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RESUMEN

Las isozimas deshidrogenasa isocftrica NADP

espec{ficas de Fundulus heteroclitus (L.) fueron examinadas.

Las tres isozimas exhiben diferencias en localizacion
subcelular y distribucion en tejidos. Las formas del higado
son polimérficas, una localizada en la mitocondria (IDH—AZ)

y la otra en el citoplasma (IDH-Bp). La tercera isozima
(IDH-Cy) es monomorfica y esta localizada en la mitocondria
del misculo blanco. Estas isozimas fueron purificadas y ca=-
racterizadas. Los masas moleculares nativa y de las sub-
unidades indican que ellas son dimeros de 90,000 daltones,
con una masa molecular de la subunidad de 45,000 + 3,000
daltones. Los puntos iscelectricos (pI) fuerom 5.19 y 7.0
para las isozimas del higado y 5.29 para la forma muscular.
Los estudios de desnaturalizacidn térmica mostraron que exis-
ten diferencias en estabilidad termica entre las isozimas en
el siguiente orden: IDH-B2 > IDH-A > IDH~C9. La cinética

de la desnaturalizacidn termica no fue de primer orden. Todas
las isozimas incrementaron su estabilidad térmica en
presencla de sustratos. Este efecto fue diferente para cada
una de ellas. Los estudios de cinética enzimidtica mostraron
que las lsozimas IDH siguen un mecanismo complejo ternario
sequencial como ocurre en otras deshidrogenasas NADP especi-

ficas. Estudios a pH(7.4) y temperatura (25°C) constantes

xii



mostraron que no hay diferencias en la RKm de isocltrato para
las isozimas del hfgado (IDH~Ap y IDH-Bp). IDH-C2

exhibio una mayor Km para isocitrato. La Km de HADP para
IDH-B3 fue menor que las de IDH-A, y IDH-Cy. La Vmax
exhibid marcadas diferencias entre las tres isozimas.
Mientras los estudlios a seils diferentes pH (25°C) revelaron
que Vmax y Km para isocitrato son independientes de pH, la Km
para NADP es dependiente de pH. El efecto de temperatura
sobre los parametros cinéticos tambien fue estudiado a pH
8.0 y fuerza ionica constante sobre un rango de temperaturas
de 10° a 35°C en incrementos de cinco grados. Estos estudios
mogtraron que la Vmax y Km para isocitrato y coenzima son
dependientes de temperatura. Los valores de energia de
activacidn (E,) para IDH-B9 ¥y IDH-C2 fueron 11 y 14
Keal/mol, respectivamente, y los coeficientes de tempera-
tura Qjqg fueron 1.79 y 2.3, respectivamente. Ambas isozimas
mostraron un valor de AG* de 15 Kcal/mol. Estos estudios
sugieren que la isozima citopldsmica del higado (IDH-B3)
tiene una tasa de catalisis mayor que la 1sozima del misculo
(IDH-C5). Los datos cinéticos fueronlusados para describir
el posible papel metabdlico de las diferentes isozimas

NADP-IDH de Fundulus heteroclitus.
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INTRODUCCION GENERAL

Los animales en diferentes hébitats se enfrentan a
una variedad de factores ambientales tales como: temperatura,
ox{geno, salinidad, pH, etc., a los cuales deben adaptarse.
Esta adaptacion puede ser expresada a diferentes niveles
biolégicos incluyendo: los conductuales, morfoldgicos,
fisiolégicos, genéticos, del desarrollo, etc.

Dos diferentes estrategias de adaptacidn pueden ser
empleadas. Los animales que se ajustan internamente con res-
pecto al medio ambiente externo, se denominan conformadores.
Aquellos que mantienen su medio ambilente ihterno cons;ante
con respecto al externo se denominan reguladores. Aunque es-
tas dos estrategias de adaptacion son diferentes, ambas per-
miten el mantenimiento de homeostasis. Por ejemplo, cuando la
temperatura externa cambia, la temperatura interna de leos
conformadores (i.e., poikilotermos) tambien cambia, pero la
temperatura de los reguladores (l.e., homeotermos) no cambia.

La adaptacion puede ocurrir en diferentes perfodos
de tiempo: (i) respuestas directas se logran por medio de un
incremento o decremento inmediato de ias tasa metabdlica;
(i1i) respuestas compensatorias generalmente toman de dfas a
semanas para la aclimatacidn; y (11i) adaptaciones evolutivas
se logran solamente en perfodos muy largos de tiempo (varias

generaciones)(Wohlschlag, 1964; Somero, 1969; Proser, 1975).



Los mecanismos empleados en estos tipos de adaptacion han
sido revisados por Prosser (1967,1973,1975).

Mf tesis trata sobre el efecto de temperatura y pH
en la deshidrogenasa isocitrica NADP especifica del pez

poikilotérmico, Fundulus heteroclitus. Este capftulo intro-

ductorio es dedicado a (1) el animal modelo Fundulus
heteroclitus y su medio ambiente; (2) una revision del papel
de las isozimas; (3) una revision del papel metabolico de 1la

NAD-IDH y NADP-IDH; y (4) las metas especf{ficas de la tesis.

1. FUNDULUS HETEROCLITUS: EL ORGANISMO MODELO.

Phylum: Pisces

Clase: Osteichthyes - Peces Oseos

Orden: Atheriniformes (Cyprinodontiformes: Microcyprini)
Familia: Cyprinodontidae

Género: Fundulus

Especie: heteroclitus (Linnaeus)

Nombre comidn: Mummichog (A.F.S., 1980)

Los adultos son generalmente de 5 a 10 cm de
longitud, con algunos individuos hasta de 12 a 15 cm. El co-
lor es verdoso oscuro de arriba y amarillento de abajo. Los
machos presentan numerosos puntos blancos o amarillos en los
lados. Las aletas son medianas y oscuras; la aleta dorsal
puede tener una mancha negra en el ultimo rayo. Las hembras

tienen aletas medianas con rayas verticales oscuras en la



aleta caudél, aunque €stas, a menudo, no se éresentan (Eddy,
1957). Ambos sexos muestran cambios adaptativos en la
intensidad del color dependiendo del trasfondo (Newman,
1970). La familia Cyprinodontidae contiene 48 especles. De
€stas, 24 son del genero Fundulus, 15 de las 24 son especies
de agua dulce. Las nueve restantes aparecen en ambas agua
salada y dulce o en agua salobre. Ocho especies se encuentran
a lo largo de la Costa del Atldntico y una especie a lo largo
de la Costa del Pac{fico (A.F.S., 1980).

Desde el punto de vista morfoldgico, el género es
muy diverso, y varian en talla, proporciones del cuerpo, con-
ducta, hdbitat y fisiologfa. Por estas razones las relaciones
entre las especies del género soun conflictivas y han sido
frecuentemente divididas dentro de varios generos.

Estudios morfologicos (Farris, 1968) y hematoldgicos
(6Griffith, 1972) proveen un panorama completo del género y
sirven como base solida en estudios evolutivos. Las
clasificaciones basadas en cariotipos (Chen, 1971) muestran

que Fundulus heteroclitus tilene un cariotipo derivado que lo

mantiene en una posicidn importante en la filogenia. Griffith
(1972) concluye que el Fundulus ancestral fue una especile
eurihalina de agua salobre, y que la subsecuente evolucion
del género incluye el aislamiento de las poblaciones en agua
dulce. Basados en la similitud de las formas y las carac-

ter{sticas, el "stock basal" de Fundulus esta representado



.actualmente por F. heteroclitus en la Costa del Atlantico,

F. grandis en la Costa del Golfo, y F. parvipinis en la Costa

del Pacifico, lo cual se cree es ilmportante para la es-
peciacidn y evolucidn del género. Otros estudios incluyendo
aquellos basados en zoogeografia (Relyea, 1967), hibridiza-
ciocn (Setzer, 1970), parasitos (Dillon, 1965), conducta
(Foster, 1967), bioquimica (Flemming et al, 1962), evidencia
fédsil (Yyeno y Miller, 1962), andlisis de protefnas de suero
(Griffith, 1972), y andlisis genético de especies re-
presentativas (Powers, no publicado), proveen evidencia de 1la
estrategia evolutiva del género Fundulus.

Miller (1955) da un rango para F. heteroclitus de

Labrador al Noreste de Florida. Eddy (1957) describe al pez
como una especle de agua salobre, que entra a agua dulce
desde Maine hasta Texas, en EU. Leim y Scott (1966) dan el
rango desde Newfoundland, Canada hasta el Rio Matanzas en

Florida.

F. heteroclitus es tipicamente encontrado en es-

tuarios de marea, bahias y esteros. En cilertas areas
geograficas locales los peces se mantienen en un rango es-
trecho en los sistemas pantanosos aislados durante el verano
(Lotrich, 1975). Los peces tambiéﬁ permanecen en 1los mismos
pantanos durante los meses de invierno, siendo activos y
moviéndose contra la corriente en dreas pantanosas de mas

baja salinidad media (Fritz et al, 1975). Bigelow y Schroede}



(1953) han sugerido que la mayorfia de los mummichogs en el
Golfo de Maine pueden ser encontrados entre 80 metros de la

costa. Este rango de persistencia de F. heteroclitus en una

drea, indica la conducta relativamente no-migratoria de la
especie, 1o cual puede ser muy Iimportante para estudios
bioqufmico-genéticos (Powers y Place, 1978), y para cor-

relaciones con temperatura ambiental. F. heteroclitus es en-

contrado en uno de los gradientes termicos mds agudos del
mundo, con grandes variaciones estacionales en la temperaturs
de cada localidad (Powers y Powers, 1975; Powers y Place,

1978).

F. heteroclitus es comiin en ambas agua dulce y de

mar (De Sylva et al, 1962) y es posible que su tolerancia a
altas salinidades refleje la habilidad de la especie para
ajustarse a cambios de salinidad. La salinidad favorita de

Fundulus heteroclitus es aproximadamente 17.43 p.p.t.

(mesohalina), sin embargo, ellos pueden tolerar agua dulce
(menor de 1 p.p.t.) sin presentar problemas o mostrar
mortalidad apreciable (Griffith, 1972), Pickford (1953) y
Burden (1956) demostraron que hipofisectomfa previene la

sobrevivencia de F. heteroclitus enm agua dulce, el cual

normalmente tolera egste medio con facilidad. Ademas bajo

hipofisectomia F. heteroclitus mostro una marcada cafda de

los niveles de electrolitos en suero (Griffith, 1972).



Joseph y Saskena (1966) no notaron mortalidad de F.
heteroclitus abajo de salinidades de 100 p.p.t. y observaron
sobrevivencia hasta 134 p.p.t. (salmuera), pero bajos niveles
de calcio en medios hipertonicos influyen la habilidad
osmoregulatoria del pez. De acuerdo a Foster (1967), el ani-
mal no muestra preferencia cuando se le'coloc; en gradientes
verticales de salinidad, y se adapta tan eficientemente a
cambios de concentracion, que el consumo de ox{geno es igual
para individuos aclimatados en agua dulce y en agua salada
(Garside y Kee, 1972). Estudios fisioldgicos en pez han
mostrado que el comsumo de ox{geno, de peces en descanso, es
independiente del oxfgeno presente disuelto en el agua, hasta
valores de por lo menos 507 de saturacion con aire (Hart,
1969). De acuerdo a Griffith (1972), el consumo de ox{geno en

F. heteroclitus es independiente de los niveles de oxigeno

del ambiente aun a niveles muy bajos.

La tolerancia termica de F. heteroclitus es igual-
mente alta. Umminger (1969) fue capaz de mantener mummichogs
vivos a ~-1.5°C por perfodos mayores de dos meses. Garside y
Kee (1972) han registrado temperaturas medias letales tan
altas como 36°C.

Fundulus heteroclitus es un animal ov{paro y poli-

gamo (Newman, 1907). Los huevos son colocados naturalmente en
racimos de 10-300 escondidos en la parte interna de las hojas

de Spartina alterniflora (Taylor et al, 1977) o en conchas




vacias del mejilldn del Atlantico Geukensla demissa (Able y

Castagna, 1975). En las poblaciones naturaleg de Fundulus
heteroclitus, el desove ocurre cfclicamente a traves de la
estacidn reproductiva. La madurez gonadal y desove de machos
y hembras es maxima durante los dias que coinciden con luna
nueva o luna llena. El ritmo de desove es un componente
importante de la secuencla reproductiva que parece ser de
significado adaptativo en el medio ambiente de los pantanos
de marea., El tiempo de desarrolle de los huevos dura de 8 a 9
dias y la eclosidn ocurre durante la fase ascendente del
ciclo de marea semilumar (Taylor et al, 1979). El ciclo de

desove de F. heteroclitus es acompafado por cambios cfclicos

de hidratacicdn del ovario, la talla del huevo y el dasarrollo
folicular (Taylor y DiMichele, 1580). La corionasa (enzima de
eclosidn) que digiere el coridn que rodea al embridn de F.
heteroclitus produce fragmentos peptfdicos solubles en agua,
y requiere de cationes divalentes para su actividad
(DiMichele et al, 1981). La incubacidn de huevos en agua
ajustada a rangos de salinidad, pH y temperatura dentro del
rango fisioldgico de la especle, no tiene efecto directo
sobre la eclosidn; sin embargo, agua y concentraciones bajas
de oxigeno disuelto son necesarios para que ocurra eclosiocn
(DiMichele y Taylor, 1980). Estudios sobre el mecanismo de

eclosidn en F. heteroclitus han revelado que la talla de las

celulas y la actividad de la corionasa es maximizada en el



décimo dfa y de ah{ en adelante permanece constante hasta

hasta la eclosidn (DiMichele y Taylor, 1981). F. heteroclitus

tiene una estacion de crianza relativamente corta, la cual se
extiende desde Junio a través de la primera mitad de Julio en
Woods Hole, Massachussets, y de finales de Mayo a finales de
Agosto en Beaufort, North Carolina (Brummett, 1966).

Boyd y Simmonds (1974) describieron un sistema ‘'de
criadero para la produccidén natural de huevos de Fundulus
heteroclitus a traves del afio. Ademas, también producen
huevecillos sin fibrilla corionica, permitiendo la obser-
vacion directa del embrion en desarrollo sin manipulacidn del

huevo. F. heteroclitus fue una de las especies de peces

seleccionadas para experimentar junto con material lunar
durante el programa Apollo Lunar Quarantine (Simmonds et al,
1972; Simmonds, 1970).

Estudios sobre la dindmica de produccidn de

poblaciones de F. heteroclitus en esteros de marea, han

mostrado que ellos hacen una contribucion importante en la
transferencia de energfa a pantanos de marea (Meredith y
Lotrich, 1979). Peces jdvenes del afio contribuyen por lo
menos con el 78% de la produccion anual. Lotrich (1978)

afirma que la conducta estacionaria de F. heteroclitus puede

ser benéfica energeticamente durante la captura de la presa

y puede ser una explicacion parcial de su alta productividad.
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Debido a su amplia distribucidn geogrdfica, es probable que
esta especie tenga una funcion importante en el flujo de
energ{a en otros pantanos de marea del Este de los E.U.
(Meredith y Lotrich, 1979). Valiela et al (1977) reporta que

1.5% de la produccion total en F. heteroclitus es usada en

productos gonadales. Esta especie es uno de los peces re-
sidentes ma’s abundantes y un componente importante en la des-
cripcion del flujo de energfa en los pantanos de marea de la
costa del Atlantico. Las estimaciones de produccion para las
poblaciones naturales de Fundulus son entre las mds altas por
unidad de drea registradas por pez (Valiela et al, 1977;
Meredith y Lotrich, 1979).

De Sylva et al (1962) y Schmelz (1964) reportan que

el contenido estomacal de F. heteroclitus consiste princi-

palmente de larvas de insectos bentdnicos, invertebrados, de-

tritus y algas. La alta productividad de F. heteroclitus

junto con su baja dependencla por detritus de plantas y
materiales de plantas vivas para su nutricidn, sugiere que
éste es un importante carnfvoro en los pantanos de marea
(Meredith y Lotrich, 1979). Es tambi€n un importante predador
de invertebrados (Kneib, 1980), y es considerado como especile
forrajera Importante para otros peces (Bigelow y Schroeder,
1953). En comparacidn con otras especies de peces, F.
heteroclitus tiene una eficiencia de asimilacidn mas alta que

el promedio y una eficlencia de crecimiento total menor que
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él promedio. Los costos metabdlicos responden en promedio por
el 69% de la energfa ingerida. Las tasas de excrecidn son
tambie€n altas (Welsberg y Lotrich, 1982).

La fluctuacidn ambiental es caracter{stica del

habitat de F. heteroclitus. La temperatura del agua en zonas

de marea var{a estacionalmente y durante el dfa, segun la
direccion del flujo de marea y la localidad. La temperatura
var{a de 1°C en enero a 22°C en septiembre, con diferenclas
de temperatura de 4° a 10°C entre la pleamar y baja mar
(Valiela et al, 1977). En los pantanos salobres (Nixon y
Oviatt, 1973) la temperatura estacional var{a de -0.5°C a
30°C; el rango de temperatura anual var{a de 0°C a 34°C, con
un promedio de 25°C (Erkenbrecher y Stevenson, 1977). Se han
encontrado correlaciones significativas entre la temperatura
media del agua y la latitud. Debido a la amplia distribucidn

de F. heteroclitus, éste es encontrado en un gradiente ter~

mico muy agudo. Por lo tanto, las fluctuaciones de salinidad
y temperatura afectan su hdbitat, y la temperatura es pro-
bablemente un factor ifmportante a considerar debido a su
marcado efecto en los procesos metabdlicos.

Estudios de genética bioqufmica en Fundulus
heteroclitus han mostrado que diferentes sistemas enzimiticos
son altamente polimorficos (Whitt, 1969; 1970b, Place y
Powers, 1978, etc.). La existencia de diferentes genotipos en

el pez puede ser ventajoso, ya que se pueden lograr reajustes
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compensatorios debido a variaclones de temperatura., Cuando se
examinaron algunos genotipos a traves de toda su distribucion
geografica, la frecuencia de la variacidn de los genes con la
latitud se encontro altamente correlacionada con la tem-
peratura ambiental (Powers y Powers, 1975; Powers y Place,
1978; Cashon et al, 1981). Muchos estudios bioqufmicos deta-
llados en diferentes slstemas enzimdticos en Fundulus
heteroclitus han sido llevados a cabo (Powers y Powers, 1975;
Place y Powers, 1978, 1979; Cashon, 1981) para elucidar las
propiedades funcionales y estructurales de diferentes
genotipos. Tambien se han mostrado correlaclones entre el

tiempo de eclosidn del embridn de F. heteroclitus, y su re-

gsistenclia al nado, con el genotipo LDH-B (PiMichele y Powers,
1982b-y a).

En resumen, la amplia distribycidn y abundancila de
este pez a lo largo de la costa del Atldntico y a traves de
la Bahia de Chesapeake, lo hace un excelente "modelo”
biolégico en muchos campos de investigacién, por ejemplo,
biologfa molecular, bioqufmica, toxicologfa, biologfa del de-
sarrollo, fisiologfa, embriologfa, parasitologfa, histolegia,
endocrinologfa, sistematica y evolucidn. Las poblaciones son
relativamente continuas desde Canadd hasta Florida, y es-
pecies cercanamente relacionadas se extienden hasta Texas y
México. La vasta literatura disponible (Huver, 1973) en

muchos aspectog de la biologfa de Fundulus heteroclitus pro-
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porciona excelentes bases para el dasarrollo de nuevos en-

foques en investigacidn y teorfias evolutivas.

2. EL PAPEL DE LAS ISOZIMAS:

En la mayorfia de los tejidos animales, muchos
sistemas enzilmdticos han sido resueltos,dentro de formas
moleculares multiples, y una gran varfiacidn proteica ha sido
observada (Prakash et al, 1969). Estas formas multiples son
llamadas 1sozimas (Markert, 1975). Las isozimas codificadas
por diferentes locl genéticos son denominadas isozimas
multi-locus y son obtenidas de genes duplicados evolutiva=-
mente., Estas pueden exhibir diferente distribucidn en los
tejidos y localizacion celular. Las variantes genéticas de
una isozima, codificadas por un solo locus genético, son de-
nominadas isozimas alélicas o alozimas.

La temperatura es un factor del medio ambiente
importante capaz de inducir cambios en la estructura, funcion
y actividad de las enzimas (Hochachka y Somero, 1973). Las
isozimas pueden ser inducidas por tensidn ambiental y ser be-
néficas al organismo en que ocurren (Redding y Schreck,
1979). Algunas isozimas tienen propiedades fuﬁcionales ven-
tajosas dnicas (Powers, 1972; Powers y Powers, 1975; Place y
Powers, 1979; Tanis et al, 1973; Carter et al, 1973).

En los peces teleosteos, las formas enzimatilcas

miltiples pueden asegurar que, bajo clertas condiciones de
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,présiJn'y teﬁberatufa, una forma activa de la enzima este’
presente (Somero, 1975a). Por ejemplo, la deshidrogenasa
isocitrica (Moon y Hochachka, 197la y b; Baldwin y Hochachka,
1970) y estearasa de acetilcolina de la trucha tienen
isozimas t€rmicamente inducidas. En los salmones, se cree que
él alto grado de heterogeneidad enzimatica es debido a 1la
sintesis de isozimas dnicas. Tal heterogeneidad incrementa la
flexibilidad y adaptabilidad molecular de las especles al en-
frentarse a medios ambientes té€rmicamente fluctuantes (Moon,
1975).

Alteraclones cualitativas de los patrones 1sozi-
miticos pueden también ocurrir como resultado de aclimatacion
a temperatura (Wilson et al, 1975). As{, los efectos de tem-
peratura sobre enzimas homdlogas pueden ayudar a entender los
mecanismos de adaptacidn enzimdtica y su significado
evolutivo (Somero, 1969b; Hochachka y Somero, 1973). '

Los mecanismos de adaptacidn de las isozimas a la
temperatura han sido tambien investigados por medio del es-
tudio de propiedades cindticas, f{sicas y termodindmicas. De
los datos de la deshidrogenasa lfctica LDH~My4 del pez
dorado Wilson, (1977a) ha sugerido que la seleccion de la
magnitud de los pardmetros termodindmicos de activacion puede
haber sido importante en la evolucion de LDH. Diferencias en
la magnitud de los pardmetros de activacidn, que condujeron a

diferencias marcadas en las eficiencias catal{ticas de en-

~
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zimas homdlogas, puede ser debido en parte a un incremento en
la formacidn de enlaces débiles durante la generacion de com-
plejos activados enzlima-sustrato. Muchas reacclones cata-
lizadas por las enzimas de poikilotermos tienen pariﬁetros
termodindmicos de activacidn ma's bajos que las de las reac-
ciones homdlogas en homectermos (Low y Somero, 1974).

Cambios de temperatura producen modificaciones en la
afinidad enzima-sustrato de la enzima deshidrogenasa ldctica.
Una reduccidn de temperatura da como resultado una dis-
minucidn en los valores de Km (Burgos et al, 1973). Corre-
laciones entre las temperaturas del ensayo y la Km sugleren
que se pueden lograr en parte compensaclones de cofto plazo
de las tasas metabdlicas durante fluctuaciones de tem-
peratura, a traves de variaclones en la Km (Scomero, 1975b;
Hochachka y Somero, 1973). Tales correlaciones han gildo
tambien estudiadas en deshidrogenasa lactica de musculo (Mer-
ritt, 1972; Wilson, 1977a; Yancey y Somero, 1978). Asf, las
especies poikilotermicas estdn, generalmente, enzimitica-
mente adaptadas para sus medios ambientes térmicos (Somero,
1969b).

Otro pardmetro ffsico importante a considerar es el
pH. E1 pH de los fluidos extracelular e intracelular de los
poikilotermos cambia con la temperatura del cuerpo de -0.015
a -0.020 pH unidades por °C, i.e., el pH varfa inversamente

con la temperatura del cuerpo (Rahn et al, 1975; Wilson,
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1977a), Estudios en diferentes sistemas de enzimas han
mostrado cambios en el pH optimo (Hoskins y Aleksink, 1973;
Rosenmann et al, 197%).

En adicion a los efectos de temperatura y pH sobre
la estructura y funcidn de las isozimas, estudios sobre la
estructura molecular de éstas a traves de la de sequencia de
amino dcidos y analisis cristalograficos proveen detalles de
las relaciones genéticas y evolutivas, y el probable origen y
funcidn de las isozimas en la regulacidn de vias metabdlicas
(Horecker, 1975). El1 efecto de iones, metabolitos, cofactores
e Interacciones de subunidades en las isozimas, suministra
informacion sobre la expresidn actual de €stas en la forma de
moleculas proteicas funcionales (Shaklee, 1975; Braswell,
1975; Ainsle y Cleland, 1982). |

Las isozimas constituyen una fuente abundante para
estudios de poblaciones y evolucion. Los loci de enzimas
polimdrficas han sido ampliamente usados para medir la
frecuencia de alelos en poblaciones (Powers y Place, 1978;
Cashon et al, 1981). Los patrones espaciales de la frecuencia
de genes de muchos diferentes loci permiten una estimacion
de posibles presiones de seleccidn cuando se acoplan con
otros estudios. Una gran cantidad de variacion genética de-
tectada electroforéticamente entre poblaciones naturales ha
sido estimada en Drosophila (Lewontin y Hubby, 1966), en la

anguila (Taniguchi y Numachil, 1978), en la merluza (Smith et
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al, 1979), en el salmon del Atlantico (Cross y Payne, 1977),

y en Fundulus heteroclitus (Whitt, 1970b; Mitton y Kohen,

1975; Place y Powers, 1978; Cashon et al, 1981).

Las formas por las cuales las isozimas pueden ser
generadas han sido estudiadas en una amplia variedad de
organismos. Evidencia de duplicacién de genes en la des-
hidropgenasa isoc{trica NADP especifica ha sido mostrada en la
trucha arcoiris (Allendorf y Utter, 1973), en el pez dorado y
la carpa (Quiroz-Gutierrez y Ohno, 1970), y en el frijol de
soya (Yong et al, 1981). Formas miltiples de enzimas pueden
tambien surgir por medios quimicos o fifsicos no-genéticos
(Markert y Whitt, 1968), a traveés de alteraciones secunéarias
en la estructura de especies de polipéptidos aisladas. Las
isozimas también son dtiles para determinar el origen de
ciertos alelos en poblaciones naturales (Minezawa et al,
1980), o la evolucion de sistemas de enzimas (Whitt et al,
1975; Yoshida, 1975). La extensa variacion proteica en una
gran variedad de poblaciones naturales ha sido también el
foco de discusion entre las dos escuelas de pensamiento
evolutivo: la seleccionista y la neutralista (revisadas por
Lewontin, 1974). Los neutralistas mantienen que las variantes
proteicas son adaptativamente equivalentes o selectivamente
neutras (Kimura, 1968; 1979), y los seleccionistas sostienen
que los polimorfismos observados entre las poblaciones son

formas no-equivalentes mantenidas por seleccidn natural.
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Una gran cantidad de evidencia experimental apoya
el punto de vista de que los polimorfismos entre locl en-
zimdticos son no-equivalentes (Johnson, 1974; Wills, 1975;
Scandalios et al, 1972; Place y Powers, 1979, etc.). En
Fundulus, las isozimas alélicas de la deshidrogenasa ldctica
tienen sutiles diferencias estructurales y catalfticas (Place
y Powers, 1979; Place, 1979), que se reflejan al nivel de
todo el organismo (DiMichele y Powers, 1982a y b). Las
alozimas de otros sistemas enzimdticos en Fundulusg como la
deshidrogenasa malato MDH-A (Cashon, 1981) y la isomerasa
glucosa fosfato GPI-B (Van Beneden, no publicado) han también
mostrado tener diferencias significativas en algunas de sus
propiedades f£{sicas y cinéticas. Estos datos son consistentes
con, pero no prueban, el punto de vista selecclionista., Hasta
la fecha, ambas escuelas de pensamiento neutralista y selec-
cionista estan tedricamente apoyadas por una gran cantidad de
trabajo experimental y matematico; sin embargo, esta con-
troversia permanece aun sin solucidn.

La abundante literatura disponible sobre el uso de
lag isozimas en estudios de estructura molecular, biologia
del desarrollo, funcidn fisioldgica, y genética y evolucion
(Markert, 1975) constituyen la mejor prueGa de su importante
papel en el entendimiento y la solucidn de preguntas

fundamentales en muchos campos de la biologfa.
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En resumen, los organismos generalmente sintetizan
la mayor{a de sus enzimas en varias formas moleculares dis-
tintas denominadas isozimas. Su 1ocalizaci6n en un tejido es-
pec{fico, o estructura celular, puede llenar requerimientos
metabdlicos especializados. El conocimiento de su estructura
y propiedades cinéticas provee la clave para el entendimiento
de su papel en la fisliologfa de las células, asi como su
origen genético y evolutivo. Las evidencias sugieren que la
variacidn proteica tieme significado adaptative. Sin embargo,
el significado de tal variacidn proteica es un asunto en con-
troversia adn no resuelto y constituye el foco central de

muchos estudios evolutivos recientes.

3. DESHIDROGENASA ISOCITRICA NADP ESPECIFICA: EL SISTEMA

PROTEICO MODELO.

La enzima Deshidrogenasa Isocitrica NADPt: es-
pecffica [threo-Ds-Isocitrato: Oxidoreductasa NADPt (Des-
carboxiladora) E.C. 1.1.1.42] cataliza la descarboxilacidn
oxidativa de isocitrato aA-cetoglutarato y requiere de iones
metales divalentes como Mn2+ o Mg2+ para ser activada. Un
segundo tipo de deshidrogenasa isocitrica requiere de NADT
como aceptor de electrones. La reaccion general catalizada
por los dos tipos de enzima es idéntica:

Isocitrato + NADPY (NAD*) —— c-cetoglutarato + COz *

NADPH (NADH) + Ht AG°' = =5.0 Kcal/mol
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Ambas deshidrogenasas isocftricas ligadas a NADP y
NAD ocurren en la mitocondria de la mayoria de los organismos
pero la segunda es encontrada exclusivamente en la
mitocondria, mientras que la primera estd presente en ambas
mitocondria y clitoplasma. La enzima ligada a NAD es una en-
zima alostérica que requiere ADP como un modulador de
actividad espec{fico. La enzima ligada a NADP no ha sido
clasificada como alosterica. La mayorfa de la evidencia dis-
ponible indica que la deshidrogenasa 1socf{trica NAD es-
pec{fica es el catalizador principal para la oxidacidn de
isocitrato en el ciclo del decido tricarboxflico; es decir,
sirve principalmente en respiracidn, transfiriendo electrones
de sustratos hacia ox{geno.

La deshidrogenasa isocf{trica NADP especifica se cree
que sirve principalmente en la transferencla de electrones de
los intermediarios del catabolismo a los intermediarios de
bios{ntesis, pero puede bajo ciertas circunstancias par-
ticlipar en la oxidacidn de isocitrato en la mitocondria
(Lehninger, 1975).

Los mecanismos de descarboxilacidn oxidativa de
isocitrato a o-cetoglutarato han sido mostrados por Colman
(1975) en corazdn de puerco. Ambas enzimas NAD y NADP es-
pecificas mostraron mecanismos similares en la descar-
boxilacion oxidativa de isocitrato. La Figura I.l muestra el

mecanismo postulado para la descarboxilacicn de isocitrato
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catalizada por la enzima NADP-IDH (Colman, 1975). Otro
mecanismo de catdlisis para la enzima IDH ha sido propuesto
por Walsh (1979).

Las propiedades regulatorias de la enzima NAD es-
pecffica no han sido bien entendidas y no se ha asignado una
funcion metabolica clara a ninguna de las isozimas NADP es-
pec{ficas. As{, ellas han sido el tema de considerable inte-
. rds con objeto de esclarecer sus papeles metabdlicos. Sin em-
bargo, los resultados de muchos estudios, han sido inter-
pretados de diferentes maneras, y exliste un considerable de-
sacuerdo entre varios autores en relacidn al papel de las en-
zimas NADP especificas (mitocondrial y citopldsmica) y su re-
lativa contribucién hacia la oxidacidn de isocitrato para la
produccidn de energia.

