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RESUMEN 

Las isozimas deshidrogenasa isocítrica NADP 

específicas de Fundulus heteroclitus (L.) fueron examinadas. 

Las tres isozimas exhiben diferencias en localizacion 

subcelular y distribución en tejidos. Las formas del hígado 

son polimÓrficas, una localizada en la mitocondria (IDH-A2) 

y la otra en el citoplasma (IDH-B2)• La tercera isozima 

(IDH-C2) es monomÓrfica y esta localizada en la mitocondria 

del músculo blanco. Estas isozimas fueron purificadas y ca­

racterizadas. Los masas moleculares nativa y de las sub­

unidades indican que ellas son dímeros de 90,000 daltones, 

con una masa molecular de la subunidad de 45,000 ± 3,000 

daltones. Los puntos isoeléctricos (pI) fueron 5.19 y 7.0 

para las isozimas del hígado y 5.29 para la forma muscular. 

Los estudios de desnaturalización térmica mostraron que exis~ 

ten diferencias en estabilidad termica entre las isozimas en 

el siguiente orden: IDH-B2 > IDH-A > IDH-C2· La cinética 

de la desnaturalización térmica no fue de primer orden. Todas 

las isozimas incrementaron su estabilidad térmica en 

presencia de sustratos. Este efecto fue diferente para cada 

una de ellas. Los estudios de cinética enzimática mostraron 

que las isozimas IDH siguen un mecanismo complejo ternario 

sequencial como ocurre en otras deshidrogenasas NADP especí­

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

xii 



mostraron que no hay diferencias en la Km de isocitrato para 

las isozimas del hígado (I.DH-Az y IDH-Bz). IDH-C2 

exhibi~ una mayor Km para isocitrato. La Km de UADP para 

IDH-Bz fue menor que las de IDH-Az y IDR-Cz· La Vmax 

exhibió marcadas diferencias entre las tres isozimas. 

Mientras los estudios a seis diferentes pH (25°C) revelaron 

que Vmax y Km para isocitrato son independientes de pll, la Km 

para NADP es dependiente de pH. El efecto de temperatura 

sobre los parámetros 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 

mostraron que la Vmax y Km para isocitrato y coenzima son 

dependientes de temperatura. Los valores de energía de 

activación (Ea) para IDH-B2 y IDH-C2 fueron 11 y 14 

Kcal/mol, respectivamente, y los coeficientes de tempera­

tura Q10 fueron 1.79 y 2.3, respectivamente. Ambas isozimas 

mostraron un valor de ~G~ de 15 Kcal/mol. Estos estudios 

sugieren que la isozima citoplásmica del hígado (IDH-Bz) 

tiene una tasa de catálisis mayor que la isozima del músculo 

(IDH-Cz). Los datos cinéticos fueron usados para describir 

el posible papel metabdlico de las diferentes isozimas 

NADP-IDH de Fundulus heteroclitus. 
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CAPITULO I 

INTRODUCCION GENERAL 



2 

INTRODUCCION GENERAL 

Los animales en diferentes hábitats se enfrentan a 

una variedad de factores ambientales tales como: temperatura, 

oxígeno, salinidad, pll, etc., a los cuales deben adaptarse. 

Esta adaptación puede ser expresada a diferentes niveles 

biológicos incluyendo: los conductuales, morfológicos, 

fisiológicos, gen,ticos, del desarrollo, etc. 

Dos diferentes estrategias de adaptación pueden ser 

empleadas. Los animales que se ajustan internamente con res­

pecto al medio ambiente externo, se denominan conformadores. 

Aquellos que mantienen su medio ambiente interno constante 

con respecto al externo se denominan reguladores. Aunque es­

tas dos estrategias de adaptación son diferentes, ambas per­

miten el mantenimiento de homeostasis. Por ejemplo, cuando la 

temperatura externa cambia, la temperatura interna de los 

conformadores (i.e., poikilotermos) tambien cambia, pero la 

temperatura de los reguladores (i.e., homeotermos) no cambia. 

La adaptacion puede ocurrir en diferentes períodos 

de tiempo: (i) respuestas directas se logran por medio de un 

incremento o decremento inmediato de las tasa metabólica; 

(ii) respuestas compensatorias generalmente toman de días a 

semanas para la aclimatación; y (iii) adaptaciones evolutivas 

se logran solamente en períodos muy largos de tiempo (varias 

generaciones)(Wohlschlag, 1964; Somero, 1969; Proser, 1975). 
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Los mecanismos empleados en estos tipos de adaptación han 

sido revisados por Prosser (1967,1973,1975). 

Mi tesis trata sobre el efecto de temperatura y pH 

en la deshidrogenasa isoc!trica NADP específica del pez 

poikilotérmico, Fundulus heteroclitus. Este capítulo intro­

ductorio es dedicado a (1) el animal modelo Fundulus 

heteroclitus y su medio ambiente; (2) una revisión del papel 

de las isozimas; (3) una revisión del papel metabolico de la 

NAD-IDH y NADP-IDH; y (4) las metas específicas de la tesis. 

l. FUNDULUS HETEROCLITUS: EL ORGANISMO MODELO. 

Phylum: Pisces 

Clase: Osteichthyes - Peces Osees 

Orden: Atheriniformes (Cyprinodontiformes: Microcyprini) 

Familia: Cyprinodontidae 

Género: Fundulus 

Especie: heteroclitus (Linnaeus) 

Nombre com~n: 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 Último rayo. Las hembras 

tienen aletas medianas con rayas verticales oscuras en la 
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aleta caudal, aunque éstas, a menudo, no se presentan (Eddy, 

1957). Ambos sexos muestran cambios adaptativos en la 

intensidad del color dependiendo del trasfondo (Newman, 

1970). La familia Cyprinodontidae contiene 48 especies. De 

éstas, 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 Atlántico y una especie a lo largo 

de la Costa del Pacífico (A.F.s., 1980). 

Desde el punto de vista morfol6gico, el ginero es 

muy diverso, y varian en talla, proporciones del cuerpo, con­

ducta, hábitat y fisiología. Por estas razones las relaciones 

entre las especies del ginero son conflictivas y han sido 

frecuentemente divididas dentro de varios generas. 

Estudios morfologicos (Farris, 1968) y hematolÓgicos 

(Griffith, 1972) proveen un panorama completo del género y 

sirven como base sólida en estudios evolutivos. Las 

clasificaciones basadas en cariotipos (Chen, 1971) muestran 

que Fundulus heteroclitus tiene un cariotipo derivado que lo 

mantiene en una posición importante en la filogenia. Griffith 

(1972) concluye que el Fundulus ancestral fue una especie 

eurihalina de agua salobre, y que la subsecuente evolución 

del género incluyó el aislamiento de las poblaciones en agua 

dulce. Basados en la similitud de las formas y las carac­

terísticas, el "stock basal" de Fundulus est¡ representado 
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actualmente por F. heterocli tus en la Costa del Atla'ntico, 

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

del Pacífico, lo cual se cree es importante para la es­

peciaciÓn y evolución del género. Otros estudios incluyendo 

aquellos basados en zoogeografía (Relyea, 1967), hibridiza­

ción (Setzer, 1970), parásitos (Dillon, 1965), conducta 

(Foster, 1967), bioquímica (Flemming ~. 1962), evidencia 

fósil (Yyeno y Miller, 1962), análisis de proteínas de suero 

(Griffith, 1972), y análisis genético de especies re­

presentativas (Powers, no publicado), proveen evidencia de la 

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 especie de agua salobre, que entra a agua dulce 

desde Maine hasta Texas, en EU. Leim y Scott (1966) dan el 

rango desde Newfoundland, Ganada hasta el Rio Matanzas en 

Florida. 

F. heteroclitus es típicamente encontrado en es­

tuarios de marea, bahias y esteros. En ciertas areas 

geográficas locales los peces se mantienen en un rango es­

trecho en los sistemas pantanosos aislados durante el verano 

(Lotrich, 1975). Los peces también permanecen en los mismos 

pantanos durante los meses de invierno, siendo activos y 

moviéndose contra la corriente en áreas pantanosas de mas 

baja salinidad media (Fritz ~. 1975). Bigelow y Schroeder 
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(1953) han sugerido que la mayoría 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 

área, indica la conducta relativamente no-migratoria de la 

especie, lo cual puede ser muy importante para estudios 

bioquímico-genéticos (Powers y Place, 1978), y para cor­

relaciones con temperatura ambiental. F. heteroclitus es en­

contrado en uno de los gradientes térmicos más agudos del 

mundo, con grandes variaciones estacionales en la temperatura 

de cada localidad (Powers y Powers, 1975; Powers y Place, 

1978). 

F. heteroclitus es común 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 hipofisectom!a previene la 

sobrevivencia de F. heteroclitus en agua dulce, el cual 

normalmente tolera este medio con facilidad. Ademas bajo 

hipofisectomia F. heteroclitus mostró una marcada caída de 

los niveles de electrolitos en suero (Griffith, 1972). 
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Joseph y Saskena (1966) no notaron mortalidad de!· 

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 hipertónicos influyen la habilidad 

osmoregulatoria del pez, De acuerdo a Foster (1967), el ani-· 

mal no muestra preferencia cuando se le coloca en gradientes 

verticales de salinidad, y se adapta tan eficientemente a 

cambios de concentración, que el consumo de oxígeno es igual 

para individuos aclimatados en agua dulce y en agua salada 

(Garside y Kee, 1972). Estudios fisiológicos en pez han 

mostrado que el consumo de oxígeno, de peces en descanso, es 

independiente del oxígeno presente disuelto en el agua, hasta 

valores de por lo menos 50% de saturacion con aire (Hart, 

1969). De acuerdo a Griffith (1972), el consumo de oxígeno en 

F. heteroclitus es independiente de los niveles de oxígeno 

del ambiente aun a niveles muy bajos. 

La tolerancia térmica de F. heteroclitus es igual­

mente alta. Umminger (1969) fue capaz de mantener mummichogs 

vivos a -1.SºC por períodos mayores de dos meses. Garside y 

Kee (1972) han registrado temperaturas medias letales tan 

altas como 36°C. 

Fundulus heteroclitus es un animal ovíparo y polí­

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 ~. 1977) o en conchas 
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vacías del mejillón del Atlántico Geukensia demissa (Able y 

Castagna, 1975). En las poblaciones naturales de Fundulus 

heteroclitus, el desove ocurre cíclicamente a traves de la 

estación reproductiva. La madurez gonadal y desove ae machos 

y hembras es máxima durante los días que coinciden con luna 

nueva o luna llena. El ritmo de desove es un componente 

importante de la secuencia reproductiva que parece ser de 

significado adaptativo en el medio ambiente de los pantanos 

de marea. El tiempo de desarrollo de los huevos dura de 8 a 9 

dias y la eclosión ocurre durante la fase ascendente del 

ciclo de marea semilunar (Taylor et al, 1979). El ciclo de 

desove de F. heteroclitus es acompañado por cambios cíclicos 

de hidratación del ovario, la talla del huevo y el dasarrollo 

folicular (Taylor y DiMichele, 1980). La corionasa (enzima de 

eclosión) que digiere el corión que rodea al embrión de !'...!_ 

heteroclitus produce fragmentos peptÍdicos solubles en agua, 

y requiere de cationes divalentes para su actividad 

(DiMichele ~. 1981). La incubación de huevos en agua 

ajustada a rangos de salinidad, pH y temperatura dentro del 

rango fisiológico de la especie, no tiene efecto directo 

sobre la eclosión; sin embargo, agua y concentraciones bajas 

de oxígeno disuelto son necesarios para que ocurra eclosión 

(DiMichele y Taylor, 1980), Estudios sobre el mecanismo de 

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

células y la actividad de la corionasa es maximizada en el 
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décimo día y de ahí en adelante permanece constante hasta 

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

tiene una estación de crianza relativamente corta, la cual se 

extiende desde Junio a través de la primera mitad de Julio en 

Woods Role, 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 producción natural de huevos de Fundulus 

heteroclitus a traves del año. Ademas, también producen 

huevecillos sin fibrilla coriÓnica, permitiendo la obser­

vación directa del embrión en desarrollo sin manipulación 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 dinámica de producción de 

poblaciones de F. heteroclitus en esteros de marea, han 

mostrado que ellos hacen una contribución importante en la 

transferencia de energía a pantanos de marea (Meredith y 

Lotrich, 1979). Peces jóvenes del año contribuyen por lo 

menos con el 78% de la producción anual. Lotrich (1978) 

afirma que la conducta estacionaria de F. heteroclitus puede 

ser benéfica energéticamente durante la captura de la presa 

y puede ser una explicación parcial de su alta productividad. 
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Debido a su amplia distribución geográfica, es probable que 

esta especie tenga una función importante en el flujo de 

energía en otrqs pantanos de marea del Este de los E.U. 

