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INTRODUCCION

La Hevea brasiliensis es una planta de zona tropical,

perteneciente a la familia de las Buforbidceas, cuyo latex |
poéee un alto porcentaje de hule. El latex se extrae ha--
ciendo incisiones semicirculares en un dngulo aproximado

de 30° en la corteza del tronco,idonde las canales ldtici~-
feros son mds abundantes. Sy

TLos canales latlclferos de este arbol son. tubos cie--

gos articulados, esto es, que se orlglnan de 1a reabsor01on

de los tabiques adyacentes de una cadena dexcelulés'y que,

~por lo tanto, crecen,no Do ,1argam1ento de cada una'de las

celulas, sino por la ad1c1on,constante de nuevos prlmordlos

Estos tubos se anastomosan#lateralmente con otros canalus
formando una especie de red.',»

Los canales_gue;” ﬁdéﬁdiiiéﬁtﬁade‘hule se lo

calizan en el floema s ernando concéntircamen-

i

i
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1

te con los vasos cribos nterrumpidos radialmente

por los radios meduléreg,ﬁx

El ldtex es unkcoioideiléchoso que contiene substan—-
cias tanto en soluciénkcomo en suspensidn; se le considera
como un producto de excresidén (1) cuya funcidn se descono-
ce. Contiene hidratos de carbono, 4cidos organicos, sales,
_alcaloides, esteroides, grasas, taninos y mucilagos (2).
TLas particulas mds abundantes son las de hidrocarburos del
tipo de los terpenos como el hule, los carotenos, las resi
nas y los aceites esenciales.

Un componente caracteristico del ldtex de H. brasilien

sis es el hule, que quimicamente es un politerpeno lineal

- constituido de iigprenos polimerizados "cabeza" con "cola" e
. - IO e n IR
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en posicidn "cis". Hay evidencias de que el ldtex crudo
consume moléculas de acetato (3), las cuales son transforma
das en hule, y se conoce que los terpenoides se sintetizan
bioldgicamente por condensacibén de moldculas de acetil coen
zima A formando un producto intermediario, el acido mevald-
nico, que por fosforilacidn y condensacidn sucesivas consti
tuye los terpenoides (4).

Ias proteinas que contiene el ldtex se encuentran ad--
sorbidas en las particulas coloidales permitiendo su suspen
sidn, o bien en forma libre en el suero.

Del suerc del l4tex de H. brasiliensis se han aislado

varias enzimas: la fosfatasa (5), la peroxidasa (6); muy re
cientemente se ha repertado lakquinasagmevalénica (7)) 5 aho
ra ' la deshidrogenasa léctiCa;;Qﬁéjhéméé;éislado.

En el presente‘ﬁféﬁéj&iéé llev6;a5§ébo‘ia identifica--
cidén de la Deshidrogenasa 1é¢tidé; y se emitid una hipdte--

sis que explicara su presencia en el seno del létex de Hevea

brasiliensis.




GENERALIDADES

El ladtex de Hevea brasiliensis posee en su porcidn so-

luble en agua, por lo menos, una de las enzimas de deshidro
genacidn dependientes del Dinucledtido de Nicotinamida-Ade-
nina*. Ta observacidn que respaldd esta afirmacidén fue 1la

siguiente: el suero de H. brasiliensis consume NADH sin su-

ministro de sustréto alguno, por 1o que hipotéticamente se
pensé en la posible presencia de enzimas pertenecientes al
ciclo de Krebs o al proceso de Glicolisis que tuvieran algu
na relacidén con la biosintesis deiihulé.

La deshidrogenasa lactica: es una en21ma soluble en B

agua, que a un pH f1s1olog1co oatallza:la transforma01on f i
del &cido piravico en lactlcp en presen01a del NADH. Ia re

accidn en sentido inverso se realiza fécilmente en un pH al

calino} -
COOH i
Lo wam e
c=0 -~ + . == NAD"

Es una enzima abundante en los teJldOS anlmales, espe-

cialmente en el misculo esqueletlco- ha 51do aislada de bac

terias** (14), levaduras** (R) y‘de‘varlos tejidos animales

y en algunos de los casosvha,51dgf’ allzada (tabla 1).

*Abreviaturas usadas en este”trabajo:
NAD - Dinucledtido de Nicotinamida-Adenina.
NAD+ - Dinucledtido de Nicotinamida-Adenina oxidado.

NADH - Dinucledtido de Nicotinamida-Adenina reducido.

**Qe ha obtenido en forma cristalizada.
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Higado RiA6n  Bazo ggiggégo esg3§§g%gco
Conejo + (R) + + + (13)
Rata + (9,10) L * "
Paloma + (8) + + "
Ratén + (=) o+ oo ¥
Buey +**(1]—,12>

Por lo que respecta a las plantas supériores, sblo se
ha reportado la acumulacidn de écido 1é¢tico en algunas de
ellas como en el tubérculo maduro de papa, de bajo conteni-
do en azicar, en condiciones anaerdbicas y a 10° C.

Se le asigna un peso‘moleéalar‘de 135,000 en miocardio -
de buey (12) y de 126,000 én higado de rata (9), con un ni-
mero de recambio de 32,900 moles de NADH por minuto y por
mol de enzima, a 24° C., en una solucidn amortiguadora de
veronal de pH g.é (9).