Kaplan et al (1953) ha mostrado que en la
mitocondria, la reduccidn de NAD por isocitrato ocurre sdlo
cuando NADP esta presente. Esto sugiere un sistema de trans-
hidrogenacion entre NAD y NADP, que incluye a la deshidro-
genasa isocftrica NADP espec{fica. Ademds, Kaplan et al
(1956) mostrd que la oxidacidn de isocitrato en presencia de
NADP no resulta en fosforilacion; sin embargo, en presencia
de NAD y NADP ocurre fosforilacidn. Por lo tanto, la oxida-
cidn de NADH y NADPH procede a traves de diferentes vias en
la mitocondria del hfgadoe de la rata, y su funcidn es donar

equivalentes reductores hacia la cadena respiratoria. Los
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mismos resultados fueron obtenidos por Ernster y Navazio
(1956, 1957), Stein et al (1959), y Tager (1966). Los
trabajos de Goebéll y Klingenberg (1963a, 1963b, 1964) han
demostrado convincentemente que en mamiferos, péjaros e
insectos, ambas deshidrogenasas isocftricas NAD y NADP es-
pecf{ficas juegan un papel importante en la oxidacicn de
isocitrato, pudiendo ser la ruta principal a través de la en-

zima NAD-IDH. Las dos v{ias son:

Isocitrat NAD-IDH ( WADH Cadena Respiratoria
so o s aden esp
Isocitrato NADP—IDH; NADPH Transhidrogenasa | NADH <
7 7

Cadena Respiratoria.
Goebell y Kinglenberg (1964) suponen un papel especial para
cada una de estas enzimas. La enzima NAD-IDH es pa;te de 1la
funcién normal en el ciclo de dcido tricarbox{lico en la
oxidacidn total de sustratos para la generacidn de energfa en
forma de fosfato y la enzima NADP-IDH estd envuelta en los
procesos sintéticos consumidores de hidrogeno. En base a las
diferencias en especificidad de tejido y localizacion intra-
celular de las isozimas NADP-IDH del ratdn, Henderson (1965)
tambien sugiere que en la mitocondria el NADP reducido por
la enzima NADP-IDH es utilizado en respiracion via trans-
hidrogenacidn de nucledtido de piridina.

Stein et al (1967) mostrd que la via de trans-
hidrogenacidn de NADP-IDH para la oxidacidn de isocitrato

predomina en la mitocondria de hfgado y corazdn de man{feros,
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y que la-vfa a través de la enzima NAD-IDH predomina en la
mitocondria del cerebro e hfgado. Estudios cinéticos de la
enzimas mitocondriales NAD-IDH y NADP~IDH en el higado de 1la
rata (Nichols y Garland, 1967) indicaron que la NAD-IDH con-
tribuye con el 50-70% de la oxidacidn de isocitrato en la
mitocondria para la cadena respiratoria. La tasa adicional de
oxidacidn de isocitrato es contribuida por la enzima NADP-IDH
a traves del sistema de transhidrogenacign. Otra posibilidad
para el control de NAD-IDH pudiera ser un desplazamiento del
equilibrio de isocitrato al otro lado de la membrana
mitocondrial interna, resultando en una disminucidn de la
concentracidn de isocitrato mitocondrial.

En estudios bloquimicos comparativos de las isozimas
NADP-IDH de ratdn, Pegoraro y Lee (1979) concluyeron que sus
datos son consistentes con la vfa citopldsmica-mitocondrial
propuesta por Kaplan (1972), siendo la forma mitocondrial mas
favorable para la reduccién de A-cetoglutarato que la forma
citopldsmica. Atkinson (1977), Purich y Fromm (1972) y Colman
(1975) sugieren que la regulacidn de ambas IDH NAD Y NADP
NAD Y NADP espec{ficas por medio de controles cinéticos,
tales como la razdn NADP/NADPH o NADH/NADPH, puede ser una
caracter{stica regulatoria importante bajo condiciones in
vivo. En la mitocondria de los tejidos de corazdn de rata,
cerebro e hfgado, la vfa para la oxidacion de 1socitrato,

incluyendo a la deshidrogenasa isoc{trica NADP espec{fica,
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dependerd de la relacion entre las actividades de la enzima
NAD-IDH y 1la enzima NADP-IDH-sistema de transhidrogenacidn,
en cada tejido (Chico et al, 1977).

En adiciJn, Mc Cormack y Denton (198l) mostraron que
en la mitocondria de los tejidos de vertebrados la enzima IDH
ligada a NAD, ha adquirido la propiedad de ser sensible a la
regulacidn por ca2t, Este 1on permite que agentes ex-—
trinsecos tales como hormonas regulen la tasa del ciclo del
dcido tricarbox{lico sin la necesidad de que existan grandes
cambios en la cociente de comcentracion de ATP/ADP y NADH/NAD
en la mitocondria. Un ejemplo del efecto de hormonas y
vitaminas sobre la actividad de 1la deshidrogenasa isocftrica
en la rata es dado por Ya.Kon' y Shirina (198l1). Ellos en-
contraron que las isozimas deshidrogenasa iscc{trica NADP es-
pec{ficas tanto mitocondrial como citoplasmica son
selectivamente influidas por vitaminas y hormonas. Estos re-
sultados indican que la interaccidn de retinol con enzimas se
asocia con su influencia selectiva sobre la acfividad de
isozimas individuales NADP-IDH. Esta influencia puede ser
basada en los efectos alostéricos del retinol, el cual
evidentemente juega un papel importante en los efectos
bioldgicos de la vitamina A. .

Lowenstein (1961) ha mostrado que las ‘reacciones del
ciclo del dcido cftrico de acetato a %-cetoglutarato, el cual

genera NADPH, puede ocurrir en la fraccidn citosdlica del
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higado de rata. Aunque la principal capacidad oxidativa de
isocitrato por la enzima NADP-IDH en las células del higado
“de rata es encontrada en la fraccidn extramitocondrial (Pet-
te, 1966), y la generacidn de WADPH por la NADP-IDH estimula
la sintesis de dcidos grasos, sin embargo, este efecto puede
ser reemplazado por otros sistemas de regeneracicn de NADPH
(Hulsmann et al, 1966). Henderson (1965) sugiere que la
NADP-IDH del ratdn puede funcionar en la regulacidén de los
niveles de NADP oxidado y reducido en las fracciones
celulares mitocondrial y del sobrenadante, y que el NADPH
generado por la enzima citoplasmica pueder ser utilizado en
la sintesis de dcidos grasos. Lehninger (1975) también indica
que en los mam{feros la NADP-IDH citopldsmica produce NADPH
para la sintesis de dcidos grasos.

En la gldndula mamaria de vacuno, Bauman et al
(1970) y Farrell (1980) reportaron que la deshidrogenasa
isoc{trica NADP-IDH es la fuente principal de NADPH requerida
en la sintesis de novo de grasas. Esta hipdtesis se funda en
los hallazgos de que en ausencia de glucosa, la utilizacidn
de acetato para sintesis de dcidos grascs en la gldndula
mamaria es varias veces mayor que la encontrada en los
tejldos mamarios de la rata. Los bajos niveles de actividad
de la deshidrogenasa glucosa-6-fosfato y la ausencia de una
via de desdoblamiento del citrato excluye la generacidn de

NADPH por estos medios. En el mejillon Mytilis edulis,
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ambos tejidos del manto y de la gldndula digestiva estdn
asociados con el metabolismo de los lipidos, y la enzima
NADP-IDH es un suministrador importante de NADPH necesarioc en
la sintesis de lipidos (Gabbott y Head, 1980). Un andlisis de
tipo genético bioquimico sugiere que la deshidrogenasa
isoc{trica NADP especi{fica genera al menos un 26% del NADPH
utilizado en lipogenesis durante los estadfios de desarrollo
de Drosophila (Geer et al, 1976). El misculo rojo de la an-

guila Anguila rostrata tiene altas actividades de NADP-IDH la

cual es una fuente lmportante de NADPH para la sintesis de
acidos grasos (Aster y Moon, 1977).
Head y Gabbott (1980) encontraron que la enzima

NADP-IDH de la gldndula digestiva de Mytilus edulis es

fuertemente inhibida por la adicicn simultédnea de glioxilate
y oxaloacetato. En la mayorfa de las bacterias, incluyendo E.
colid, sblo se presenta la deshidrogenasa isocitrica NADP es-
pecifica. Se cree que esta enzima es la tasa limitante para
el ciclo del dcido tricarbox{lico (Garnak y Reeves, 1979)., En
aquellos organismos que son capaces de metabolizar acetato
como la fuente de carbdn via el ciclo del glioxilato
(Lehninger, 1975; Kornberg, 1966), 1socitrato es el sustrato
comin para las enzimas NADP-IDH y la liasa isocitratoc. Otra
evidencia de la posible funcidn reguladora de la enzima IDH
en bacterias, incluye la observacidn de la inhibicidn de 1la

deshidrogenasa isocf{trica con glioxilato y oxaloacetato com—
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binados, en E. coli (Shiio y 0Ozaki, 1968); en Acinetobacter

calcoaceticus (Kleber y Aurich, 1976) y en Crithidia
fasciculata (Marr y Weber, 1969). Los mecanismos reguladores
probablemente incluyen una modificacion covalente de 1la en-
zima. En la mitocondria del hfgado de rata también se ha ob-
servado inhibicidn de la deshidrogenasa isoc{trica NAD es-
pecifica con glioxilato y oxaloacetato combinados (Ruffo et
al, 1966).

En algunos misculos de vertebrados e invertebrados,
las actividades de ambas NAD-IDH y NADP-IDH son bajas. Esto
sugiere que los midisculos usan energia a una tasa muy baja. En
los misculos de insectos, la energfa generada vfa el ciclo
del dcido tricarbox{lico es producida por la enzima NAD es-
pec{fica porque la NADP-IDH muestra baja actividad. Algunos
misculos de vertebrados e invertebrados dependen grandemente
de la NADP-IDH para la formacion de energfa durante perfodos
sostenidos de actividad mecdnica (pdjaros), y la NAD-IDH se
usa en la oxidacion de isocitrato en el ciclo del dcido tri-
carbox{lico cuando los misculos estdn en descanso (Alp et al,
1976). En los mdsculos del vuelo en los insectos, la NAD-IDH
cataliza una reaccion en no-equilibrio, mientras que en otros
misculos ambas reaccilones catalizadas por la NAD~IDH y NADP-
IDH estan casl en equilibdrio (Newsholme y Start, 1973).

Gumbmann y Tappel (1962) demostraron la presencia de

de las enzimas del adcido tricarboxflico en la mitocondria de
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pez. Esto fue mas tarde substanclado por varios
investigadores {ver revision de Hochachka, 1969); sin em-
bargo, la enzima NAD-IDH no ha sido cuidadosamente examinada
en los peces. Crabtree y Newsholme (1970) sugieren que en los
misculos del pez, la deshidrogenasa isocitrica NADP es-
pecifica juega un papel importante en la oxidacidn de sus-—
tratos en el ciclo del dcido tricarbox{lico, pues la enzima
NAD-IDH se presenta en muy bajas cantidades y es inestable.

En estudios sobre las adaptaciones fisioldgicas y
bioquimicas a temperaturas cdlidas y frfas en el pez dorado,
Kanungo y Prosser (l974) mostraron que la oxidacidn de
isocitrato en la mitocondria del higado del pez estad
vinculada a la enzima NADP-IDH debido a las razones bajas de
P/0 obtenidas en los experimentos de fosforilacidén oxidativa
con las mitocondrias del hfgado. Esto es similar a la oxida-
cion de isocitrato por la NADP~IDH en el ciclo del dcido
cf{trico de la mitocondria de higado de mam{feros.

Con objeto de esclarecer el papel de la oxidacidn de
isocitrato y el control del ciclo del &dcido tricarbox{lico en
los peces, Moon y Ouellet (1979) examinaron la oxidaciocn de
varios sustratos exdgenos agregados a mitocondrias intactas

aisladas del hfgado de la anguila americana Anguila rostrata.

Ellos concluyeron que el control del ciclo del dcido tri-
carbox{lico es logrado por las actividad del sistema de

transhidrogenacidn NADPH:NAD, que envuelve a la NADP~IDH. La
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ausencia de la enzima NAD-IDH confirma sus observaciones. En
contraste, Mc Cormack y Denton (198l) mostraron la presencia
de la deshidrogenasa isoc{trica NAD especffica en el corazdn
de la trucha, y que €sta es activada y regulada por el

ca2t,

Ya que los datos provistos por la mayorfa de los
investigadores reflejan la complejidad del mecanismo de re-
gulacidn de la deshidrogenasa isocfitrica NADP espec{fica y
que no existe informacion disponible al respecto en 1lsozimas
IDH purificadas de peces, las isozimas deshidrogenasa
isoc{trica NADP especfificas del teledsteo Fundulus
heteroclitus fueron candidatos ldgicos para su evaluacicn
funcional.

DESHIDROGENASA ISOCITRICA NADP ESPECIFICA DE

Fundulus heteroclitus:

Previos estudios en este sistema enzimdtico (Cashon
et al, 1981l; Van Beneden et al, 1981) han mostrado que

Fundulus heteroclitus tiene tres locl Idh dependientes de

NADP: Idh-A, Idh-B y Idh-C. Ambas Idh-A y Idh-B son
polimdrficas, con tres y cinco alelos respectivamente. El
tercer locus Idh~C es monomorfico y es el tdnico locus Idh ex-
presado en el miisculo blanco. Este no se encontrd en el
higado. EL locus principal del hfgado (Idh-B) se encuentra
localizado en el citoplasma y el locus Idh-A en la matriz de
la fraccion mitocondrial. EL locus del mdsculo (Ldh-C) es

tambidn una isozima mitocondrial.
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Los estudios généticos no hénrmoéﬁradé un eslabon
estrecho entre los loci Idh-h. La variacidn espacial en la
frecuencia de genes para los loci polimerficos Idh-A y Idh-B
han mostrado que existe una variacion clinal en la frecuencia
de los alelos, con fijacidn de homozigotos para un alelo en
latitudes del Norte y variacion genética en latitudes del Sur
(Cashon et al, 198l1). Las frecuenclas alelicas de Idh-BC y
Idh~-CC en Maine,US. (44.01 latitud °N) son 0.990 y 1.0 resg-
pectivamente. Estos datos indlcan que los peces colectados en
Maine tienen esencialmente una igsozima alélica para cada uno
de los loci Idh. Asi, los peces de Maine fueron una buena

fuente de isozimas IDH-BCy y IDH-ACH.

4, METAS DE LA TESIS:

La presencia de tres formas enzimdticas IDH-NADP en

Fundulus heteroclitus plantea dos diferentes preguntas: 1)

JExisten diferencias f{sicas y funclonales significativas

entre las isozimas IDH ?
2) ?Existe variacidn en las relaciones estructura~-funcidn
entre las isozimas alélicas de loci sintetizadores de pro-
teinas individuales IDH ?, i.e., Zson las isozimas alélicas
no equivalentes?.

Esta tesis intenta contestar la primera pregunta. La
tarea fue realizada mediante el examen de la distribucidn de

la isozimas en los tejidos, junto con su purificacicn y ca-
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racterizacion. Las propiedades catalf{ticas de cada una de las
isozimas IDH fueron examinadas en funcidén de la temperatura y
el pll por medio de métodos cindticos de- estado constante

(steady-state kinetics).
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CAPITULO II

ISOZIMAS DESHIDROGENASA ISOCITRICA NADP ESPECIFICAS DE

Fundulus heteroclitus (L.): DISTRIBUCION EN TEJIDOS,

PURIFICACION Y CARACTERIZACION.



34

A. INTRODUCCION

Las enzimas existen en mJltiples formas moleculares
en las fracciones mitocondrial y citopldsmica de extractos de
tejido. La deshidrogenasa isoc{trica dependiente de NADP
occu;re en dos formas comuunmente referidas como mitocondrial
(m-IDH) y citopldsmica (c—IDH). Una encuesta en varias es-
pecies (mamfferos, insectos, peces, etc.) ha revelado que
ambas ¢~IDH y m-IDH contienen ya sea un solo locus o milti-
ples loci. Henderson (1965) mostré dos loci genéticos en los

tejidos del ratdn, un locus en la mitocondria y otro en el

citoplasma. En los insectos Phormia regina (Mc Ginnis et al,
1956) y Culex pipiens (Cheng et al, 1977), y la bacteria E.
coli (Reeves et al, 1968) dos isozimas NADP-IDH, distintas
electroforéticamente, han sido descritas. En peces como
arenque y esferinque, existe también evidencia de un locus
mitocondrial y un locus citoplasmico para la NADP-IDH
(Quiroz-Gutierrez and Ohno, 1969).

La presencla de miltiples loci-~IDH parece ser un
fendmeno comin en muchos organismos. Mdultiples loci-IDH han
sido descritos en el frijol de soya Glycine max (Yong et al,
1981) y en los hongos Oomycetes (Wang and LeJohn, 1974). Katz
and Kalow (1965) mostraron cinco isozimas NADP-IDH en tejidos
humanos. Bell and Baron (1964) describieron nultiples loci-

IDH en tejidos de rata. En el higado del raton
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Mus musculus molossinus fueron encontradas tres tipos de

isozimas NADP-IDH. Dos de ellas se encuentran principalmente

en el extracto mitocondrial y una en la fraccion citopldsmica

(Minezawa'et al, 1980). En el salmdn, las isozimas mitocon=-

drial (m~IDH) y citopldsmica (c-IDH) estdn controladas por
dos loci, un monomdrfico y un polimorfico para cada una de
ellas (Kijima and Fujio, 1977). La NADP-IDH del salmon del
Atlantico Salmo salar (Cross and Payne, 1977) tiene dos
isozimas en el cltoplasma del higado y una isozima en la
mitocondria del corazdn. Otros ejemplos de miltiples loci
genéticos para NADP-IDH han sido descritos en el pez
Xiphophorus sp (Siciliano and Wright, 1973), en la tr;cha

arcolris Salmo gairdneri (Allenfdorf and Utter, 1973;

Reinitz, 1977), en la trucha parda Salmo trutta L.(Taggart
al, 1981) y la anguila japonesa (Taniguchi and HNumachi,

1978). En el teleosteo Fundulus heteroclitus, la deshidro-

genasa isoc{trica NADP especifica tiene miltiples loci

genéticos (Van Beneden et al, 1981).

Este capitulo trata sobre la distribucidn de tejido,

aislamiento, purificacidn y caracterizacidn fisica de las

isozimas IDH-NADP de pez teledsteo Fundulus hetefoclitus.
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B. MATERIALES Y METODOS

1. Reactivos Quimicos:

Acido isocitrico (DL), tris (hidroximetilo amino
metano), metosulfato de fenazina, nitrotetrazolio azul,
almiddn hidrolizado, sulfato de laurilo (SDS), azul brillante
de Coomassie, azul de bromofenol, Y-pironin, f-mercaptoetanol
deshidrogenasa isocftrica de corazdn de puerco altamente
purificada y proteinas usadas como marcadores moleculares
fueron obtenidas de Sigma Chemical Co. El tubo de didlisis
fue obtenido de VWR Scientific INC. N-N' - metileno bis
acrilamida (Bis), N,N,N',N'~- tetra metileno diamina (TEMED),
Affi-gel azul (malla 100-200), y reactivo colorante para de-
terminacion de protefna fueron obtenidos de Bio-Rad Lab, La
acrilamida fue obtenida de Eastman Kodak Co. Sulfato de
Amonio ultrapuro fue comprado de Schwars/Mann. Las celulosas
DE-52 y CM-52 se obtuvieron de Pharmacia Fine Chemicals. An-
folito transportador pH 3.5 a 10 fue de LKB Produkter AB. Los
demds reactivos qufmicos usados fueron grado analftico. Agua
desionizada y destilada (Bantam Demineralizer BD-1 and Car-
tridge Barnstead D0803, Corning AG3 destiller) fue usada para
preparar todas las soluciones acuosas.

2. Espec{menes:
Los peces fueron capturados con trampas usando como

carnada meji1l1ldn triturado o trozos de pez y/o pollo. Las
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dreas de colecta fueroﬁ: Bahfa de Chesapeake, Maryland, GSA y
Wiscasset, Maine, USA. Cuando los peces fueron matados en el
campo, estos fueron decapitados. Los hfgados fueron extrafdos
y congelados de inmediato en nitrdgeno liquido hasta ser
usados. Cuando los peces fueron transportados vivos al
laboratorio, los higados fueron extraidos y procesados de
inmediato. El mdisculo blanco fue disectado de peces adultos y
fue congelado en nitrdgeno l{quido hasta ser utilizado. Los
higados de peces colectados en Wiscasset, Maine, fueron
nuestra fuente de isozimas IDH-By y IDH-A3, ya que las
frecuencias del gene para los alelos "c" de ambas isozimas es
0.990 y 1.0 respectivamente (Cashon et al, 1981l). Los peces
de ambas localidades fueron nuestra fuente de isozima
Quscular (IDH-C9), ya que esta es monomorfica.
3. Cristaler{ia:

Toda la cristalerfa fue lavada con detergente tipo
Alconox Lab o acildo chmico, enjuagada exhaustivamente con
agua destilada y secada en el horno a 110°C. La cristaler{a
usada para la purificacidn y ensayos de enzimas fue sumergida
en una solucidn de EDTA 1 mM y enjuagada con agua destilada.

4, Sistemas Amortiguadores (Buffers):

Buffer para homogeneizar higados: Tris/citrato 20 mM pH 7.5,
conteniendo NapS80, 0.3 M, MnSO4 1 mM y glicerol al 10%

(v/iv).
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Buffer para aislar mitocondrias: Tris/Cl~ 50 mM pH 7.5,
contenlendo 3-mercaptoetanol 5mM y sacarosa .25M.

Buffer para: homogeneizar misculo, didlisis, cromatografia de
afinidad y correr columnas de celulosa DE-52 y Sephacel DEAE:
tris/citrato 10 mM pH 8.0, conteniendo MnSO4 1 mM y

glicerol al 10%Z (v/v).

Buffer para columnas de Sephadex G-150 y G-200: tris/citrato
20 mM pH 7.0, conteniendo NajS04 0.3M, NaCl 0.1 M,

MnSO, 1 mM y glicerol al 107% (v/v).

Buffer para columna de celulosa CM-52: K*/acido 2-(N-
morfolino etanosulfdnico) pH 6.5, conteniendo glicerol al 15%
(v/v), MnSO4 lmM y @ -mercaptoetanol 1 mM.

Buffer para almacenar extractos puros de enzima: tris/citrato
100 mM pH 7.5, conteniendo Na3S04 0.3 M y glicerol al 50%
(v/v). La concentracidn de todos los amortiguadores estd ex-
presada en términos de la concentracidn del anidn.

Buffer para electroforesis en gel de almiddn: tris (0.75 M) y
citrato (0.25 M) ajustado a pH 9.0 (solucion concentrada).
Buffer para tefiir geles de almiddn y poliacrilamida: tris/
Cl- 0.2 M pH 8.0.

5. Nomenclatura de Isozimas:

La nomenclatura usada en esta tegis para las
isozimas NADP-IDH esta basada en la movilidad electroforética
relativa de las m&ltiples formas de esta enzima como ha sido
descrito con anterioridad en estudios de IDH en Fundulus

heteroclitus (Van Beneden et al, 1981; Cashon et al. 1981).
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A laé isoéimas (loci) se les asigno letra maydscula.
El 1ocQs 1dh-A corresponde al de migracidn mds lenta (mds
catddico) en el sistema de gel de almiddn empleado. E1 locus
1dh-B corresponde al de migracicn mds rdpida (mds anddico) en
el gel. El tercer locus Idh-c migra cerca de la posicion del
locus Idh-B y se traslapa con el alelo "d" del locus Idh-B. A
las variantes (alelos) observadas”en el higado se les asignd
super{ndices con letra mindscula, siendo el mas anddico "a",
luego "b", etc. Los fenotipos son indicados con letras ma-
yﬁaculas: IDH-A9, IDH-By y IDH-Cyp y se representan como

Idh-A, Idh-B y 1dh-C cuando se describen sus propiedades

genot{picas.

6. Distribucion de isozimas en tejidos:

‘ Con objeto de determinar la distribucion de las di-
ferentes isozimas IDH en los tejidos del pez Fundulus
heteroclitus, se llevd a cabo un andlisis electroforético con
homogenados de tejido de los organos de varios peces.

a. Preparacidn de tejido. Los tejldos de 8 peces adultos
fueron disectados. Hfgado, mdsculo blanco, corazdn, bazo,
intestino, cerebro, aleta, branquia, ojo, testfeculo, ovario,
cé€lulas sangufneas y suero (0.2g) fueron suspendidos por
separado en 0.5 ml de buffer tris/citrato 10 mM pH 7.0 con-—
teniendo MnSO04 1 mM y glicerol al 10% (v/v). Las células,
se destruyeron por vibracion ultrasdnica (Heat Systems-

Ultrasonic, Inc.) en tres intervalos de 15 segundos
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cada uno. El sonificador se fijo a 50 watts. Muestras de los
‘homogenizados fueron colocadas en tubos capilares y cen-
trifugadas por tres minutos en una microhematocentrifuga
(Damon/IEC Division) para remover desechos y lipidos.

b. Electroforesis en gel de almidon. La enzima des-
hidrogenasa isocftrica fue resuelta sobre gel de almidon
horizontal de 15 x 33 cm en el sistema buffer tris/citrato pH
6.9 de Whitt (1970). Se agregd (>-mercaptoetanol 5 mM (Place
and Powers, 1978), sacarosa al 10% (p/v), triton X-100 al
0.4% (Van Beneden et al, 1981) y glicerol al 10% (v/v) para
lograr una mejor resolucidn del locus Idh-A. El gel de
almiddn consistid de 78 g de almiddn hidrolizado en 500 ml de
una mezcla de 60 g de sacarosa, 9 ml de buffer tris/citrato
pH 6.9, 2 gotas de @-mercaptoetanol, 2.5 ml de triton X-100 y
50 ml de glicerol, aforado a un volumen final de 530 ml con
agua destilada-desionizada.

El buffer electrodo consistid de 50 ml de tris/
citrato pH 6.9 aforado a 1 litre con agua destilada. El
contacto del buffer con el gel se hizo colocando una esponja
en cada orilla del gel. Las muestras se cargaron sobre
pedécitos de papel filtro Whatman de 5 x 7 mm y se colocaron
en el gel en una ranura cortada a 10 cm de la orilla catddica
del gel. La electroforesls fue generalmente ejecutada a 4°C
por 20 horas, a 35 miliampers y 325 volts usando fuentes de
poder regulado (Heathkit IP-2717) de alto voltaje. Los geles

se rebanaron horizontalmente con un alambre de gultarra.
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c. Médtodos de tefildo:
1) Actividad de IDH-NADP.

Cada rebanada de gel fue tefiida para actividad de
deshidrogenasa isocitrica NADP especi{fica, a 37°C por una
hora de acuerdo al método de Shaw y Prassad (1970). La mezcla
de reaccion contuvo 10 mg de NADP, 10 mg de NBT, 2 mg de PMS,
65 mg de DL isocitrato (sal de sodio) y 65 mg de MnCly en
50 ml de buffer para tefiir (pH 8.0). Los geles se enjuagaron
con agua destilada y se fijaron y guardaron en una solucion
de acldo acético-metanol-agua (1:5:5).

2) Actividad de IDH-NAD.

La mezela para tefiir la actividad de deshidrogenasa
isoc{trica NAD especffica NAD contuvo 15 mg de NAD, 25 mg de
ADP, 10 mg de NBT, 2 mg de PMS, 65 mg de DL-isocitrato y 65
mg de MnCl, en 50 ml de buffer para tehir (pH 8.0). Cuando
esta mezcla de tenir fue usada, los tejidos del pez se
homogenelzaron en buffer tris/citrato 10 mM pH 7.0, con-
teniendo glicerol al 10%Z (v/v) y ADP 2 nmM.

d. Ensayo enzimatico para actividad de IDH~-NAD.

Con objeto de detectar la actividad de la enzima
NAD-IDH en los diferentes tejidos del pez, el sigulente
sistema buffer fue utilizado: trietanol amina/Cl~ 30 mM pH
7.4, conteniendo DL isocitrato 4 mM, MnSO4 2 mM, NAD 2 uM y
ADP 2 mM. La reacclion fue monitoreada

espectrofotométricamente a 340 nm (Beckman Acta III) a traves
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de la formacion de NADH. Muestras de homogeneizado fueron
usadas en estos ensayos.

7. Tratamiento de columnas de intercambio idnico, afinidad y

filtracidon en gel:

Las celulosas de intercambio idnico DE-52 y CM-52
fueron tratadas de acuerdo al Bolet{n de Informacidn Whatmann
(Leaflet IL2). Cada una de las columnas se equilibrd pasando
de 10 a 12 volumenes de buffer a traves de ellas. El pH (pH
Meter Model 26 Radiometer/Copenhagen) y conductividad (Con-
ductivity Meter Type CDM2e, R/C) de los extractos de enzima
fueron igualados al mismo pH y conductividad del buffer. Los
geles se descartaron despues de usados. Como la capacidad de
adsorcion de los geles varfa de acuerdo a la talla de la
proteina, conformacion, distribucion de carga y la presencia
de otras protefnas en el extracto (Scopes, 1981), una can-
tidad apropiada de celulosas fue usada: 1 ecm3/20-30 mg de
proteina (Davies y Scopes, 1981).

El1 Affi-gel azul (malla 100-200) fue generalmente
equilibrado antes de ser usado con 5 volimenes de buffer, y
ugsado en la proporcién de 5 ml de volumen del gel/20 mg de
proteina. Despu€s de cada corrida, el gel fue lavado con dos
voldmenes de NaCl 1 M, regenerado con 2 volumenes de urea 6
M, seguido por 8 voldmenes del buffer adecuado. Azida de
sodio a 0.02% fue agregada para evitar bacterias cuando el

gel era almacenado. Las columnas de Sephadex G-150 y G-200, y
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"Sephacel DEAE se prepararon de acuerdo a Fischer (1971). Los
geles se lavaron con buffer despuds de ser usados y se
almacenaron en el cuarto frfo con azida de sodio al 0.02%.

8. Determinacion de Protefna:

La concentracion de proteina fue determinada
espectrofotométricamente por el método de Bradford (1976)
usando el reactivo colorante de Bio Rad Lab. Deshidrogenasa
isoc{trica de puerco altamente purificada fue utilizada como
estandar. La concentracidn de protefna tambien fue
determinada por medio de la absorbancia de las muestras,
detectada espectrofotométricamente a 280 nm, usando el
coeficlente de extincidn reportado para IDH de higado de
puerco (E'IZZBOnm = 1.27) (Illingvorth y Tipton, 1970).

9. Ensayo Enzimatico:

En todas las etapas de purificacidn, la actividad de
la enzima se ensayo a temperatura ambiente, siguilendo la re-
duccidn de NADP a 340 nm en un espectrofotometro Beckman Acta
IIT. La mezcla de reaccidn (1 o 3 ml) consistid de buffer
trietanol amina/C1~ 30 mM pH 7.4, conteniendo DL
isocitrato 4 mM, NADP 1 mM y MnSO4 2 mM (Seelig y Colman,
1977). La reaccidn fue iniciada con la adicion de enzima. Una
unidad de actividad enzimdtica cataliza la reduccion de 1
umol de NADP/min. Esta mezcla de reaccion se identifica en
esta tesis como "solucion sustrato estdndar”.