(Meredith y Lotrich, 1979). Valiela ~ (1977) reporta que 

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

productos gonadales. Esta especie es uno de los peces re­

sidentes más abundantes y un componente importante en la des­

cripción del flujo de energía en los pantanos de marea de la 

costa del Atlántico. Las estimaciones de producción para las 

poblaciones naturales de Fundulus son entre las más altas por 

unidad de área 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 bentónicos, invertebrados, de­

tritus y algas. La alta productividad de F. heteroclitus 

junto con su baja dependencia por detritus de plantas y 

materiales de plantas vivas para su nutrici6n, sugiere que 

éste es un importante carnívoro en los pantanos de marea 

(Meredith y Lotrich, 1979). Es también un importante predador 

de invertebrados (Kneib, 1980), y es considerado como especie 

forrajera importante para otros peces (Bigelow y Schroeder, 

1953). En comparación con otras especies de peces,!..=.. 

heteroclitus tiene una eficiencia de asimilaci6n mas alta que 

el promedio y una eficiencia de crecimiento total menor que 
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el promedio. Los costos metabólicos responden en promedio por 

el 69% de la energía ingerida. Las tasas de excreción son 

también altas (Weisberg y Lotrich, 1982). 

La fluctuación ambiental es característica del 

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

de marea varía estacionalmente y durante el día, segun la 

dirección del flujo de marea y la localidad. La temperatura 

varía de lºC en enero a 22°C en septiembre, con diferencias 

de temperatura de 4° a lOºC entre la pleamar y baja mar 

(Valiela ~. 1977). En los pantanos salobres (Nixon y 

Oviatt, 1973) la temperatura estacional varía de -O.SºC a 

30°C; el rango de temperatura anual varía de OºC a 34ºC, con 

un promedio de 25ºC (Erkenbrecher y Stevenson, 1977). Se han 

encontrado correlaciones significativas entre la temperatura 

media del agua y la latitud. Debido a la amplia distribución 

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

mico muy agudo. Por lo tanto, las fluctuaciones de salinidad 

y temperatura afectan su hábitat, y la temperatura es pro­

bablemente un factor importante a considerar debido a su 

marcado efecto en los procesos metab6licos. 

Estudios de genética bioquímica en Fundulus 

heteroclitus han mostrado que diferentes sistemas enzimáticos 

son altamente polimÓrficos (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 variaciones de temperatura. Cuando se 

examinaron algunos genotipos a trave~ de toda su distribución 

geográfica, la frecuencia de la variación de los genes con la 

latitud se encontró altamente correlacionada con la tem­

peratura ambiental (Powers y Powers, 1975; Powers y Place, 

1978; Cashon et al, 1981). Huchos estudios bioquímicos deta­

llados en diferentes sistemas enzimáticos 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 correlaciones entre el 

tiempo de eclosión del embrión de F. heteroclitus, y su re­

sistencia al nado, con el genotipo LDH-B (DiMichele y Powers, 

1982b y a). 

En resumen, la amplia distribución y abundancia de 

este pez a lo largo de la costa del Atlántico y a través de 

la Bahia de Chesapeake, lo hace un excelente "modelo" 

biolÓgico en muchos campos de investigación, por ejemplo, 

biología molecular, bioquímica, toxicología, biología del de­

sarrollo, fisiología, embriología, parasitología, histología, 

endocrinología, sistemática y evolución. Las poblaciones son 

relativamente continuas desde Canadá hasta Florida, y es­

pecies cercanamente relacionadas se extienden hasta Texas y 

México. La vasta literatura disponible (Huver, 1973) en 

muchos aspectos de la biología de Fundulus heteroclitus pro-
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porciona excelentes bases para el dasarrollo de nuevos en­

foques en investigación y teorías evolutivas. 

2. EL PAPEL DE LAS ISOZIMAS: 

En la mayoría de los tejidos animales, muchos 

sistemas enzimáticos han sido resueltos dentro de formas 

moleculares multiples, y una gran variación proteica ha sido 

observada (Prakash ~. 1969). Estas formas multiples son 

llamadas isozimas (Markert, 1975). Las isozimas codificadas 

por diferentes loci genéticos son denominadas isozimas 

multi-locus y son obtenidas de genes duplicados evolutiva­

mente. Estas pueqen exhibir diferente distribución en los 

tejidos y localización 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, función 

y actividad de las enzimas (Hochachka y Somero, 1973). Las 

isozimas pueden ser inducidas por tensión ambiental y ser be­

néficas al organismo en que ocurren (Redding y Schreck, 

1979). Algunas isozimas tienen propiedades funcionales ven­

tajosas Únicas (Powers, 1972; Powers y Powers; 1975; Place y 

Powers, 1979; Tanis et al, 1973; Carter et al, 1973). 

En los peces teleosteos, las formas enzimáticas 

múltiples pueden asegurar que, bajo ciertas condiciones de 



14 

presión y temperatura, una forma activa de la enzima este' 

presente (Somero, 1975a). Por ejemplo, la deshidrogenasa 

isocítrica (Moon y llochachka, 197la y b; Baldwin y Hochachka, 

1970) y estearasa de acetilcolina de la trucha tienen 

isozimas térmicamente inducidas. En los salmones, se cree que 

el alto grado de heterogeneidad enzimática es debido a la 

síntesis de isozimas únicas. Tal heterogeneidad incrementa la 

flexibilidad y adaptabilidad molecular de las especies al en­

frentarse a medios ambientes térmicamente fluctuantes (Moon, 

1975). 

Alteraciones cualitativas de los patrones isozi­

máticos pueden también ocurrir como resultado de aclimatación 

a temperatura (Wilson et al, 1975). Así, los efectos de tem­

peratura sobre enzimas homólogas pueden ayudar a entender los 

mecanismos de adaptación enzimática y su significado 

evolutivo (Somero, 1969b; Hochachka y Somero, 1973). 

Los mecanismos de adaptación de las isozimas a la 

temperatura han sido tambien investigados por medio del es­

tudio de propiedades cinéticas, físicas y termodinámicas. De 

los datos de la deshidrogenasa láctica LDH-M4 del pez 

dorado Wilson, (1977a) ha sugerido que la selección de la 

magnitud de los parámetros termodinámicos de activación puede 

haber sido importante en la evolución de LDH. Diferencias en 

la magnitud de los parámetros de activación, que condujeron a 

diferencias marcadas en las eficiencias catalíticas de en-
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zimas homólogas, puede ser debido en parte a un incremento en 

la formación de enlaces débiles durante la generación de com­

plejos activados enzima-sustrato. Muchas reacciones cata­

lizadas· por las enzimas de poikilotermos tienen pará'metros 

termodinámicos de activación más bajos que las de las reac­

ciones homólogas en homeotermos (Low y Somero, 1974), 

Cambios de temperatura producen modificaciones en la 

afinidad enzima-sustrato de la enzima deshidrogenasa láctica. 

Una reducción de temperatura da como resultado una dis­

minución en los valores de Km (Burgos et al, 1973). Corre­

laciones entre las temperaturas del ensayo y la Km sugieren 

que se pueden lograr en parte compensaciones de corto plazo 

de las tasas metabólicas durante fluctuaciones de tem­

peratura, a traves de variaciones en la Km (Somero, 1975b; 

Hochachka y Somero, 1973). Tales correlaciones han 'ido 

tambien estudiadas en deshidrogenasa láctica de músculo (Mer­

ritt, 1972; Wilson, 1977a; Yancey y Somero, 1978). Así, las 

especies poikilote'rmicas están, generalmente, enzimática-

mente adaptadas para sus medios ambientes térmicos (Somero, 

1969b). 

Otro parámetro físico importante a considerar es el 

pH. El 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 ºC, Le., el pH varía inversamente 

con la temperatura del cuerpo (Rahn ~. 1975; Wilson, 
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1977a). Estudios en diferentes sistemas de enzimas han 

mostrado cambios en el pH ¿ptimo (Hoskins y Aleksink, 1973; 

Rosenmann et al, 1977). 

En adición a los efectos de temperatura y pH sobre 

la estructura y función de las isozimas, estudios sobre la 

estructura molecular de éstas a través de la de sequencia de 

amino ácidos y análisis cristalográficos proveen detalles de 

las relaciones genéticas y evolutivas, y el probable origen y 

función de las isozimas en la regulación de vias metabólicas 

(Horecker, 1975). El efecto de iones, metabolitos, cofactores 

e interacciones de subunidades en las isozimas, suministra 

información sobre la expresión actual de éstas 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 evolución. Los loci de enzimas 

polimÓrficas 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 selección cuando se acoplan con 

otros estudios. Una gran cantidad de variación genética de­

tectada electroforéticamente entre poblaciones naturales ha 

sido estimada en Drosophila (Lewontin y llubby, 1966), en la 

anguila (Taniguchi y Numachi, 1978), en la merluza (Smith et 
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~. 1979), en el salmón del Atlántico (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 duplicación de genes en la des­

hidrogenasa isocítrica 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 múltiples de enzimas p11eden 

tambien surgir por medios químicos o físicos no-genéticos 

(Markert y Whitt, 1968), a trav~s de alteraciones secundarias 

en la estructura de especies de polipéptidos aisladas. Las 

isozimas también son Útiles para determinar el origen de 

ciertos alelos en poblaciones naturales (Minezawa ~. 

1980), o la evolución de sistemas de enzimas (Whitt ~. 

1975; Yoshida, 1975). La extensa variación proteica en una 

gran variedad de poblaciones naturales ha sido también el 

foco de discusión 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 selección natural. 
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Una gran cantidad de evidencia experimental apoya 

el punto de vista de que los polimorfismos entre loci en­

zimáticos son no-equivalentes (Johnson, 1974; Wills, 1975; 

Scandalios. ~. 1972; Place y Powers, 1979, etc.). En 

Fundulus, las isozimas alélicas de la deshidrogenasa láctica 

tienen sutiles diferencias estructurales y catalíticas (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 enzimáticos en Fundulus 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 físicas y cinéticas. Estos datos son consistentes 

con, pero no prueban, el punto de vista seleccionista. Hasta 

la fecha, ambas escuelas de pensamiento neutralista y selec­

cionista estan teóricamente apoyadas por una gran cantidad de 

trabajo experimental y matemático; sin embargo, esta con­

troversia permanece aun sin solución. 

La abundante literatura disponible sobre el uso de 

las isozimas en estudios de estructura molecular, biología 

del desarrollo, función fisiológica, y genética y evolución 

(Markert, 1975) constituyen la mejor prueba de su importante 

papel en el entendimiento y la solución de preguntas 

fundamentales en muchos campos de la biología. 
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En resumen, los organismos generalmente sintetizan 

la mayoría de sus enzimas en varias formas moleculares dis­

tintas denominadas isozimas. Su localización en un tejido es­

pecífico, o estructura celular, puede llenar requerimientos 

metabólicos especializados. El conocimiento de su estructura 

y propiedades cinéticas provee la clave para el entendimiento 

de su papel en la fisiología de las células, así como su 

origen genético y evolutivo. Las evidencias sugieren que la 

variación proteica tiene significado adaptativo. Sin embargo, 

el significado de tal variación proteica es un asunto en con­

troversia aún 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 NADP+: es­

pecífica [threo-Ds-Isocitrato: Oxidoreductasa NADP+ (Des­

carboxiladora) E.e. 1.1.1.42] cataliza la descarboxilaciÓn 

oxida ti va de isocitrato a o<-cetoglutarato y requiere de iones 

metales divalentes como Mn2+ o Mg2+ para ser activada. Un 

segundo tipo de deshidrogenasa isoc!trica requiere de NAD+ 

como aceptar de electrones. La reacción general catalizada 

por los dos tipos de enzima es idéntica: 

Isocitrato + NADP+ (NAD+) ~or.-cetoglutarato + C02 + 

NADPH (NADH) + 11+ .óGº' = -5 .O Kcal/mol 
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Ambas deshidrogenasas isoc{tricas ligadas a NADP y 

NAO ocurren en la mitocondria de la mayoría de los organismos 

pero la segunda es encontrada exclusivamente en la 

mitocondria, mientras que la primera está presente en ambas 

mitocondria y citoplasma. La enzima ligada a NAD es una en­

zima alostérica que requiere ADP como un modulador de 

actividad específico. La enzima ligada a NADP no ha sido 

clasificada como alosterica. La mayoría de la evidencia dis­

ponible indica que la deshidrogenasa isocítrica NAD es­

pecífica es el catalizador principal para la oxidación de 

isocitrato en el ciclo del ácido tricarboxílico; es decir, 

sirve principalmente en respiración, transfiriendo electrones 

de sustratos hacia ox{geno. 

