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Estas aldehido mutasas funron identifiicadas por Wieland y otros con las

aldehido oxidasas que Schardinger descubriera en la leche , en l902,asumiendo la

hipótesis 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 hipótesis fué sostenida, lo que unido

a las dificultades que ofrecía la investigación de las mutasas, llevá a que los

estudios se dirigieran mas hacia el sistema oxidasa que hacia el sistema nmutasa ".

Kostytchew en 1914 descubrió la disnmtación enzimática del acetaldehido

en la levadura y Neuberg en cultivos bacterianas. Euler y Myrbá'ck,ya en 1927, ü­

mostraron la necesidad de la cozimasa para la actividad de la mutasa de levadura

y al año siguiente Euler y Brunius hicieron igual comprobaciánen la de higado.

En 1935 Reichel estudiá la cinética de la mutasa de higado aunque sin separarla

de la aldehido oxidasa, considerando afin ambas comouna sola enzima la "aldehidra­

sa de higado".

Fué recién en 1937 cuando Pixon y Lutwak-Mannestablecieron claramente la exista:­

cia de una aldehido-mutasa comosistema independiente a 1a oxidasa (7). Booth pas­

teriormente corroboró esta observación (8). Para realizar estas comprobaciones

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

iodoacetato, ya que fueron así los primeros indicios de 1a accidn inhibidora de

este reactivo sobre la acetaldehido deshidrogenasa e incluyeron un estudio sobre

requerimiento de coenzimas (9). Propusieron para aclarar el mecanismodel proceso

la existencia de dos centros activos, uno capaz de oxidar el aldehido en presencia

de cozimasa (lo que la diferenciaría de la aldehido oxidasa) y otra capaz de re­

ducirlo en igual condicién, pero a su vez incapaz de oxidar al alcohol (lo que lo

diferenciaria de la alcohol deshidrogenasa). Esos dos centros podrian estar en

una sola enzima o en dos enzimas separadas, quedando el problema abierto a futu­

ras investigaciones.

Posteriormente Dixon (l) sugirió la posible explicación de no haber
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hallado alcohol deshidrogenasa en el sistema por la accidental remoción de

diaforasa necesaria para l a actividad del sistema que usaban . Planteá como¡xk

sibilidad nueva la de que la alcohol desidrogenasa pudiera asociarse a otra enzi­

mapara constituir la mutasa.

Paralelamente a esos estudios Green y 99;. (10) realizaron estudios a?

bre varias mutasas, en al que hallaron que la accián inhibidora del iodoacetato

se ejercía en realidad sobre la fracción de la mutasa que reduce a la cozimasa

(es decir la que correspondería a la aldehido deshidrogenasa) señalando una posi­

ble competencia entre aldehido y iodoacetato por el centro activo correspondiente.

Desarrollaron una teoria de las mutasas semejante,a la esbozada por Dixon, por la

que suponen que los dos centros activos que simultaneamente oxidan y reducen al

sustrato estarian ligados por la coenzimaen una sola enzima. Este tipo de meca­

nismo fue aceptado durante bastante tiempo e incluido en algunos textos comoen

el de Sumner y Sommersy en el de Myrbick. En el año 1941 Miclin y Borodina publL

caron un estudio sobre aldehido mutasa en plantas (ll). A partir de porotos Con­

siguieron aislar la mutasa, que actúa especificamente con cozimasa y que tambien
resulto sensible al iodoacetato.

En 1947 en un estudio sobre los efectos del BALsobre varios sistemas

enzimáticos, ¡ebb y Heyingen (12) incluyen los efectos sobre el aldehido mutasa

de vacuno ,encontrando una inhibición casi total con BAL0,004. Sugieren la posib

ble existencia de un metal en el grupo prostático.

Finalmente en 1949 E. Racker trabajando sobre higado de vacuno (13) cai­

sigue separar del sistema, la aldehido deshidrogenasa, que requiere DPNcomoco­

factor y que unida a la alchol deshidrogenasa es capaz de reconstituir la "mutasa".

El sistema de Hacker realizaría la.dismutaci6n de Cannizaro de acuer­

do al siguiente asquemat
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Aldehido deshidrog. ‘

CHBCI-IO + H20 4 DH: —> CHBCOOH e DPIIH + H

¡Alcghol deshidrgg. e
cmo 4- DPI-¡H +.H‘ F CHBCKZOH + DPNCH

3

Suma 2CHBCHO e H2: ; CH3 00011 + U2HSOH

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

clarar otro de dichos procesos de dismutacion.. Encontraron que en preparaciones

parcialmente purificadas de Cl.Kluyveri la dismutacián del acetaldehido requería

aldehido deshidrogenasa ,ortofosfato,CoA y DPNy propusieron el siguiente esquema z

* Aldehido deshidrog,L
CHBCI-IO e. CoASH 4- DPN 4T 7‘ CH3COSCoA + DPI‘EH+ H‘

CHBCOSCoA+ HPC} Transa°°tllasa > CHBCOOP0=o- 004ml3

‘ Alcohol deshidro . ¿
CHB-CHO e DPNH e H <— C2H50H + DPN

Suma 2 CH3—CHOe- ¿_______='-W’ CH3coom3a cgi-gen
De esa forma se cierra el capítulo de las aldehido mutasas. La oxidación anaerobi­

ca de los aldehidos correspondientes, aparece desde entonces ligada a las llamadas

aldehido deshidrogenasas.

Las aldehido deshidrogeggggs.- Conposterioridad al estudio sobre las mutasas han

sido descriptasvarias aldehido deshidrogenasas. Sin embargoentre ellas han sido en

contradas una serie de diferencias que han dificultado su ordenacián. Aun cuando Hal

ker (16) engloba a casi todas en un solo grupo comotiohemiacetal deshidrogenasas,

aceptando el supuesto de que el aldehido form:)un sulfhidrilo del sistema un hemia­

cetal, y que es sobre este compuesto sobre el que se produce la reduccion, los re­

sultados obtenidos por nosotros nos indican comopoco probable este proceso en al­

guno de esos casos.

En otros casos han sido obtenidas ciertas evidencias para ese mecanismo.

Tal es el caso de las siguientes deshidrogenasas:

¿ldehido deshidrogeggsg del Clostridium Klglyeri.- Requiere DPN,CoA,transacetilasl

y fofato, da comoproducto final acetifosfato ( 14-15) . En los extractos
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iniciales de Cl. Kluyveri el sistema era activo tanto con DPNcomocon TPNpero

el hecho de que extractos purificados eran activos solo con DPNsugirió a los au­

tores la posible presencia de dos enzimas simultáneas. El sistema tiene una acti­

vidad máximacon acetaldehido, butiraldehido y glicolaldehido.

Egrmaldehido deshidrogenasa de higado z levadura .—Activa con formol y DPNre­

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 1a hipótesis de que la enzima actuaria sobre el hemimercaptal

S-hidroximetilglutation. Ha sido tambien sugerida la formación de un tiohemiace­

tal en el caso de la betaina aldehido deshidrogenasa de hígado (16-18) espe­

cifica para ese aldehido y activa con DPN,requiere tambien glutation o cisteina.

Lg triosafosfato deghidrogenasa no ha sido incluida por Racker con el

grupo anterior; su mecanismode accidn no está aún aclarado habiéndose sugerido

distintas posibilidades (del 19 al 26) . Requiere para su actividad glutation

que actuaría comocofactor firmemente unido a la proteina ,DPNy 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,pup

diendo tambien usar comosustratos propionaldehido y butiraldehido (23).

La benzaldehido deshidrogenasa y (16) de Ps fluorescens es considera­

da especifica para benzaldehido habiéndose podido separar de los extractos ori­

ginales una fracción activa con DPNy otra con TPN.

En otras enzimas el proceso parecería tener ciertas diferencias. En

ellas no se requiere fosfato comoen la de Cl. Kluyveri y la trosafosfato des­

hidrogenasa y aparece comoproducto final acido acético; por otra parte no se ha

demostrado formacien intermedia de un tiohemiacetal.
. i . .La oxidacion se realizaría en forma directa según esta ecua016n:

CH3 - CH - 0 * H20 s DPN‘ 0 lPN ————————,CH3COOH 4- DPNH oTPNH . H’

Tal seria el caso de l a gldehido deshidrogenasa de higado (13) que es DPN
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especifica y que oxida el acetaldehido a velocidad maximay en orden decrecien­

te formaldehído,glicolaldehido , propionaldehido,butiraldehido,e isovalerilal­

dehido. Tambienfueron encontradas gggtglggbigg__gggyigrgggggggg¿y¿jg_lggggggwJ

La primera por Elggk_ (28) activa tanto con DPNcomo con TPNrequiere K‘ y cis_

teina para su actividad. Oxida al acetaldehido y en menorgrado al propionalde­

hido, butiraldehido, benzaldehido, semialdehido succinico, crotonaldehido, for­

maldehído y gliceraldehido. La segunda por Seegmiller (29) es especifica eon TPN

y requiere para su actividad cationes divalentes ( Ca**Mg’+Mn’*)._Actfihsobre el

acetaldehido, gl icolaldehido.propionaldehido y formaldehído. Recientemente King

y Chelding (30) han aislado una acetaldehido deshidrogenasa de ¿cetgbacter subo­

¡1gggg activa con DPNo TPN, que no requiere fosfato, CoA,012Mn ni 612Mg. Es

mas especifica que las anteriores ya que solo actúa 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 formación de un complejo acetilado intermedio han dado resultados negati­

vos. Por otra parte el intento de hidrolisis de un cierto númerode tiolesteres

con enzima de higado parcialmente purificada, dió cuando lo hubo, un ataque muy

lento (24). En experimentos con mitochondria de higado y riñdn de reta e higado

de paloma , Wall¿gtein y “inhouse (31) encontraron evidencias de que el acetal­

dehido se oxida sin formar acetil CoA. Sugieren comoresponsable de la oxidación

a la enzima de Hacker. Las experiencias con higado de rata realizadas por Bradi
1 4

y Gurin (32) con C mostraron al acetaldehido comoun mejor precursor de los

ácidos grasos que el acetato, lo que resultaría dificil de explicar de acuerdo

a los reaultados anteriores a menosde admitir que el acetaldehido difunde mas

rápidamente que el acetato en la célula hepática. Podemosadmitir pues comopri­

mera aproximacidn que ciertas aldehido deshidrogenasa podria actuar sin forma­

cidn de hemiacetales intermedios. Observaciones realizadas en este trab ajo re­
. lfuerzan esta afirmacion.

Para terminar con la serie de procesos de oxidación enzimática de alde­



hidos merece ser citado el propuesto por Ioshio Shimatzu (33) a través del sistel

ma acetoina-dlcetilo por intermedio de una enzima a la que llama transcarboligaSa,

segun este mecanismos

CH3CO-COCH o CH3CH='0 + Hzo ._..3 CH3COQIDHC113o» 0H3402H

En este trabajo nos ocuparemosde problemas relativos a las acetaldehi­

do. deshidrogenasas de hígado y levadurasque utilizando comocofactores DPNo TPN’

son capaces de oxidar los aldehidos en forma aparentemente directa dando acido a­

cético comoproducto de oxidación z accion de reactivos de tioles sobre los extrac­

tos enzimáticos ; acción de reactiv°s de tioles sobre los extractos enzimáticos

purificados de hígado y de levadura ; estudio del posible rol de los sulgïárilos

en el mecan ismo de la oxidacion y finalmente estudio de algunos aspectos cinéti­

cos de la DPNacetaldeido deshidrogenasa de levadura.
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LEVADURA.- Se utilizó levadura de fermentacián alta (ggccgggpgzceg cerevisiae)

pura, preparada industrialmente para uso en panaderia . El contralor bacteriol6gib­

co demostróque la especificidad y la pureza de las preparaciones eran satisfac­

torias.

LEVADURAAYUNADA.FSe utilizd en los experimentos de oxidación de acetaldehido

por celulas vivas y se prepara de la manera siguiente t En un tubo ancho y esté-L

ril se homogenizancon agua destilada estéril, aproximadamente30 gr. de levadu_

ra desmenuzada. La suspensión se centrífuga en tubos de ensayo estériles a 2.500

rpm..durante 30 min..y se separa la levadura de la capa de almidón sedimentada

en el fondo del tubo.. Se repite la operación una vez más, 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

sión durante 12 horas a.22-25° . La suspensión convenientemente diluida se co­

locó en los vasos de Warburg en las condiciones indicadas en cada caso.

PREPARACION DE POLVO ACETONICO DE LEVADURA

La obtención de extractos acelulares enzimáticamente activos (zimina)

a partir de polVOde levadura sacada con acetona y éter, fué ya descripta por

Albert, Buchner y Rapp (1902) (1) . Un procedimiento fundado en ese principio

se ha aplicado ahora para la preparación del polvo acetónico , si bien ciertos

detalles críticos para la actividad de la enzimaa obtener ulteriormente requie­

ren una exposición detallada.

500 gr. de levadura se lavan 2 veces con 1 lt. de agua y se centrifu­

gan descartandose la capa de almidon eventualmente presente. La levadura se sus­

pende en 500 ml. de agua y se filtra por succión, 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 suspensión se filtra por succión en un

embudode Buchnerenfriado a -18o , repitiéndose la licuación y el filtrado 2 ve­

ces más. La torta obtenida se lava dos veces con 150-200ml. de éter etílico li­



bre de peróxidos ,a -18° . Se desmenuzafinalmente, se seca sobre papel de fil­

tro bajo ventilador y se completa la desintegracion 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 liquida e hidróxido de sodio sólido.

PREPARACIONDE LA DPN msnm 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 bipotasico 0.3 M. El pH de la sus­

pension a 0-40 , se ajusta a 8.6 con hidróxido de amonio concentrado (D.O.900).

La suspension se conserva en la heladera a 2° - 4° durante 5 dias, con agitación

ocasion al, manteniéndose el pH siempre superior a 6.6. Al término de esta extrac­

ción, la suspensión se centrífuga a 3.000 rpm.,durante 30min. y 4°, descartándosa

el precipitado.

El sobrenadante se lleva a pH 6.3 con ácido cítrico l M. Se calienta

a 55° en baño maria durante 15 minutos y se enfría inmediatamente en baño de a­

gua helada. El precipitado formado se elimina por centrífugacion a 3.500 rpm.

y 4° y se suspende en 50 ml. de agua destilada helada, repitiéndose la centri­

fugación. El sobrenadante unido con el anterior se llevan a pH4.7 con acido ci­

trico l M. El precipitado que se forma , contiene la enzima y se suspende en 30

ml. de fosfato bipotásico 0, 025 Majustándose el pH a 6.3 con amoniaco 3 M. Se

centriÏUga nuevamentey se junta el sobrenadante con el anterior. La solución

contiene la enzima, y puede conservarse bien congelada a -16o , especialmente

en presencia de cisteina 0,001 M , si bien después de un mes pierde parte de su

actividad;

Ezegipitacién de la enzima con acetona, Esta fraccion se prepara inmediatamente

antes de usarse de la siguiente manera a La preparacion anterior se centrífuga

y su pH se ajusta a 6.3.
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Trabajando en baño de hielo y sal para impedir que la temperatura su­

ba encima de 0° se agrega lentamente y con agitación constante 0.5 volumenes

de acetona helada ,.Se centrifuga entonces a 2.500 rpm. durante 5 minutos y a

-8o y el precipitado se disuelve en Tris 0.015 Ma pH8.0 helado, restituyendo

el volúmen original. Segunlas determinaciones a efectuar se agrega o no cis­

teina. La solución mantenida a 0-40 es la que se utilizd en la mayoria de los

experimentos realizados. La fracción acetdnica es muyinestable. Concisteina

0.001 M, congelada a -16o pierde totalmente la actividad en 4-5 dias y sin cis­

teina en 24 horas. El cloruro de potasio 0.12 Mtiene una accidn protectora afin n

yor que la cisteina. Tambiense observa protección por el agregado de ácido nu­

cleico. La enzima liofilizada pierde 57%de actividad e -J.8o durante 20 dias.

Qgggntgrigg .- El métodopreparativo descripto difiere en varios aspectos del de

Black (5). En primer lugar la enzima se extrajo de polvo de levadura sacada con

acetona y no de levadura congelada con aire liquido ( Black) . Este método tie­

ne ventajas ciertas , primero porque es mas fácil preparar y extraer polvo de le­

vadura en cantidades ilimitadas lo que es mas dificil con levadura congelada en

aire liquido , y además, porque se obtienen extractos crudos libres de TPNal­

dehido deshidrogenasa, lo que no ocurre con el método de Black . En segundo lugar

la substitución del último paso de Black (precipitación con cura saturado) por

la precipitacidn con acetona , si bien no es tan eficaz en cuanto al aumentode

la actividad específica de la enzima, resulta útil, por cuanto permite la elimi­

nación de electrolitos, lo que es indispensable para muchosde los experimentos

efectuados. En fraccionamientos tipicos la precipitacidn con acetona aumentó

2.5 veces la actividad especifica de la enzima.

PREPARACION DE Li TPN-ÁLDEHZUJO DESHIDRDGENASA ( Seegmiller)

200 gr. de levadura sin fécula, lavada comose describid anteriormente

y desmenuzadase mezclan gradualmente con 1 l. de nitrdgeno liquido en un fras­

co termo. Una vez evaporado todo el nitrógeno, la levadura congelada se vierte

lentamente y con agitación en 100 ml. de fosfato bíPOtHSÍCO9r314v
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Se ajusta el pH a 8.6 con NH3concentrado, manteniendo la temperatura debajo de

30-5o . La suspensidn se agita vigorosamente durante 2 horas y luego se deja 24

horas a 4° con agitacidn ocasional, al cabo de las cuales se centrífuga a 0°.

A 140 ml del sobrenadante se agregan en frío y con agitacidn 45.5 gr.

de sulfato de amonioy el pH se ajusta a 7.2; la suspensidn se centrífuga y el

precipitado se descarta. El sobrenadante se ajusta a pH3.2 mediante adicidn len­

ta de SO¿H2 2% y se centrífuga. El sedimento se extrae con fracciones sucesivas

de 5 y 4 ml de fosfato bipota'sico 0.3 My el pH se ajusta a 6.3 con hidroxido

de amonio 3 M. Esta preparacion congelada a -l7°C conserva b ien su actividad.

Eggccignamiegto cgn gcetong.- Estas preparaciones se obtuvieron inmediatamente

antes de su uso de la siguiente forma:A.I.ml de extracto activo se agrega 3 ml é

buffer acetato 0.1'M pH 5.25 y luego, con agitación constante , 3 ml de acetona

helada sin, dejar subir la temperatura encimade 0°,.Bl precipitado se cen.

trifufia 8 -8° y se disuelve en Tris 0.015 H, pH7.7. Esta preparacidn es muyines

tab le y de duración limitada , afin mantenida en baño de hielo . La misma Con­

tiene pequeñas cantidades de la enzima de Black que no interfiere las medidas

porque ésta última requiere potasio y cisteiína para su actividad.

ngen tarios .- La preparación descripta difiere de la de Seegmiller (3) en el

mdtodo de extraccidn y en que se suprime la adsorcidn Con gel de alfimina..La desi

truccidn de 1 a estructura celular con aire líquido es mejor que la agitación

mecanica con arena pués no introduce elementos extraños a la preparación,en par­

ticular los metales pesados que suelen contaminar la arena y que inhiben la en­

zim a. La adsorcion con gel de alfimina no se realizó porque la pureza obtenida

sin esa etapa era suficiente para las necesidades de los experimentos a efectuar

y en esas condiciones: era posible mantener activos los preparados muchomas

tiempo que el referido por Seegmiller.

PRE AHACIOH DE ACETALDEHIDO DESHIDROGENASA DE HIGADO (Hacker)

250 gr. de higado picado se licfia con 750 ml de acetona a - 18° y la

suspensión se mezcla con l litro de acetona helada y se filtra en un Buchner



con succión repitiéndose la operacion una vez mas. La torta se lava dos veces con

pequeñas cantidades de éter helado libre de pordiidos y se desmenuzay se seca so­

bre papel de filtro, bajo un ventilador . El polvo seco se suspende con agitacidn

mecanica eh:8 volúmenes de agua destilada ,-a temperatura ambiente , durante 45 mi­

nutos. La suspensidn se centrífuga y a cada 100 m1 de sobrenadante se agrega lenta-r

mente 70 ml de etanol helado; la temperatura se mantiene debajo de 8°..Se deja du.

rante 20 minutos en reposo , se centrífuga y al sobrenadante se agrega lentamente

4o ml de alcohol frio pon-cada 100 ml de extracto original.. Se deja durante 10 mi­

nutos a 0o y el precipitado se centrífuga, se.disuelve en agua destilada y se-diar

liza durante dos horas con agitacidn mecánica contra un gran volumende agua des­

tilada ..La preparacidn se centrífuga y el precipitado se descarta.

Egaccioggmiento cgn sulfato de gggni0.p La solunidn limpida se lleva hasta 51 %

de saturación con solucion saturada de sulfato de amonio , a 0°..E1 precipitado

que se obtiene se descarta por centrifugación y el sobrenadante se lleva a 60Ï%th

saturacion con sulfato de amonioobteniéndose un precipitado que se centrífuga y

se disuelve en un volúmen minimo de agua destilada. Esta solucidn mantenida a -I7° C

fue utilizada en los experimentos que se describen mas adelante.

C e t i . -Eeste método de preparacidn es semejante al propuesto por Hacker

C4)hasta la precipitacidn con sulfato de amoniosalvo que se ha utilizado ¿ter

para acelerar la eliminacián de acetoha durante el secado del polvo de higado.

La precipitacidn de la enzima con ácido nucleico descripto por Racker no se pudo

realizar por la mala calidad del nucleico disponible, En su lugar se ha introduci­

do la purificacidn con sulfato de amonio que permite aumentar 1a pureza de la pre­

paración unas 2 veces.

Determinaciég ge las actividades enzimáticgs .- La actividad de las deshidroge­

nasas se midiá pen'la velocidad de reduccion del DPNo TPN, medida con el espectna­

fotámetro BeckmanDUa 340 n¡}n en celdas de corex de l cm. de espesor 6ptico,

a temperatura ambiente (17o - 25°), siendo el volumenfinal de la mezcla de reac­

,c16n 3.0 ml . Despues de tomar comocero la densidad ¿ptica del blanco, se iniciS
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la reaccion añadiendo el acetaldehido y a partir de entonces, cada 10-30 segundos

se midiá el aumento de absorcion. La mediada de la DFN aldehido deshidrogcnasa

de levadura se realizo según Black (2) salvo cuando se indica lo contrario. La

concentración final de los reactivos es la siguiente: trás (hidroximetil) meti­

lamina 0.015 M, pH 8.0; 01K 0.05 M ; DPN0.45 mM;cisteina 0.001 M y acetaldehido

17 x lO-5 M . B lack utiliza 0.114 ClK.. Según nuestras ob servaciones ( 1.i,)

la concentracion óptima de ClK es 0.05 m y no 0.2 M como indica Black.

La medida de la TPNaldehido deshidrogenasa de levadura se realizo según

Seegmiller (3) si bien la glicil-gliciha se substituyá por Tris. Las concentracio­

nes finales usadas son tris (hidoximetil) metilamina 0.015 M, pH7.7, (:12Mg0,015

M, TPN 0.12 mMy acetaldehido 0.5 mm.

La medida de la DPN-aldehido deshidrogenasa de higado, se efectuó según

Racker (4) , con las siguientes concentraciones finales ; pirofosfato 0.01 M,

pH 9.3, DPN0.45 fiM¿ y acetaldehido 3.5 mM,

e en e a lev _.- Se midiá con el método directo de Warburg (6 )

La levadura se suspendiá en 2.0 ml P04H2K0.02 M con aire en la fase gaseosa del ma­

nómetro y un pequeño trozo de papel embebido en 0.15 ml de hidróxido de potasio al

15%en el compartimiento central del vaso..Después de equilibrar a 30°, se añadió

el acetaldehido (concentracion final,0.013 M).

nggzmig gciég Qe lg Concentracián proteica de lag preparaciones de deghidrggeggg;g.—

Se realizo segun Stadtman , Novelli y Lipman (7) si bien se modified la concentra­

cion de los reactivos de 1a manera siguiente z La solucion que contenía entre 0.1

mgy 2 mgde pro teina se llevo a 15 ml. Se agregá 3.5 ml de acido tricloroacético

al 3%y 30 segundos después se midi6 la densidad optica respecto de un blanco de

agua con el colorimetro Cromion(filtro verde) ..La curva de calibracion se reall­

zó'confproteifias.de.suero humanocuya concentracion total se deternfino segun Parnas.

La concentracion de la DPN-aldehido deshidrogenasa de higado se midiá espectrofoüo­

métricamente a 280 m P con correccion para acidos nucleicos según Christian y Walk

burg (8) .
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ancentración de las suspensiones de levadura vivg.- Se midió ncfelomótricamente

en el fotocolorimetro Cromoión, por comparación con una curva patron obtenida con

una suspensión de levadura do concentración determinada por el peso del residuo

sólido secado a 100°. Las concentraciones se refieren al peso (en mg.) de levadu­

ra seca.

Métodos generales de inhibición 1 protección de las deshidrogeggsa .—Excepto cuan­

do se indica de otra manera los experimentos de inhibición y protección se realiza­

roh como sigue: En un tubo de ensayo pequeño , se colocó Tris , la enzima en so­

lución concentrada , el presunto protector , agua destilada hasta completar un vo­

lúmen final de 0.5 ml , y por último , el reactivo de tioles, 41 cabo del tiem­

po que se indica en cada caso , medido con cronómetro a partir de la adición del

reactivo de tioles, se tomóuna alícuota (6,05 - 0.2) Que se diluyó en la mezcla

de cuyos comppnentesfaltaba sólo el acetaldehido , utilizada para medir la acti­

vidad enzimática, La absorción de la mezcla a 340 m u se tomó comodensidad ópti­

ca cero y se añ adió el acetaldehido . En la misma forma se midió Ia actividad da

la enzimatratada l) sin reactivo de tiolos, 2) sin protector, y 3) sin protec_

tor ni reactivo de tioles. La mayoria de los experimentos se efectuaron por du­

plicado .

ggpresión de los resgltadog.- La actividad enzimática se expresa por 103.13(log 10/

I ) 340 / min ., siendo (log I o/Ï )340 el aumento de la densidad óptica. Co­

mo la actividad decrece a través del tiempo (especialmente con la enzima de Black)

se representó gráficamente la variacióh de absorción (ordenadas) en función del

tiempo (abscisas) tomando el valor de la tangente de la curva en el origen de coor­

denadas comole velocidad inicial de la reacción. La inhibición (.; ) de las dee ­

hidrogonasas se calcula con la ecuación (1) donde y; yq! t son las velocidades

iniciales obtenidas con la enzimainhibida y con el respectivo testigo.

,I_ (ss = (1 — vi/ 21) 100 (l)

El error de I, eI es el de ( Zi/ Ii) 100 6 sea

2

0I 't. av. ‘ (vi "alt/ví)
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Puede verse que e Hisminuye al aumentar vt y disminuir vi. La velocidadI
del testigo está limitada por las concentraciones del sustrato y de la enzima,mien—

tras que la velocidad de la enzima inhibida está limitada además por la concentra­

ción del inhibidor.

En los experimentos de proteccidn la disminucidn de la inhibicidn enzimí

tica debida al protector p se calcula con la ecuacion (2)

2 (:3) Z 1 —¿o (:3)/; 05) (2)L

dondel tiene el significado dado mas arriba y lp es la disminucidn de actividad
de la enzimatratada con protector y reactivo de tioles, respecto a la actividad

de l a enzima con protector solamente.

El error de p, e es el error de ¿a ..100 es decirP

2p=100/I a; ... (¿2 . e )/1
.-p _B “I “

Pneée vere» que gp aumenta a medida que aumenta LD y disminuye I. Por lo
tanto las protecciones observadas frente a reactivos de baj: poder inhibidor resul­

taron afectadas de un error tanto mayorcuanto menorfue la actividad inicial del

testigo y la inhibicidn observada.

Begctivos.- Se utilizaron los siguientes:

DPN y DPNH2 ( 9 7; puro) y TPN (90% puro) de Sigma Chemical Co. ; AMP

de Schwartz Laboratories Inc.; tris (hidroximetil) metilamina de SigmaChemical 06.;

clorhidrato de cisteina 2:4-dinitrofenol y etilenediamina tetraacetato puro (sal

disddica) de British Drug Houses Ltd. 225- y 2:6-dinitrofenol de E.Merck,Darmstadt;

gafgrsen , de Parkr Davies & Co.; H-etilmaleimida de Schwar z Laboratories Inc.;

glicil-glicina de Hoffmanqla Roche; BALde Boot Pure Drug Co. Nottingham ; y ghl­

tation (sal sddica)de SchwarzLaboratories Inc. . Ademasse utilizaron los siguien­

tes métodos preparativos ¡ácido p-cloromercuribemzoico, según Whitmore y Wodward

(10), acido gyiodosobenzoico, según Askenasy y Meyer (ll); iodoacetato de etilo,

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

Giral (13).



Determinacián del acetaldehido.— .- El aCetaldehido fué valorado por el método de

Clift y Cook modificado por Elliot, Benoyy Baker (9) y que se basa en la formación

de un complejobisulfitico, eliminacion del exceso de bisulfito y titulación conb­

do del bisulí‘ito por la hidrólisis con bicarbonato do soáio.

¿previgturas.- Por razones de espacio la DINacetaldehido deshidrogehasa de levadu­

ra, TPN-acetaldehido deshidrogenasa de levadura y DPN-acetaldehido doshidrogenesx

de higado se denominarán , respectivamente, enzima de Black, de Seegmiller y de

Hacker.