10. Precipitacidn Fraccionada con Sulfato de Amonio:
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Coﬁ objeto de determinar la cantidad adecuada de sal
para precipitar la enzima deshidrogenasa lsocf{trica de
extractos crudos, ésta se precipito a diferentes intervalos
de saturacion salina. E1 pH fue continuamente controlado y
ajustado con NaOH 2 N durante el proceso de precipitacicn. La
precipitacidn se efectud en un bafio de hielo mientras la
solucion se agitaba suavemente con un agitador magnético. Los
precipitados se removieron por centrifugacidén (Sorvall Super-
speed RC2-B) y se resuspendieron en el buffer para didlisis.
La actividad de la enzima y la concentracidn de proteina
fueron determinadas para cada intervalo de saturacion. Se es-
cogieron cinco intervalos en incrementos de 20%, de 20 a
1007%.

11. Purificacidn de las Isozimas:

A. Isozimas hepdticas.

Con objeto de purificar las isozimas deshidrogenasa
isocitrica del hfgado, se intento primero separarlas aislando
las mitocondrias del sobrenadante, cuando se contaba con
material fresco. Cuando los hfgados fuerom congelados las
isozimas se procesaron juntas en la mayorfa de los pasos de
purificacién y se separaron por cromatograffa de intercambio
cationico en celulosa CM~52 casi hasta el final del pro-
cedimiento de purificacion.

a. Alslamiento de mitocondrias:
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‘Los hféédos E;eécogrfuéfbn sumergidos en buffer frio
conteniendo sacarosa. Se enjuagaron sels veces agitando
suavemente con una varilla de vidrio para eliminar sangre. El
tejido fue homogeneizado el€ctricamente (Homogenizer Bodin
Electric Co.,) sin forzar el tejido entre las paredes del tubo
y el pistdn en rotacion. La suspensidn fue centrifugada por
20 minutos a 750 x g. El sobrenadante se filtrd dos veces a
traves de gaza para eliminar la grasa y capa blanda, después
se centrifugd nuevamente por 15 minutos a 28,000 x g. El
sobrenadante contiene la isozima citoplasmica (IDH-B2) y el
precipitado la isozima mitocondrial (IDH-Aj). Las
mitocondrias se resuspendieron en buffer con sacarosa con-
teniendo NaCl 0.6 M y fueron centrifugadas a 28,000 x g por
15 minutos. Este paso se repitid tres veces con objeto de
eliminar cualquier IDH soluble. El precipitado final fue
tratado en tres formas distintas para romper las
mitocondrias: shock hipotdnico al resuspenderlas en buffer de
baja fuerza ionica; por vibracicn ultrasdnica en 3 intervalos
de 15 segundos cada uno, con perfodos de enfriamiento en agua
de hielo; y por congelacidn en nitrdgeno 1fquido seguido de
descongelacion. La suspension se centrifugo a 15,000 rpm por
i5 minutos. El sobrenadante contiene la isozima mitocondrial
(IDH-Ap).

La isozima citopldsmica fue purificada como se

describe mds adelante. La isozima mitocondrial se paso a
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ﬁravé% de Affi-gel azul y celulosa CM-52 para eliminar
impurezas. La enzima fue usada para determinaciones de masa
molecular y en estudios de estabilidad térmica. Con objeto de
verificar si ambas isozimas se separaron completamente una de
otra, se llevd a cabo una inspeccion visual tifiendo la
actividad de cada enzima en geles de almidon como ée describe
en la seccidn de distribucicn en tejidos.

b. Separacién y purificacion.

Los higados (25g) se descongelaron y sumergieron en
buffer frfo, en la proporcién de 1l0g de hfgado por 50 ml de
buffer. E1 tejido se homogenelzd electricamente (Bodin Elep—
tric Co.). Los residuos se eliminaron por centrifugacicn a
750 g x 20 minutos. El sobrenadante se filtro a traves de una
doble capa de gaza para eliminar lfipidos y la capa blanda. Al
sobrenadante fue agregado sulfato de amonio para dar ﬁha
solucion al 35% de saturacion. El pH fue controlado con NaOH
2 N. El sobrenadante fue mantenido en agitacion continua a
5-10°C, y posteriormente centrifugado por 20 minutos a 27,000
% g en el rotor $S-34 de una centr{fuga Sorvall (Superspeed
RC2-B).

EL precipitado conteniendo muy poca actividad eﬁ-
zimdtieca fue descartado. Al sobrenadante fue agregado mas-
sulfato de amonlo para dar una solucidn al 80% de saturacicn.
La solucicon fue mantenida en agitacidn por una hora a 4°C y

el precipitado fue recuperado centrifugando a 27,000 x g
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por 20 minutos. El sobrenadante fue descartado y el pre-
cipitado redisuelto en 60 ml del buffer para dialisis. E1
extracto resultante fue dializado por 18 horas contra tres
camblos de 2 litros de buffer cada uno. El material des-
naturalizado fue eliminado por centrifugacidn y la soluciédn
que conten{a.ambas isozimas citopldsmica (IDH-Bj) ¥
mitocondrial (IDH-Ay) fue aplicada a una columna de

celulosa DEAE-52 (3.7 x 14 cm reteniendo 80 g de gel pre-
hinchado) previamente equilibrada. La columna fue corrida con
el buffer a un flujo de 30 ml/hr, collectando fracciones de &
ml.

La actividad enzimatica fue encontrada ex-
clusivamente en el volumen vacf{o. Las fracciones colectadas
conteniendo actividad enzimdtica, fueron de aplicadas de
inmediato a la columna de Affi-gel azul (1.7 x 30.5 cm) pre-
viamente equilibrada. La columna se lavd con buffer a un
flujo de 32 ml/hr. Cuando la absorbaneia a 280 nm fue baja vy
constante, ambas 1isozimas fueron eluidas del gel con un
"pulso” de NADP 2 mM equivalente a un volumen de la columna.
Las fracciones combinadas, conteniendo la actividad de la
deshidrogenasa isoc{trica, mostraron un pico agudo. El
extracto fua concentrado a un volumen minimo por medio de
ultrafiltracion usando membranas de Amicon tipo PM=10 a una
presion de 40 psi con argdn. El buffer fue cambiado

repitiendo este proceso varias veces. Despues de cambiar el



48

buffer el extracto fue aplicado de inmediato a una columna de
celulosa €M-52 (1.3 x 8 cm) previamente equilibrada. La
isozima citopldsmica (IDH-By) aparec16 en el volumen vacio,
mientras que la isdzima mitocondrial (IDH-Ap) fue adsorbida
en el gel. Cuando la absorbancia a 280 nm fue 1lo
suficientemente baja, fue aplicado un gradiente salino (NaCl
0-0.1 N) para eluir a la enzima adsorbida. Solamente aquellas
fracciones con actividad enzimatica fueron combinadas y-de
inmediato dializadas en el buffer para almacenaje. E1l extrac-
to fue guardado en el congelador y posteriormente usado en
estudios de caracterizacidn y cinética enzimdtica.

La enzima citopldsmica que fue eluida en el volumen
vac{o de la columna de celulosa CM-52 fue aplicada a una co=-
lumna de sephadex G-150 (2.6 x 70 cm) previamente equilibrada
y calibrada. La protefna se eluyd a un flujo de 20 ml/hora,
manteniendo el eluyente a una presion hidrostatica de 30 cm
de altura. Fracciones de 3 ml fueron colectadas y sdlo
aquellas con actividad especf{fica constante y alta fueron
combinadas. E1 extracto asi obtenido fue concentrado y
dializado por 10 horas contra el buffer para almacenaje. El
extracto fue congelado y utilizado posteriormente en estudios
de caracterizacion y cinética enzimdtica.

Con objeto de checar la separaci6n completa de las
isozimas, se hizo una inspeccién visual de éstas por medio de

la formacidn de azul de formazdn en las reglones de actividad
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enzimatica después de correr una electroforesis en gel de

almiddn. El procedimiento de tenido fue descrito anterior-

mente en la seccion de distribucién de tejido. Todos los

pasos de purificacién se llevaron a cabo en el cuarto frio.
B. Isozima Muscular.

El mdsculo blanco (30g) fue descongelado y macerado
en buffer frfo com una licuadora. Los pasos de purificacidn
fueron esencialmente los mismos que se siguleron en la
purificacion de IDH~By del hfgado hasta la cromatografia de
afinidad en Affi-gel azul. Una columna de Sephacel DEAE (1 x
12 cm), previamente equilibrada, fue usada como el paso final
en la purificacion de la isozima muscular. El extracto con-
centrado fue aplicado a la columna y eluido con el buffer a
un flujo de 7.0 ml/hora. Cuando la absorbancia a 280 nm fue
baja y constante, la isozima fue eluida con 80 ml de un
gradiente salino (NaCl 0-0.1 N). La isozima fue eluida de
inmediato y las impurezas fueron retardadas en el gel. Las
fracciones con actividad enzimdtica fueron combinadas y dia-
lizadas. E1 extracto se mantuvo congelado hasta que fue
utilizado en estudios de caracterizacidn y cinética en-
zimdtica. La Figura. 2.1 muestra un esquema describiendo los
principales pasos en la purificacicn de las isozimas muscular
y hepéticas.

12. Determinacion de peso molecular:
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Fundulus heteroclitus (L.)

Higados o misculo en buffer frio

homogeneizar o licuar

Centrifugar
M 1
Desechar ppt. Sobrenadante I
Sulfato de Amonio al 35%
¥
Desechar ppt.

Sobrenadante II

Sulfato de Amonio 35-80%

v
Precipitado Desechar sobrenadante

Resuspender, Dializar y Introducir

l Celulosa DE-52l

| ARffi-Gel Azull

Pulso de "NADP"

| Isozimas hepaticas-~Isozima Muscularl

Introducir
l Celulosa CM=-52 l | DEAE-SephaceiT
Volumen Vacio Gradiente de NacCl Gradiente de NaCl

[Aisozima IDH-32J| Isozima IDH-{EI IIsozima IDH-Cz]

Introducir Dializar y Congelar Dializar y Congelar
4

Sephadex G=-200

Isozima IDH=-B>

Dializar y Congelar

FIGURA 2.1 Carta esquemdtica de los principales pasos de
purificacion de las isozimas NADP-IDH.



51

«-El peso-molecular nativo fue determinado por
filtracion en gel empleando una columna de sephadex superfino
G-200 de 2.6 x 72 cm. La columna de cromatograffa descendente
fue adecuadamente equilibrada. E1 flujo fue de 20 ml/hora y
la presion hidrostatica se mantuvo a una altura de 30 cm. Las
muestras fueron aplicadas por medio de una valvula de tres
vias conectada a una bomba peristdltica, y seguildas por un
volumen igual de buffer conteniendo glicerol al 207 (v/v). La
calibracidn de la columna fue efectuada con las sigulentes
protefnas estdndar: aldolasa (156 K), albumina de‘suero de
bovino (67 K), albumina de huevo (45 K), ~-quimiotripsinogeno
(25 K), mioglobina (17 K) y deshidrogenasa alcoholica (141
K), a una concentracidn inicial de 20 mg/ml. Fracciones de
3.2 ml fueron colectadas con un colector de fracciones
(LKB/BROMMA 7000 ULTRORAC). El volumen vacio (Vo) fue de-
terminado con azul Dextran 2000 y el volumen internc (Vi) con
glicilglicina. La absorbancia a 280 nm se determind para cada
fraccidn., El volumen de elucion relativo vy el coeficiente de
particidn, Kav, fueron calculados para los estandares y las
isozimas IDH.

El peso molecular de las subunidades y la pureza de
las preparaciones fue determinada por electroforesis. ge pre-
pararon geles de poliacrilamida al 8 y 10% de acrilamida,
conteniendo dodecil sulfato de sodio (SDS). Los geles fueron

preparados en placa (Bio Rad Model 220), o en tubos (0.6 X 10
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c¢m) (Disc Electrophoresis Unit, Savant Instruments, Inc.) de
acuerdo al procedimiento de Laemnli (1970). Las siguientes
proteinas estdndar fueron usadas: albimina de suero de bovino
(67 X), dehidrogenasa L-glutamato (53 K), albumina de huevo
(45 K), aldolasa (39 K) y st~quimiotripsinogeno (25 K). Las
bandas de protefinma en los geles fueron tehidas y destenidas
usando el procedimiento de Fairbanks EE_El (1971). Después de
destefiir los geles, €stos fueron examinados a 580 nm usando
un Scanner 2 para geles acoplado a un espectrofotdometro Beck-
man Acta III con registrador continuo. La movilidad de 1las
bandas fue calculada en relacidn al colorante indicador azul
de bromofenol o pironin-Y. Estandares internos (albumina de
huevo-aldolasa y albdmina de suero de bovino-aldolasa) fueron
incluidos también en las muestras.

Electroforesis de disco bajo condiciones de no des-
naturalizacion fue tambien llevada a cabo en tubos (0.6 x 10
cm) con acrilamida al 7.5% usando el método descrito por
Laemnli (1970). Glicerol al 10%Z (v/v) fue incluido en 1la
mezcla del gel y en el buffer electrodo. La electroforesis
fue llevada a cabo a 2 mA/tubo por 4.30 horas a 4°C. Los
geles fueron tefiidos ya sea para actividad enzimatica (Shaw
and Prasad, 1970) a 37°C, y fijados en dcido acetico al 10%
(v/v). Los geles se examinaron con un scanner a 580 nm.

13. Isoelectroenfoque:




53

Con objeto de determinar los puntos isoelectricos de
las isozimas muscular y hepatica, fue llevado a cabo un
isoelectroenfoque en una columna preparativa de 110 ml
(LXKB-8100) de acuerdo al manual de LKB (LKB Produkter AB,
Bromma, Sweden), usando como medioc estabilizador un gradiente
de gliderol. La resolucicn de las proteinas se logre en un
gradiente de pH 3 - 10 (LKB Ampholine 81l41), a 600 volts
eantre 32 y 48 horas. La temperatura se mantuvo a 4°C con una
unidad refrigerante (Savant Instruments). La solucion
gradiente densa fue preparada con agua, anfolito y glicerol
al 60% (v/v) y la ligera con agua y anfolito. La scluciones
electrodo se prepararon con el cdtodo en la parte superior de
la columna. Al final de la corrida de colectaron fracclones
de un ml. La absorbancia a 280 nm y la actividad enzimatica
fueron determinadas para cada fraccidn. E1 gradiente de pH se
reconstruyd midiendo el pH de cada fraccidn. Este método de
isoelectroenfoque fue también utilizado para separar las
isozimas del hfgado. .

14, Didlisis, concentracicn y almacenaje de muestras:

La didlisis fue llevada a cabo en tubo de celulosa
para didlisis (VWR) cuando se consideraba conveniente, antes
de un subsequente paso de purificacidn. E1l tubo de didlisis
fue tratado de acuerdo a Brewer et al (1974), con el objeto
de eliminar metales pesados, proteasas y nucleasas.

La concentracidn de extractos fue siempre realizada
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por el método de ultrafiltracion usando un sistema Amicon con
membranas PM-10 a una presidn de 40 psi con argen (Amicon
Corporation).

El tejido y homogenados crudos fueron siempre
almacenados en nitrdgeno l{quido hasta ser usados. Las
isozimas purificadas fueron rutinariamente dializadas en buf-
fer con glicerol al 50% (v/v) y almacenadas en el congelador.

15, Estudios de estabilidad t€rmica:

Con el objeto de investigar posibles diferencias es-
tructurales entre las isozimas, fueron llevados a cabo es-
tudios de desnmaturalizacion térmica. Alfquotas de enzima
fueron colocadas en tubos de 6 x 50 mm por triplicado e
incubadas por 20 minutos en un bafio de agua a la temperatura
deseada (Ultrathermostat K6/Colora, Messtechnik GMBH
Lorch/Wurtt). E1 buffer usado para diluir la enzima fue tri-
etanol amina/Cl1l™ 30 mM pH 7.4, conteniendo BSA al 1%.
Daspués de calentar las alfquotas, fueron enfriadas de

inmediato sobre hielo y ensayadas con la "solucicn sustrato
estdndar"” para determinar la actividad enzimatica remanente.
El control (0°C) fue usado para calcular la
actividad fraccfonal remanente despues de la incubacion. Las
siguientes temperaturas de incubacion fueron empleadas: 25°,

30°, 33°, 35°, 40°, 45°, 50°, 55° y 60°C. Con objeto de de-

terminar el efecto de la presencia del sustrato en el
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prbcesd‘de inactivacion proteica, la incubacion de las
"isozimas fue tambien realizada en presencia de DL-isocitrato
4 mM. La temperatura de incubacicn se extendid a 70°C para
una incubacion adicional de la isozima IDH-B. En algunos
experimentos con la 1sozima muscular (IDH-Cjy) el efecto del
metal (MnSO4 2 mM) y el cofactor (NADP 1 mM) fue tambien
investigado,

La cin€tica de la desnaturalizacidn térmica fue
también estudiada, incubando las isozimas a temperatura cons=-
tante y a intervalos de tiempo de 10, 15, 20, 30, 40, 50 y 60
minutos. El control (0°C) fue incubado por tiempos ideénticos
El buffer, materiaies y cdlculos fueron hechos como se
describid anteriormente. Las isozimas del higado (IDH-A, y
IDH-B3) fueron incubadas a 50°C. La isozima del misculo
(IDH-Cy) fue incubada a 42°C debido a su marcada
inestabilidad a mayor temperatura. La temperatura de incuba-
clon fue escogida arriba del Ts59 (temperatura a la cual el
50% de la actividad enzimdtica permanece despues de 20
minutos de incubacidn).

Estos estudios fueron tambien llevados a cabo a 37°,
40°, 43° y 45°C para la isozima IDH-Cy. Experimentos de
incubacion a 45°C en presencia de cofactor (NADP 1 mM) o sus-
trato (DL-isocitrato 4 mM) fueron tambien realizados para ob-
servar el efecto de estos sobre la cinédtica de inactivacidn

térmica de la isozima muscular.
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C. RESULTADOS

1. Distribucion en tejidos:

Los resultados de la distribucion de las isozimas
IDH en los tejidos de varios individuos son mostrados en 1la
Tabla 2.1 Patrones enzimdticos consistentes fueron obtenidos
en la mayorfa de los tejidos, excepto intestino, en el cual
una o dos bandas hibridas aparecieron entre los loci Idh-A y
Idh-B. Esto se deblo probablemente a la formacion de sub-
bandas entre el locus mitocondri;l (Idh~A), que es muy ines-
table, y los otros loci.

El locus Idh-C predomina en la mayorf{a de los
tejidos. Este locus, previamente descrito como dominante en
misculo blanéo (Van Beneden et al, 1981), también parece
dominar en bazo, testf{culo y corazénm. El locus Idh-B pre-
‘domina en higado e intestino, pero tambi€n estuvo presente en
cerebro, branquia, ojo, ovario y aleta. El locus Idh-A es ex-
presado solamente en higado e intestino. Como ninguno de los
loci Idh aparecid en el suero sanguineo, se concluyo que la
deshidrogenasa isoc{trica no existe en este fluido. La Figura
2.2a (A,B,C) muestra la distribucion en tejido y la es~-
pecificidad para los diferentes loci Idh de tres diferentes
individuos que fueron homozigotos para el locus Idh-B del
higado., La Figura 2.2b muestra los polimorfismos mds comunes
encontrados en los loci Idh-A y Idh-B del higado de catorce

individuos.
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TABLA 2.1 DISTRIBUCION DE LAS ISOZIMAS IDH EN LOS

TEJIDOS DE Fundulus heteroclitus.

TEJIDO LOoOCUS

A B c
HIGADO +++ et _
INTESTINO +++ Far S+
BAZO - - et
CORAZON - - gt
BRANQUIA - ++ IR
ALETA - + b
MUSCULO - - b
0Jo - + e+
CEREBRO - ++ ot
OVARIO - + e
TESTICULO - - 4t
CSR - - ++
SUERO - - -

Nota: Las frecuencias relativas son

bolo +, la isozima mds frecuente es

designadas con el s{m-

representada con +++, y

la ausencia de 1isozimas es representada con =-.

CSR = Células sangufneas rojas



FIGURA 2.2A Distribucion espec{fica de los loci Idh en los.

tejidos de Fundulus heteroclitus. Los tejidos fueron

disectados de individuos homozigotos para el alelo BCy
del locus Idh-B del hfgado. Se observd hibridizacioh entre
los loci tipo A- y B-, y A- y C- de las isozimas IDH en los

tejidos del intestino. El locus tipo C domino en la mayorfa

de los tejidos.



58

(+)

(Aa)
- @
° ooy sec
ORIGIN ’
(~) LIVER HEART FIN INTESTINE
(+)
(B)
§ 0 838 -.-.
ORIGIN
(-) BRAIN SPLEEN GILL EYE
(+)
{C)

ORIGIN
(=) ova MUSCLE SERUM RBC

—B8
—CC

—AB
™AC
—AA

— B8
—cc

—CC



FIGURA 2.2B Analisis representativo de los homogenados de

higado de Fundulus heteroclitus tefildos para actividad de

IDH, mostrando los fenotipos comunes para los loci Idh~-A y
Idh-B de catorce individuos. Los fenotipos son:

1) 1DH-AbaC, 1DH-BCBY; 2) IDH~ACAC, IDH-BCBI;

3) IDH-ACAC, IDH-BCB®; 4) I1DH-APAP, 1pH-B2BC;

5) IDH-ACAC, 1DH-B®BYd; 6) 1pH-APAC, IDH-BCBI;

7) IDH-BCBS; 8) IDH~ACAC, IDH-BCBY;

9) IDH-Abac, 1DH-BdBe; 10) IDH-ACAC,IDH~-BCBCS

11) IDH-A8A2, IDH-BCBC; 12) IDH-AbaAcC,

IDH-BCB®; 13) IDH-AGAC¢, IDH-BCBE;

14) IDH-ADAC, IDH-BCBRE,
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2. Defeccidh de la deshidrogenasa isocftrica dependiente de

NAD:

La deshidrogenasa isoc{trica dependiente de NAD no
se reveld al tefiir geles de almiddn. Sin embargo, cuando los
homogeneizados crudos de cada tejido fueron preparados e
inmediatamente énsayados para actividad enzimdtica, todos los
extractos de tejido mostraron actividad en el sigulente orden
relativo: corazdn > testfculo > hfgado > cerebro > intestino
> branquia > ojo > mitsculo > suero > aleta > bazo.

La Tabla 2.2 muestra la actividad relativa (uM/min/
ml) de NAD-IDH obtenida de los extractos de tejido. Debido a
la pequenia talla de algunos tejldos e inestabilidad de la
enzima, no fue factible hacer un estudio cuantitativo. Sin
embargo, estos datos demuestran la presencia de la des-
hidrogenasa i1socitrica NAD especifica en los tejidos de

Fundulus heteroclitus.

3. Precipitacidn fraccionada con sulfato de amonio:

La actividad maxima soluble de la deshidrogenasa
isocitrica NADP especffica a diferentes concentraciones de
sulfato de amonio es expresada en la curva de la Figura 2.3 y
los datos de la Tabla 2.3. En consecuencia, cada precipita-
cion con sulfato de amonio fue rutinariamente realizada en
dos pasos: una precipitacidn con sulfato de amonio al 35% de
saturacion y una segunda precipitacidn al 80% de saturacidn.

4. Purificacidn de las isozimas de higado y miusculo:
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TABLA 2.2 ACTIVIDAD* "RELATIVA" DE LA DESHIDROGENASA

ISOCITRICA NAD-ESPECIFICA.

TEJIDO uM NADY/min/ml
CORAZON .0800
TESTICULO .0557
HIGADO L0511
CEREBRO L0486
INTESTINO L0410
BRANQUIA .0300
0J0 .0150
MUSCULO .0140
SUERO .0140
ALETA L0124
BAZO .0073
C SR ND

* Los datos son expresados en ml de extracto crudo
para cada tejido. El nivel actual de actividad
enzimdtica puede cambiar.

ND: No determinada

CSR: Células Sangufneas Rojas



FIGURA 2.3 Precipitacion fraccionada con sulfato de amonio
[(NH4)2804) a 4°C en buffer tris/citrato 10 uM pH 7.4
conteniendo MnSO,; 1 mM y glicerol al 107 {v/v) de 1la
deshidrogenasa isoc{trica NADP especffica de Fundulus

heteroclitus.
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TABLA 2.3 PRECIPITACION DE LA DESHIDROGENASA ISOCITRICA

NADP-ESPECIFICA (IDH-Bg) CON (NH4)2504

PORCENTAJE DE

SULFATO DE

AMONIO A 0°C

FRACCION DE
PROTEINA RE-
MANENTE EN EL

FRACCION DE
ACTIVIDAD DE
IDH REMANENTE

SOBRENADANTE EN EL SOBRE-
NADANTE.
% pA %

0 - 20 1.00 1.00
20 - 40 0.48 0.93
40 - 60 0.08 0.24
60 - 80 0.02 0.05
80 - 100 0.01 0.01




6.4

La purificacidn de la isozima IDH-Bj resultd en
un# preparacidn con una actividad espec{fica de 78 U/mg de
protefna. Ya que la isozima IDH-Ap; fue rutinariamente
purificada junto con IDH-Bjp, fue diff{cil estimar la can-
tidad relativa de actividad enzimdtica contribuida por
IDH-A2. Ademés, tanto la baja proporcion de IDH-Ap en el
higado con respecto a IDH-By, as{ como su alta
inestabilidad, hizo diffecil calecular la cantidad total de
esta isozima presente en los extractos puros. Una estimacidn
de la actividad espec{fica, obtenida de diferentes extractos
purificados, dio valores en el rango de 6.2 a 10 U/mg de
protefné. La Tabla 2.4 resume el procedimiento de purifica-
cién y los datos obtenidus de las isozimas del hfgado
(IDH-By) ¥y mﬁscul; (IDH-C5). La Figura 2.4 muestra un
cromatograma representativo del Affi-gel azul obtenido en 1la
purificacidn de las isozimas IDH.

La separacion individual de las isozimas IDH del
higado del extracto previamente obtenido después de
cromatograffa de afinidad, es mostrado en el perfil de elu-
cion obtenido de la columna de celulosa CM-52 (Figura 2.5).
La isozima citoplasmica (IDH-By) fue eluida en el volumen
vac{o, y la mitocondrial (IDH-Aj3), que es adsorbida en el
gel, fue eluida con un gradiente de NaCl.

La Figura 2.6 ilustra un perfil de elucion de IDH

obtenido de la columna de Sephadex G-150. La Figura 2.7
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TABLA 2.4 ESQUEMA DE LA PURIFICACION DE LAS ISOZIMAS DESHI-
DROGENASA ISOCITRICA NADP ESPECIFICAS DE
Fundulus heteroclitus (L).

IDH-By (HIGADO)

PASO DE VOLUMEN PROTEINA ACTI- ACTIVIDAD PURIFICA- RENDI-

PURIFICA- VIDAD ESPECIFICA CION MIENTO
CION . ml mg TOTAL U/mg (VECES) %
(m

HOMOGENI-

ZADQ CRUDO 98 2729.00 193 0.071 1.00 100
CELULOSA

DE~-52 16 340.00 173 0.509 7.17 90

AFFI-GEL

AZUL 3 3.00 45 15.000 211.00 23
CELULOSA

CM=-52 3.5 1.60 32 20.000 282.00 17
SHEPHADEX

G-150 2.3 0.13 10 78.000 1099.00 5

IDH-Co (MUSCULO)

PASO DE VOLUMEN PROTEINA ACTI- ACTIVIDAD PURIFICA- RENDI-

PURIFICA~- VIDAD ESPECIFICA CION MIENTO
CIOH ml mg TOTAL U/mg (VECES) %
(u) '

EXTRACTO

CRUDO 100 1190.00 122 0.103 1.0 100
CELULQSA

DE-52 36 194.00 83 0.428 4.0 68
AFFI-GEL

AZUL 3 0.666 17 25.500 248.0 14
SEPHACEL-

DEAE 9 0.133 11 83.000 806.0 9




FIGURA 2.4 Perfil representativo de la columna de Affi-gel
azul mostrando la elucicdn de la enzima IDH con un “"pulso” de
NADP 2 mM. Buffer: tris/citrato 10 mM pH 8.0, conteniendo

MnS04 1 mM y glicerol al 10% (v/v).
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FIGURA 2.5‘Cromatograffa de intercambio catidnico de las
isozimas IDH-Bs y IDH~Ap sobre celulosa CM-52. El perfil

de elucidn muestra la separacion de las isozimas del higado
(B). La elucion de la isozima IDH-Ap fue lograda con un
gradiente de NaCl (0 - 0.1 N) (A). ELl buffer utilizado fue:
Kt/MES pH 6.5 10 mM conteniendo glicerol al 15% (v/v),

MnS0,; 1 mM y -mercaptoetanol 1 mM.

;
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FIGURA 2.6 Perfil de elucion representativo para la
deshidrogenasa isocftrica de la columna de filtracion en gel
Sephadex G-150. E1 buffer utilizado fue: tris/citrato 20 mM
pH 7.0 conteniendo Nag5804 0.3 M, NaCl O.1 M, MnSO4 1 mM

y glicerol al 10% (v/v). Las condiciones de la columna se

describen en Métodos.
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muestra un perfil de la columna de Sephacel DEAE de un ex-
tracto de misculo, ilustrando‘la elucion de IDH-Cy con un
gradiente de sal y su separacion de otras protefinas con-
taminantes.

5. Criterios de pureza:

El criterio usaao para determinar la homogeneidad de
las 1sozimas IDH fueron: homogeneidad sobre las base de
actividad espec{fica constante de los extractos puros,
después de ser recromatografiados sobre filtracidn en gel de
Sephadex; homogeneidad sobre la base de electroforesis en
condiciones de desnaturalizacidn (SDS) y no desnaturaliza-
cidn; y homogeneidad sobre la base de carga electrica despu€s
de isoelectroenfoque de los extractos purificados.

Cuando las preparaciones de enzima purificada fueron
recromatografiadas en gel de Sephadex G-150, la actividad es—
pecifica casi no cambid. Algunas veces fue observada una dis-—
minucion de la actividad espec{fica de las isozimas
mitocondriaies, debido a su marcada inestabilidad.

Cuando las 1sozimas purificadas fueron sujetas a
electroforesis de disco bajo condiciones de desnatupalizaci&n
(SDS) en geles de acrilamida al 8%, 10%Z y 12%, las isozimas
migraron como una sola banda cuando los geles fueron tehidos
para protefna. La figura 2.8 nmuestra las fotograffas y

registros densitométricos de dos geles de poliacrilamida en



FIGURA 2.7 Perfil de cromatograffa de intercambio anicnico
para la isozima IDH-Cy sobre Sephacel DEAE (B). La isozima
fue eluida con un gradiente de NaCl (0-0.1 N) (A). El Buffer
utilizado fue: tris/citrato 10 mM pH 8.0 conteniendo MnS04

1 mM y glicerol al 10% (v/v). Las condiciones de la columna

se describen en Métodos.
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disco al 10% corridos con 20 ug de IDH-B, ; IDH-Cy res-
pectivamente, y un gel con 8% de acrilamida corrido con 15 ug
de IDH-A,. La estimacidn de pureza se hizo calculando el

drea bajo los picos. En base a estos datos, las preparaciones
resultaron: 98% pura para IDH-B, y 95% pura para IDH-Cj.

Los geles corridos con 8% de acrilamida dieron los mismos re-
sultados. por lo tanto la homogeneidad de las proteinas cubre
los requisitos de pureza dados por Hendrick y Smith (1968),
cuando se usan diferentes concentraciones de gel.

El registro densitométrico de la isozima IDH-Ajp
mostré una pureza de aproximadamente 87%. Se hicieron varios
intentos de purificar la enzima a una mejor resolucidn; sin
embargo, no fue posible, ya que se obtuvo una pérdida total
de la actividad enzimitica.

