima en ausencia de acetaldehido o coenzina,.

Le necesidad de formacion del complejo enzima-sustreto previa a la adicion
del netzal, daria tambien una ecuacion de la velocidad inicial congruente con los re-
sultados siempro que t k% 5 ¥k o Esta situacion es menos pvrobable , y ninguna
condicion a priori permife suponér esa relacion. Sin empbargo no debe ser desdeiiada
como nosibilidad, ¥a que como se vid en el capftulo anterior , la proteccion débil
observada con acetaldehido frente a reactivos tidlicos podria no estar relacionada
a la formacidn del comnlejo activo enzima-sustrato,.

La necesidad de formacidn del complejo enzima-coenzima, previa a la adicbn
del metal, puede excluirse vista la proteccion ejercida por el DPN en ausencia del

metal activador.

1) Los iones potasio y rubidio aumentan la velocidad maxima aparente de oxidacidh
del acctaldehido nor la enzima de Black, sin afectar significativamente las constan-
tes de kichaelis de los complejos enzima-acetaldehido y enzima-DFN,. La recfvroca de
1z velocidad mixima aparente es funcion lineal de la reciproca de la concentracich
de idn activadom .

2) La velocidad maxima aparente de oxicacion del acetaldehido por la enzima de Hhck
aunenta con la concentracion de acetaldehido, sin que varfe significativamente las
conshantes de liichaelis del DFN o de los iones activadores notasio o rubidio. La
reciproca de la ¥elocidad md¥img- aparente de oxidacidn es funcidn 1i-
neal de la reciproca de la coacentracidn de acetaldehido,

3) El DPN aumenta la velocidad maxima de oxidacion del acetaldehido por la enzim



Ge blacik sin afectar lz constante cde idchaelis del acetalcehido o del rubidio. La
- . N - s . .’ -
recfnroca de la velocidac maxima anerente es funcidn lineal dc la recisrocz de la

N . . 1 . e - v
concentracion de DEI ( exceoto con notasio v baja concentracion ce DFN).



N

W

4

\n

C

1

BISLICG A'TA

B lack S. Arch,Biochen,biovihys. , 34 O6 (1951,

Linowcgvar, Ii. 7 Burk, D.S. , _Am, Chem, Soc,, 56 658 (1034

m - r - fad * N;—) 3
Crumpler T.0. y Toe J.il, _Chemical Computation and errors  John Wiler
and Sons iL.Y. (1940)

h

Theorell Il. y Bonnichsen .. _Acta,Chem.Scand, £ 2105 (1951)

Seral L. , Kacimar J.7. y Doyer P, D, _Enzimolomia 15 107  (1952)

Alberty 2.A. Adv, in Enzinology XVII , 2 (1956)

Kacimar J.F. y Boyer P.D. J,Biol.Chem, , _230 , 669  (1.953)

Laidler i J. 7 Socquot , I.i. J,Phys, and Colloid Chem, 44 530 (1950)




~ , - e
~ ; i
v OO0 L0 L0 Soa -
B ae RSN SRS BT RN b IS B Rt ™YYy MR dha N R VA o e Rk N R W k]
JUTS ERNSVIIN VTS RPN BN SRSV AL I D) JOPAFIID U ¥ OSSNV U RTS SN GRS ; S5 1§
— ey g 4

- 4 ey a
astod BREWS AN

. - N -
ot dded d30 a db \ e

T R -
em dbsaL . Weads o AL

B R T N e R T e T

wibU S Ow B=00D . da.




- 68 =

El acetaldehido, por encima de una determinada concentracion, inhibe la
acetaldehido deshidrogenasa. Se admite desde el estudio cldsico ¢a Lineweaver y
Burk (1) que es posible 1la formacidn de un segundo complejo enzima-sustrato cata-
licamente inactivo, de donde, el exceso de acetaldehido se comporta como inhibidor

de la en zima,.. Esto puede representarse por las ecuaciones siguientess

k > 1
Es+S 4_1__ ES (activo) ES L_].c._'a.._.,\ PyE (1)
k'z. ..
154 S
ES+ (n-1l) S ._____ ES S (n-1) (inactivo) (2)
“E,

. . + ? - N I d
La constante de di sociacion de este segundo complejo sera por lo tantos

n-1l

Kﬁ = (&s) (s) /ES (3)

La ecuacion (3) desarrollada en funcion de los valores correspondientes, lleva a
la ecuacidn (4), donde n es el minero de moléculas de sustrato que se combinan co
cada centro activo de la en zima y los demis sfmbolos tienen el significado esta=-

blecido,. Si se representa el término de la derecha en funcidn de log. (S),debe

nlog 8§ -logk ¥ = log[( 8 /x)=(5/D-fe/ D] ()
2 : ~ -

obtenerse una recta de pendiente pn y ordenada en el origen igurl a -log K v,
de manera que conocien do ¥ , se pﬁede calcular _Igﬁ e En las Fig, 1 y 2 ;: TresSe-
fian experimentds da oxi dacion de acetaldehido, con:2 potasio y rub idio como acti-
vadores, cuyos resullados satisfacen la ecuacion (4) . En la tabla 1 se encuentran
los valores h allados para n y Kﬁz que son aproximadamente 2,0 y 0,94 yJ.O-BM.La-
temperatura ,si bien constante para un mismo experimento ,varia liperamente en ex
perimentos realizados en diferentes dias,. Apesar de ello los resultados obtenidos
concuerdan satisfactoriamente con la teoria postulada,

De acuerdo con los valores obtenidos experimen talmente,para una concen
tracion de DFN 9,/4mli , el maxino de actividad eska ubicado aproximadamente en

9.0 x 10 I} de acetaldehido,. desplazéndose progresivamente hacia menores concene.
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Fipura 1