Otras abreviaturas usadas son las siguientes: DPN,difosfopiridina-adeni­

na dinucleotido; DPNH2difosfopiridina-adenina dinucleótido reducidojTPN, trifosk­
fopiridina- adenina dinucleotido ; AMP,ácido adenilico; EDTAetilenediamina tetra­

acetato (sal sédica) ;-ggfarsen , g-amino-B-hidroxifenil arsenáxido; Tris, tris

(hidroximctil) metílamina y BAL2:3-dimercaptopropanol.
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La oxidación bioldgica de los aldehidos es afectada por inhibidores onzinï­

ticos especificos..Asi el disulfuro de tetraetiltiouram (antabuse) inhibe la oxidacián

del acetaldehido por homogeneizadode higado (l) (2) y por preparaciones de aldehido

oxidasa (3) y aldehido deshidrogenasa (4) del mismo5rgano..Esta accián inhibidora¿

podria atri buirse a la oxidacián de grupos tioles. Unreactivo de tioles ( iodoacetatd)

inhibe la aldehido nutasa de los extractos de levadura (5) . En la levadura se han des­

cripto dos enzimas que oxidan el acetaldehido. La primera (enzima de Black) (ó) de­

pende de grupos tioles para su actividad mientras que la segunda (enzima de Seegmfller)

(7) no dependeria de la presencia de tioles. El grado en que los reactivos de tioles

pueden afectar la oxidación del acetaldehido por las células de levadura viva podria

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

ción del acetaldehido por la levadurar

Conese propósito se ha estudiado la acción de varios reactivos de tioles

(iodoacetato, iodoacetato de etilo, bromurode cianobencilo, cloroacetofenona y p-clo­

romercuribenzoato) sobre la oxidacián del acetaldehido por la levadura.

RESULTADOS

1° ) Acción del iodogcetato. La oxidación del acataldehido por la levadura es clara­

mente disminuída por el iodoacetato (Tabla l). El efecto se desarrolla lentamente,

pues la inhibición alcanza su Hajime despues de 17 minutos de contacto de las células

con el iodoacetato, y requiere concentraflión alta de iodoacetato ( 0.01 N) para ser

total. Con concentraciones algo menores ( 5.0 y 2.5 mM)seobtiene también inhibicio­

nes grandes ( 93.7%y 85.7%respectivamente). La resp iracion residual de la levadu­

ra diiiculta la apreciacidn exacta del efecto inhibidor del iodoacetato. Para evitar

ese inconveniente se han calculado las inhibiciones a part ir del momentoen que la

respiracián residual se hace pequeña; a pesar de ello cuando se inhibe la resjiracián

de celulas en ¿resencia de acetaldehido e: inposible establecof en que medida se in­
. .' n h ‘o - c' _- - .hibe la oxidac on nel acetaldenido y la resplrac1on reSldual. Sin embargo, comoexis­
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lada v0.2. (¿.0Ï'ÏCl‘ÏJlu'_';lleva 9 :11' Co levadura, 2.0 113.. PQJIGK 0.02 12 ;- 30:­
‘l' 1..

. .. 1 A . .... .. - . 0rm; mas. .;.,'3 273..no .501.al 15,) cn 0.. vaso ccn‘ural. 30y , C",z‘inu‘tos dc orfn‘Ï.

Ñ , l - . - . _ _ _ _ — . . . .¿aula 1. Acelon url LLOLOC‘CC'JGGÏO50.3130 024.003.021 del occ-ta.-.C.c.::l.¿0'70? Sms-reunen

302151310 de

02320110 on
30 minutos

95:1)

Adiciones
Inhibi­

_ 1‘

CLLOD

913)

Ninguna ’ /..

Acetaldolfido 0.03 1-2 216

Iodoacotato 0.01 12 26

Ac<,t:77.cï.ci.:?.<;o3.03 1. 4 ioc'oacotcto 0.31 1-; 22

Acotclñcïzido 0.03 1' q. ¡.1. O 5?O C.) O O cl­ D d­ O C) o OO \h )— “\<1

)Aco‘talcïclzifio 0.03 II 4- io Ioaco‘tato 0.0025 .. Q\ rtr:V/
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) sto una diferencia notable en la ¿cfnitud de ambas os ¿osible Cocer conclusiones so­
. n . o' - ... ¡amlcuantltatlva: respecto a la acelon nel innlbluor.
0\ .I .. . . .. . n . . .2 1 Aeeïon oel “nanncotato oe etllo, la cloroacetOienona v el bromuro de olanooehvlïn.

y.

_ I .' -- » v .Estos tres lacrlnogenos en concentrac10n 1.7 me, 2.7zfl.'rl.5 mLrespectlvanentc

. .u . .L _ ___-j -' 1 , .l. 1* ns] 3* . - _ Y 1.’innloen fueruemente la oA_oac1onoel ¿ceuaia.uieo comose eVioenc1a tanto por la eut­
. '.' 3 z _-‘,...¡ 1 1 1 ..I .m1nuc1ondel consumoee oxigeno comopor la inniblclon oe “a ensayarlclon ae mental­

dehido (Tabla 2 .
.' . . .' —...., ,.'3°) Acelon oel p-cloronercurlbenzoato.En concentraclon de 6.05 nfl.1nnloe 40.0” la

.1 .' — 1-1, n' __ n .q. .ox1ua010n cel acotaldenluo. Llama la atenc1on que aumonLosSlgnlilcatlvos on la con­
.n' o... n o» «o. . .fl. .centramlon del 1nn1b 1dor ( de 0.05 a 0.52 nu) no moulflquen Slgnlilcatlvanente la h­

tensidad de la inhibición (Tabla 3),

ns -' 1- 1 a .La ox1eac1on del acetaldenldo por la lovaeura depenoe de grupos tlolos co­....' o. .I _
no lo demuestra su 1nh1blclon por el louoacetato, los lacrlmogonos y el mercurlal.

Las dos aldehldo deshleror
' l. _I .._. _'__ . . ,

que a traves de la aceuil Co A pasaria a sor oxlenoo jor reac010nes del c1clo ee los
I., 4. 1 _¡.¡.eeieos trlca‘DOLlizcos.

_; . - . .l O . ...Las acelon de los reactivos ce tloles pourla afectar l ) las zesnlerogona­

ses respectiveg y 2°) la coenzina A. Los resultado: experimentales roseñados demues­
.. aq .. _ Itran que le etapa aldonldo deshlurogonasa eepende de tioles pee: de otra remera, la:

. . . ... . . -. W111 u_ . ___¿ _.. zreactivos innuoleore: s; bien hlSJlnoillan el consumooe oh; eno aicctarlan en grado
..' . 1..-¡ fi

notablemente menor le desaparLCLOnee acetalo0¿1oo, lo que no oc‘“re. ¿llo no exclu­

' 1 u-w -w --- _-_ 'v . - 1ye .ue avenue ae las alueuluo coeelero¿0nasas, la c001211mA see 010queaea po: los

inhibidores de tioles.

. 1 .7.- ' ¡ ' -' 1 . " -:Se conostra‘a en cajita} s alguiente: que las os clase Lo meanidrogenasas
í o a n n n¿o levadura cuando estan >urlflcaeae son se SlDlOSa ver;o: t;¿os de detectores Cefi

I . ...- .. . .'c(es con cnlulas VLVGS.La nc31v1ead CCHSlLCrnJ10 ¿e le en­tiolcs, incluso l e casa
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.' q . . .- .l . .1,1Tabla g. Acelon gol p-cloronorcurvuo“wonto pooro la OIluCClORpel acotrïnonlrn jor

S. cerovisiae.

Cada vaso de Warburg lleva 7.0 ng. de levadura, 2.0 ml. de P0 H K 0.02 fi 7 la 3¿4_

cionog indicadas. 0.2 r1, ¿o non al 155 en el varo central. 30° Airo.lO minutos de
' on w - i -‘ l, 1 . 1-3‘ 1-5 ' . a ooqullioraolon, 60 mlnutos dc ox1uac1on mol acotaloou¿oo. antro parent051s, 1nh1b1­

-' NClon ,0.

Consumo Consumo
I 1de 0L - oo ace­

Adicionos ¿ono taldehï­
9.11) do.

gumoles)

Iingunn 17 0.0

Acotaldohïdo 0.03 1': ¡+36 38.7

Acotcldohido 0.03 1-:+ p-cloronorcuribenzoato 0.5 mH 236 (¿5.6) 19.2 ( o. 5)

Acotolddhido 0.03 H + proloromorcuribenzoato 0.25 rflí ¡ES (50.0) 18.0 53.5)

Acctaldehido 0.03 K + proloromcrcuribennoato 0.05 núí 259 Qáolfi) 22,3 QQ;¿1)
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sima de Secgmiller en ausencia ce

esta enzima dc la ce 3120;, no excluye la aresoncia de
' a - - n o '. .ulecwla oo la GnZlHGce Deegmlller. La en21na de Black es notablemente menos son51ole

. - . 1 . I . .al louoacetato cue la en21 a ue Seenmlller (capltulo IV Tabla E) v el lodoacctato an
_ MJ I/

. I .. . . . . u ' . a iconcen rac;on ca az ue 1nh1b1r la ox1dac1on de acetaldehlco por las celulas de lova­

c, si bien inh;oc netamente la enzima dc Seeg­
. . . r . . , ,Miller. Esto lmwllcarla que es esta ultlma la que tlene el papel proponcerante en la

levadLra viva. Loto: resultados deben ser interpretados sin embargocon cautela. Las
g . 1 o ch. 3’ _ ¿W . . __ 1’cond101ones ue inn;01Clon dc la onzllw alslaca a uhu

I . yla celula; son dlstlntcs DWOSel

J.' . - n q ..-. .'. .el ultlxo coco 1nt0"v10nonfactores oe estruenura celular, permeablllcad Lonlca, etc.
q Í -,nn- 1 - .I 3-! 1 - _- aque pocrla moclllcar notaol mente la SGnSlbllLGCu«e los ÏLOIOSen las enzlnas para

. ‘_,‘__ ¡,n _. _..--. __ . . ­los 1nn101uorcs espe01llcos. En el a smo scnulco pueden conclderqrse los exporzaentos

_ . "V . .L . ' .,..' . 1 . .'.. 1 .--¡1 . . J. - l.con Q-cloronercurlo cnzocuo nuos se vera cae _a ceslaa co Seonmlller es agarenuoncnne_ . 0

I .. .1: fics conclole al mercurlal.

COLGLUSIGIBS_

o .. .I - .. _ ' . n _ , . . ,. .,l ) La ox:cac;on del acotalccrldo uor celulas e” Saccharohvco: corcv¿s;ao es 1nn1bma

por reactivos de tioles comoel iodoacctato, iodoacotato de etilo, bromurode cian
g .-. . n' .na­

bencilo, cloroacetofenona y Q-cloromercurlbcnzoato. La lnnlblclon se nanlllesta en.ñl
1 l .«..-.

consumo oe 031geno y de aCtalco_ .l‘ O
5

,3 Ü
1 O 0 c!­ ¡.J.<2 F.)

(
l) O .­¡J

2°) El efecto Cel iodoacetato s bre la enzima meSccgmillor .leica proferentencntéï

rcetaldchlco ¿0" levadura viva.
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Los grupos tioles han adquirido en los últimos tiempos una importan­

cia capital en la explicación de los fenómenos enzimáticos. Desde que Rapkine

(l) Hopkins y Morgan (2) demostraron el papel primordial de los tioles en en­

zimas de óxido reducción , son muchas las enzimas clasificadas como"enzimas

tioles" .

Los grupos tioles se detectan mediante una serie de reactivos mas

o menos especificos. La respuesta al detector depende, por una parte de su natup

raleza quimica y por otra, de la posicion que el SHocupa en la proteina res­

pecto a otros tioles, o a grupos funcionales diferentes. Asi la posibilidad de

oxidación intramolecular entre 2 SHpara formar un disolfuro depende de la dis­

tancia-entre los mismos,mientras que la presencia de grupos polares electrona­

gativos proximos al SHdisminuye su reactividad. De acuerdo con esto se han

clasificado a los tioles en, tioles débilmente reactivos y tioles enmascarados

(3). Los tioles libres se reconocenpor la reacción del nitroprusiato(Hefter-¿rno

1d) .

Para el estudio sistemático de estos grupos se utilizan reactivos que

pueden clasificarse de la siguiente manera (3) .

a) Reactivos gxidantes.- Oxidan grupos SHlibres y en ciertas condiciones los

débilmente reactivos; Son muyimpótantes, pero deben tenerse en cuenta que exis­

ten casos en que no actúan sobre algunos tioles, pués para que ello sea posible

se requieren 2 grupos -SH lo suficientemente cercanos, comopara poder formar

un puente S-S. Por otra parte algunos de estos agentes pueden también oxidar

otros grupos funcionales. El glutatión oxidado y la cistina pueden considerar­

se c0molos mas especificos si bien actúan muylentamente. El g-iodosobenzoat)

introducido por Heïlerman y col. y usado con éxito sobre la ureasa (4) y pos­

teriormente sobre la succinoxidasa (5), la isocitriCOdeshidrogenasa (ó),la

carboxilasa,(7), etc. es por la velocidad “yfiolectividad de si acción, uno de

los masutilizados.

b) ReactiVOs gue forman mercgptidag .- Son reactivos de acción muy selectiva

y reversible.De ellos los masusados 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 muyespecifico si su acción es completamente reversible. Ha sido u­

sado en muchas oportunidades 2 en la ureasa (8),succinoxidasa (9(ID),alcohol

deshidrogenasa (ll), carboxilasa (12), DPNaldehido deshidrogenasa (13),etc.

En cuanto a los arsenicales trivalentes también se hdiutilizado con

ventaja, aunque su efecto no sea siempre tan neto comoel del p-cloromercuriban­

zoato. Su acción má observada sobre succinoxidasa (9) piruvato deshidrogenam

(14), carboxilasa (12)(5), etc. De ellos el gafgrsen , derivado aromático, es

uno de los mas activos , usandose también dicloroarsinas comola divinildiclo­

roarsina (lewisita),arsen6xidoa comoel metilarsandxido, etc.

c) Agentes alguilgntes.- Son sustancias con un átomo de haldgeno lábil en las

que el grupo alquilo se une al —Sdel —SHdejando libre un H*.. Han sido muy

extensamenteutilizados 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 detección de los tioles (3). Lo mismopuede decirse respecto de o­

tros agentes alquilantes comolos llamados lacrimogenos o vesicantes (cloropi­

crina, bromoacetofenona,cloroacetofenona,iodoacetato de etilo, 9to.). Ejempln

de inhibición con este grupo de reactivod son la alcohol deshidrogenasa (15),

succinoxidasa (5), isocitrico deshidrogenasa (ó), carboxilasa(16), triosafos­

fato deshidrogenasa (l7)(18) , etc.

Recientemente se han comenzado a utilizar para la investigación de

sulfhidrilos los derivados del acido maleico, que en 1938 ya se había utiliza­

do conn inhibidor de la succinodeshidrogenasa. Entre esos derivados la N-etil­

maleimida es la usada preferentemente , Actúa adicionando el —SHa su doble li­

gadura. Esta sustancia ha sido propuesta comoreactivo analítico de grupos SE

en sustitución de nitroprusiato , respecto al cual tendria la Ventaja de su

rujor sensibilidad. (19).
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Actualmente existe evidencia de que los grupos tioles son esenciales

para las aldehido deshidrogenasas. Según Dixon y Lutwak Mann (1937)(20) el io.

doacetato M/lOOinhibic fuertemente la dismutacion del acetaldehido por la al­

dehido mutasa de higado, siendo el efecto atribuido por Green, Dewany col.(2l)

a la inhibicián del componentede la mutasa que reduce a la coenzima, es decir

al centro aldehido deshidrogenasa. Unavez aclarada la estructura de las mu­

tasas, Racker (22)califica de enzima sulfhidrilo a la aldehido deshidrogenasa

de higado aunque no da detalles experimentales. Black (13) al describir la DPN

aldehido deshidrogenasa de levadura , encuentra que el p-cloromercuribenzoato

la inhibe y que 1a actividad puede recuperarse con glutation. Recientemente

King y Chelding (23)indican que la aldehido deshidrogenasa de Acetobacter mflr

931gg5g , es sensible a varios reactivos de tioles sea que la enzima actúe con

DPN o eon TPN ..

Por nuestra parte hemoscreido conveniente ampliar las observaciones

de Black y Hacker por entender que los datos aportados hasta ahora no eran can-­

platos y además en nuestro estudio se ha incluido la TPNacetaldehido deshidnr

ganasa de levadura, no obstante que segun Seegmiller no requiere tioles para

su accion. Con ese objeto se ha ensayado la inhibicion de las aldehido des­

hidrogenasas de higado y levadura por una gamade reactivos tioles.

RESULTADOS

1°) Accién del mafarsen.- Las tres enzimas estudiadas son ínhibidas por este

detector de tioles ( Tabla l) ..La enzima de higado es la menos sensible pues

se requiere una concentracion lO veces mayor e incubacion mas prolongada para

obtener efectos similares a los que se observan con las enzimas de levadura.

Entre estas , la enzima de Black parece ser la mas sensible al gafarsen

pués al termino de 3o seg. de incubacián el mafgrgen 0.032 mminhibiá 97.3

% la enzima de Black y 79.8 % 1a de Seegmiller , no obstante 1a menor can­

tidad de ésta ultima.



por/
Tabla 1.- I 'bición de cata ehid dovhidr ¡e a mafarson

Enzims disueltas en 0.5 ml. do Tris 0.015 Ii, pH 8.0, se tratan seg-Cmse indica.

Se mide la actividad en 0.2 ml. de solución excepto con la enzima de Black ( 6.05 ml)

[Énzima Cantidad Duración de ’ I-Marsen Inhibición
mg) la incuba cion (ml-I) (f5)

(min.

Black 1.6 0.5 0.064 75.9

Black 1.6 1.0 0.064 91.0

Black 9.6 0.5 0.032 97.3

BIGCk 1.9 005

Seogmiller 2.8 O.5 0.032 53.8

Seegmillar 0.3 0.5 0.032 79.8

Rackor 1.8 O.5 0.032 53.0

RaCkGI‘ 1.8 3.0
Racker 1.8 3.0 0.016 72.0



2° ) Ac ion de o-ggdgsgbegzggtg. Este oxidante inhibe las tres aldehido des­

hidrogenasas ( Tabla 2 ) . La enzima de Seegmiller parece ser la mas intensa­

mente afectada pues 1.4 mg. fueron inhibidos 94.4 %por Q-iodosobenzoato 0.02 mu

mientras que en iguales condiciones , 0.8 mgde la preparacion de Black fué in­

hibida sólo 58.2 % . La deshidrogenasa de hígado requiere una concentración

muchomayor de oxidante e incubación más prolongada para sufrir una inhibiciál

similar.

3°) _A_cci¿nde lg etilmaleimidg. Este reactivo de tioles inhibe tambien las

tres aldohido deshidrogenasa (Tabla 3 ) . La sensibilidad de la enzima de Seag­

miller es máxima y la de la enzima de Hacker mínima. Con la enzima de Black la

insctivación es de curso lento fines recién después de 5.6 min. la inhibición

alcanza desarrollo completo.

4°) Acción del p-cloromercuribenzogto .La accion de este mercurial sobre la

DPNaldehido deshidrogenasa de levadura fué demostrada por Black.

La enzima de Seegmiller es inhibida por concentraciones muypequeñas

de esta reactivo al cual es notablemente muysensible (Tabla 4 ) . La inhibicion

es poco reversible pues la enzima inhibida por p-cloromercuribenzoato 0.06 nai

fue reactivada 5610 26%por adicion de cisteina 1.0 mM(Fig.l) . En cambio la

enzima de Hacker requiere Concentraciones notablemente mayores de Q-cloromer_

curibenzoato para modificar su actividad (Tabla 4 ).

lso) Accidn de reactivos alguilgdore5.E1iodoacetato inhibe las tres enzimas es­

tudiadas (Tabla 5). La de Seegmiller parece la mas sensible pues en iguales tiem­

pos de incubación , sufrio la mayor inhibicián. En cambio la enzima de Racker

es l a menos sensible (18 fi de inhibición en 5 min. de incubación). Comoocu­

rre habitualmente con el iodoacetato , la inhibicián se desarrolla lentamente

(Tabla 5). Así con la enzima de Black se obtuvo respectivamente, 31.0 y 85.7 Z

de inhibición después de 5.5 y 30 min. de incubación con el iodoacetato.

Otros reactivos alquiladores (bromurode cianobencilo,cloroacetofenph

na y iodoacetato de etilo) inhiben mas especificamente las dos enzimas de la
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Tabla 2.- Inhibicion ge gcetaldahido doghidrogenagá’por o- iodcïbenzoato

Enzimas disueltas on 0.5 ml de Tris 0.015 11, pH 8.0 , se tratan según se indica .

So mide la actividad en 0.1 ml ( exp.A y C) y 0,2 ml (exp B y D )

Expe- Enzima Cantidad Duración Q-iodoso- Inhibi­
ri (mg) de la :ï¡n- benzoato cián
mento cuba cion (ni-í) (f5)

(min

A Black 0.8 0.5 0.06 85.0

B Black 0.8 0.5 0.02 58.2

6 Seegmiller 4.4 O.5 0.06 94.0

C Soogmiller 1.4. 0. 5 0.02 94.4

D Hacker 1...4 1,0 0.20 74.1.,



Tabla 3 o­

Enzinas disueltas on 0.5 ml de Tris 0.015 K , pH 8.0, se tratan según so indica.
.... .I '

Se mido la act1v1uad on 0.2 ml de soluc1on, excapto con la enzima de Black ( 0.65

m1) .

Enzima Cantidad Duración Etilma- Inhibición
mg de la in- leimida S

cuba ción (nm)
(min.)

Black 1.9 0.5 0.024 37.8

Black 1.9 1.0 0.024 50.0

'BlaCk 1.9 2.o
Black 1.9 5.6 0.024 62.8

Seegniller 4.0 1.0 0.024 71,4

Soegmiller 1.0 1.0 0.024 88.1

Seagmiller O.¿ 1.0 0.024 99.1

Rackor 1.8 3.0 0.13 70.0



- ' 1 '- 1 - 1 1 - ,aula /,.— Acc-mncg; p-clororzcrcurlg,nzoato souro acotaldoludo (¿omuoroï'onas‘i­

¿nziïrs (.áisuoltas on 0.5 2.11¿o Tri: 0.015 l. , 17218.0 , so trata sor-un no ¿ma-Lead . . g

ivicnc' en 0.2 211¿o mezcla.

. Í ., . . o 'Enzima Cant 1dad DuraClon p-cloro Inr11h1c1on
(mg) de la ín- morcuri ,‘S

_ . Icunac1on bcnzoato
(rán)

Soogmillor 0.24 0.5 9.0 pl; 61.0

Hacker 1.3 0.5 C fui-Z 8.2

Iiaclcnr .3 2.0 80 fi: 9442

Hacker 1.8 3.o 0.6;mit a“:



Figura l

.I . ... - . q . ..
Acelon 1nh101dora del D-Cloromercurlbenzoato sobre la en31ma ue Socvmlller g 8180­

. . Ito reactlvador de la Clstelna.

Tris 0.015 H pH 7.7 ; Clfig 0.015 M , TPM6.12 ri; enzima 0.28 mg. y acctaldohido
» ' r1 .w .l ,

0.5 ri“ Se agrego on A p-uloromorcurloonzoato hasta Concentrac1on 0.012 mh y en B
. I .I .elstelna hasta concentra31on 0.001 h.

Volumenfinal, 3.05 ml.

t 1

4-00 I ' I
360- ‘ ' _¡A
320- 1 T . _

«75280- A ¿.7 /./ _
CD :3240- _

'4‘200- / B _
°> J

¿3160- l J
120- J _

ao _/ _

40 x _
1 Ñ >V J l l l

:52 .

Tiempo 3mm.)



Tabla 5 .- Inhibición de acctaldohido deshidrogonagas por iodoacotato.

Enzimas disueltas on 0.5 m]...de Tris 0.015 lví, pH 8.0 r se tratan según se indica.

La actividad se mide en 0.2 ml de solucián excepto con la enzima de Black ( 0.05 ml)

Enzian Cantidad Duración Iodoacetato Inhibicion
L (mg de la :¡Jn- ( M ) (5€)cubacion

(min)

Seegmiller 4.4 5 0.01 83.5

Seegnillñr 4.2 5 O. 01 94.3

Seegmiller 4.2 5 0.004 68. 5

Seegnillar 4.2 J 0.001 24.7

Rackar 1. 8 5 0.01 18. O

Racker 1.8 16 0.01 38.0

Black - 5. 5 0.01 31.0

Black - 30.0 0.01 35.7
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levadura (Tabla ó) . En las condiciones descriptas no puede establecerse una

diferencia en la sensibilidad de estas enzimasa estos reactivos.

SCUSI N

De acuerdo a nuestras observaciones las tres aldehido desfiddrogenasas

estudiadas son tiolesr

Black (13) habia ya Comprobadoque el p-cloromercuribenzoato dismi­

nuye la actividad de la DPN-aldehidodeshidrogenasa de levadura en presencia

de tioles libres necesarios para su actividad; pero r . este experimento no es

suvficiente para incluir 1a enzima entre las enzimas tioles, pues se puede ob­

jetar que el proloromercuribenzoato eliminá una parte de la cisteina esnncial

pana kk: actividad de la enzima . Con respecto a las enzimas de Seegmiller y

Racker , salvo una referencia ocasional de Racksr,(22)al papel de los tioles

de su enzima de higado , no existia estudio sistemático que demostrara el papel

esencial de esos grupos. Seegmiller ha utilizado la falta de requerimiento de

tioles comocriterio para diferenciar su enzima de la de B_lack. Las dos alde­

hído deshidrogenasas de levadura pueden diferenciarse netamente por un conjun­

hn de propiedades fundamentales, entre ellas 1a necesidad de tioles libres,

pero no es la presencia de grupos tioles esenciales en la proteina, lo que per­

mite distinguirlas. Másaun, la enzimade Seegmiller parece ser la mas sensi­

ble a los reactivos de tioles, si bien se debe exceptuar el ggggggén que in­

hibe en mayor grado a la enzima de Black ..Ello excluye 1a protección de la

enzima de Black por tioles no enzimáticos , propio de otras proteinas presente

en la preparacián comoexplicacián de su mayorresistencia a los detectores de

tioles pues en ese caso, todos los reactivos de tioles deberian ser menosefi-­

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 preparah

ciones empleadas sqdn las mas impuras, a juzgar por su menor actividad espe-r

cífica.



Tabla 6 .- Accicïndel bromuro de cianobencilo, cloroacatofcnona v iodoacetato

de etilo sobre gcetaldohido deshidrogemsa de levadura.

Enzimas disueltas en 0.5 ml de borato-succinato 0.01 M,. pH 6.8 , se tratan segfn

se 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 enzixï'fl de Seegmiller).

Inhi­
Enzimas Santi bi­

dad Adiciones ción
¿f ng.) (5%)

Black 0.26 Bromuro de cianobencilo 1.2 mI-í 98,0

Black 0.26 Cloroacetofenom 1.3 mM 93.0

Black 0.26 Iodoacotato de etilo 0.67 mI-i 100.0

Soegmillor 1.2 Bromuro de cianobencilo 1.2 ml-I 99.0

Seegmillor 1.2 Cloroacetofenona 1.3 mM 88.0

Seegminer 1.2 Iodoacetato de etilo 0.67 mI'I 100,­
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Si sa comparala acción de los distintos reactivos de sulfhidrilos,

el iodoacotato es ol monosactivo; lo que concuerda con la menor eficacia

del mismo, como inhibidor,de ottas enzimas, ej.1 la amino ácido oxidasa, urea­

sa, malato-deshidrogenasa (3), carboxiiasa (16), etc. La poca accion del iodo­

acetato contrasta con el mayor efecto de los lacrimágonos, lo quo puede expli­

carse por ol efecto de la ionizacion del iodoacetato Sobre la movilidad del

halogenolábil.

Se debe destacar que las-tres enzimas estudiadas, asi comola aldehi­

do deshidrogenasa de Agetgbactcr guboxidgna descripta. por King y Chelding (23)

dependen de grupos tioles para catalizar la oxidación do aldahido a ¿cido acá­

tico lo que sugiere que osos tioles intervienen en un mecanismogeneral comúna

las cuatro enzimas..En los capítulos siguientes se analiza con más detallo esta
.ocuestion.



CONCLUSIONES

1°) La DPN( Black) y FPN (Seegmiller) aldehido deshidrogenasas de levadura

y la aldehido deshidrogenasa de higado (Hacker) poseen grupos tioles esencialns

para su accián comolo demuestra la inhibicián por los reactivos respectivos;

2°) La TTN'(Seegmiller) aldehido deshidrogenasa de levadura muestra la.mayor —

sensibilidad para griodosobenzoato , etilmaleimida y iodoacetato, mientras que

1a DPN(Black) aldehido deshidrogenasa de levadura es la mas sensible a compues­

tos arsenicales trivalentes.

La TPN (Seegmiller) aldehido deshidrogenasa de levadura es extremada­

mente sensible a la acción del Q-cloromercuribenzoato.

3°) La aldehido deshidrogenasa de higado tiene la menor sensibilidad aparente

para los reactivos de tioles.

4°) El iodq_acetato es el detector de tioles menosefectivo sobre las enzi-»

mas estudiadas
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Los experimentos descriptos en el capitulo anterior, demuestran que

ciertos tioles en la molécula de las aldehido deshidrogenasas, son esenciales

para la actividad de las mismas..Ello cdbuerda con las observaciones de Black

(1) referentes a la necesidad de un exceso de tioles libres en el medio (cis­

teina y glufiatión ) para que la DPNaldehido deshidrogenasa de levadura pueda

actuar. Ell\p distinguiria la enzimade Black de las otras dos deshidrogena­

sas estudiadas, puesto que tanto la enzima de Seegmiller comola de Hacker pa­

recen actuar en medio sin tioles (2-3).

Segúnnuestras observaciones, la cisteina es necesaria para la acti­

vidad de la enzima de Black (de acuerdo con las observaciones de este), pero

ademas la cisteina exagera la acci6n de la enzima de Seegmiller. En cambio no

modifica la acci6n de la enzima de higado (Tabla l) .La activacidn discreta de

Ika 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 acción de la cisteina.