La deshidrogenasa isoc!trica NADP específica se cree 

que sirve principalmente en la transferencia de electrones de 

los intermediarios del catabolismo a los intermediarios de 

bios!ntesis, pero puede bajo ciertas circunstancias par­

ticipar en la oxidación de isocitrato en la mitocondria 

(Lehninger, 1975). 

Los mecanismos de descarboxilaciÓn oxidativa de 

isocitrato a ~-cetoglutarato han sido mostrados por Colman 

(1975) en corazón 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 descarboxilación de isocitrato 
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catalizada por la enzima NADP-IDH (Colman, 1975). Otro 

mecanismo ¿e catilisis para la enzima IDH ha sido propuesto 

por Walsh (1979). 

Las propiedades regulatorias de la enzima NAD es­

pecífica no han sido bien entendidas y no se ha asignado una 

función metabólica clara a ninguna de las isozimas NADP es­

pec{ficas. As{, ellas han sido el tema de considerable inte­

rés con objeto de esclarecer sus papeles metabólicos. Sin em­

bargo, los resultados de muchos estudios, han sido inter­

pretados de diferentes maneras, y existe un considerable de­

sacuerdo entre varios autores en relación al papel de las en­

zimas NADP específicas (mitocondrial y citoplásmica) y su re­

lativa contribución hacia la oxidación de isocitrato para la 

producción de energía. 

Kaplan et al (1953) ha mostrado que en la 

mitocondria, la reducción de NAD por isocitrato ocurre sólo 

cuando NADP esta presente. Esto sugiere un sistema de trans­

hidrogenación entre NAD y NADP, que incluye a la deshidro­

genasa isocítrica NADP específica. Además, Ka·plan et al 

(1956) mostr6 que la oxidación de isocitrato en presencia de 

NADP no resulta en fosforilación; sin embargo, en presencia 

de NAD y NADP ocurre fosforilación. Por lo tanto, la oxida­

ción de NADH y ·NADPH procede a través de diferentes vias en 

la mitocondria del hígado de la rata, y su función 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 Goebell y Klingenberg (1963a, 1963b, 1964) han 

demostrado convincentemente que en mamíferos, pájaros e 

insectos, ambas deshidrogenasas isocítricas NAD y NADP es­

pecíficas juegan un papel importante en la oxidación de 

isocitrato, pudiendo ser la ruta principal a través de la en­

zima NAD-IDH. Las dos vías son: 

Isocitrato NAD-IDH) NADH ~Cadena Respiratoria 

Isocitrato NADP-IDH) NADPH Transhidrogenasa ) NADH ~ 

Cadena Respiratoria. 

Goebell y Kinglenberg (1964) suponen un papel especial para 

cada una de estas enzimas. La enzima NAD-IDH es parte de la 

función normal en el ciclo de ácido tricarboxílico en la 

oxidación total de sustratos para la generación de energía en 

forma de fosfato y la enzima NADP-IDH está envuelta en los 

procesos sintéticos consumidores de hidrógeno. En base a las 

diferencias en especificidad de tejido y localización intra­

celular de las isozimas NADP-IDH del ratón, Henderson (1965) 

también sugiere que en la mitocondria el NADP reducido por 

la enzima NADP-IDH es utilizado en respiración via trans­

hidrogenaciÓn de nucleótido de piridina. 

Stein et al (1967) mostró que la vía de trans­

hidrogenación de NADP-IDH para la oxidación de isocitrato 

predomina en la mitocondria de hígado y corazón de mamíferos, 
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y que la vía a trav&s de la enzima NAO-IDO predomina en la 

mitocondria del cerebro e hígado. Estudios cinéticos de la 

enzimas mitocondriales NAD-IDH y NADP-IDH en el hígado de la 

rata (Nichols y Garland, 1967) indicaron que la NAD-IDH con­

tribuye con el 50-70% de la oxidación de isocitrato en la 

mitocondria para la cadena respiratoria. La tasa adicional de 

oxidación de isocitrato es contribuida por la enzima NADP-IDH 

a traves del sistema de transhidrogenación. 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 disminución de la 

concentraci6n de isocitrato mitocondrial. 

En estudios bioquímicos comparativos de las isozimas 

NADP-IDH de ratón, Pegoraro y Lee (1979) concluyeron que sus 

datos son consistentes con la vía citoplásmica-mitocondrial 

propuesta por Kaplan (1972), siendo la forma mitocondrial mas 

favorable para la reducción de ~-cetoglutarato que la forma 

citoplásmica. Atkinson (1977), Purich y Fromm (1972) y Colman 

(1975) sugieren que la regulación de ambas IDH NAO Y NADP 

NAO Y NADP específicas por medio de controles cinéticos, 

tales como la razón NADP/NADPH o NADH/NADPH, puede ser una 

característica regulatoria importante bajo condiciones in 

vivo. En la mitocondria de los tejidos de corazón de rata, 

cerebro e hígado, la vía para la oxidación de isocitrato, 

incluyendo a la deshidrogenasa isoc!trica NADP específica, 
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dependerá de la relación entre las actividades de la enzima 

NAD-IDH y la enzima NADP-IDH-sistema de transhidrogenacidn, 

en cada tejido (Chico et al, 1977). 

En adición, Me Cormack y Dentan (1981) 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 

regulación por ca2+, Este iÓn permite que agentes ex­

trínsecos tales como hormonas regulen la tasa del ciclo del 

ácido tricarboxÍlico sin la necesidad de que existan grandes 

cambios en la cociente de concentración de ATP/ADP y NADH/NAD 

en la mitocondria. Un ejemplo del efecto de hormonas y 

vitaminas sobre la actividad de la deshidrogenasa isocítrica 

en la rata es dado por Ya.Kan' y Shirina (1981). Ellos en­

contraron que las isozimas deshidrogenasa isocítrica NADP es­

pecíficas tanto mitocondrial como citoplásmica son 

selectivamente influidas por vitaminas y hormonas. Estos re­

sultados indican que la interacción de retinol con enzimas se 

asocia con su influencia selectiva sobre la actividad 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 

biológicos de la vitamina A. 

Lowenstein (1961) ha mostrado que las 'reacciones del 

ciclo del ácido cítrico de acetato a o(-cetoglutarato, el cual 

genera NADPH, puede ocurrir en la fracci~n citosÓlica del 
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hígado de rata. Aunque la principal capacidad oxidativa de 

isocitrato por la enzima NADP-IDH en las células del hígado 

de rata es encontrada en la fracción extramitocondrial (Pet­

te, 1966), y la generación de NADPH por la NADP'-IDH estimula 

la síntesis de ácidos grasos, sin embargo, este efecto puede 

ser reemplazado por otros sistemas de regeneración de NADPH 

(Hulsmann et al, 1966). Henderson (1965) sugiere que la 

NADP-IDH del ratón puede funcionar en la regulación de los 

niveles de NADP oxidado y reducido en las fracciones 

celulares mitocondrial y del sobrenadante, y que el NADPH 

generado por la enzima citoplásmica pueder ser utilizado en 

la síntesis de ácidos grasos. Lehninger (1975) también indica 

que en los mamíferos la NADP-IDH citoplásmica produce NADPH 

para la síntesis de ácidos grasos. 

En la glándula mamaria de vacuno, Bauman et al 

(1970) y Farrell (1980) reportaron que la deshidrogenasa 

isocítrica NADP-IDH es la fuente principal de NADPH requerida 

en la síntesis de novo de grasas. Esta hipótesis se funda en 

los hallazgos de que en ausencia de glucosa, la utilización 

de acetato para síntesis de ácidos grasos en la glándula 

mamaria es varias veces mayor que la encontrada en los 

tejidos mamarios de la rata. Los bajos niveles de actividad 

de la deshidrogenasa glucosa-6-fosfato y la ausencia de una 

vía de desdoblamiento del citrato excluye la generación de 

NADPII por estos medios. En el mejillón Mytilis edulis, 
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ambos tejidos del manto y de la glándula digestiva están 

asociados con el metabolismo de los lípidos, y la enzima 

NADP-IDH es un suministrador importante de NADPH necesario en 

la síntesis de lípidos (Gabbott y Head, 1980). Un análisis de 

tipo genético bioquímico sugiere que la deshidrogenasa 

isocítrica NADP específica genera al meno~ un 20% del NADPH 

utilizado en lipogénesis durante los estadías de desarrollo 

de Drosophila (Geer et al, 1976). El músculo rojo de la an­

guila Anguila rostrata tiene altas actividades de NADP-IDH la 

cual es una fuente importante de NADPH para la síntesis de 

ácidos grasos (Aster y Moon, 1977). 

Head y Gabbott (1980) encontraron que la enzima 

NADP-IDH de la glándula digestiva de Mytilus edulis es 

fuertemente inhibida por la adición simultánea de glioxilato 

y oxaloacetato. En la mayoría de las bacterias, incluyendo!.:_ 

coli, sólo se presenta la deshidrogenasa isocítrica NADP es­

pecífica. Se cree que esta enzima es la tasa limitante para 

el ciclo del ácido tricarboxílico (Garnak y Reeves, 1979), En 

aquellos organismos que son capaces de metabolizar acetato 

como la fuente de carbón vía el ciclo del glioxilato 

(Lehninger, 1975; Kornberg, 1966), isocitrato es el sustrato 

común para las enzimas NADP-IDH y la liasa isocitrato. Otra 

evidencia de la posible función reguladora de la enzima IDH 

en bacterias, incluye la observación de la inhibición de la 

deshidrogenasa isocítrica con glioxilato y oxaloacetato com-
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binados, en E. coli (Shiio y Ozaki, 1968); en Acinetobacter 

calcoaceticus (Kleber y Aurich, 1976) y en Crithidia 

fasciculata (Marr y Weber, 1969). Los mecanismos reguladores 

probablemente incluyen una modif icaciÓn covalente de lá en­

zima. En la mitocondria del hígado de rata también se ha ob­

servado inhibición de la deshidrogenasa isocítrica NAD es­

pecífica con glioxilato y oxaloacetato combinados (Ruffo et 

~. 1966). 

En algunos músculos de vertebrados e invertebrados, 

las actividades de ambas NAD-IDH y NADP-IDH son bajas. Esto 

sugiere que los músculos usan energia a una tasa muy baja. En 

los músculos de insectos, la energía generada vía el ciclo 

del ácido tricarboxílico es producida por la enzima NAD es­

pecÍf ica porque la NADP-IDH muestra baja actividad. Algunos 

músculos de vertebrados e invertebrados dependen grandemente 

de la NADP-IDH para la formación de energía durante períodos 

sostenidos de actividad mecánica (pájaros), y la NAD-IDH se 

usa en la oxidación de isocitrato en el ciclo del ácido tri­

carboxílico cuando los músculos están en descanso (Alp et al, 

1976). En los músculos del vuelo en los insectos, la NAD-IDH 

cataliza una reacción en no-equilibrio, mientras que en otros 

músculos ambas reacciones catalizadas por la NAD-IDH y NADP­

IDH estan casi en equilibrio (Newsholme y Start, 1973). 

Gumbmann y Tappel (1962) demostraron la presencia de 

de las enzimas del ácido tricarboxílico en la mitocondria de 



29 

pez. Esto fue más tarde substanciado por varios 

investigadores (ver revisión 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 

músculos del pez, la deshidrogenasa isocítrica NADP es­

pecífica juega un papel importante en la oxidación de sus­

tratos en el ciclo del ácido tricarboxÍlico, pues la enzima 

NAD-IDH se presenta en muy bajas cantidades y es inestable. 

En estudios sobre las adaptaciones fisiológicas y 

bioquímicas a temperaturas cálidas y frías en el pez dorado, 

Kanungo y Prosser (1974) mostraron que la oxidación de 

isocitrato en la mitocondria del hígado del pez está 

vinculada a la enzima NADP-IDH debido a las razones bajas de 

P/O obtenidas en los experimentos de fosforilaciÓn oxidativa 

con las mitocondrias del hígado. Esto es similar a la oxida­

ción de isocitrato por la NADP-IDH en el ciclo del ácido 

cítrico de la mitocondria de higado de mamíferos. 