.. ‘ne S|_K !SI ..
Ronregentacion grafica do =lof ( -L-J-‘—ﬁ- ) on funcidn de ~los ]Sl
v Vv v
. . ® - . U4 N ,
Deterninacion de Lineweaver y Durk de n, numero c¢e¢ moleculas de suctrato que foman

con la enzima el coidlejo inactivo ¥ K52 constante de disociacidn del cornlejo immc-
tivo, Activador otasio; I{S constante de iichaelis; V velocidad naxina v v veloci-
6ad inicial (ADy ) x 10°/min.). Tris 2,015 K DI 7.9 5 cistefna 0,001 1 y{K*}0.05 11,
Acetaldchido, DFii v onzima en las concentraciones indicadas, Volumen {inal, > ml,
Lfnea A: DFii 0,027 rii v enzimo 0,056 mge; linea Bt DFi! 0,132 rlf v onzina 0,056 mgs

1{nea Ct DFIi .44 mi y enzina 0,056 =g, ¥ 1fnea D DFU 0.4 i y anzina 0,14 nre




Figura 2

Renregentacion srafica de =log ( lél - -%5 - I%l) en funcidn de =loz lﬁl.

. . * . td - ,
Determinacidn sogin Lincweaver y Burk de n, numoro ée moléculac del sustrato oue

forman con la enszima ol comnlejo incctivo y KS? constanto de disociacidn del conm-

vlejo inactivo., Activador rubidio; Kg constante de liichaelis; V velocicad maxinag
v velocidad inicial (Z\D340 x 103/bin.). Tris 0,015 i »iH $,0 ; cistefna 0,001 i:,
Euﬂuﬂo.01 i, DON 0,44 rli y enzina 0,39 mg. Acetaldehido en las concentraciones

indicadas. Volimen final, 3ml.
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Tabla 1.~ luwero dc molacilas ¢ acesaldeirido  valorers dc le congtiante Ko,

del scunled inactivo.;:cetgldcl-ido deghidrosonasa~geetaldehido nf
Lnzgino e 2l e ’,;-_> 0 Gl, 1, D Zi 7,9 on orecencie de c:.f'te.mi 0,001 1M con
DPI] se- ur ge indiez ;- 0,05 Il de (I\ ) (c.c'\. A, : 3, C, Dy E) y(Rb") 0,01 U
(o:") G) Ll acetzléehido sa azre; o al Tinal se: un so indicn.
Zpe~ Canti- Concentra- Concontracio- Actividad 1@ de molo-  Esp (:1073)
ri- dad de cion de nes ¢e acatel onzsinmatica culas de
manto enzira  DEXI cahido usgua.. (‘m°41t0,1033 acovaldehido
(n5) (1) (12,1077) min (n)
1.6 13
9.0 17
A 00086 00027 16.0 17 200 Oo/P
£3.0 13
l.':; 43 R
LeS £0
B 0.006 0,132 9,0 Vark 2.0 1.1
16,0 49
£3.0 £
1.0 67
A 9.0 8{'
C 0.006 0.410. 16.0 8/+ 2.0 0.91',
53.0 55
1.5 59
Ge3 "137
. 1/,
D 0.1/-[- O./I!l' 12 g lJZ 202 OOII'
53,0 102
106,0 75
1.0 93
9.0 170
E 0,20 Q.44 16,0 1.7 1.9 0.5
53.0 98
106,0 75
9,0 160
106,0 100
& 0039 0044 213.0 5 200 0.8
319.0 .5
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traciones al disminuir el DFN.,

La divergencia con el valor obscrvado por Black (2) que para unag concen-
tracion semejante de DPii,obtiene el maximo de actividad con acetaldehido 17 x 10-5M ,
puede atribuirse a que nosotros hacfamos lecturas cada 15 segundos en lugar de ca=
da 30, de mamera que nuestras obsorvaciones reflejan nas exactamente la velocidad
inicial cuando la concentracion de acetaldehido es 9.0 x lO-EM o menor, pues enton-
ces la curva de actividad tiende a la pargbola muy rapidanente s dificultando la
precisién de la medida de la velocidad inicial..

3 .' re L) 3 :
Si 1la ecuacion de liichaelis se corrize respecto a la sefunda molécula de

acetaldehido se obtienc (1) la ecuacion (5) ;

n
(8)/x = K /U + [(S) + (8) [ ]/v (5)
& T8,/ T
. ‘ - 2
Reoresentando (S) / v en funcion de L}S) s (s)/ 5,-} se tiene fna reo-
2
ta de pendiente 1/V y ordenada al origen ;g /V que vermite recalcular X , Esto se

8
ha hecho en la Fig, 3, para el experimento anterior , obteniéndo wn ¥ = 6,95 x

-3
-5 . - ~Z
10 "} para DPIl 0,027 mil y 0,132 mli ¥ 'I':‘i = 1,68 x 16 'li para DPN 0,44 mi.
Tonandd el valor medio de estas determinaciones para Kﬁ ¥ el valor corres-

. . -3 .
pon diente a DPN 0,44 i de E = 0,94 m10 "M, se calculeron las cantidades re-

lativas de cada uno de los complejos enzima acetaldehido de acuerdo al siguiente

desarrollo Kﬁ #[§] \E] /[BS], de donde,

E /81 =1g) / (Bs]yiBsl/ (&} +(BSI) ={s}/ (K, +18)) (6)

Es nosible hacer asi una curva en la éue se reprééenta la provorcion de
complejo enzima: sustrato activo en funcion de la concentracion de sustrato supues-
ta la no formacidn del sezundo complejo. (Fig.4 curva A) . La cantidad relativa de

enzina presente en el segundo complejo se calcula teniendo en cuenta ques

T BB R 2 g s e e
' | r 12

< il ’ 12
(LEsz}o\_E))/LESZ'sz (hﬁB ‘LSJ )/ S,

v sungndo n.a m,



Figura 3

. -~ v . .’ . PR .’
Influencia de la concentracion de acetzaldehido (correrida vor la formacion del

gonnlejo inm ctivo} sobre la velocid-g‘d inicigl g trcs  concentracionaes de DRI,

\}, velocidad inicial (4Ds30 10° / min); n, mmoro de roléculas gue forman

el complejo inactivado. §§2, constante del coimlejo inactivo, Tiris 0,015 1i ni 7.9;
cirteina 0,001 (I’), 6.05 { y onzima 0,086 rg. Acetoldehido 7 DRI en las con-
centraciones indicsdase. Volumen final, 3 ml.