Como IDH-Ap se encuentra en menor proporcidn con
respecto a IDH~-By, y es altamente inestable bajo las dife-
rentes condiciones usadas en todos los pasos de purifica-
¢idn, se considerd que el nivel de pureza obtenido (87%) era
adecuado para hacer los estudios de caracterizacidn y
cinética enzimdtica.

Cuando las isozimas purificadas IDH-B; y IDH-Cj
fueron sujetas a electroforesis en condiciones de no des—
naturalizacidn, dieron una banda de protefna y una de
actividad enzimdtica. La figura 2.9 muestra las fotograffas y

registros densitométricos de geles de poliacrilamida al 7.5%



FIGURA 2.8 Registros densitométricos y fotograffas de tres
geles de SDS-poliacrilamida examinados & 580 nm. Contienen
una banda de protef{na pura para cada una de las isozimas IDH

de Fundulus heteroclitus. Las flechas en los registros

muestran la posicicdn del colorante indicador (pironin-Y). Los
geles se corrieron de izquierda a derecha.

A) 15 ug de IDH~A, (gel al 8%)

B) 20 ug de IDH-By (gel al 10%)

C) 20 ug de IDH-Cy (gel al 10%)






FIGURA 2.9 Registros densitometricos y fotograffas de cuatro
geles de poliacrilamida al 7.5% en condiciones de no
denaturalizacion conteniendo a las isozimas purificadas
IDH-By y IDH-C2 del higado y misculo respectivamente. Las
flechas en los registros muestran la posicidn del colorante
indicador azul de bromofenol.

A) IDH-By tefiida para proteina

B) IDH-Cy tefilda para proteina

C) IDH-Bj tefiida para actividad enzimdtica

D) IDH-C9 tehida para actividad enzimdtica
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de las isozimas IDH~By9 y IDH-C, respectivamente. La

mezcla de los geles de poliacrilamida para electroforesis en
condicliones de no desnaturalizacion fue suplementada con
glicerol al 10%. Esta modificacion fue critica para la
resolucion de las bandas de actividad enzimatica despues de
ger tefiidas. Cuando el glicerol fue omitido, no se observo
actividad de IDH en los geles, después de acoplar la reaccion
de NADP a la produccion de formazdn. Por lo tanto, el
glicerol estabiliza a las protefnas durante el proceso de
electroforesis, eliminando la desnaturalizacidn debido a 1la
perdida gradual de la actividad enzimatica. Los geles
"corridos en ambas condiciones de desnaturalizacién y no
desnaturalizacidén fueron sobrecargados con el extracto
purificado en un intento de detectar contaminantes. Sin em-
bargo, elles mostraron sélo una banda.

6. Determinaciones de peso molecular:

Los pesos moleculares nativos de las isozimas
muscular y del higado, segin se determind por filtracion en
gel, parecen ser esencialmente identicas. La masa molecular
nativa promedio para las isozimas fue de 90,000 daltones,
como se muestra en la Figura 2.,10. Los volumenes de elucidn
relativos determinados experimentalmente (Ve/Vo) versus el
logaritmo de las masas moleculares de las protefnas estandar
fueron graficados para estimar el peso molecular nativo de

cada isozima.




FICURA 2.10 Grafica representativa de la determinacidn del
peso molecular nativo de la deshidrogenasa isocitrica NADP

especf{fica de Fundulus heteroclitus, por filtracidn en gel

sobre Sephadex G-200. El buffer usado fue tris/citrato 20 mM
pH 7.0 conteniendo glicerol al 10%Z (v/v), MnSO; 1 ﬁM,

NapS04 0.3 M y NaCl 0.1 M. Flujo: 20 ml/hr.; altura de la
presidn hidrostitica del eluyente: 30 cm; estandards: 20
mg/ml; columna: 2.6 x 72 cm. El circulo negro indica el valor
medio del volumen de elucidn relativo (REV) de tres

diferentes determinaciones para cada una de las isozimas

NADP-~IDH.
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La masa molecular de la subunidades de las isozimas
fue estimada por comparacion de la movilidad de las sub-
unidades de la deshidrogenasa isocftrica con la de las pro-
teinas estdhdar: La grafica de los estandards versus el
logaritmo de sus masas moleculares indica una masa molecular
de las subunidades de 45,000 + 3,000 daltones para las
isozimas IDH (Figura 2.11).

La Figura 2.12, muestra las fotograffas y registros
densitométricos de geles de poliacrilamida conteniendo
algunos estandards internos (albumina de huevo-aldolasa y
albimina de suero de bovino-aldolasa) incluidos con la
isozima IDH-By. La isozima del higado emerge junto con el
estandar albumina de huevo (Fig. 2.12A). Las dos se separan
en plcos agudos de diferente longitud. Los datos obtenidos de
estos geles dieron una masa molecular de 45,250 + 2500
daltones para la subunidades de IDH-Bj.

La combinacion de ambos pesos moleculares nativo y
de las subunidades indica que la deshidrogenasa isocf{trica de

Fundulus heteroclitus es un d{mero compuesto de dos sub-

unidades identicas. Estos datos concuerdan con los datos ob-
tenidos de otras fuentes. La enzima de E. coli (Burke et al,
1974), corazdn de buey (Mc Farlane et al, 1977), higado de

res (Carlier y Pantaloni, 1973), M. edulis (Head, 1980), R.

spheroides (Chung and Braginski, 1972), B. steanothermophilus

(Howard and Becker, 1970), y una forma de Acinetobacter




FIGURA 2.1l Grafica representativa de la determinacién del
peso molecular de la subunidades de la deshidrogenasa

isocf{trica NADP espec{fica de Fundulus heteroclitus sobre

geles de poliacrilamida~SDS al 10%. Representa la migracion
de las protefnas estdndar relativas al colorante indicador
(Rg) versus el logaritmo del peso molecular. El eifrculo
negro representa el valor promedio de la movilidad relativa
de los estandares (Rm) de 4 determinaciones separadas para

las isozimas NADP-IDH.
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FIGURA 2.12 Registros densitométricos y fotograffas de dos
geles de poliacrilamida-SDS mostrando algunos estandares
internos incluidos con una muestra pura de la isozima
IDH-Bo en la determinacidn del peso molecular de las
subunidades.

A) Albdmina de huevo - IDH-Bp - Aldolasa

B) Albumina de Suero- de Bovino - IDH-B, - Aldolasa.
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lwoffi (Seif and Weitzmann, 1972), tiene una masa molecular
de aproximadamente 42,000 -~ 50,000 daltones para la subunidad
y aproximadamente 83,000 -~ 100,000 daltones para la enzima
dimerica.

Existen otras fuentes de enzima que han revelado
diferencias en pesos moleculares. Valores de 77,000 y 85,000
han sido obtenidos de corazdn y rifion de ratdn respectiva-—
mente, con subunidades de 35,000 daltones (Pegoraro et al,
1979). La enzima dimérica de Drosophila (Williamson et al,
1980) tiene una masa molecular de 110,000 daltones, y la
enzima de higado de puerco (Illingworth and Tipton, 1970)
tiene una masa molecular de aproximadamente 75,000 daltones.
Formas monoméricas de esta enzima han sido tambien reportadas
en corazon humano (Seelig and Colman, 1978), gldndula mamaria
de bovino (Farrell, 1980), corazdn de puerco (Colman et al,

1970), y Azotobacter vinelandii (Chung and Braginski, 1972),

con una masa molecular nativa de 53,000, 55,000, 58,000 y
80,000 daltones respectivamente.

Segun la literatura correspondiente lo indica,
existe variacion entre los pesos moleculares nativo y de las
subunidades de la deshidrogenasa isoc{trica de varias
fuentes, Los pesos moleculares parecen depender en parte del
método usado en su determinacidn., Por ejemplo, en E. coli,
Burke et al (1974) encontro que la enzima esta’ compuesta de

dos subunidades de 45,000 por medio de electroforesis con
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SDS. Sin embargo, cuando se empleJ el método de entre-
cfuzamiento con suberimidato de dimetilo segyido de elec-
troforesis con SDS, el valor obtenido fue de 43,000. Vazques
y Reeves (1979) mostraron en E. coli una masa molecular de la
subunidad de 53,000 por medio de electroforesis con 5DS y de
49,900 por analisis de amino acidos. Carlier y Pantaloni
(1973) discuten que los metodos hidrodinamicos tales como
filtracion en gel o electroforesis dan un valor promedio del
peso molecular de la enzima nativa que es siempre menor que
los pesos moleculares del dimero determinado por otros
métodos. Esto también refleja propiedades relacionadas con la
‘estructura cuaternaria y forma de la moleécula (Head, 1980).

En base a estos argumentos, concluimos que las
formas dimericas de la deshidrogenasa isocftrica caen en el
rango de 45,000 a 53,000 daltones para las subunidades y
85,000 a 100,000 daltones para la masa molecular nativa. La
Tabla 2.5 muestra un resumen de algunas propiedades de NADP-
IDH de varias fuentes.

7. Isoelectroenfoque:

Los resultados obtenidos de la caracterizacidén de
las isozimas con respecto a puntos isoelédetricos (pl), i.e.,
el pH al cual la carga neta de la protefna es cero, fueron
los siguientes: pI 5.19, 7.0 y 5.29 para las isozimas
IDH-By, IDH-Ap y IDH-Cp respectivamente. Las Figuras

2.13A y B {ilustran los perfiles de pH y los valores de iso-pH
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TABLA 2.5 RESUMEN DE ALGUNAS PROPIEDADES DE LA DESHIDROGENASA
ISOCITRICA NADP ESPECIFICA DE VARIAS FUENTES.
FUENTE SUBUNIDAD NATIVO ACTIVIDAD PURIFI- RENDI- REFERENCIA
M.¥ M.W. ESPECIFICA CACION MIENTO
U/mg P (VECES) %
CORAZON DE 60,000 60,000* 12,600 72.8 9.0 Plaut, 1962.
PUERCO
HIGADO DE - 75,000 46.5 581.0 25.5 1Illingworth
PUERCO y Tiptonl970
Azotobacter 80,000 80,000*% 133.0 88.7 22.0 Chung & Fran
vinelandii zen, 1969.
CORAZON-RATA - - 15.75 98.4 56.0 1Islam et al,
NIGADO-RATA - - 18.46 102.5 25.0 1972,
Acinetobac—- 45,000 90,000 - - - Self & Weit-
ter lwoffi zmann, 1972.
Rodopseudo- 50,000 103,000 48.1 48.1 11.0 Chung & Bra-
monas §. ginsky,1972.
HIGADO RES 48,000 76,000 17.7 550.0 21.0 Carlier & Pan
taloni,1973.
Bacillus s. 45,000 92,500 3950.0 415.0 21.5 MNagaoka
et al, 1977.
CORAZON DE 45,000 90,000 39.0 20.0 34.0 Mac Farlane
TORO et al, 1977,
CORAZON DE 53,000 53,000%* 64.0 517.0 47.0 Seelig &
HUMANO Colman, 1978.
Escherichia 46,900 83,000 56.0 47.0 51.0 Vazques &
coli. Reeves, 1979.
CORAZON Y 36,000 77,000 45.0 59.0 23.0 Pegoraro
RINON-RATON 35,000 85,000 40,0 100.0 39.0 et al, 1979.
Drosophila 60,000 11,000 19.75 94.0 30.0 Williamson
50,000 et al, 1979.
GLANDULA MA-55,000 55,000% 52.5 170.0 6.1 Farrell,
MARIA-BOVINO 1980,
M., edulis 45,000 71,000 26.9 996.0 12.5 Head, 1980,
Fundulus h.
HIGADO 45,000 90,000 78.0 1099.0 5.0 Esta tesis
MUSCULO 45,000 90,000 83.0 806.0 9.0 Esta tesis

* Monomeros
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de las isozimas del higado y mdsculo obtenidos de una columna
preparativa de isoelectroenfoque de 110 ml. Este método fue
tambien usado en los pasos de purificaci6n, ya sea para
separar las isozimas del hfgado o para remover los con-
taminantes remanentes en las isozimas del higado y musculo.
La Figura 2.l4 muestra los registros densitométricos y las
fotograffas de dos geles de poliacfilamida con SDS con-
teniendo 15 ug de IDH-By y 10 ug de IDH-Cp obtenidas

despues del isoelectroenfoque. Ambos geles dileron una sola
banda de proteina.

Los valores de los puntos isoelfctricos obtenidos
para las isozimas IDH fueron comparados con los valores de
otros peces y otras fuentes animales (Tabla 2.6). En la
tabla, puede verse que nuestros datos concuerdan con los

valores de pI de Mytilus edulis (Head, 1980) y la trucha

arcolris (Moon y Hochachka, 1971a). Los puntos isoelectricos
fluctuan de 4.6 a 7.4, excepto para el corazdn de puerco que

tiene un pI mayor de 9.0 (Colman , 1968) y S. typhimurium

(Marr and Weber, 1973) con un pI de 4.0 a 4.2.

8. Estudios de estabilidad termica:

a. Inactivacidn termica.
Inactivacicn por calor es un procedimiento
cominmente empleado para la caracterizaciodn de la es-
tabilidad estructural de una enzima y para la bdsqueda de

diferencias estructurales entre las formas multiples de una



FIGURA 2.13A Perfil de elucidn de una columna preparativa de
isoelectroenfoque corrida con un extracto conteniendo a las
isozimas IDH-By y IDH-A,. Los puntos isoeldctricos (pI)
fueron: 5.19 y 7.0 para IDH-B9 y IDH-A2 respectivamente.

En la parte superior del perfil se muestra el gradiente de
pH. Resolucidn: 32 horas a 600 volts a 4°C.

Actividad de IDH (@); Aggp nm (Q); pH (o)
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FIGURA 2.13B. Perfil de elucidn de una columna de
isoelectroenfoque corrida con un extracto conteniendo a la
isozima IDH-C,. En la parte superior del perfil se muestra
el gradiente de pH. El punto isoceléctrico (pI) fue: 5.29.
Resolucidn: 32 horas a 600 volts a 4°C.

Actividad de IDH (@); Aggp nm (O); pH (Q)
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FIGURA 2.14 Registros densitométricos y fotograffas de dos
geles de poliacrilamida-SDS al 10% para las isozimas

IDH-Byp y IDH-As de Fundulus heteroclitus. Las muestras de

enzima pura se obtuvieron de la columna de isoelectroenfoque
mostrado en la Fig.2.13A. Las flechas indican la posicidn del
colorante indicador (Pironin-Y). Los geles se corrieron de
izqulerda a derecha.

A) 15 ug de IDH-Bg

B) 10 ug de IDH-A,
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IDH-B}

IOH-AS
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TABLA 2.6 PUHNTOS ISOELECTRICOS PARA LA DESHIDROGENASA ISO-
CITRICA ESPECIFICA DE NADP DE VARIAS FUENTES.

FUENTE pI REFERENCIA
CORAZON DE RES 7.4 Siebert et al, 1957b.
CORAZON DE 7.4 Plaut, 1962.
PUERCO < 9.0 Colman, 1968.
Azotobacter
vinelandii 6.1 Barrera & Jurtshuk, 1970.
HIGADO-PUERCO 6.5 Illingworth & Tipton, 1970,
TRUCHA ARCOIRIS 5.75 Moon & Hochachka, 1971la.

3 isozimas 5.72

6.90

Salmonella 4.0-4.2 Marr & Weber, 1973.
typhimurium
E. coli 5.0 Burke et al, 1974,
CORAZON HUMANO 7.0 Seelig & Colman, 1977.
CORAZON DE RATON 7.0 Pegoraro et al, 1979.

RINON DE RATON 4.8

Mytilus edulis 5.5 Head, 1980.
2 isozimas 5.2 " "
E. colil 4.65 Vazques & Reeves, 1981.
2 isozimas 4,70 " " "
Fundulus h.
HIGADQ-MITOCH. 7.0 Esta tesis
HIGADO~CYTO. 5.19 "

MUSCULO BLANCO 5.29 "




FIGURA 2.15 Perfiles de inactivacidn por temperatura para las
isozimas deshidrogenasa isoc{trica NADP especfficas de

Fundulus heteroclitus. Las condiciones de los experimentos

gson descritas en la seccidn de Mé&todos.
1DI-B; (O)
IDH-A7 (@)

IDH-Cy (@)
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FIGURA 2.16 Perfiles de inactivacidn por temperatura de las
isozimas deshidrogenasa i1socitrica NADP especfficas de

Fundulus heteroclitus en presencia de isocitrato. Las

condiclones experimentales se describen en la seccidn de
Métodos .

IDH-By (O)

IDH-A; (@)

IDH-Cy (@)
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FIGURA 2.17 Perfiles de inactivacion por temperatura para la
isozima deshidrogenasa isocftrica NADP especffica del mdsculo

(IDH-Cy) de Fundulus heteroclitus con y sin sustratos. Las

condiciones experimentales se describen en la seccidn de
Métodos.

(®) Sin sustratos

(0) En presencia de MnS0, 2 mM

(O) En presencia de NADP 1 mM

(A) En presencia de DL-isocitrato 4 mM
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enzima. Los resultados de estos estudios son mostrados en la
figura 2.15. Las tres isozimas IDH mostraromn diferencias en
termoestabilidad en el siguiente ordem: IDH-Bp > IDH-Ap >
IDH-C9. La temperatura a la cual el 507 de la actividad de
la enzima (T5p) permanece después de 20 minutos de incuba-

cidn para las isozimas IDH de Fundulus heteroclitus fue: 54°,

49° y 35°C para IDH-B,, IDH-Ap y IDH-C, respectiva-

mente. Por lo tanto, la forma mds estable al calor fue la
isozima citopldsmica del higado, luego la forma mitocondrialj;
la isozima mitocondrial del mdsculo fue la mds sensible al
calor.

La estabilidad t€rmica relativa de cada isozima fue
incrementada en gran medida cuando se incubaron en presencia
de DL-isocitrato (9.5°C para IDH-Ay y aproximadamente 15°C
para IDH-By y IDH~Cy). HWingin cambio en el orden de es-
tabilidad térmica fue observado para las isozimas. La Figura
2.16 muestra los perfiles de inactivacidn al calor en pre-
sencia del sustrato. Los valores de Tsp en presencia de DL
isocitrato fueron: 68.5°, 58.5° y 50°C para IDH-B,,

IDH-Ap y IDH-Cy respectivamente.

El efecto del metal (Mn2%t) y el cofactor (NADP)
gsobre la inactivacidn al calor de la isozima muscular
(IDH-C9) fue también investigado. La Figura 2.17 ilustra
los resultados. El efecto protector del DL isocitrato y del

NADP es aproximadamente el mismo, y es mayor que el efecto
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protector dado por el manganeso, el cual también incrementa
~ la egtabilidad de la protefna.
b. Cinética de la inactivacidn té&rmica.

Los resultados obtenidos de la incubacicn de las
isozimas IDH a temperatura constante pero variando el curso
del tiempo, son mostrados en la Figura 2.18. Estos resultados
revelaron que el proceso de desnaturalizacidn para las tres
isozimas no sigue una cinética simple de primer orden.

La isozima muscular (IDH—CZ) fue incubada a las
siguientes temperaturas constantes: 37°, 40°, 43°, y 45°C
(Figura 2.19) con aliquotas siendo ensayadas en el curso del
tiempo. Los resultados nuevamente revelaron que la enzima no
sigue un proceso cinético simple de primer orden. E1 efecto
del DL isocitrato y del NADP sobre la cindtica de la desna-
turalizacidn térmica de la isozima muscular (IDH-Cy) 2
45°C fue también investigado (Figura 2.20). El efecto pro-
tector contra la inactivacion fue mayor para el sustrato que
para la coenzima. Sin protectores, solamente el 11.5% de la
actividad de IDH permanece después de 10 minutos de incuba-
cich a 45°C. En cambio en presencia de sustrato (DL-
isocitrato 4 mM), el 61% de la actividad se conserva. En pre-
gsencia de la coenzima (NADP 1 mM) el 24% de la actividad se
conserva despues de una hora de incubacidn. La presencia del
cofactor o sustrato no afecta la cinética de la reaccidn,
pues de nuevo mostro un proceso no-lineal simple de primer

orden (non-linear first order process).



FIGURA 2.18 Cindtica de la desnaturalizacidn termica para las
isozimas deshidrogenasa isocitrica NADP especi{ficas de

Fundulus heteroclitus. Buffer: trietanol amina/Cl~ 30 mM pH

7.4 conteniendo albdmina de suero de bovino (BSA) al 17
(wiv).
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FIGURA 2.19 Cinédtica de desnaturalizacidén teérmica para la

isozima deshidrogenasa isoc{trica NADP especffica del mdsculo

(IDH-CZ) de Fundulus heteroclitus a diferentes temperaturas
de incubacion. Buffer: trietanol amina/Cl™ 30 mM pH 7.4

conteniendo albumina de suero de bovino (BSA) al 1% (w/v).
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FIGURA 2.20 <Cinédtica de la desnaturalizacidn té€rmica de- la

isozima del misculo (IDH-Cy) de Fundulus heteroclitus en

presencla de sustratos. Buffer: trietanol amina/Cl~ 30 mM
pH 7.4 conteniendo albimina de suero de bovino (BSA) al 1%
(w/v).

(O) Sin sustratos

(®) Con DL-isocitrato 4 mM

(@) Con NADP 1 mM
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D. DISCUSION

1. Distribucidn en tejidos:

La presencia de isozimas IDH citopldsmica y
mitocondrial espec{ficas en los diferentes tejidos de

Fundulus heteroclitus cae dentro del patron de distribucidn

general y localizacidn celular observado en otros organismos.
Sin embargo, el mimero de loci de cada isozima en diferentes
fracclones celulares varfa ampliamente entre las especies, y
los patrones electroforédticos son muy variados.

En el salmon (Kijima y Fujio, 1977) la isozima
citoplasmica especffica de hiIgado tiene dos loci; un locus es
polimdrfico y el otro monomdérfico. La forma mitocondrial es-
pec{fica de misculo, también tiene dos loci, un monomdrfico y

un polimdrfico. En Fundulus heteroclitus la forma citoplds-

mica especifica de higado, tliene un locus (Idh-B) que es
altamente polimdrfico. La forma mitocondrial tiene dos
diferentes locl: uno en musculo (Idh-C) que es monomdérfico y
uno en hfgado (Idh-A) que es polimérfico. El salmon del
Atlantico Salmo salar (Cross and Payne, 1977) tiene dos loecl
localizados en el citoplasma del higado, un polimérfico y un
monomdrfico. Un tercer locus especifico de la mitocondria del
corazdn es monomérfico. En una amplia variedad de peces, una
forma de la IDH mitocondrial es especifica para el tejido del
corazén y la IDH citopldsmica es espec{fica para el tejido

del hfgado, como en Fundulus heteroclitus.
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2. Deshidrogenasa isocftrica NAD especifica:

La presencia de dos diferentes enzimas (NADP-IDH vy
‘NAD~IDH) catalizando la misma reaccion hace diffcil la inter-—
pretacidn de los datos experimentales. La actividad ex~-
tremadamente baja de la deshidrogenasa isocitrica NAD es-
peci{fica en los tejidos de vertebrados junto con la presencia
de dos isozimas NADP-IDH, complica aun mds la explicacidn de
sus posibles papeles metabdlicos. Pette (1966) mostrd que la
proporcion de NAD-IDH y NADP-IDH varfa de tejido a tejido,
las variaciones de NADP-IDH sobrepasan agquéllas de NAD-IDH.
Tucker (1968) observd que la tasa del ciclo del dcido tri-
carbox{lico es varias veces mayor que la actividad de NAD-IDH
( basado en 1la incorporacién de ox{geno durante el vuelo) en
el pichdn. Crabtree y Newsholme (1970) midieron las
actividades de ambas NAD-IDH y NADP-IDH en los musculos de
perro, trucha, pichdén, conejo y rata. Ellos encontraron que
la actividad de NAD~IDH es extremadamente baja en algunos de
los tejidos en comparacion con la NADP-IDH y sugieren que la
NAD-IDH de vertebrados es inestable. Una situacidn inversa
fue encontrada en todos los misculos de insectos; las
actividades de NAD-IDH exceden aquellas de la enzima NADP-
IDH, generalmente en mds de diez vaces.

En el higado de la trucha arcoiris la enzima NAD-IDH
no pudo ser detectada por Moon and Hochachka (1971la). Ellos

indican que la enzima no existe en los tejidos del pez, o que



97

es altamente inestable. Sin embargo, en el misculo de la

trucha Salmo gairdneri y en el misculo y corazdn del pez

Scylliorhinus canicula, Newsholme y Start (1973) si de-

tectaron la enzima NAD-IDH. La actividad de NAD-IDH y NADP-
IDH ha sido tambien detectada en los musculos de una gran
variedad de animales (Alp et al, 1976). La actividad de NAD-
IDH se encontrg que existe en todos los phylum examinados
(coelenterata, annélida, molusca arthrdpoda, insecta, pisces,
amphibia, aves y mammalia). Sin embargo, en un cierto nidmero
de musculos de ambos vertebrados e invertebrados la actividad
de la enzima NAD-IDH fue muy baja. En estudios sobre la re-
gulacion de la actividad de NAD-IDH por el calcio, Mc Cormack
y Denton (198l) también mostraron la existencia de esta
enzima en trucha, pichon, rana, y corazdn humano. En el

teleosteo Fundulus heteroclitus (esta tesis), se detectd la

presencia de la actividad de NAD-IDH en todos los tejidos es-
tudiados. Ya que estos resultados concuerdan con los de News-
holme y Start (1973), Alp et al (1976), y Mc Cormack y Denton
(1981), concluimos que la NAD-IDH existe en los tejidos del
pez.

Por otro lado, ha sido demostrado que 1la NAD-IDH es
activada y estabilizada con ADP y glutation (Chen y Plaut,
1963), con ADP (Goebell y Klingenberg, 1964; Mc Cormack y
Denton, 1981), con glicerol (Cox y Davies, 1967), o con ambos

ADP y glicerol (Alp et al, 1976). En este estudio, el sistema
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buffer usado para preparar los extractos de tejido fue
complementado con glicerol y ADP. Los extractos fueron
inmediatamente ensayados y la actividad de NAD~IDH re-
gistrada. Despues de varias horas, se volvieron a ensayar los
extractos de tejido, pero la actividad de NAD-IDH fue de-
tectada en menor cantidad en algunos tejidos o estuvo ausen-
te, Esto muestra la inestabilidad de la enzima NAD-IDH y el
porque’ fallames en detectarla en los geles de almidon despues
de 20 horas de electroforesis, aun en presencia de glicerol y
ADP., Se ha argumentado que la determinacidn del nivel de 1la
enzima NAD-IDH de extractos de tejlido en presencia de ADP
puede presentar ciertos problemas (Plaut, 1969). Tales pre-
paraciones pueden contener cinasa adenilato (Chiga y Plaut,
1960) que induce la formacion de ATP de ADP, el cual a su vez
puede fosforilar NAD a NADP en presencia de cinasa DPN. Una
subsequente reduccion de NADP por citrato, en presencia de la
enzima NADP-IDH, puede ocurrir (Vignais y Vignais, 1961).
Esta interferencia es diffcil de eliminar en tejidos como
higado. Ademds, ha sido demostrado que la cinasa adenilato de
la mitocondria del higado puede generar ATP del ADP en pre-
sencia del metal divalente Mg2+t (Klingenberg y Pfaff,

1966). No podemos descartar la posibilidad de que parte de la
actividad de NAD-IDH detectada en los tejidos de Fundulus
heteroclitus fue inducida por estos efectos, pues el buffer

de reaccidn contenfa ambos ADP y el ion metalico divalente



99

manganeso, -y en las c€lulas estd presente la cinasa
‘adenilato. Este punto serd clarificado en estudios futuros.
Plaut y Aogaichi (1967) pudieron separar completamente ambas
NAD-IDH y NADP-IDH de la mitocondria del hfgado de rata,
ellos encontraron que la NAD-IDH existe en la mitocondria y
es una molécula mucho mas grande que la NADP-IDH.

La presencla de la NAD-IDH y dos formas NADP-IDH en
los tejidos del pez puede ser importante fisioldgicamente y
del punto de vista evolutivo. Algunos de estos aspectos serdn
discutidos en el capftulo tres de esta tesis.

3. Purificaclon de las igozimas del higado y misculo:

a. Problemas de Purificacicn.

Los principales problemas encontrados en la
purificacion de las isozimas IDH fueron la cantidad de mate-
rial y la inestabilidad de las isozimas; esta dltima siendo
extrema en la isozima mitocondrial del higado (IDH-Ag). Los
higados de peces adultos pesan en promedio de 0.1 a 0.2g;
asi, 50 gramos de h{gados representan el sacrificio de
aproximadamente 300 a 500 peces y la captura de por lo menos
mil individuos para obtener material suficlente para varias
preparaciones. El tejido muscular fue abundante.

Las condiciones dadas en el procedimiento de
purificacidn fueron logradas despues de probar diferentes
sistemas buffer donde las isozimas de F. heteroclitus no

fueran ldbiles. Varios métodos usados para estabilizar la en-
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zima NADP-IDH de varias fuentes animales han sido reportados.
La adicicn de agentes quelantes y bufferes de alta fuerza
idnica ayudan a estabilizar preparaciones enzimaticas (Plaut,
1962; Siebert et al, 1957b). El coﬁplejo manganeso-cltrato en
buffer tris, estabiliza la enzima durante su purificacidn
(Londesborough and Dalziel, 1970), y el uso de bafferes con
alta fuerza idnica, pH neutro, y el idn manganeso, constituye
un requerimiento en la estabilizacidn de la enzima (Seelig y
Colman, 1977). Glicerol ha sido también usado para es-
tabilizar la actividad de enzimas, asi como la estructura
nativa de protefnas (Jarabak et al, 1966; Ruwart y Suelter,
1971; Bradburg y Jakoby, 1972), y mostrd ser un buen es-
tabilizador de la enzima IDH (Reeves et al, 1972; Farrell,
1980; Vazques y Reeves, 1981). Ademds, los mecanismos por los
cuales el glicerol estabiliza a las protefinas han sido es-
tudiados (Gekko y Timasheff, 1981).

En nuestro sistema IDH, el glicerol mostro ser
altamente eficiente como estabilizador. En adicidn, la pre-
sencia del id6n manganeso en todos los sistemas buffer fue
crf{tico para la recuperacidén de la enzima. Por lo tanto, man-
ganeso y glicerol fueron siempre usados en los sistemas buf=-
fer. Otros estudios sobre la estabilidad de la enzima han
mostrado que lones tetrahe€dricos como sulfatos y fosfatos
protegen algunas enzimas contra inactivacidén (Rippa et al,

198la y b). Es interesante hacer notar que algunos de los
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gsistemas buffer usados en estos estudios contenfan sulfato de
sodio. Probablemente, el ion sulfato o el efecto combinado de
éste con los constituyentes del buffer son también respon-
sables de la estabilizacidn de la enzima.

Problemas de inestabilidad fueron también en-
contrados durante electroforesis en condiciones de no des-
naturalizacion. La adicidn de glicerol a la mezcla del gel y
al buffer electrodo, resultd en una buena resolucion de las
tres isozimas.

b. Recuperacidn de la 1sozima mitocondrial (IDH-43).

La 1sozima IDH-Ay fue la forma mds diffcil de
purificar debido a su marcada inestabilidad aun en presencla
de estabilizadores como glicerol, manganeso o lones sulfato
en el buffer tris/citrato. Debido a su alta inestabilidad y
baja recuperacion, se intentd separarla de la forma
citopldsmica en tres formas diferentes: por aislamiento
mitocondrial, por cromatograffa de intercambio idnico y por
isoelectroenfoque.