En pbrimer lugar, el glutatión y el BALtienen una accián similar a

la de la cisteina, mientras que el tioglicolato fue ligeramente menoseficaz

comoactivador (Tabla 2L En segundo lugar, el EDTAen concentracián 0.06 mJi

activó la enzima con igual eficacia que los compuestostioles. Se debe hacer

notar que el EDTA1.5 10-4M tiene la misma acción que la cisteina y por o­

tra parte que la adicidn de cisteina a una preparacidn totalmente activada con

EDTA,no modifica la actividad; es decir que ambosactivadores tendrian el mis­

momecanismodo acción. La acción do la cisteina podria explicarse por remociáï

de metales pesados, y ello esta de acuerdo con el efecto similar del EDTA,y el

menos eficaz de la histidina (Tabla 2). La acción de la histidina es menos

eficaz de lo que aparenta. Si la observacion se prolonga, la activación por hi:­

tidina disminuye no obstante que la enzima puede ser activada casi totalmente
..l . l 0' . .

pon* la ad1c1on de exceso de Cisteina. La preparaCion tratada por histidlna,



Tabla 1.- _E;ecto ds tioles y EDTAsobre las al dehido deshidroflenars s.

Enzimas disueltas en 3.0 m1 de Tris 0.015 H , pH 8.0 (Exp, A y B) , 511c11_fili­

cina 0.05 1;, pH 7.7 (Exp.C) o pirofosí‘ato 0.1 1.1, pH 9.3 (Exp, D) con ¡as ¿(11­

ciones que se indican ..Aceta1dehido, coenzimasy electrolitos según se indica

on " Procedimientos generales" .

Ex- Enzima Can- n 2‘;r«v Activi- Activi­
PG' ti“ Adiciones dad dad ros­
ri- dad 3 pecto al
men- (m3) 910x10 )to I . testigo “

concisteí­
na looflfl‘ï

(53)

A Black 0.08 Cisteina 1.01flí 540 100

A B lack 0,05 ülutation 1.o 53o 93

A Black 0.08 EDTA 0.61flí 63o 116

A Black 0.08 Tioglicolato 1.0 vii 480 S9

A Black 0.08 BAL 0.316 Iii 620 115

A Black 0.08 Ninguna 16 3

B Soegmiller 0.44 Cisteina 1.0 núí 112 100

B Soogmiller 0.44 Ninguna 52 46.5

C Seegmiller 0.44 Cistoina 1.0 nfií '57 100

C Seegmiller 0.44 Ninguna 39 68.6

D Rocker 0.45 Cistoinu 1.0 ¡Wi 57 100

D Racker 0.45 Glutatión 1.o nl! 7o 123

D Hacker 0.45 EDTA 0.151üi 68 120

D Hacker 0.45 Ninguna 66 114



"7:12disuelta en Tris 3.015 ELpl} 7.6 (132.313;- g) o G.6 (15::9

de DPlI 0.44 nl; , Cl}: 0.05 1Ly acnteldoïlido 1.7

'i -, n\“I , en1/

do varios activadorcs sobre la DPS."nh‘c-Híin ("Oñ'xüïro'gcnasa

proson­

Adiciones

Áctivi­
C. on­

. I a
211101;1­

A C8 7. D :1 ,
( 314-0 o)

Acti­
viCaC
respecto
al tesi;­
goconir­

... _ toina
n. a cD-‘J .0 mi

’\.u

Cistcina 1.0 mi»: 9.56 100
_!1‘r,“ /..

JhUTA 1 5.0 lO u 260 102

EDTA 2.0 lO I-I

EDTA 0.6 lO '11
_I:

LIDTA 0.2 10 ’21

EDTA 0.6 mI-I

ÍL'ÉDTA0.06

Cistoina 0.2 152.711.:

., . . “2
EDTA0.6 mu + Clstelna 0.2 lO mu

-2
EDTA0.06 a. Sistnina 0.2 10 mi;

IÏingIma

Cis‘soina 1.0 mI-I

líistidina1.0

Glicina 1.0 721;:

Ning-Luna

Cistaina 1.0 mi:

Ascorbato de Iïa 0.01 1-2

13,00

69

l/+

r1
k)

116

lOO

45.0

1.3
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aumenta apenas su actividad por adición extra de histidina. La glicina en camp

bio no pnufluce ninguna activacion, si bien 1a enzima tratada con glicina puede

ser activada por cistcina lo mismoque el testigo sin glicina (Fig.l) . Lt di­

ferente acción de la cisteina, histidina y glicina concuerda con la capacidad

decreciente de dichas substancias para complejar metales pesados.(465)

Sin embargoexisten hechos contrarios a la interpretación sugerida mas

arriba. En primer lugar el efecto de la histidina decrece a traves del tiempo

y no recupera su actividad inicial por nueva edicion de histidina..En segundo

lugar llvama ¡a atencion que siendo la enzima de Seegmiller tanto o mas sensi­

ble que la enzima de Black para los reactivos de tioles, no exija comola en­

zima de Black, tioles para su actividad.

El solo hecho de que el EDTAy la histidina, puedan reemplazar total

o parcialmente a los tioles en la activacion de la enzima de Black, no permite

por otra parte postular un mecanismode activación por la remoción de metales

pesadovs. En efecto, el EDTAy la histidina activan la succinoxidasa (6), accion

que no es atribuida a la remocioh.de metales pesados. Ademasel EDTApuede ay­

primir la accion inhibidora del SH.’ sobre la láctico deshidrogenasa efecto que

no está relacionado con una unión a un metal pesado (7).

Con los datos experimentales presentados, no es posible aventurar una

hipótesis explicativa del fenomeno.
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En 1938 Hopkins y col. (l) observaron que el succinato disminuye la

inhibicion de la succinodeshidrogenasa por reactivos de tioles y poco después

Rapkine y Iapkine (2) observaron proteccion de tioles de la gliceraldehido-B­

-fosfato deshidrogenasa por difosfopiridina-adenina dinucleátido (DEN).Estas

observaciones se han interpretado asumiendoque el tiol está vinculado al ¿rea

activa de la enzima que activa el sustrato o la coenzimarespectivamente, y que

por lo tanto tiene un papel esencial en dichos procesos de activación..Despm&

de las observaciones iniciales citadas se han comprobadonumerosos casos de pro­

taccion enzimática por sustrato o coenzimafrente a reactivos de sulfhidriloa.

Asi hay p rotección de la carboxilasa (3) por piruvato , de la alcohol deshidro­

genasa (4) por etanol y DPN,de la aldehido flavina oxidasa (5) por acetaldeHn

do , de laz'butiril-Col deshidrogenasa (6) por flavina dintcleótido y butiril-Gol
etc.

Por nuestra parte hemosrealizado un estudio sistemático de los efec­

tos que tienen el acetaldehido , la coenzimay algunos cationes (indispensables

para la actividad de las dos aldehido deshidrogenasas de levadura) sobre la ac­

cion inhibidora de los reactivos de tioles. En primer lugar se considera la pro­

teccion por las coenzimasque es la mas evidente; luego la accion de los iones

y por ultimo 1a del acetaldehido.W
PROIICCIONPORLA COENZINI. Las aldehido deshidrogenasas de levadura e higado

requieren DPNy TPNpara su actividad . La enzima de Black (7) Reduce ambas

coenzimas mi,entras que las de Seegmiller (8) y Hacker (9) son especificas pep

ra el TPNy DPNrespectivamente.

a) Expggigggtgg_gggmafarsen. La accion inhibidora del pagarse (Tabla 1) sotme

las tres enzimas disminuye, en general, en presencia de las coenzimasespecificas

(Tabla l )o

Con la enzima de Black el DPNoxidado y reducido tiene un efecto pro­

tector similar, bastante mayor que el TPN.En cambio la accion del ácido adení­

lioo a pesar de su concentración netamente mayor, fué apenas significativa.
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Tabla 1.- Aceion de

° u oicion (¿o Idahido doshidronon sa" vor
a o w - <0 / I l - I' nnridina-amoning oinuclootidogs 7 acido adenllico sobre la

mafarson.

Enzima disuelta on 0.5 ml de Tris 0.015 1-2,pII 8.0 se trata según se indica. Se
. a q , adetermina la act1v1aad en 0.2 ml. de solu01on excepto en el exp. C ( 0,05 ml)

Protoc­Ex— Canti- Dura- Activi- Inhi­
pe- dad de ción Adiciones dad'on- bicián ción deri- enzima de la zim'bi- de la lo enzi­
men- inguba- ca 3 enzima y
to cion «Da/¡3.16 (Z) 53)( min

A 0.87 0.5 Iïingma . 18 _ _
A 0.87 0.5 llafargen 0.961.. so 72.1, —
A 0.237 0.5 DPI.’4.o n12 211 _ _
A 0.87 0.5 DPEI4.o n11¿ ¡.nfarsóg 0.064 ¡.111 131 37.3 47.0
A 0.87 0.5 DPHH 4.o 211-1 105 - ­
A 0.87 0.5 DPIII 4.o + ¿a rarsén 0.061.,¡>12 65 33.1 ¿7.4
A 0.:; 0.5 DFM .08 mli .. . . 223 _ _
A 0.37 9.5 DPII 1.03 ml»:4 mfgrfién 0.064. mI-Z 136 39,9 ¿6,3
A 0.8 G.5 DPL'IE 1.08 ml-í , . I 172 _ ­
A 0.37 0.5 DPIIh?1.02: ‘ 1.‘gí‘arsen0.064 121 29.7 59.0

B 1.3 0.5 Ninguna 87 ... _
B 1.3 0.5 1-;fgrgén 0.061; mlí 23 73.5 -­
13 1.3 0.5 DH: 0.4.nu 98 _ _
B 1.3 0.5 DH: 0.1., mÏ-Z+ mararsén 0.064 mI-í 41 58.0 21,1
B 1.3 0.5 AEP 8.9 m}: . . 2.3 - _
B 1.3 0.5 AMP8.9 ml: + mgí‘grpóg 0.064 mu 25 67.7 5.2

C O. 62 q). 5 líingana 33o _ ..
C 0.62 3.5 0.032¡nl-I 9 97,3
c 0.62 0.5 TH: 1.5.1314 27o - ­
c 0.62 0.5 TPII 1.5 ml: + Iggfgrse'n 0.032 mM 40 85.? 12.¿

Enzima de Song-LL;"¿lor
D 0.35 0.5 líinguna. . . 11,8 — ..
D 0.35 0.5 0.032mI-i 3o 79.3 _
D 0.35 0.5 TPII 1.5,m1; 196 - _.
D 0.35 0.5 :‘Pï-í1.5 ; m 0.032 143 24.5 69.5

Enzima do Lgclge;
E 1.8 3.0 Ninguna .. . . 67 - ..
E 1.3 3.o l'íafgrgén 0.16 ml-I 19 72.0 _
E 1.8 3.o 13552.7 mI-L 82 _ _.
E 1.3 3.o DPII 2.7 1.11;+ 1:1gí‘arség 0.16 mI-L 53 35,2 51.0
E 1.8 3.o m: 1.5 mz; _ _ _
E 1.8 3.0 TPI?1.5 m1í+ 0.16 21 65.0 9.7
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La enzima de Racker fué protegida por el DPN.En cambio el TPN, en concentración

próxima al DPNtuvo una acción protectora netamente menor.

b) eriment s con eti eimi ..La acción de la etilmaleimida sobre las al­

dehido deshidrogenasas disminuye en presencia de las coenzimas especificas<Ta­

bla 2).

Tanto el DPNoxidado y reducido como el TPNprotegen a la enzima.de

Black. La acción protectora del segundo es algo mayor que la de los primeros.

El TPHes un protector efectivo y especifico de la enzima de Seegmiller , ya

que el DPNno tiene ninguna acción . Por el contrario , con 1a enzima de Hacker

el efecto es inverso pués el DPNes protector aunque deb il , mientras que la

accion del TPNes insignificante.

c) Experimentgg con o-iodoggbenzogtg .La acción del g-iodosobenzoato sobre las

aldehido deshidrogenasas de levadura disminuye en presencia de las coenzimas

especificas (Tabla 3). La enzima de Black es protegida por DPNy TPN. La accion

del primero se nota afin en la concentración 0.08 mm.En cambio el ácido adeni­

lico 5.0 mmcarece de accidn. Por el contrario, la enzima de Seegmiller es pro­

tegida por el TPII pero no por el DPI-E.

Frente al g-iodosobenzoato la enzima de Hacker tiene una conducta sin­

gular que merece descripcion en detalle (Tabla 4). La incubacián de la enzima

con Qpiodosobenzoato en presencia de DPNdetermina un aumento de la actividad

enzimática sobre la actividad del testigo tratado con DPNsolamente. Efecto a­

nalogo aunque menos intenso se obtiene con DPNH2. En cambio, el TPNo el acido

adenilico tienen una accion escasa o nula sobre la inhibicidn por g-iodosoben­

zoato.

d) _Experimentoscon p-cloromcrcuribenzoato.Ljsá‘bígiá:signïiïaïïie Seegmiller y

Racker disminuye en presencia de sus respectivas coenzimas especificas (Tabla 5 l

E1 TPM1.5 mHdisminuye en un 87 % el efecto inhibidor de este reactivo sobre

1a enzima de Seegmiller. En cambio el efecto protector del DPN2.7 mMapenas

llega al 7.5%. En cuanto a la enzima de Hacker el DPNes un protector especifico
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. ' . . . . - . .. I. . ..Tabla 2,.- A00'»n'nua n1r1G1Im-nnnn'lhn (¿nue? on::_(¿os sobre la .-I¿filix-ï (1-7(37-1de 7115011160

o u- - , - ' . ..Enzums ulsuoltas en 0.5 nl. de TI‘LLS0.315 1-2pH 8.0, se tratan segun lïïulca, Se

determi na la cctívidai en 0.1 (03.1).A)o 0.2 ml.(e:«:pB,C ;,-D).

Ex- Can- Hura-- Adiciones Activi- Inhibi- Protec­
peri- tidad ción dad (lo Cián de cio'n de
montodo ogde la la en ' la en- la enzi­

zima. incu-7 )zima mabacion ..min---
(min)

Enzggg' de Dlgclg

A 0.4 1.0 Nin 149 - -_­
A 0.4 1.0 tilmale:¡.m:¡.dgf0.048 mIvI a 78.6 _
A 0.1.. 1.0 DPN 1.35 mI-I 179 -— _
A 0.4 1.0 DPN1.35 mlnhetilmaleimida 0.048 mM IDO 1.4.3 43.6
A 0.4 1.0 DH .35 mM 108 — ..
A 0.4 1.0 DPI .35 miketilmaleimida 0.048 mM 57 47.3 39.8

B 0.6 3.0 Ninguna 320 — ¿­

B 0.6 3.0 TPl-I1.5 mM 320 - ­
B 6.6 3.0 TPN1.5 mIví4- etilmaleimida 0.021, ml-I 252 21.3 62.0W
C 1.6 1.0 Ninguna 175 - ­
C 1.6 1.0 Etihnaleimida 0.02 mI-í I.6 99.1 9
C 1.6 1.0 TPN 1.5 ¡nl-í ' 231. - -»
C 1.6 1.0 TPN1.5 ml-I, etilmalefimida 0.02 mM 180 22.3 77.5
C 1.6 1.0 TPN0.75 mu 216 - -­
G 1,6 1.0 TPN0.75 ml-I4- etilmaleimidn 0.02 ml-I 149 31.0 69.0
C 1.6 1.0 DH-I 2.7 mI-I 160 - —­
C 1.6 1.0 DPN2.7 ml'I4 etil maleimida 0.02 mI-I 3 98.1 1.0

z' ‘ e

D 1.8 3.0 Iinguna 81 - ­
D 1.8 3.0 EtiJJnalezmida 0.18 mM 25 69.0 -­
D 1.8 3.0 DPIKI2.7 mI-í 93 — —
D 1.8 3.0 DPN2.7 + etilmalezmida 0.18 ml-‘I 38 59.2 1.4.1
D 1.8 3.0 TPN1.5 Inle 72 - ­
D 1.8 3.0 TPI'I1.51312+ etilmaleimida 0.18 mI-I 91, 66,5 3.6



2am]; 3... ggig'gde Dirigggg'adm‘ ¿Eggegtigg 1 ácido gdenilico sobre lg
. " ' e e“ ehi oe .e ev . g-igdggg­mm.- - ­

Ensimas disueltas on 0.5 ml. do Tris 0.015 1-2píï 8.0, so trata durante 39 segundos
según se indica. Se determina la actividad en 0.5 mi (oxp.A), 0.1 ml. (o:-:p.B)6
0.2 ml.(o:. . C y D).

Ex- Canti- Activi- Inhibi- Protoc­
pc- dad de ad cnzi ción do ción de
ri- onzim Adiciones mítica la enzi- ln enzi­
nen- D, .lO m nn
to (-494 (:3) cs)min.

ggzm'. do Blgcl;

A 3. 5 Ninguna 105 - —
A 3.5 g-Iodosobenzoato 0.06 mI-I 26 75.2 _
A 3.5 DPlI 9.0 mI-I 120 .. _
A 3.5 DPIÏ 9.0 ml-Z4 Q-iodosobonzoato 0.06 mI-i 77 35. ' 52.
A 3.5 DPíI 0.8 mI-I 100 — ­
A 3.5 DPI'I0.8 mI-I+ g-iodosobcnzoa'bo 0.06 mii 73 27,0 63,8
A 3.5 DPN0.08 95 - _
A 3.5 DPIÏ 0.08 121144' g-iodosobenzoato 0.06 mï-Z 5 63.2 16.0

B 1.3 Ninguna 71 .. ..
B 1.3 Q-Iodosobcnzoato 0.02 mI-Z 32 55.0 ­
B 1.3 Al-ÍP 5.0 ml-ï 72 - ..
B 1.3 AI-IP5.0 mï-Á+ g-iodosobenzcato 0.02 mI-Z 33 51,,3 1,3

C 0.6 Iïinglma 340 — _
C 0.6 g-Iodosobenzoato 0.02 ¡nl-í 58 83.0 —
C 0.6 TPN 1.5 111i 320 — ­
C 0.6 TPN 1.5 ml‘í4-g-iodosobonzoato 0.02 mi: 205 36.0 _56.7

Enzimade Seafia'llor

D 0.8 Ninguna 187 - ­
D 0.8 g-Iodosobcnzoato 0.055 mii 2 98.9 ­
D 0.8 TPIÏ 0.68 Inï'í 185 - ..
D 0.8 TPM0.68 ml-Z4' g-iodosobonzoato 0.055 ¡nl-I 73 60,5 38.8
D 0.8 DH? 2.5 ¡Ti-í . 132 - —
D 0.8 DP}?2.5 IJIC4- g-iodosobo monto 0.055 ¡nl-I 2 93.9 0.0



Tabla 4.- Accíón de toi ridin; -adonina (linuc eotido"
bicion del aldehido deshidrogonasa dc higado por o-iodosobenzoato.

¡».3nado enzirmdisuelta on 0.5 ml. do Tris 0.015 ii , pII8.0 , so trata se in
. " . . . . . . .. . 2 'dlca durantü l mlnuto. Se dato-¿"aunala act1v1dau (m 0.2 ml. ao soluc:¡.on.

Expe- Voloci- Inhibi- ProtOc­
ri- . o dad i- ción do ción Cc

men- “10101165 A nicial la enzi- la en­to D9 .10 ma zima
<——¿-í'r9—> cz) (rs)mn. .

A Ninguna 64.3 — ­
A g-Iodosobonzoato 0.2 nl} 18.0 72.0 —
A DPN 2.7 TJIÏ 65,53 — _
A DPH2.7 mlí + g-iodosobenzoato 0.2 mI-‘I 109.0 -66.1 192.0
A DPII1.3 64.9 - ­
A DPII1.8 + g-iodosobenzoato0.2 103.0 -58.6 181.0
A DPIÏ0.27 ¡an 64.9 - ­
A DPIE0.27 ml-Z+ g-iodosobenzoato 0.2 .-I 75.5 ' -ló.7 ' 123.0
A TPIÏ 1.5 1711-2 54.7 - ­
A TPII1.5 4-g-iodosobonzoato 0.2 mII 22.1.. 59.3 17.6
A TPLT0.3 mN . 64.0 - —
A TP}!0.3 ral-I+ g-iodosobenzoato 0.2 mI-í 20.4 68.1 5.4
A mm2.9 69.0 - ­
A AMP2.9 + g-iodosobenzoato 0.2 mI-I 16.0 76.8 -ó.7

B Ninguna 65:0. - ­
B g-Iodosobonzoato 0.2 mE 33.0 49.0 '­
B DPN2.7 n}; 87.0 - -­
B DPI‘I2.7 mln’ï g-iodosobenzoato 0.2 225.0 -15.9 425.0
B DPNH? 2.7 mu 76.0 — —
B DPIfliá2.7 ang-íodosobonzoato 0.2 mIví 120.0 -58.0 218.0



. ' . . . . .. I . . . . . . , .Tabla 5.- Acelon de '.)1r1d1ng-_qdon1nacunucleotldo ggbre la 1m11b1c16nde aluohldg
Cmshidrogona sg¡<3nor p-cloromercuribenzogto .

.. -. J . .
.015, 1L,pn 8.0, so tratan segun se 1nd1ca.- C)

Se="midela actividad on 0.2 ml.do olucion.

Canti- Dura- Activi- Inhi- Protoc­
. . I . . ' . rdau Clon dad on- blchon Clon de

. l
de . go la Adiciones Zlnati- de 1a 11.3on­
onn- }ncE17 52a oozAz1- 215m
ma oac10n A D .10” m (A)\ .- \ JL r!)
(mg; (11411.1 ( nin ) (,;

‘ O

Enzimado Smaller

0.6 0.5 Ningu na 202 - ­
0.6 .5 g-Cloromcrcuribenzoato 8.0 ul-I 78 61.3 _
0.6 0.5 TPN 1.5m1-I 266 - ­

0.6 .5 TPN1.5ml-Z¿p-cloronorcuríbenzoa‘to 8.0 21.4 8.0 87.0
0.6 .5 TPII 0.75 mn. 272 .. ­

0.6 .5 TPI.‘0.75 mHtb p-cloromercuribenzoato 8.0}11-1 233 14.4 76.1.,0.6 0.5 DPN2.7 ml-I 225 - ­

0.6 .5 DPII2.7 + Q-cloromercuríbenzoato 8.0/111-1 104 53.8 7.5

an' . do I‘ c .or

1.8 3.0 líingtma 64,0 - _
1.8 3.0 Q-Cloromercuribenzoato 0.60 ml-i 8,5 34,8 ­
1.8 3.0 DFI.T2.7 m1.: 88.5 — ­
1.:, 3.0 DPÏ.’2.7 ral-Z+ p-cloromercuribenzoato 0.60 ml-í 31.5 64.2 24.3
1.3 3.o m: 1.5 m}; 75,0 - ­
1.8 3.0 11.0 85.3 —0.6TPL’1.5 4-2- cloromercuribonzoato 0.60 mi-I



7-:')—

ya que la acción del TPNsobre la inhibición por el mercurial es nula.

e) Egperimentgg cgn iodoacetato. La acción inhibidora del iodoacetato sobre

las aldehido deshidrogenasas de levadura disminuye en presencia de las coen­

zimas específicas (Tabla 6). La proteccián de 1a enzima de Black Con DPNes

proporcional a la Concentración de la coenzima. El acido adenilico , en con­

centracion superior carece de accion. Conla enzima de Seegmiller , la acciál

protectora del TPNes especifica ya que no se observa con DPN.La escasa inhi­

bicion de la enzima de Hacker por el iodoacetato hace inconveniente el uso de

este reactivo p ara el estudio de la proteccián de la enzimapués el error exe

perimental incide seriamente sobre la significacián de los resultados.

PROTECCIONPORCATIONES,Las aldehido deshidrogenasas de levadura requiren ca­

tiones para su actividad. La de Black (7) actúa con K+y Rb‘ y el NHZ tambia1

la activa aunque en menor grado. La de Seegmiller (8) es activada por cationes

bivalentes (Ca,,, Mg“ , etc.) y en menor grado por monovalentes (K‘,Na‘ ). Eh

los experimentos de protección que se describen a continuación los cationes én­

pleados se agregan en forma de cloruros.

a) Experimentos con la enzima de Black . Los cationes monovalentes K‘ y Rb‘

disminuyen la inhibicion de la enzima de Black por el mgfgrgen (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 acción protectora del ion potasio se ha estudiado

cuantitativamente (Tabla 8) siendo significativa aún con K; 0,006 M,

El ion potasio tambien disminuye la acción del g-iodosobenzoato sobre

1a enzima de Black. En cambio el Ha‘, Rb‘ y Li; no solo no son protectores si­

no que exageran la acción del g- iodosobenzoato, especialmente el Na‘ y Li‘

[Tab1á.9). Si.se estudia.cuantitativamente la acción protectora de los iones

potasio la máxima protección se consigue con concentración OQOÓM (Tab_la 10);

con concentración 0.0012 Maun puede observarse una protección significativa.

Resultados similares se obtienen con el iodoacetato comoinhibidor.

Los iones potasio disminuyen la inhibición mientras que el Na‘ la exagera Cra.

bla 11). El efecto del potasio es proporcional a su concentlacion.



I . q I . . .7 ac:.c.o ademllm sobre 1° 11111.1­
bicíon de aldehido doshidro enasas de levadura nor iodoaco‘hato.

Enzimas disuelhas en 0.5 ml. de Trís 0.015 l-í, pII 8.0, so tratan durante 5 minutos
' a a . o o .segun se 1ndlca. So rude la act1v1dad en 055121.1.(exp. Con onzana de Black) o 0.2 nl

(exp. con enzima de ¿ccgúllcrL

Expe- Canti- Adiciones Activi- Inhibi Protoc­
O I , - l 'I‘l- dad de dqd en- chon Clon de

uen- onzina zim'i- (lo ln la enzi­
to (ng enzima maca 7

magno. J). cs) rs)
¡nin .

Enzima de Black

A —- ¡Íinguna 71 _ _ .. ...
A - - Iodoaceteto 0.0]: 1-1 1.1., 351,0 .. ..
A — - DPï-ï 2.5 ¡.112 63 - - _ ..
A - - DPIÏ2.5 núí‘iodoaceta'to 0.01 l'I 66 3.3 91,2
A Q - P13 ".5 ¡nl-Z SO _ _ .. _
A —- Dl-‘N0.5 nfi'Riodoaca'tato 0.01 1»: 66 17.2 54.5
A - — DP}? 0.25 mI-l 77 .. _ _ __
A - - DPII0.25mí‘14iodoacetato 0.01 H 57 25.7 32.4

B 1.6 Ninguna 107 — — _ _
B 1.6 Iodoacotato 0.01 I-I 93 13,5 - _
B 1.6 AMP 5.8 ml-I 121 _ _ _ _
B 1.6 AMP5.8.:fl'kiodoccotato 0.01 I-E 105 13.2 2.2

Enzima de Seo ' ler

C 0.7 Ninguna 160 .. .. .. ..
C 0.7 Iodoacctato 0.001,, 11 76 52,5 —..
C 0.7 TPII 0.75 11111 168 _ _ _ _
C 0.7 TPÏI 0.75 ml-L‘iodoncota'to 0.004 II 132 21.1.. C“.0
C 0.7 DPIÏ 2.7 mi: 162 —.. - ..
c 0.7 DPL‘2.7 mI-i-tiodoacc'ta’co0.004 1.; 74 54,4 ¿,6



n a I — I D - "\" - o - — 1 o“Scala 7.-.1cc; n :0 ca*;:.g;2o:; ¿'Ole‘O la r _ 3: D-) “u r: r) r '_'L'L(LL.‘0—
penosa de laur'xlzg‘a (Black) :02.‘:1: ¡32:04 .­

01".LJ "¿:1 Cíïlï :: :.";'.cio:10::
nte 30 ¿(176. en (.05 71?. (0:7).

4" __
Y, _

13::m- Conti- ¿(122102105 I:17::'Lbi— Írotoc­
r_L- dcc c0 ci. 'n (70 cián (lo
.cn -— cursi": . .‘ la 2-12- la 0n­
‘l2o CP A 7,133 215.220

(¿gn/¡0.121 (,3) (:3)
:;'..:1

A 1.3 Ziz'3:77:13 (",7 _ _ _. _

A 1.3 xiaf:':;‘:cn 0.06%, ¡al! 23 "¿’35 _. ...

¿3112(¿.12 ¡I 91 — _ - _

tp?»

CJ

1.: JI}: C.L- A. jj+ 257.7 57.7

A a”) (1.1.21. C _. _ _ _.

A 1.3 313:] 0.1.". 1.14 :‘aí'crcon 0.0Ó/-, 711-1 1/, 3,2,3 ¿11,7

A y ». , __-- / “l'7 u .4"... :.':.(.;1 u.0 A ,11. 30 ’, «0 — —CJ é

¡.1|_¡ Cl
I I I l'3le 0.10 1LLJ N o O

. - . -- n 1' / z­
13 7;. Chib ("lO 1L¿ ¡gncrson 0.064 nu So C ..5 37.2

1
C 7.5 . M. ;' na ¿”A — — —

C 7.5 1;".Q“,"(7_1_1_0.032 ml: 736 7,”.0 -—­

(7 ‘_)..5 01121112"¿.10 12 115 .. ._ _ ...

(3 T.) o U'! Cllíílér 0.1C 1-24 mfcrsog 0.032 ml‘I 26 71.1,, 2.2

U N O \7|
í5 :3PJ {\1..

l n l l

UUU

J
O k7!

o-:F1.. p.Á C O a.) x1 Nb l l l l

2.5 ClLi LJ? 1.}; : _'.‘::::_'c:10.05%. 1:11: ¡55.0 1,2



Tabla 8.- Inf'h'mcis rio la: cnncowïzrocíón Cn iones notasio sobre la T‘ÏLÏ'TÏC‘Lnn
dc la. Pl: "'I(1"?-"r70.r‘n"'ï"1c3r"onasa Black nor I‘QÍSL‘SCD.­

1.3 G.0onzim disuelta on 0.5 m1 dc Tris 0.015 12, pII (3.0 so tro-ba con las a­

dicmno: que se indican durante 30 Segundos. Se dato-nina la sctividcr? on 0.05
. Iml de solucu.on.