Linea As DP 0,027 mli ; Linea Bs DF.! 0,132 ri{ y lfnea Cs DFI 0,/ mi,
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Firura A

Influcncia del acetalcdenico sobbe lz canticad relotiva calculada de comdlejos en-

zing-sustrato.

Curva At canticac rolsotiva Cel comducsto enzinma-susirato sin fo riacidn del cone
»lejo insctivo. Curva Bt cantidcd relatliva del comdlejo inactivo, Curva Ot (curva A-
curva B) cantical real cel comucsio activo, Cu rva De canticad relativa de onzirma

libre, Los mumtos marcados incican la activicad relativa on fuicidon ¢e la concon—

. ® - 4 ~ -~ - - . . -
tracion 4. suskrato, resuliado ce wio ¢ los axmeriinentos roalizados,

=

Cantidad relativa (%) de
complejos enzima-substrato

- N
(=]
i

S
30 40 50

[Acetaldehido](Mx10~9)




w7

=1

5 /183 = |s] /38,

se obtiene

2 2 -
G s8] st & K Si|=

y finalmente
(3} / (E)eims) o Tes) ) = (8] / (5
2 _ 3y §2
Con lo que la cantidad relativa de enziia precente
do complejo puecie representarse gréficamente en funcién de la
trato ( Fig,4 , curva B ).
La cantidad de enzima presente en forma de complejo

te de la diferencia de las curvas A y B ( Tig. 4, curva C ),

~ . Fom - —
(LE82J+LE)4I_ESJ ) /[ (ES, .

- -2
si  Lsieqsh) (7)

oen la forma del ssgun-

. J
concentracion de sus-

activo es la resultan-

. ®
cuya ecuacion duede

obtenorse en forma semejante a la anterior,

r < - ”
() gﬁz) I—,Lig‘ . /78] = ( l_Es; ¢ |ES] 4 [E )/ES]
(8)
/! i i 3 | { - —2 |
(=] /0B« [ms] « 8,00 =(si &/ (8] & 5 [sle & )
=3

. 5 ,
Puede verse que cuandd ol cuctrato se hace minino [S} tiemde a coro y di-

vidiendo el numerador y denominador del sezundo miembro por & v considerando
=

que LES]Z se hace desvpreciable rospecto de [E] y {ES] resultas

LES] / (B} +\ES] ) ;'LSj/ (isi g ) que coincide con la ecuacidn (6).

Por otra parto el segundo miembro de la ecuacidn (8) puede esoribirse asf ¢

gg / (1S} + £ 4 K /{S}) cociente quo tiende a 0 cuando |8] ticnde a in-

inito, Tormandose solo el segundo complejo. Podemos escribbr on forma general que
Piendo la velocidad de formacion de los oroductos
X = k'z (ES)

sera reemplazado (ES) por un valor hallado en (8)

c o o2
X = il [!}or SlE /(8 & x S .e k)

S

B

-en que LE]O es la wuoncentracidn de enzima agraogada . Haciendo k 5 Lﬁl =V y reor
o~ = =



rinainente hduede obtenerse la canilcad relativa de enzimia 11DI'o,\l'1g8, 4.
curva D) restando a 100 % (enzima to%al ) las cantidades correspondientes a la en-
zin a unida a sustrato en el primer complejo (curva C) y en el segundo complejo
(curva B). El naxino de la curva C @orresponde a un entorno 8,0 - 9.0 x 10-5M de
acetaidehido aproximadam ente, coincidiendo con los resultados obtenidos experi-

nentalmente,

_DISCUSICIl

Los resultados experimentales resefiados completan la cindtica de la acti-
vacion del acetaldehido por la acetaldehido deshidrogenasa de levadura, Es convenien-
te ahora efectuar un analisis zeneral de este nroceso ,en forma similar al analisis
de la activacidn vor metales realizados en el capftulo anterior., En ol andlisis cie
nético de la activacidn del acetaldehido se tomaron datos experimentales de este -
canitulo vy del prccedente.

La cindtica de la oxicacidn del acetaldehido en funcidn de la concentro-
cidn de coenzima pumde desarrollarse do la siguionte ﬁanera (ver Alberty (3),Segal
Kachmar 7 Boyer (4) y Ingraham y larkower (5) . Si se considera el sistema en con-

. - . . - . . - « P
dicionms de equilibrio el mocanismo mas plausible consiste en suponer la formacion

- . e . . .
de un complejo tern ario vor adicion de sustirato y coonzina en forma independiente .