El aislamiento mitocondrial resultd en una excelente
geparacidn de la forma citoplasmica; sin embargo, este pro-
cedimiento requiere de hfgados frescos para aislar las
mitocondrias intactas. Esto no fue posible porque requerfa de
traer peces vivos del drea de colecta al laboratorio. Su
separacion en celulosa CM-52 dio buenos resultados, pero el

rendimiento fue bajo ya que el extracto conteniendo la
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isozima debe ser pre-purificado antes de separar IDH-A, de
IDH-B3. Finalmente el método de isoelectroenfoque, el cual
requlere también de extractos pre-purificados, resolvic a las
isozimas en dos picos perfectamente separados. Sin embargo,
el rendimiento fue adn mds bajo porque este procedimiento
toma mds tlempo. Ya que el mejor rendimiento fue logrado por
cromatografia de intercambio ionico sobre celulosa CM-52,
este método fue escogido para separar a la isozima IDH-Aj
de la isozima IDH-B,,

c. Cromatograffa de afinidad.

Cibacron azul F3GA es ampliamente usado como un
medio de cromatograff{a de afinidad en estudios con des-
hidrogenasas debido a la similitud estructural entre su
cromoforo azul y los cofactores nucledtido., Wilson (1976)
suglere que todas las enzimas que tienen sitios de enlace
para nucleotidos pueden interactuar con el colorante azul. En
adicidn, Anderson y Reynolds (1965) han sugerido fuertes
interacciones hidrofdbicas en las deshidrogenasas, debido al
caracter hidrofdbico del Cibacron azul F3GA.

El Affi-gel azul ha sido considerado como un medio
de cromatografia de afinidad debido a que el enlace es tan
espec{fico, que las deshidrogenasas pueden ser eluidas con
sustratos o efectores de estas enzimas (Bio Rad, 1977), Sin
embargo, existen varias indicaciones de que este gel puede no

cumplir con la definicidn estricta de cromatograffa de
t

¢
1
1
i
{
|
{
I
|
|
!

¢
i
|




103

"afinidad. La elucicn"de NADP-IDH-de corazdn humano puede ser

lograda con NADP, ATP, NMN, e incluso glicerol, debido a %
fuertes interacciones hidrofdbicas (Seelig y Colman, 1977). ;
Thang et _al (1979) mostrd que los iones divalentes también
afectan el enlace de una protefna a el gel azul. Debido a que
el gel azul puede exhibir ambas interacciones espec{ficas y
no especificas, debe tenerse cuidado al usarlo como un diag-
ndstico indicador del "grupo dinucleotido” (Seelig y Colman,
1979) de las dehidrogenasas, como lo han sugerido Stellwagen
et al (1975).

La presencia o ausencia de iones metdlicos

divalentes como Mg2+, afecta la adsorcion y elucidn de

sintetasas al gel azul (Thang et al, 1979). Se ha explicado
que nucleotidos enlazados en la enzima incrementan la carga
de la proteina, disociandola mas fatilmente del ligando en
ausencla de Mg2+. La presencia de Mg2+, por el contrario,
neutraliza la carga del nucleotido y los grupos icnicos del
gel, incrementando la interaccicon de la enzima con su
ligando.

En estos estudios, la adsorcion y elucicon de la
deshidrogenasa isoc{trica NADP especf{fica de Fundulus
heteroclitus al Affi-gel azul, fue afectado por pH,
interacciones salinas y el ion metdlico Mn2*t. A pH 7.4 1la
elucidn de la isozima citopldsmica del higado (IDH-B3) fue

fdcilmente lograda con NADP en presencia de Mn2+, mientras
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que la elucidn de IDH-A; y IDH-Cy no fue lograda.

Entonces estas 1sozimas mostraron una fuerte interaccion con
el gel en presencia de manganeso. Cuando el pH fue elevado a
8.0, la elucidén de ambas isozimas fue factible. En ausencia
de manganeso se obtuvieron bajos rendimientos, y en su
presencia estos fueron altos. Un incremento en pH durante la
elucion de IDH-B3 no mejoré ni afecté la recuperacion de la
enzima, entonces se escogid pH 8.0 cuando la cromatografia de
afinidad en Affi-gel azul fue usada para la purificacidn de
las tres isozimas IDH. Manganeso y pH 8.0 disminuyen 1la
interaccidn de la enzima con su ligando, facilitando su elu-
cidn con la coenzima. La ausencia de manganeso incrementa la
interaccidn de la enzima con su ligando, haciendo diffcil su
elucion del gel azul.

Incrementando la concentracidn del buffer en
aproximadamente seis veces resulté en la elucion de IDH-Cj,
junto con otras proteinas contaminantes. IDH-By ¥y IDH-A»
no pudieron ser eluidas a esta concentracidn del buffer. Las
tres lsozimas fueron también eluidas del gel azul con un
gradiente de sal. El rendimiento es casi 100% pero la
actividad especffica es baja. La elucidn de las isozimas con
NADP da rendimientos de aproximadamente 50%, pero 1la
actividad espec{fica es alta., Por lo tanto, el rendimiento de
lag isozimas fue sacrificado por una mejor pureza. Esta con-

ducta variable de las isozimas en cromatograff{a de afinidad
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sugliere que débiles y/o fuertes interacciones gel-isozima de-
penden del pH, manganeso, concentracién del buffer y carga
neta de las i1sozimas. La elucion "pseudo~especffica" con NADP
puede ser debido a un cambio en la carga total de las
isozimas IDH seguiendo la adsorcion del cofactor. Esto puede
tambier reflejar la identidad propia de cada isozima con res-
pecto a propledades estructurales. Los altos rendimientos
obtenidos después de cromatograffa de afinidad en presencia
de manganeso indican que el metal ayuda a estabilizar el
sitio activo de las isozimas durante su adsorcion y elucidn
del gel, pues el Mn2t mostro ser un buen protector de las
isozimas IDH contra desnaturalizacion.

Varios intentos de adsorber deshidrogenasas a co-
lumnas de afinidad conteniendo enlaces coenzima han sido
hechos (Mosbach, 1976). La NADP-IDH de E. coli ha sido
purificada en gran medida por cromatograffa de afinidad en
agarosa—hexano-NADP a través de la posicion 6-amino (Hy y Re-
eves, 1976). Sin embargo, la adsorcicon de las isozimas NADP-

IDH de Fundulus heteroclitus en diferentes geles de agarosa-

NADP no pudo ser lograda.

4. Isoelectroenfoque:

Los resultados de isoelectroenfoque revelaron casi
el mismo pI (iso-pH) para las isozimas cltopldasmica de hfgado
(IDH-By) y muscular mitocondrial (IDH-Cy). Esto fue es-

perado porque migran casi en la misma posicion después de
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electroforesis en gel de almidén. La isozima mitocondrial de
hfgédo (IDH~A2) mostro un pl neutro. Fisher et al (1977)
afirman que la mayorfia de las 1isozimas mitocondriales de
humano tienden a ser bdsicas y que la distribucidm de las
cargas superficlales de la isozima mitocondrial puede ser un
factor que determina su localizacidn subcelular (pegoraro y

Lee, 1979). En F. heteroclitus esto no fue el caso, pues la

isozima mitocondrial del misculo es acfdica y la del higado
es neutra.

Durante el isoelectroenfoque de la isozima IDH-Bj,
se encontraron a veces dos picos de actividad enzimatica.
Esta conducta andmala se cree que es debido a un cambio en la
composicidén de los amino atcidos de las proteinas, dando nul-
tiples picos de actividad (Jacobs, 1973) o a un artefacto
generado por los anfolitos (Illingworth, 1972). En estudios
con hemoglobinas (Drysdale et al, 1971) los valores de los
puntos isoeléctricos van de acuerdo con las substituciones de
amino acidos conocidas; ademas las transiciones de los amino
acidos (cambio de carga) concuerdan bien con cambios en el
pl.

Las bases amina y acidos carbox{licos de las pro-
teinas tamblen pueden comportarse andmalamente, dependiendo
del micromediocoambiente que las rodea, como consecuencia, el
pK puede ser altamente perturbado (Fersht, 1977). Por

ejemplo, un 1dén carboxilato puede formar un puente de sal con
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un716n~amonio, ser establlizado por la carga positiva y
1lggar a’ser mds acfdico. De esta manera, diferencias en el
pI pueden surgir de un solo cambio en la carga de un amino
dcido. Estudios sobre la composicidn de amino dcidos en 1las
isozimas IDH del ratdn revelaron diferenclas significativas
en la composicion de éstos y en los puntos isoeléctricos (pI)
(Pegoraro et al, 1979). Fisher et al (1977) afirman que las
diferencilas en los valores de pl entre isozimas estdn
relacionados con diferentes amino dcidos cargados, aunque no
es posible determinar el numero actual de ellos, pues no hay
asoclacidn entre los pI y la existencia de un polimorfismo
electroforédticamente demostrable. Ellos también sugieren una
posible asociaclon entre puntos iséeléctricos y funcion. Al
pH fisioldgico (7.4) la mayor{fa de las protefnas estan
cargadas, porque muy pocas tienmen un pl en este rango. No se
sabe sl esto es un resultado aleatorio o una consecuencia de
la seleccidn natural (Fisher et al, 1977). Asf, aun tiene que
resolverse si las diferencias en los valores de pl entre las
isozimas NADP-IDHl puede ser relacionado con propiledades
estructurales y funcionales.

5. Estudios de estabillidad térmica:

Estos estudios revelaron que la estabilidad térmica
de las 1sozimas NADP-IDH es significativamente diferente. La

isozima citopldsmica del h{gado fue la forma mas estable.
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Esta forma (IDH-B,) mostrd un.patrdn &ékinactivacidn lento
_én 20 minutos a 45°C y una Aesnaturaliz;ciéﬁ rdpida despu€s
de 50°C. La isozima IDH-Aj) mostrd desnaturalizacidn rdpida
despue’s de 45°C. La isozima IDH-C; mostrd la mas baja
termoestabilidad, siendo la inactivacichm por calor
marcadamente rapida después de 30°C y completada en 20
minutos a 50°C. Cuando las 1isozimas fueron incubadas en pre-
sencia del sustrato isocitrato, la estabilidad térmica re-
lativa fue incrementada en gran medida. Este efecto protector
del sustrato fue diferente entre las isozimas. Una proteccidn
total contra el calentamiento a 55°C durante 20 minutos fue
observada para la 1sozima IDH-By, mlentras que las isozimas
IDH-A9 y IDH-C) mostraron baja termoestabilidad y la
proteccién fue sb6lo efectiva a 40°C por 20 minutos. Después
de este tiempo, se empezaron a desnaturalizar rdpidamente. La
desnaturalizacidn fue completada en 20 minutos a
aproximadamente 70°C y 60°C para IDH-A, y IDH-Cy res-
pectivamente. Esto indica que el isocitrato juega un papel
importante en mantener la estabilidad termica de las
isozimas. La presencia de NADP y Mn2* también protege a las
isozima IDH-Cy contra desnaturalizacidén por calentamiento.
El cofactor protege a la isozima casi al mismo nivel del
sustrato, mientras que en presencia de manganeso la protec-

c¢idén es menor.
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‘En estudios de cinética de desnaturalizacidn tér-
mica, la pe€rdida de actividad enzimatica es frecuentemente
descrita como un proceso cinético de primer orden (Sudi,
1970). Sin embargo, las 1sozimas NADP-~IDH mostraron una
cindtica no-lineal de primer orden, tanto en ausencia como en
presencia de sustrato y coenzima. Pegoraro y Lee (1979)
mostraron que las isozimas NADP-IDH del ratdn exhiben dife-
renclas significativas en desnaturalizacidn térmica.
Isocitrato y NADP protegieron a la isozima citopldsmica
casi a un nivel similar, mientras que la 1sozima mitocondrial
en las mismas condiciones no fue protegida. Sus perfiles de
estabilidad térmica no mostraron cindtica de primer orden. Se
han sugerido diferenclas en la estructura y el modo de inter-
acclones enzima-ligando entre estas dos lsozimas de dife-
rencias encontradas en el modo de proteccidn dado por el
sustrato y la coenzima (Illingworth y Tipton, 1970).

Estudios sobre la estabilidad térmica de las
isozimas NADP-IDH del ratdn a varios pH (Pegoraro y Lee,
1979) también mostraron diferencias significativas, indicando
que una variacidén en la carga superficial de las isozimas
puede afectar su estabilidad estructural. Estudios similares

en las isozimas NADP-IDH de Bacillus stearothermophilus

(Nagaoka et al, 1977) pero en presencla de magnesio e iso-
cttrato, una forma modificada de la enzima exhibe mas baja

termoestabilidad que la forma nativa. Isocitrato y Mg2t
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fueron protectores efectivos, pero en su ausencia o con NADP,
una rapida inactivacion fue notada. Los perfiles de
inactivacidn termica no exhibieron procesos cineticos de
primer orden. El1 efecto de la temperatura observado sobre la
estabilidad de la enzima NADP-IDH del hfgado de res (Carlier
y Pantaloni, 1973) mostré que hay una proteccion total de 1la
estd en presencia del complejo manganeso-isocitrato, o un
andalogo, manganeso~citrato, a altas concentraclones. Los per-
files de inactivacion termica no exhibleron cinética de
primer orden.

Basados en tales estudios y nuestros resultados, se

sugiere que las 1sozimas IDH~-NADP de Fundulus heteroclitus

exhiben marcadas diferencias estructurales sobre las bases de
estabilidad térmica. La falta de linearidad observada durante
el curso de tiempo de la desnaturalizacion térmica de las
isozimas NADP-IDH, hace diffcil la explicacidn del proceso
cinético. En estudios con deshidrogenasa lactica de F.
heteroclitus, solamente el heterotetramero BaBb, exhibid

un proceso cinético de inactivacidn térmica no-lineal (Place,
1979). Estudios con deshidrogenasa malato en el mismo pez,
mostraron que todas las isozimas (homodimeros) exhiben un
proceso cinético de desnaturalizacidn térmica no-lineal. Esto
es simllar a la conducta exhibida por las isozimas IDH-NADP

(homodimeros) de F. heteroclitus vy otras fuentes animales

como se describid anteriormente.
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En los estudios de deshidrogenasa ldctica (LDH), la
falta de linearidad se explica, supouniendo que los dos tipos
de subunidades B2 y BP ge desnaturalizan independiente-
menté, cada una con una diferente tasa constante de
desnaturalizacidn., La relacidn: Actividad Fraccional =

ekbt + Caekat fue aplicada para obtener las

Ch
tasas curvilineas de desnaturalizacidn termica (Place, 1979).
En los estudios con deshidrogenasa malato (MDH), la misma re-
lacion fue usada, pero la falta de linearidad se explied bajo
diferente supuesto, basado en la naturaleza de las constantes
€] y Cy. Dos mecanismos son descritos: Uno implica un
intermediario activo en el proceso de desnaturallizacidn (di-
sociacidn del dimero en mondmeros activos), que se vuelve
inactivo en una fase secundaria mas lenta; el segundo implica
una mezcla de formas con diferentes tasas constantes de des-
naturalizacidn (Cashon, 1981). Ninguna de estas explica-
ciones puede ser aplicada a la conducta de las isozlmas
IDH-NADP, ya que la forma dimérica de IDH tiene subunidades
equivalentes, no se observaron mondémeros activos en los di-
ferentes procedimientos de electroforesis y filtracidn el
gel, y no existid una mezcla de 1isozimas en los extractos
purificados.

Se ha tambien observado, por medio de andlisis
cristalografico, que los iones POy se enlazan simultahnea-

mente a dos residuos de amino dcidos conectdndolos entre s{.
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La formacion de estos "puentes fosfato" pueden estabilizar
conformaciones proteicas, haciéndolas mds resistentes a
inactivacion (Rippa et al, 198la). Las sales inorganicas como
NaCl tambieén estabilizan enzimas con respecto a desnatura-~
lizacion térmica (Balamir and Emerk, 1982). Estos hechos
pueden tambien explicar la falta de linearidad observada en
los estudios de las isozimas MDH. E1 buffer fosfato y NacCl
usados en estos estudios pudieron posiblemente inducir un
efecto protector. En los estudios de desnaturalizacion
térmica de las isozimas NADP-IDH, esta explicacidn no es
suficiente, porque se usaron diferentes sistemas buffer y no
ge agregaron sales.

Una posible explicacién es que un cambilo estructural
pudo tener lugar en la enzima, alterando la conformacidn del
sitio activo y cambiando los requerimientos energéticos del
proceso catalftico (Roberts, 1977). Por lo tanto, la exis-
tencia de dos estad{os conformacionales de la protefna de-
pendientes del tiempo, ocurriendo a diferentes tasas y tem-
peraturas para cada isozima, pude ser factible. Los estadios
pueden incluir alteraciones localizadas o una reorganizacion
extensiva. Entonces la expresidn matemdtica usada en los es-
tudios de LDH para el heterotetramero (Place, 1979), fue
tambien aplicada para ajustar nuestros datos, suponiendo que
cada estado conformacional sigue un proceso cinetico de

primer orden, y que el proceso de desnaturalizacion general
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puedé ser analizado como la suma de dos tasas de reaccldn de
primer orden (ver APENDICE IA). Sin embargo, no se insinfa
que las diferentes tasas de cambio pertenecen a una sola
clase de transiciones durante el proceso de desnaturalizacidn
proteica. Todos los estudios presentados en este capftulo
proporcionan evidencia de la heterogeneidad estructural de

las isozimas IDH-NADP de F. heteroclitus.

En resumen, diferencias en la distribucion de
tejidos, localizacion subcelular, movilidades electro-
fordticas, puntos isoeletctricos, modos de acclon sobre
cromatograffa de afinidad, y desnaturalizacidén térmica,
fueron encontradas en las 1sozimas NADP-IDH de Fundulus
heteroclitus. Estas caracteristicas proveen informacidn
acerca de diferenclas estructurales y de diferencias en
actividad y estabilidad. Ya que la temperatura es uno de los
factores f{slicos mds importantes que afecta la estructura y
funcidn de las enzimas, el significado fisioldgico de las
diferencias térmicas presentadas en este capitulo, juﬁto con
las propiedades cinétlcas, discutidas en el siguilente,
proveen una vision concerniente con la posible funciodn
fisioldgica de estas isozimas NADP-IDH y su especificidad en

los tejidos.
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CAPITULO III
IS0ZIMAS DESHIDROGENASA ISOCITRICA NADP ESPECIFICAS DE

Fundulus heteroclitus (L.): CINETICA ENZIMATICA.
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A. INTRODUCCION

Es evidente que las isozimas IDH de Fundulus
heteroclitus tienen caracteristicas estructurales que las
hacen Ginicas (Capftulo II). Sin embargo, las propiedades
funcionales son desconocidas. Ya que ambas propiedades
cinéticas y papeles metabdlicos de las isozimas NADP-IDH son
inciertos, sus propledades funcionales fueron estudiadas.

Fundulus heteroclitus se encuentra distribuido sobre un

amplio rango geogrdfico a lo largo de un gradiente térmico
agudo (Powers y Place, 1978), y estda sujeto a fluctuaciones
ambientales de temperatura (Nixon y Oviatt, 1973). Ya que su
pH interno cambia con la temperatura (Rahn et al, 1975), la
tasa de descarboxilacidn oxidativa de 1isocitrato fue es-
tudiada para las isozimas multilocus NADP-IDH en relacidn a

ambos temperatura y pH.

B. MATERIALES Y METODOS

1. Reactivos Quimicos:

Acido DL isocftrico ( sal de trisodio, Tipo I), Ds
(+) acido isocitrico (sal de monopotasio) Grado III,
-nicotinamida adenina dinucleotido fosfato (NADP; TPN; Tri-
fosfopiridina nucledtido; Coenzima II) sal de monosodio,

albimina de suero de bovino (BSA), deshidrogenasa isocftrica
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altamente purificada (corazdn de puerco), y tris-
hidroximetil amino metano (TRIS), fueron comprados de Sigma
Chemical Co. Acido etileno diamina tetracético, sal de dis-
odio (EDTA) e imidazole fueron de Matheson-Coleman y Bell
(MCB). Trietanol amina, Sulfato de Manganeso (MnS04.H30),
cloruro de potasio y acido clorh{drico fueron de Baker Re-
agents. Los demas reactivos qufmicos usados fueron grado
anal{tico. Agua destilada y desionizada fue usada en todas
las soluciones acuosas.

2. Cristaleria:

Las pipetas y matraces volumétricos pequefios fueron
dejados en dcido crdmico durante la noche, enjuagados ex-
haustivamente con agua destilada y secados en el hormno a
110°C. Las celdas para los ensayos enzimaticos fueron
sumergidas en una solucion de EDTA 1 mM y enjuagadas con agua
destilada. El material de cristalerfa restante fue lavado con
detergente Alconox y secado a 110°C. Las micropipetas fueron
lavadas en dcido cromico y enjuagadas con agua destilada y
desionizada por medio de un lavador de micropipetas (Adams-18
Place) conectado a una bomba de succidn. Las pipetas se
secaron con aire aspirado a traves de ellas.

3. Datos Bioquimicos:

Los datos bioquimicos usados para la preparacidn de
buffers, estandarizacidn de sustratos y correciones de fuer:za

ionica y pK en funcion de temperatura y pH son



mostrados en la Tabla 3.1 (Dawson et al, 1969).

4, Sistemas Buffer:

Los buffers de trabajo se prepararon bajo las con-
diciones en que ellos fueron usados. Y se escogleron con un
pK,y tal que éste permitiera cualquier ApK,; que pudiera
ocurrir debido a cambios de temperatura.

Buffer: Imidazole/Cl™ 33 mM fue usado para los estudios
cinéticos de pH 6.5 a 7.0 a 25°C.

Buffer: Trietanol amira/Cl~ 30 mM (la concentracidén de este
buffer es expresada en términos del anidn) fue utilizado para
estudios cineticos de pH 7.4 a 8.0 a 25°C.

Buffer: Tris/Cl™ 30 mM fue utilizado para estudios

cinédticos de pH 8,5 a 9.0 a 25°C.

El pKay a 25°C de cada buffer fue usado para
calcular la fuerza idnica (Segel, 1976). Se utilizaron un
potencidmetro (Radiometer/Copenhagen pH Meter 26) para las
mediciones de pH y dos Buffers estandards (National Bureau of
Standards) para la estandarizacidn de pH.

5. Estandarizacion de Substrato y Coenzima:

NADP contiene agua y acetona que varfan de acuerdo a
las condiciones de almacenaje. Entonces, una calibracion
apropiada fue llevada a cabo para determinar un factor que
pudiera ser utilizado en cialculos de rutina para corregir el
peso molecular. El acidoe isoc{trico es una mezcla de dos

isémeros: el DsLg Isocitrato (isdmero activo), y el LsDg



TABLA 3.1 DATOS BIOQUIMICOS USADOS EN CALCULOS DE FUERZA
IONICA Y ESTANDARIZACION DE SUSTRATOS PARA LA

PREPARACION DE BUFFERS.

COMPUESTO T°C pKa1
TRIETANOLAMINA 10° 8.067
15° 7.963
20° 7.861
25° 7.762
30° 7.766
35° 7.570
TRIS 25° 8.10
IMIDAZOL 25° 7.07
ACIDO ISOCITRICO  25° pRy1 3.29
pRgp 4.71
pKy3 6.40
NADP 25° pKai 3.7
pKaz 6.1
COENZIMA COEFICIENTE DE EXTINCION MOLAR
NADP EMys59 np = 18,000

NADPH EM340 nm = 6,200
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I;ocitrato (isdmero inactivo). E1 {sdmero activo
contiene la configuracidn D en en al anomero~% (Vickery,
1962) y constituye solamente el 49% del dcido DL isocitrico.
Entonces, una calibracidn apropiada fue llevada a cabo y un
factor de correccidn calculado. La calibracion de ambos sus=-
trato y coenzima fue hecha cada vez que se abrfa un frasco
nuevo de cada reactivo.

La concentracidn real de NADP se determino tomando
la absorbancia a 259 nm de soluciones diluidas de NADP. Este
valor y la concentracidn calculada fueron utilizadas para de-
terminar el factor de correccion. La concentracion del &dcido
isoc{trico fue determinada enzimdticamente siguiendo en un
espectrofotdmetro la estequeometria de la formacion de NADPH
a 340 nm, La reaccion fue catalizada con NADP-IDH de corazon
de puerco (Sigma) y la cantidad de enzima usada fue lo
suficientemente alta para agotar el sustrato agregado. El
factor de correccion para el isocitrato fue obtenido de 1la
concentracion calculada y la concentracion real. Ambos
factores de correccion para NADP e Isocitrato fueron
utilizados en calculos de rutina posteriores.

NAPP: A59 nm/EM259 1800 = [NADP]real

[NADP]rea1/[NADP]calculado = Factor de Correccidn

Acido Isoc{trico:

0D340 = OD34p9 Final - 0D340 Iniclal

(0D44p x Vol del ensayo)/E x d x v [is0¢]paal
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Ej40 = 6.2 cm2/uM, d = 1 em, v = ul, Vol del ensayo = lml
[is0C)preai/[DL-180¢c]calculado = Factor de Correccign

6. Correcciones de pK y Fuerza Idnica (u):

Los bufferes usados en los estudios cinéticos fueron
preparados a fuerza ionica constante (Segel, 1976) agregando
una sal neutra como KCI.

E1 pKa; del componente del buffer fue usado para calcular

la fuerza idnica del buffer a 25°C en los estudios de pH. EL
buffer de trietanolamina a pH 8.0 fue usado en los estudios
de temperatura., Ya que el pKaj de este buffer cambia con la
temperatura, los pKa de la trietanol amina a diferentes tem-
peraturas fueron utilizados para calcular la fuerza idnica.
La fuerza idnica total de todos los buffer &sados fue u =
031, Este valor incluye los iones del buffer, el MnSO4 ¥

el KCl. La Tabla 3.2 muestra los datos obtenidos en estos
calculos.

7. Estabilizacidn de la Protefna:

Las isozimas purificadas se mantuvieron en el con-
gelador en un buffer de alta fuerza idnica conteniendo
glicerol al 50%. Las isozimas fueron diluidas en buffer tri-
etanol amina/Cl~ 30 mM pH 7.4, conteniendo BSA al 1%, y
mantenidas sobre hielo durante el experimento. La actividad
de la en»ima fue monitoreada cada tres horas durante los ex-

perimentos. No se observé disminucidn de la actividad en
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TABLA-3+2- CORRECCIONES DE FUERZA IONICA CONSTANTE DE LOS

" BUFFERS PARA ESTUDIOS DE pH Y TEMPERATURA.

GCORRECCIONES PARA ESTUDIOS DE pH A 25°C

BUFFER coNC. pH pKal BUFFER MnS04 KCL TOTAL
M* u** u u u
IMIDA-
ZoL /c1~ .033 6.5 7.07 .025 .006 - .031
. .033 7.0 7.07 .016 .006 .009 .031
TRIETANOL
AMINA/C1l™ ,030 7.4 7.762 .025 006 - .031
" .030 8.0 7.762 .0l4 .006 .011 .031
TRIS/CL™ .030 8.5 8.10 .009 006 .016 .031
" .030 9.0 8.10 .003 .002 .026 .031

CORRECCIONES PARA ESTUDIOS DE TEMPERATURA A pH 8.0

BUFFER CONC. T°C pKa1 BUFFER MnSO0y KCL TOTAL
M u u u u

TRIETANOL

AMINA/CL™ .030 10° 8.067 .0155 .006 .0095 .031
" .030 15° 7.963 .0143 .006 .0107 .031
" .030 20° 7.861 0126 .006 0124 031
" .030 25° 7.762 0110 .006 .0140 .031
" .030 30° 7.666 .0095 .006 .0155 031
" .030 35° 7.570 .0081 . 006 .0169 .031

* M Concentracion Molar

*
*

5
[}

Fuerza ionica
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diluciones mantenidas de 8 a 10 horas a 4°C. La 1lsozima
muscular (IDH-Cy) diluida en buffer sin BSA pierde su
actividad gradualmente. bespués de 4 horas, no se detectd
actividad alguna; por lo tanto, siempre se agregd BSA al buf-
fer para diluir las isozimas.

8. Determinacidn de Proteina:

La concentracion de protefna de las isozimas
purificadas fue determinada de la absorbancia a 280 nnm,
utilizando el coeficiente de extincidn E+l%yg9 = 1.27
(Illingworth y Tipton, 1970). En todos los cdlculos se
utilizd el peso molecular de 90,000 como fue determinado (ver

Capitulo II).

C. PROCEDIMIENTOS CINETICOS

Las mediciones de velocidad (OD340/min) fueron
hechas por el método de cinética de estado-constante
(steady-state kinetics), usando un espectrofotometro Beckman
Acta C-III U.V.-visible con doble haz conteniendo un sistema
automdtico para muestras que monitorea cuatro reacciones
sequencialmente. El cambio de absorbancia de cada celda (4)
fue registrada cada 15 segundos y convertida en un re-
glstrador digital por medio de un teletipo interacoplador
Beckman 52700 adaptado al espectrofotdmetro.

Las reacciones enzimdticas fueron mantenidas a tem-

peratura constante (+ 0.5°C) por medio de un bafio circulador
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@e temperatura constante Haake T52~T33 conectado al com-
partimiento de muestras del espectrofotometro. La temperatura
de las celdas fue monitoreada con un termostato de platino.

Los ensayos fueron hechos en celdas de 3 ml
(trayectoria de luz de 1 cm), y el buffer, sales, substrato y
coenzima fueron agregados y mezclados simultaneamente con una
pequefia barra magnética de agitacidn, colocada en cada celda
y sobre un agitador magnético. La mezcla de reaccidn se de jé
equilibrar a la temperatura deseada dentro de la camara de
muestras del espectrofotdmetro. La reaccion se inicid con la
adicicn de enzima.

La agitacidn continua de la mezcla durante la reac-
cion se logrd con pequefias barritas magnéticas de agitacion
dentro de cada celda activadas por medio de un agitador mag-
nético localizado debajo de ellas. Cuando los ensayos.én-
zimdticos fueron determinados a 10°C, la condensacidn del
agua en las paredes de las celdas se elimind inyectando una
corriente suave de aire seco previamente pasado a traves de
Drierita. El buffer usado en los experimentos fue siempre
colocado dentro del bafio de temperatura a la temperatura
usada en el ensayo, con el objeto de lograr un rdpido
equilibrio de la temperatura deseada en la mezcla antes de
que la reaccion se llevara a cabo. Despues de cada ensayo,
las celdas se enjuagaron tres veces con agua destilada y des=

ionizada.
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" Antes de llevar a cabo cualquier estudio de
cinética enzimdtica, se establecieron los limites de
linearidad de todo el intervaloc del ensayo usando diferentes
niveles de enzima. Tambien se llevo a cabo una determinacidn
de las concentraciones adecuadas de metal, sustrato y
coenzima. Estas determinaciones se hicieron en presencia de
altos niveles de sustratos para observar su efecto sobre la
reaccidn catalizada. El buffer usado en estos estudlos fue
trietanol amina/C1~ 30 mM pH 7.4 y MnSO4 2 mM, DL-
isocitrato 4 mM y NADP 100 uM, cuando éstos se mantuvieron a

concentracldn constante.

D. ESTUDIOS DE TEMPERATURA Y PH

l. Estudios cineticos a temperatura (25°C) y pH (7.4)

constantes:

Los ensayos enzimdticos fueron hechos por
cuadruplicado en celdas de 3 ml con mezclas de reacciodn
conteniendo trietanol amina/Cl” 30 mM pll 7.4, MnSO4 1.5
uM y varias concentraciones de sustrato y cofactor
incrementados geométricamente. En todos los casos la talla de‘
las matrices fue de 5 x 4 con 5 niveles de isocitrato y 4
niveles de NADP, dando un total de 80 ensayos individuales.

Un mninimo de tres experimentos de cada tipo fue llevado a

cabo para cada isozima. La reaccion fue iniciada por adicion

de la enzima, la cual fue mantenida sobre hielo a una
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dilucion apropiada y estabilizada con BSA. Algunos ensayos se
llevaron a cabo en celdas de 30 ml y 10 cm de trayectoria de
luz. Como no se observaron diferencias en los valores de los
parametros cinéticos, todos los estudios se llevaron a cabo
en celdas de 3 ml y 1 cm de trayectoria de luz.