ILa constante de Michaelis-Menten ;epbrtada para la des
hidrogenasa léctica del higado de Qohéjbfesrde 2.6 x 107°wm.
(16) y de 5.2 x 1075w (13).

Kubowitz y Ott reportan una cbnstante de Michaelis, pa
ra el piruvato de 9.0 x 1072 y de 5.0 x 107 para la co
enzima (17). |

De la deshidrogenasa ldctica de tejidos humanos y de
coﬁejo se han reportado hasta 5 isoenzimas (formas electro-
foréticamente distintas ) (15).

El mecanismo de reaccidn propuesto para las deshidroge

nasas (19) dependientes del NAD es el siguiente:




5.

E + NADT + NADT o~ yADT-m-mADT

NAD¥-E-NADY + lactato m——= piruvato-NAD'-E-NAD' + oH

piruvato-NAD"-E-NAD® + 2H = NAD*-E-WADH + piruvato

NAD-E-NADH E + NADT + NADH




PARTE TEORTICA

l.- Teoria Enzimidtica. (20) Michaelis y Menten propu-

sieron en 1913, que una reaccidn enzimdtica se lleva a efec
- to por la formacidn de un complejo entre el sustrato y la
enzima, que més tarde‘se descompone en los productos de la
reaccidn y la enzima libre. Tomando las iniciales de los
componentes de la reaccidn podemos escribir los siguientes

equilibrios:

~

E+ S S eennns

ES + algln compuesto ___ o eopiid ohem
secundario B e

Supusieron que el equilibrio en (1)'se alcanza mds ra-

pidamente que' la descomposicidn en lé?féacéiéﬁi(é)} Obser-
vando que la constante de catédlisis de la mayoria de las en
zimas era muy alto, Briggs y Haldane introdujeron una modi-

ficacidén basdndose en el postulado de que en cualquier mo--

mento la velocidad de formacibn y descomposicidn del comple
jo enzima-sustrato es constante y lo expresaron en los tér-

minos de un equilibrio gquimico, 'ifi :

> BS ——*—>= E + productos
k2 ‘
A (e-p) (s) (p)

donde kl’ k2 y k3 son las constantes de velocidad de forma-

B + S

~

cidn y descomposicidén del complejo; asi que la concentra---
cidn de enzima puede considerarse constante en periodos muy
gortos.

Si llamamos e la enzima total; p la concentracidn del
complejo y s la concentracidén de sustrato libre, btendremos
que: la velocidad vy de formacidn del complejo seréd

kl(e—p)s; la velocidad v, de descomposicién de ES en E + S
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seré k,p y la velocidad de V3 de descomposicidn de ES en

E + S sera kap. El cambio neto de p en un instante dado se

.4

ra.

2 = k,(e-p)s - (kp + kDD wreen (3)

al establecerse el equilibrio, cuando

g% = 0 y despejando p en (3):

- es Ry
b= Ky + 53 S '<4)
+ 8 o

Ky

Ia velocidad v de'formaéia

Se obtendr4 la velocidad méxima V cuando toda la enzi- 3

ma esté en forma_de complejo, es decir: Rl L :
= : ;‘0 .V‘~ ov . 6 .

v kBG ', (6)

Substituyendo (6) en (5) tenemos: :

v E R
v e (D)

k, + k D
Si Km = Ks + —p2~ = 2. e (8)

. 1 1 .
podemos escribir la ecuacibn (7) en la forma:

v s
v o= -——-————M— , t:-'-rt,l (9)
l“+ -—S-

que es la ecuacibn de Michaelis y Menten.

Lineweaver y Burke transformaron la ecuacidn (9), a la

forma siguiente!

\Ef;': %é 7+%‘, | veeos (10)
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Al trazar,é en las ordenadas y é en las abscisas se

@y la

ordenada en el origen % . Tste es uno de los métodos para

obtiene la grafica de una recta cuya pendiente es

obtener el valor de la constante de Michaelis-Menten (Km) a
partir de los datos experimentales.

2.-Filtracidén en Geles de Sephadex. (21) El Sephadex

es un material hidrdéfilo insoluble en agua y soluciones sa-
linas, estable en soluciones alcalinas y en dcidos débiles.
Esta constituido por moléculas de dextrana unidas por puen-
tes transversales de epiclorhidrina, formando una red tridi
mensional del polisacérido.

a) Séphadex G 100. Este'ééiﬁﬁ§ﬁééfi6nico y sus propie
dades polares se deben, casi en'Sdiﬁbtaiidad, al alto conte
nido en grupos hidroxilo. Ia filtracidn que efectia el Se-
phadex es semejante a la que se realiza al través de un ta-
miz y se debe a la capacidad del Sephadex de rechazar los

solutos de peso molecular alte y ser accesible a la difu---

sidn, al través de su malla, de moléculas pequeilas; en el

caso del Sephadex G 100, aquellasde peso molecular menor de
100,000. |

El gel usado fue de alto contenido en enlaces Gransver
sales (G 100) y de porosidad media. De esta Ultima depende
el grado de hidratacidn del gel que en nuestro caso fue de
+ 1 g de agua por g de gel.

b) DEAE Sephadex A 50. Este es un tipo de Sephadex in
tercambiador de aniones, al cual se le han introducido gru-
pos dietilaminometilo y que posee una gran capacidad, aun--

que no especifica, de adsorcidn.