Adiciones Activi- Inhi- Projec­
dad on- bi- cion de

o ' I l I ¡ o

2.:.22mtlcg) Clon la 11131­
(ÁQ'QAQJOJQ (lo la mIJin . onzim

fl
¡J

Ninguna ¿37 - - - ­

Iíai‘armn 0.U61..nI‘I 23 73.5 - ­

0310.12 ¡z 91 - _ _ _

01K 0.12 1-24 Emí'arflon 0.064 (¡4 fit/“¡.7 59.7

ClK 0.06 1: 92 - _ _ _

011; 0.06'k‘ni‘ñrïrc 0.064 ral: 53 37.0 59,3

ClK0.01211“. l 93 -_ __

Gli-I0.012 1: 4 m;rarg-on 0.061+ 1,6 50,5 31,7

01.140.006}: a __ -_
cm 0.006 1: 4 ¡.*p".:1;",=onmom-¡2.: 38 55.3 24.1

ClK 0.0012 I-I 87 _ _ _ _

ClIí 0.0012 I-I4 rhí‘c-rccn 0.064. mlí 22 74.7 —1.l



, .. . ' . . o - . . . ' . ..._Taola \,.- Aoo'mn ue catloncrz monovslontc: sobre la lnn‘ï'n'm'lrm r.._0la Dz; al­
dclzlóo dcslzid'_*0"ena::adc levadura . {Black} 'oor o-íodor'obcnzoato.­

La 02117.72:-disuol‘ba en 0.5 TJ. ¿o Tris 0.03.5 ¡1, pIZ 8.0, se tu"'T'ÍÍGcon las adicio­
nes uo :0 indican durante 30 (¿(25121633.So (Ïxztortrinn la actividad cn 0.1 nl
(03.:). A y C) o (¿.05 ml (02;). B) (Ze solución.

Expo- Canti - Adiciones Activi- Inhíbi- Protoc­
ri- dad de dad cn- ción de ción de
¡mn- enzima zimn'tica 1a onzi- la enzi­
to @31¡0¡1032m] na

A 1.3 Iïínguna 71 - - - —
A 1.3 g-Iodosobonzoato 0.02 Ilï 32 55. —­
A 1.3 CLK0.41: 95 - - - ­
A 1.3 ClK 0.1-rI-í-tg-iodosobcnzoato 0.92 mI-I68 98.4 ¿3.3
A 1.3 01K 0.12 l'í 99 - - - ­
A 1.3 01K 0.12 1-249iod020b011zoato0.02 mI'í66 31.3 1.2.7
A 1.3 ClIIa 0.2 I-I 58 - - - —
A 1.3 ClNa 0.2 I-iyg-iodorobonzoa'bo 0.02 mI'I16 7.7.4 —31.6

B 0.8 líingma 60 - - ——
B O.¿ó Q-Iodosobenzoato 0.02 mI-I 25 58.3 - ­
B 0.;¿6 Cle 0.12 I-I 63 - _ .. _
B 0.86 Cle 0.1?J-Z-Gg-iodosobenzoato0.12mI-I22 65.0 -ll.5

C 2.4 Ninguna 48 - - —­
C 2.4 g-iodosobenzocto 0.02 mI-I 15 6€. ——
C 2.4 CJLi 0.27 I-I 50 — — — —
C 2.4 ClLi 0.27 I-I-tg-iodosobonzoato OJHi-I 4 92.0 —34.0



Tabla lO. ­

La enzima disuelta on 0.5 ml do Trís 0.015 I-í,pII(3.0 se trata con las adiciones
que se indican durante 30 segundos. Se deternúzm la actividad en 0.1 ml de so­. Iluc1on.­

Ex- Canti- Adiciones Activi- Inhi- Protoc­
peri- dad de dad on- bición ción de
men- enzima zim'ti- (le la la enzi­
to (mg) ca enzima na

(4D.¿°AQ.l03) (2:) (x)
min. .

A 0.8 Ninguna 64 _ - ..
A 0.8 g-iodosobonzoato 0.06 ml-I 10 84.5 - ­
A 0.8 ClK 0.41-1 56 _ _ - ...
A 0.8 ClK 0.4 l-IJ-g-iodosobenzoato 0.06 mI-I 19 66.1 ,-1.8
A 0.8 cnc 0.12 1-1. 56 _ _ _ _
A 0.8 ClK 0.12 1-‘I-tg-iodosobenzoato 0.06 mI'I 22 60.9 26.9
A 0.8 ClK 0.06 . 1-,6 - — _ ..
A 0.8 CLK0.06 l-í-tg-iodosobonzoato 0.06 mM 19 58.7 30.6
A 0.8 ClK 0.012 H. 4,3 —— .. ..
A 0.8 ClK 0.012 l'Iuog-iodosobenzoato 0.06 mI'I 10 76.8 9.1

B 1.3 Iinguna 71 - - —­
B 1.3 g-Iodosobonzoato (3.02 ml-Í 32 55.0 - ­
B 1.3 cn; 0.12 1-: 99 _ - _ _
B 1.3 ClK 0.12 l-Ia-g-iodosobonzoato 0.02 ml-I 66 31.3 ¿2.7
B 1.3 01K 0.06 l-I , 8 —.. .. ­
B 1.3 ClK 0.06 I-I‘Q-iodosobenzoc-to 0.02 mI'I 75 14.8 73.2
B 1.3 ClK 0.012 I-I. S ... .. .. ...
B 1.3 ClK 0.012 I-I-sg-iodosobonzoato 0.02 mI-í 62 23.5 57.2
B 1.3 01K 0.006 I-I . 7 _ ._ _. _
B 1.3 ClK 0.006 Ivkg-ioc“.o:obonzon“o 0.02 mM 53 32.8 40.3
B 1.3 ClK 0.0012 H. 73 —— _ _
B 1.3 ClK 0.0012 Ii-tg-iodosobonzoato 0.02 mI-ï 1.4 43.6 20.8
B 1.3 01K 0.0006 1-11. 9 - - _ ..
B 1.3 01K 0.0006 IthQ-iodossobenzmto 0.02 mI-I 37 60.2 —9.5



../¡j,_ ..

La acción de los cationes monovalentes sobre la inhibición de la enzi­

ma de Black por etilmaleimida difiere notablemente de le que se observa con 6a­

tros reactivos de tioles (Tabla 12) .El catidn rubidio es el que ejerce la ao­

cidn p rotectora más evidente mientras que el potasio tiene una acción consiál­

rablemente menor que no es especifica , pués se obtiene protecciones similares

con Li, y IIH'Z .

La accion prutectora de los iones potasio frente a los reactivos de

tioles, es extensiva a la inactivación aparentemente espontánea que sufre la

enzima congelada. La estabilidad de la enzima aumenta notablemente en presen­

cia de ClK 0.12 Mcuyo efecto os superior al de le cisteina 0.002 I-í, proxima

a laqüe Black aconseja para cOJsemar la actividad de la enzima. Los efectos

de la cistein_a y el cloruro de potasio no son aditivos (Tabla 13).

b) eriment c n s enz' s de x eker See ' er El ion potasio tuve

un efecto muypoco significativo cuando se intentín prevenir la .inhibicion de

enzimade Hackerpor m (Tabla14). Los iones potasio,magnesioy calcio

tampocoafectaron significativamente la inhibicion de la enzima de Seegmiller

por el g-iodosobenzoato, etilmaleimida,iodoacetato, m y p-cloromer­

curibenzoato (Tabla 15) .

PROTECCION POR EL ACEIALDEHIDO

a) 1merimentgg con mafarsen . La accion del acetaldehido sobre la inhibi­

cio'nde las acetaldehido deshidrogenasaspór’im dependede la enzima

(Tabla 16), pues el aceteldehido protege en forma neta la enzima de Hacker,

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

del m sobre le enzimade Seegmiller (Tabla16) ..

b ) Ezperimentgs cgn su leimiü I o-igdgsobenzggtg, El acetaldehido es

un protecto‘r débil de las enzimas de Black y Racker frente a le etilmaleimida ,

siendo nula su accion con la enzima de Beegmiller (Tabla 17) . Resultados si­

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

e) Enginentog 09g p-glgromercuribegzggt . La accion del p-cloromereuribm­



0.5 ml enzima disuelta on 0.015 I-I
qué se indican durante 5.5 minutos. So determina la actividad dc 0.05 ml de

Tris, pH8.0 se trata con las adiciones

mezcla.

Expe; óárfiííé ' I l ' l l hl 'Ádíéioríe's I l ' ' l ' ' [Activi- Inghibi- Prgtec­
ri- dad de dsd,on- cion cion de
meñ- enzima zimti- do la la (mz;
to mg ca onzima ma

(4.249.141). 03 6%) cs)
mn. . . ,

A I l vyI I I i I'Iinguna 224 _ — .. ..

A - — Iodoacetato 0.01 l'I 150 33.0 ——

A - - CJK 0.4 H 211 —.. .. ..

A - - 01K 0.4 I'Z4- iodoacotato 0.01 l-I 200 5.2 (34.2

A - - ClK 0.04 Iii 21,0 _ _ _ _

A - - 01K 0.04 IE& iodoacotato 0.01 I‘I 202 16.0 51.5

A - - 01K 0.02 1-1 210 _ - .. _

A - - CLK0.02 li 4- iodowcotu‘ho 0.01 1-1 175 16.9 1,8,7

A - - ClK 0.004 Li 198 — — _ ...

A - - 01K 0.004 I-i-&iodoacatato 0.01 le 125 35.7 -1l.2

A — - Gli-Ea 0.34 1'2 87 — - _ ..

A - - ClNa 0.34 I-í4 iodoacetato 0.01 1-1 100 46.6 «41.3

0.86 Hingïma 68 —— _ ..

B u.86 Iodoacetatlïo 0.01 I-í 58 14.7 - ­

B 0.86 ClK 0.21-I 72 —- .. ..

B 0.86 ClK 0.2 II ¿ iodoacotato 0.01 H 65 10.2 33.0

B 0.86 01K 0.04 M 70 —- .. ..

B 0.86 ClK 0.01, 1-2a»iodoacetnto 0.01 I-I 61 12.9 12.3



Tabla 12.-’

La enzima disuelta en G.5 ml de Tri: 0.015 1.1,pI-I3.9 se trata con las adiciones
que sc indican, durante l minuto. Se determina la actividad sobre 0.05 ml (A) o
0.1 m. de mezcla (B).

E;;_.canti- . Activi- Inhi- Protec­
pe- dad de Adiciones dad de bición ción do
rí- enzima la on- de la la enzi­
zxon- (mg) zima enzima ma
to (¿1mm Cao (az)

. .mln. . . .

A 1.9 Ninguna 120 — — — —
A 1.9 Etibaaloimida 0.091, m}: 52 56.7 - ­
A 1.9 Cle 0.411 (3 - — - —
A 1.9 Cle 0.4 l-Z¿otihnaleLT.ida 0.024 mI-I 79 4.7 91.1
A 1.9 Cl K 0.4 M 102 —- - —
A 1.9 ClK 0.4 l-ítetilmaleimida 0.024 mI-I 58 43.1 24.0

B 2.4 Ninguna 40 - - - ­
B 2.4 Btilmaloimída 0.024 mI-í 27 32.5 - ­
B 2.4' ClLi 0.27 M 37 .. .. _ ­
B 2.1., ClLi 0.27 ' i-I-tetihnaloirúda 0.0.”‘1,EM 28 24.1, v.8
B 2.5 Ninguna 116 —- - ­
B 2.5 Etihnaleímida 0.021.. mM 72 3.0 .. ..
B 2.5 ClLi 0.27 ‘II'I 92 - - - ­
B 2.5 ClLi 0.27 .I-I-lvetiJJnaleimída 0.024 mI-I 65 29.3 22.8
B 2.5 CHIIMOJ M 96 - - ..
B 2.5 CDHÏO.1 luetillïmlaimida 0.021., mI-I 63 34.3 9.7
B 2.5 Ninguna 94 - - - ­
B 2.5 EtiJJnaloimida 0.024 mM 56 40.4 - ­
B 2.5 CHIII¿0.1 I-I 102 - — - —
B 2.5 CILI-IHl+0.1 liketihnalimida 0.024 mI-I 69 32.4 19.8

. . , ; 1 ; , . ’ , , . . . . .



Tabla 13.­

0.17 mg dc enzima quedan 2 dias a -16° con las adiciones quo sa indican.

Se mida su actividad antes de congelar y al cabo (le 48 horas. ' sVoluaon flnal

0.25 ml.

Activi- Activi- Inacti- Projec­
Adiciones dad'en- dad'on- váción cion de

zimati- zimti- espon- la enzi­

ca ini- ca a las Janïa na )cial [,8 horas (f5
(42349 103) 3

.min. . .min, .

Ninguna 132 41 68 .. ..

ClK 0.12 I-I 118 64 46 32

Clorhidmto (le cistoz’na 0.002 1-2 1% 56 55 19

Clorhidrato do cistoina 0.002 III 121+ 56 55 19

Clorlúdrato de cistoina 0.002 II t
Cl K 0.12 1-1 140 80 43 37



Tabla 14.- c
o .. ‘ -' - .».- '\ ¡­(A.CALLLJOÍHH'Iubfi .de .Lu rado nor .2'.:c;a'

1.:) ¿.53(lo enzima disuelta 0‘1 0.5 7.11¿o 0.015 ILTris, pï-I ¿3.0, se “¿rata con

a: adiciones quo 5:0 indican durante 3 221111112052.Se determina la actividad 6:0

0.7. 3‘11dc ;.1oz la.
i

\

Activi- Inlúbi- Protec­
. -. . ., , ' . IAg;c;onos Landon- Clon Clon do

I [y I ozngrm'al- de la la 01121­
ca enzima nn

(AM (7:) (:1)
.min. . , .

ILLn ¿una 67 - - - -—

liaí‘argog 0.16 17.1: 19 72.0 - ­

CLK 0.3 1. 51 — - - —

o C11; 0.3 + Ihre-scan 0.16 mii 19 62.9 1.7.6

H

n.



Tabla 15.- Accion de varios cationes sobre 1° ínhi‘m'P46h ¿o la enana de Seag­
millor nor roaciv ' J°vae.uiolos

0.5 ml (“ic c;:z..:‘.1ndisuelta on
0.2 ml do nozlca.

Ezpe- Cantí—. Dura- . . . Activi- Inhibi- Protoc­
ri- dad de ción ("no Adicionos (hd nzi- ción de ción " o
non- enzima la incu- nation“ 1a onzi- la enzi­
to brcio/n fi MC¡1.092 na ma

(nin) ., 3.1121., ., (53) L‘ÉL
‘¡5 ...líin¿.;una . . . . . . . . . . , . . . . . .. .710 _,..,_A 0.8. . —.... .

A 0.8 .5- g-iodosobcnzoa‘to 0.055 ml-I 2 98.9 —...
A 0.8 0.5 01214€;0.07 1-1 188 _ - .. ..
A 0.8 0.5 Cl ig 0.07ï'í-&g—iodos_obonzoato 00551111-1l 99.5 -O.5
A 0.8 0.5 C 0.2 H , 188 _ _ ... _
A 0.8 0.5 ClK 0.2 I-Rg-ioüosobonzoato 0.055311-1 1 C9,5 _O,5

B 0.7 G.5 Llinguna 12'} - - - ­
B 0.7 0.5 g-iocïosobcnzoato 0.055 mI'I 7 94,4 .. ..
B 0.7 G.5 Cl? Ca 0.07 1-1 100 _ _ _ _
B 0.7 L.5 CláCc 0.0’71-ESQ-iodanbazoato 0.0551711-2 0 100.0 ¿.8

C 0.1, 1.0 King-una 175 .. _ .. _
C o./, 1.0 tilzalcmida 0.02 .. -: 1.6 99.1 _ ­
C 0.1, \ 1.0 012 M3 0.15 1-2 11,1 _ - _ ..
c 0.4 1.o 01 Hg 0.151-uetinmloipida 0.02mI-I 4.o 9 1.9
C 0.1, 1.0 C v’0.1 1-1 166 - — .. ..
C 0.4 1.0 Cl}; 0.1 Motikznloizúdc 0.02 mI-I /;..0 (77.6 1.5

0.7 5.0 King-Ana 160 — — _ _
0.7 5.0 Iodoaccta'bo 0.004 II 76 52,5 - ..
0.7 5.0 01212€;0.066 1.: 176 _ — _ ..
0.7 5.0 0121-130.066124iodoacctato 0.004 II 96 ¿5.0 1/."3
0.7 5. 0 01K 0.1 l-I 156 — — .. ..
0.7 5.0 ClK 0.]l-hiodoacotato 0.004 H 85 ¿5.5 13.3

2.8 0.5 líingtma 106 - - —.­
2.S 0.5 l-hi‘arccn U.L32 111.1 4,9 53.8 —­
2.8 0.5 6121.};0.076 1-: 77 .. .. _ ..
2.8 0.5 01211130.076 1-2pierna; 0.032 mI-I 30 61.0 4.3.4

0.7 0.5 Iïingfuna 148 —... - ..
0.7 0.5 l-Zaí‘argog 0.032 mI-‘I 30 79.8 - —
0.7 0.5 012% 0.076 1‘: 101, - _ _ ..
0.7 0.5 C1203.0.076 l-I-tl-¡aí‘arsog 0.032 mE 12 88.5 -10.9

0.6 0.5 líin;;¡.1nn 202 - — - ­
0.6 0.5 2-0loromorcuribicnztonto{3.0 78 61.3 - ­
0.6 0.5 C12 12g 0.076 l-í 242 - — —_

0.6 0.5 012 11g0.076 1'42-clagg%grgt:6¿ ¡A- 81 66.6 _7.0
0.6 0.5 CII: 0.1 I-I ' ' ' 280 _ _ _ _
0.6 0.5

DC)DOGC)’11’31’11'11HHH!!!UUUUUU ClK 0.1 I-Evspclorozaorcuribonzoato
. 8.0 pH 129 54.0 31.9

La .ennima.usada .on.1os experimentos .con .Clfia .futïproparada especiabaonto, lavan;
do ol precipitado del fraccionrrricn'to ocetonico dos veces, con 1 Volúmendo una
solución helada de acetato 0.5 II pH 5.3 y ncotona on partes iguales.­



I - . . . . . . . . I . . . .. . ..Tabla 16.- Accion mel ccotcldcnloo rtoorc la 1nni’b1c1onde lumqu dosiuurorvo
sa: .nor.rafarso

Enzimas dísuol‘tas en 0.5 rr'l ¿e Tris 0.015 IIIpH (3.0 so tratan reg-Jn se indi ca .
.1. ..' 4.4 ' v ‘ . 1 : ' - oSe deuerruna la ncu_v1d_ad cr. 0.05 .11 (10 Í.OJ_1’.C—LOn(13:9. con onzuna do Black) y

o ' o h O ‘en 0.2 ml de soluc1on (Exp. con cnzlma (¿o Song-rullcr y Rackor .

Expe- Canti- Daga-i Activi- Inhi- Pro­
ri- dad de cion Adiciones dad on- bi- toc­
rzon- onzi- de la zimáti- ci6n ción

“to na inc'ubad ca de la de 1:1
' (mg ) cion (1313350393) enzi- enzi­min..... ma

(5%) (‘25)

Ninguna 132A 1.6 0.5 —- un ¡­

A 1.6 0.5 url-rm eg 0.064 1-1 3 32 75,8 _ _A 1.6 0.5 Acetaldelúdo 1.6 J: 10: l'I 108 —- _ _
A 1.6 0.5 Acetalclehido1.6 x lO WW

0.064.11M. . 1,3 60.1 20.7

do See e

B 2.8 0.5 Ninguna ' l ' l ' l I I ' ' l l l l ' I H 106 - - - _
B 2.8 0.5 I-Iafarñen 0.032 1:1le 49 53,3 - ­
B 2.8 0.5 Acetaldehido 1.6 x 10-3 1.1 98 - - _ _
B 2.8 0.5 Acetaldohido 1.6 x 10-3 H 4m.fargeg

0.082 ral-1... 33 66.3 423.3

En :L e e

c - - 3.o IIínguBá l I I l ' l l I H 77 - - - ­
G - - 3.0 I-ïaí‘arseg 0.13 mM 52 33,0 .. ..
c - — 3.o Acctaldohido 1.o x 10-2 M a - _ - _
C - - 3.0 Acetaldohido 1.0 x 10'2 I‘íymafargon

0.13 nu. .. 79 1.1.0 67.0
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zoato sobre las enzimas de Seegmiller y Racker no es afectada por el acetalde­

hide (Tabla 19).

d) Experimentos con igdogcetatg . El acetaldehido disminuye ligeramente la ac­

cion del iodoacetato sobre la enzima de Seegmiller pero no modifica la inhitflr

cion de laa enzima de Black (Tabla 20).

DIEQHELQE

En un capitulo anterior se demostro la existencia en todas las al­

dehido deshidrogenasas de grupos tioles esenciales para la actividad enzimatiea .

Los resultados reseñados en este capitulo demuestran que esos tioles

están estrechamente vinculados a las coenzimasrespectivas pues la proteccion

del tiol se obtiene solamente con la coenzimaespecifica.. En efecto:

1) La enzima de Black , que actúa con DPNo TPNindistintamente fué protegida

frente a todos los detectores de tioles usados , por ambascoenzimas, y también

por DPNreducido, mientras que el ¿cido adenílico careció totalmente de acciál

protectora .

2) La enzima de Seegmiller , que es espocifica para el TPN,fué protegida exdlup

sivamente por esta coenzima, pués el DPNno previno su inhibición por el iodba­

cetato , la etilmaleimida, el gyiodosobenzoato, o el p-cloromercuribenzoato.

3) La enzima de higado que es especifica para el DPN; fue protegida por el DPN

pero no por el TPNfrente al p-cloromercuribenzoatg y a la etilmaleimida si

bien el TPNprotegió débilmente frente al ggggggég .

La relacion ÍUncional entre el tiol y las coenzimasde las aidehido

deshidrogenasas podria explicarse de varias maneras; l) el tiol se encuentra

prdximo a1 area de la enzima que combina la coenzima sin tener relacion funcio­

nal con esta; 2) el tiol se encuentra en el ¿rea activa de la enzimay con­

tribuye a la union de enzima y coenzimay 3) en condiciones similares el tiol

contribuye al transporte de electrones del sustrato a la coenzima.

Respecto a 1a hipótesis l) Es poco probable que en tres sistemas dis­
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. . - - o ' a - o
. 1nlnou.cn.on ue “143111610doshldro­

n ' n n a wTab la l7.-—Acelon (¿el :cotaldonlu '
norII-otilmalcinúda ­

Enzimas disueltas on 0.5 ml (lo Tris 0.015 I-I, pH 8.0. Se tratan sngún se indica

Se dotenúm la actividad on 0.05 ¡CL(en). con onzim de Black) y 0.2 ml (03:9.

con enzimas de Secgrxülcr y Hacker)

Ex- Can- Du- Activi- Inhi- Proteg
pe- ti- ra- Adiciones dad on- bi- ción de
ri- dad ción zimzïti- ción la en­
mon- de do la ca de la zirm
to on- incu- (A Dvïo 103) enzi- (Sá)

zi- b n- min , . na
na c316 n (55)

(mg) (3:in)

Enzima do Black

A 1.9 1 Ninguna 104 - - _ _

Á 1.9 1 lí-atihmloimida 0.021+ 56 53.9 _ _

A 1.9 1 Acetaldehido 1.6 :v:10‘314 100 _ _ .. _

A 1.9 1 Acotnlcïnlúdo 1.6 :: 10‘31-Iilí—cti]_ï';m­
‘ lo;'.:.‘.ida 0.024 mlï 55 45.0 16.5

B 1.6 l ¡TingLum 175 —.. _ ..

13 1.6 1 II-otiL'mlc-ïínída 0.09.1, mu 1.6 99.1 _ _

13 1.6 1 Acetal doiico 3.2 :.—10-3111 185 .. _ _ _

B 1.:) 1 Acotaldohido 3.2 2-:10-31.; 4 11-013111121­
loiiztlda 0.024 mI'I 2.6 98.6 0.5

C 1.3 3 ¿ ¿nu‘unn ¿0 ... ... _ ..

C 1.o 3 Iï-Cti7';.v 1011.11630.18 mil 24 70,0 _ _

c 1.8 3 Acotsldolido 1.o x 10-211 81 - _ _ _

c 1.8 3 Acetnldchido 1.o :c 10-2I-24 IÏ—Ctil ma­
loímida 0.18 mIvI 37 54.3 22.4



Tabla 18.- Acci
sas mro-iodosobenzoato

I I
r. la inhib'ci n de aldehído doshidrovenaa­

Enzimns disueltas on 0.5 O ml (0:73,.con enzims (le Black y Rackcr) y 0.55 nl
(exp. con enzima de Secgúllor) do Tri: 0.015 II, pH 3.0, ce tratan según se in­
dica. Se deten‘im la actividad cn 0.05 ml (0:7). con enzima de Black) y on 0.2
ml (exp. con enzima de Soegnúllor y Hacker

bbbb'

Ex- ' ' Can-r 'Du1;a-' Activi- Inhi- Prótec­
pe- ti- cion Adiciones dad ,cn- bí- ci6n de
ri- dad de la zimcti- cián la on­
nen- de incu- cs. de la zima
to on- Inción (¿13340,103) anzi- 35)

zi- (nin) min. ma
m (55)

(ng)

Enzimg de Blggk

3.5 0.) Ninguna 105 _ _ _ _.

3.5 0.5 g-Iodosobcnzoato 0.06 mlí 26 5.2 - ­

¿.5 0.5 Acctaldel‘ido 1.6 x 10-314 79 —_ - ­

3.5 0.5 Acotaldelúdo 1.6 :c lO'h-Bg-iodosobnn­
zoato 0.06 mH 34 ¿0.7 7Jn4

A 3.5 o.) Acotaldcïúdo 2.7 x 10411 92 _ - - ..

A 3. 5 0.5 Acotaldciúdo 2.7 x lO-Ái-I‘g-ioóosoben­
zoato 0.06 ¡I'M 29 68.5 S.

'nv' . ‘e ec, o

B 0.8 0.5 Ninguna 2 —- _ _

B 0.8 0.5 fi-Iodosobonzoato 0.055 mIí 187 8.9 - —

B 0.8 0.5 Acetaldoiúdo 1.5 x 10-31: 166 _ - _ _

B 0.8 0.5 Acetaldohido 1.5 x lO'BÏ'üg-iodosoben­
_ zoato 0.055 mM 3 98.2 0.7

Enzim' g‘e Lyoko;

C 4.3 1.0 Ninguna 66.0 - — - ­

C 4.3 1.0 g-Iodorrobonzoa’co0.2 17.2 73.9 - ­

c ¿.3 1.o Acataldclúdo 1.3 x 10-2“ 70.0 - - _ ­

c 4. 3 1.o Acetaldehido 1.3 :: 10-21-¡49—ioaosoben­
zoa'bo 0.2 IBM 35.9 43.6 34-3



Tablg 19.­

Enzlmn dlsueltn on 0.5 ml ce TI‘lS , pH 8.0, tre-tan segun so

de la actividad en 0.2 de solución.

. s o o ' w ' o a oe l mhlblchon ae aldehluo dnshldro­
geggggg raor .n-cloromorcuribenzoato . -.

indica. So mi­

Cañ'ti; "Dúzja- Activi- IIiÏEíbi- Ïrojoc­
dnd de cion Adiciones dad ’en- cion do cion de
onzirm de la zimátí- la onzi- la en­
(mg) incu- ca ma zima

ha: ( x103 (z) (z)
cion min
(min),

0.6 0.5 ¡Íinguna 202 _ - - _

0.6 0.5 p-cloromerctu'ibenzonto SPM 78 61.3 ——

0.6 0.5 Acetaldehïdo 3.2 x 10-31.: 232 _ _ _ ­

0.6 0.5 Acctaldolúdo 3.2 x 10'3I»I4Q—cloromer­
curibenzoato 8 [ul-í 85 63.4 —3.1.,

Enzima de Rack-e;

1.“ 3.0 I‘Iinjfuna 64.0 - — ._ ..

1.8 3.0 B-cloromercuríbenzoato 0.6 mI-I 8.5 8.4.8 - ­

1.3 3.o Acotaldezu'ao 1.o y. 10-214 31.0 - _ - ­

1.8 3.o Acotaldelúdo 1.o :r.10'21242-clorromor­
curibonzoato 0.6 ml-I 9.0 88.9
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tintos exista un tiol localizado precisamente en la zona de unión de la coen­

zima, sin poseer funcion especifica, Esto hace másverosimiles las hipátesis

2) y 3). Casos análogos han sido considerados previamente por diferentes auto­

res,
Rapkine y Rapkine explican el "fenomeno de proteccion" por coenzima

en la trigfosfato deshidrogenasa por la proximidad de la unión: DPN-enzimaal

SHnecesario para el proceso de catálisis.

GuzmanBarrdn (lO) propone una explicacián similar para la alcohol

deshidrogonasa donde los SHactuarian comotranspotadores de electrones entre

el sustrato y la coenzima, pues en la alcohol deshidrogenasa de levadura (4),

sustrato y coenzimaejercen accion protectora frente a los reactivos de tioles.

Bonnichseny Theorell (ll) postulan en la alcohol deshidrogenasa cris­

talizadaf de higado una unión directa del DPNHa la enzima , por intermedio de

un SH, por l a aparición de un nuevo máximode absorción que de 340 m‘P pasa

a 325 mp , salto que puede ser prevenido por É-cloromercuribenzoato, si bien

en la alcohol deshidrogenasa de levadura Barron y Levine (4) no encontraron un

efecto semejante. Las observaciones de Kaplan y Ciotti (12) sobre la inhibición

de la alcohol deshidrogenasa de higado por hidroxilamina tienden sin embargo

a confirmar la hipótesis de Bonnichsenj'Theorell.