1) E &« S ¢ > Es 3). ES & DFI > &spP
2) E &DF o . > EDF: 4) EDFii & S - ? ESDFN

ESDFE & 5 E & Productos
S8i se supone que la »resencia de DFii, no iﬁfluye en la unidn Gel sustrato ¥ vice-
versa, este mecanismo lleva a una ecuacion de la velocidad inicial semojanto a la
nronuesta por Laidler 7 So cguet (6) para dos susiratos adsorbidos en dos sitios

P L) . I d
enzimaticos ¥y que no compiten entre si
v

(1. Ks/[gj) (1 e KDR:@P@

v =




La constante avnarcnte cCe idch aelis en este caso coincide con la cons-
sante de lichelis vercdadera nara sustrato y para coenzima y es »or lo tanto inde-
sendiente Ge las concentraciones ce coenzima o sustrato respoctivanente,

La inversa de la velocidad mi:dma aparcnte cs una funcidn lineal de la

. B . - - .
inversa de la conceniracion do DPII o sustrato,

h .r

2ppi; K
N =L e _ 1 18 = 1 4 Ts 1
i e - 7 5 ¥ ‘" )

Los valorcs éc la »enciente sobrc el valor de la orconada en ¢l orlson renrocducen
lzes resnactivas contantés de lidichaelis,
b) Si se cudonme ol sistcma en ectado de flujo estacionario ( "steady state®)
. ’ 3 . > . 3
la fornmacion nrovia de un com» lejo enzimo sustrato o enzima coensina, con forma-
.l - . . . . . - - N « . I
cion o no ¢e un complejo ternario nrevio a lz descomposicion en drocuctos, el tra-

A .

tanicato eindtico 1lleva a la fdmwla de la velocidad inicials
v —
X! & KN . & e
14 /) /(DPh) /(s) (DPL)

en la cue X', K'' 7 X''' son consiantes que toman distintos valores sogin se forma
. . . - . + B

¢l commlejo enzina sustirato o enzima DFII Hrimero y sesun sec el posterior nroceso
»

ormacion eventual del compdlejo ternario y la forma de Coscoryosicion del mimio

( 3" /'P)o

s
[]

k3 - - - - L
Las contantces respectivas do iddchaelis seran Huest

B - K' s 1("'/@1’1‘7} fop: = K'Y & K101/ Ls]
- 145" FoE 1ex /(8]

K''! podria temar un valor nuiecrico tcl, que fuera K!''! = K'x K'! en cu yo caso K
¥ Epp; 88B4n otra vez co nstantes de iichaelis verdaderaé e indenendientes de la
concentracion de sustrat o y DPIi respectivamento, &in no siondo cierta la igual-
dad anterior, la diferencia podria no scr suficientemento significativa, coro nara
que puedan observeorse vaeriaciones de las roespeetivac constantes aparentes de li-
chaelis,.. En cuanto a lac velocidades r;léxi.mas, tanbién se obtendria wna funcidn

. - . . .’
lincal de sus inversas, respeeto a la inversa de la concentracion de sustrato o DPl,



.
- 73 -

En recumen , si se adniten las condicioncs de eguilib rio , los resulta-
dos experimentales referidos en el cap{tulo anterior y en el vresente, satisfacen
la teoria de formacion desor@enada del complejo ternario., Si se considera el siste-
na en estado de flujo ostacionario tambien Huecdon exdlicarse los resultados obte-
nidos por la formacidn oblizaGa de un complejo enzima-sustrato (acetaldehido o DPN),
ulteriormonte transformable en el respectivo complejo ternario, siemnre que algumms
constantes de velocidad se igualen , dentro de ciertos limites,

El hecho de que la coonzima (¥ - s ) protege al SII en ausencia de acetal-
dehido nos porimite ~firmar que la fornmacion del compuesto onzima-acetaldohido no ®@s
condicidn nrevia a la unidn de la coenzima y excluir esta nosibilidad cindtica. SBbLre
la formacidn del compuesté enzima coenzima previ a  a la adicion del acetaldehfifio
en camblo nada nodemos afirmar, dado que el acetaldehiido podria actuar como protec -

tor indevendientemente de su accion como sustrato ( ver capftulo V ),

La forma de la curva de actividad enzimitica en funcidn de la concenira-
cidn de sustrato con su maximo caracterictico pude explicarse por la formacidn de
dos compuestos enzima-sustrato, El prinmero, activo, egté constituido nor una molé -
cula de acetaldehido por cada centiro activo de enzima y &k segunde inactivo , por
dos moléculas de acetaldehido mor centro activo de enzima ., La inactividad del se-
gundo complejo es dificil de explicar; por el momento,conslderando la alta reacti-
vidad del acetaldehido, es nosible gue la segunda molécula se una a la enzima en el
centro activo o en sus mediaciones e interfiera el transporte de electrones a la
coenzima, Ello podria estar en relacidn con la proteccién de los tioles de la enzi-
ma , estrechamente vinculados a la coenzima..

En el capitulo anterior se comprobd que segin la concentracidn de DPH va-
ria la concontracién de acetaldehido que da la actividad enzimitica mixima. Varias
explicaciones pueden prononerse para el efecto del DFli , El DFIl podria a) aumentar
el valor de Kﬁ de manera que cuando aumenta el DFI debe aumentar la concentracidm
de acetaldehido para mantener igual actividad; b) aumentar K disminuyendo asi la
concentracion del complejo inhibidor ES2 .. E1 nixino de actividad se corre hacia

las mayores concentraciones de acetaldehido; ¢) modificar la concontracidn efectiva
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de acetaldehido, Dos condiciones deben cumplirse en este ultino caso, a sabers

1) gue laa cantidad de sustrato no sea muy grande respecto a la enzima, y 2) que

la formacion del complejo enzima-acetaldehido se realice a traves del DFil, En e-
sas evondiciones, con bajas concentraciones de acetaldehido, si crece la concentra-
cidn de DPN, parte del acataldehido se une con éste y la enzima para formar el
complejo activo ; disminuye entonces el acetaldehido utilizable en la formacidn del
complejo ES2 que inhibe la actividad enzinathea,

Por el momento no hay argunentos positivos en favor de cualquiera de los:
mecanismos propuestos, Los reaultados obtenidos en el cap{tulo anterior no dermes-
tran ( dentro del error experimental ) variacidn de Kﬂ en funcidon de la concentm -
cidn de DPYi , lo que permitiria excluir el mecanismo’ a); las variaciones Eﬁ en