2. Estudios cinéticos a temperatura constante (25°C) y pH

varlable:

Estos estudios fueron llevados a cabo solamente con
dos isozimas: la forma citopldsmica del higado (IDH-By) y
la forma mitocondrial del misculo (IDH-A). La forma
mitocondrial del higado (IDH~A,) mostrd alta inestabilidad
durante su aislamiento y purificacidn. Ya que el rendimiento
de é€sta fue muy bajo, no fue posible llevar a cabo estudios
de cinética mas detallados.

El efecto del pH sobre los pardmetros cine€ticos fue
estudiado a seis diferentes pH: 6.5, 7.0, 7.4, 8.0, 8.5 y 9.0
a 25°C. Los parametros cindticos Vmax y Km fueron determi-~
nados por el método de matrices (5 x 4) usando cinco niveles
de sustrato y cuatro niveles de coenzima, incrementados
geometricamente. Diferentes buffers fueron usados dependiendo
del pH del emsayo. La mezcla de reaccidn contuvo MnSO, 1.5
mM, y varias concentraciones de isocitrato y NADP. La fuerza
idnica (u) fue mantenida constante agregando cantidades
apropladas de KCl. La mezcla de reaccion contuvo MnSO0g4 500

uM cuando se utilizé un pH de 9.0. Se corrieron ensayos por
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cuadfuplicado y se llevaron: a' cabo un minimo de tres
experimentos de cada tipo. La reaccidn se inicidé por adicidn
de la enzima.

3, Estudios cindticos a pH constante (8.0) y temperatura

variable:

Estos estudios se llevaron a cabo con las isozimas
IDH-Byp y IDH~Cy. El efecto de la temperatura sobre los
parametros cin€ticos fue investigada a seis diferentes tem-
peraturas: 10°, 15°, 20°, 25°, 30° y 35°C a pH 8.0.

Los parametros cineticos Km y Vmax para el sustrato
y la coenzima fueron obtenidos a concentracliones saturadas ya
sea de sustrato o de coenzima. Las molaridades de ambos
fueron varladas geométricamente. De cinco a seis diferentes
concentraciones fueron corridas por cuadruplicado y cada ex-—
perimento se repltid por lo menos tres veces. Entonces, de 60
a 90 ensayos individuales fueron corridos en total para cada
temperatura y para cada isozima.

Los ensgsayos se llevaron a cabo en celdas de 3 ml y
la mezcla de reaccidn contuvo buffer trietanol amina/Cl™ 30
mM pH 8.0, MnSO4 l.5 mM y isocitrato 2 mM cuando el NADP
fue variado, y NADP 100 uM cuando el isocitrato fue variado.

La reaccidn se inicid por adicidn de enzima diluida.
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E. PROCESAMIENTO DE DATOS

1. Estimacicdn de velocidades iniciales:

Las velocidades fueron obtenidas por medio del ana-
lisis de m{nimos cuadrados (no ponderado) de los primeros 8 a
10 puntos (2 a 2.5 minutos) de la reaccidn y los enszayos por
cuadruplicado fueron promediados para cada punto. Las
pendientes calculadas por regresion lineal fueron obtenidas
con una calculadora tipo TI-55.

2. Estimacidn de las constantes cinéticas:

Una estimacidn preliminar de los pardmetros
cinéticos fue obtenida por medio del método lineal directo
no-paramétrico de Eisenthal y Cornish-Bowden (1974). Este
método permite una rapida estimacion de los pardmetros sin
necesidad de calculos y facilita el reconocimiento de ob-
servaciones experimentales inadecuadas. Entonces, las
velocidades fueron primero graficadas como trazos lineales
directos o como graficas de Hanes-Woolf que tambien dan una
1fnea recta. Estas grdficas fueron usadas principalmente en
aquellos experimentos donde uno de los sustratos se variaba,
mientras los otros se mantenian a concentraciones saturadas.
En experimentos bajo condiciones de no saturacion de sustrato
y coenzima, las velocldades se graficaron como trazos

primarios (Cornish- Bowden, 1979).
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Las constantes cineticas Km y Vmax fueron calculadas
~por medio de una computadora DEC-10 y el método de regresion
paramétrico ponderado de Cleland (1967), el cual emplea un
andlisis no-lineal de minimos cuadrados.

En los trazos lineales, los datos se ajustaron a la
ecuacidn: v = V[A]/K + [A]
donde v es la velocidad inicial, V es la velocidad mdxima,
i.e., valor de v con saturacidn  de isocitrato y NADP, A is la
concentracidn de sustrato (isocitrato) para la reaccidn hacia
la derecha y K es la constante de Michaelis, 1.e.,
concentracidn de sustrato cuando v = V/2,

El programa FORTRAN de Cleland para esta ecuacidn
fue identificado como HYPLOT FOR.

En los trazos primarios, los datos se ajustaron a la
ecuacidén: v = V[A][B]/Ky, Kb + Ka[B) + Kb[A] + [A][B]
donde B es la concentracidn de coenzima (NADP) para la reac-
cidn hacia la derecha; Kis es la constante de disocilacidn
en equilibrio verdadera para el complejo NADP-IDH cuando la
concentracion de isocitrato tiende a cero; Ka es la constante
de Michaelis limitante para la coenzima (NADP) cuando las
concentraciones de isocitrato tienden hacia saturacion, y Kb
es la constante de Michaelis limitante para isocitrato cuando
la concentracion de NADP se aproxima a saturaclion. Esta
ecuacidn supone ausencia de productos y que no hay inhibicidn

por sustrato.
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El programa FORTRAN de Cleland para esta ecuacion
fue identificado como SEQOLD FOR.

3. Andlisis Estadfstico de los Parametros Cindticos:

Se llevaron a cabo pruebas estad{sticas y andlisis
de los parametros cinéticos por medio de procedimientos es-
tad{sticos estdndar (Brownlee, 1960; Bevington, 1969; Drapper
y Smith, 1981).

4. Estimacidn de los Pardmetros Termodindmicos:

Los parametros termodindmicos de activacion fueron
analizados por andlisis simple de regresion lineal (método de
minimos cuadrados ordinario). Los parémetros se calcularon
con la ecuacién de Arrhenius (Segel, 1975) y las pendientes

fueron obtenidas con una calculadora tipo TI-55.
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F. FORMULACIONES TEORICAS

Varios tipos de mecanismos han sido propuestos para
la dehidrogenasa isocftrica NADP-especifica. Estudios
cin€ticos de estado constante con NADP-IDH de corazén de
puerco (Uhr et al, 1974; Northrop y Cleland, 1974), corazon
de res (Dalziel et al, 1978; Londesborough y Dalziel, 1970) y

Salmonella thyphimurium (Marr y Weber, 1973) han sugerido

mecanismos aleatorios, i.e., sin orden obligatorio de adicidn
de sustratos y salida de productos. Por otro lado, estudios

cinéticos con NADP-IDH de Rhodopseudomonas spheroides indican

un mecanismo ordenado, i.e., orden obligatorio de adicidn de
sustratos y liberacion de productos (Buzdygon et al, 1973).

En NADP-IDH de Mytilus edulis se ha propuesto un mecanismo de

adicidn aleatoria de sustratos y salida ordenada de productos
(Head, 1980).

En la notacidn de Cleland (1963,1970) los diferentes
mecanismos de reaccidn pueden ser representados como sigue:

a) Mecanismo ordenado (BI-TER):

EA (Eg — Elé) EQR LR
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b) Mecanismo aleatorio - ordenado (BI-TER):

P Q R

A B
E | — . E
/ (E = EQ) EQR LR
B R
B A

c) Mecanismo aleatorio (BI-TER):

A B
E  p—— E
E ‘—__"EQ )
8 R
B A

Q R

2~}
O

Fol
L~ -
fal

2= -]
o =
-]

donde, E es la enzima (IDH), A es el primer sustrato (NADP),
B es el segundo sustrato (isocitrato), EAB y EPQR son los
comple jos enzima-sustratos y enzima-productos, P es el primer
producto (COZ), Q es el segundo producto (A-cetoglu-

tarato) y R es el tercer producto (NADPH).



Aunque diferentes mecanismos de adicidn de
sustratos y liberacidn de productos se han propuesto, todos
ellos son mecanismos bireactantes sequenciales para la reac~-
cién hacia la derecha. Los sustratos forman complejos ter-
narios de sustratos y enzima, y los productos pueden diso-
clarse liberando a la enzima. Las deshidrogenasas es-
pecificas para nucledtidos de piridina (NADP o MAD) tienen
este tipo de mecanismo.

La ecuacidn para la reaccion hacia la derecha de los
mecanismos bireactantes, en ausencia de productos se reduce
a: v = V[A][B]/(K4, Kb + Kb[A] + Ka[B] + [A][B] (ec. 1)
la cual es verdadera para todos los mecanismos bireactantes
sequenciales ordenados tales como BI UNI, BI BI, BI TER. Esta
ecuacion tambien se aplica a equilibrios rapidos aleatorios
tipo BI BI o BI TER, en los cuales todos los otros pasos ex-
cepto la conversidn central de EAB ;:::z EPQR estan en rébido
equllibrio (Roberts, 1977).

Las isozimas NADP-IDH de Fundulus heteroclitus obe-~

decen un mecanismo complejo ternario como es el caso de otras
deshidrogenasas~NADP y los datos cinéticos son descritos
adecuadamente por la ecuacion 1. Cuando esta ecuacidn es es-
ecrita espec{ficamente para la reaccicn de IDH, se obtiene 1la
ecuacidn 2:

v = (Vinax [NADP][isoc])/(KiaNADPKmiS°c +

KmiS°C[NADP] + ¥mPADP[is0c] + [HADP}[isoc] (ec. 2)
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donde v representa la tasa inicial, Vinax es la velocidad
maxima para la reaccion haeia la derecha, [NADP] es la con-
centracidn del primer sustrato (coenzima), {isoc] es la con-

centracidn de segundo sustrato (isocitrato), Ky,VADF es la

constante de equilibrio de disociacidn verdadera para el com-
plejo IDH-NAD?P cuando la concentracidn de isocitrato tiende a
zero, Kmisoc y gpMADP 554 las constantes de Michaelis
limitantes para el sustrato y la coenzima respectivamente,
cuando la concentracidn de NADP o isocitrato se aproximan a
saturacidn (Cornish-Bowden, 1979).

Una indicacidn de que las isozimas IDH obedecen un
mecanismo complejo ternario sequencial es dado por una
familia de lineas que intersectan en el eje vertical
izquierdo de un trazo primario (ver Figuras 3.4A, B y C).
Aunque los datos cinéticos de la isozimas IDH se ajustan
adecuadamente a la ecuacion 2, estos datos por si mf{smos no
revelan nada acerca de el orden de adicidn de WADP o
isocitrato. Tal distincidn solamente puede ser hecha con es-
tudios de enlace y de inhibicidn por productos (Uhr et al,
1974; Northrop y Cleland, 1974).

En ausencia de productos y a saturacién de NADP, la
ecuacion 2 se convierte en la ecuacidn simple de Michaelis-
Menten:

v = Vimax([isoc]/(Xmisoec + [igsac}) (ec. 3)

S1 P = 0, Vmax = Keat.ey; Km = k_1kp/ky y
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Ks =V'k‘_.l/k]_.' El valor numérico de Km no es ‘identico a
la coﬁstante de disociacidn del complejo E~S, entonces
Km # Ks.
Para el siguiente esquema

E+S k) ES ky,

P ——
k-1

P

el mecanismo Michaelis-Menten supone que el complejo E-S estad
en equilibrio termodindmico con la enzima libre (ep) y el
sustrato (S). Estos es verdad solamente si ky << k-1, en-
tonces Km = Ks (Fersht, 1977). Para muchas enzimas la Km es
una aproximacidn de la afinidad de la enzima por el sustrato
cuando se sabe que ky es mucho menor que k-j. Si
suponemos que (1) la ecuacidn simple de Michaelis-Menten es
vdlida para una reaccidén mds compleja (BI-TER), a pesar de
las diferencias en mecanismo, (11) que el complejo E-S se
disocia lentamente (ks << ki), (iil) que la estimacidn de
Km es un valor aproximado del nivel intracelular del sustrato
(Cleland, 1970; Cornish-Bowden, 1976), y (iv) que Km indica
la "disponibilidad"” relativa del sustrato para la enzima,
i.e., mientras mds bajo el valor de Km, mayor ambos la
afinidad aparente del sustrato para la enzima y la Vmax/Xm,
entonces los valores de Knm reflejarén la afinidad de la en-
zima (IDH) por sus sustratos (NADP o isocitrato).

A muy bajas concentraciones de sustrato ([isoc] <<

Kmisocy 15 velocidad inicial (v) es directamente pro=-
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fﬁor@iSﬁélla 1a concentracion de isocitfato'& se Eonvierte
-en-.una .pseudo . reaccion de primer orden. En donde:

v = (meax/Km)[isoc], y Vimax/Km180¢ es una pseudo tasa
constante de primer orden. Si la enzima es considerada cémo
reactante, entonces kcat/Km es la tasa constante de segundo
orden, y la ecuacidn apropiada es v = (kcat/Km)eg[isoc]
cuando [isoc] << Kmisoc,

Cuando las molaridades de NADP e isocitrato son muy
grandes comparadas con sus respectivas Km, la ecuacidn 3 se
simplifica a v = vinax. Bajo tales condiciones, kcat y eg
determinan la tasa de la reaccidn. Entonces, kcat, kcat/Km y
ey son los pardmetros cindticos importantes bajo las dife-
rentes concentraciones de sustrato fijadas.

Suponiendo que las isozimas IDH siguen un mecanismo
ordenado BI TER, en la notacion de Cleland, el mecanismo de

reaccidn puede ser representado como sigue:

NADP IsoC CO2 A~KG NADPH
k, |k x|k k (k  k_|k
L 7-1 k) k) 3 -3 4] -4 5| -5
inu ' ’ TADPFO IDH
NADP NADP ————dy NADPH NADPH
‘ - E
2P (elane &ugo, ) Ein

donde, E es la enzima IDH, y ki1, kg, k3, k4, ks,
kopy koo k_3,'k_4 y k.5 son las tasas constantes
de la reacciocn. E1l complejo central contiene los complejos

enzima-sustratos y enzima-productos.
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Entonces, para la reaccion hacia la derecha (descar-
boxilacidn oxidativa de isocitrato), los parametros cin€ticos
de IDH y las expresiones conteniendo las tasas constantes®
apropiadas son las siguientes:

KmUADP = ax kg /kq (kgks+tkaks+kaks)

kni%0C_ kgks(kytk-z)
ko (kyks + kaks + kakg)

Vimax = kyksks/(ksks + kgks + ksky) eq
donde todas las k representan las diferentes tasas constantes
de la reaccidn y ey la concentracion inicial de enzima.
la expresidn:
Vimax/eq = k3kgkg/kyks + kiks + kiky
es igual a kcat (constante catalftica), la tasa constante
aparente de primer orden para la catdlisis mdxima, y kcat/Km
es la tasa constante aparente de segundo orden. Entonces, la
expresidn v = (kcat.eo/Kmisoc)[isoc], cuando [iseoc] <K
kmlisoc contiene ambas constantes que determinan la
cinetica total de la reaccion (Cleland, 1975).

Para comparaciones a altos niveles de isocitrato, se
usé la expresionm Vmax o su equivalente expresidn kcat.e,. A
bajas concentraclones de sustrato, se uso la expresion
Vmax/Kn1S0C o kcat.eo/KmlS80C, La expresidn equivalente
que contiene las constantes es:
Vinax/km180€ = (kyk3/k3 + k-2) ey, 1la cual re-

fleja la contribucidn de tres constantes durante el proceso

*Ver Apendice I.B
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catalftico. La expresidn Vinax/Km¥ADP (i.,e., keat.eqy/
KmNADP), o su equivalente expresion de la tasa constante:
meax/KmNADP = k]_.e0 la cual representa la constante

de enlace del NADP.



G. RESULTADOS
\\‘

A

1. Inactivacion de Deshidrogenasa Isoci{trica por Dilucidn:

Cuando la enzima fue diluida en el buffer trietanol
amina/Cl~ pH 7.4 la actividad de ésta disminuyd con el

tiempo. La tasa de inactivacion siguid un proceso de primer

orden. Proteccidn contra inactivacion fue lograda con adiciodn

de BSA al 1% a cualquier concentracidn de enzima (Fig.3.1).

Aliquotas de enzima mantenidas sobre hielo fueron
removidas a diferentes tiempos y ensayadas con la solucion
sustrato estandar: MnSO, 2 mM, NADP 100 uM, DL isocitrato 4
mM en buffer trietanol amina/Cl™ 30 mM pH 7.4 a 25°C. Pro-
teccidn contra inactivacidn es tambien provista por los sus-
tratos: Mn2+, NADP e isocitrato.

Inactivacion de la enzima durante dilucidn ha sido
también observada en la NADP-IDH de hfgado de res (Carlier y
Pantaloni, 1978). Ellos encontraron que el DTT (Ditiotreitol
10 mM) o EDTA (1-5 uM)vera suficiente para prevenir la

inactivacion por varias horas. Proteccidn total es provista

por el complejo de sustratos manganeso-isocitrato. Asf, ellos

indican que siguiendo la dilucion, la oxidacidn de un grupo
sulfhidrilo es envuelto en el proceso de inactivacidn.

2. Linearidad de los ensayos enzimaticos:

A cualquier concentracion de sustrato la velocidad inicial

(v) es directamente proporcional a ey y la relacién entre v




FIGURA 3.1 Representacidn del curso del tiempo de reaccidn
durante la inactivacidn de la deshidrogenasa isoc{trica
NADP-especffica después de dilucidn. Buffer: trietanol
amina/Cl~ 30 mM pH 7.4.

(O) Con albumina de suero de bovino (BSA) al 1% (w/v)

(@) Sin BSA.
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¥y e, es lineal sdlo si se miden velocidades iniciales
verdaderas (Segel, 1976), y si se usan apropladas con-
centraciones de enzima. La Figura 3.2A muestra cuatro
grdaficas tipo Eadie-Hofstee de los datos de la isozima
IDH-Cy. Se obtuvieron lineas rectas cuando se utilizaron
niveles de enzima de .0013 U/ensayo a .0046 U/ensayo. Sin em-~
bargo, a niveles de actividad enzimdtica de aproximadamente
.0051 U/ensayo se observd una marcada no-linearidad. La
Figura 3.2B muestra las Km del isocitrato graficadas en fun-
cidn de Vmax.

Hasta una velocidad mdxima de aproximadamente 26 x
10-2 uM/min/ml, las Km del isocitrato son independientes de
los niveles de enzima. Sin embargo, a mayor actividad en-
zimdtica, la Km empieza a ser dependiente del nivel de en-
zima. Por lo tanto, las constantes cinéticas fueron deter-
minadas a niveles de actividad enzimdtica de .0025 a .0035
U/ensayo.

3. Velocidad inicial a altas molaridades de sustratos:

Las isozimas deshidrogenasa isocf{trica NADP es-
pec{fica son completamente inactivas en ausencia del i1dén
metdlico divalente como magnesio o manganeso, y es mas activa
en presencia de Mn2t que Mg2*. La NADP-IDH de otras
fuentes animales tiene de dos (Carlier y Pantaloni, 1973) a
1.5 veces (Head y Gabbott, 1980) mas actividad con Mn2t que

con Mg2+, Estos hallazgos concuerdan con otras



FIGURA 3.2A Grédficas representativas tipo Eadie-Hofstee péra
las isozimas IDH ilustrando los diferentes niveles de enzima
en los cuales el ensayo permanece lineal. A niveles de enzima
de .0051 U/ensayo se observa una marcada falta de linearidad

en las zonas de baja concentracidn de isocitrato.
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FIGURA 3.2B Grdfica representando el efecto de la velocidad
naxima (Vmax) aparente sobre los valores de la constante de
Michaelis (Km) para el isocitrato. La regraficacidn de los
parametros enzimdticos obtenidos de las grdficas de la figura
3.3A ilustran la dependencia lineal de la Km arriba de un
valor de vimax aparente de aproximadamente 0.2635

uM/min/ml.
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:enzimas NADP-IDH de bacteria (Reeves et al, 1972) y mamiferos
(Siebert et al, 1957a y b; Colman, 1968).
La isozimas deshidrogenasa isocf{trica del musculo y

citoplasma del higado de Fundulus heteroclitus no exhibieron

inhibicion a concentraciones de manganeso de 5 y 3 uM res-
pectivamente, peroc a mayores concentraclones una ligera dis-
minucidn en las velocidades iniciales fue observada (Figura
3.3 A yB). Por lo tanto, los estudios de cinetica enzimitica
se llevaron a cabo con concentraciones de manganeso abajo de
esos niveles.

La NADP-IDH del higado de res (Carlier y Pantaloni,
1973), gldndula mamaria de bovino (Farrell, 1980), y corazon
humano (Seelig y Colman, 1978) mostraron inhibicidén a con-
centraciones de manganeso mayores de 10 mM, 1.5 mM y 3.0 mM
respectivamente. Esto indica un diferente modo de accion del
manganeso sobre el proceso catalftico ya que la NADP-IDH de
diferentes fuentes animales tiene diferentes requerimientos
del ion metdlico divalente.

Estudios similares se llevaron a cabo usando dife-
rentes concentraciones de isocitrato y NADP con objeto de
evaluar el efecto del sustrato y la coenzima sobre la
velocidad de la reaccidn. Las 1isozimas deshidrogenasa
isoc{trica NADP especfficas no exhibieron inhibicion por sus-
trato hasta una concentracion de 5 mM. A mayores con-

centraclones se observo una ligera inhibicidn. En el caso de



FIGURA 3.3 Estudios de velocidad inicial a altos niveles de
sustratos. Las concentraciones fueron las siguientes: Mn2*t:
2.5 x 1076 ¥ a 0.01 M, isocitrato: 2.5 x 1076 ¥ a .005 M,
NADP: 9.4 x 1076 M a .0015 M. Buffer: trietanol amina/Cl~
30 mM pH 7.4.

Mn2* (___ _), isocitrato ( ), NADP (===-)

(O) Los cf{rculos blancos representan a la isozima IDH-B,

(®) Los circulos negros representan a la isozima IDH-C3
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NADP, la isozima muscular (IDH-CZ) y del higado (IDH~By)
mostraron inhibicidn a niveles de concentracion de NADP ma-
yores de 0,5 mM y 0.7 mM respectivamente (Figura 3.3 A y B).
Por lo tanto, los parémetros cinéticos fueron determinados a
concentraciones de 1isocitrato de 2 mM y de NADP de 0.1 mM
cuando se utilizaron concentraciones saturadas de cada
reactante.

4. Velocidades iniciales a 25°C y pH 7.4 para las isozimas

IDH-Ay, IDH~By y IDH=Co:

La Figura 3.4A,B y C ilustra los trazos primario y
secundarios para la isozima IDH-B,. Esta clase de grédficos
son caracteristicos de enzimas que obedecen un mecanismo com-—
plejo ternario sequencial, La Tabla 3.3 muestra un resumen de
los pardmetros cinéticos para las isozimas NADP-IDH de

Fundulus heteroclitus. La constante de Michaelis aparente de

isocitrato en ambas isozimas IDH del higado (IDH=-Ay ¥y

IDH-B3) no mostraron diferencias. Sin embargo, la isozima
mitocondrial del musculo(IDH-C3) exhibe una Kmlsoc mayor.
Mientras la Km aparente para NADP no mostrd diferencias entre
la isozimas IDH-Aj y IDH-C3, un valor menor se observd

para IDH-By. La VEmax exhibid marcadas diferencias entre

las tres isozimas. Vmax/Kmisoc fuye mayor para la isozima
citopldsmica de hfgado, pero idé€ntica para las isozimas
mitocondriales de hfgado y musculo. Vmax/KmNADP o su ex-

presion equivalente kjy.e,, la cual representa la



FIGURA 3.4 Grdficas primarias y secundarias representativas
de los datos cinéticos de las isozima IDH-By. Estas son
caracterfsticas de enzimas que siguen un mecanismo complejo
ternario sequencial.

(A) Grafica primaria del cociente NADP/v, versus la
concentracion molar de NADP. La grafica fue obtenida del
reciproco de la sigulente ecuacidn: v = V[{A]{B]/ Ky, Kb +
Kb[A] + Ka[B] + [A}[B], L1.e., 1/v = Ko/V (1l+K{,Kb/Ka[B])
(1/[A)) + 1/Vv (1 + Kb/[B]), donde [A] = NADP, [B] = isoc.,
v = meax, Kja — constante de disociacidn para el

complejo IDH-NADP, K = constantes de Michaelis.

B) Grdfica secundaria de las pendientes {1/Vmax) provenientes
de la Figura 3.4A multiplicadas por las concentraciones de
isocitrato versus las molaridades respectivas de isocitrato.
La pendiente es 1/Vmax, el intercepto vertical es

Kmisoc/ypax, y el intercepto horizontal es -Kmisoc,

C) Gréfica secundaria de los Interceptos Km/Vmax provenientes
de la Figura 3.4A multiplicadas por las concentraciones de
isocitrato versus las molaridades respectivas de isocitrato.
La pendiente de la 1lfnea es KmNADP/meax, el intercepto
vertical es KaNADPgpisoc,/yfpax, y el intercepto

horizontal es Kmiso0¢ - yaNADP/gnNADP,
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TABLA 3.3 RESUMEN DE PARAMETROS CINETICOS A pH 7.4 Y 25°C
PARA LAS ISOZIMAS IDH-As, IDH-By, Y IDH-C2 DE

Fundulus heteroclitus.

DESHIDROGENASA ISOCITRICA

PARAMETROS CINETICOS IDH-A, IDH-B, IDH-C»y

+ E.S. + E.S. + E.S.

app kmISOC )uM) 1.54 + ,075 1.58

+ .067 2.52 + .084
app KmNADP (ym) 2,37 + 060 1.86 + .117 2.46 + .132
Vipax (uM/min/mg) 9.50 + .260 15.60 + .158 13.77 + .120
VEax/Kmiso 6.16 + .539 9.87 + .372 5.46 + .155
VEpax/KmNAD 4,01 + .637 8.39 + .130 5.59 + .485
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constante de enlace de NADF, fue mayor para IDH-B) y
similar y menor para IDH-C2 y IDH-A2p.

La Tabla 3.4 muestra un resumen de algunos pard-
metros cinéticos de la NADP-IDH de varias fuentes animales
con el propdsito de compararlos con los parametros cinéticos
de Fundulus. En general, la Km para isocitrato de las es-
pecies poikilotermicas es menor que la Km de las especies
homeotermicas, excepto en el corazdn de puerco en el cual
varios autores muestran ya sea valores bajos (Cleland et al,
1969%; Uhr et al, 1974) o valores altos (Colman, 1968). La
presencla de bajos valores de Km para el sustrato en los
polkilotermos permite a la NADP-IDH enlazar isocitrato a
niveles mucho mas bajos que la NADP-IDH de los homeotermos.
Este puede tener un significado adaptativo ya que los
polkilotermos estdn sujetos a fluctuaciones internas de tem-
peratura.

5. Estudios de pH: velocidades iniciales en funcidn de pH

a 25°C para la isozimas IDH-By y IDH-Cjp:

Los pardmetros clnéticos de la isozimas deshidro-
genasa isocitrica NADP-espec{ficas son resumidos en la Tabla
3.5, Estos estudios muestran que la Km para el isccitrato y
la Vmax (kcat.eo) son Iindependientes de pH en ambas
IDH-By y IDH~Cy9 (Figura 3.5A y C). La ligera curvatura en
la Figura 3.5A no es estadisticamente significativa. Sin

embargo, la Km para isocitrato entre las isozimas fue
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TABLA 3.4 . ALGUNOS PARAMETROS CINETICOS PARA LA DESHI-
: DROGENASA ISOCITRICA NADP ESPECIFICA EN DIFE-
RENTES TEJIDOS.

FUENTE DE NADP-IDH Kmisoc  gpWADP  py REFERENCIA
(uM) (uM) ensayo
CORAZON DE RES MIT. 8.3 1.4 - Higashi et al,
" " CITOPL. 8.3 3.3 7.4 1965.
CORAZON DE PUERCO 5.7 4.6 7.4 Colman, 1968.
" " " 0.5 0.1 6.8 Cleland et al,
1969,
Bacillus stearo- 6.0 4,5 7.5 Howard y Becker
thermophilus (50°C) 1970,
Escherichia coli 15.6 37.0 7.5 Reeves et al,
1972.
CORAZON-RATA MITO. 5.0 20.0 7.5 Islam et al,
HIGADO~-RATA CITO. 3.0 25.0 1972.
Azotobacter 17.0 20,0 7.2 Wicken et al,
vineelandii 1972,
Salmonella 1.3 12.0 7.7 Marr & Weber,
typhimurium 1973.
HIGADO DE RES - 2.75 7.8 Carlier y Pan-
taloni, -1973.
CORAZON~PUERCO MIT. 1.20 0.36 6.8 Uhr et al,
" " CITO. 0.56 0.19 1974,
HIGADO DE PUERCO 2.8 4.6 6.8 Colman, 1975.
CORAZON HUMANO 4.6 6.8 7.4 Seelig & Col-
man, 1978.
CORAZON-RATON MIT. 12.5 5.0 8.0 Pegoraro
RINON-RATON CITO. 7.8 5.0 et al, 1979.
Drosophila 23.0 14.6 - Williamson
et al, 1980.
ALMEJA-M. edulis 3.2 3.0 7.5 llead, 1980.
M. edulis MANTO 2.7 3.3 7.5 Head & Gabbott,
GLANDULA DIGESTIVA 2.2 2.0 1981.
F. heteroclitus
HIGADO~-MITOCON. 1.54 2.37 7.4 Esta tesis
HIGADO~CITOPL. 1.58 1.86 7.4 " "
MUSCULO-MITGCON. 2.52 2.46 7.4 " N




153

TABLA 3.5 PARAMETROS CINETICOS PARA IDH-B, Y IDH-C,
EN FUNCION DE pH A 25°C.

IDH—BZ
pH  *KnP Km@ **VYmax Vmax/KnP Vmax/Km@
(+E.8.) (+E.8.) (4+E.S.) (4E.S.) (+E.S.)

6.5 1.67 2.91 15.34 9,19 5.27
(+.064) (+.133)  (+.501) (+.893) (+.576)
7.0 1.50 2.01 15.14 10.10 7.53
(+.145)  (+.148)  (+.929) (+.806) (+.797)
7.4 1.41 1.86 15.80 11.20 8.50
(+£.129)  (+.147)  (+.888) (+.837) (+.781)
8.0 1.48 1.44 16.24 11.00 11.30
(+.142)  (+.181)  (+.763) (+.730) (+.625)
8.5 1.57 1.51 15.50 9.87 10.26
(£.110)  (£.126)  (+.600) (+.736) (+.677)
9.0 1.87 2.50 15.60 8.34 6.24
(+#.112)  (+.010)  (+.345) (+.488) (+.538)
IDH-C3
pH Kmb Km& Vmax Vmax/KmP Vmax/fmd

(+E.S.) (+E.S.) (*E.S.) (4E.S.) (+E.S.)