Con objeto de esclarecer el papel de la oxidación de 

isocitrato y el control del ciclo del ácido tricarbox!lico en 

los peces, Moon y Ouellet (1979) examinaron la oxidación de 

varios sustratos exÓgenos agregados a mitocondrias intactas 

aisladas del hÍgado de la anguila americana Anguila rostrata. 

Ellos concluyeron que el control del ciclo del ácido tri­

carboxÍlico es logrado por las actividad del sistema de 

transhidrogenación NADPH:NAD, que envuelve a la NADP-IDH. La 
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ausencia de la enzima NAD-IDH confirma sus observaciones. En 

contraste, Me Cormack y Denten (1981) mostraron la presencia 

de la deshidrogenasa isoc!trica NAD específica en el corazón 

de la trucha, y que ésta es activada y regulada por el 

ca2+, 

Ya que los datos provistos por la mayoría de los 

investigadores reflejan la complejidad del mecanismo de re­

gulación de la deshidrogenasa isocítrica NADP específica y 

que no existe informacion disponible al respecto en isozimas 

IDH purificadas de peces, las isozimas deshidrogenasa 

isoc{trica NADP específicas del teleósteo Fundulus 

heteroclitus fueron candidatos lógicos para su evaluación 

funcional. 

DESHIDROGENASA ISOCITRICA NADP ESPECIFICA DE 

Fundulus heteroclitus: 

Previos estudios en este sistema enzimático (Cashon 

et al, 1981; Van Beneden et al, 1981) han mostrado que 

Fundulus heteroclitus tiene tres loci Idh dependientes de 

NADP: Idh-A, Idh-B y Idh-C. Ambas Idh-A y Idh-B son 

polimÓrficas, con tres y cinco alelos respectivamente. El 

tercer locus Idh-C es monomórf ico y es el Único locus Idh ex­

presado en el músculo blanco. Este no se encontró en el 

hígado. EL locus principal del hígado (Idh-B) se encuentra 

localizado en el citoplasma y el locus Idh-A en la matriz de 

la fracción mitocondrial. EL locus del músculo (Idh-C) es 

también una isozima mitocondrial. 
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Los estudios genéticos no han mostrado un eslabón 

estrecho entre los loci Idh-h. La variación espacial en la 

frecuencia de genes para los loci polimÓrf icos Idh-A y Idh-B 

han mostrado que existe una variación clinal en la frecuencia 

de los alelos, con fijación de homozigotos para un alelo en 

latitudes del Norte y variación genética en latitudes del Sur 

(Cashon et al, 1981). Las frecuencias alélicas de Idh-BC y 

Idh-cc en Maine,US. (44.01 latitud ºN) son 0.990 y 1.0 res­

pectivamente. Estos datos indican que los peces colectados en 

Maine tienen esencialmente una isozima alélica para cada uno 

de los loci Idh. Asi, los peces de Maine fueron una buena 

fuente de isozimas IDH-Bcz y IDH-ACz• 

4. METAS DE LA TESIS: 

La presencia de tres formas enzimáticas IDH-NADP en 

Fundulus heteroclitus plantea dos diferentes preguntas: 1) 

JExisten diferencias físicas y funcionales significativas 

entre las isozimas IDH ? 

2) ZExiste variación en las relaciones estructura-función 

entre las isozimas alélicas de loci sintetizadores de pro­

teinas individuales IDH ?, i.e., ison las isozimas alélicas 

no equivalentes?. 

Esta tesis intenta contestar la primera pregunta. La 

tarea fue realizada mediante el examen de la distribución de 

la isozimas en los tejidos, junto con su purificación y ca-
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racterizaciÓn. Las propiedades catalíticas de cada una de las 

isozimas IDH fueron examinadas en función de la temperatura y 

el pll por medio de mitodos ciniticos de- estado constante 

(steady-state kinetics). 
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CAPITULO II 

ISOZIMAS DESHIDROGENASA ISOCITRICA NADP ESPECIFICAS DE 

Fundulus heteroclitus (L.): DISTRIDUCIOH EN TEJIDOS, 

PURIFICACION Y CARACTERIZACION. 
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A. INTRODUCCIO!J 

Las enzimas existen en m~ltiples formas moleculares 

en las fracciones mitocondrial y citoplásmica de extractos de 

tejido. La deshidrogenasa isocítrica dependiente de NADP 

occurre en dos formas comunmente referidas como mitocondrial 

(m-IDH) y citoplásmica (c-IDH). Una encuesta en varias es­

pecies (mamíferos, insectos, peces, etc.) ha revelado que 

ambas c-IDH y m-IDH contienen ya sea un solo locus o múlti­

ples loci. Henderson (1965) mostró dos loci genéticos en los 

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

citoplasma. En los insectos Phormia regina (Me Ginnis e~, 

1956) y Culex pipiens (Cheng et al, 1977), y la bacteria !...:_ 

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 citopl~smico para la NADP-IDH 

(Quiroz-Gutierrez and Ohno, 1969). 

La presencia de múltiples loci-IDH parece ser un 

fen6meno común en muchos organismos. Mdltiples loci-IDH han 

sido descritos en el frijol de soya Glycine ~ (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 cultiples loci­

IDH en tejidos de rata. En el hígado 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 citoplásmica 

(Minezawa'et al, 1980). En el salmón, las isozimas mitocon­

drial (m-IDH) y citoplásmica (c-IDU) est~n controladas por 

dos loci, un monomÓrfico y un polimórfico para cada una de 

ellas (Kijima and Fujio, 1977). La NADP-IDH del salmón del 

Atlántico Salmo salar (Cross and Payne, 1977) tiene dos 

isozimas en el citoplasma del hígado y una isozima en la 

mitocondria del corazón. Otros ejemplos de mJltiples loci 

genéticos para NADP-IDH han sido descritos en el pez 

Xiphophorus .!E (Siciliano and Wright, 1973), en la trucha 

arcoiris Salmo gairdneri (Allenfdorf and Utter, 1973; 

Reinitz, 1977), en la trucha parda Salmo trutta L.(Taggart et 

~, 1981) y la anguila japonesa (Taniguchi and Uumachi, 

1978). En el teleósteo Fundulus heteroclitus, la deshidro­

genasa isocítrica NADP específica tiene múltiples loci 

genéticos (Van Beneden et al, 1981). 

Este capítulo trata sobre la distribución de tejido, 

aislamiento, purificación y caracterización física de las 

isozimas IDH-NADP de pez teleósteo Fundulus heteroclitus. 
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B. MATERIALES Y METODOS 

l. Reactivos Quimicos: 

Acido isocítrico (DL), tris (hidroximetilo amino 

metano), metosulfato de fenazina, nitrotetrazolio azul, 

almidón hidrolizado, sulfato de laurilo (SDS), azul brillante 

de Coomassie, azul de bromofenol, Y-pironin, ~-mercaptoetanol 

deshidrogenasa isocítrica de corazón de puerco altamente 

purificada y proteínas usadas como marcadores moleculares 

fueron obtenidas de Sigma Chemical Co. El tubo de diálisis 

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

terminación de proteína 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 pll 3.5 a 10 fue de LKB Produkter AB. Los 

demás reactivos químicos usados fueron grado analítico. 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. Especímenes: 

Los peces fueron capturados con trampas usando como 

carnada mejillón triturado o trozos de pez y/o pollo. Las 
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:reas de colecta fueron: Bahía de Chesapeake, Maryland, USA y 

Wiscasset, Maine, USA. Cuando los peces fueron matados en el 

campo, estos fueron decapitados. Los hígados fueron extraídos 

y congelados de inmediato en nitrógeno líquido hasta ser 

usados. Cuando los peces fueron transportados vivos al 

laboratorio, los hígados fueron extraídos y procesados de 

inmediato. El músculo blanco fue disectado de peces adultos y 

fue congelado en nitrógeno líquido hasta ser utilizado. Los 

hígados de peces colectados en Wiscasset, Maine, fueron 

nuestra fuente de isozimas IDH-Bz y IDH-Az, ya que las 

frecuencias del gene para los alelos "c" de ambas isozimas es 

o.990 y 1.0 respectivamente (Cashon et al, 1981). Los peces 

de ambas localidades fueron nuestra fuente de isozima 

muscular (IDH-Cz), ya que esta es monomÓrfica. 

3. Cristalería: 

Toda la cristalería fue lavada con detergente tipo 

Alconox Lab o acido crómico, enjuagada exhaustivamente con 

agua destilada y secada en el horno a llOºc. La cristalería 

usada para la purificación y ensayos de enzimas fue sumergida 

en una solución de EDTA 1 mM y enjuagada con agua destilada. 

4. Sistemas Amortiguadores (Buffers): 

Buffer para homogeneizar hígados: Tris/citrato 20 mM pH 7.5, 

conteniendo NazS04 0.3 M, MnS04 1 mM y glicerol al 10% 

(v/v). 
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Buffer para aislar mitocondrias: Tris/el- SO mM pH 7.5, 

conteniendo ~-mercaptoetanol SmM y sacarosa .2SM. 

Buffer para: homogeneizar músculo, diálisis, cromatografía de 

afinidad y correr columnas de celulosa DE-52 y Sephacel DEAE: 

tris/citrato 10 mM pH 8.0, conteniendo MnS04 1 mM y 

glicerol al 10% (v/v). 

Buffer para columnas de Sephadex G-150 y G-200: tris/citrato 

20 mM pH 7.0, conteniendo Na2S04 0.3M, NaCl 0.1 M, 

MnS04 1 mM y glicerol al 10% (v/v). 

Buffer para columna de celulosa CM-52: K+/acido ~-(N­

morfolino etanosulfÓnico) pH 6.5, conteniendo glicerol al 15% 

(v/v), MnS04 lmM y r.>-mercaptoetanol 1 mM. 

Buffer para almacenar extractos puros de enzima: tris/citrato 

100 mM pH 7.5, conteniendo Na2S04 0.3 M y glicerol al 50% 

(v/v). La concentración de todos los amortiguadores está ex­

presada en términos de la concentración del anión. 

Buffer para electroforesis en gel de almidón: tris (0.75 M) y 

citrato (0.25 M) ajustado a pH 9.0 (solucion concentrada). 

Buffer para teñir geles de almidón y poliacrilamida: tris/ 

c1- 0.2 M pH a.o. 

S. Nomenclatura de Isozimas: 

La nomenclatura usada ~n esta tesis para las 

isozimas NADP-IDU está basada en la movilidad electrof orética 

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 las isozimas (loci) se les asignó letra mayúscula. 

El locus Idh-A corresponde al de migración más lenta (más 

catddico) en el sistema de gel de almidón empleado. El locus 

Idh-B corresponde al de migración mis rápida (más anódic6) en 

el gel. El tercer locus Idh-c migra cerca de la posición del 

locus Idh-B y se traslapa con el alelo "d" del locus Idh-B. A 

las variantes (alelos) observadas~en el hígado se les asignó 

superÍndices con letra minúscula, siendo el mas anódico "a", 

luego "b", etc. Los fenotipos son indicados con letras ma­

yúsculas: IDH-A2 1 IDH-B2 y IDH-C2 y se representan como 

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

genotípicas. 

6. Distribución de isozimas en tejidos: 

Con objeto de determinar la distribucion de las di­

ferentes isozimas IDH en los tejidos del pez Fundulus 

heteroclitus, se llevó a cabo un análisis electroforético con 

homogenados de tejido de los Órganos 4e varios peces. 

a. Preparación de tejido. Los tejidos de 8 peces adultos 

fueron disectados. Hígado, músculo blanco, corazón, bazo, 

intestino, cerebro, aleta, branquia, ojo, testículo, ovario, 

células sanguíneas y suero (0.2g) fueron suspendidos por 

separado en O.S ml de buffer tris/citrato 10 mM pH 7.0 con­

teniendo MnS04 1 mM y glicerol al 10% (v/v). Las células, 

se destruyeron por vibración ultrasónica (Heat Systems-

Ul trasonic, !ne.) en tres intervalos de 15 segundos 
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cada uno. El sonificador se fijó a 50 watts. Muestras de los 

homogenizados fueron colocadas en tubos capilares y cen­

trifugadas por tres minutos en una microhematocentrífuga 

(Damon/IEC Division) para remover desechos y lípidos. 

b. Electroforesis en gel de almidón. La enzima des­

hidrogenasa isocítrica fue resuelta sobre gel de almidón 

horizontal de 15 x 33 cm en el sistema buffer tris/citrato pH 

6.9 de Whitt (1970). Se agregó ~-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 resolución del locus Idh-A. El gel de 

almidón consistió de 78 g de almidón 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 

5b ml de glicerol, aforado a un volumen final de 530 ml con 

agua destilada-desionizada. 