2
funcidn dec la concentracidén de DEl , descriptas en este cap{tulo, no son sistemati-
cas y dado el error alto introducido en su evaluacion por la suma de los errores
parciiales de 1a nedida, lo nis probable es que esas variscioncs no sean significati-
vas.lio existe ningun arzumento en favor de la hipdtesis ¢)si bien convicne sefialar
que la unicon de enzima y sustrato a través de la coenzima ha sido sugerida por Kaplan
v Ciotti (7) y Burton y Kaplan (C) para la alcohol deshidrogenasa y por Terayama ¥
Vest1ling(9) para la ldctivo deshidrozenasa .. T6do ello hacen necesariosnuevos estu~
dios con prenaraciones nas purificadas y con medidas 1as precisas de las constantes,

—SOLICLUSIOUES |
1) La DFii aldehido deshidrogenasa de levadura forma cos comdlejos con el acetalde-
hido. Una y dos moldeules de acetaldehido se combinon con cada cebbro activo do en-
zimm, en el nrimero y sogundo complejo , respactivanente,
2) El complejo que contiene una moldcula de acetaldehido nor centro activo es catn -
1fticanente activo, mientras que el guc tiene dos es inactivo e inhibe a la enzima,
La e:xdstencia del segundo cornlejo explica el naxino que wvrescnta la curva de acti -
vidad en funcidn de la concentracidn de susirato.

. . . - e - .
3) Se discute 1 a influencia de la concontracion dec DP. sobre la concentracidn & -

tima de acetaldehido »ara la actividad ¢e la enzima ,
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La oxidacion cel aceteldenido, »uede ser realizada Hor éiversas vias
v a traves d: distintos sistemas enzinaticos; en la introduccidon heros realizado
una roseila detalldda de lo cstudiadoc hasta 6l »presente. Entre esos sistenas en-
zimaticos hay un crudo que utiliza DB y TPl couo coonzima 7 como resultado de la
oxidacion, proddse acido acéticos En ellos no pudo denostrarso hasta el presen’e
la formacisn intorncdia de acil derivados (1, 2, 3, 4, ). Racler, sin cmbargo (4)
los agrupa cono "tiohemiacetal deshidrogenasas™ junto a sistemas coro la aldolido

deshidrogonasa ¢el Cl, Kluyveri y E, Coli.. (5,6). £1 necanismo generazl de accidn

I - . .
seria ol siguientes

1) RCHD --"02) RICHOHSR,
2) RCHOHSR, & DR} pm——o»p ngsnz + DR o+ 1

Y 5 RICOOH + SHR,

RCSR, ¥ fzf\/i 29
T TN Gro, v s
372 MR
tuali%a que "cuando ol SH de la enzima participa en la resccidn y no
se necesitan compuestos tidlicos libres, la evidencia de la participacidn de un tio-
hemiacetal es diffcil de obtener"..

Creenos que los resultados obtenidos por nosotros, son suficientes para
desechar esa argumentacién. Si la hipétesis do Racker fuera cierta, el sustrato ton-
drfa cuc scr capaz de preservar a la enzima en forms efectiva de la accidn inhibidara
de los reactivos tidlicos,.

En las tres enzimas ensayadas, dos de levadura y la tercora de higado de
vacuna, se ha demostrado la presencia de sulfhidrilos esenciales; en ningun caso el
acetaldehido Zuécapaz de una proteccion zeneral frente a todos losreactivos do tio-
les. SOlo franie a algunos la aceion protectora del sustrato sobre la enzima de hig -
do fué suficientomente siznificativa. En cambio los resultados obtenidos con DY y
TRl acetaldehido deshidro;senasas de levadura, son bien concluyentes, especialmente
si se toma en cuonta los valotes de la constante dc ilchaelis del complejo enzima-

sustrato, En efecto, Ks & ( ky 4 k83 ) / ky ; Para que Es sea pequefio ( 1 x 10~ @
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la DFN acetaldehidd deshidrogenasa (y.i.) ¥ 3.5 x 10~ en 1a TB acetaldehido des-
hidrogenasa (3)), debe ser ky # k'3 'ﬁi'. &in cuando k§3 fuera despreciable res—
pecto de k2, tendria que ser k2 kl Y por lo tanto elﬂequilibrio de la ecuacidn

de formacidn del hemiacetal, ectar netamente desplazado hacia el corplejo. Las con-
centraciones de reactivos de tioles, fueron usadas en cantidades tales que dieran
inhibicidn por debajo del 100 % (en general del orden del 70 ) y por lo tanto es
evidante que la presencia de relativamente altas concentracionec de acetaldehido de-
bikron toner un efecto virihlae El hecho de que las coenzimas, cuyos Kppy ¥ Lppy so
de un orden igual o nayor (L0 pare DPI acetaldehido deshidrozenasa (vui,) y 1077 m-
ra TPN acetalddhido deskidrogenasa (3)) dieron siompre proteccidn frente a todos los
reactivos, refuerza esta argumentacion indicando aue la relacién de un SH de la vro-
tofna y el sustrato, dif{cilmente pueden tener el mismo sigmificado que el atribui-
do a la relacion entre SH y la coenzima. Respecto a la DPFY acetaldchido deshidroge-
nasa, doberos agregar que hemos nodido raemplazar los tioles imprescindibles por ver-
cenog sin pérdidd de actividad y por histidina, aunque en este caso a costa de gran
parte de la actividad lo cual no condice con la hipétesis de formacidon de un tiohermi —
acetal intermedioce

Los resultados ob teuidos hasta ahora en lo referente a la ox“dacion de al-
dehidos no narecencor ruy dechsivos como para poder generalizar su proceso,