Tl alto contenido en grupos amino terciarios ‘e hidroxi
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lo del DEAE Sephadex hace que sea muy afin al agua. Su gra
do de hidratacidén est&d determinado por la proporcidn de en-
laces transversales entre sus moléculas, la fuerza idnica y
i el pH del medio. Tos intersticios dejados por las ligadu--
ras transversales permiten que los grupos idnicos del gel
sean accesibles a moléculas basbante mis grandes que 10,000

3.~ Bfecto de pH. Todas las reacciones enzimdticas se

efectlian dentro de un rango limitado de pH, existiendo wuna
concentracidén de iones hidrbdgeno determinada, en la cual 1a
actividad es mdxima. E1 pH dptimo puede deberse a un efec-—
to real reversible sobre la velocidad maxima, a un efecto
sobre la afinidad entre sustrato y enzima o a un efecto so-
bre la estabilidad de la enzima.

El efecto del pH sobre 1la afinidad enzima-sustrato pue

de eliminarse usando concentraciones altas de sustrato para
saturar la enzima. El efecto de la concentracién de los hi

i drogeniones sobre las enzimas se debe a cambios en el esta-
do de ionizacidn del sistema a medida que el pH cambia N
por lo tanto, pueden sufrir alteraciones tanto la enzima co
mo el complejo enzima-sustrato.

Puesto que la actividad catalitica estd confinada co--
minmente a un rango pequefio de pH y las enzimas son protei-
nas que contienen muchos grupos_ionizables que dan origen a
una serie de formas ionizadas de la enzima a medida que cam
bia el pH, se deduce que una sola de estas formas ionizadas

de la enzima es la activa (22).

4,- Bfecto de Concentracidn de Enzima. Si el sistema

"enzimdtico de una reaccidn dada se encuentra libre de reac-

ciones secundarias que lo modifiquen, se observard que dos
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moléculas de enzima transformardn dos veces mds sustrato
que una sola molécula de enzima; por lo btanto, la velocidad
deberéd ser proporcional a la concentracidn de enzima:

v = kE
y si graficamos la velocidad contra la concentracidn de en-
zima, nos dard una funcidén lineal.

5.- Gradiente de Sedimentacidn o Determinacidn del pe-

so molecular por ultracentrifugacidn, usando un gradiente

de sacarosa. (23). La viscosidad y la densidad de una so-

lucidn de sacarosa es tal que, al menos entre 3 y 15 grados
centigrados, se observa una emigracidén lineal de la mayo--
ria de los mgteriales bioldgicos, por lo que la relacidn de
las distancias recorridas por 2 sustancias a partir del me-
nisco es siempre constante.

distancia recorrida por la substancia 1
R =

distancia recorrida por la sustancia de referencia 2

la constante de sedimentacidn S1 de dos sustancias es:

SZ

/ \2

Sl =(PM1 3

S2 \.\PMQ

vy en la mayoria de las proteinas es igual a R, de donde:

;o\ 2
(B, \3

R = PM")
\2

En esta forma puede hacerse la estimacidbn aproximada
del peso molecular de una proteina, refiriéndola a otra de

peso molecular conocido.
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PARTE EXPERIMENTAL

A) MATRRIALES Y METODOS

l.- Obtencibn del material enzimdtico. El létex de He

vea brasiliensis que se usd en el desarrollo del trabajo,

nos fue enviado periddicamente desde el campo experimental
del hule "El Palmar", en El Palmar, Ver., donde se colectd
directamente del drbol en frascos de polietileno colocados
en termos con hielo seco para evitar la desnaturalizacidn

de la proteina..

2.— Separacidn del suero. Por centrifugacidén del 14--

tex descongelado en una centrifuga Spinco modelo L, a
29,000 rpm durante 45 minutos, se separd éste en 4 capas:
una superior de hule semis6lido de color blanco marfil,: que
constituye aproximadamente el 44% del volumen tbtal; una se
gunda capa delgada, adherida a la del hule, de color naran-
ja fuerte y que en el ldtex congelado y descongelado por
dos ocasiones consecubtivag tiende a desaparecer, transfor--
médndose aparentemente en hule; la tercera capa es un liqui-
do opalescente (suero) que forma mas o menos el 50% del 1la-
tex y que fue la fuente de enzimas usada en el presente trg
bajo; finalmente, una cuarta capa constituida por un resi--
duo pastoso ligeramente amarillo.

3.~ Preservacidn de la Actividad Enziméltica. Para evi.

tar la pérdida de la actividad enzimdtica que se observaba
al mantener en congelacidn prolongada el suero del létex,se
sometid éste a una liofilizacibn. El polvo obtenido se con.
servb en un desecador a 5° C.

4.- Aislamiento y Purificacibén de la Enzima. El suero
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liofilizado se reconstituyd a su volumen original (90 mg’
de suero liofilizado por ml de agua) y se llevd a un pH de
5 con una solucibén de &cido acético al 10%, con lo cual prg
cipitb una buena parte de la proteina inactiva.