6.5 2.85 3.02 13.21 4.64 4.37
(£.268) (+.129)  (+.467) (+.241) (+.558)

7.0 2.66 2.62 13.15 4,94 5.02
(+.556) (+.114)  (+.736) (+.121) (+.810)

7.4 2.52 2.46 13.76 5.46 5.59
(+.322)  (+.132)  (+.403) (+.224) (+.485)

8.0 2.34 1.97 13.75 5.88 6.98
(£.401)  (+.119)  (+.152) (+.421) (+.106)

8.5 2.35 1.88 13.14 5.59 7.00
(+.050) (+.080) (+.272) (+.735) (+.531)

9.0 2.37 2.81 13.26 5.59 4.72
(+.118) (+.210)  (+.385) (+.514) (+.263)

* Km (um), b = ISOCITRATO, a = NADP
**Ymax = (uM/min/mgP}



FIGURA 3.5 Variacidn de la constante de Michaellis (Km) para
isocitrato (A) y NADP (B), y variacidn de VEmax (C) en
funcidn de pH a 25°C y fuerza idnica constante (u = 0.031).
Las condiciones experimentales estdn descritas en Métodos.
(O) IDH-By

(®) IDH-Cj
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significativamente diferente (F 0.1%Z (1,10) = 21.04 <<
74.64)., Las Km para isocitrato son 1.58 uM + .067 (S.E.) y
2.52 uM + .084 (S.E.) para IDU-By y IDH-Cy respec-
tivamente, a todos los pll estudiados. Mientras la tasa maxima
de catdlisis (Vmax) fue independiente de pH, los valores de
VYmax fueron significativamente diferentes entre las 1isozimas
NADP-IDH. La Vmax para IDH-B; y IDH-Cj; fueron 15.60 U/umg
P + .158 (S.E.) y 13.77 U/mg P + .120 (S.E.) respectivamente
al nivel significativo del 0.1% (F 0.1%2 (1,10) = 21.04 <<
124.22).

Una inspeccidn de las estimaciones de KmNADP o, 14
Tabla 3.5 indica una dependencia de pH para ambas isozimas.
Las curvas muestran una tendencia cdncava hacia arriba con un
dptimo aparente entre 8.0 y 8.5 (Fig. 3.5B). Un andlisis de
varianza al nivel significativo de 0.1% (99.9 por ciento
puntos) apoya la hipdtesis de que las Xm para NADP son
significativamente diferentes en funcidn de pH, pero no dife-
rentes entre la isozima del hfgado (IDH-Bz) y del misculo
(IDH-Cy). Esta dependencia de NADP con respecto al pH
indica una ionizacidn de los grupos de la enzima, los cuales
controlan el enlace de la coenzima y/o posibles cambios en el
estado de ionizacidn de los grupos del NADP. Ya que la Vmax o
kcat.e, fue independiente de pH, la tasa constante de
segundo orden Vmax /Km o kcat.eo/Km para el isocitrato fue

tambien independiente del pH (Fig.3.6A). Mientras que no se



observaron diferenclas significativas en los valores de
Vmax/Kmis0C en funcion de pH para ambas isozimas,
diferencias significativas fueron observadas en los valores
de Vmax/Kmlsoc¢ entre las isozimas al nivel de confianza del
0.1%Z. En el caso de NADP, los valores de Vmax/XKm mostraron
una curva en forma de campana en ambas isozimas con un mdximo
a pH 8.0 para IDH-B, y pH 8.0~ 8.5 para IDH-Cp (Figura
3.6B). Las Km para NADP son significativamente diferentes-en
funcidn de pH en ambas isozimas al nivel de confianza del
0.1%. Pero entre ellas, la Km de NADP y la dependencia de
NADP con respecto a pll fue similar. Los valores de
Vmax/KnNADP fyeron mayores para la isozima IDH-Bj debido

a una mayor tasa mdxima de catdlisis (Vmax). Por lo tanto,
los pardmetros cindticos en funcion de pH indican que

IDH-B) tiene una mayor afinidad por el sustrato (ver
Formulaciones Teoricas), y Vimax/Kmisoc (IDH-Bo) >
Vinax/xmisoec (IDH-C3) ¥ Vipax /kmNADP (IDH-Bjy) >

vinax/kmNADP (1pH-C,).

La Km para isocitrato de F. heteroclitus no varfa en

gran medida entre pH 6.5 a 9.0, Estos datos concuerdan con

las km180¢ 4o otras fuentes de NADP-IDH. En Mytilus edulis

(Head y Gabbott, 1980), corazon de puerco (Colman, 1975) y
gldndula mamaria de bovino (Farrell, 1980), la Km para
isocitrato no varfa en gran medida entre pH 6.5 a 8.9, 6.0 a

8.0y 7.2 a 8.2 respectlivamente.



FIGURA 3.6 Variacidn de Vimax/Xm para isocitrato (A) y WADP
(B) en funcidn de pH a 25°C. Los parametros cindticos fueron
obtenidos de las curvas de la Figura 3.5.

(0) IDH-By

(®) IDH-C,



w

xou
A7 TN

2081

@
T

(o}
T

<
I

a7 A

dOWN

N 10
~0

-0 o=~

\
\
o]

A

1

1

|

Q
(@]
0

7.5 8.0 8.5 9.0
pH

7.0

300

O I O O |
(o]

Q

1

o
(o]
tn

300

i

bo
[
o

[o
u " D3
(o W) 10 (s W) i P



158

VEl pH dptimo para la descarboxilacidn oxidativa de
isoecitrato catalizada por NADP-IDH, var{a de acuerdo a la
fuenté animal. Se han observado valores de 6.8 en NADP-IDH de
corazdn de bovino (Plaut, 1962), 7-9 en E. coli (Reeves et
al, 1972), 7.4 en higado de rata (Islam et al, 1972), 7.8 en
corazdén de res (Higashi et al, 19653), 8.0 en ratdén (Pegoraro
y Lee, 1979), y 8.5 en Drosophila (Williamson et al, 1980) y

Azotobacter vinelandii (Wicken et al, 1972). ELl pH dptimo

para la NADP-IDH de Fundulus heteroclitus es 8.0.

Estudios en diferentes sistemas enzimdticos con pH
variado con temperatura han mostrado que los pardmetros
cinéticos difieren grandemente. Por ejemplo, los parémetros
cinéticos de la enzima LDH-M, del pez dorado varfan
grandemente en funcidn de temperatura y pH (Wilson, 1977a).
Aunque la Vmax no varid con el pH en el rango examinado, en

la deshidrogenasa lactica de Carassius auratus (Wilson,

1977a) y de Fundulus heteroclitus (Place, 1979), y en la desg-

hidrogenasa malato de F. heteroclitus (Cashon, 198l), la Km

para el sustrato incrementd con pH a todas las temperaturas
examinadas en los ensayos. En la NADP-IDH de la trucha
arcoiris (Moon y Hochachka, 197la) el pH optimo para la en-
zima adaptada al frio, se extiende hacia valores de pH
menores a medida que la temperatura incrementa.

6. Estudios de temperatura: velocidades iniciales en funcidn

de temperatura a pl 8.0 para las isozimas IDH-B, y IDH-C,




Las constantes cinéticas de las isozimas
deshidrogenasa isocftrica NADP especifica son resumidas en la
Tabla 3.6, Estos estudios mostraron que ambos pardmetros
cinéticos Km y Vmax son dependientes de la temperatura. La Km
para isocitrato incrementa a medida que la temperatura
incrementa en ambas isozimas IDH-Bp y IDH-Cy (Figura
3.7A). Lo mismo fue observado para NADP excepto a 35°C, donde
ocurrié un agudo incremento en la Km (Figura 3.7B).

Aunque las Km para isocitrato y las Vmax son de-
pendientes de temperatura, no se encontraron diferencias
entre las isozimas. Un andlisis de varianza falld en rechazar
la hipétgsis nula (Ho) a F 0.1l%. Los mismos resultados fueron
observados para las Km de NADP en ambas isozimas. Por lo tan-—
to, la respuesta a cambios de temperatura es similar en ambas
isozimas IDH-B, y IDH-C,.

Ya que los parametros cinédticos varfan con la tem-
peratura, la pseudo tasa constante de primer orden
Vmax/Kml80¢ (i.,e., cuando isoc << Km y e, no es con-
siderada un reactante) o la tasa constante de segundo orden
kcat.e,/Km (cuando la enzima es considerada como reactante)
para isocitrato mostrd una curva con tendencia cdncava hacia
abajo con un dptimo aparente alrededor de 20°C para ambas
isozimas de hfgado y misculo (Figura 3.8A). Las curvas fueron
estad{sticamente diferentes entre las isozimas (F 0.1% (1,10)

= 21.04 < 25.32).
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TABLA 3.6 PARAMETROS CINETICOS PARA IDHU-B, Y IDH-Cy
EN FUNCION DE TEMPERATURA A pll 8.0

IDH-BZ
T°C *Kmb Km& **Ynax Vmax/KmD Vmax/Xm@
(+E.S.) (+E.S.) (#E.S.) (+E.S.) (+E.S.)

10° 0.80 1.27 6.19 7.74 4,87
(+.080) (+.060)  (+.049) (+.787) (+.912)
15° 1.22 1.86 9.35 7.66 5.03
(+.050) (+.110)  (+.013) (+.415) (+.072)
20°  1.52 2.25 12.67 8.34 5,63
(+.160) (+.255)  (+.105) (+.817) (+.614)
25° 2.35 2.68 16 .78 7.14 6.26
(+.160) (+.086)  (+.230) (+.158) (+.427)
3o0° 3.47 3.33 22.65 6.53 6.80
(+.215) (+.175)  (+.350) (+.212) (+.301)
35° 5.65 7.66 31.53 5.58 4,12
(+.255)  (+.145)  (+.390) (+.185) (+.430)
IDH-C>
T°C Knmb Km@ Vmax Vomax/KmP Vmax/Knm2

(#E.S.) (+E.S.)  (#E.S.) (+E.S.) (#E.S.)

10° 0.96 2.02 4.43 4.61 2.19
(+.195) (+.125)  (+.222) (+.056) (+.249)

15° 1.12 2.50 6.00 5.36 2.40
(+.020) (+.262)  (+.132) (+.819) (+.702)

20°  1.56 3.25 8.52 5.46 2.62
(+.040) (+.250)  (+.052) (+.114) (+.318)

25°  3.03 4.50 15.17 5.01 3.37
(+.110)  (+.229)  (+.065) (+.772) (+.453)

30° 3.82 4.73 19.58 5.13 4.14
(+£.120) (+.273) (£.941) (£+.979) (+.722)

36°  8.02 12,70 32,13 4.01 2.53
(+.340) (+.200)  (+.125) (+.566) (+.795)

* Km (um), b = ISOCITRATO, a = NADP
**Vmax = (uM/min/mgP)



FIGURA 3.7 Variacidn de la constante de Michaelis (Km) para
isocitrato (A) y NADP (B) en funcidn de la temperatura a pH
8.0 y fuerza ionica constante ¢(u = 0.031).

(O) 1IDH~B3

(®) IDH-C,



161

N VO I T B | 1 L 1311 1 1 1§ 1 1

10

7l w o) w
(W) (NT) oy

TEMPERATURE (°C)



FIGURA 3.8 Variacidn de VEpax/Km para isocitrato (A) y NADP
(B) en funcidn de temperatura a pH 8.0. Los pardmetros
cindticos Vfmax y Km fueron obtenidos de las curvas de la
Figura 3.7.

(O) IDH-B,

(®) IDH-Cg
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Vmax/KmNADP (4r kcat.eoleNADP) mostrd una
curva en forma de campana alargada hacla la lzquierda con un
dptimo aparente entre 25° y 30°C para ambas isozimas (Figura
3.8B). Las curvas fueron estad{sticamente diferentes entre
las isozimas (F 0.,1% (1,10) = 21,04 < 26.52),

En‘base a la suposicidn de que las estimaciones de
Km reflejan aproximadamente los niveles intracelulares del
sustrato (Cornish-Bowden, 1976) (ver Formulaciones Tedricas),
y que una alta Vmax/Km es el resultado de una catalisis
mayor, se concluyo que la isozima IDH-By es catalfticamente
mds eficlente que la isozima IDH-Cy en el rango de tem-
peratura estudiado. Es interesante hacer notar que la 1sozima
IDH-By del citoplasma del higado mostro los mds bajos
valores de Km para isocitrato y NADP en ambos estudios de
temperatura y pH.

La tasa mdxima de descarboxilacidn oxidativa de
isocitrato (Vfmax) para las isozimas NADP-IDH mostrd
grdficas de Arrehenius lineales, lo cual es una buena
indicacidn de que no ha habido cambio en el mecanismo en el
rango de temperatura estudiado y de que una sola constante
estd manejando el proceso catalftico de la reaccidn en ambas
isozimas (Figura 3.9). Los valores de energfa de activacidn
calculados (E,) fueron 1l y 14 Kcal/mol para IDH-Bj y
IDH-Cy respectivamente. La Tabla 3.7 muestra los parametros

termodindmicos de activacidén E,, aAR¥, as*, aG* y



FIGURA 3.9 Grdficas de Arrhenius para la tasa mdxima de
descarboxilacidn oxidativa de 1isocitrato (Vifmax). La
energfa de activacidn (E,) fue calculada de las pendientes
de las 1lfneas. Los parametros termodinamicos an¥, as¥ y
AG¥, fueron calculados de acuerdo a Segel (1975 y 1976). El1
buffer utilizado fue: trietanol amina/Cl”™ pH 8.0 a fuerza
idnica constante (u=.031). Las concentraciones del buffer
fueron corregidas para cada una de las temperaturas del
ensayo.

(O) IDH-Bj

(®) IDH-Cy
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TABLA 3.7 PARANMETROS DE ACTIVACION TERMODINAMICOS DE LA
MAXIMA DESCARBOXILACION OXIDATIVA DE ISOCITRATO (V.0

A pH 8.0 PARA LAS T1SOZIMAS IDH-B, Y IDH-C; .

TEJIDO HIGADO MUSCULO UNIDADES
180ZIMAS IDH-Bq IDH-Cy
Eg 11,197 14,146 CAL* /MOL
An* 10,597 13,473 CAL/MOL
Ast -17 -8 cAL/MOL®C
Ag* 15,722 15,827 CAL/MOL

Q10 1.8 2.3 -
¥ 1 CALORIA = 4.19 Joules
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Q10 calculados para ambas isozimas. Los pardmetros de
actiQacién termodindmicos mostraron diferencias entre las
isozimas IDIl excepto en la energ{a libre de activacidn
(AG*), la cual es idéntica para ambas isozimas. Asi, el es-
tado de transicidn limitante en la oxidacicn de isocitrato
puede ser diferente para cada isozima IDH.

La Figura 3.10A, B, C y D muestra cuatro trazos tipo
Hanes-Woolf para NADP e isocitrato de ambas isozimas a dife-
rentes temperaturas de ensayo. Esta clase de grdficos son
generalmente preferidos sobre otros graficos lineales, porque
sobre un rango justo de valores de sustrato (s), los errores
(no mostrados en los graficos) en s/v proveen un reflejo
justo de aquellos en v, asi como, la calidad de los datos.
Entonces, no existe una impresién equivocada del error ex-
perimental (l.e., pequefios errores en v llevan a enormes
errores en l1/v, y para grandes valores de v, el mismo pequefio
error en v nos lleva a errores diffcilmente notables en 1/v)}
como sucede con 1los gréficos de Lineweaver—-Burk.

Finalmente, se hace notar que los estudios de tem-
peratura y pH fueron llevados a cabo con diferentes métodos
(ver seccion de M&todos). En los estudios de pll, los datos se
colectaron a cada pH usando matrices de 5 x 4. Los datos en
los estudios de temperatura fueron colectados variando un
sustrato mientras se mantenfa el otro a niveles de satura-

¢idn. Aunque los datos de ambos métodos son consistentes para



FIGURA 3.10 Grdficas tipo Hanes-Woolf a las diferentes
temperaturas del ensayo. La pendiente 1/vimax y el
intercepto Kn/Vfmax se localizan en el eje [S]1/vy. E1
intercepto ~Km se localiza en el eje [S].

(O) IDH-By: [isoc]/v, versus [isocitrato]

(@) IDH-Bp: [NADP]/v, versus [NADP]

{(O) IDH-Cy: [isoc] /v, versus [isocitrato]

(W) IDU-Cp: [NADP]/v, versus [NADP]
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comparaciones entre ilsozimas, los valores de Km y Vmax fueron
ligeramente mds pequefios por el método de matrices, que los

obtenidos por el método de una sola variable.



e
H. DISCUSION

1. Estudios de pH:

Los estados de ilonizacidn de los sustratos y de
amino dcidos en las enzimas puede afectar las tasas de las
reacciones catalizadas. Cambios en el pH pueden
dramdticamente afectar los pardmetros cinéticos como Vmax y
Km (Roberts, 1977).

Un cambio en el pH puede afectar el sitio activo de
la enzima o el estado de lonizacidn del sustrato, alterando
de ese modo la afinidad enzima-sustrato. Por ejemplo, Vmax de
la reaccidn derecha e inversa de la NADP-IDH de Azotobacter
vinelandii es dependiente de pH (Wicken et al, 1972). Esto es
atribuido a grupos disociadores de protones en el complejo
enzima-sustrato. En la NADP-IDH de corazdn de puerco (Ehrlich
y Colman, 1976) y corazon humano (Seelig y Colman, 1978), la
Vmax es también dependiente de pH. Tal dependencia se
atribuye a la lonizacidn de un amino dcido carboxfilico
individual en el complejo enzima-sustrato. Si existen grupos
ionizables en la enzima libre (i.e, IDH) o el sustrato
(isocitrato o NADP), la Km debe incrementar en ambos lados
del pH optimo y la Vmax no debe ser afectada (Roberts, 1977).

Ya que 1la KmNADP 4¢ 1a IDH de Fundulus heteroclitus se com-

porta de tal forma (Figura 3.5B), se concluyd que existen

grupos ionizables en el NADP y/o la enzima libre que afectan
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el anlace de NADP, Ionizacidn del complejo enzima- sustrato
y/o la enzima libre no es apremiante porque ambas Vmax y
KmisoC gon independientes de pH. Ya que ellas no son
afectadas por cambios de pH (Figuras 3.54 y C), se concluy6
que cualquier de los grupos en la enzima o el isocitrato, no
afecta la afinidad de la enzima-sustrato o el efecto es com-
plementario y opuesto, i.e. no hay efecto neto de pH. Por
ejemplo, una combinacidn de un grupo de la enzima cargado
negativamente, con un grupo del sustrato cargado posi-
tivamente, no altera la carga total (carga neta cero) al en-
lazarse el sustrato con la enzima en un clerto rango de pH.
Esta conducta ha sido observada en la enzima arginasa (Dixon,
1953).

Con las suposiciones y reservas establecidas pre-
viamente (ver Formulaciones Tedricas), la tasa constante que
estd slendo afectada por el pl, es la constante del enlace
del NADP (ky) porque Vfnax/kmNADP = kj.eys Por otro
lado, k., kj, k3, k4 y ks no son afectadas por pH,

o los efectos de una constante son compensados por el cambio
opuesto y complementario de otra.

2. Estudios de temperatura:

Los complejos enzima-sustrato pueden ser ya sea es-
tabilizados o mas l4biles a medida que la temperatura dis-
minuye. En el primer caso, el complejo E~S a menudo depende

de interacciones idnicas, mientras que en el segundo caso las
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interacciones hidrofdbicas predominan (Hochachka y Somero,
1973). Ya que la afinidad del isocitrato incrementa a medida
que la temperatura es disminuida, el complejo
NADP-IDH~isocitrato puede parcialmente depender de interac-
ciones iohicas.

La enzimas que tienen formas espec{ficas es-
tacionales, como en la NADP~IDH de la trucha arcoiris (Moon y
Hochachka, 1971a), muestran cambios agudos relativos en la
afinldad enzima~sustrato con temperatura. Como se observd una
dependencla a temperatura de KmiSoC, es razonable suponer
que las diferentes isozimas NADP-IDH pueden asegurar re-
laciones de afinidad compensatorias a cambios de temperatura.

Ya que F. heteroclitus estd sujeto a temperaturas entre 4° y

35°C (Nixon y Oviatt, 1973), los beneficios de las tasas de
compensacidén de IDH son obvios. Correlaciomes entre Km y la
temperatura del ensayo han sugerido que las variaciones en Km
son debidas a compensaciones térmicas a corto-plazo de las
tasas metabdlicas (Somero, 1978). Sin embargo, esta com-
pensacidn a corto-~plazo no puede ser significativa si las
concentraciones de sustrato incrementan a la misma tasa que
Kn (Somero, 1978).

La correlacion observada entre la temperatura y la
KmlS0¢ on mis estudios, considera tasas de catdlisis a con-
centracliones de sustrato no saturadas. Si las concentraciones

de sustrato estdnm mucho mds abajo que la Km de la enzima
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(Ferhst, 1977), la tasa es proporcional a Vmax/Km (i.e., la
pseudo tasa constante de primer orden cuando S << Km).
Vmax/Km refleja la habilidad de la enzima y el sustrato para
formar el complejo (Cleland, 1970), fijando un 1{mite mds
bajo en la tasa constante para la asoclacidn de enzima y el
sustrato. Vmax/Km no puede ser mds grande que cualquier tasa
constante de segundo orden en la reaccidn hacia la derecha
(Ferhst, 1977).

Los dos parametros Vmax y Km se sabe que son par-
cialmente "ajustables" en respuesta a eventos fisiologicos
sobre una escala de tiempo corta (Hochachka y Somero, 1973).
Tal ajuste no sdélo ha sido enfocado hacia adaptaciones am-
bientales a corto plazo (Sogero, 1978), sino también es una
vfa de adaptacion a las condiciones impuestas por el medio
ambiente sobre tiempo evolutivo (Crowley, 1975;
Cornish-Bowden, 1976). Por ejemplo, Crowley (1975) asegura
que el efecto probable de presidn evolutiva debe ser
incrementar ambas Vmax (o kcat.ey,) y Km y que el logro de
altas tasa para la mayorfa de las reacciones catalizadas por
enzimas del metabolismo intermediario parece ser um objetivo
evolutivo primario (Cornish-Bowden, 1976). Diferencias en
Vmax/Km entre enzimas homdlogas sujetas a diferentes
presiones ambientales han sido observadas (Borgmann y Moon,
1975; Place y Powers, 1979).

Diferencias en termoestabilidad han sido mostradas

en enzimas homdlogas (Place, 1979; Cashon, 1981). El grado de
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grado de termoestabilidad de las enzimas de los peces ha sido
,’tambien correlacionado con la temperatura ambiental del
organismo (Kusakina y Vinogradova, 1967; Johnston y Walesby,
1977), y a diferencias en el medio ambiente fisico de 1la
molécula de proteina, incluyendo el pH y la viscosidad
(Ikeuchi et al, 1981). La eficiencia catalftica y la es-
tabilidad al calor'son rec{procamente relacionadas (Somero,
1975b) y la estabilidad al calor muestra una variacidén re-
gular con la temperatura de adaptacidn (Low y Somero, 1976;
Somero, 1978). En mis estudios, se encontraron diferencias
gsignificativas en la estabilidad al calor entre las 1isozimas
IDH. La isozima IDH-Bj mostrd una termcestabilidad y
eficiencia catalftica mayor que la isozima IDH-Cy (Capitulo
I1). Ya que las isozimas tienen propiedades unicas, pro-
bablemente existe para cada una de ellas una diferente re-
lacion estructura-funcidn.

Bajo condiciones de saturacidn de sustrato y
cofactor, los efectos sobre reacciones catalizadas por en-
zimas dependen de la energfia libre de activacidn [}G*. Una
reduccidn deAG¥ para las reacciones de enzimas homélogos,
debe ser esperada como una estrategia compensatoria de
adaptacidn (Hochachka, 1973). Un valor bajo de AG¥ para una
reaccidn dada, indica un catalizador altamente eficiente y
consecuentemente menos dependiente de temperatura. A bajas

temperaturas de adaptacion, las reacciones de catadlisis



mostraran un Qio mds bajo (dependencia térmica reducida) y
una alta constante catalftica, i.e. kcat., Las consecuencias
termodindmicas de cambios en la temperatura exterma son
caracterfsticas de los poikilotermos y han sido encontradas
en muchos sistemas de enzimas diferentes en ectotermos en
comparacidn con homeotermos (Low y Somero, 1974; Low et al,
1973). Diferencias en la magnitud de los pardmetros
termodindmicos de activacidn pueden ser explicadas en base a
un incremento en la formacidn de enlaces débiles durante la
generacion del complejo E-S en los slistemas ectote€rmicos. Las
energfas libres de activacidn (AG*) del complejo activado
son muy similares, y covariacidn en AH¥ y As* estd

siempre presente (Somero, 1978). En adicionm, se ha afirmado
que durante el pasoc de activacidn en catdlisis la enzima de
un animal de sangre frfa forma mas enlaces de hidrégeno
(Somero, 1978).

Las isozimas NADP-IDH de Fundulus heteroclitus ex-

hiben diferencias en Qug, Ea, AH¥, y As¥ (Tabla 3.7),

pero tienen idénticas energfas libres de activacidn (AG¥).
Los pardmetros de activacion termodindmicos para IDH-32
fueron menores que los respectivos de IDH-Cyp. Estos

hallazgos son consistentes con una tasa catalftica mayor para
IDH-By, que pueden estar relacionados con la adaptacidn
enzimdtica especifica de tejido a la temperatura. En

conclusidn, las isozimas NADP-IDH muestran diferencias en
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termoestabilidad, constantes cinéticas y pardmetros ter-
modindmicos de activacidn, como es el caso de otros
poikilotermos. Ya que las isozimas NADP-IDH muestran di-
ferencias en termoestabilidad, propiedades cindticas y
sensibilidad a la temperatura, cualquier cambio en el régimen
térmico del pez puede afectar la tasa catalftica y regulacidn
metabdlica. As{, compensaciones termicas pueden ser logradas,
en parte, a traves de variaciones en (i) Km y kcat; (ii) la
energfa de activacion (Ep); y (iii) a través de variaciones
en la entalpfa y entropfa de activacidn de la reaccidn cata-
lizada.

3. Posibles papeles fisioldgicos de las isozimas NADP~IDH de

Fundulus heteroclitus:

A. Papel de las isozimas IDH en el musculo blanco:

Aunque todos los musculos de vertebrados muestran
ambas actividades glicol{tica y respiratoria, la contribucidn
relativa de ambas a la produccidn de energfa varf{a con-
siderablemente (Lehninger, 1977). En el mdsculo blanco del
pez, glicdélisis es la principal fuente de energfa para la re-
fosforilacidén de ADP. Durante actividad muscular maxima, el
ATP se convierte en ADP, y mientras la tasa de consumo de
ox{geno incrementa, el metabolismo anaerdbico es favorecido
sobre el aerdbico. El exceso de lactato es liberado dentro de
la sangre y convertido nuevamente en glucosa en el higado. En

el mdsculo en descanso, glicdélisis es menos favorecida.
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Ya que la NAD~-IDH esta tambidn presente en el

ndsculo blanco de F. heteroclitus, uno se pregunta porqué la

mitocondria requiere de ambas isozimas NADP-IDH y NAD-IDH.
Varios parametros pueden diferencialmente afectar estas
isozimas IDH mitocondrilales. Las variaciones en pH pueden
alterar la razon NADH/NADPH y favorecer una de las isozimas
IDH (Colman, 1975; Ingebretsen y Sanner, 1976). Siebert et al
(1957a) han mostrado que la reaccidn en equilibrio es
cambiada hacla la oxidacidn del cofactor a medida que el pH
disminuye. E1l pH intracelular de los poikilotermos, como
Fundulus, cambia en funcidn de la temperatura (Wilsom, 1977a
y b). En adicidn, altos flujos metabblicos también reducen el
pH debido a la generacidm de dcidos metabdlicos (dcido
ldetico, deido carbdnico, etec.) (Johnston, 1977; Thillart et
al, 1982). Por ejemplo, en el misculo de la carpa un alto
flujo metabdlico incrementa la concentracion de lactato oca-
sionando una cafda del pH intracelular (Johnston, 1977),
Perfodos cortos de natacidén en los salmones resultan en la
produccidn de grandes cantidades de dcido lactico, el cual
reduce el pH de la sangre (Black et al, 1966). Estos mismos

resultados han sido encontrados en Fundulus heteroclitus

durante experimentos de resistencia a natacidn (DiMichele y
Powers, 1982b).
La isozima NADP-IDH (IDH-Cz) del misculo blanco

de Fundulus estd presente en altas concentraciones y su
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actividad es alta comparada con la enzima NAD~-IDH que es
inestable. Ya que la KmNADP de la IDH-Cs es dependiente

de pH, la contribucidn de esta enzima a la produccidn de
energfa puede ser regulada por cambios en la concentracidn
intracelular de protones. Un cambio en el pH intracelular,
producido ya sea por cambios de temperatura o por flujos
metabdlicos, afectari la afinidad de NADP por la isozima
IDH-Co, ¥ asf afectard el flujo de la descarboxilacidn
oxidativa de isocitrato.

Durante la actividad muscular, energfa y oxigeno
seran consumidos. Ya que la produccidén de energfa es re-
querida para mantener tal actividad, el isocitrato serd
oxidado vfa NADP-IDH mitocondrial para generar NADPH el cual,
acoplado a un sistema de transhidrogenacidn (Kaplan, 1972),
generara NADH para la refosforilacidn de ADP. Como la
actividad muscular contfnua, lactato y otros dcidos cata-
bélicos bajardn el pH intracelular y favorecerdn la car-
boxilacion reductiva (reaccién inversa) porque la afinidad de
NADP esta directamente relacionada al pH entre pH 6.5 y 8.0
(Figura 3.6B).

Debido a que la produccidn de NADPH disminuye y el
ATP es consumido, la razdn ATP/ADP disminuirid. Un incremento
en ADP estimulard a la enzima NAD-IDH, la cual incrementard
la produccién de NADH y por consecuencia la de ATP. Cuando la

actividad muscular es disminuida, la concentracidn de ATP
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incrementara e inhibird a la enzima NAD-IDH (Atkinson, 1977).
El descanso muscular también elimina el lactato del misculo,
ocasionando que el pH intracelular incremente y favorezca la
oxldacidn de isocitrato vfa isozima NADP-IDH. Por lo tanto,
la mitocondria del mdscule depende de ambas NADP-IDH y NAD~-
IDH para la produccidn de energfa durante varios niveles de
actividad muscular.

Aunque este escenario es consistente con nuestros
datos de cinética enzimdtica, posteriores estudios con la en-
zima NAD-IDH considerando el pH deben ser llevados a cabo

para determinar la dependencia al pH de la enzima NAD-IDH,

B. Papel de las Isozimas IDH en el Higado:

En el higado una situacidn mds compleja es presente
porque hay tres enzimas IDH: La isozima citoplasmica NADP es-—
pecifica (IDH-By) y dos formas mitocondriales: la isozima
IDli~A5 que es NADP especifica y la enzima NAD-IDH.

IDH-A2 y IDH-By exhiben diferentes Vmax, sieundo
mayor la de IDH-Bs que la de IDH-Ap. Sin embargo, como la
Vmax = kcat.[egl, uno no puede eliminar la posibilidad de
que una pequefla diferencla en pureza ( o menos enzima activa)
pudiera responder por estas diferencias en Vfmax. Los es-
tudios cinéticos fueron llevados a cabo con enzimas de pureza
similar, y no se observo disminucidn en la actividad

enzimdtica durante los ensayos. Por lo tanto, sospechamos que



182

las diferencias observadas en Vmax resultan de diferencia
intr{nsicas en kcat. Sin embargo, estudios futuros sobre
titulacion del sitio activo de NADP-IDH deben ser realizados
para clarificar este punto importante.

Mientras que la IDH-Ap y IDH-Bj tienen identicas
Kmisoc 1pH-By tiene una menor Km para NADP. Por lo tan-
to, aun si las Vimax son iguales, Vimax/KmNADP gerj
diferente entre la IDH-Ap y la IDH~By. Entonces, la cons-
tante de enlace (k) de NADP todavia diferirfa entre las
isozimas IDH de la mitocondria y citoplasma del higado.
51 las Vmax son iguales, la NADP-IDH citoplasmica (IDH-Bj)
ain tendrfa una constante de enlace para NADP mas pequefia con
respecto a la 1sozima mitocondrial (IDH-AZ). Como ambas
isozimas NADP-IDH tienen afinidades similares para el
isocitrato, las diferencias en KnNADP fayorecerdn el trans-
porte de NADPH dentro de la mitocondria de acuerdo al esquema
ilustrado en la Figura 3.11. Este sistema de transporte
citoplasma-mitocondria (Kaplan, 1972; Newsholme y Start,
1973) puede tambien servir como una fuente importante de
NADPH extramitocondrial para la biosintesis citopldsmica
(Lowenstein, 1961; Pette, 1966), porque la NADP-IDH
citopldsmica mantiene una alta razdén NADPH/NADP (Lowenstein,
1961).