Quiza sea la unidn de la coenzima a la enzima &a Unica generalizacidn acar—
de con todos loa resultados, Efectivamente, los distintos requerimientor de gada um
da lac deshidrosenasas, tanto en lo referente a tioles agregados, como a metal es
activadores, el distinto comportamiento del acetoldonido on la proteccion de los
sulfhidrilom, sy el distinto comportamiento de los metales activadores on la aceidn
protactora, tiondon a nostrar difercncias antos que semejanzas. Sin embargo esas di-
ferencias 6s nosiblé. que se refieran a ciertos dotalles del mecanismo,que no obsta-
rian a una Tormulaaidn de %ino general. EL primer indicio de ello lo darfa 1la forma-
cidn de un compuosto enzima - coenzina, que henos ya supvecto se roalizar{d a travé& de

un sulfhidril o.
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Los exporimentos cineticos realizados con la enzinma de 2lacl: nos llevari-
an o doe posibilidadas rocdoctora la aceidn del acetaldehido. La priner nosibilidad
(Laidl er) serfa que los compuestos binarios enzima acetaldehido y enzima coenzima
so formaran independientemente, nrevaleciondo para ol sistema condiciones de equi-~
librio ( descomposicién.mny lenta o nula de complejos binario o tornario en enzima
¥y productos), o con el complejo ternario en equilibrio ¥ los otros an estado de flu-
jo estocionario ("steady state"), requiriendose en tal caso coincidencia en algunas
constantes. Bstos compuestos binarios formarfan a su vez el complejo ternario, unien-—.
. dose al sustrato o la comnzima a igual velocidad que la enzima libre, Este sezundo
paso, sin emb argo, podria diflerir, quedando bloqueada la wnidn de uno de ellos nor
la del otro. n tzl caso prevalscerfan condiciones de equilibrio parcial por parte
de uno de los complejos binarios y del complejo termariof{l5).

La formacidn del corivlejo ternario podr{a involucrar condiciones favo~-
rables para el traspaso del hidrdgeno o del acetaldehido a la comnzima, como lo
proponen Vennesland, Westheimer y col. (7, 8; 9).

La sesunda posibilidéd,léﬁe requiere condiciones de flujo estacionario y
colincidencia en algunas constantes, soria que el acetaldehido se unkiese al compuesto
enzina DFN, por ejemplo a travds del DFll, en forma semejante al que proppnen Kaplan
y col. (10,11) para expliter la oxidacion del alcbhol por la alcohol deshidrogenasa.
Teré&ama y Yestling (12), sugieren un mecanismo semejante para la lactico deshidro-
Benasa,.

En la figura 1 henos esquenatizado el proceso., En un primer paso la for-
ma anidnica del hidrato de aldehido se unirfa al compuesto enzima - DPN a través de
este Ultimo. A1 respacto cabe seiialar que Bell y gol. (14) encontraron gue el acc—
taldchidd en agua a temperatura ambiente esta hidéééado en un 60 ¥ aproximadamentej

los autores sugioren la posibilidad de que cicho hidrato estd en equilibrio con su

forma anionica en soduciones de oH alto, como es nuestro caso,



acctaldehido. Los detalles se describen en d

texto, De acuerdo a lasinvestigecionerde Pullman y ¢ol. (13) con D, la reducecion dal
. L] ] 3 > . 3 . .« ” hl -'- -

anillo »iridinico se indica en vosicilon vara . El dlbujo se hizo en forma espacial,

on victa de loc resul tados obtenidos en estudios con D (7, S, 9),.-
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denostrada » or el hccino de qua co.. igualos datos henos obtenldo reswltados oue di-

, A e .
firieron cntre si corimmente en un 30-40% llegando raramente a difcrencias mayores,

‘s

- s - a . LS I d
lio henos hallacdo nor otra »narte difercncias de tipo sistcmatico en el otodo srafiom

s P ~, o ? N -
usendo la renresentecion |87 /v en funcion do [S] o 1/¥ en funcion de 1/[SJ; las di-
sas 4 . o~ e .
faorcncins fucron indistintamemto e:1 uno v otro sontido. En cuanto al netodo de cuadra-
Pl . < . .
loc ~vini:os, mucho ias laborioso, solo esiuvo justificado jor cue el orden de las

-~ , I3
difercncizs observadas fuae Hecucio,
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Zn los canitwlos anteriorec se ha aestudiado detalladoiiente lo seacihilicdad de las -

aldehido ceshidrogenasas dol S, cercvisiae Dora los reactivos de tioles 7 on base a la

jw]

difcreate respuosta a dichos réactivos se ha tratado de ostablecer ol napol [isioldglco
de esac enzimas, nor comparacion con la inhibicidn ce la oxdidacidn del acetalcohido nor
las células enberas,

Entra las substancias capeces de imdbir la oxicacion del ncetaldehido por la lova-
¢ura sc oncuentian los Cinitrofenoles (DiF) (1). La ovortunidad ce dicooner de las dos
aldchido ceshicdrojcnasas en forma purificacda ho posibilitado el astudio do la acciodn -do
los dinitroienoles sobre las mismas,en un intento de aclarar el necaniimo de la acciodn
inhibicora de los dinitrofcnoles sobre las células enteras,

RESULTADOS

1) Accidn do los dinitrofonoles sobre la oxidacidn del acctaldehido mor la levadura, En

concentracionos rolativanante pnequelias, alrededor do 1 1os dinitrofaonoles inhibon la
oxidacion Cel acetaldehido.La acecidn es narilcwdernente notable con los icormeros 234 v 225
y se cvidencia tanto cn ol consumo de o:dreno como on la dasamaricidn de acotaldohido,En
nresancia de DIF y acetelcchicdo el consumo dismdinwrae por debajo del nivel del testigo tra-
tado con DNF golamente. (Tabla 1) lo que indica que el acetaldehido actia on esto caso c8-

mo un inhibidor de la respiracion resicdual do la levadurae EL ofccto es mas notable con

ciertas preparaciones do levadura donde ol DIF exagora la respiracion residual (Tabla 1

exp.A) Tambion disminuye el consurio de acetaldohido on nresaencia de DITF .,El efecto cs difi-
cil o valorar exnctamente »ues el acetaldchicdo no solo decasaparoce por su metabolismo en
la levadura sino nor fijacidn en el alcali del compartimento central del vaso manomatrico
‘Esto ha sido comprobado en experimentos roalizados on condiciones i~ualoc a las descrip=
tas, excapto la lovadura ,que roemplazé por igual volimon de agua, La desaparicién con-
cuerda con la formacidn de color amarillo sobre el papel usado para la absorcion de
anhidrido carbdnico, posiblemento debido a formacion de substancias de tivo aldol.