El buffer electrodo consistió de 50 ml de tris/ 

citrato pH 6.9 aforado a 1 litro 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 

pedacitos 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 catódica 

del gel. La electroforesis 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 guitarra. 
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c. Métodos de teñido: 

1) Actividad de IDH-NADP. 

Cada rebanada de gel fue teñida para actividad de 

deshidrogenasa isocítrica NADP específica, a 37°C por una 

hora de acuerdo al método de Shaw y Prassad (1970). La mezcla 

de reacción 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 MnCl2 en 

50 ml de buffer para teñir (pH B.O). Los geles se enjuagaron 

con agua destilada y se fijaron y guardaron en una solución 

de acido acético-metanol-agua (1:5:5). 

2) Actividad de IDH-NAD. 

La mezcla para teñir la actividad de deshidrogenasa 

isocítrica NAD específica 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 MnCl2 en 50 ml de buffer para teftir (pll 8.0). Cuando 

esta mezcla de teñir fue usada, los tejidos del pez se 

homogeneizaron en buffer tris/citrato 10 mM pH 7.0, con­

teniendo glicerol al 10% (v/v) y ADP 2 mM. 

d. Ensayo enzimitico para actividad de IDH-NAD. 

Con objeto de detectar la actividad de la enzima 

NAD-IDH en los diferentes tejidos del pez, el siguiente 

sistema buffer fue utilizado: trietanol amina/el- 30 mM pll 

7.4, conteniendo DL isocitrato 4 mM, MnS04 2 mM, NAD 2 mM y 

ADP 2 mM. La reacción fue monitoreada 

espectrofotométricamente a 340 nm (Beckman Acta III) a través 
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de la formacio'n de NADH. Muestras de homogeneizado fueron 

usadas en estos ensayos. 

7. Tratamiento de columnas de intercambio iÓnico, afinidad y 

filtración en gel: 

Las celulosas de intercambio iÓnico DE-52 y CM-52 

fueron tratadas de acuerdo al Boletín de Información Whatmann 

(Leaflet IL2). Cada una de las columnas se equilibró pasando 

de 10 a 12 volumenes de buffer a través 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 

adsorción de los geles varía de acuerdo a la talla de la 

proteina, conformacion, distribucion de carga y la presencia 

de otras proteínas en el extracto (Scopes, 1981), una can­

tidad apropiada de celulosas fue usada: 1 cm3/20-30 mg de 

proteína (Davies y Scopes, 1981). 

El Aff i-gel azul (malla 100-200) fue generalmente 

equilibrado antes de ser usado con 5 volúmenes de buffer, y 

usado en la proporción de 5 ml de volumen del gel/20 mg de 

proteina. Después de cada corrida, el gel fue lavado con dos 

volúmenes de NaCl 1 M, regenerado con 2 volumenes de urea 6 

M, seguido por 8 volúmenes 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 después de ser usados y se 

almacenaron en el cuarto fr{o con azida de sodio al 0.02%. 

8. Determinación de Proteína: 

La concentracion de proteína 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 concentración de proteína tambien fue 

determinada por medio de la absorbancia de las muestras, 

detectada espectrofotométricamente a 280 nm, usando el 

coeficiente de extinción reportado para IDH de hígado de 

puerco (E·l%280nm = 1.27) (Illingworth y Tipton, 1970). 

9. Ensayo Enzima'tico: 

En todas las etapas de purificación, la actividad de 

la enzima se ensayo a temperatura ambiente, siguiendo la re­

ducci~n de NADP a 340 nm en un espectrofotÓmetro Beckman Acta 

III. La mezcla de reacción (1 o 3 ml) consisti~ de buffer 

trietanol amina/el- 30 mM pH 7.4, conteniendo DL 

isocitrato 4 mM, NADP 1 mM y MnS04 2 mM (Seelig y Colman, 

1977). La reacción fue iniciada con la adición de enzima. Una 

unidad de actividad enzimática cataliza la reduccion de 1 

umol de NADP/min. Esta mezcla de reacción se identifica en 

esta tesis como "solución sustrato estándar", 

10. Precipitación Fraccionada con Sulfato de Amonio: 
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Con objeto de determinar la cantidad adecuada de sal 

para precipitar la enzima deshidrogenasa isocítrica de 

extractos crudos, ésta se precipito a diferentes intervalos 

de saturación salina. El pH fue continuamente controlado y 

ajustado con NaOH 2 N durante el proceso de precipitación. La 

precipitación se efectuó en un baño de hielo mientras la 

solución se agitaba suavemente con un agitador magnético. Los 

precipitados se removieron por centrifugación (Sorvall Super­

speed RC2-B) y se resuspendieron en el buffer para diálisis. 

La actividad de la enzima y la concentración de proteína 

fueron determinadas para cada intervalo de saturación. Se es­

cogieron cinco intervalos en incrementos de 20%, de 20 a 

100%. 

11. Purificación de las Isozimas: 

A. Isozimas hepáticas. 

Con objeto de purificar las isozimas deshidrogenasa 

isocítrica del hígado, se intentó primero separarlas aislando 

las mitocondrias del sobrenadante, cuando se contaba con 

material fresco. Cuando los hígados fueron congelados las 

isozimas se procesaron juntas en la mayoría de los pasos de 

purificación y se separaron por cromatografía de intercambio 

catiÓnico en celulosa CM-52 casi hasta el final del pro­

cedimiento de purificación. 

a. Aislamiento de mitocondrias: 
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Los hfgados frescos fueron sumergidos en buffer frío 

conteniendo sacarosa. Se enjuagaron seis veces agitando 

suavemente con una varilla de vidrio para eliminar sangre. El 

tejido fue homogeneizado ellctricamente (Homogenizer Bodin 

Electric Co.) sin forzar el tejido entre las paredes del tubo 

y el pistón en rotación. La suspensión fue centrifugada por 

20 minutos a 750 x g. El sobrenadante se filtró dos veces a 

traves de gaza para eliminar la grasa y capa blanda, después 

se centrifugó nuevamente por 15 minutos a 28,000 x g. El 

sobrenadante contiene la isozima citoplismica (IDH-B2) y el 

precipitado la isozima mitocondrial (IDH-A2)• 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 repitió tres veces con objeto de 

eliminar cualquier IDH soluble. El precipitado final fue 

tratado en tres formas distintas para romper las 

mitocondrias: shock hipotónico al resuspenderlas en buffer de 

baja fuerza io~ica; por vibración ultrasónica en 3 intervalos 

de 15 segundos cada uno, con períodos de enfriamiento en agua 

de hielo; y por congelación en nitrógeno líquido seguido de 

descongelacion. La suspension se centrifugó a 15,000 rpm por 

15 minutos. El sobrenadante contiene la isozima mitocondrial 

(IDH-A2)• 

La isozima citoplásmica fue purificada como se 

describe más adelante. La isozima mitocondrial se pasó a 
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través de Affi-gel azul y celulosa CH-52 para eliminar 

impurezas. La enzima fue usada para determinaciones de masa 

molecu-lar y en est~dios de estabilidad térmica. Con objeto de 

verificar si ambas isozimas se separaron completamente una de 

otra, se llevó a cabo una inspección visual tiñendo la 

actividad de cada enzima en geles de almidón como se describe 

en la sección de distribución en tejidos. 

b. Separaci6n y purificación. 

Los hígados (2Sg) ~e descongelaron y sumergieron en 

buffer frío, en la proporci6n de lOg de h{gado por 50 ml de 

buffer. El tejido se homogeneizó eléctricamente (Bodin Elec­

tric Co.), Los residuos se eliminaron por centrifugación a 

750 g x 20 minutos. El sobrenadante se filtró a través de una 

doble capa de gaza para eliminar lípidos y la capa blanda. Al 

sobrenadante fue agregado sulfato de amonio para dar una 

solución al 35% de saturacion. El pH fue controlado con NaOH 

2 N. El sobrenadante fue mantenido en agitación continua a 

5-lOºC, y posteriormente centrifugado por 20 minutos a 27,000 

x g en el rotor SS-34 de una centrífuga Sorvall (Superspeed 

RC2-B). 

EL precipitado conteniendo muy poca actividad en­

zimática fue descartado. Al sobrenadante fue agregado mas­

sulfato de amonio para dar una solución al 80% de saturación. 

La solución fue mantenida en agitación 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 diálisis. El 

extracto resultante fue dializado por 18 horas contra tres 

cambios de 2 litros de buffer cada uno. El material des­

naturalizado fue eliminado por centrifugación y la solución 

que co~ten!a ambas isozimas citoplásmica (IDH-B2) Y 

mitocondrial (IDH-A 2 ) 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 4 

ml. 

La actividad enzimática fue encontrada ex­

clusivamente en el volumen vac!o. Las fracciones colectadas 

conteniendo actividad enzimática, fueron de aplicadas de 

inmediato a la columna de Affi-gel azul (1.7 x 30.S cm) pre­

viamente equilibrada. La columna se lavó con buffer a un 

flujo de 32 ml/hr. Cuando la absorbancia a 280 nm fue baja y 

constante, ambas isozimas 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 isocítrica, mostraron un pico agudo. El 

extracto fua concentrado a un volumen mínimo por medio de 

ultrafiltración usando membranas de Amico'n tipo PM-10 a una 

presión de 40 psi con argón. El buffer fue cambiado 

repitiendo este proceso varias veces. Después de cambiar el 
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buffer el extracto fue aplicado de inmediato a una columna de 

celulosa CM-52 (1.3 x 8 cm) previamente equilibrada. La 

isozima citoplásmica (IDH-B2) apareció en el volumen vacío, 

mientras que la isozima mitocondrial (IDH-A2) fue adsorbida 

en el gel. Cuando la absorbancia a 280 nm fue lo 

suficientemente baja, fue aplicado un gradiente salino (NaCl 

0-0.1 N) para eluir a la enzima adsorbida. Solamente aquellas 

fracciones con actividad enzimática fueron combinadas y de 

inmediato dializadas en el buffer para almacenaje. El extrac­

to fue guardado en el congelador y posteriormente usado en 

estudios de caracterización y cinética enzimática. 

La enzima citoplásmica que fue eluida en el volumen 

vacío 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 proteína se eluyó a un flujo de 20 ml/hora, 

manteniendo el eluyente a una presion hidrostática de 30 cm 

de altura. Fracciones de 3 ml fueron colectadas y sÓlo 

aquellas con actividad específica constante y alta fueron 

combinadas. El extracto así obtenido fue concentrado y 

dializado por 10 horas contra el buffer para almacenaje. El 

extracto fue congelado y utilizado posteriormente en estudios 

de caracterización y cinética enzimática. 

Con objeto de checar la separación completa de las 

isozimas, se hizo una inspección visual de éstas por medio de 

la formación de azul de formazán en las regiones de actividad 
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enzimática después de correr una electroforesis en gel de 

almidón. El procedimiento de teñido fue descrito anterior­

mente en la sección de distribución de tejido. Todos los 

pasos de purificaci~n se llevaron a cabo en el cuarto frio. 

B. Isozima Muscular. 

El músculo blanco (30g) fue descongelado y macerado 

en buffer frío con una licuadora. Los pasos de purificación 

fueron esencialmente los mismos que se siguieron en la 

purif icaciÓn de IDH-B2 del hígado hasta la cromatograf !a 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 purificación 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 enzimática fueron combinadas y dia­

lizadas. El extracto se mantuvo congelado hasta que fue 

utilizado en estudios de caracterización y cinética en­

zimática. La Figura. 2.1 muestra un esquema describiendo los 

principales pasos en la purificación de las isozimas muscular 

y hepáticas. 