La enzima se purificd por métodos de filtracidn en ge-
les de Sephadex.* Primero a través de una cama.filtrante de
Sephadex G 100 de 2.7 cm de didmetro por 24 cm de largo con
un volumen total de 137 ml. Para montar la columna se pu--
sieron 7.5 g de gel seco en un vaso de precipitados con
agua destilada, se dejb sedimentar y se decantd varias ve--
ces para eliminar las particulas finas; la suspensidn se
virtié por porciones y a través de un embudo, sobre una co-
lumna de cromatografia llena de agua, cuyo extremo estaba
empacado con lana de vidrio y perlas de cristal. Cuando
las particulas de gel se sedimentaron formando una capa de
%3 a 4 cm de espesor, se abrid la llave de la columna, mante

niéndose un flujo lento del agua, repitiéndose esta opera--

cidén hasta la adicidn total del gel} Una vez empacada la

columna se colocélunT@aﬁ iltro circular sobre ella y se

enfribé a 5° C.

Eluyentes. Se;pfobarOn‘cbmo eluyentes soluciones amor
tiguadoras 0.02 y'0.0B M de fosfatos de sodio y de potasio
a pH 6.0, 6.6 y 7.0; en todos los casos se observd pérdida
considerable de la actividad. El mejor resultado se -obtuvo
eluyendo con agua bidestilada (destilada en vidrio).

La segunda filtracidn se efectud a través de una colum
‘na de DEAE Sephadex A 50 de grano mediano. El tamaiio de

la columna o cama filtrante fue de l.4 cm de didmetro por

*Los geles de Sephadex se adquirieron de Pharmacia, Uppsalg
Suecia.
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14 cm de largo, con un volumen total de 21.5 ml. Se ubili-
zaron l.5 g de gel seco que se hidrataron en un exceso de
agua; se dejd sedimentar y se decantd varias veces para eli
minar las particulas finas. Este gel hidratado se sometid
a un lavado por filtracidbn, con &cido clorhidrico 0.5 N cu-
yo exceso se elimind con agua; en seguida se tratd con hi--
drdéxido de sodio 0.5 N en una cantidad similar a la del éci
do, se lavbd nuevamente con agua y se neutralizd con &cido
acético diluido al 5%, suspendiéndolo finalmente en la solu
cién amortiguadora que se usd para eluir. ILa columna de
cromatografia llena de eluyente se cargd virtiendo la sus=--
pensidén de DEAE Sephadex A 50 en la forma descrita anteriog‘
mente para el Sephadex. Se colocd la muestra con una pipe—v
ta, dejandola resbalar por las paredes y se eluyd, en un ca
so, con una solucidn amortiguadora de fosfato de sodio 0.01
M, pH 6.0 con concentraciones crecientes de cloruro de so--
dioy en otro caso, se eluyd con soluciones amortiguadoras
de fosfatos de potasio con concentraciones crecientes de
cloruro de potasio. En ninguna de las dos ocasiones se pu-
do recuperar la actividad. Ia elucidn con agua destilada
fue, si no satisfactoria, la que dio los mejores resultados.

Todas las filtraciones y eluciones se llevaron a cabo
en un cuarto frio a 5° C. ¢colectédndose en tubos de ensaye
porciones de 4 ml, en el caso del Sephadex y de 5 ml en el
del DEAE Sephadex; esta oparacidn se hizo en un colector au
tomdtico. Ia presencia de proteinas se hizo evidente en
las diferentes porciones (tubos) midiendo la absorciSn de
los aminodcidos aromdticos de la proteina a una longitud de

onda de 280 mp.
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Nétese que ei NiD¥ no sbsorbe a 40 mp
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Al graficar el nimero de los tubos contra su correspon
diente densidad dptica, se obbtuvieron varias fracciones de
peso molecular diferente. Todos los tubos correspondientes
a una misma fraccibén se reunieron y liofilizaron para evi--
tar la desnaturalizacidén de la enzima.

Se tratd de purificar la enzima por filtracidn a tra--
vés de una columna filtrante de Sephadex G 200, pero el reE, ~'
dimiento fue tan bajo que se descartd el método. |

5.— Medicidn y Cuanteo de la Actividad Enzimdtica. B

Warburg observd que el NAD reducido, a diferencia de su for
ma oxidada, absorbia fuertemente la luz a 340 mp. La figu- |
ra 1 muestra el espectro derabsQrQién'de 1as 2 formas de di
cha coenzima. Sl Vi = T
Aprovechando este medio de distincidn entre las 2 for-
mas del NAD, se realizdé la medicidn de la actividad de nues i

tra enzima en un espectrofotdémetro Beckmann, Modelo D. U., i

con lémpara de cuarzo y siguiendo la transformacidn del
NADH en NAD" por desaparicibn de la banda de absorcidn a

240 mu. Las lecturas se hicieron a intervalos de 15 segun-

dos‘en el primer minutc y de 30 segundos en los siguientes.
BEn nuestra reaccidén se consume una molécula de NADH
por cada molécula de sustrato (piruvato) transformado; cono
ciendo la absorcidn molar que en las 2 formas de la coenzi-
ma es la misma (5.22 x 105), puede cuantearse la velocidad
de la reaccidn en moles de NADH consumidos, que correspon--
den exactamente al nimero de moles de sustrato transforma--

do. Ta férmula aplicada es:

. AD.O.
AC = g

donde /ic: cambio de concentracidén de NADH en el primer minu

o
s o ——w.‘._—_.—'_—J
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to

AD.O.: cambio de densidad Optica en el primer minuto.

£ absorcidn o extincidn molar.