Racker y Krimsky (13) han propuesto también la unión del DPNa la

triosafosfato deshidrogenasa , a través de un SH, para explicar el mecanismo

de la reduccion del DPNen base a la variacidn del espectro de ab sorcidn del

complejo enzima-DPNpor agregado de acido iodoacético. Un examen exaustivo

del problema se encuentra en la monografía de B.Chance (14).

La accián del acetaldehido frente a los reactivos de tioles es mucho

menos uniforme que la observada con las coenzimas. Con la enzima de higado la

accián protectora del acetaldehido es evidente (salvo con p-cloromercuribenzaa­

to) ; con la enzima de Black, la protección es mucho mas débil mientras que
o l v ' o

con la enzima de Seegmiller solo respecto al iodacetico se compruebauna muy



-47­

débil protección. En oposición a estos resultados, en algunos casos el acetal­

dehido aumentael efecto de los reactivos tioles.

Esta disparidad en la acción del acetaldehido excluye algunas positi­

lidades e implica otras. En primer lugar la ausencia completa de proteccián

por acetaldehido con la enzima de Seegmiller contradice el mecanismogeneral

propuesto por Racker (15) para la oxidaciáh enzimática de los aldehidos cuya

etapa inicial seria la formación de un hemitioacetal , si bien este mecanilmo

podria ser válido en las enzimas de Black y Racker..Pero afin en estas enzimas

no es seguro que se forme el hemitioacetal.. 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 proteina en un lugar cercano al SH, la actividad del mis­

mocambiaría (con aumento o disminucián), lo que explicaría tanto la exagera­

ci6n comola disminucián de la inhibición que se observa en presencia de ace­

taldehido . Ademásel carbonilo aldehidico (15) que es altamente reactivo, po ­

dria formar complejos inactivos con tioles esenciales de la enzima,protegién—

dolos , sin que estos tioles tuvieran papel alguno en la formación del comple­

jo activo enzima acetaldehido.Esta posibilidad ha sido ya sugerida por Racker

(15) y en ese sentido es bien caracteristica la accián inhibidora de altas con­

centraciones de acetaldehido (13,1¿i¿), cuya cinética comose vera mas adelani

te, satisface la hipátesis de la unián de 2 moléculas de acetaldehido por á­

rea active de enzima , la primera formando el complejo de Michaelis y la se­

gunda inhibiéndolo. Todo ell o hace poco evidente el papel de los tioles en la

formacián del complejo enzima-acetaldehido.

La protección de los tioles de la enzima de Black por cationes como

el potasio y el rubidio, no parece estar ligada especificamente a la acción

activadora de l a enzima ni a la fbrnmcián de un complejo tiol-ion. El poder

activador de cada ión 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 enzimas de Black y Seegmiller . Asi la enzi­
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ma de Black fué protegida frente a1 magaggggpor sus activadores especificos,

potasio y rubidio , mientras que el calcio y magnesionecesarios para la acti­

vidad de la enzimade Seegmiller no impidieron la inactivacién.de esta ultima

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 compruebaque su efecto no es general sino

que dependedel reactivo de tioles utilizado. En efecto, el rubidio es fuerte

protector respecto a la etilmaleimida pero no frente al g-iodosobenzoato, mia]­

tras que el potasio impide mas la accion de este ultimo que la de la etilmalei­

mida.

La singular acción de los iones sobre la sensibilidad de los tioles

de la enzimade Black para sus.reactivos especificos , puede mas bien atribuir­

se a efectos (tal vez electrostaticos) sobre la disposicion de las redes pep­

tidicas de la molécula proteica , de manera que de acuerdo a la configuracion

espacial de éstas últimas los tioles serian más o menosaccesibles a sus inhi­

bidores . Ln algunos casos habria una relacion inversa entre la variación de

accesibilidad a u.n determinadoreactivo tiolico y a las areas activas de la

enzimay entonces la acción activadora de la enzimay la protectora del tiol

estarian parcialmente superpuestas . Ésta explicacion satisface por una parte,

la coincidencia cuantitativa entre l as concentraciones de potasio que activan

la enzimay protegen los tioles, y por otra el hecho de que los iones inhibida­

res de la deshidrogen_asa, comoel sodio y el litio, exageren en algunos casas

la sensibilidad de los tioles para sus reactivos especificos. Si la accion del

sodio y litio consistiera en ocupar el tiol ocupadonormalmentepor el potasio

(o el rubidio) ,en lugar de mayorinhibición deberia obtenerse protección.

La fijacion de cationes alcalinos por proteinas (19) en forma de comp

plejos similares a los que se postulan para la enzima de Black, ha sido demos­

trada recientemente por Carr (20) con la pepsina,leacto globulina y €1er
globulina ,chero globulina y el fibrogeno ; argumentosderivados de la ciné­
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tica de la activación de la enzima de Black cocuerdan con la hipótesis del com­

plejo enzima-caticïnalcalina.

Los iones potasio, rubidio y amonio, tienen radios similares (18).

Cuandolos iones estan hidratados, el radio de los del primer grupo es menor que

el del sodio , y este a la vez menorque el del litio, mientras que en los n:

hidratados la relacián es justamente la inversa. Esto parecería indicar que la

protección‘ de los tioles y la activación de la enzima de Black están ligadas

al radio del ion cualquiera sea la forma (hidratada o no) en que éste actúe.

Una hipótesis similar ha sido expuesto por Kachmary Boyer (17) para explicar la

activación de la pirúvico fosfoferasa por los iones ahora en discusión. Debeha­

cerse notar, sin embargo, que el ion amonio , a pesar de su radio parecido al

del potasio y el rubidio es un activador y protector de tioles menoseficaz que

el potasio y el rubidio, lo que pone incertidumbre en la explicación propuesta,

El efecto activador del g-iodosobenzoato sobre la enzima de Hacker un:

presencia de DPN(oxidado o reducido) es especifico pués no se observa con TPN ,

pero por el momentpno existen hechos que permitan explicarlo.

En resumen, la diferente intensidad de la protección por coenzima, sus­

trato y catión activador que varia según la enzima, lleva a la conclusión gene­

ral de que existe una relación directa entre coenzimay grupos tioles de la pro­

tein a en las tres aldehido deshidrogenasas.

Estos grupos tioles podrian actuar comovinculo de coenzima y apoenzi­

ma (caso de la enzima de Seegmiller) o comotranspotador de electrones entre aus-»

trato y coenzima (enzima de Hacker especialmente). En este último caso deberia

esperarse que el sustrato y la coenzimaden proteccion aproximadamenteigual,

como ocurre en la alcohol deshidrogenasa (4).. En nuestras observaciones, a<­

cepto con la enzimade Hacker, dondt frente a algunos inhibidores el acetal­

debido proteg e en la misma extension que la Coenzima, 1a proteccion por és­

ta ultima fué mayory mas consistente que por el substrato, lo que disminuye la

probabilidad de que el tiol en las coenzimas de Black y Seegmiller actúe como
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transportador de electrones y si bien ello puede ocurrir en la enzima de Rac­

ker , no se excluye quo grupos tioles tengan alli un papel análogo al de los tio­

les de las otras dos deshidrogenasas, es decir facilitar la union de la apoenzima

con la coenzima»

CONCLUSIONES

1° .— La inhibición de las aldehido deshidrogenasas de levadura y de la aldehido

deshidrogenasa de higado es disminuida especificamente por las respectivas coenp

zimas..Por el contrario, la acetaldehido deshidrogenasa de higado oxagera su ac­

tividad normal en presencia de DPNo DPNHy g-iodosobenzoato; dicho efecto es es­

pecifico pues no se produce non TPN.

2°.- El acetaldehido previene en forma neta la inhibicion de la enzima de Racker

por reactivos de tioles (excepto el ppcloromercuribenzoato) y previene en forum dé­

bil la inhibición similar de la enzima de Black (excepto por iodoacetato).. En camp

bio no protege los tioles de la enzimade Seegmiller salvo frente al iodoacetato.

30., El ion potasio protege 1a enzimade Black frente a todos los reactivos de tio­

les estudiados y el ion rubidio la protege frente al mgggzgggy 1a etilnmleimida,

pero n o respecto al Q-iodosobenzoato.

Los iones sodio, litio y amoniono tienen accion protectora y en algunos

casos exageranla inhibicion por reactivos tioles.

4°.- Lo s tioles de las enzimas de Seegmiller y Hacker no son protegidos por los

cationes monovalentesni la enzimade Seegmiller por los cationes divalentes, cal­

cio y magnesio, necesarios para su actividad.

5°.- En las tres deshidrogenasas estudiadas existen grupos tioles esenciales, fun­

cionalmente vinculados a la coenzima especifica. En las enzimas de Black y Hacker

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

cetaldehido , especialmente en 1a última..
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Los resultados obtenidos hasta ahora demuestran que algunos componentesde 18

enzima de Black, en.especial el i6n potasio y el DPN,pueden hallarse vinculados en

la superficie de la enzima en 1a proximidad de grupos tioles. Esta posibilidad se

ha explorado ahora detalladamente mediante el análisis de la cinética de la enzima.

Black (l) realizó algunas observaciones de tipo cinático sobre la accion antagónica

de los iones potasio y litio, llegando a la conclusión de que la accián inhibidora

de éste último no esta ligada a un efecto salino. Por otra parte comprobéque la

formación del complejo enzima-sustrato, no sigue 1a curva clásica de Michaelis-Men­

ten pues por encima de una cierta concentración al acetaldehido actúa comoinhibidor

de la enzima.

En los experimentos que se detallan a continuación se ha analizado detalla

demente la cinética de la enzima de Black, considerándose sucesivamente la influen­

cia del ion activador, de la enzimay del acetaldehido sobre la actividad del sis­
I . . . . . .tema y as1 mismo, sobre los distintos compleJos que regulan dicha act1v1dad.

Re t do

l) Aceián de varios gationes sobre la actividad de la enzima de Black.- Según Blac

los iones potasio rubidio y amonio, activan con intensidad en orden decreciente la

DPHaldehido deshidrogenasa de levadura (1) mientras que los iones sodio y litio

la inhiben. Hemosconfirmado cualitativamente sus observaciones (Tabla 1) Ï ade­

mas, que los cationes bivalentes calcio,magnesio y bario son inhibidores. Cuantí­

tatívamente el efecto activador máximodel potasio se obtiene con la concentración

0.05 H , en lugar de 0.3 Mque refiere Black ( Fig. l). Con rubidio (Fig 2) La

activación makimacorresponde a la concentración 0.02 M . En las secciones si­

guientes se analizará la influencia de los iones activadores sobre las propie­

dades de los complejos que la enzima forum con sus sustratos especificos, es de­

cir el acetaldehido y el DPN.

2) Influencia del potasio 1 el rubidio sobre c n t te gg gglhpomnlejo enzi­

mg:gcetaldehid . La constante de Michaelis aparente (gs) del complejo enzima-ace­



_1 _ . . i ... ­Tabla l .- Aceion L0 Varios cationes sobre la act1v1cad de la DPLaldo­
hido dcghidrocenasav Black .

Enzima disuelta en 3 nl de Tris 0.015 H pH G.0 on ¿resencia do cistoina

0.001 K, DIGIO.4A.nfi; las adiciones que so indican y ncctaldohido 17x10“5
a. ./ 1 o v n' .agregado al iinal. El ion Dario se auadlo cono nitrato: los restantos

iones Comocloruros

Cantidad Actividn Actividad
de enzima Adiciones cnzimati- respecto
(ng) ca nl tacti­

go con 31K
(A D349.1o3) 0.05 n

min fl)

0.065 Ninguna 36 9

0.065 K * 0.05 H ¿no loo

0.065 Ha‘ 0.05 M o 0.o

0.055 Ga*t10511 2 0.5

0.065 ng" 40.05 1-1 5 1.?

0.065 Ba‘ ‘o.05 H 1 0.2

0.021 Ninguna 4 ¿.8

0.021 K * 0.05 H 84 100

\ O \1O O b)0.021 Rb * 0.05 * K



Figura l

a 1 y . o n ‘ . ' .Influencha cel 0011:3510en l a act1v1da<_ enzurmt'fl.

. s- v r1 - Í á' ‘.' - 1 n —E 'TI‘lS 0.015 h ph o.O , elstelna 0.001 n , DF“ 0.44. 1711.,acetalaohldo 17 x lO ’ 1;.

Gli; an las concentraciones indicadas. Volúmenfinal, 3 rL'L.Velocidad inicial

(A Do/ :: 103/ aim).2 ¡,0

al.3

VeloadadIn/Cl

O O



Figura 2

. . .. . . -. . ' .lggf'muencladel rublalo sobra la actlvmad enmmtlca.

Tris. 0.015 1-; pH 8.0 , cistoína 0.001 1-1,DPIÏ 0,41;. m'rl, enzima 0.2 mg. CJBb on las
—‘: ñ ‘v

concentraciones indicadas. Acc‘caldehido 17 x lO 1-1.Velocidad inicial“ D3“) x lO/mñ* .

OD o

Veloí/dadinicial
No

2% ’55 7? 1oo

[cz Rb/ (m M)
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taldehido se determina mediante la aplicación de las ecuaciones (l) y (2) ;

laa La Ehlfl (D

donde 1 es 1a actividad enzimática con la concentracion de sustrato {si y X la ve­

lacidad máximaaparente del sistema.

¡5
\___,

\ <1 II ÏÏÑJ‘/z+%¿i c)

Co n la ecuación (l), si se representa 1/1 en funcián de 1/ {5} , fis se

puede calcular dividiendo la pendiente de la recta por la ordenada en el origen de

las abscisas y con la ecuaciSn (2) representando Si} / 1 en funcián de ÏES, gi se

puede calcular dividiendo el valor de la ordenada para el origen de abscisas por la

pendiente de la recta (2) . En uno de los dos métodos de analisis cinético se incD1-­

'ye el cálculo de las constantes por cuadros minimosy se indican los valores corres-­

pendientes a los errores probables. La comparacionde los resultados obtenidos con

am bos métodos se consigna en un capitulo aparte.

Estas determinaciones están afectadas por la forma de la curva de actividad

en funcüdn de la concentracián de acetaldehido y por la escasa dieociacián del couple­

jo enzima-sustrato . Los valores de las constantes se han calculado con las veloci­

dades correspondientes a acetaldehido en concentraciones entre 0.9 y 9.0 x 10-5M.

Con concentraciones menores no se pudo determinar exactamente la velocidad inicial

afin haciendo lecturas cada lO segundos , pues la pequeña cantidad de acetaldehido

presente afecta rapidamente la forma de la curva.

En las figuras 3,4 y 5 se representa la influencia de la concentración del

sustrato sobre la actividad inicial de la enzima , a varias concentraciones de iones

potasio.. La constante de Hichaelis Tabla 2) calculada de esas observaciones casi

se duplica cuando el 01Kpasa de 0.5 a 50 mM,pero la variacián no cs estadísticamen­

te significativa pues la relación entre la diferencia marina de los términos medios

(D) y el error medio cuadrático R ¡1 1-;Ï_:Ï;É_rfué en el experimento A 2.5 y en el
B 2.3, es decir inferior al valor 4 que habitualmente se toma (3) comocriterio de

l e e 'Significac1on.



_.. _ . - I c .:w'“;1Jon(-"n (:(7 lz' 0"“(‘"“‘u“CCL‘.021 ¿o occtr‘tt'

romania-raciones G.0 misasi _.

'2
-r 1 m2,“; -. "a -', ‘—'. _.. J ¡w- ‘ mp: :-' .=- - v - v’­
vo_.o\,.;cac. 1.1._c_.ol X (ADS/¿ro 10 /..J.n.). un: 0.03], u _m 7.2‘ -DR. O./;J;, 22m 015713.­

na 0,301 1., 01213110.3.2:;- mg. 0112 3‘ occtaldehido e21 las concentraciones :ï.

I
r..­.. . V.‘ -_ A .. .

0.05 1- - curva 3: ¿J x1 0.00; ¿A ¿f curva C: Lan] 0.3305 IC.x

—Ïs— “ "¿tó "fs? 76.5 «2.5 15.0
{Aceralaemdo/(Mdo "5)



Figura 4

Inf1uencin del acotq1fiohido sobre la velocidad {nícínï a tres concontracioncs de
. f . \

votg51o (valores reelprocm81.

3- .. . . . . . n , , _,, , ,_ _
v (J01001cac 1n1c1al): (A D340 x 10 /h1n.). 1r¿s 0.015 L p; 7.9 , DPL0.4A HL, C18­Z

7o y ClK cn las concentrahioncs quo so h­teína 0.301 H, onzimm0.14 ng.; acetnldchin

dicen. Vo unen final, 3 ml.
13“ , l a —vr'.-' - - 1 Í fi ' v“ .\ - ­

Línea A: k; j 0.0305L ; llnca o: Lp j 3.002 n y ¿lana J, LL A J_35 A.

2.0 3.0 4.0

1/[slx(M"x10‘)



Dotagio.

v Velocidad inicial): (AD340 x lOB/nin.). Tris 0.015 M pH7.9, DPNO.44.núï,

cistoína 0.001 K, enzima 0.28 mg. 01Ky acetaldchido en las concentraciones indi­

cadas. Volúmenfinal, 3 ml.
v ,. 1

Línea A: {K‘J 0.0005 1.: ; linea Ba ír‘] 0.003 1': - linea c: LK’J 0.05 M.,



Tabla 2 .- Infïïï’Wf‘"? de iones :o' io sobre la constante 22::Cc“; coz‘ïucïoJ r­
h u _

acotn‘rïnï"írïn I’eó"‘ï¿"*o"cna:3 - aco‘l'nrïc‘nirïn__

wii 7,9 en ¿‘bsoncíc do. cistoinnEnzima (lisuol a en (3.5 ¡L1 (o Tri. 0,015 3L
' "‘1 ‘ o fue agro;cdo al final 510111“.se0.001 12, DPZÏ0,44 :1]: y Clíi. El .­

indica.

Ezpe- 35::'!;i- Concon- Concon‘tra- Actividad KS ( 2-:10-5)
rincn- dnd de trñción ciones do ¿nziraeti­
to cinzizm (lo IZ" ccoizcldoïz'L- ca ñ llvzí' (IL/S) S.v:i’ (S)

(m5) (nl-I) do usarlas (l-ictodo (Hato-l (Cumh'g
¡aun(nulo-5) grafico) do. grg (10ani

í'íco ) ninos Y

A 0.28 50.0 4.5 156 2.6 2.0 1.831030

OÓ 22 0.48 0.48 .5540.12

0.71 0.715). ló

oooo

OWÓCJOWOCG\OWÓOJ

7
O

¡.1 Ó C

.02 1.55 1.06¿0.18

CJ Oi: F.) o O

C1G\\.0I-‘C-lCND)l-'C1G\\.OI-'
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Resultados similares se obtienen con el ion rubidio Comoactivador.

En la Fig. 6,7 y 8hse representa 1a variacien de la actividad inicial en funcion

de la concentracion de acetaldehido, a varias concentraciones de rubidio. Las cans­

tantes E5 (Tabla 3) que se calculan de esas curvas, muestran un ligero aumento
-5 '

5M a 2,3 10 N) cuando la concentracion de Cle pasa de 1.0 a lO mm(de 1.7 lO­

(experimentoA) pero la diferencia no es significativa pues la relacien D/Res

0,54. Resultados similares se obtuvieron en los experimentos B y C.

3) Inilucncig de lgs ignes potasio ï rubidio sobre la constante EDPNdel cgm,

nlejo enzima —DPH. La influencia de los iones activadores sobre el complejo

cnzima-DPH,se estudio on forma similar a la efectuada respecto al acetaldehido.

En la Fig.9 se representa la influencia de la concentracián de DPNsobre la acti­

vidad enzimática, a varias concentraciones de iones potasio. Tomandolas reciñro­

cas de los valores hallados (Fig.lO), por la ecuacián (l) se obtiene los valores

que figuran en la tabla 4, donde además se incluyen los errores probables de ca­

da valor calculado por el método de los cuadros minimos . Las variaciones de la

constante EDP”fueron como sigue: en el exp. A , aumenta 2,5 veces cuando lav

concentracionrde potasio pasa de 0.5 a 50 mH ; en el experimento B, KDPNganga­

ta 10 veces cuando la concentracien de potasio pasa de 0.5 a 20 mn; en el expe­

rimento C , disminuye cuando la concentracion del potasio pasa de 0.5 a
'KDRN

200 mH.. Estas diferencias no son significativas para los experimentos A y C

( D/R 3 3.6 y 1.0 respectivamente) ;-pero en el experimento B , D/R ='8,2 , o

sea que deberia considerarse que el aumento de ¿DPNexcede el error experimen­

tal.. Sin embargo en este ultimo experimento el error de la última determinacion

es excepcionalmentealto, lo que disminuyela significacián del resultado.

La influencia del ion rubidio sobre la actividad de la enzimaa dife­

rentes concentraciones de DPNse representa en las Fig. ll y 12.. Los valores

de las constantes ¿DFM obtenidas con el metodo (l) figuran en la Tabla 5 Conjun­

tamente con los obtenidos por el metodo de los minimos cuadrados. Las variaciones

de ÉDPNimputables al rubidio no son significativas pues el valor máximoobservado

de la relación D/Rfué 1.2.



flfifigentracioneg de rubidio.

Velocidad inicial; D3¿0 x lOB/min.). Tris 0.015 II pH 8.0; DPII0.44 m‘rí,cisteíma

0.001 H, enzima .024 mg. Cle y acetaldehido en las concentraciones indicadas. V}

lumen final, 3 ml.

Curva A Rb’ 0.00114; curva B ab‘ 0.003314; cum c Hb" 0,011.1.

,x-—--—'—«/
50 ¿:7/ _./

N ./
:9) 40 / _
.‘ f B
.5 ¡l
b 30 / _
tu .b /
.6 'x
o 20» _/ A _

33 l _____,_,\... ........... mp> . ______ o
1o-Í 2/" _

2:5 é fis’
[Acetaldeh/do](Mx10'5)



velocidad inicial a cuatro concogtracioncs d?
. n Írubldlo ( valores rcc1procos).

v (velocidad inicial) (A 133,0 ;-: 103/min.) ; Tris 0.015 1-; pH 8.o; DPII 0.41, 311-2,

- cistoína 0.001 K, enzima 0.39 mg. Cle y acetaldehido en las concentraciones indi­

cadas. Volumen final, 3 ml.
, . 0' , ,m ..

Linea A ab’ 0.001 1.. ; línea B .¿b 0.33); 1. ;

línea c Rb’ 0.01 1; ; línea D Rb‘ 0.11.

I I ÑI' :/

0|“b /'/o/.­
A ,¡r'\./,/_/

003- I/./ ./'/. y
/‘/I. ¡0/./" B “4'> ./

\ 0.02- ,_)‘ ­x /
c

5:0 10.0

[SÍ-WK”) G)



velocidad inicial a cuatro

concentraciones de rubidio.

v (velocidad. inicial): (ABB/¡(Ox 103/min.). Tris 0.015 1.: pII 3.o, D J 0.1.1, mI-I,

cistoina 0.001 M, enzima 0.39 mg. ; Cle y acetaldchido en las concentraciones in­

dicadas.

Volumenfinal, 3 ml.

linea A: zzb‘ 0.0011-: ; linea B: Rb‘ 0.0033 u ;

linea o: Rb‘ 0.011: u linea D a Rb‘ 0.11.}.

'l/

¡sl/v{.ro'

b io ¿7’45 m ¿o m no ú
[SÍ‘(HID-5)



Tabla 3... Irw"'|1¡cn(-"=."¿.0 5.0110:rubidio sobre la Concierto K 2107.con'vleio cnzfigg_
acctaldeládg . Y .... ,, . . , . . . . . . . . . . . .. .- ,

Emzina disuelta cn Trzls 0.015 ZZpH í‘.0 Cn '¿JI'CSCDCZ'LQde cictoina 0.001 11, DFI?I
0.41, ¡nl-2,concton'ízrzzcion (Io Cle v:"_‘icblc. El -c0’l;aldc':ido fue quogadn "l final
51(3ng so in (tica.

E>:—.Cnnti- .Con—. .Goncen.tra—. Actividad “n KS (3410-3) ———
pe- dad de c;n- ciones de o imticañ
ri- enzima tra- acotrldoïúd0( DI 240»oJ) líyé f(l]b) (S)/9=f (S)
r.;on— (ng ) cion usadas mn- - .. (Metodo l-Zc‘t'odo Cuadra­
to de Rb" (I-b10“5) gráfico) grafico) dos mi­

(h ninos)
--. 0.9 10

A 0.2 1.8 lo o «o o
3 3.6 15 3 1 4 9 3¿ o 77

9.0 23
0.9 ll

A 0.23 n,o023 1-9 12 1.8 1.6 1.5; 1.13.o 2.; "'
9.o 27
0.9 25

A 0.23 0.01 1.8 32 1.9 1.6 1.7+ 0.4
3.6 48 “
9.o 57

0.9 25
B 0.39 0.901 2. 7 3 0.83 0.95 0.94 0.15

5.1|- .­
Coo
0.9 37

B 0.39 0.0033 9.7 22 1.8 1.5 o.9_+_c.36'204 U
9.0 92
0.9 56

B O. 2.7 20 06 o o,
39 5.¿' 150 4 3 3 11 o 02

9.0 ‘ 168
0.9 Ó

B 0.39 ¿.1 2-7 104 7.2 2.2 7.54 1.5504
9.o 174

u.9 11
1.8 12

c 0.24 ".001 3.6 16 o." o.n 1.040. .
x 0.3 16 o o _ 21r

9.o 18
0.9 15C 00% 1.5 1.410.114.
¿.5 33
9.0 36.5
0.9 2 .5

c 0.24 0.01 3:6 ¿a 1.1 1.7 1.2¿0.25
6.3 5
9.0 54
0.9 24
1.8 26C 002jl'001 3.6 lol
6.3 54
9.0 44



Figura 9

. - . . . . - - . ' . n . . .Tnfïuonc1n cel Dfï score la act1v1cac on21mat1ca a :ros concentrcc1onos ac notasx;

1701031635111110133-3 ( D310 ï-ï 103/min.). Tri: 0.015 1: PÏI 3.0; enzima 0.26 113.,r

cistcína 0.001 11, acotaldeïzíc‘o 9.0 :: 10-5 1-2.DPIIy ¿31Kcn las concentraciones in­

dicadas.

Volumenfinal, 3 ml.

Línea A: K‘ 0.00051; ; línea Bs K‘ 0.05}: ; línea c: K’ 0.21-2.

(A) O o T

Velo(¿Idad¡me/al

o



v (Velocidad inicial): (An3wx 103/min.). Tris 0.015 1-2, pH ¿.0 ; ciste'ína 0.00114,
f:

enzima 0.26 mg. , acetaldehido 9 x 10" M. DPUy 61K en concentraciones que sa fil­

dicen.

Volumenfinal, 3 ml.

LíneaA: K‘ 0.000514 ; línea B: K‘ 0.05 1‘; ­
I

, llnea C

10 20 30

[D¡DN/"(M1109

7 I I ./.

9- ./' ­
8- A //. ­

'r 7’ '
C>e— ./' ­\s ./'
7‘5- 3 ­
>. ,'/

4[ f// ­
3 ¿/ _

2- CX--___ en
1¡Q/' """ '­

,1

K’ 0.2 1-1.



'e KDE?del comwlojo

Enzima disuelta en 3.o ml de Tris 0.015 H, pH 7,9 (Ex . A) y 3,0 (E: _ 33 c)
a a . . ¡ 1! 7 ' . —. .en presencuï m elstclna 0.001 n, DP];segun (:0 magma y ClK en va'rlas Concen­

. -. -. . . . I . . t A A: ,tracmnes. El cccta.u.uc,1zn.uofue agregado a]. .1na1 en concontrrc1on ,.0 x 10‘41.

E-cpo- Santi-'- Conca};- 'Co'ncentra- Activi- K D ¿7(:10’4)
ri- dad do tracion ciones de dad en- l/v = f DPN)
:iten- ‘ énzima de K" DPNusadas imatica (meííodo ' (Cuadrados
to (mg ) (mí-I) (mI-I) ¿D340.103.nin) grafico) mínimos)

'Io;627 s.
A o. 0.5 0-044 9 0.95 039.20.24

14 0.135 19
0.44 23

0.027 8
A o. 1.o 0.044 1° 1.o 1.3+0.28

14 0.135 22 _
0.44 35
0.027 14

A 0.14 ¡.0 0.135 41+ 1.7 1.540.03
0.44 68 ”
0.027 18

A 0.1.4 50.0 0.135 59 2.1 2.1¿0.27
0.44 115

0.027 2.75
°-°¿4 3-75- 0.6 o ’840. o

B 0’24 0‘5 0.135 5.25 '° - 3
0341* (/1.

0.027 3.25
o, 2.o 0-044 4-50 2.86 2.2¿o.73

B 24 0.135 11.25
0.44 21.5
0.027 4.5

o. roo 0.01.4 7.0 4.“ ¡”aio-¿0
B 24 J 0.135 18.0 °

0.44 40.25
0.027 6.25

o. 20.0 0-044 13-50 5.2 8.4¿15.0
B 24 0.135 23.50

0.41» 54.50

0.027 10.5
c 0.26 0.5 0-054 13-0 6.75 5.1¿9.20.135 44.0

0.44 112.0
0.027 55.0

.26 0.o 0-054 95-0 5.54 4.25.9
C O 5 0.135 9.38.0

0.44 462.0
0.027 54.0

c ?.26' 200.0 0o°54 80-0 3.A2 2.5¿ 1.3
0.135 190.0
0.44 MFÓOO



Figura ll

. v n - o — . ' c . 1 - o 1­Iní'luen01a del DP‘u.sobre la acuv1dao. enzzumtlca a tres concentraclonos Q0 rnmmn

v (Velocidad inicial): (ABuga 103/ï.1in.). Tris 0.015 1-: pH 8.0 ; cisteína 0.001 1.:,
-‘i , . . . .

enzima 0.21-rng. , acotaldchido 9 :c lO ' 11.. CJBb y DP};cn las conconfitsomnos 1nd;­

cadns. Volumenfinal, 3 ml.