12. Determinación de peso molecular: 
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FIGURA 2.1 Carta esquemática de los principales pasos de 

purificación de las isozimas NADP-IDH. 
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El peso molecular nativo fue determinado por 

filtración en gel empleando una columna de sephadex superfino 

G-200 de 2.6 x 72 cm. La columna de cromatografía descendente 

fue adecuadamente equilibrada. El flujo fue de 20 ml/hora y 

la presión hidrostática se mantuvo a una altura de 30 cm. Las 

muestras fueron aplicadas por medio de una válvula de tres 

vías conectada a una bomba peristáltica, y seguidas por un 

volumen igual de buffer conteniendo glicerol al 20% (v/v), La 

calibración de la columna fue efectuada con las siguientes 

proteínas estándar: aldolasa (156 K), albúmina de suero dé 

bovino (67 K), albumina de huevo (45 K), ~-quimiotripsinogeno 

(25 K), mioglobina (17 K) y deshidrogenasa alcohólica (141 

K), a una concentración inicial de 20 mg/ml. Fracciones de 

3.2 ml fueron colectadas con un colector de fracciones 

(LKB/BROMMA 7000 ULTRORAC). El volumen vacío (Vo) fue de­

terminado con azul Dextran 2000 y el volumen interno (Vi) con 

glicilglicina. La absorbancia a 280 nm se determinó para cada 

fracción. El volumen de elucion relativo y el coeficiente de 

partición, Kav, fueron calculados para los estándares y las 

isozimas IDH. 

El peso molecular de las subunidades y la pureza de 

las preparaciones fue determinada por eléctroforesis. Se 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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cm) (Disc Electrophoresis Unit, Savant Instruments, Inc.) de 

acuerdo al procedimiento de Laemnli (1970), Las siguientes 

proteínas estándar fueron usadas: albúmina de suero de bovino 

(67 K), dehidrogenasa L-glutamato (53 K), albúmina de huevo 

(45 K), aldolasa (39 K) y ~-quimiotripsinogeno (25 K). Las 

bandas de proteína en los geles fueron teñidas y desteñidas 

usando el procedimiento de Fairbanks et al (1971). Después de 

desteñir los geles, éstos fueron examinados a 580 nm usando 

un Scanner 2 para geles acoplado a un espectrofotómetro Beck­

man Acta III con registrador continuo. La movilidad de las 

bandas fue calculada en relación al colorante indicador azul 

de bromofenol o pironin-Y. Estándares internos (albúmina de 

huevo-aldolasa y albúmina de suero de bovino-aldolasa) fueron 

incluidos también en las muestras. 

Electroforesis de disco bajo condiciones de no des­

naturalización 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% (v/v) fue incluido en la 

mezcla del gel y en el buffer electrodo. La electroforesis 

fue llevada a cabo a 2 mA/tubo por 4.30 horas a 4ºc, Los 

geles fueron teñidos ya sea para actividad enzimatica (Shaw 

and Prasad, 1970) a 37ºC, y fijados en ácido acético al 10% 

(v/v). Los geles se examinaron con un scanner a 580 nm. 

13. Isoelectroenfoque: 
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Con objeto de determinar los puntos isoeléctricos de 

las isozimas muscular y hepática, fue llevado a cabo un 

isoelectroenfoque en una columna preparativa de 110 ml 

(LKB-8100) de acuerdo al manual de LKB (LKB Produkter AB, 

Bromma, Sweden), usando como medio estabilizador un gradiente 

de gliéerol. La resolución de las proteínas se logró en un 

gradiente de pH 3 - 10 (LKB Ampholine 8141), a 600 volts 

entre 32 y 48 horas. La temperatura se mantuvo a 4°C con una 

unidad refrigerante (Savant Instruments). La solución 

gradiente densa fue preparada con agua, anfolito y glicerol 

al 60% (v/v) y la ligera con agua y anfolito. La soluciones 

electrodo se prepararon con el cátodo en la parte superior de 

la columna. Al final de la corrida de colectaron fracciones 

de un ml. La absorbancia a 280 nm y la actividad enzimática 

fueron d~t~rminadas para cada fracci~n. El gradiente de pH se 

reconstruyó midiendo el pH de cada fracción. Este método de 

isoelectroenfoque fue también utilizado para separar laR 

isozimas del h{gado. 

14. Diálisis, concentración y almacenaje de muestras: 

La diálisis fue llevada a cabo en tubo de celulosa 

para diálisis (VWR) cuando se consideraba conveniente, antes 

de un subsequente paso de purificación. El tubo de diálisis 

fue tratado de acuerdo a Brewer ~ (1974), con el objeto 

de eliminar metales pesados, proteasas y nucleasas. 

La concentración de extractos fue siempre realizada 
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por el método de ultrafiltraciÓn usando un sistema Amicon con 

membranas PM-10 a una presión de 40 psi con argón (Amicon 

Corporation). 

El tejido y homogenados crudos fueron siempre 

almacenados en nitrógeno líquido hasta ser usados. Las 

isozimas purificadas fueron rutinariamente dializadas en buf­

fer con glicerol al SO% (v/v) y almacenadas en el congelador. 

lS. Estudios de estabilidad térmica: 

Con el objeto de investigar posibles diferencias es­

tructurales entre las isozimas, fueron llevados a cabo es­

tudios de desnaturalizacion térmica. Alíquotas de enzima 

fueron colocadas en tubos de 6 x SO mm por triplicado e 

incubadas por 20 minutos en un baño de agua a la temperatura 

deseada (Ultrathermostat K6/Colora, Messtechnik GMBH 

Lorch/Wurtt). El buffer usado para diluir la enzima fue tri­

etanol amina/el- 30 mM pH 7.4, conteniendo BSA al 1%. 

Daspués de calentar las al{quotas, fueron enfriadas de 

inmediato sobre hielo y ensayadas con la "solución sustrato 

estindar" para determinar la actividad enzimatica remanente. 

El control (OºC) fue usado para calcular la 

actividad fracciona! remanente después de la incubación. Las 

siguientes temperaturas de incubación fueron empleadas: 2Sº, 

30°, 33°, 3Sº, 40°, 4Sº, SOº, SSº y 60ºC. Con objeto de de­

terminar el efecto de la presencia del sustrato en el 
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proceso de inactivaciÓn proteica, la incubación de las 

isozimas fue también realizada en presencia de DL-isocitrato 

4 mM. La temperatura de incubación se extendió a 70ºC para 

una incubación adicional de la isozima IDH-B2· En algunos 

experimentos con la isozima muscular (IDH-C2) el efecto del 

metal (MnS04 2 mM) y el cofactor (NADP 1 mM) fue tambien 

investigado. 

La cinética de la desnaturalización 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 (OºC) fue incubado por tiempos idénticos 

El buffer, materiales y cálculos fueron hechos como se 

describió anteriormente. Las isozimas del hígado (IDH-A 2 y 

IDH-B2) fueron incubadas a SOºC. La isozima del músculo 

(IDH-C2) fue incubada a 42°C debido a su marcada 

inestabilidad a mayor temperatura. La temperatura de incuba­

cion fue escogida arriba del T50 (temperatura a la cual el 

50% de la actividad enzimática permanece después de 20 

minutos de incubación). 

Estos estudios fueron también llevados a cabo a 37°, 

40º, 43° y 45°C para la isozima IDH-c 2 • Experimentos de 

incubación a 45°C en presencia de cofactor (NADP 1 mH) o sus­

trato (DL-isocitrato 4 mM) fueron tambien realizados para ob­

servar el efecto de estos sobre la cinética de inactivación 

térmica de la isozima muscular. 



56 

C. RESULTADOS 

l. Distribución en tejidos: 

Los resultados de la distribución de las isozimas 

IDH en los tejidos de varios individuos son mostrados en la 

Tabla 2.1 Patrones enzimáticos consistentes fueron obtenidos 

en la mayoría de los tejidos, excepto intestino, en el cual 

una o dos bandas híbridas aparecieron entre los loci Idh-A y 

Idh-B. Esto se debió probablemente a la formación de sub-

bandas entre el locus mitocondrial (Idh-A), que es muy ines-

table, y los otros loci. 

El locus Idh-C predomina en la mayoría de los 

tejidos. Este locus, previamente descrito como dominante en 

músculo blanco (Van Beneden et al, 1981), también parece 

dominar en bazo, testículo y corazón. El locus Idh-B pre-

domina en hígado e intestino, pero también estuvo presente en 

cerebro, branquia, ojo, ovario y aleta. El locus Idh-A es ex-

presado solamente en hígado e intestino. Como ninguno de los 

loci Idh apareció en el suero sanguíneo, se concluyó que la 

deshidrogenasa isocítrica no existe en este fluido. La Figura 

2.2a (A,B,C) muestra la distribución 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 
, 

mas comunes 

encontrados en los loci Idh-A y Idh-B del hígado de catorce 

individuos. 
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TABLA 2.1 DISTRIBUCION DE LAS ISOZIMAS IDH EN LOS 

TEJIDOS DE Fundulus heteroclitus. 

TEJIDO 

HIGADO 

INTESTINO 

BAZO 

CORAZON 

BRANQUIA 

ALETA 

MUSCULO 

OJO 

CEREBRO 

OVARIO 

TESTICULO 

CSR 

SUERO 

A 

+++ 

+++ 

L O C U S 

B 

+++ 

+++ 

++ 

+ 

+ 

++ 

+ 

e 

+++ 

+++ 

+++ 

+++ 

+++ 

+++ 

+++ 

+++ 

+++ 

+++ 

+++ 

Nota: Las frecuencias relativas son designadas con el sím­

bolo +, la isozima más frecuente es representada con +++, y 

la ausencia de isozimas es representada con -

CSR = Células sanguíneas rojas 



FIGURA 2.2A Distribución específica de los loci Idh en los. 

tejidos de Fundulus heteroclitus. Los tejidos fueron 

disectados de individuos homozigotos para el alelo Bcz 

del locus Idh-B del hígado. Se observó hibridizacioñ entre 

los loci tipo A- y B-, y A- y C- de las isozimas IDH en los 

tejidos del intestino. El locus tipo C dominó en la mayoría 

de los tejidos. 
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FIGURA 2.2n Análisis representativo de los homogenados de 

hígado de Fundulus heteroclitus teñidos para actividad de 

IDH, mostrando los fenotipos comunes para los loci Idh-A y 

Idh-B de catorce individuos. Los fenotipos son: 

1) IDH-AbAc, IDH-BcBd; 2) IDH-AcAc, IDH-BcBd; 

3) IDH-AcAc, IDH-Bcne; 4) IDH-AbAb, IDH-BªBC; 

5) IDH-ACAc, IDH-Bcnd; 6) IDH-AbAc, IDH-Bcnd; 

7) IDH-Bcnc; 8) IDH-AcAc, IDH-BcBd; 

9) IDH-AbAc, IDH-BdBe; 10) IDH-AcAc,IDH-Bcnc; 

11) IDH-AªAª, IDH-BcBc; 12) IDl!-AbAc, 

IDH-BCBe; 13) IDH-AcAc, IDH-Bcne; 

14) IDH-AbAc, IDn-ncne. 
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2. Deteccio'n de la deshidrogenasa isoc!trica dependiente de 

NAD: 

La deshidrogenasa isoc!trica dependiente de NAD no 

se reveló al teñir geles de almidón. Sin embargo, cuando los 

homogeneizados crudos de cada ~ejido fueron preparados e 

inmediatamente ensayados para actividad enzimática, todos los 

extractos de tejido mostraron actividad en el siguiente orden 

relativo: corazón > testículo > hígado > cerebro > intestino 

> branquia > ojo > músculo > 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 pequeña talla de algunos tejidos e inestabilidad de la 

enzima, no fue factible hacer un estudio cuantitativo. Sin 

embargo, estos datos demuestran la presencia de la des-

hidrogenasa isocítrica NAD específica en los tejidos de 

Fundulus heteroclitus. --·--
3. Precipitación fraccionada con sulfato de amonio: 

La actividad máxima soluble de la deshidrogenasa 

isocitrica NADP específica 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-

ción con sulfato de amonio fue rutinariamente realizada en 

dos pasos: una precipitación con sulfato de amonio al 35% de 

saturacion y una segunda precipitación al 80% de saturación. 

4. Purificación de las isozimas de hígado y músculo: 
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TABLA 2.2 ACTIVIDAD* "RELATIVA" DE LA DESUIDROGENASA 

ISOCITRICA NAD-ESPECIFICA. 

TEJIDO uM NAD+/min/ml 

CORAZON .0800 

TESTICULO .0557 

HIGADO .0511 

CEREBRO .0486 

INTESTINO .0410 

BRANQUIA .0300 

OJO .0150 

MUSCULO .0140 

SUERO .0140 

ALETA .0124 

BAZO .0073 

C S R ND 

* Los datos son expresados en ml de extracto crudo 

para cada tejido. El nivel actual de actividad 

enzimática puede cambiar. 