La NAD-IDH es una enzima alosterica (Atkinson, 1977)

y es un catalizador en un sentido (Newsholme y Start, 1973).



FIGURA 3.11 Transporte malato-isocitrato a traves de la
mitocondria y citoplasma ilustrando el papel de las isozimas
deshidrogenasa isoc{trica NADP espec{ficas. Las enzimas que
participan en este fransporte son numeradas de 1 a 6 y son
las siguientes: IDH-Bp, IDH-Aj, AAT-By, AAT-4,,

MDH-49 y MDH-Cy respectivamente. Todas las enzimas son

polimérficas excepto MDH~Cy.

IDH = deshidrogenasa isocitrica
AAT = Aspartato amino transferasa
MDH = Deshidrogenasa malato
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Colman (1975) ha mostrado que la KmlS0C de 1a NAD-IDH de
corazon de puerco es dependiente de pH, y de acuerdo a
Colman: "la NAD-IDH y la NADP-IDH se complementan. Varios
factores, junto con sutiles variaciones de pH, influencian el
flujo relativo a través de dos vias de descarboxilacidn
oxidativa de isocitrato. Estos cambios pueden contribuir a
una alteracidn en la razon NADPH a NADH en el medio ambiente
intacelular". Ya que (i) bajas cantidades de NAD-IDH fueron

encontradas en el higado de F. heteroclitus, (ii) un sistema

de transhidrogenacion estd ligado cercanamente a la enzima
mitocondrial NADP-IDH (Kaplan, 1972), y (iii) una con-
centracioh substancial de transhidrogenasa ha sido corre-
lacionada con altos niveles de NADP-IDH (Stein et al, 1967),
dos vias para la oxidacidn de isocitrato pueden existir en la
mitocondria del higado de Fundulus. Una v{a puede ser contro-
lada por la isozima mitocondrial NADP-IDH acoplada al sistema
de transhidrogenacidn y otra por la enzima NAD- IDH. La
Figura 3.12 {lustra una posible v{a metabdlica para la
oxidacidn de isocitrato por las isozimas IDH del higado de

Fundulus heteroclitus.

Fundulus heteroclitus mantiene un equilibrio durante

los ciclos de alimentacidén-ayuno y ejercicio-descanso. Los
procesos de catabolismo y anabolismo operan de acuerdo a los
requerimientos fisioldgicos del animal, La actividad de

NAD-IDH es gobernada por Mn2*, isocitrato, NAD, NADH, y



FIGURA 3.12 Esquema de una posible via de oxidacidn de
isocitrato por las isozimas NADP espec{ficas citopldsmica
(IDH~By) y mitocondrial (IDH-Aj), y la enzima

mitocondrial NAD-IDH en el higado de Fundulus heteroclitus.

La Figura ilustra la generacidn de WADPH para los procesos de
biosfntesis y el posible acoplamiento de NADPH a un sistena
de transhidrogenacidn para generar junto con la enzima
NAD-IDH, equivalentes reductores para la produccidn de
energia (ATP) en el sistema de transporte de electrones

(cadena respiratoria).
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AMP. Ya que la enzima tiene efectores positivos y negativos,
su tasa de reaccion es determinada por las razones NAD/NADH y
ADP/ATP.

Después de ingerir alimento y en condiciones de
descanso, los combustibles Iingeridos son convertidos en
glucosa, dcldos grasos, amino dcidos y triglicéridos. En el
higado, el combustible es grandemente almacenado como
glicdgeno y triglicéridos. Los procesos biosintéticos re-
quieren de NADPH que puede ser suministrado por la via del
fosfogluconato, la deshidrogenasa malica, la deshidrogenasa
isocftrica NADP especifica del citoplasma, etc. (White et al,
1978). No importa cual es la fuente de NADPH, é€ste puede ser
usado en la sintesis de acidos graso;, sintesis de es-
teroides, generacion de polioles, interconversidn de deoxi-
hexosas, degradacidn de lisina, triptofano, timina y
citosina, sintesis de vitamina A, como fuente del mecanismo
de transhidrogenacidn y para reduclir metahemoglobina, gluta-
tidn y tioredoxina. Todos estos procesos biosinteticos son
favorecidos en un pez bien alimentado y en descanso.

Durante ayuno, las reservas de glicdgeno del higado
son usadas en la glicdlisis anaerébica, por las células
sangu{neas, el misculo blanco y la continua oxidacidn por el
cerebro y el sistema nervioso. Las principales v{as
metabdlicas operando en estas condiciones en el higado son la

catdlisis de triglicéridos, oxidacidn de dcidos grasos y
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glu@oneogénesis de los amino acidos, lactato y glicerol, los
cuales son suministrados por el miscule, nervios, cerebro,
células sangufineas y tejido adiposo. ELl higado a la vez
suministra de glucoéa a esos tejldos via gluconeogenesis.
Durante ejercicio extremo este fendmeno es
acentuado; los triglicéridos y glicodgeno del higado se des-
doblan liberando dcidos grasos y glucosa, respectivamente,
dentro de la sangre. Estos metabolitos a la vez seran
oxidados por el musculo para generar ATP. El lactato generado
durante la contraccilon muscular es regresado al higado y con-
vertido nuevamente a glucosa via gluconeogenesis, El
ejercicio incrementa la cantidad de lactato y disminuye el pH
de la sangre de Fundulus (DiMichele y Powers, 1982a), asfi
como una disminucion del pH intracelular (Johnston, 1977;
Thillart et al, 1982). Estos cambios en pH pueden contribuir
a la regulacion metabdlica de las isozimas IDH porque
cambios en la concentracidn mitocondrial de la razdén NADH/NAD
son un importante vinculo entre las v{as oxidativas y la res-
piracidn (Denton y Pogson, 1976)., La KmlS0C ge¢ 1a NAD-IDH
de corazdn de puerco es dependiente de pH, y sutiles varia-
ciones de pH pueden contribuir a una alteracidn en la razén
NADPH a NADH, favoreciendo a la enzima NADP-IDH o a la
NAD-IDH (Colman, 1975). Una disminucidn en pH tambien favo-
rece la carboxil;cién reductiva de d ~cetoglutarato (Siebert

et al, 1957a). Ademas, esta tesis ha mostrado que la afinidad
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deVNADP de la isozima IDH-By de Fundulus es también
dependiente de pH.

Aunque los datos de cinética enzimdtica son con-
sistentes con el razonamiento descrito en esta tesis y con
los estudios de las isozimas deshidrogenasa malato de
Fundulus (Cashon, 198l), no conocemos la concentracidn de los
sustratos intracelulares, pH, ni la razdn NADPH/NADP. Estos
pardmetros importantes deben ser obtenidos y posteriores es-
tudios hechos, con objeto de determinar si los experimentos

"in vitro" son verdaderamente reflejados "in vivo".



APENDICE I
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APENDICE I

A. ECUACION PARA LA CINETICA DE DESNATURALIZACION TERMICA.

Un ajuste razonable de los datos, a un proceso dife-
rente al lineal simple de primer orden, fue logrado por medio
de la siguiente ecuacign:

V/Vo = Cye~klt + ggpe~k2t [ec. 1]

donde V = actividad de la enzima al tiempo t, Vo = actividad
inicial de la enzima, C} y Cy son constantes en funcion

de las constantes kj y kp de la tasa de reaccidn de

primer orden. Las Figuras A.l a A.9 muestran los perfiles de
desnaturalizacidn y la Tabla A.l, los ajustes obtenidos por
computacidn de los datos de desnaturalizacidn termica (ver en
Capf{tulo II la conducta de las isozimas IDH durante
inactivacion teérmica). Los siguientes supuestos fueron con-
siderades con objeto de justificar el uso de la ecuacion 1
para ajustar los datos.

La conformacion de las protefnas es dependiente de
temperatura, y camblios en la estructura cuaternaria y ter-
claria pueden ocurrir. Las interacciones hidrofobicas junto
con otros enlaces quimicos débiles, contribuyen a la es-
tabilidad de las estructuras cuaternaria y terciaria de las
enzimas multiméricas, asf{ manteniendo la asociacidn de las
subunidades. Los enlaces quimicos debiles pueden ser rotos

por medio de energfa termica pero la pe€rdida de la estructuta
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- TABLA" A.1. AJUSTE DE LOS DATOS DE DESNATURALIZACION

TERMIC,

OR COMPUTACION.

IS0ZIMA CONDI- C[

ky C2

ko
_CIONES RAIZ CUADRADA
°C DE LA VARIANZA

_IDH-Ay 50° *,84438 -.07122 .03357 .00320
.90279 -.06427 .07800 .01525 3.42 x 10-2

*%,94451 -.05729 .14020 .02592

- IDH-B2 50° .87550 -.02053 .06433 .01649
.91198 ~.01877 .09821 .02108 1.57 x 10-2

v 94451 ~-,01717 13620 .02577

IDH-Cy 37° .27618 ~-,17758 .57710 -.,01225
.35333 -.13556 .65082 -.00969 2.85 x 102

42477 -.09666 .73044 ~,00732

IDH-Cy 40° .40103 -.23411 .40990 -.02319
,49577 -.18310 .50063 -.01843 2.83 x 102

.58509 ~.13501 .59686 -.01395

IDH-C) 42° .66392 -.26338 .21755 ~-.02355
.72404 -,22808 .27420 -,01757 1.68 x 10-2

.78090 -.19469 .33409 ~.01192

IDH~Cy 43° .62680 -.69636 .29148 -.05702
.67333 -.56566 .32667 -.04951 1,38 x 10-2

.70922 -.46483 .37228 -.04372

IDH-C9 45° .70379 -.79565 .17896 -.08500
77244 ~,61509 .22757 ~.06572 2.22 x 10-2

.82147 -.48612 .29561 -.05195

IDH~Co 45° .37085 -.22451 .50686 -.17747
W/NADP .43048 -.18478 .56738 ~.15177 1.89 x 10-2

49011 -.14505 .62789 -.12608

IDH-Cp 45° .20070 ~.16834 .72775 ~-.00467
W/IS0C .23509 -.13627 .76566 =-,00373 1.39 x 10-2

.27170 -.10213 .80127 -.00272

* Limite inferior
*% Limite superior



FIGCURAS Al a A9. Ilustran la c¢inética de desnaturalizacion

térmica para cada una de las isozimas NADP-IDH de Fundulus

heteroclitus; que fueron obtenidas por computacion del ajuste

de los datos a la ecuacidn:
V/Vo = Cje~kit + coe~kat
En cada una de las figuras se indica la igozima y 1la
temperatura a la que fue incubada. En todos los casos se
utilizé el buffer: trietanol amina/Cl~ 30 mM pH 7.4
conteniendo alblmina de suero de bovino (BSA) al 1%.
Los detalles experimentales se encuentran descritos en el
Capf{tulo II, seccidn 15.
Al. IDH-Ay incubada a 50°C
A2. IDH-B, incubada a 50°C
A3. IDH-Cp incubada a 37°C
A4, IDH~Cy incubada a 40°C
A5. IDH-Cg9 incubada a 42°C
A.6 IDH-Cy incubada a 43°C
A.7 IDH-Cy incubada a 45°C
A.8 IDH-C, incubada a 45°C en presencia de sustrato (isoc.)

A.9 IDH-Cy incubada a 45°C en presencia de coenzima (NADP)
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cuaternaria puede tambien ser precedida por un cambio en la
conformacion terciaria. Cambios en la estructura terclaria
ocurren en un amplio rango de temperaturas, y una alteracion
en la conformacidén a menudo 1lleva a un cambio en la actividad
enzimdtica (pero no necesariamente pé€rdida). Las enzimas
pueden tener diferentes actividades enzimdticas bajo clertos
régimenes tetmicos (Hochachka y Somero, 1973). En adicién,
cambios estructurales en la enzima pueden alterar la con-
formacidn del sitio activo y cambilar los requerimientos e~
nergéticos del proceso catalitico (Roberts, 1977). Entonces,
el proceso de desnaturalizacion t€rmica observado para las
isozimas IDH-NADP puede ser descrito como dos estados con-
formacionales de la proteina dependientes del tiempo y que
ocurren a diferente temperatura y tasas de reaccion., Se
supone que cada estado conformacional sigue un proceso
cindtico simple de primer orden y que el proceso total de
desnaturalizacidn de la protefna es descrito adecuadamente
por dos reacciones sequenciales de primer orden. Estas reac-
ciones consisten de una fase rdpida en la cual las isozimas
IDH presentan un estado conformacional sensible a incrementos
de temperatura, y una fase lenta que refleja un nuevo estado
conformacional (posible cambio en la estructura cuaternaria y
terciaria de la enzima) a mayores temperaturas. Es razonable
suponer que la conducta no-lineal de las isozimas IDH, bajo

condiciones de desnaturalizacidn, exhibe dos diferentes
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tipos de conducta dindmica (i.e., dos diferentes Kcat) para
cada estado conformacional.

Aunque los datos se ajustan perfectamente bien a la
ecuacidn 1, no se implica que la; diferentes tasas de cambio,
pertenecen a una sola clase de transicidn durante el proceso
de desnaturalizacicn, o que la enzima dimerica se disocia en
mondmeros, porque no se observaron mondmeros activos en estos
estudios., Ademds, la especle monomérica de la enzima NADP-IDH
de hfgado de res es catalf{ticamente inactiva (Carlier y Pan-
taloni, 1978).

Los datos fueron ajustados con una computadora HP
1000 y un programa paramétrico no-lineal de m{nimos cuadrados
que estima: (1) los valores de los pardmetros, (ii) los
limites de confilanza respectivos de los errores asoclados con
los valores paramétricos determinados, y (1ii) verifica que
los pardmetros sean vdlidos en términos de andlisis y
significado ffsico. Los detalles del procedimiento de ajuste
son descritos por ?urner et al (1981). Este programa no-
lineal ha sido utilizado extensamente en el andlisis de datos
de reacciones de asociacidn y disociacidn de subunidades de
hemoglobina humana (Turner et al, 198l), y en ambos estudios
de cin€tica de la desnaturalizacidn térmica del
heterotetrdmero de la deshidrogenasa ldctica (Place, 1979) y
el dfmerc de la deshidrogenasa malato (Cashon, 1981) de F.

heteroclitus.
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B. DERIVACION DE LAS CONSTANTES CINETICAS

Las constantes incluidas en los parametros cinéticos
Vmax, Km y Vmax/Km fueron derivadas suponiendo que 1las

isozimas IDH-NADP siguen un mecanismo BI-TER.

A B

o
L
-]

E (_r_____EA *\B

k k_cR - EAB €—> EPQR

. -3“//‘

ER <—E———-—-----E EQR

4

w

Los 5 patrones de cuatro 1fneas de interconversidn

de King-Altman (Segel, 1975) son los siguilentes:

L L
)
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AR R R

E/[E]Jr = (ksksk3ky[B] + k-4[QJk-3[P]k-pk-1
+ ksko1kogok_3[P] + kiksk-1k_s +
ksk4kqk-1)/ Denominador

LS

EA/[E]g = (ky[A)ksksk3 + kgksky[Alk-p +
k1[Alkog [Q]1ka3[P)k-p +
k-5[R]k-4[Q]k-3[P]k-2 *
kski[Alk_gk.3[P])/Denominador

L L T

EAB + EPQR/[E], = (k_jk_s5(RIk_4[Qlk_3[P] +
ksksk) [A]ko [B] +
ko[Blk_3[Plk_4[Qlk_g[R] +
ki [Alkg[Blk_3[PJk_4EQ] +
ksky[Alky[Blk.3{P])/Denominador

o2

EQR/[E]y = (ksky[A]lko[B]ky +
kogk-1k-5[R]k-4[Q] +
k_S[R]k_4[Q]k2[B]k3 +
kojk-5[R]k.4[Q]k3 +
k1[Alko{B]k3k-4[Q])/Denominador

> o L

ER/[E]¢ = (k-5[R]koykogk-3[P] +
k1[Alky[Blkyky *+
kik_s[Rlk-1k-g + k_1k_5[R]k3ks +
k~5[R]k2[B]k3ks)/Denominador

Denominador = [E]; = suma de los 25 té€rminos del numerador
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[E]t = k4k5k-1(k-2+k3) + k1k45(k3+k_2)[A]

+ kok3k4ks[B] + k_jk-okszks[P] +
k_sk_1k4(k_otk3)[R] + kiko(kgzks +
k3ks + kaks)[A)[B] + kjksk.pk.3[A][P]
+kikoksk-3[A] [B][P]+kikyksks[A][B][Q]
+ kikook-3k_4[A]J[P][Q] + kikok_3keg
[AJ[B][P][Q] + kpksksk-s5 [B][R] +

kpk3k—_4k-5 [B][Q][R] + kpk-3k-sks
[BI[P]JIQIIR] + kojkugk-5(k3ztk_3)[Q][R] +
k-1k-pk-3k-5[P][R] + k-jk-pk_3k-4

[P][Q] + kozkogk-g(k-o+k_1)[P]1[Q][R]

Ecuacion de velocidad

v = (ki1kpkaksks[A][B] - kojkogkogkagzkas
[P](QI[R]}/[E],

Ecuacidn conforme a los ceficientes de Cleland

v = (num 1 [A][B] - num 2 [P][Q][R])/ Constante + Coefp[A]+
Coefy[B] + Coefyp[A][B] + Coefp[P] + Coefp[R] +
Coequ[P][Q] + Coefpy[P][R] + Coefqr{Q][R] +
COEfPQR[P][Q][R] + COEfAP[A}[P] + COEfABP[A] [B][P]

+ Coefapql[A][B][Q] + Coefapq[A][P][Q] + Coefgrl[B]IR]
COEfBQR?B][Q][R] + CoefpppqlA] [BI[P][Q] + Coefppqr
[BI[PJIQ][R].

Numerador y denominador multiplicados por

num 2/Coefap Coefpqr ¥ algunos términos por num 1/num 2

v = (num 1 num 2 [A][B]/Coef,yp CoeprR) - (num 2 num 2
num 1 [P][Q][R]/Coef,p Coefpgg num 1)/Denominador

Denominador = suma de la constante y todos los te€rminos
coeficientes.
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v = [VEpax Vinax ([A][B] - [P][Q][R]/Req)]/
[(Constante num 2/Coefpp Coefpqr) + (Coefp num 2
(A]/Coefpp Coefpqg) + (Coefy num 2 [B]/Coefp
Coefpqr) + (Coefap num 2 [A][B]/Coefpp Coefpqr)
+ (Coefp num 2 num 1 [P]/Coefpp Coefpqp num 1)
(Coefg num 2 num 1 [R]/ Coefpp Coefpgp num 1 )
+(Coefpy num 2 num 1[P][Q]/Coefpg Coefpgg num 1)
+(Coefpr num 2 num L[P][R]/Coefagp Coefpqr num 1)
+(Coefnp num 2 num 1[Q][R]/Coefyp Coefpgg num 1)
+(Coefpqr num 2 numl[P][Q][R]/Coefpp Coefpgp num
+(Coefpp num 2 num 1[A}[P]/Coef,y Coefpgg num 1)
+(Coefpgpnum 2 num 1[A)[B][P)/Coefpp Coefpggp num
+(Coefypq num 2 [A][B][Q]/Coefypp Coefpqp) +
(Coefppq num 2 num 1[A][P][Q]/coefyp Coefpgr num
+ (Coefgp num 2 [B][R]/ Coef,p CoefPQR) +
(CoefBQR num 2 [B][Q][R]/COefAB COEfP R) +
ECoefABP num 2 num 1{A]{B][P][Q]/Coefyp CoefPQR)

CoefpQR num 2 [B][P)[Q] (R]/Coefpp Coefpqg)]

La ecuacidn se simplifica a

v = (VE yT ([A)[B]-(P)[Q][R]/Keq)]/[VTKj, KmB +
VT KmB[A] + VI KmA [B] + VT[A][B] + (VEK; KmQ
[P]/Keq) + <va1quP[R;/Keq> + (VERmR[P][Q]/Keq)
(VIRmQ[P][R]/Keq) + (VEKmP{Q][R]/Keq) +
(VE[P][Q] [R]/KReq) + vfxmg Kir[A)[P)/KiaKeq) +
(VIR KmA[BI[R]/Kjie) + (VIKmQ ki (A)[B](P]/
K¥a Kip Keq) + (VI KmA [A][B][Q]/KRjiq) +
(VIgmR [A][P;[Q]/Kia Keq) + (VF KmA Ky, [BI[Q][R}/
Kiq Kir) + VI KamR [A][B][P][Q]/kiaKRipKipKeq)
+ (VI XmB [B][P][QI[R]/Kiq Kyp)]

Donde: VI = num 1/Coefpap V' = num 2/Coefpqr
Keq = num 1/ num 2 or

Keq = kikgpkgksks/k-jk_pk.zko4k-5

KmA = Coefp/Coefpp, KmB = Coefp/Coefyp

KmP = Coefqgr/Coefpqr, KmQ = Coefpr/Coefpqr
KmR = Coefpg/Coefpqp, Kia = Const/Coefy

Coefyp = Coefp/KmB y Constante = KmB Kj,

1)
+

1)
1))

~+

+
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Kip = C?efA/CoefAB = Coefpp/Coefppp =
Coefppg/Coefappg

Kyr = Coefp/Coefpp = Coefpgp/Coefpqp

Kiq = CoefR/CoefQR = CoefPQ/CoefPQR =

C°efBPQ/C°efBPQR
Rip = Coefyppq/Coefppgr = Coefppp/Coefypgpq =

COEfBPQ/COefBPQR

Para la reaccion hacia la derecha (forward resction) las

constantes de los pardmetros cinéticos son las sigulentes:

VEnax = kakgks/ky (kgks+aksthaks)
KmA = kaksks/ky(kgkgtkakstkaks)
KmB = kiks5(k3+k-2)/ka(kskstkskstkaks)
VEpax/KmB = kak3/(k3y + k-2)
VE ax/Knd = ¥ A = NADP B = Isocitrato
Las constantes incluidas en los parametros
cindticos Xm y Vmax/Km son idénticas para ambos mecanismos
BI BI and BI TER para la reaccion hacia la derecha (oxidacidn

de 1socitrato).
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APENDICE II
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APENDICE 'I1

A. APLICACION PRACTICA DE LAS ISOZIMAS

Una de las principales preocupaciones en pesquer{as
al nivel internacional ha sido la explotacidn racional y no
destructiva de muchos recursos marinos. Sobrepesca y
acuacultura provocan la disminucidn de los recursos genéticos
de poblaciones naturales, si las poblaciones marinas y la
genética ecdlogica no son completamente entendidas. Muchas
poblaciones naturales de organismos marinos han sido pérdidas
por eutroficacidn, contaminacidén. sobreexplotacicn, introduc-
ciones y procedimientos de manejo inadecuados (Taggart et al,
1981). Por lo tanto, es imperativo que stocks marinos
potencialmente valiosos sean ldentificados y medidas
adecuadas sea tomadas si se desea una explotacidn y manejo
raclional de estos stocks. Los esquemas de administracidn en
biolog{a pesquera se basan en el concepto de “unidad stock”,
el cual depende de la reproduccidn continua de las especies
en presencia de una mortalidad inducida por explotacidn (Gul-
land, 1974; 1977).

Varios enfoques han sido utilizados para examinar la
estructura de los stocks de organismos marinos de importancia
comercial. Por ejemplo, una caracteristica comun de la trucha
parda y de otros peces salmdnidos, es la extremada

variabilidad y plasticidad que presentan en muchos aspectos
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‘de-su- ecologfa, morfologfa y céﬁducﬁa;rééi;ré;té &ariabilidad

hé sido usada para reconocer diferentes especies (Taggart et
al, 1981).

Entre los taxonomistas de peces, la medicidn de la
diferenciacidn morfoldgica por medio de caracter{sticas
morfom€tricas y meristicas de los individuos de diferentes
localidades geogrdficas es tambien usada para diferenciar
stocks (Shaklee y Samollow, 1982). Sin embargo, la con-
tribucion relativa de las influencias del medio ambiente y
genéticas se refleja en una tremenda variabilidad entre las
poblaciones, haciendo diffcil separar estos dos aspectos de
ifteraccidn por estudios tradicionales que incluyen el examen
de caracterf{sticas morfoldgicas (Taggart et al, 1981).

Otros enfoques usados para examinar la estructura de
un stock incluyen: caracterfisticas de la historia de vida
(tiempo de desove, edad, fecundacidén, etc.), pardsltos ¥y
patrones de migracidn, que en clertas especies claramente
indica la existencia de miltiples stocks. Sin embargo, estos
enfoques requieren de pesquerfas establecidas que provean un
gran numero de individuos por andlisis (Shaklee y Samollow,
1982).

La presencia de multiples formas moleculares de una
enzima (isozimas) y sus variantes alélicas (alozimas) han
sido ampliamente utilizadas en el estudio de la estructura de

poblaciones de peces. La inspeccidon electroforética de las
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isozimas y alozimas ha permitido estudios de la variacidn
genética dentro y entre especies, minimizando los efectos de
la modulacidn del medio ambiente (Ferguson, 1980), y pro-
veyendo una alternativa para la identificacidn de stocks de
vertebrados e invertebrados marinos de importancia comercial
(Jamieson, 1975; Tracey et al, 1975). Esta técnica también
provee marcadores dGtiles para la investigacidn de poblaciones
genéticas de peces (Allendorf y Utter, 1979)., La fuerza de
este enfoque radica en el hecho de que en casl todos los
casos: (1) el fenotipo bioquimico del organismo no es
afectado por variables ambientales; (1ii) el fenotipo
bioquimico de cada individuo es estable a traves del tiempo;
y (iii) la variacidn genética observada en las protefnas es
cagsl siempre deblida a un factor simple Mendeliano el cual es
codominantemente expresado (Ayala, 1975). Por lo tanto, la
electroforesis es un medio eficliente para detectar y definir
las fronteras existentes entre los stocks, que han resultado
del aislamiento o divergencia genética.

La estructura genética de las poblaciones de
salménidos ha sido ampliamente estudiada para describir los
patrones de intercambio genético y el grade de aislamiento
entre unidades geogrdficas locales (Allendorf y Phelps, 1981;
Utter et al, 1979; Uright et al, 1980).

Los polimorfismos de la deshidrogenasa isocitrica

NADP especifica en el salmon del Atlantico Salmo salar han
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sido de valor potencial para investigar la poblacidn de dos

razas del salmdn del Atldatico en Irlpnda (Cross y Payne,

1977).
Estudios en especles de importancia comercial como

la langosta Panulirus marginatus, la lapa Cellana exarata, el

pez Prigtipomoides filamentosus, y e] pez damisela Stegastes

fasciolatus han proveido interesantes patrones en la es-
tructura de sus poblaclones en el Arghipiélago Hawaiano
(Shaklee y Samollow, 1982).
Una inspeccion electroforétlica de las alozimas de
seis especles de peces de importancia comercial de New Zea-
land fue llevada a cabo para determinar las fronteras de los
stock con el propdsito de obtener opciones de captura y ma-
nejo de la pesqueria (Gauldie y Johpston, 1980). La estruc-
tura de la poblacion, localizacidn nimerc de zomnas de
desove en la anguila se han estudiafdo en China y Japdn a
traves del andlisis de la variacidn/ genética de la deshidro-
genasa isoc{trica NADP especifica, |as{ como de otros sistemas
enzimdticos (Taniguchi y Numachi, 1978).
La distribucion de algunod stocks de peces ha sido
también correlacionada con la temperatura del agua (Gauldie y
Johnston, 1980)., Algunos stocks de|truchas de aguas costeras
interiores tilenen alelozimas IDH quhe poseen una gran

tolerancia a altas temperaturas. Esto apoya la nocion de que

las isozimas IDH-NADP tienen significado adaptativo en esta
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especie. Estas especies son diferentes a los stocks de adreas
costeras externas del Pac{fico del Noroeste (Redding and
Schreck, 1979).

La estructura de los stocks de la merluza, Merluc-

cius australis fue estudiada por medio del andlisis elec-

troforético de los polimorfismos de la deshidrogenasa
isocf{trica NADP especf{fica, como parte de un programa de
separacidn de stocks de especies comerciales importantes en
la zona de New Zealand. Los datos obtenidos de estos estudios
han sido usados para la administracidén efectiva de este re-
curso marino (Smith et al, 1979).

Por lo tanto, los estudios electroforéticos
acoplados a investigaciones bioqufmicas a nivel molecular
(esta tesis) e investigaciones ecoldgicas son importantes
para entender la estructura gendtica de los organismos
marinos con objeto de formular decisiones de politica que
congideren la proteccicn, conservacidn y explotacién de
cualquier recurso pesquero.

La variacidn de la alozimas en poblaciones marinas,
es también dtil para detectar contaminacidn por metales

pesados. Estudlios en el camarén Palaemon elegans han indicado

que exliste una tolerancia diferencial de los genotipos en
concentraciones variables de mercurio (Nevo et al, 1980).
Asf{, la estructura genetica de las isozimas puede ser explo-

rada y potencialmente usada como un sistema para monitorear
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la cantidad y calidad de contaminantes marinos.

Finalmente, las isozimas y alozimas han sido también
usadas en medicina para ambos propdsitos de experimentacidn y
diagn&stico. Por ejemplo, las isozimas de la deshidrogenasa
isocftrica y ldctica han sido usadas en la busqueda de
patogenesis en varios estadfos de enfermedades (Vesell,
1975). Las isozimas han sido también directamente aplicadas
al estudio de enfermedades humanas, como en los desdrdenes
oftdlmicos (Ferrell y Majumder, 1982), en clencia forensica
(eriminolog{a) (Sensabaugh, 1982), y en agricultura para el

control de insectos peste (Kitto, 1982).
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B. ESTUDLIOS FUTUROS

De los estudios de las isozimas de la deshidrogenasa
isoc{trica NADP especffica se inflere que existen diferentes
relaciones estructura-funcidn entre ellas y que tienen un
papel especializado en el metabolismo y funcion de las
células del pez debido a su diferente distribucidn celular y
especificidad en tejido. Sin embargo, el significado de losl
polimorfismos protelicos de los loci del higado no es
conocido.

Ya que los polimorfismos proteicos han sido un tema
de controversia (Lewontin, 1974; Kimura, 1979) sin resolucidn
satisfactoria, nuestro sigulente objetivo serd investigar las
propiedades estructurales y funcionales de los productos
alélicos del locus Idh-B en relacidn a una variable ambiental
modelo (temperatura). Se sabe que la temperatura es una posi-
ble fuerza selectiva de adaptacidn; ademis, existen correla-
ciones entre la frecuencia de alelos y la températura (Powers
y Powers, 1975; Powers y Place, 1978). Por tanto, se
examinardn las propiedades catalfticas de las variantes
aledlicas de la deshidrogenasa isocitrica dependiente ae NADP
(locus IDH-By), por medio de estudios de cinética en-
zimdtica de estado constante en funcidn de temperatura y pH.
Los resultados de esta investigacidn ayudarén a contestar 1la

sigulente pregunta: éCual es el significado de 1la varlacidn
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génética de las poblaciones naturales?, i.e., éestdn las
alozimas IDH mantenidas por seleccidn natural o deriva
gendtica?, Estos estudios prOporcionarén un avance al
conocimiento acerca del significado de la variacidn proteica
y quizas favorecerd una teorfa evolutiva sobre la otra, i.e.,

seleccionista o neutralista.
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