Para el calculo de la velocidad de la reaccidbn, se to-
maron en cuenta las velocidades iniciales, 0o sean, las que
se observarian a tiempo cero, cuando el sistema carece de
productos y de otros factores que modifican la velocidad de
la transformacibn del sustrato. Estas velocidades inicia-- '

les se obtuvieron trazando la tangente al origen en las gré

ficas correspondientes.

Definiciones:

Unidad de actividad: cantidad de enzima que produce un

cambio do donsidad Spbica de 1.0 en un mimuto
Acbivided Especifica: Némero de unidades de activ

por ml de enzima. LR
Pureza: Unidades de actividad por mg de Proteina. 1 o
Rendimiento: Porcentaje de unidades totales. o

6.- Condiciones de la Incubacidén. La mezcla parajincu: .

bar contenia: |

0.4 ml de solucidn amortiguadora de fosfatos dé pbta——
sio 0.2 M, pH 7.0. |

1.0 ml de enzima (0.34 mg/ml de’agua).

1.0 ml de piruvato de sodio 0.16 M.
| 0.1 ml de NADH disuelto en solucidén amortiguadora de
Tris-HC1 0.005 M, pH é.?, en cantidad suficiente para dar
una densidad dptica inicial de la mezcla de 0.60 a 0.65 &
0.40 a 0.4% segin el caso.

0.5 ml de agua destilada para un volumen total de 3.0

ml.
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El blanco o control contenia todas las substancias ex

cepto el NADH, en cuyo lugar se puso la solucidn reguladora
en la que se disolvid éste. ILa reaccidn se puso en marcha

con la adicién del NADH; 1la temperétura se mantuvo constan-
te a 21° C. y las celdas usadas fueron de cuarzo con 1 cm

de espesor.

7.- Determinacidn de la Proteina. Para calcular la

concentracidn proteica enllas incubaciones se usaron 2 métg
dos, a saber: el de Biuret y el de absorcidn espeotrofotomé
trica a 280 my .

El reactivo de Biuret se prepard segin el método des--
crito en Methods in Enzymology (24). En casi todas las de
terminaciones se pusieron: 0.2 ml de la solucidn problema,
1.8 mnl de agua y 4.0 ml de reactivo de Biuret, que se ana--
dib6 con agitacibn; se leyd en un espectrofotdémetro Beckmann
D. U. a 540 mp, contra un blanco que consistid en 4.0 ml de
de reactivo de Biuret y 2.0 ml de agua. La concentracidn
de proteina de la muestra se calculd con la curva de cali--
bracién obtenida previamente con albimina de suero humano,
por el nétodo de Biuret.

Tn algunos casos se determind la proteina por el méto-
do espectrofotométrico leyendo la absorcidén a 280 mp y ha--
ciendo la correccidn de Kalckar (24) por presencia de &aci--
dos nucleicos que absorben en esta regidn con méximo a 260
my Concentracién de proteina = ;.45 D’O'géo -0 .74
D+0«ngq mg/ml, donde D.O.2gO ¥ DsOupgqy sOR las densidades
dpticas a 280 y 260 mp, respectivamente.