ND: No determinada 

CSR: Células Sanguíneas Rojas 



FIGURA 2.3 Precipitación fraccionada con sulfato de amonio 

[(NH4)zS04] a 4ºC en buffer tris/citrato 10 mM pH 7.4 

conteniendo MnS04 1 mM y glicerol al 10% (v/v) de la 

deshidrogenasa isoc!trica NADP especÍf ica de Fundulus 

heteroclitus. 
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TABLA 2.3 PRECIPITACION DE LA DESHIDROGENASA ISOCITRICA 

PORCENTAJE DE FRACCION DE FRACCION DE 
SULFATO DE PROTEINA RE- ACTIVIDAD DE 
AMONIO A OºC MANENTE EN EL IDH REMANENTE 

SOBRENADANTE EN EL SOBRE-
NADANTE. 

% % % 

o - 20 1.00 1.00 

20 - 40 0.48 0.93 

40 - 60 0.08 0.24 

60 - 80 0.02 o.os 

80 - 100 0.01 0.01 
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La purificación de la isozima IDH-B2 resultó en 

una preparación con una actividad específica de 78 U/mg de 

proteína. Ya que la isozima IDH-A2 fue rutinariamente 

purificada junto con IDH-B21 fue difícil estimar la can­

tidad relativa de actividad enzimática contribuida por 

IDH-A2. Además, tanto la baja proporcion de IDH-A2 en el 

higado con respecto a IDH-B2 1 así como su alta 

inestabilidad, hizo difícil calcular la cantidad total de 

esta isozima presente en los extractos puros. Una estimación 

de la actividad específica, obtenida de diferentes extractos 

purificados, dio valores en el rango de 6.2 a 10 U/mg de 

proteína. La Tabla 2.4 resume el procedimiento de purifica­

ción y los datos obtenidos de las isozimas del hígado 

(IDH-B2) y músculo (IDH-C2)• La Figura 2.4 muestra un 

cromatog~ama representativo del Af fi-gel azul obtenido en la 

purificación de las isozimas IDH. 

La separación individual de las isozimas IDH del 

hígado del extracto previamente obtenido después de 

cromatografía de afinidad, es mostrado en el perfil de elu­

ción obtenido de la columna de celulosa CM-52 (Figura 2.5), 

La isozima citoplásmica (IDH-B2) fue eluida en el volumen 

vacío, y la mitocondrial (IDH-A2) 1 que es adsorbida en el 

gel, fue eluida con un gradiente de NaCl. 

La Figura 2.6 ilustra un perfil de elución 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 DESUI­
DROGENASA ISOCITRICA NADP ESPECIFICAS DE 
Fundulus heteroclitus (L). 

IDH-B2 (HIGADO) 