A pesar de estos inconvonientas es evidente que on nrosencia de DIF la levadura de—

ja do consunir acetaldehldo y la diforoncia entre la inhibicidn del consuro de oxf-

gono y de acetaldehido , respectivamente , bien vuede atribuirse a 1la fijaciGn en
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Tabla 1 . Accidn de los dinitrofenoles sobre la oxidacidn dol acetaldehido por

S.cerovisiac,

Levadura suspendida on 2.0 ml de PQ.H,K  (exp..A); succinato (exp.. B) o ftalato
. " ~n0 ,
(cxpeC) 0,05 ¥ a pH 4.5 = 307 zire, iCH en vaso central .. Duracion de la oxida-

cion ¢ 60 min.(oxp. A& y B) v 45 min, (oxp.C) ..

Lx—- Leva Consu~ Consu-~ Forma-
pe- dura Adiciones mo de mo de dkon
pi- $og) oxdi- acc- de a-
men- goeno talde- cotalo.
to (pl)  hido (i)
| ( pd)
A 5,5 Acotaldohido 0,030 M 348 52,6 - -
A 5.5 Acetaldehido 0,030 i ¢ 234 DIF 0,96 10‘414 66 L3 - -
A 5.5 ilinguna 9 -1.2 - -
A 5.5 2 34 pip 0,96 104'1{ 105  -l.2 -
B 3.3 Acetaldehido 0,030 M 815 52,8 41,0
B 3.3 Acotaldehido 0,030 li +-2:4 DIF 0,96 10“41-: 57 7.8 81,0
B 3.3 linguna €0 0.0 43,0
B 3.3 2t 4 DNF 0,96 104"1'-1 .53 0.0 2,0
C 5.0 Acetaldenido 0,030 li 250 32,5 - .
c 5.0 Acetaldehicdo 0,030 i & 2 84 DIF 0,96 10""1.1 25 9.0 --
C 5.6 Acotaldehido 0,030 I & 2 35 DIF 6,5 10~ 37 9.0 --
C 5.6 Acetaldehido 0,030 if ¢ 2 36 DIF 3,8 107 53 11,0 - -
c 5.6 Minguna 87 -- - -
c 5.6 23 4 DIF 0,96 10~ W e e
¢ 5.6 23 5 DIF 6,5 104’1-1 96 - - -

c 5.6 2 3 6.DIF 3,8 10-41\1 6L - - -
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ol alcali dol compartimento central o bien a condensaciones intracelulares de ace-
taldehido, que no consumen ox{geno tales como la condensacion alddlica de Neuberg
(8), 1a transcarbolipacion de Shimatzu (9) etc, La importancia de estas Ultimas
roacciones seria sin embargo, nfnima, La inhibicidn de la oxidacidn del acetalde-
hido por los DNF no se acompaiia con aparicidn de acidez volatil imputablé a la
formacidn do dcido acético, Jo gue llama la atencidn vor cuanto los DNF son inhi-
bidores de la oxidacion del acetatd por la levadura (2). Ello demuestra que el e-
fecto es sobre la etapa inicial del proceso oxidativo,

La oxidacidn de acetaldehido por la levadura se acompafia por esterifica-
cidn de ortofosfato ( Tabla 2 ) lo mismo que la de los acidos acético y pimivieo
(2 vy 3 ).. La accidén inhibidora de los DiFsp es extensiva a la estérificacidon de
ortofosfato que nor se produce en presencia de los mismos,

La accidn inhibidora de los DNFs » Se produce solamente a pH acido (2=3)

lo mismo que la inhibicidn de la oxidacion de los acidos acético y pirtvico; a
oH 6.5 no se registra accidn inhibidora.

2) Accién de log dinitrofenoles sobre las aldehido _deshidrogenssag de levgdﬁrg.
En 1 a Tabla 3 se reseiian oxperimentos que demuestran una cierta aceidn inhibido-
ra de los dinitrofenoles sobre la enzima de Black, especialmente con el 24 DNF

( 42%). La enzima de Seegmiller es mucho menos sensible, siendo inhibida en ma-
yor grado tambien por el 234 DIF. Estas substancias no son capaces de reemplazar
al DPY o TPN como agentes oxidantes a pesar de que en los tejidos animales algunos

grupos nitro pueden transformarse en amino,

DISCUSION

liinguna de las aldehido deshldrogenasas de la levadura sufre aparentemen-
te una inhibicidn por los dinitrofenoles capaz de explicar la inhibi#idn de la oxi-
dacidn del acetaldehido por célula viva , Es cierto que las con diciones en que
actda el DIF sobre las células ¥y las onzimas , son respectivamente distintas pues

en el primer caso la accidn es a pll 4,5 mientras que en el segundo es a pH 7,7 -
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Tabla 2,- Accidn de los dinitrofenoclos sobre la estorificacidn de ortofosfato

asociada 3 la oxidacidn de acetaldehido . 68,0 mg de levadura suspendida en 20,0
ml de ftalato 0,05 M, pH 4.5 a 30° Aire. 40 minutos de equilibracidn;ortofosfato

inicial, 4.5 Ff/zo mnl.