R.- Determinacidén del pH Optimo. En las incubaciones

para determinar el pH dptimo se usaron las siguientes solu

-

TR



~~~~~

17.
ciones amortiguadoras:
a) De fosfatos 0.2 M para un rango de pH de 5.7 a é.O
Solucidn A: KH,PO, (6.802 g/1)
Solucidn B: K HPO, " 3H,0 (11.411 g/1)
b) De Tris-HCl 0.2M, en un rango de pH de 5.5 a 5-7

Solucidén A: Tris (trihidroximetil amino metano)

Solucidn B: HOL (16.85 m1/1)

¢c) De citratos 0.1 M, en un rango de pH de 3 a 6.2
Solﬁcién A: Acido citrico (21.01 g/1)

- Sblucién B: Cisrato de sodio42H20 (29.4 g/1)

 Mezclando volfmenes variables de las soluciones A y B,

en cada caso, se obtuvieron las soluciones amorgiguadoras

‘que se emplearon en las incubaciones.

9.~ Determinacidn del Peso Molecular Aproximado de la

Enzima. Esta determinacidn se hizo por el método de cen--

trifugacidén con un gradiente d: sacarosa (23), comparando
el comportamiento de sedimentacidn de la enzima, con el de
la albimina de suero humano cuyo peso molecular es de
68,000.

Gradiente de Sacarosa. Se prepararon soluciones al 5

y 20% de sacarosa en solucibén amortiguadora 0.05 M de fos-
fatos a un pH de 7.0, las que se pusieron en los 2 compar-—
timientos del aparato descrito por Martin y Ames (23); és-
te permite mezclar ambas soluciones en proporciones varia-
bles, directamente en los tubos de centrifuga. En esta
forma se hicieron 3 soluciones con el mismo gradiente, con
densidad creciente a partir del menisco y con un volumen,
en cada caso, de 4.6 ml.

En los tubos 1 y 2 se pusieron 3.5 mg y 1.65 mg, res-

JE—y

S
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pectivamente, de la fraccidn 1 obtenida de la filtracidn
por Sephadex G 100 y 1.20 mg de albimina en el tubo 3. Ca-
da una de las muestras estaba disuelta en un volumen de 0.2
ml, lo que hace un total de 4.; ml por tubo.

Se centrifugaron en una centrifuga Spinco con "cabeza
balanceante", durante 16 horas a 35,000 rpm y a una tempe-
ratura de 0° C.; teminada la centrifugacibn se perford cui-
dadosamente el extremo inferior de los tubos con una aguja,
colectdndose de 24 a 25.5 fracciones de 12 gotas cada una.

A todas las fracciones de los tubos con muestra de en-
zima se les midid la actividad enzimdtica, se localizd la
porcibn mds activa, que corresponde a la de mayor concentra
cién dz enzima, y se calculd su distancia al menisco.

En las fracciones del tubo que contenia la albimina se
localizé la fraccibén de mayor concentracidn de proteina
por el método espectrofotométrico, leyendo la absorcidn a
2é0 my.

10.- Constante de Michaelis-Menten. Se determind la

constante de Michaelis, de la deshidrogenasa lactica del 14
tex Hevea, tanto para el piruvato como para la coenzima. En
el primer caso se mantuvo constante la concentracidn de
NADH y se varid la concentracidn de piruvato de sodio, usan
do diluciones 10, 20, 30 y 40 veces la solucidn madre, en

cada experimento. Se obtuvieron las velocidades iniciales

de cada caso en moles de NADH consumidos. El reciproco de

estas velocidades se grafic6d contra el reciproco de la con-

centracidn de sustrato correspondiente y de la grafica se
obtuvo la Km. de la enzima para el piruvato. En el caso de

la Km para la coenzima se procedid de la misma manera, sdlo
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que se mantuvo constante la concentracidn de piruvato y se

varidé la de NADH.

" B) RESULTADOS.

Dado que el sistema enzimitico del suero consumia NADH
sin suministro de sustrato, se supuso la existencia de un
tipo de deshidrogenasa dependiente del NAD y la presencia
en el mismo latex, del‘sustrato o los sustratos adecuados.

l.- Liofilizacidén. El suero liofilizado conserva du--

rante meses la misma actividad de la deshidrogenasa lactica
que el suero recién obtenido por centrifugacidn del latex
fresco; por el contrario, si el suero se conserva congela-
do, va perdiendo paulatinamente su actividad.

2.~ Modificacidén del pH. Al modificar el pH original

del suero que es de 6.6 3‘5.0 por adici6n de una solucidn
diluida de &cido acético, se'précipité parte de la proteina
inactiva que se eliminb jdnto bbh los residuos de hule, por
filtracidn en Buchner sobre celita de grado analitico. La
proteina precipitada fue de mas o menos el 30% del total.

3.~ Filtracidn en Sephadex G 100. ZIos 1l.740 g de sue-

ro liofilizado y precipitado a pH 5, se filtraron'por una
columna de Sephadex G 100 y se separaron 3 fracclones bien
definidas (Fig. 2) con un peso total de 1.6§b g que corres-
ponde a un rendimiento del 96.5%. De estos 1.680 g, 455 mg
corresponden a la fraccidn 1, que fue la Unica que tuvo ac-—
tividad enzimdtica y la que se usd en los experimentos pos-
teriores.

'Tas fracciones que se obtuvieron de la filtracidn por

Sephadex G 100 no consumieron NADH cada_una por separado.



En la mezcla de las tres si se observd actividad, no asi en
las combinaciones de las fracciones 1 y 2 y las fracciones
2y 3. En la mezcla de las fracciones 1 y 3 se observd un

consumo similar al de la mezcla de las 3 fracciones (tabla

2).

T A B L A

2