Curva Ar [Rb‘] 0.001}; ; curva B: [111?] 0.0033 1-;; curva c: [zz-0‘] 0,01 1L

5

Velocidadinicial sa'33.?88S

1 1,5 2 2,5 ¿»3,5

[DPN/(Mx Í0'4)



Figura 12

Influencia del DPIIsobre la velocidad inicial a tres concentraciones de rubidio.

v (velocidad inicial); ( D x 103/mzn.). Tris 0.015 1: pH 8.0, cistoím. 6.00112,340

enzima 0.24 m5., acetaldehido 9 x 10"5 M. Cle y DPNon las concentraciones quo

se indican. Volumen final, 3 m1.

Línoa A: Rb‘" 0.001 1:; ; línea B3 Rb" 0.0033 1«:; línea C: Rb’ 0.01 M,



N.,w—.-r.‘yW.

Tabla 5.- ,Knpndel cormlojo enzi­
....,

Enzima disuelta on 3 ml (lo Tris 0.015 1-2pII ¿3.0 on masoncia de cisteína 0.001

11, varias conecntracionos de Hb; y DPIÏsegun :0 indica. El acetaldehïdo í‘uó
. . . 1 , _l: .agregauo a]. final on concontracmn 9.10 J I-L.

E>:peri-' 'Cnnti-' ‘Concon-L''Concontra- Actividad 'K D91; (x 10-4)
mento dad de tración ciones de onzimati­

enzima de Rb? DPHusadas c (notado (Cuadrados
(ng) (I-I) (mlní) (¿hD ¿AQ-¿03 2 gráfico) rLÏnirzos)

.un
T

... .... .o.027 1¿.0.
A -o.39 0.0033 0-041» 24-0 2.8 2.3.4 0.88

0.103 ¿7.o 7
00/31?
0.027 27.0
0.044 9.0

A 0.39 0.01 0.108 67.0 1.7 1.5% 0.53
0.44 162.0
“.027 2.o
0.044 2.5

B 0.24 o. 01 0.072 4.o 2.2 2.0¿ 0.90
0.108 6.0
o.¿4 12.0
0.022Á 5.o

o. 0.00 0-044 7-5 1.6 1.34 0.32
B 24 33 0.108 12.0 '

0.44 26.0
0.027 6.7

. 0.01 °o°44 12-0 1.7 ?.64 1.1
B o 24 0.103 20.0 ­

0.1;4 44.0
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El DFI-III2disminuye la Velocidad de oxidaciín del acetaldehido (Ta­

bla ll). Si se tiene en cüenta que protege los tioles de la enzimaen forma si­

milar al DPN,debe cocluirse que se unen a la proteina por el mismopunto. Ello

lleva a presumir que la acci6n inhibidora del DPNH2puede explicarse por la ba­

ja velocidad de descomposiciones del complejo enzima-DPNH2. Una explicacion si­

milar ha sido propuesta por Theorell y Bonnichsen para la inhibicidn de la alco­

hol deshidrogenasa por el DINHÉ(4).

4) e ci e t si e rubidio sobre l velocid d ' ° rente de oxi­

dación del acetgl dehidg . La velocidad maximaaparenta ( X ) de la oxidacion del

acetaldehido, puede observarse mediante la ecuación (1) por la recíproca del valor

de la ordenada cuando 1/ [fi] = 0 , o bien de la ecuacion (2) por la recíproca de

la pendiente de laa recta, sea que se tome comosustrato variable el acetaldehido

o el DPN. En lva Fig. 13 se representa 1/! ( promedio de los valores obtenidos

por ambosmétodos ) en funcián de la recíproca de la concentracion de ion activa­

dor, nn experimentos 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 DEN. En amboscasos l[!_es una funcion lineal de la in­

versa de la concentracidn de activador. La relacion entre la pendiente de la rec­

ta y el valor de la ordenada en el orígen, da el valor de la constante de diso­

ciacián del complejo enzima-activador, Los valores hallados ( KK;='2.2 y 3.8 x

)10-3 o KRb = 3.9 y 4.1 x 10-3 con acetaldehido variable, y KKO-I 2.5 y 6.0

x 10'3 3' Knbo- = 3.0 x 10-3 con DPNvariable) concuerdan satisfactoriamente con

los obtenidos directamente, comose compruebamas adelante.

5) Inf uenci del cet dehido sobre con t te EDPNdel complejo enzima-DINï
En l a Fig..15 se representa la actividad inicial en funcion de 1a concentracion

de DPH,para varias concentraciones de acetaldehido y en la Fig. 16 1a inversa de

la velocidad inicial en funcián de la inversa de la concentracion de DPN.Las cons­

tantes de Michaelis calculadas en base a esas curvas se consignan en la fabla 6.

En el experimento A, realizado con acetaldehido entre 1.8 y 53.0 10-5H no se



Figura 13

n A, D n n
lggluon01g de la concentrac1on de nota51o (línea A y B) X rubldlo línea C y D) so­

. 'n a I 01bre las veloc1dados max1masanarontes ootenldas jara el acctaldchlug (valores rec;

procos).

Ihlorcs calculados con los datos de las tablas 2 y 3.

f . oLlnoas A y C, escala do la lzqulerda; líneas B y D, escala do la derecha.

[Rb j/"(M “‘x10 3)
0.25 o: 5 0.175

¿ÑM- _
1"0‘15 _, ‘4‘ 5

[K7 (M2103)



Figura L4

Ingluencia de la concentrgcíán de notggig ( líneas A y B) z rubidió ( línea C)

ggbre lgg veLocidadog máximasavarenteg obtenidas para al DPH( valores recíprocaá.

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

_ _, 3

0‘25[ijo'gM x100)75

5

°- 4

S“

. S- “a
>

oÏ ' Z

5 ¡MJ/Mama)”



Figura 15

' o I o ' o lInfluencia del Dfï'sohre la act1v1dad en21mat1caa cuatro concontrac1onos de

acotaldehidg.

Velocidad inicial: (AD3461‘103/min.). Tris 0.015 1: pH 7.9, cistoína 0.001 1-1,

01K 0.05 K enzima 0.086 mg.- DPHy acotaldehido en la: concentraciones indicadas.

Volumenfinal, 3 ml.

Línea A acetaldehido 1.8 x 10‘5 1-; ; línea B acotaldehido 4.45 x 10‘5 1-:;

5 1-;línea C acetaldohido 16 x 10- ; línea D acotaldehido 53 x 10'5 H.

.___;# _._V..L —1—_L.
0.2 0.3 0.4
ÍDPN/ (M 70-3)

v



Figura 16

Influencia dal DPNsobre la Velocidad inicial a cinco conccntraciones de acetal­
1 01 '.QOthQ (valores reelprocos).

v (velocidad inicial) s (A D3wnílp3/ 11111.).Tris 0.015 1-:pH 7.9, cisteína 0.001 M,

01K 0.05 M enzima 0.086 mg.- DPNy acetaldohido on la? concentraciones indicadas.

Volumen final 3 m1..

Línea A acotaldohi do 1. x 10-5 1-1; línea B acetaldohido 4.5 x 10'5 1: ­

línea c acetaldohido 9 x 10'5 ¡.2 ; línea D acetaldchido 16 x 10-5 M ­
_L‘

línea E acotaldeh ido 53 x lO ' M.

I I l | fif l I
c'/

7- _/’ ­/' l
6- D—’>r‘fií— /. t,

/' »" .¿r
5_ /./ _Ï: /\Á ,x” z’

v- ,a’
k ¡y

’I)4'- '/./-'<B _
3h I/ ,,—"/-/ —

' ._;://.
2- ../,Qf'/" _../ 2’/ . '
1524/ ­

5L tb 15 2 25 30
¡DPA/¡"(M2109



Tabla ó .—Influencia del acetalcïchido sobre la constante 25?, del com-alejoaco­
jgldehido doshidromnzL —DP1I "

Enzima disuelta on 3 ml de Tris 0,015 I-I, pH 7.9 (ox-¿3.A)y pH 3.0 (E::->.=3)en Dre­
¡ - ­

soncia do cistelna 0.031 1-2y CLIC0.05 1-1,concentraciones do DPIIvariables. l aco­
o 1 ' ‘ ¿3' J .' '.'taldoluuo fue agregue al ¿11ml segun se muma.

Expo- Canti- Jonccntra- Sonccntra- Actividad Ii P13(:: lO-/*)
rí- dad do ción do a- ciones do onziznaticg ' 1 v = r (l/DPII)
mon- enzima cotaldohgdo DPïí usadas Ama/0.10” 15013060 Cuadrados
to. (mg) xbz'LO-) (ml-2) (-—-———JÏ) grafico ¡{ninosrun.

0.027 13
A 0.08 1.8 0.132 1+3 1.45 l./.J-, i 0.18

0.4!, 67 '

0.027 19

0.1-J, 84

0.027 17
A 0.08 9.0 0.132 ¿,7 1,40 1.4}+1 0.10

3.027 17

O./J+ 8/,

0.027 13
A 0.08 53.0 0.132 5 1.15 1.11 t 0.11..

0.1.1, EE

0.027 i ló
B 0.20 0.9 0.132 8 1.30 1.25 2 0.10

0.1.!» C

0.027 24
B 0.20 1.8 0.132 69 1.70 2.60 g 1.5.5

OJJ, 125

0.027 21
B 0.20 3.6 0.132 s 2.20 2.71, 1 0.9.5

3.1% 131;

0.027 22
B 0.20 9.o 0.132 76 2.90 72.7o1' 0.2

0.1.4 160 ,
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obtuvieron variaciones significativas de la constante de Michaelis.. Solo en el

experimentoageanota un salto de 1a constante significativa entre los valores

0.9 x 10-5Mde acetaldehido y 3.6 x lo-geïdeñando el valor 1.8 x 10-5Mpor 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 10-5M y 9.0 x 10-afi es cinco veces mayor que el error de la diferen­

cia lo cual puede ser considerado estadísticamente significativo..Sin embargoese

único valor no es suficiente comopara que se pueda atribuir significado a la va­

riación , si se tiene en cuenta las dificultades técnicas asi comola magnituddel

error en la medida de la actividad enzimática Cuandose trabaja con concentraciones

muypequeñas de acetaldehido.. Los resultados indican claramente que la constante

de Michaelis del DPN,no varia significativamente por encima de una concentracion

'6ïí; es posible sin embargoque exista una disminuciónaproximadamente de 2.0 x lO

de la constante KDPNpor debajo de dicha concentracidn a medida que disminuye la

concentracián de acetal dehido.

6) Influencia del DPNsobre la constante de Michaelis del cogglejo enzima:gcetí—

debido . Las actividades iniciales han sido representadas en funcián de la concen­

tracidn de aldehido , correspondiendo a cada curva una concentracion determinada de

DPN (Fig.l7). Comoya fue indicado el acetaldehido aumenta la actividad de la en­

zima hasta un máximoy luego comienza a tener un efecto inhibidor..Mas adelante se

discute mas a fondo este efecto comparandolo tambián al obtenido por Black.

Por el momentoconsideraremos solamente las variaciones del máximodeacti­

vidad enzimática según la concentración de DPN. Puede observarse que a medidacque

aumenta la Concentracidn de DPNel mínimo de actividad se desplaza hacia las mayo­

res concentraciones de acetaldehido ; asi, para DPN0.027 9Mla aétividad mákimase

obtuvo con acetaldehido 5 x 10-5M ; para DPN0.132 mMel máximo cayd alrededor<üe

58 x 10'514 ¡r para'DPN 0.44 mMel máximo estuvo entre 9.0 y 10 x 10' M de acetal­

dehido.. En otro experimento las diferencias fueron mas notables obteniendose ac­
_. -5

tividades máximas con acetaldehido 2.0 x 10 5 , 3.5 x 10 H y 7.0 x 10'5M resoec­
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tivamente con concentraciones de DPNiguales a las usadas en el experimento ante­

rior. Este efecto es-muchomas visible en la Fig.. 18 ( 1/1 en funcion de 1/131.) .

Las rectas tienden a deformarse debido al efecto inhibidor de las concentraciones

mayores de sustrato. La deformación se produce en puntos netamente distintos, se­

gún l a concentracidn de DPN, lo que confirma el corrimiento del máximo. El eflmc­

to es tanto mas evidente si se comparaestas 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

ta l a concentracidn de acetaldehido 9.0 x 10-5My para cualquier concentraciái

de ClK el efecto de la deformacidn del mínimo no se comprobd, resultado que es se­

mejante al obtenido con la máximaconcentracidn de DPN. El corrimiento del máxi­

mode actividad en funeián de la concentracion de acetaldehido se produce con con­

centraciones de acetaldehido tan pequeñas que imposibilitan la obtencidn directa

de rectas , sin necesidad de extrapolacidn, de manera que las constantes de Mi­

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

gráfico (Tabla 7). Dentro de los errores presumibles se ve que la constante KE

no varia cuando el DPNpasa de 0.027 mI-ia 0.44 mM.

7) nglggncia del DENy del acetglgehido sobre la velocidad máximaaparente de

gzigggién_gel gcetgldehido . Este valor (I) puede obtenerse de las rectas utili­

zadas para calcular Si y EDP“en la sección anterior y de los valores reseña­
dos en las Tablas 6 y 1 . Aplicando la ecuación (1) , lfil esta dado por el va­

lor de la ordenada en el origen.. Si las recíprocas de las velocidades máximasa­

parentes obtenidas en el experimento en que varia la concentracion de aldehido ,

se representa en función de la recíproca de la concentracion de DPN, se obtiene

una recta. La relacidn entre la pendiente y la ordenada en el origen permite re-­

calcular (Fig. 19 ) EDRNy los valores hallados (1.5 x 10q4 y 7t9 x 10‘4) con_

cuerdan satisfactoriamente con los obtenidos directamente (seccidn 6). Resulta­

dos similares se obtienen recalculando K3 en funcion de la recíproca de las ve­

locidades máximastomadas del experimento'en que se calcula EDPYde la recíprocau



Fi cura lC­y:

Inffimncïn del aceizn‘nr‘e'ïirïesobre la ve'lne'rïm' il?"círfl a tres concentraciones de
- Í

DH¿.(V(‘.101‘Os rc :-;_,rocos) .

- ., . . . 3 . \ . .. .. __.‘ , ._ .
v (ve:_oc;(.;arl1n1c1al): (¿DWo :-: 10 /r;un./. TI‘lS 0.015 n pl; 8.0 , n 1?).J5 1. , cu:J 1- '

teína 3.00]. ll y enzima 0.02 m3.; ccotaldehido y DPï.’en las concentraciones indico-“­

das. Volumenfinal, 3 Ill.

v r- “ ‘W ' á' Í a - ..
Línea A: DH. 0.02¡ m- ; línea D: DP}. 0.132 m“ y 11110.21U: DPZ.0.1.4 rr“.

... . 1 __ _._-. _ _ 1 _ . .I .La: prolonganones Qe recLos Luc-‘on ¿sacas jara la dC‘tCl‘E'ïlDGCZLOH(¿o la:

ivas constanter: (lc ' "

6.0 61.0

¡ww/0‘)



Tabla 7.- Influencia (le difosí’oniridina dinuclco'tido sobre la constante K del_—————————_e—

Enzima disuelta en 3 nl. do Tris 0.015 1-1,plí 7.9 (oxp.A) y C.O(0::p.3) on presen­
cin do cistnina 0.0.31 1-2CIL};0.05 11; concentraciones DE variables. 1.21acotal­

. ' q - ’ - .canino fue agregameal final sam: se indica.

Expe- Cantidad Concerg- Cogcentra- Actividad KS x 10-5 )
ri- do onzi- tracionos cion do enzimática 1/1; : f S) S/v = 26(8)
nonto ma de acetalde- DPII 240.10 9 (Metodo (Hat'dd' 'a:

(mg) hido usadgs (ml-2) min .. gráfico) grafico,
__ (I-LxlO")

1.13 13
A 0.08 .5 0.027 19 1.31} 1.60

9.0 17

1.8 43
A 0.08 4.5 0.132 5o 1.48 0.50

9.0 47

1.8 67
A 0.08 4.5 0.44 84 0.96 0.67

9.0 a4

0.9 ló
1.8 21+ ,

B 0.20 3.6 0.027 21 l.u0 1.15
9.0 22

0.9 8
l.” A 6 '

B 0.20 3.2 0.13¿ 33 1.36 1.05
9.0 76

0.9 3
1.8 125B 0.20 3.6 001.4
9.0 160
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Figura 20

. n' - I-u o aInfluenc1g de ¿a concentra01on ;e acetaldehlco sobre las Velocldades máx1magang­

rentes gbtenidgs nara el DPN.(valores recíprocos).

Ealores calculados con los datos de la tabla 6.

l l

' I 5 1'0

[Acetaldehido 1" (M-' x 104)
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de la concentracián de acetaldehido (Fig. 20). CSS= 0.9 x 10"5 y 2.1 x 10“5 ).

8) ' e cet d ' bre i i' ente de comple'o enzi­

ma-ogtgsio 1 enzigg-rubidig. La accián 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 efectúa mediante la variacián de la activi­

dad enzimática, en funcián de la concentración de activador a diferentes concen­

traciones de sustrato. En las Fig. 21 y 22 se representan 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 I Fig. 23 y 24 ) .

Aplicando las ecuaciones correspondientes a los complejos , se demues­

tra que el cuociente de 1 a pendiente de cada recta, sobre el valor de la orde­

nada en el origen, da el valor de la constante dc disociacián aparente ( KKe-y

Sab e ) del complejo hipotético.. Los valores obtenidos (Tabla 8) indican que 5K¿

no varid significativamente cuando la concentracián de acetaldehido pas5 de 1.8

a 16.0 10-5M. En los experimentos Con rubidio ¿nba aumenta ligeramente , pero

la variacián no es significativa, si se tiene en cuenta el error en el trazado de

las rectas (Tabla 9) Pues el punto correspondiente al Cle 0.1 M esta cn las cur­

vas Cy D por debaáo de la concentracidn ¿ptima, que es menor. EIlo aumenta el e­

rror probable de la constante calculada por el mátodo de los cuadrados minimos.

9) Iggluencig del DPNsobre la disociacién aparente del cgmplejg egzigg:potasig

y_enzima -rubidio. La influencia del DPHSobre el complejo enzima activador se ha

estudiado en forma simil ar a la efectuada con el acetaldehido .. En las Figuras 25

y 26 se representan las velocidades iniciales de oxidacidn del acetaldehido, en fun­

cion de la concentración de potasio y rubidio para varias concentraciones de DPN.

Si se toman los valones reciproc0s ,.en el experimento con potasio, con las con­

centraciones menores de DPNse obtienen curvas con un máximo, mientras que con las

concentraciones mayoreslas funciones tienden a ser rectilineas. Considerandoestos
10 . .'resultados para loe.que no se dispone explicac1on,.las constantes no se calcularon,



rigura 21

. .' . ...., .'_
Influenc1a de la concentr301on de Dot331o sobre la act1v1uau onzlmatlca a tros CGI­

contraciones de acotaldehido.

Velocidad inicial: (¿XDB/Ox log/bin.). Tris 0.015 K pH7.9 ; DFI 0.44 til; cis­+. . r . .+ .
tgfna 0,001 L y enzlma 0.2“ mg. Acetaldohldo y Á en las concentrac1onos 1nd1caua .

Volumen final, 3 m_.
-5I:

Curva A: acotaldehido Ï.O x 10" M ; curva B: acetoldohido 4.45 x 10 K y curva C:
—K ,acetcldchido 1.8 x lO “ lx.

é
¡nICIa/

r5O

é
GD

o

Velocidad

S
á Q

L l l l

I25 5,0
[C1K](Mx10'2)



1 a . 1 . . ' - , _Influencig del rua dlo sonro laugg;__;ua‘ onzlha lCC a cuatro concentra01onn: no

. . I u­1 8.0 , elctolna 0.001 L ,

. o - w w + ¿ ‘ ,_ L . . 1. 1on21mc O.J9 m3., DPh 0.44 mn ; “b y accualuon¿uo on las COHCOhbTCCthOS1n91caaas.

Volumenfinal, 3 ml.
_f.' _

¿urvr A: ncetaldohido 0.9 I lO ' h ; curva 3: acotaluehldo 2.7 z lO L - curva C!
E r:

acotnldchido 5.A x lO ” H y curva D: acotaldohido 9.0 x lO

. I I I¡———--._._._._o_\-._.___'.
_n

Velocidadinicial

0.0'25 0.65 0.675 0:1
[Cle](M)



Influencia del dotcsio sobre lo vo'lrmír‘nd’mícirfl a tros eozmntraciono: de secta?­

-. . . - rc;0;¡;¡.(10_.(valores rcc1*_)roc:‘s)

1 (velocidad inicial): (ADT/¡Ox103/m1n.). Tris 0.015 1': pH 7.9 - DPII0.41, ml-I,ít
. l r o . ‘ .o r . . 1 .elstclna 0.001 L , enzlmn 0.28 mg. Acotaldemdo y L en las concontracmnes 1nn;cr­

o, .
.L(las. V0113:n .anl, 3 ml.

I‘:.' .'.1‘1.-1 1H—'|-57' . .f 71.0 4.11.1.:v _,_—"'/-r 1/ r!Lmoa A: semana 0.; o _..u }. -0 u ; l.Lnea u. “cohauzcúoo 4.4 J. *O ¿1.;*1no u!

-E , . 1 . . -5
acotaldoLido 9.9 2':lO ’ m y 11:10:! D: ncczalccnlao 16.0 :: lO 1.1,

_/

0'03- B /'?-'5,//'
_ ./ .-','./'./C

/.--' -'
> 0,02- /_¿_'..;.-/ a

b _/.'.-",'.'/"

‘ /.{..-_;/'. .--'/. /_.' ..

4-:./

k 1Ïo 15 ' 2.o

///K*](M‘&/O*')



Figura 24

. .t ,.-. -. . ....
lpfluon01a de lg concentrac1on.de ruolc1o sobre ¿a VGlOCldafi1n1c1al a cuatro con­

. . I .contrac1ones de acetaldeh1do.(valores reelprocms)

¡1
3 . . ,. ­

:1:10 /mn.). Trls 0.01- h pII 3.o , cis‘toína 0.00112,v(velocidád inicial): (AD \
340

enzima 0.39 m3., DPHO.4¿.rüí; Cle y acotaldehido on las concentraciones inoica­

—I -.—- — - I Y 1‘-- p- —:‘­Llnea A: acotaluculdo 0.9 x lO ’ L ; llnoa o. acctcluogluo ?./ x 10 ' m ; línea C:
1': ,.u.

E.. , - - r h .. .. —acetuldonldo 5.4 x 10 J h y l¿nca D: aCCuÜ¿UCJLdO9.0 x lO

2:5 5:0 7Ï5 1a)

[c1 Rb]"(M"x10’)



Tabla 8.- Infïnenvín ¿01 accte750h‘dn sobre la constante KK+¿(1 gg dïqig rgojrl—
dehido doshiaroccngsa - g‘.

Enzima disuelta en 3 nl. de Tris 0.015 K. pH 7.9 en presencia de cistoina 0.001
-. -y n n w a w "‘ «.1 n ' 1h y DPH0.44 nn; concontrec1onos ae ClÁvariaolos. al acetcldc;uuo lue agregaeo

al final segun se indica.

Expe- Genti- ancentrg- Conccntra- Actividad KK; ( x 10-3 l
ri - dad de cion de ace- ciones de cnzimntic3 ¿l / v : f ( 1 / K )
men- enzima taldehidg K’ usadas (AD¿50.10 ) (Metodo (Cuadrados
to (mg) (K.lO'/) Gflí) nin gráfico) minimos)

0.5. 28
A 0.28 1.8 3.0 72 1.6 1.2 2 0.13

50.0 93

0.5 32
A 3.0 108 2.o OIÍPS

50.0 156

0.5 35
A 0.23 9.0 3.0 93 2.1 1.9 i 0.27

50.0 170

0.5 3A
A 0.23 16.0 3.0 8 1.9 1.7 f 0.27

0.5 19
A 0.14 1.3 2.o 5? 2.0 2.o i 0.48

50.0 8

0.5 22
3 0.14 3.6 2.0 ÓÜ 2.9 2.5i 0.51

50.0 124

0.5 22
3 0.14 6.3 2.o 7o 3.¿ 2.a i 0.5

50.0 137

0.5 23
3 o.1¿. 9.o 2.0 71 3.3 2.6 i 0.61

50.0 L43



.
ola 9.- Influencia Ïcl acotuldehiflo score la cons ante Kub+del ho V10o cn­______—-— A.

2132 - “ubidio.

Ensinn disuelta on 3 nl ¿o 0.015 Z Cris, nl G.0 o: presenci" ¿o c :tcínn O.CC1

L y DFI O.A¿ 7L, on co ccnfirs iv o:(

a r0 ado al final segun se indica.

" .v - 1 n _ _I " . J. ' .L _' .U - - w —3«anuluan uOHCOJGra- UOJCCHuÏG- ACu¿V¿QGC n,b+ (x10 )
-. o .4 - _g “ a ".k‘ _.__. VU .. _ _ac onzl - Clon no a- c¿0“os ao enalmau¿cq (Lotodo

.Ï H a ‘na. cotaldohádg “0‘ gamas (ADïéongi) :ráfico)
(3") (;.10‘2) (;) “—min

0.0010 25
q 9.0033 37 p

L"9 0'9 0.01 5; 1°]
0.1 65

C.LClO 34
0.0033 F?1p q F 0 o

00.1/ l 0/ pl ’ O‘­
C.l 104

O.CCÏÜ 41

“o r 0.0933 86 ñ009/ 20/} 2.1
C.ï 133



Figura 25

Q I U o ' cInfluencia. del 30123510sobre la act1v1dad enznmtica a cuatro concentraciones de

Velocidad inicial: (AD340x 103/ min.). Tris 0.015 1-: pH 8.0 , cisteina 0.001 I-I,

enzima 0.14 mg. y acotaldehido 9 x 10"5 I-í. (K‘) y DPI‘Ien las concentraciones india

cadas. Volumenfinal, 3 nl.

Curva A: (K’) 0.0005 M ; curva B: (K‘) 0.0011; ; curva C: (K‘) 0.005 u y curva D:

9K“) 0.05 1:.

I

VeloCldad¡nl'c/a



Figura 26

. z 1 . . —. 1Infïunncín (,10la mm‘r‘ntracmn ue 111ch3.0 score la ac

concentra ciones de DBZ.

Itividm‘. onzimtica a cuatro

., . . . . J ,. _, , .. _ 7 . I , wVolocua; :Ln1C1al: (A D1, v lO /m_m.). Tlus 3.015 .v. pu 8.0, 31315012130.0.31 1., en­
I I¿PO 4.

zina 0.2/2,mg. y acotaldolïido 9 x l

cadas. Volumen final, 3 ¡71.

Curva A: DPII 0.027 mI-l ; curva B:

D: DPIÏ 0.44 mI-Z.

¡mc/al
Lu

¿x

_.-#‘—A...

Ve/OCIdad

0.0025

r-' .. J - . . 1.
O ' n. (¿o a y DE. en las concon‘tl‘ac1ones 1mm.­

#1

DPIÍ 0.04}, mi; ; curva u: DPIÏ 3.108 ¿”ll-I; y curva

o;0ó75 obï0.005
[Cle
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Iñ'fi‘mnc’r ('01 :‘ubiiio :Qï‘vro3.a velocidc‘ “44'?” c Cua‘t‘.‘ conccntzcc‘LonQ: ¿o DE?
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. . . . . . \. _ __ J '._ \. l. ‘ ,\ .4 .. >.< H A , _ f l F _
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¿5 ¿o is
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En cambio , con el rubidio se obtienen rectas CFig.27) que permiten el cálculo

de la Constante ¿Ebo de disociacicn del complejo enzima-rubidio, por la relacion

entre la pendiente y el valor de la ordenada en el origen .. KRbó.novariá sign;
ficativamente dentro de los límites estudiados (Tabla 10).

Si se representa las recíprocas de las velocidades makimasaparentes

obtenidas en los experimentos anteriores, en funcián de la recíproca de la concen­

tracián de acetaldehido y DENrespectivamente se obtienen ( Fig..28) rectas. La

relacián entre la pendiente y la ordenada en el origen permiten calcular EE Y

KDPNy los valores hallados coinciden con los obtenidos directamente en los expe­
. . _ . 0- : _ “5 ‘5

rimentos anteriores ( activador K 8 ;fl_ 2.3 x 10 y 2.0 x 10 ; activador z
e -e -5 - nl;

Rb s ga.— 2.a x 10 y ¿DFM- 3.1 x 10 ).

DISCUSIÓN

Los experünentos de protección de los SHde la enzima de: Black por pota­

sio y rubidio llevaron a 1 a hipótesis de la existencia de un complejo -(cati6n actñ

dorenzima).. Esos complejos explicarian la acci6n activadora del potasio y el ru­

bidio. Segal,Kachmany Boyer (5), y Alberty (6), han descripto , en base a una hipá­

tesis semejante , la cinética de la activacián enzimática por cationes, habiendo ana

lizado los primeros con detalle, la activacián de la pirúvico fosfoferasa por los io

nes potasio, rubidio y amonio.

Comolo demuestran las observaciones de Black, Confirmadas en general per

los resultados experimentales reseñados, el potasiey el rubidio y en menorgrado

el amonio ,son esenciales para la actividad de la aldehido deshidrogenasa de leva­

dura. Las minimas actividades observadas cuando no ce añaden cationes, puedan.atri­

buirse a la presencia de pequeñas cantidades de cationes, en particular amonio,res—

tantes de la preparacicn de la enzima. La acción del potasio y el rubidio debe des­

cribirae entonces comola activación esencial de Segal y 99;. (5).