Expe Desa- Orto-
ri Adiciones paTri— fos - ALP
men cion fato
to de ace- £ PP)
talde-
hido
( A moles)
A linguna 0 ~0.4 -
A 2 14 DNF 0.96 10~ 0 2.7 -
A
A 2 36DF 2,610 M 0 -1,8 -
S
A Ps 5DIF 6,4 10 M 0 -1,8 -
A Acetaldehido 0,030 M 30,2 2.6 30
A Acetaldehido 0,030 M & 234 DNF 0,:,96 10-4}1 2.9 2.3 04
A Acetaldehido 0,030 M ¢ 2,6 DIF 2,6 lO-Al-i 8,1 2.1 =03
-4
A Acetal dehido 0,030 M 4 2,5 DNF 6,4 10 M 4 2.3 0.5




Tabla 3 ,
taldehido - las enzimas de Black v Seepmiller, Enzima en buffer de Tris 0,01% li,
o 8,0 (Bxo. A) ¥ 7.7 (Exp.. B) on prosoncia de cistoina 0,001 M, C1K 0,1 M, DFl

g
0.44 mi vy acetaldehido 0,17 x 10 "l (oxp.A) o Cl, kg 0,015 ii ,TFN 0,12 mi y ace=

2

taldehido 0.5 rli (exp.B) , con las adiciones que so indican, Volumon final 3 ml .

Expe~- Can - Acti- In-
ri- ti- Adiciones vidad hi~
nen=- dad deo enzi- bi:
to onzima noti- cim
(mg) ca 3 (%)
(bD340 10 7
nin

Enzima de Black
A - inguna 130 --
A - 2,4, Dinitrofenol 0,11 mil 7t 4245
A - 2.5 Dinitrofenol 0,08 mii 96 26,2
A - 2.6 Dinitrofenol 0,20 mil 105 19.3

Inzina de Seepgmiller
B 0442 Ilinguna 120 - -
B 0.42 2,4 Dinitrofenol 0,11 rii 126 29,7
B 042 2.5 Dinitrofenol 0,06 rii 36 =30
B 0442 2.6 Dinitrofcnol 0,206 mii 38 ~eb
B 0,42 2./. Dinitrofenol 0,11 mli ¥ 0 100,.~
3 042 DPii 044/ mil 0 1004~

a oc o lta ol LU
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8,0 , B11lo es una composicién que resulta 1) , de la permeabilidad de las células
al DIFF, significativa solamente a pH dcido v 2) del pH optimo para la actividad

de las deshidrogenasas a pH notamente alcalinc . Complica aun nas la explicgcion
el hecho de que ol pll an el interlor de las células sea de 655 =06,7 1o que in-
troduce la cuestidn del papeX. fisioldgico de en zimas que "in vivo" actuarfan a mn
pll en el que alsladas carecen practicamente de actividad , Si se argumenta, con
rigor mdximo , que las condiciones ;ﬂnios DNF* actian sobre las enzimas por una
parte y sobre las células por otra, son totalmente distintas y quo lo observado
con las enzimas n o tiene valor alguno para explicar la inhibicidn de las células,
debe tambien concluirse que las aldehido deshidrogenasas de la levadura no tienen
ningin papel fisioldgico y que la enzima que oxdda el acetaldehido estd ain vor

ser hallada .

lias probable que esta posicién oxtrema parece sujoner que las enzimas
no se hallam aisladas sino constituyendo unidades rultienzimaticas en que la ma~
yor eoficacia catalftica se obtiene a exponsas de modificaciones de ciertas propie-
dades de las en zimas conmtituyentes. La "cicloforasa" descripta por Green ( 4),
constituye un oejemplo de organizaci5n miltienzimitica y las mitocondrias esta~
rian consk#ituidas por este tipo de unidades,

Estas estructuras implican por su tamaiio la presencia de superficies e
interfases de las cuales denende la mutua accesibilidad de las enzimas constituym-
tos o Altoraciones on las mismas podrian signfificar la abolicion de la actividad
catalftica total sin que las enzimas constituyontes pudieran desplegar las suyas
propias,

La accidn mas conocida de los DNF es prevenir la esterificacidn de fos-
fato acoolada a las oxidaciones o sea la fosforilacidn oxidativa ( '5,10), En la
lovadura , los DIF inhiben la oxidacion del acotaldehido y sirmltaneamente la este-
rificacidn de ortofosfato ; resultados similares se obtionen empleando piruvato o
acetato cono sustrato s, Esto indica la inhibicion de un mecanismo oxidativo con

. > . 3 0' 3
accion general ., En los tejidos animales la accion do los DIF ticne caracteres
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analogos. Drysdale y Lardy (6) observaron que los DKF inhiben la oxidacion de
dcidos grasos por nitocondrias de h{gado de rata poro no por las enzimas solubles
aisladas de dicha preparacidn, Ello confirma que los DEF actian solamente sobre
organizaciones enzimaticas complejas, afaectando propiedades estructurales de las
nismas y cen apoyo de esa interpretacidn estd la observacidn de Dianzani y Scuro

(7) segin la cual los DIF modifican la estructura fisicoquinmica de las mitocohdrias

como revela su cambio de forma,

1°) Los dinitrofonoles 23/ 3 2¢5 y 236 inhiben intensamente la oxidacion de a-
cetaldehido por la lewadura y la esterificacion de ortofosfato asociada,

203 Las aldehido deshidrogenasas de levadura en las condiciones de actividad dp-
tima son ligeramonte inhibidas por los dinitrofenoles, especialmente el isdmero
23/ - DNF, La inhibicidn no explica el efecto de los dinitrofenoles sobre la oxi-

dacion del acetaldehido por las células de levadura,
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