CONSUMO DE NADH SIN SUMINISTRO DE SUSTRATO

Material Enzimdtico

(AD.O.

Actividad o
Velocidad de reaccidn
a 340 mp en el
primer minuto)

Le— Suero total vivieerviecncesanes ceen

2.~ Suero dializado lh y 15 min.(parte no

dializable) .vevevenn A R

3.- Fraccidn 1 de 1la Flltra01on por Sepha‘fiff"
dex G 100 «.cvennn ceEre maeel

4,~ Fraccidn 2 de 1la Flltr301on por Sepha

dex G 100 ..... P et eteseanrs s rans

5.~ Fraccidén 3 de la Filtracidn por Sepha

dex G 100 ‘v eenvncosnoscncocsns .

o a ¢ 8000

6.~ Mezcla de las Fracciones 1, 2 y 3 del

SephadeX vesieeresassconceassnnas

7= Mezcla de las Fracciones 1 y 2 de la

filtracidn por Sephadex G 100 ..

8.— Mezcla de las Fracciones 2 y 3, idem ..

.- Mezcla de las Fracciones 1 y 3, idem...

0.0BlQ

0.0007
0.0005

0.0140

0.0066
0.0030
0.0140

En el suero dializado con agua destilada a través de
una mambrana de celulosa, se observd un descenso en el con-
sumo de NADH, gque se pensbé se debila a que el sustrato era
dializable, por lo que se procedid a dializar tanto la frac

cidn 1 como 13 3 y se medid el consumo de coenzima en todas

las combinaciones posibles de ellas.

la fraccibén 1, sometida a dialisis, y la fraccidn 3, parte

sin dializar, bajd notablemente la actividad enzimitica.

En la combinacidn de

.-Qg—_—_
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Las mezclas de la fraccibdn 1, parte no dializable, con la
fraccidn 3, parte no dializable, a distintos tiempos de
didlisis, mostrd consumos cada vez menores de NADH.

La substancia dializable de la fraccidn 3 se concen--
tré 5 veces su volumen original, por evaporacién en bafio
de vapor, se combind con la fraccidn 1, parte no dializa--
ble, y se incubd. La actividad enzimdtica fue bastante

grande como puede leerse en la tabla 3.

T A B L A 5

CONSUMO DE NADH EN LA COMBINACION DE LAS FRACCIO-
NES 1 Y 3 DE LA FIITRACION POR SEPHADEX G 100

AD.O. a 340 mp en

Material Enzimdtico. Mezclas de: el primer minubo

TLa parte no dializable de la fraccidn 1

-

y la fraccidn 3 sin didlisis +iveseveesn 0.012

Ia porcidn no dializable de la fraccidn
1 y la porcibn no dializable de la frac -
cidén 3, después de 15 min.de didlisis T. 0.058

Ia porcidn no dializable de la fraccidn
1 y la porcidn no dializable de la frac -
cidn 3, después de 35 min.de didlisis 7. 0.038

Ia porcibn no dializable de la fraccidn
1 y la porcidn dializable de la frac-- -
cidén 3, concentrada 5 veces su volumen.. 0.038

Todos estos experimentos nos indican que:

a) la fraccidn 3 contiene un cristaloide que actda co-
mo sustrato y que es termoestable.

,b) la enzima esté& presente en la fraccidn 1, parte no
dializable.

c) el hecho de que la enzima esté presente en la frac-
cidn 1 obtenida por filtracidn en Sephadex G 100, y que ha-

ya salido en los primeros tubos de la elucidén sugiere que,
e ———— et st . . s |
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debe ser mayor de 100,000,

4.+ Identificacidén de la Fnzima. Para identificar la

0 las deshidrogenasas presentes en el suero del 1ldtex se pu
so0 el suero en presencia de varios sustratos:

|
a) Oxalacetato de Sodio. Ia actividad enzimdtica del

suero en presencia del oxalacetato no sobrepasd a la basal
(la observada sin sustrato), como se ve en la Fig. 3, por
lo que se descartd la posibilidad de que existiera deshidro
genasa mélical

1
b) Piruvato de Sodio. El suero en presencia del piru-

vato de sodio y de la coenzima tiene una actividad gque so--

brepasa varias vecesfléibéééi ;ﬁﬂ51Vez agotado el NADH del

sistema, la actividad enzimdtica puede manifestarse nueva--—

mente por una segunda adicidn de o puede verse en

la Fig. 4, lo que indica Sin’iuga udas lafpfeééﬁéia’jde I

deshidrogenasa léctica en el suero.

5.~ Filtracién por DEAE Sephadex A 50. Ta purifica---
cibén lograda en la filtracidn por Sephadex G 100 fue de 3.5 {
veces la original (tabla 4). Para obtener una mayor purifi
cacidn se pasd por una columna de DEAE Sephadex A 50. Por
elucidn de 1.18 mg de la fraccidén 1 de la filtracidn ante—-
rior, en una columna de DEAE Sephadex A 50, se separaron 3
fracciones que llamamos A, B y C, respectivamente (Fig. 5).
Todas ellas presentaron actividad, siendo la fraccibn A la
mis activa (tabla 4). Ia purificacidn lograda en la frac--
cién A fue de 7.86 con respecto al suero original, pero el
rendimiento fue muy bajo, perdiéndose casi la totalidad de
la proteina (tabla 4), por lo que no fue posible hacer uso

de ella en los experimentos posteriores. » :
- cl . . -;7 - . " "
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Puri
figi
cion

SuAro

20

Ovl75 ; i;$;5§5u"f.113-70

24,75

100

0.229

100

Sobrena-
dante a

PH S

20

6 93.20

17.9

81.9

0.260

81.9

Fraccidn
1

20

0.223

iy 29.60

5.56

22 .4

78.8

Fraccidn
A

2.02 0.450 2.7

0.25

1.01

0.092

7 .86

Fraccidn
B

4.80 0.207 0.624

0.175

0.70

0.0216

4.80

Fraccibn
C

N

Q.43 0.105 - 0.315

0.187

0.75

0.0112

2.44
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6.~ Coeficiente de Sedimentacidn o Peso molecular Apro

ximado. En los tubos de centrifuga 1 y 2 con muestra enzi-