Varios mecanismospueden proponerse para la acción de los activadores.

Dos de ellos ,poco probables, serán analizados brevemente a continuación, para lue­

go tratar ol que coincide con nuestros resultados experimentales.

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



Tabla- 10.­ :.stan'te Km);-dcl cornlcio enzima —

gubidio .

Enzima disuelta cn 3 "ml. de Tris 0.015 1-2,pïi 3.0 en ¿resencia Co cistoí'ua O.CCE.

.. , o . .. . . . _ ,. a ah; DE. segun sn lllGlCGy concmtracmncs de 013;; varlablcs. El ncctnlamudo me
. . I _¡'3 .agregado al final nn concon‘cracmn 9.0 :«:lO 1 h.

Cantidad Concentra- Concentra- Actividad 1' ‘ .¡ ( x 10-3)
do ción de cionns de enzL-mticg (¡16360510gráfico)

enzima . R19:_usndas (A D340.105 )
(mz) (ml-A) (i A) mln

0.001 “.0

0.021, 0.027 0.0033 5.0 3.8

0.01 6.3 '

0.\.Ol 2.5

0.024 0.01.5 0.C033 7.5 3.2,

0.01 12.0

0.001 6.0

0.0%; 0.108 0.0033 12.0 3.9

0.01 20.0

0.001 12.0

0.0214. 0.45 0.0033 26.0 7.5

0.01 41,.0



rw-n.»­

Tabln l 1 .— Accion i.‘.121.":);°_('.:);'aCC". LLIPLÏl-L50723€

3 segundos. So nido la actividad ¿o 0.05 nl. del in:ubado*

1 ; Solacion
(7.25 CC DRIII/DRJ

A c '12iv ¿(.52 C.

cnzinntiga

la enzima Cc ask.

nziz'm ¿2131173251con ‘nuí‘í‘cr (lc Tris, gli 8.0 con ln: aficiones infic dart- (Turnn'lao

Inhihícion
enzima ¿Lu'ant o (¿LD340 . 102/;1111) ji

(¡3) la medida

O.C7 Iinguna 0 lSA

0.87 DPIX0.0611: 0.13 105

0.87 DPZH0.018 tú; 0.04 17?

0.4 Lira '18 O 171.,

0.A DPIH0.0;52fl2 0.10 112

0.1, Ninguna 0 190

0.¿ DPÏH0.0361ií 6.30 120

*) Al equLlÍb'io :0 llego rápiflamcnto.
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[DPNj" (M4, 10")
to ¿o _Wfl0

2Ï5 És is _ 1' 12,5
[Acela/deh/‘do/"(ng f0“)



o DPN-metal, puede ser inmediatamente excluida..En efecto ella exige que la cumva

de velocidad en función de concentracion de sustrato sea coincidente, para una can­

centración suboptima de activador ,con la curva velocidad versus concentración del

activador, para igual concentracion de¡.sustrato (5-7) . Los resultados obtenidos

no coinciden con ello.

En segundo lugar ,y admitiendo condiciones de equilibrio, puede también

excluirse la formación previa de un complejo binario enzima-metal o enzima-sustra­

to í acetaldehido o DPN)que pasa a complejo ternario por adición de sustrato o ac­

tivador respectivamente..El hecho de que las ordenadas al origen y las pendientes de

las familias de curvas correspondientes no sean las mismas , está en contra de ese

mecanismo.

El mecaniimoque mejor satisface nuestras observaciones , corresponde al des

cripto por Laidluer y Socquet (8) para un sistema constituido por la enzima y dos

sustratos que se adsorbven en diferentes puntos de la superficie enzimática, sin com­

petir entre si , y dondela relación 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 comgorta comouno de los sustratos de acuerdo a la teoria desarrolla­

da en casos análogos , por Segal, Kachmary 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 tes:

El li32.a ”—' ’m (1) asu“ ¿ms (3)¡7-1 T.
z k

¿._____L! ( ) - ’E + s ’ Es 2 m + s BIB (5)
1;_2 -K.4"'_"

k'3
ms’7,E ¿AcP

en los que Ei : E4 y 52 :¿¡3 simbolizan el hecho do que la formacion de uno de

los complejbn:no afecta la formación del otro. En las ecuaciones descriptas, k 1,

k 2, k 3 y k 4 son constantes de velocidad de formación do los complejos respec­
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3
. . I , . . . t .

compos:.c1ony El , ¿2 ,. K E las constantes de disoc1ac1on de los complegos.“.3 V4

La hipátesis lleva a la siguiente expresián de la velocidad inicial t
\ Ñ 'k'3 L)

v : (l)_ . ‘ ir
Asa wa] «Las d" Ls}

tíVOS ; l; _l,k_2 , Li. ,54 las correspondientes constantes de velocidad de des­

K ' 753) ‘H
(‘AQÁS‘L > .(E‘LSJ)

1. 3 k3 Lib Ls] k; LEJO ¿Si

Honda y es la velocidad de la reacción enzimática ;‘ k ' la velocidad de descompoi

sicidn del complejoactivo que condiciona la velocidad3de la reaccicïn ; o , la.

concentración de centros activos de enz.‘1.ma;-EAy KS las constantes de disociaciál

de los complejos enzima, - activador y enzima-sustrato respectivamente y ¡ZA-Iy ¿Si

Las concentraciones de activador y sustrato respectivamente. Cuando[S] es consta-­

te , esta expresio'n corresponde a una recta donde1/1 es funcidn de l/' .La re...

lacidn de la tangente sobre la ordenada al origen es. LA ,1,independiente del valor

de , lo que coincide con nuestrús resultados .. La ordenada al origen que re­

presenta la inversa de la velocidad máximaaparente Q) resulta una funcidn lineal.

de 1/ (ecuacion3)

.1. - K > L. 1 ( 3)
V ‘ ¿W ao {S} k' s10

La ordenada al origen de esta nueva recta representa la inversa de la velocidad

¡máximareal de la reaccián, La relacicïn de la tangente sobre; la ordenada al ori­

gen da LS , comofuera observado en nuestros experimentos.

La ecuacián (l) puede transformarse en la (4), que tambien representa

una recta dondemanteniendo constante, 1/1 es una funcidn lineal de l/ ..

La relacio'n de la pendiente sobre la ordenada al origen da gs , que es indepen­

g (SESt+ [A] ) K 'T:1, s \,_1 .- 4 * LJ <4)1/2 aoa e
diente de la concentracián del activador..

Los resultados obtenidos , satisfacen en general la ecuacion (4).Las pe­
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queñas variaciones obsarvadas (estadísticamente no significativas) puedenatribuhrst

a acciones secundarias del potasio, tales comosu efecto relativamente inhibidor

por encima de la concentración 0.05 M.. Ba velocidad maximaaparente obtenida de

la ecuacián.04) está dada por la ecuacián (5) z

l/v =.filï ¡fa ‘4 k É ikE}o (5)

y la recta que expresa 1/ V en función de lÁAipermite calcular ¿A cuyos valores
deben ser igual es a los obtenidos por el otro método, tal comoocurre en nuestras

observaciones .

Los rQLsultados obtenidos permiten calcular la relacion entre ión acti­

vador y "centro activo" de la enzima..Cuandose representan recíprocas de actividad

enzimática, en función de recíprocas de concentracián de activador, se obtienen en

general rectas, o sea que el exponente de la concentracion del activador es l.

Ello indica que un equivalente de activador se une a cada centro activo de enzima.

Las ecuaciones deducidas, valen cualquiera sea la naturaleza de la sustan­

cia que se tone como sustrato, es decir el acetaldehido o el DPN..Engeneral,los

resultados experimentales, satisfacen tambien esta premisa, si bien en los expe­

rimentos, donde las variables fueron el DPKy el potasio, la funcidm tuvo desvia­

ciones respecto a la recta, para pequeñas concentraciones de DPN.La importancia

de este hecho está, sin embargodisminuida por la concordancia encontrada con rubi­

dio en lugar de potasio.. Considerando la protección de los tioles de la enzima por

el potasio, la conducta andmala del mismopodria explicarse de la siguiente manera.

En la deducción cinética se supuso que la concentración de DPNera muy

alta respecto a la de 1a enzima. Ello podria no ser cierto trabajando con bajas con­

centraciones de DPN.Si el DPNse uniese ademas a un sulfhidrilo inespecifico, la

concentracián eficaz podria ser aun menor. En estas condiciones el potasio al dash

plazar al DPNcombinadoa la proteina, poñdíía en libentad una cantidad suficien­

te del mismopara modificar la velocidad de la reaccián e introducir una perturbay

cion en la cinética del sistema,

Todos los.resultados consignados, pueden tambien explicarse con otror

mecanismo,admitiendo condiciones de flujo estacionario ("steady state‘ ") (5).
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En ese caso , la necesidad de formacián del complejo enzima-metal activador previa

a la adicidn del sustrato, daria una ecuación de la velocidad inicial que podria

reproducir los resultados siempre que k'3 2: B _1 ..Esta posibilidad puede excluir­

se en vista de los experimentos de protección con metales (z¿gl , en efecto , el

hecho de que el K‘ fuera capaz de proteger los tioles indica que el ián activador

puede unirse a la enzima en ausencia de acetaldehido o coenzimar

La necesidad de formación del complejo enzima-sustrato previa a la adiciin

del metal, daria tambien una ecuacián de la velocidad inicial congruente con los re­

sultados siempre que s k 5 ’á _2 . Esta situacián es menos probable , y ninguna
condición a priori permite suponer esa ralacidn. Sin embargono debe ser desdeñada

comoposibilidad, ya que comose vió en el capitulo anterior , la proteccidn débil

observada con acetaldehido frente a reactivos tiólicos podria no estar relacionada

a la formacidn del complejo activo enzima-sustrato.

La necesidad de formación del complejo enzima-coenzima, previa a la adicfin

del metal, puede excluirse vista la protección ejercida por el DPNen ausencia del

metal activador.

CONCLUSIONES

l) Los iones potasio y rubidio aumentan la velocidad máximaaparente de oxidaciáï

del acetaldehido por la enzimade Black, sin afectar significativamente las constan­

tes de Michaelis de los complejos enzima-acetaldehido y enzima-DPN..Larecíproca de

la velocidad maximaaparente es funcián lineal de la recíproca de la concentraciáï

de idn activadpl .

2) La velocidad máximaaparente de oxidacián del acetaldehido por 1a enzima de Back

aumenta con la concentración de acetaldehido, sin que varia significativamente las

constantes de Michaelis del DPNo de los iones activadores potasio o rubidio. La

recíproca de la velocidadaparente de 0316.0161: es fimoiánli­

neal de la recíproca de la concentracián de aeetaldehido.

3) El DPNaumenta la velocidad máximade oxidación del acetaldehido por la enzinn



¿o Black sin afectar la constante de Ilichaelis del acetaldehido o 6.521rubióio. La

. \ - ' n o ' .recíproca do 1:2veloc1uac manu aparente es f1mc1onllneal dr: la recíproca de la
_ l . - 1 - a ’ - vconcentrauon dc DFI. ( ezrcofco con po't3510 y Daga concentramon oe DPL).
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El acetaldehido, por encima de una determinada concentración, inhibe la

acetaldehido deshidrogenasa. Se admite desde el estudio clásico de Lineweaver y

Burk (l) que es posible la formacidn de un segundo complejo enzima-sustrato catáL

licamente inactivo,.de donde, el exceso de acetaldehido se comporta comoinhibidor

de la en zima..Esto puede representarse por las ecuaciones siguientes!

._,_.——n—>li lE‘ S ES (activo) EsJin”... PyE (1)
k-z. ..

151+

ES+ ( n-l) s ““f:::::fï Es S (n-l) (inactivo) (2)
¿E5

La constante de di sociacidn de este segundo complejo será por lo tanto:

n-l '
K. =- CES) (S) /Es (3)

La ecuacidn (3) desarrollada en función de los valores correspondientes, lleva a

la ecuacián (4), donde n es el número de moléculas de sustrato que se combinan co

cada centro activo de la en zima y los demas símbolos tienen el significado esta­

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

nlog s ¿cui I = log[( s /2)-(s/I)-fi;2/!)] (4)
p . .

obtenerse una recta de pendiente g y ordenada en el origen igual a -log K y,

de manera que conocían do I , se puede calcular gi . En las Fig. 1 y 2 5:2r999_
ñan experimentos-de oxi dación de acetaldehido, con potasio y rub idio comoacti­

vadores, cuyos resultados satisfacen la ecuacion (A) . En la tabla l se encuentran

los valores h allados para g y ¿52 que son aproximadamente 2.0 y 0.94 x10_3M,La
temperatura ,si bien constante para un mismoexperimento ,varia ligeramente 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

tración de DPN6.44mfl1, el máximode actividad esta ubicado aproximadamente en
-5

9.0 x lO Mde acetaldehido, desplazandose progresivamente hacia menores concen­
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Figura l

. , , . S K . .Eg12:g¡"¡0ntaC1Qnnrrai‘lca de -lor ( «LJ-‘J- ) en func1on de -log [SL
v V V

. . l 1 . l 1 lDetermnacmn ee Llneueaver y Burk de n, numero eo moleculas de sustrato que foman
. . . . . 1 o . . l . .

con le enzlma el complego 1nact1vo y ¿{32constante de e15001ac1on del complego 1mc­

tivo. Activador potasio; KS constante de I‘Zichaelis; V velocidad míxfiJmy v veloci­
. . . 3 . . , .. . r , On .

dad :Ln1c1al (AD34O3: lO /mn.). Tns 0.015 lu pu 7.9 ; elstelna 0.001 1-;yÏK j0.05 1;.

Acetaldehifilo, DPiíy enzima on las concentraciones indicadas. Volumenfinal, 3 A, .

Línea A: DPi-I0.027 mï-ïy enzima 0.066 m3.; línea B: DPIÏ 0.132 ml-Iy enzima 0.086 mg;

línea c: DP}?3.44. mn y enzima 0.066 y línea D: DH: 0.44 ml-ív enzima 0.14 ng.d

x
r>1o

Il
P‘Ífi“

|



Figura 2

Rgnrefientgcién nráfica do -;og ( lg; - —%fi- ISI) 2n:función de —loñ [51.
, . l l . l . ;

Determlnac1on segun Llnoweaver y Burk de n, numero oe moleculas del sustrato que
o I n V <0 o o,

forman con la enzima 01 complogo 1nnct1vo y hs? constante de olsoc1ac1on del com­
. o o o o - r w 15-1 0 '1 "

plego 1nact1vo. Actlvador rubldlo; hs constante Qe n1Cfl39118; V velocmoad mex1ma;

v velocidad inicial (A D340 x 103/1111“). Tris 0.015 1-; pH 3.o ; cisteína 0.001 1.:,

Éflnfl30.01 M, DEN0.44 mu y enzima 0.39 mg. Acetaldehido en las concentraciones

indicadas. volñmenfinal, 3ml.

' "j
.A

K/
/./' r

J

./' T
9/ '

/ \./
, e ./
¿xx I/
\‘ /./ I
a?) ¿e '
3' ./'/
Qj, / '

g» .x jr ./
./ t//' ,

zm '/.5./

-kwk#



.I - i . ....
Tabla 1.- hummrocc nolocul s ue cctalaonldo v valores dc la constante Kan

inactivo .¡1cetgldc1údodesmarca-agagjcotaldob; dg nf

Enzima gn 3 nl ¿o Tris 0.015 I, p i 7,9 on prcscncia de cistcín 0.001 H con
DPI sejun :0 indica y 0.05 h de (fi ) (exp. A, B¿ C, D y E) y(Rb ) 0.01 H
(exp G). El acetaldohido so agrego al final segun se indica.

¡hpe— Canti- Coqccntra- Concontracio- Actividad HQdc molo- gsg(x10-3)
ri- dad de cion de nos de aceta; onzimntica culas de
mento enziLm DIRE ¿chido usgdas ( 910 1033 acotaldehido

(mg) (mlí) (12.10”) nin n

1.5 13
9.0 17

A 0.086 0.027 16.0 17 2.0 0.4
53.0 13

1.a 43
.5 50

B 0.086 0.132 9.0 ¿7 2.0 1.1
16.0 49
53.0 5

. . S 67
n ñ 9.o 8 {'
LI 0.0U6 0.44 2.0 0.9/4.

53.0 55

1.8 89
6.3 7.137

o ll?
D 0.1/4. Oo/IjI- 2.2 004

53.0 102
106.0 8

1 .8 93
9.0 170

E 0.28 0.44 16.0 147 1.9 0.3
53.0 98

106.0 75

9.0 160
106.0 100

G 0.39 0.44 213.0 5 20° 0.3
319.0 45



traciones al disminuir el DPN.

La divergencia con el valor observado por Black (2) que para una concen­

tracion semejante de DPH,obtiene el máximodc actividad con acetaldehido 17 x 10-5M ,

puede atribuirse a que nosotros haciamos lecturas cada 15 segundos en lugar de ca­

da 30, de manera que nuestras observaciones reflejan mas exactamente la velocidad

inicial cuando la concentracion de acetaldehido es 9.0 x lO-EMo menor, pues enton­

ces la curva de actividad tiende a la parábola muyrapidamente , dificultando la

precision de la medidade la velocidad inicial.

Si la ecuacion de Hichaelis se corrige respecto a la segunda molécula de

acetaldehido se obtiene (l) la ecuacion (5) ;

(s)/1 = 55/1 . [<s) a. (s)n ¿52] ¡y (5)
. i l n

Reprosentando (S) / y en funcion de [‘(S) 4 (S) / gs.) se tiene fina reo..32

ta de pendiente 1/! y ordenada al origen Si [Z que permite recalcular ES . Esto se
ha hecho en la Fig..3, para el experimento'anterior , obteniendo un K Z 8.95 x

- 5 . _ -5
lO l-í para DPI-Ï 0.027 y 0.132 mI-xy Liza- 1.53 x le 1.; para DH] o.“ mn.

Tomanddel valor medio de estas determinaciones para EE y el valer corres­
. . _ -3 .

pon diente a DEN 0.44.nm1de E _ 0.94 I lO M, se calcularon las cantidades 29-­

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

desarrollo 8 KE /LESJ,de donde,

EE / LS} :_ LE] / [ES] y ES} / (LE) e LES] ) :sz / ( gi a LS) ) (6)
És posible hacer asi una curva en la cue se repreSenta la proporcián de

complejo enzima: sustrato activo en función de la concentracidn de sustrato supues­

ta la no formacion del segundo complejo..(Fig.4 curva A) . La cantidad relativa de

enzima presente en el segundo complejo se calcula teniendo en cuenta que:

¿a :- LES]LsJ/ LES; ; a; =- 5'52-- = “LW / [3523

r '.‘ Y, 2 2

(LESQ‘J + LE) > / LES?) a (¿QB a LS} > / [SJ

y sumando m.a m.



Figura 3

l h ‘ n I ' Ilgfluencm ce lg- concen’¿raC1onde acetaldehldo

gonnlejo Egg"ctivo} sobre la velocidnd inici

corre ida Dor la formación del

l tres concentraciones de DPII

' . 1 . . . A 3 . ' ív, veloc1dac 1nlclal ( D3“) . 10 / mn); n, numero de 2.-.oleculasQue forman

el complejo inactivado. ¿52, constante del complejo inactivo. Tris 0.015 l-IpI-I7.9'
. I . ' . . . . ,c1:-'t01na0.00111; 0.05 I'Iy cnzma 0,086 mg. Acetcluehlco y DFI;en las con­

centraciones indicadas. Volumenfinal, 3 ml.

Línea A: DH: 0.027 ml'í ; Línea B: DP}?0.132 y linea c: DPII0,1.4 mI-í.
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Flgura á

IniLgcncig del acetaLQphido sobbo la cantidad relativa calculada de conalo'os en­

nina-sustrato.

W. . +- ‘, - “1.4-! 1 1 w 1 ' \ n-'-- nJ-u J- .-.-' P .. 4 ' w 1 .uarva A: Cflflulkdfi lU__u¿Va u0_ COHQUuSÏOCflalmfl-Sugu¿au0 QLn ¿o TLOCHORg0¿ co:­

plcjo inactivo. Curva a: cantiuad relativa del complejo inactivo. Curva C:(cv*va A­

curva B) canticad real Col compuesto activo. Cu rva D: cantidad relativa de enzima
. — . . -- u... n .' .

llbre. uOSpuntos marcauos inalcan la act1v1gau rolatlva on func10n po 1° concen­u

...' 1 . - - _o _ . .trac;on qc sustrato, reglltauo c0 uno cc ¿os 02902;;03105roallzaaos.

Cantidadrelativa(%)de

complejosenzima-Substrato

10 20 30 40 50

[A cetaldehido](Mx10'°)
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K / [5'] =' LS] / {5752]
2 Í

,fi

se obtiene

,_ 2 , ‘2 , - r e —. _. —.

“fa; “53) / LS) ‘ A / {31: (LEszj‘rLEJ’LESJ“1%;’72

y finalmente z

¿3523/ (LE)..LEsJ+ïEs;>;rs12/<gñ Espísfi <7)

Con lo que la cantidad relativa de enzima presente en la forma del segun­
. — '- o' .I

do compleJo puese representarse graficamente en fun01on de la concentraCion de sus­

trato ( Fig,4 , curva B ).

La cantidad de enzima presente en forma de complejo activo es la resultan­

te de la diferencia de las curvas A y B ( Fig. 4, curva C ), cuya ecuación puede

obtenerse en forma semejante a la anterior,

l' ­
S 't 'r i f - ' f‘ r »- ­

(8)
‘ .. s e . -2 -..' l r l v? r

[ES] ALE»! ‘ [3‘33 ‘ ¿“"52J ) -_-LS“ ¿52 / (L5) ‘ ¿>52 LS] + ¿>33 )
‘ s2 "y

Puede verse que cuandd el sustrato se hace minimo [SJ tiende a coro y di­

vidiendo el numerador y denominador del segundo miembro por En y considerando

que LESJZse hace despreciable respecto de {El y {ES} resulta:

LES] / (LE) c-LES] ) z'íSÍ/ (18} ¿- E5 ) que coincide con la ecuacion (6).

Por otra parte el segundo miembrode la ecuacion (8) puede escribirse asi z

5 / (LSÏ ‘ EG " K / [S] ) cociente que tiende a 0 cuando LS] tiende a fil­' .82 . i
finito, formándose solo el segundo complejo, Podemosescribir en forma general que

Piendo la velocidad de formacion de los productos

1- É’ k'} CES)

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

r ' r 2

1 = 1.‘ [80. LS}é / MS) e Ls” .¿r K )

.en que LEjo es la concentracion de enzima agregada ..Haciendo g 5 LÉB _ v y re°r_o'_­



Finalmente puede obtenerse la cantidad relativa de enzima libre,tvigo 4.

curva D) restando a 100 % (enzima total ) las cantidades correspondientes a la en­

zim a unida a sustrato en el primer complejo (curva C) y en el segundo complejo

(curva B). E1 máximo de la curva C Corresponde a un entorno 8.0 —9.0 x 10-5M de

acetaidehido aproximadamente, coincidiendo con los resultados obtenidos experi­

mentalmente.

MEL
Los resultados experimentales reseñados completan la cinética de la acti­

vacion del acetaldehido por la acetaldehido deshidrogenasa de levadura. Es convenien­

te ahora efectuar un analisis general de este proceso ,en forma similar al analisis

de la activacion por metales realizados en el capitulo anterior. En el análisis CL­

nético de la activacion del acetaldehido se tomaron datos experimentales de este-x

capitulo y del precedente.

La cinética de la oxidación del acetaldehido en función de la concentra­

ción de coenzimapuede desarrollarse de la siguiente manera (ver Alberty (3),Segal

Kachmary Boyer (4) y Ingrahan y Markower (5) . Si se considera el sistema en con­
.. .. _..... . . . . o .a

dlClonBSde equiliorro el mecanismomas plauSible coneiste en suponer la iormacion
n o I I l I c ode un compleJo tern ario por adiCion de sustrato y coonZimaen forma independient).

——-—+ ——9
1) E 4- s í. . ES 3); ES + DH: í ESDPII

2) _E + DPH E . ’ EDPIE 4) EDPII o- .s F 5 ESDPN

ESDHN é . : _E +» Productos

. - 0’! . 0’ 1 aSi se supone que la presencia de DPh, no influye en la union del sustrato y Vlce­
. ,o .. ... .

versa, este mecanismolleva a una ecuaCion de la veloc1uad lnlClal somoaante a la

propuesta por Laidler y So cquet (6) para dos sustratos adsorbidos en dos sitios
. ' . . I

enZimaticos y que no compiten entre Sl
V(1-4- (l‘
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La constante aparente de I-lich aelis en este caso coincide con la cons­

tante de l-Iichelis verdadera para sustrato y para coenzim] y es por lo tanto inde..

pendiente de las concentraciones de coenzima o sustrato respectivamente.

La inversa de la velocidad máximaaparente es una funcián lineal de la

. . .. . . t . - _,_inversa de la concentraczmn ee DH. o sustrato.

K .,
_ 1m: 1 1..1/V . _ l “ - 1 1/ _V : + S l

mn. “r -—v-'_m“ ¡fi —ï T .5;
Los valores de la pendiente sobre el valor de la ordenada en el origen reproducen

las respectivas contantes de l-íiehaelis.

b) Si se :ujone el sistema en estado de flujo estacionario ( "steady state")
n i I a I I nla í'onnac1on prov1a de un comp lOJO enzuna sustrato o enzima coenmma, con forma­

_ l . . . _ . _ - . -, ‘ . . l . J.eion o no ec un conpleJo temario previo a la acseo;.1pos1c10n en pI’OGUCuOS,el tra­

tamiento cinético lleva a la fó'mula de la velocidad inicial:

V

4 ¡"I 4- K" _ + ïí'”
1 ‘ / (S) /(DP11) 7 (S) (DFI?)

-, . e, v . . Ien la que n', h" y A'” son constantes que tomandistintos valores segun se forma
- - . T . r ,el conplego enzuaa sustrato o enzima DPi. ;r1mero y segun sea el posterior proceso

a o ' .n o _ n _ a e e Íe ionmeion eventual del compleJo ternario y la loma de ;_esco:.1_aos1eiondel ramo(Í;

( 3- A).
v n - -—. . ILas content-cs respectivas de nlChaGllS seran pues:

: lí‘ 4- 1{"'/¿)Pifl EUR; : Ki! + Knr/ L5]

K'” podría temer un valor nunCrieo tal, que fuera K'“ = K'x K” en cu yo caso

y EDP“Gaitánotra vez co nstantes de l-Iichaelis verdaderas e independientes de la

concentración de sustrat o y DH‘Trespectivamente. Aún no siendo cierta la igual­

dad anterior, la diferencia podría no ser suficientemente significativa, cono para

que puedan observarse variaciones de las respectivas constantes aparentes de Iii­

chaelis, En cuanto a las velocidades máximas, también se obtendría una función
. .. . . . I 7lineal ee sus inversas, respeeto a la inversa de la eoncentrauon de sustrato o DE.



En resumen , si se admiten las condiciones de equilib rio , los res ta­

dos experimentales referidos en el capítulo anterior y en el presente, satisfacen

la teoria de formacidn desordenada del complejo ternario. Si se considera el siste­

ma en estado de flujo estacionario tambien pueden explicarse los resultados obte­

nidos por la formación obligada de un complejo enzima-sustrato (acetaldehido o DPN),

ulteriormonte transformable en el respectivo complejo ternario, siempre que algunas

constantes de velocidad se igualen , dentro de ciertos límites.

El hecho de que la coonzima ( ï - s ) protege al SHen ausencia de aCetal­

dehido nos permite afirmar que la formacidn del compuesto enzima-acetaldehido no<as

condición previa a la unidn de la coenzimay excluir esta posibilidad cinética. sabre

1a formacidn del compuesto enzima coenzima previ a - a la adición del acetaldehfiflo

en cambio nada podemosafirmar, dado que el acetaldehido podria actuar comoprota:­

tor independientemente de su accián comosustrato ( ver capítulo V ).

La forma de la curva de actividad enzimática en funcidn de la concentra­

ción de sustrato con su máximocaracterístico pude explicarse por la formacidn de

dos compuestosenzima-sustrato. El primero, activo, está constituido por una mole­

cula de acetaldehido por cada centro activo de enzima g el segundo inactivo , por

dos moléculas de acetaldehido por centro activo de enzima . La inactividad del se­

gundo complejoes dificil de explicar;- por el momento,conaiderandola alta reacti­

vidad del acetaldehido, es posible que 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 proteccián de los tioles de la enzi­

ma , estrechamente vinculados a la coenzima.

En el capitulo anterior se comprobéque según la concentracián de DPNva­

ria la concentración de acetaldehido que da la actividad enzimática máxima.Varias

explicaciones pueden proponerse para el efecto del DPH. El DENpodria a) aumentar

el valor de E5 de manera que cuando aumenta el DIMdebe aumentar la concentracidni

de acetaldehido para mantener igual actividad; b) aumentar 5_ disminuyendo asi 1a

concentracidn del complejo inhibidor E52 ..El máximode actividad se corre hacia

las mayores concentraciones de acetaldehido; c) modificar la concontracián efectiva



_ 7¿ _

de acetaldehido. Dos condiciones deben cumplirse en este último caso, a saber:

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

la formacion del complejo enzima-acetaldehido se realice a traves del DPN. En e­

sas condiciones, con bajas concentraciones de acetaldehido, si crece la concentra­

cidn de DFM,parte del acetaldehido se une con éste y la enzima para formar el

complejo activo ; disminuye entonces el acetaldehido utilizable en la formación del

complejo ES2 que inhibe la actividad enzimática.