mdtica, se encontré la mayor actividad en la fraccidn 12 a
partir del menisco. ILa mayor concentracibén de alblimina en
el tubo 3 se localizd en la fraccidn é (Fig. 6).
La distancia del meniscd al fondo del tubo fue de 4.15

| cm en el primero y de 4.13 cm en el segundo y tercer casos.

| La relacitn de las distancias al menisco de la deshi—
drogenasa léctica y de la alblmina fue de 1.53177, que es
también 1a relacidn de los pesos moleculares:

g - _Distancia al menisco de la Deshidrogenasa léctica
“DlsTancia al menisco de Ia glbumipa de suero numano.

1.886°4 cm

0. 94162 om =T LB
P.M: de la Desh. léctica 5 ‘=-1;55177jf5;?f5*;3"

R =

P.M! de -la albimina
(61,000)

i
i

El peso molecular de lé.déshiardééﬁééé Ié6tica del la-
tex calculado de esta manefa“ééidé 1é9§OOO + 15%, bastante
parecido al feportado para;dééhidrogenasa 1§ctica de mamifg
“ros (buey) 135,000 + 15,000,

. [ w by . ) ’ . :, . N ! .
7+— Efectos dé;gﬁ;‘ La maxima dctividad de la deshidro

. H R Y : 3 - o ; . . . X ’
genasa lactica del latex de H. brasiliensis, se observd en

un rango de pH de 6.8 a 7.1 (Fig! 7).

8.- Nimero de,repambio. Tomando comd peso molecular

de la &nzima 129,000, con un solo dentro activo por molécu-
la, se calculd el nﬁme:o de recambio de nuesbra enzima qud

fue de 20,000 moles de sustrato por minuto y por mol de ed-
zima a 21° d. en una solucibn amorgiguadora 0.2 M de fosfa=-

tos pH 7.0.
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,ﬂglf Isoenzimas. Se hizo la electroforesis en gel de

'»almldon par separar las 1soen21mas, pero -la fr3001on l de

o las flltr301on por Sephadex G 100 mostrd una banda unlca, 10'

que: 1ndlca 1a ausencia de isoenzimas.

‘ ?75§10 - Efecto de Concentracidn de Enzima. Ia adtividéd

-~fde la deshidrogenasa lictica del suero del litex de H. bra-

51llen51s aumenta proporcionalmente a la cantidad de enzima

(Fig. 8), lo que indica que el ldtex carece de inhibidores
0 activadores que modifiquen el cémportamiento de la enzima

que nos ocupa.

11 ~ Constante de Mlchadhs—Ment'n

f Qecuac1on modificada por Llneweave’

-los datos experlmentales, se calculo

:“Tla?reacc1on de la deshldrogeqas

ruvato, observéndose que 1

:;QOhCéntracién del NADE};;M

constantesrla

EsLe ferdmen . reaccio-- .

hes en21mat1cas.coh do: ué”qﬁiéfé decir

que el NADH se comporta‘como otro ststrato. que compite con

el plruvato, por laen21maa ‘”
Tamblen se calcularon las Km de 1a reaccidn para el

- NADH a dos disbtintas concentr301ones de piruvato.

Las Km calculadas son las siguientes:

VPara piruvato:

9i5% x 10”7 M a .una concentracién de NADH de R.63 x
10_5 My 8.22 x lO"5 M a una concentracibdn de NADH de 6.47
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Fig. 9.~ Grdfica de la Ecuascidén de Michaelis Y

Menten modificada por Lineweaver ¥y Burke, para

el Cdlculo de la Km para el Piruvato s partir
de los Datos Experimentales,

x10' M T ' !

3 o concentracldn de piruvato = 5.43 x 10° M,
- 16 - “
v

s concentracicn de piruvator® 2.43 x 107 M.

L | 1
5 10 15 x10' M
1

NADH

Fig. 10.~ Grdfica de la Ecuascién de Lineweaver y
Burke para el Cdleulo de la Km de la Deshidroge-
nasa ldctica del Suero del Latex de Hevea brasie
liensis con respecto al NADH,
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% 1072 M (Pig. 9).
- Para el NADH:

7.89 x 1072 M y 2.071 x 107
- : -3 ' .
de piruvato de 5.43 x 10 5 My 2.4% % 10 - M, respectlvameE

6‘M, para una concentracidn

te (Fig. 10).
 Todos loS'expérimQHEBSIsé reélizaron a 21° C. en una

solucibn amortngQQQﬁafdg:fosfétbs 0.2 W de pH 6.8.




DISCUSION

'Ei_espectro de absorcidn del suero.del latex de la Ei"

“vea brasiliensis, muestra un miximo de absorcidn a 259 my. ,

el cual es caracteristico de bases pﬁrioas,'pirimidicas v

~_sustan01as que las contienen (dcidos nuclelcoo) También

' se demostro que la sola adicidn de: NADH él )

_;pone en marcha una reaccidn en21mat1'
la ooen21ma en NAD" , de lo que‘se~d

'trato ox1dado en el suero.a?

N

Para comprobar lo,anterlor se mldl

1actatd eh plruvato sin: adlclonar NAD

lafreacclon,aug
gue lenta, si tlene lugar 5 ﬁAD%'dUG existe
en el 1atey calculado a part_ 16ﬁ de la banda
de absorcidn correspondlente al NAD_ ' 45107 X '.I‘.O"3
moles de NAD" porml de sueroi \ | _ _

Es posible, por cuanto exiéﬁe NAﬁ£ én el'sﬁero, que la
deshidrogenasa ldctica se enéuéhﬁfe“ehiéi nonaré convertir
el pirdvico en ldctico como hemos estadb'haciendo nosoctros,
sino para transformar el ldctico en pirdvico que puede ser
transformado fécilmente en Acetil Coenzima A y ésta en hule

a través de varios intermediarios.

i
|
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¢
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Es probable que el piruvato ﬁresente en el suero, pu-- §

 aié£a ?rovenir de la deshidrogenacién del propionato para - ?
dar acrilato que, a su vez, por hidratacién, daria lactéto é
(26), cuya conversidén en piruvato cataliza la deshidrogena- i
sa ldctica. A pesar de ello, lo anterior no explica en mo-

do alguno el origen del propicnato.
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