Por el momentono hay argumentos positivos en favor de cualquiera de los:

mecanismospropuestos, Los resultados obtenidos en el capitulo anterior no demues­

tran ( dentro del error experimental ) variacidn de Si en funcion de la concentn1—

cion de Dfm', lo que permitiría excluir el mecanismo”a); las variaciones gg en2
funcion de la concentracion de DPN, descriptas en este capitulo, no son sistemáti­

cas y dado el error alto introducido en su evaluacion por la sumade los errores

parcñales de la medida, lo mas probable es que esas variaciones no sean significati­

vas.Ho existe ningun argumento en favor de la hipótesis g)si bien conviene señalar

que la union de enzima y sustrato a través de la coenzima ha sido sugerida por Kaplan

y Giotti (7) y Burton y Kaplan (8) para la alcohol deshidrogenasa y por Terayama y

Vestling(9) para la láctivo deshidrogenasa , Todo ello hacen necesariosnuavos esbu.

dios con preparaciones más purificadas y con medidas más precisas de las constantes.

COHGLUSI NES

l) La DPÏ aldehido deshidrogenasa de levadura forma dos complejos con el acetalde­

hido. Una y dos moleculas de acetaldehido se combinan con cada centro activo de en­

zimn, en el primero y segundo complejo , respectivamente.

2) El complejo que contiene una molécula de acetaldehido por centro activo es cat)­

1íticamente activo, mientras que el que tiene dos es inactivo e inhibe a la enzima.

La existencia del segundo complejo explica el maximoque presenta la curva de acti­

vidad en función de la concentracion de sustrato.

3) Se discute l a influencia de la concentración de DPKsobre la concentración ¿9­

tima de acetaldehido para la actividad de la enzima .
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La oxidación del acetaldchido, puede ser realizada jor diversas vias

y a traves du distiLtos sistnmas enzimáticos; en la introducción hen s realizado

una reseña detallada de lo estudiados hastq.ol presente. Entro esos sistemas en­

zimáticos hay un grupo que utiliza.Dfï y TPMcomo coenzima y comoresultado de la

oxidación, prodúne ácido acético..En ellos no pudo demostrarse hasta el presente

la formacidn intermedia de acil derivados (l, 2, 3, ¿, ). Hacker, sin embargo (L)

los agrupa como"tiohemiacetal deshidrogenasas" junto a sistemas Conola aldohido

deshidrogonasa del Clg Klgïyeri y E, Colin (5,6). El mecanismogeneral de acción
I . . .seria el Siguiente!

1) R1CHO¿gg mcmneaz

2) Picnmsuï2o mw 12133112o nm + 11*
- 6

R163R2 * ÉÉÏ:;;:;R1COOÏ%,S SHRZ
3P0¿_ .Rü:—0.\\

' OPOBH2 + 3532

tualiia que "cuando el SHde la enzima participa:en la.reacción y no

se necesitan compuestostidlicos libres, la evidencia de la participación de un tio­

hemiacetal es dificil de obtener"..

Creemosque los resultados obtenidos por nosotros, son suficientes para

desechar esa argumentación. Si la hipdtesis do Racker fuera cierta, el sustrato ton­

dría que ser capaz de preservar a la enzima en forma efectiva de la acción inhibidoua:

de los reactivos tidlicosm

En las tres enzimas ensayadas, dos de levadura y la tercera de higado de

vacuna, se ha demostrado la presencia de sulfhidrilos esenciales; en ningún caso el

acetaldehido fuécapaz de una proteccion general frente a todos lcereanñivos de tio­

les, 5610 frente a algunos la accidn protectora del sustrato sobre la enzimade hign­

do fué suficientemente significativa. En cambiolos resultados obtenidos con DPHy

ÏTfl'acetaldehido deshidrogenasas de levadura, son bien concluyentes, especialmente

si se toma en cuenta los valores dc la constante de Kichaelis del complejo enzima­

sustrato. En efecto, gs 6 ( k2 e k83 ) / k1 ; Para que ES sea pequeño ( 1 x 10"5 a1
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la DPHacetaldehidd deshidrogenasa (LL) y 3.5 x 10"5 en la. T31 acetaldehido des­

hidrogenasa (3)); debe ser k2 e k'3 ¡ki ..Áún cuandok93 fuera despreciable res­

pecto de k2, tendria que ser k2 k1 y por lo tanto elaequilibrio de la ecuación

de fortmción del hemiacetal, estar netamente desplazado hacia el complejo. Las con­

centraciones de reactivos de tioles, fueron usadas en cantidades tales que dieran

inhibición por debajo del 100 % (en general del orden del 70 ü) y por lo tanto es

evidente que la presencia de relativamente altas concentraciones de acataldehido de­

biñron tener un efecto visible. El hecho de que las coenzimas, cuyos EDP“y ETPNsal

de un orden igual o myor‘ (10"4 para DFI.Tacetaldehido deshidrogenasa‘ y 10-515­

ra TPNacetaldáhido deshidrogenasa (3)) dieron siempre protección frente a todos los

reactivos, refuerza esta argumentación indicando que la relación de un SHde la prr»

teína y el sustrato, dificilmente puedentener el mismosignificado que el atribui­

do a la relación entre SHy la coenzima. Respecto a la DENacetaldehido deshidroge­

naaa, debemosagregar que hemospodido reemplazar los tioles imprescindibles por ver­

senog sin pérdidd de actividad y por histidina, aunque en este caso a costa de gran

parte de la actividad lo cual no con‘°ce con la hipotesis de formación de un tiohmmu—

acetal intemmedio.

Los resultados ob tenidos hasta ahora en lo referente a la.ozidaci6n de ¿L­

dehidos no paracaicer muydecisivos comopara poder generalizar su proceso.

Quiza sea la unión de la coenzima a la enzima ¡a única generalizacion acer­

de con todos lee:resultados. Efectivamente, los distintos requerimientoa de cada una

de las deshidrogenasas, tanto en lo referente a tioles agregados, comoa metal es

activadores, el distinto comportamientodel acetaldehido en la proteccián de los

sulfhidriloeysy el distinto comportamientode los metales activadores en la acción

protectora, tienden a mostrar difercncias antes que semejanzas. Sin embargoesas di?

ferencias es posiblñ.que se refieran a ciertos detalles del mecanismo,queno obsta­

rian a una formulanión de tipo general. El primer indicio de ello lo daria la forme­

ci6n de un compuesto enzima - coenzima, que hemos ya supuesto se roalizariá a través de

un sulfhidril o.
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Los experimentos cinéticos realizados con la enzima de Black nos llevari­

an n dos posibilidades respectoca la accion del acetaldehido. La primer posibilidad

(laidl er) seria que los compuestos binarios enzima acetaldehido y enzima coenzima

so formaran independientemente, prevaleciondo para el sistema condiciones de equi­

librio ( descomposicián.mnylenta o nula de complejos binario o tornario en enzima

y productos), o con el complejo ternario en equilibrio y los otros en estado de flxb

jo estacionario ("steady state"), requiriendose en tal caso coincidencia en algunas

constantes. Estos compuestosbinarios formarían a su vez el complejo ternario, uniei-­

.dose al sustrato o la connzimaa igual velocidad que la enzima libre. Este segundo

paso, sin embargo, podria diferir, quedando bloqueada la union de uno de ellos por

la del otro. En tal caso prevalecerian condiciones de equilibrio parcial por parte

de uno de los complejos binarios y del complejo ternarioLlS).

La formación del complejo ternario podria involucrar condiciones favo­

rables para el traspaso del hidrógeno o del acetaldehido a la Coenzima, comolo

proponen Venneslafld,,Westheimer y gol. (7, 8, 9).

La segundaposibilidad, que requiere condiciones de flujo estacionario y

coincidencia en algunas constantes, soria que el acetaldehido se unñese al Compuesta

enzima.DRN, por ejemplo a traves del DPH, en forma semejante al que proppnen Kaplan

y gol. (10,11) para explitlr la oxidación del alchhol por la alcohol deshidrogenasa.

Teraáamay Iestling (12), sugieren un mecanismosemejante para la láctico deshidro­

genasar

En la figura 1 hemos esquematizado el proceso. En un primer paso 1a for­

ma anionica del hidrato de aldehido se uniria a1 compuesto enzima - DPNa través de

este último. Al respecto cabe señalar que Bell y ggl. (14) encontraron que el ace­

taldchidd en agua a temppratura ambiente está hidratado en un 60 % aproximadamente;

los autores sugieren la posibilidad de que dicho hidrato está en equilibrio con su

forma aniónica en soñuciones de pH alto, comoes nuestro caso.



acqïgldehido. Los detalles se describen en dL
.. ., . . . .Itexto. ue acuerao a lealnvostlgac1one de Pulhnan y col. (13) con D, la roduc01on ddl

o . . .' 1 u'. - a g
anillo piridlnico se 1nd1ca en p051c1on para.. L1 diougo se hlZO on zorma espa01al,

en vista de lo: rcsul tados obtenidos en estudios con D (7, 8, 9).,

OH /0H“a 7 H
¡{o ‘ 11" 0- "O*- u

3 H V 3

¡Iii-¿rato de aldehido Forma anio'nica

l/OH
H II H 0 "7‘"

0., . I{\CI,
11 13

O= C 4 E
\\ . . . _ . , ..

CH3

H -———- USE ï —————HSE

Comlo’o do adicióhJ



-v

\í)

BIBLIOGRAFIA

r-r­Lï'nckor, 13., J.3iol,v3hem. l , 883 (1949)

73-3012,s., Arch Biochem Dio-nm. 14 ,, 86 (1951)

Scegnulllcr, J.E., J.3101,Chem. 2o , 6:29 (1953)

Joker, 13. , PÏ1‘78i0107’iCQlReviews 22 , l (12’55

"sBurton, 1.1:. y Stadtmn, 21.31., J uiol Chen. 2- , 873 (1953)

Pincho't'; G. B. y Rackcr,E. en Phosnhorus llietabolig. Vol.I (12o.;jlroy and Glass) 1951

Fischer, 12.19.;Conn,B.l-3.; Vemlosland, 23. y É-Ios‘thomer,2‘.ïl., J,Biol,Chcm,_

68 (1953)

Locwus, F.A.,Ofnor, P.,Fischor, II.F.,‘.'Iestheimor, 17.11._'¡'Vonnosland,3., J Biol Chen.

292 699 (1953)

Vonnosland, B. y Wostlmirter, 3.2:. e T110llccanisn of Enzima Action (líc.Elro;r ani

Glass) 3a1t. 1954

Kaplan, 31.0. y Ciotti, l»1.31., J.Biol.C31om. !_N ¡.1 b rx ¡.4 ‘3 \7l ._\

1. .31::hton,f..lï. yKaplan, ::.o., “3101.3310”. 21 , A1,? (1954)
—\Tora;.'ona, I:;.-*¡estlin;, 3.5., uiochim ot Bime-rs Acta 2.__, 587 (1956)

Pallmn, 21.3.,san Pietro, A. y Collouick, S.P., J.Biol,Chor.1. 206 , 129 (1954)

23011, ;,.P., Rand, LL.ZZ.y "w'yImeJones, 12.2.'.A., TransJarada" Soc. 5?. , 1093

(1956)

Laidlor, Ii.J.,Trans.FaraCav Soc. 2 , 1374 (1956)



AW534.k11111111.111141411111|] CS».¿{Livfl. Ítllle1I'1'L.

.4151,>.\‘173:1:.wÍ1.131.111..3111....1.13 494,169{Hmmmcr?”En;LHC4.:“7mm4_.r.u.,-.Hr.,r



.1‘c4a|..c.1'¡ll.\lxlaf.1‘...l uuu?wm.Jch‘rmag:“0?Omrflwwwuwow:m_amrcouwocpo:LL;mvHSLcHhxmrm
.C.¡nn,

.cwzcïanHfiH“25.:cUhaoumfiuHowsonuoumomoranoaa"uump:nuohnoH

Í
«ofiumohcwwvmPHCMocuhnmcm4.A\IOHH3.NHVmmmGooofixloaHmoov«aaamoooofioo

.u

ancoomcnofiflopSwmonomDOPouumnnomonUfischcofiucwacpoomGHopenAmv:mfiuñcaoh

mafianoravosfixhopcdGHonose:emmaa4Hm.mvun0H3H0h9mauudoqfixochvuoaUmh unnlo-,

ur»

n.qaumAMVhoHHHrHooonomquuHHm:nHcMozosouHcmufifiuoMcfimficvzcñcuofiduonomwzm

mc.cfiunnooo0:00¿axowzummoumxcqzc.int!"COP.HC(HMS-CVC_.4.....Üu.t.ï.;.0C

a)1...I».)\Í.3JK....x.C.¡.x1.: .w.1A44¡¡\o.;v.rc;4rcc.“avuu,Lnz:gnt,pc=:) ¡n.4.1.x.

Pi.CH4|OÓ(\'f\
í

L\L\03o(3ÓCJCr-l(-\

L’\C#ll.\O
Í.

L\x3lcI-IO(\o\

x:O
)#lLxoHoc(‘\

«.0áb.muo

LxC\3o(Na)Í
(

C\o'_Icb(n7\:1\.L3I-IcÓ4\')C.‘or11N

JHHOU4

Impman
_aT1013tu.¡3.04¿EL

u

\...4
r.,.A4..4

Aqsopnv+r,m¡unAmnoanv+:u¡unA<10anzmnu¡fip

«kboaupmdcoHomo“cnmnvuoomccmuGHHUgeuucmonqA.ucwfipupocufifiwmwcumoaouofiwnoono
.r\

muuunfifinorcu«monowcpmvoonosOfipuo“OHhasfimmcooGH.ovnapmamHonouufin04MofiHmoc
(

,zfinucuucry“OwcamficouHcvmoHuanucouna«nedomncdszoccunouhocm
x..

.moaaunHAUuuwaowmucvmomooaoamozosnovmocdnopaoococ3ñuhanoacuaowmu«OHH
Jl1

¡ccuHausa4.uonouOHHcunnpuaouohonroo:u03cuouamasumomocomdunppcumoHOHmpnOH
.rc\..,

.oufincmcnmonosno:cunouozmunowoorounacHmuscucnm05vuMQHHOfiwhnmwowapMQfiad

unHnowhCHHC:omnomeMpñcchdvnuomñcpnnocamfiano:couchwqfind;una.uo4m
.r

Ifihonnc¿CCOMofiucooumwsfivwfiqcnudufichxofi:ouopnupuqooGHcumenOfioounmpunaHum
r

¡MEMrawcuoufimWQOHñHanaonnnm.cnoowowandfiwcnmohos“AAJouHmVmufi©m>oHsuamos onral:

.

IorOHUM;ucucwfiquMuvoomumamanoonououfizacnuooagwnuomOFQQEHnomHomon

I)\3l CAL

ll.



izq.’fiar.

h

‘h

r\ '-0 ­

. - . -1p . ..
la enzuna ee Aeetobaater suooxleans (l z: lO ) v al'ro menor (".10el LD? (3.2.»x lO 3)———————_ ————-———— I/ -—¡ a L.

’ ,... ._ .. ..,.,, .
(2). Fue en cazelo sensiblemente mayor que ol KTPVdetermlnado por Setgniller gara
1 ¡“1139*.11u31 “hn-11,... 1 .la 1‘“ GCGLCNLCdLLOe celuloueuasa (l,¿ x lO ) (l).

a 1 ¿ .: r . a en 1 1 a «1: 1 - ‘w 1 ' aLau eeuernlnaclones ¿Moron¿echas aJlncaneo caaeraeos mlnlnos a le recta

-- . ' . ‘ n . i . _ a .I’ .

leg/1 en func10n delfig 1/1 en lunchon (le l/LDHJ ;' l/v en 1:;zc1on de l/Llíj excep­

to el tercer valor de gs que se calcule del gráfico S /v e; frncion de ig] o [S]%/KS

Finalmente los valores de Kïb+ fueron calculados graficarente comoya aclaranos opor­
tunenunte.

En las tab las correspondiente: kono: anotado los valores de las constantes

aleulaïas vor varios :6todos. Jrecmos oportuno seíalar algunas consideracionns que
_ . e ' o AQueuen Geeuclrse de la compara01onde dlcnos resultados ya que por lo general los an­

. ' - . . ,‘ ..
tores ellgen el metoeo a usar Sln que jueoa compararse resultados obtenloo" de“ =1s—

. l, _ 'I . . a." . ­tlntos HCEOGOSde calculo. La lnportanc1a de las QlLOÏCHClaS¡ueae verse claramente

demostrada p or el hecho de que co; iguales datos hemosobtenido resultados que di­
. g ' e .. .flrleron entre sí comunmenteen un 30-40Á llegando raramente a e1ferenc1as mayores.

. . . . . ' . I I...'ho hemoshallaoo por otra parte dlferencias de tlpo s1stemat1co en el metodo gralloa
.' a. .' -' .

usando la regresen ac10n 18] /v en :unc1on de [S] o 1/b en func1on de l/[SJ; las dr­
. . . . -—. P _'ferencias fueron 1ndlst1ntamnnte en uno u otro sentldo. bn cuanto al metodo ee cuadra­

¡ . ' . . . .dos n_ni;os, muchonas laborloso, solo estuvo Justlflcado por que el orden de las
. .I ,,

diferen01as observadas luo pequeao.
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En los capitulos anteriores se ha estudiado detalladan nte la sensibilidad ¿o las .

aldehido deshidrogenasas del fi¿_gggglgg¿ggpara los reactivos de tiolos y on bas‘ a la

diferente reSPuÜStaa diChOSTéactívos se ha tratado de establecer 01 Papel fisiológico

dc esas enzimas, por comparación con la inhibición dc la oxidación del acetaldehido por

las células enteras.

Entro las substancias capaces de inhibir la oxidación del acetaldchido por la lava­
Ju...dura se encuentran los dinitrofenoles (DEF) (l). La oeortunidad ¿e diSjoner de las dos

‘ wsldchido deshidrogcnasas cn forma purificada 1a ¿osisilitado el estudio de la accion de

los dinitrofenoles sobre las mismas,enun intento de aclarar el mecani'.o de la acción

inhibidora de los dinitrofenoles sobre las células enteras.

RESULTADOS

1) Agcién de los dinitrofenoleg sobre la oxidacidn del acetaldchido nor la levadura. En

concentraciones relativamente pequeñas, alrededor de lQJúMlos dinitrofenoles inhiben la

oxidación del acetaldchido.La acción es particularmente notable con los isomeros 2:4 y 2:5

y se evidencia tanto en el consumode oxigeno comoen la desaparición de acetaldehido,En

presencia de DEFy acetaldchido cl consumedisminuy por debajo del nivel del testigo tra,

tado con DEFsolamente (Tabla l) lo que indica que el acetaldchido actúa en este caso ce"

moun inhibidor de la respiración residual de la levadura, EL efecto es mas notable con

Ciertas \reparaciones de levadura donde el DEFexagera la respiración residual Üïabla l

ex;.A) Tambien disminuye el consumode acotaldehido en presencia de DKF.E1efecto es difi?

cil de valorar exactamente pues el acetaldchido no solo deaseparece por su metabolismo en

la levadura sino por fijacion en el alcali del compartimentocentral del vaso manomótrico

'Esto ha sido comprobadoen experimentos realizados en condiciones iguales a las descrip­

tas, excepto la levadura ,que reemplazó por igual volúmende agua. La desaparición con­

cuerda con la formación de color amarillo sobre el papel usado para la absorcion de

anhídrido carb6nico, posiblemente debido a formacién de substancias de tipo aldel.

A pesar de estos inconvenientes es evidente que en presencia de DHFla levadura de­

ja de consumir acetaldchido y la diferencia entre la inhibicián del consumode oxi­
. . ' ’ o. .l

gene y de acetaldchido , respectivamente , bien puede atribuirse a 1a f133c10n en
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Tabla 1 . Accián de los dinitrofenolog gobre la oxidación del acetcldehido nor

S. ccrovisiac .

Levadura suspendida on 2.0 ml do H2K (e:cp..A); succinato (exp, B) o ftalato
' 7 A o . .4 y. O O(exp.C) 0.05 1-1a pd 4.5 - 90 alre. “On en vaso central .. Durac16n de la onda­

cicïn t 60 m'_n..(oxp.. A. y B) y 45 min. (oxpfi) ..

Consu- Forma­Ex- Leva Consu- t
pe- dura Adiciones mo de mo de alan
pi- 01d- acc- de a­
mcn- gano talde- cotaí‘e .
‘00 ( ¡11) hido ( pI-I)

_ ( pu)

A 5. 5 Acotaldohido 0.030 M 34s 52, _ _

A 5.5 Acetaldehido 0.030 II + 2:4 DIIF0.96 10‘41-1’. óó 4.3 - ­

A 5.5 Ninguna 59 —l.2 - ­

A 5.5 2 :4 mm 0.96 1043i 105 —1.2 - ..

B 3.3 Acetaldehido 0.030 I‘I 5-15 52,8 4.1.0

B 3.3 Acotaldehido 0.030 II ¿»2:4 DHF0.96 10-41% 57 7.3 4.1.0

B 3.3 I‘Ïingu-na 80 0.0 43.0

B 3.3 2 z 4 DNI“0.9.9 1041-1 [53 0.o +2.o

C 5.43 Acetaldehido 0.030 III 250 32.5 _ _<

C 5.6 Acetaldehido 0.030 M Ó-2 :4 DI-{F0.96 10-414 25 9,0 .. ..

C 5.6 Acotaldehido 0.030 IvI4- 2 85 DI'IF6.5 lOJÏ-ï 37 9.0 - ­

C 5.6 Acetaldohido 0.030 I-ï 4- 2 :6 DNF3.8 104% S3 11,0 _ ..

C 5.6 Ninguna ¿37 _ .. - _

c 5.6 2 a 4 mr 0.96 104m 47 - - _ _

C 5.6 2 a 5 Dm? 6.5 1041.1 96 .. _ _ ..

C 5.6 2 s 6 ; DIIF 3.8 104M (,4
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el alcali del compartimentocentral o bien a condensaciones intracelulares de ace­

taldehido, que no consumenoxigeno tales comola Condensecion aldolica de Neuberg

(8), la transcarboligacián de Shimatzu (9) etc. La importancia de estas ultimas

reacciones seria sin embargo, minima. La inhibición de la oxidacion del acetalde­

hido por los DNFno se acompañacon aparicidn de acidez volátil imputable a la

formacián de ácido acético, lo que llama la atencion por cuanto los DNFson inhi­

bidores de la oxidacián del acetatú por la levadura (2). Ello demuestra que el e­

fecto es sobre la etapa inicial del proceso oxidativo.

La oxidacián de acetaldehido por la levadura se acompañapor esterifice­

ción de ortofosi‘ato ( Tabla 2 ) lo mismoque la de los ácidos acético y pirfivico

(2 y 3 ).. La accion inhibidora de los Dl-ÏFses extensiva a la estérificación de

ortofosfato que nor se produce en presencia de los mismos.

La accián inhibidora de los DNFs, se produce solamente a pH ácido (2-3)

lo mismo que la inhibicion de la oxidacien de los ácidos acético y pirúvico; a

pH 6.8 no se registra accidn inhibidora.

2) Accián de los dinitrofenoles sobre lAs aldehido .deshidrogeggsas de levadura.

En l a Tabla 3 se reseñan experimentos que demuestran una cierta acción inhibido­

ra de los dinitrofenoles sobre la enzima de Black, especialmente con el 2:4 DNF

( 42% . La enzima de Seegmiller es mucho menos sensible, siendo inhibida en ma­

yor grado tambien por el 2:4 DNF.Estas substancias no son capaces de reemplazar

al DPNo TPNcomoagentes oxidantes a pesar de que en los tejidos animales algunos

grupos nitro pueden transformarse en amino.

DZÉQUSIÓN

Ninguna de las aldehido deshidrogenasas de la levadura sufre aparentemen­

te una inhibicián por los dinitrofenoles capaz de explicar la inhibitión de la oxi­

dacidn del acetaldehido por célula viva . Es cierto que las con diciones en que

actúa el DNFsobre las células y las enzimas , son respectivamente distintas pues

en el primer caso la accián es a pH 4.5 mientras que en el segundo es a pH7.7 ­
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T b 2 - Acción de los dinitroí‘onolog ¿obre la cstorificacián de ortofosfato

gagcigdg g lg gg‘dgcig'n de gcetglfiehido . 68.0 mg de levadura suspendida en 20.0

ml de ftalato 0.05 M, pH4.5 a 30° Aire. 40 minutos de equilibraciám ortofosfato

inicial, 4.5 FAP/20ml.

Expo Desa- Orto­
ri Adiciones pagsw fos _ ,/_'.P
men cion feto
to de ace- f PP)talde­

hido
( ¡u moles)

A Ninguna 0 .o.4 ..

A 2 :4 DNF0.96 10'51 o .2..7 ..
4+

A 2 tó DIF 2.6 lO M 0 -1.8 ..
«é,

A 2: 5 DNF 6.4 10. M o -1.8 _

A Acetaldahido 0.030 M 30.2 2.6 3.0

A Acetaldehido 0.030 M 4»214 DNF 0,...9610-414 2.9 _2.3 0.4

A Acetaldehido 0.030 M + 2.6 DNF2.6 10‘41: 8.1 ¿2.1 _0.3
al,

A Acetal debido 0.030 M‘ 2.5 DNF6.4 10 M ¿.7 ¿.3 4.5
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tgldohido mg Las enzima; de Black 1 Soeggg'ller. Enzima en buffer de Tris 0.015 I-I,

pH 8.0. (Exp..A) y 7.7 (Exp.. B) En presencia de cistoina 0.001 M, ClK 0.1 M, DPN
_r:

0.1.4 mlí y acetaldehido 0.17 x 10 zI-I (o:cp.A) o Cl? I-Zg0.015 II ,TPN 0.12 ¡nl-1y ace­

taldehido 0.5 mI-I(exp.B) , con las adiciones que so indican. Volumenfinal 3 ml .

Expe- Can - Acti- In­
I‘i- ti- Adiciones Vi.de hi­
men- dad do mazi- bi:
to onzima mti- cicn

(mg) ca 3 f5)
(¿D340 10

min

'm‘¡gm de Black

A - Ninguna 130 —­

A — 2,1, Dini‘trofonol 0.11 mii '75 42.5

A - 2.5 Dinitroí‘enol 0.08 mI-E 96 26.2

A _ 2.6 Dinitrofenol 0.26 mI-I 105 19.3

Enzima de Soegxg.'ller

B 0.42 Iïinguna 18 —­

B 0.42 2,4 Dínitrofonol 0.11 mI-I 126 29.7

B 0.142 2.5 Dini'tpoí‘enol 0.08 mii 136 -3.0

B 0.4.2 2.6 Dinitroí‘cnol 0.26 ml-í 88 -/.r.5

B O./+2 2.4 Diniiroí‘onol 0.11 ral-í * O 100.­

B 0.42 DPL’ 0.41; O 100...

oh ozrl'bc ol ¿{.7
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8.0 . Ello es una composición que resulta l) , de la permeabilidad de las células

¿11HE“, significativa solamente a pH ácido y 2) del pH ¿ptimo para la actividad

de las deshidrogenasas a pHI netamente alcalino . Complica aun mas la explicgcion

el hecho de que el pHen el interior de las células sea de 6 ¡:5 -»6.7 lo que in­

troduce le cuestidn del pape1.fisioldgico de cn zimas que "in vivo" actuarian a'mn

pH en el que aisladas carecen practicamente de actividad . Si se argumenta, con

rigor maximo, que las condiciones ¿í los DNFactuan sobre las enzimas por una

parte y sobre las celulas por otra, son totalmente distintas y que lo observado

con las enzimasn o tiene valor alguno para explicar la inhibición de las células

debe tambien concluirse que las aldehido deshidrogenasas de la levadura no tienen

ningún papel fisiológico y que la enzima que oxida el acetaldehido esta aún por

ser hallada .

Has probable que esta posicidn extrema parece suponer que las enzimas

no se hallan. aisladas sino constituyendo unidades multienzimáticas en que la man­

yor eficacia catalitica se obtiene a expensas de modificaciones de ciertas propie­

dades de las en zimas constituyentes. La "cicloforasa'I descripta por Green ( 4),

constituye un ejemplo de organizacidn multienzimática y las mitocondrias esta­

rian consiituidas por este tipo de unidades.

Estas estructuras implican por su tamañola presencia de superficies e

interfases de las cuales dependela mutua accesibilidad de las enzimas constituya1­

tes . Alteraciones en las mismaspodrian significar la abolicidn de la actividad

catalitica total sin que las enzimasconstituyentes pudieren desplegar las suyas

propias.

La accidn mas conocida de los DNFes prevenir le esterificacidn de fos­

fato acoplada a las oxidaciones o sea la fosforilación oxidativa ( Í5,10). En la

levadura , los DHFinhiben la oxidación del acetaldehido y simultaneamente la este­

rificación de ortofosfiato ; resultados similares se obtienen empleandopiruvato o

acetato comosustrato s. Esto indica la inhibición de un mecanismooxidativo con
0 OI I 0' oacc16n general .. En los teJidos animales la aceion de los DHFtiene caracteres
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análogos. Drysdale- y Lardy (6) observaron que los D111?inhiben la oxidacion de

ácidos grasos por mitocondrias de higado de rata pero no por las enzimas solubles

aisladas de dicha preparacion. Ello confirma que los DNFactúan solamente sobre

organizaciones enziináticas complejas, afectando propiedades estructurales de las

mismas y en apoyo de esa interpretacion esta la observacion de Dianzani y Scuro

(7) según la cual los DNFmodifican la estructura fisicoquïmica do las mitocohdrias

como revela su cambio de forma.

1°) Los dinitrofonoles 2x4 ; 2:5 y 2:6 inhiben intensamente la oxidación de a­

cetaldehido por la levadura y la esterificacion de ortofosfato asociada.

2°Ï Las aldohido deshidrogenasas de levadura en las condiciones de actividad óp­

tima son ligeramente inhibidas por los dinitrofenoles, especialmente el iscïmero.

2:4 —DNF. La inhibicion no explica el efecto de los dinitrofenoles sobre la 01d.­

dacion del acetaldehido por las células de levadura.
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