PASO DE VOLUMEN 
PURIFICA-
CION ml 

PROTEINA ACTI­
VIDAD 

mg TOTAL 

ACTIVIDAD PURIFICA- RENDI-
ESPECIFICA CION MIENTO 

U/mg (VECES) % 
~~~~~~~~~~~~~-(U)~~~~~~~~~~~~~~-
HOMOGENI­
ZADO CRUDO 

CELULOSA 
DE-52 

AFFI-GEL 
AZUL 

CELULOSA 
CM-52 

SHEPHADEX 
G-150 

PASO DE 
PURIFICA­
CION 

98 2729.00 193 0.071 l. DO 100 

16 340.00 173 0.509 7 .17 90 

3 3.00 45 15.000 211.00 23 

3.5 1.60 32 20.000 282.00 17 

2.3 0.13 10 78.000 1099.00 5 

IDH-C2 (MUSCULO) 

VOLUMEll 

ml 

PROTEINA ACTI­
VIDAD 

mg TOTAL 

ACTIVIDAD PURIFICA- RENDI-
ESPECIFICA CION MIENTO 

U/mg (VECES) % 
~~.,-,,.~~~~~~~~~~~(U)~~~~~~~~~~~~~~ 
EXTRACTO 
CRUDO 

CELULOSA 
DE-52 

AFFI-GEL 
AZUL 

SEPHACEL­
DEAE 

100 

36 

3 

9 

1190.00 

194.00 

0.666 

0.133 

122 0.103 1.0 100 

83 o. 4 28 4.0 68 

17 25.500 248.0 14 

11 83.000 806.0 9 



FIGURA 2.4 Perfil representativo de la columna de Affi-gel 

azul mostrando la elución de la enzima IDH con un "pulso" de 

NADP 2 mM. Buffer: tris/citrato 10 mtt pll 8.0, conteniendo 

MnS04 1 mM y glicerol al 10% (v/v). 
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FIGURA 2.5 Cromatografía de intercambio catiÓnico de las 

isozimas IDH-B2 y IDH-A2 sobre celulosa CM-52. El perfil 

de eluciÓn muestra la separacion de las isozimas del hígado 

(B). La elucion de la isozima IDH-A2 fue lograda con un 

gradiente de NaCl (O - 0.1 N) (A), El buffer utilizado fue: 

K+/MES pH 6.5 10 mM conteniendo glicerol al 15% (v/v), 

MnS04 1 mM y -mercaptoetanol 1 mM. 
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FIGURA 2.6 Perfil de eluciÓn representativo para la 

deshidrogenasa isocítrica de la columna de filtración en gel 

Sephadex G-150. El buffer utilizado fue: tris/citrato 20 mM 

pH 7.0 conteniendo NazS04 0.3 M, NaCl 0,1 M, MnS04 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 OEAE de un ex-

tracto de músculo, ilustrando la eluci~n de IOH-C2 con un 

gradiente de sal y su separación de otras proteínas con-

taminantes. 

S. Criterios de pureza: 

El criterio usado para determinar la homogeneidad de 

las isozimas IOH fueron: homogeneidad sobre las base de 

actividad específica constante de los extractos puros, 

despuás de ser recromatografiados sobre filtración en gel de 

Sephadex; homogeneidad sobre la base de electroforesis en 

condiciones de desnaturalización (SOS) y no desnaturaliza-

ción; y homogeneidad sobre la base de carga eléctrica después 

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 cambió. Algunas veces fue observada una dis-

minuciÓn de la actividad específica de las isozimas 

mitocondriales, debido a su marcada inestabilidad. 

Cuando las isozimas purificadas fueron sujetas a 

electroforesis de disco bajo condiciones de desnaturalización 

(SOS) en geles de acrilamida al 8%, 10% y 12%, las isozimas 

migraron como una sola banda cuando los geles fueron teñidos 

para proteína. La figura 2.8 muestra las fotografías y 

registros densitométricos de dos geles de poliacrilamida en 



FIGURA 2.7 Perfil de cromatografía de intercambio aniónico 

para la isozima IDH-C2 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 pll ~.O 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-B2 y IDH-C2 res­

pectivamente, y un gel con 8% de acrilamida corrido con 15 ug 

de IDH-A2· La estimación de pureza se hizo calculando el 

área bajo los picos. En base a estos datos, las preparaciones 

resultaron: 98% pura para IDH-B2 y 95% pura para IDH-C2· 

Los geles corridos con 8% de acrilamida dieron los mismos re­

sultados. por lo tanto la homogeneidad de las proteínas 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-A2 

mostró una pureza de aproximadamente 87%. Se hicieron varios 

intentos de purificar la enzima a una mejor resolución; sin 

embargo, no fue posible, ya que se obtuvo una pérdida total 

de la actividad enzimática. 

Como IDH-Az se encuentra en menor proporción con 

respecto a IDH-B2, y es altamente inestable bajo las dife­

rentes condiciones usadas en todos los pasos de purifica­

ciÓn, se consideró que el nivel de pureza obtenido (87%) era 

adecuado para hacer los estudios de caracterización y 

cinética enzimática. 

Cuando las isozimas purificadas IDH-Bz y IDH-C2 

fueron sujetas a electroforesis en condiciones de no des­

naturalización, dieron una banda de proteína y una de 

actividad enzimitica. La figura 2.9 muestra las fotografías y 

registros densitométricos de geles de poliacrilamida al 7.5% 



FIGURA 2.8 Registros densitométricos y fotografías de tres 

geles de SDS-poliacrilamida examinados a 580 nm. Contienen 

una banda de proteína pura para cada una de las isozimas IDH 

de Fundulus heteroclitus. Las flechas en los registros 

muestran la posición del colorante indicador (pironin-Y). Los 

geles se corrieron de izquierda a derecha. 

A) 15 ug de IDH-A2 (gel al 8%) 

B) 20 ug de IDH-B2 (gel al 10%) 

C) 20 ug de IDH-C2 (gel al 10%) 
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FIGURA 2.9 Registros densitométricos y fotografías de cuatro 

geles de poliacrilamida al 7.5% en condiciones de no 

denaturalización conteniendo a las isozimas purificadas 

IDH-Bz y IDH-Cz del hígado y músculo respectivamente. Las 

flechas en los registros muestran la posición del colorante 

indicador azul de bromofenol. 

A) IDH-Bz teñida para proteína 

B) IDH-Cz teñida para proteína 

C) IDH-Bz teñida para actividad enzimática 

D) IDH-Cz teñida para actividad enzimática 
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de las isozimas IDH-Bz y IDH-Cz respectivamente. La 

mezcla de los geles de poliacrilamida para electroforesis en 

condiciones de no desnaturalizacio'n fue suplementada con 

glicerol al 10%. Esta modificacion fue crítica para la 

resolución de las bandas de actividad enzimática después de 

ser tefiidas. Cuando el glicerol fue omitido, no se observó 

actividad de IDH en los geles, después de acoplar la reaccio'n 

de HADP a la producción de formazán. Por lo tanto, el 

glicerol estabiliza a las proteínas durante el proceso de 

electroforesis, eliminando la desnaturalización debido a la 

perdida gradual de la actividad enzimática. Los geles 

·corridos en ambas condiciones de desnaturalización y no 

desnaturalización fueron sobrecargados con el extracto 

purificado en un intento de detectar contaminantes. Sin em­

bargo, ellos mostraron sólo una banda. 

6. Determinaciones de peso molecular: 

Los pesos moleculares nativos de las isozimas 

muscular y del hígado, según se determinó por filtración en 

gel, parecen ser esencialmente idénticas. La masa molecular 

nativa promedio para las isozimas fue de 90,000 daltones, 

como se muestra en la Figura 2.10. Los volumenes de elución 

relativos determinados experimentalmente (Ve/Vo) versus el 

logaritmo de las masas moleculares de las proteínas estándar 

fueron graficados para estimar el peso molecular nativo de 

cada isozima, 



FIGURA 2.10 Gráfica representativa de la determinación del 

peso molecular nativo de la deshidrogenasa isoc{trica NADP 

específica de Fundulus heteroclitus, por filtración en gel 

sobre Sephadex G-200. El buffer usado fue tris/citrato 20 mM 

pH 7.0 conteniendo glicerol al 10% (v/v), MnS04 1 mM, 

Na2S04 0,3 M y NaCl 0.1 M. Flujo: 20 ml/hr.; altura de la 

presión hidrostática del eluyente: 30 cm; estándards: 20 

mg/ml; columna: 2.6 x 72 cm. El circulo negro indica el valor 

medio del volumen de elución 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 isocítrica con la de las pro­

teínas estándar. La gráfica 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 fotografías y registros 

densitométricos de geles de poliacrilamida conteniendo 

algunos estándards internos (albúmina de huevo-aldolasa y 

albúmina de suero de bovino-aldolasa) incluídos con la 

isozima IDH-B2· La isozima del higado emerge junto con el 

estándar albúmina de huevo (Fig. 2.12A), Las dos se separan 

en picos agudos de diferente longitud. Los datos obtenidos de 

estos geles dieron una masa molecular de 45,250 + 2500 

daltones para la subunidades de IDH-B2· 

La combinación de ambos pesos moleculares nativo y 

de las subunidades indica que la deshidrogenasa isocÍtrica de 

Fundulus heteroclitus es un dímero compuesto de dos sub­

unidades idénticas. Estos datos concuerdan con los datos ob­

tenidos de otras fuentes. La enzima de E. coli (Burke et al, 

1974), corazón de buey (He Farlane ~. 1977), hígado de 

res (Carlier y Pantaloni, 1973), H. edulis (Head, 1980), ~ 

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

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



FIGURA 2.11 Gráfica representativa de la determinación del 

peso molecular de ia subunidades de la deshidrogenasa 

isocítrica NADP específica de Fundulus heteroclitus sobre 

geles de poliacrilamida-SDS al 10%. Representa la migración 

de las proteínas estándar relativas al colorante indicador 

(Rf) versus el logaritmo del peso molecular. El círculo 

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 densitomitricos y fotografías de dos 

geles de poliacrilamida-SDS mostrando algunos estándares 

internos incluidos con una muestra pura de la isozima 

IDH-B2 en la determinación del peso molecular de las 

subunidades. 

A) Albúmina de huevo - IDH-B2 - Aldolasa 

B) Albúmina de Suero de Bovino - IDH-B2 - Aldolasa. 
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lwoffi (Self 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 

dime'rica. 

Existen otras fuentes de enzima que han revelado 

diferencias en pesos moleculares. Valores de 77,000 y 85,000 

han sido obtenidos de corazón y riñen de ratón 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 hígado de puerco (Illingworth and Tipton, 1970) 

tiene una masa molecular de aproximadamente 75,000 daltones. 

Formas monoméricas de esta enzima han sido también reportadas 

en corazon humano (Seelig and Colman, 1978), glándula mamaria 

de bovino (Farrell, 1980), corazón 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. 

Según la literatura correspondiente lo indica, 

existe variación entre los pesos moleculares nativo y de las 

subunidades de la deshidrogenasa isocÍtrica de varias 

fuentes. Los pesos moleculares parecen depender en parte del 

método usado en su determinación. Por ejemplo, en E. coli, 

Burke et al (1974) encontró 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 empleó el método de entre­

cruzamiento con suberimidato de dimetilo seguido 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 SDS y de 

49,900 por análisis de amino ácidos. Carlier y Pantaloni 

(1973) discuten que los metodos hidrodinámicos tales como 

filtracio'n en gel o electroforesis dan un valor promedio del 

peso molecular de la enzima nativa que es siempre menor que 

los pesos moleculares del dímero determinado por otros 

métodos. Esto también refleja propiedades relacionadas con la 

estructura cuaternaria y forma de la molécula (Head, 1980). 

En base a estos argumentos, concluimos que las 

formas diméricas de la deshidrogenasa isocítrica 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 caracterización de 

las isozimas con respecto a puntos isoeléctricos (pI), i.e., 

el pH al cual la carga neta de la proteína es cero, fueron 

los siguientes: pI 5.19, 7.0 y 5.29 para las isozimas 

IDH-Bz, IDH-Az y IDH-C2 respectivamente. Las Figuras 

2.13A y B ilustran los perfiles de pH y los valores de iso-pH 



81 

TABLA 2.5 RESUMEN DE ALGUNAS PROPIEDADES DE LA DESHIDROGENASA 
ISOCITRICA NADP ESPECIFICA DE VARIAS FUENTES. 

FUENTE SUBUNIDAD NATIVO ACTIVIDAD PURIFI- RENDI- REFERENCIA 
M.W M.W. ESPECIFICA CACION MIENTO 

U/mg P (VECES) ., ,, 

CORAZON DE 60,000 60,000* 12,600 7 2. 8 9. o Plaut, 1962. 
PUERCO 
HIGADO DE 75,000 46.5 581 • o 2 5. 5 Illingworth 
PUERCO y Tiptonl970 
Azotobacter 80,000 80,000* 133 .o 88.7 22.0 Chung & Fran 
vinelandii zen, 1969. 

CORAZON-RATA 15. 7 5 98 .4 56.0 Islam et al, 
l!IGADO-RATA 18.46 102.5 25.0 1972. 

Acinetobac- 45,000 90,000 Self & Weit-
ter lwoffi zmann, 1972. 

Rodoeseudo- 50,000 103,000 4 8 .1 4 8 .1 11.0 Chung & Bra-
monas s. ginsky,1972. 

HIGADO RES 48,000 76,000 17. 7 550.0 21. o Carlier & Pan 
taloni,1973. 

Bacillus s. 45,000 92,500 3950.0 415.0 21. 5 llagaoka 
et al, 1977. 

CORAZON DE 45,000 9 o, 000 39.0 20.0 34.0 Hac Farlane 
TORO et al, 1977. 
CORAZON DE 53,000 53,000* 64.0 51 7. o 47.0 Seelig & 
HUMANO Colman, 1978. 
Escherichia 46,900 8 3 '000 5 6. o 4 7. o 51.0 Vazques & 
coli. Reeves, 1979. 

CORAZON Y 36,000 77,000 45.0 59.0 23.0 Pego raro 
RINON-RATON 35 ,ooo 85,000 40 .o 100 .o 39.0 et al, 1979. 

Drosoehila 60,000 11,000 19.75 94.0 30.0 IHl liamson 
50,000 et al, 1979. 

GLANDULA MA-55,000 55,000* 52.5 170.0 6. 1 Farrell, 
MARIA-BOVINO 1980. 
M. edulis 4 5, 000 71,000 26.9 996 .o 12. 5 Head, 1980. 
Fundulus h. 

HIGADO 45,000 90,000 78.0 1099.0 5.0 Esta tesis 
MUSCULO 45,000 

* Monomeros 
90,000 83.0 806 .o 9.0 Esta tesis 



82 

de las isozimas del hígado y músculo obtenidos de una columna 

preparativa de isoelectroenfoque de 110 ml. Este método fue 

tambien usado en los pasos de purificación, ya sea para 

separar las isozimas del hígado o para remover los con­

taminantes remanentes en las isozimas del hígado y musculo. 

La Figura 2.14 muestra los registros densitométricos y las 

fotografías de dos geles de poliacrilamida con SDS con­

teniendo 15 ug de IDH-B2 y 10 ug de IDH-C2 obtenidas 

despues del isoelectroenfoque. Ambos geles dieron una sola 

banda de proteína. 

Los valores de los puntos isoeléctricos 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 

arcoiris (Moon y Hochachka, 197la). Los puntos isoeléctricos 

fluctuan de 4.6 a 7.4, excepto para el corazón de puerco que 

tiene un pl mayor de 9.0 (Colman , 1968) y s. typhimurium 

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

8. Estudios de estabilidad térmica: 

a. Inactivación térmica. 

InactivaciÓn por calor es un procedimiento 

comúnmente empleado para la caracterización de la es­

tabilidad estructural de una enzima y para la búsqueda de 

diferencias estructurales entre las formas múltiples de una 



FIGURA 2.13A Perfil de elución de una columna preparativa de 

isoelectroenfoque corrida con un extracto conteniendo a las 

isozimas IDH-Bz y IDH-Az. Los puntos isoeléctricos (pl) 

fueron: 5.19 y 7.0 para IDH-Bz y IDH-Az respectivamente. 

En la parte superior del perfil se muestra el gradiente de 

pH. Resolución: 32 horas a 600 volts a 4ºc. 

Actividad de IDH (e); Azso nm (O); pH (a) 
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FIGURA 2.13B. Perfil de elución de una columna de 

isoelectroenfoque corrida con un extracto conteniendo a la 

isozima IDH-C2• En la parte superior del perfil se muestra 

el gradiente de pH. El punto isoeléctrico (p!) fue: 5.29. 

Resolución: 32 horas a 600 volts a 4ºC. 

Actividad de IDH (e); A280 nm (O); pH (a) 
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FIGURA 2.14 Registros densitométricos y fotografías de dos 

geles de poliacrilamida-SDS al 10% para las isozimas 

IDH-Bz y IDH-Az 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 posición del 

colorante indicador (Pironin-Y). Los geles se corrieron de 

izquierda a derecha. 

A) 15 ug de IDH-Bz 

B) 10 ug de IDD-Az 
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TABLA 2.6 PUNTOS ISOELECTRICOS PARA LA DESRIDROGENASA ISO­
CITRICA ESPECIFICA DE NADP DE VARIAS FUENTES. 

FUENTE pI 

CORAZON DE RES 7.4 

CORAZON DE 7.4 

PUERCO < 9.0 

Azotobacter 
vinelandii 6.1 

HIGADO-PUERCO 6.5 

TRUCHA ARCOIRIS 5.75 
3 isozimas 5.72 

6.90 

Salmonella 4.0-4.2 
typhimurium 

E. coli 5.0 

CORAZON HUMANO 7.0 

CORAZON DE RATON 7.0 
RINON DE RATON 4.8 

Mytilus edulis 
2 isozimas 

E. coli 
2 isozimas 

Fundulus h. 
HIGADO-MITOCU. 
HIGADO-CYTO. 
MUSCULO BLANCO 

5. 5 
5. 2 

4. 65 
4.70 

7. o 
5. 19 
5.29 

REFERENCIA 

Siebert ~. 1957b. 

Plaut, 1962. 

Colman, 1968, 

Barrera & Jurtshuk, 1970. 

Illingworth & Tipton, 1970. 

Moon & Hochachka, 197la. 

Marr & Weber, 1973. 

Burke et al, 1974. 

Seelig & Colman, 1977. 

Pegoraro et al, 1979. 

llead, 1980. 

Vazques & Reeves, 1981. 

Esta tesis 



FIGURA 2.15 Perfiles de inactivación por temperatura para las 

isozimas deshidrogenasa isoc!trica NADP específicas de 

Fundulus heteroclitus. Las condiciones de los experimentos 

son descritas en la sección de Mitodos. 

IDU-Bz (0) 

IDH-A2 (~) 

IDH-Cz (e) 
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FIGURA 2.16 Perfiles de inactivaciÓn por temperatura de las 

isozimas deshidrogenasa isoc!trica NADP espec{f icas de 

Fundulus heteroclitus en presencia de isocitrato. Las 

condiciones experimentales se describen en la sección de 

Métodos. 

IDH-Bz (0) 

IDH-Az (~) 

IDH-Cz (e) 
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FIGURA 2.17 Perfiles de inactivaciÓn por temperatura para la 

isozima deshidrogenasa isocÍtrica NADP específica del músculo 

(IDH-C2) de Fundulus heteroclitus con y sin sustratos, Las 

condiciones experimentales se describen en la sección de 

Mitodos. 

(e) Sin sustratos 

(C) En presencia de MnS04 2 mM 

(0) En presencia de NADP 1 mM 

(~) 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 mostraron diferencias en 

termoestabilidad en el siguiente orden: IDH-B2 > IDH-A2 ) 

IDH-C2· La temperatura a la cual el 50% de la actividad de 

la enzima (T50) permanece después de 20 minutos de incuba­

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

49º y 35°C para IDH-B 2 , IDH-A2 y IDH-C2 respectiva-

mente. Por lo tanto, la forma más estable al calor fue la 

isozima citoplásmica del hígado, luego la forma mitocondrial; 

la isozima mitocondrial del músculo fue la más sensible al 

calor. 

La estabilidad térmica relativa de cada isozima fue 

incrementada en gran medida cuando se incubaron en presencia 

de DL-isocitrato (9.SºC para IDH-A2 y aproximadamente 15°C 

para IDH-B2 y IDH-C2). Ning~n cambio en el orden de es­

tabilidad térmica fue observado para las isozimas. La Figura 

2.16 muestra los perfiles de inactivación al calor en pre­

sencia del sustrato. Los valores de Tso en presencia de DL 

isocitrato fueron: 68.Sº, 58.Sº y SOºC para IDH-B2, 

IDH-A2 y IDH-C2 respectivamente. 

El efecto del metal (Mn2+) y el cofactor (NADP) 

sobre la inactivaciÓn al calor de la isozima muscular 

(IDH-C2) f~e también investigado. La Figura 2.17 ilustra 

los resultados. El efecto protector del DL isocitrato y del 

NADP es aproximadamente el mismo, y es mayoi que el efecto 



91 

protector dado por el manganeso, ·el cual también incrementa 

la estabilidad de la proteína. 

b. Cinética de la inactivaciÓn térmica. 

Los resultados obtenidos de la incubación 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 desnaturalización para las tres 

isozimas no sigue una cinética simple de primer orden. 

La isozima muscular (IDH-C2) fue incubada a las 

siguientes temperaturas constantes: 37º, 40º, 43°, y 45°C 

(Figura 2.19) con alíquotas siendo ensayadas en el curso del 

tiempo. Los resultados nuevamente revelaron que la enzima no 

sigue un proceso cinético simple de primer orden. El efecto 

del DL isocitrato y del NADP sobre la cinética de la desna­

turalización térmica de la isozima muscular (IDH-C2) a 

4SºC fue también investigado (Figura 2.20). El efecto pro­

tector contra la inactivación 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

ción a 45ºC. En cambio en presencia de sustrato (DL­

isocitrato 4 mM), el 61% de la actividad se conserva. En pre­

sencia de la coenzima (NADP 1 mM) el 24% de la actividad se 

conserva despues de una hora de incubación. La presencia del 

cofactor o sustrato no afecta la cinética de la reacción, 

pues de nuevo mostró un proceso no-lineal simple de primer 

orden (non-linear first arder process). 



FIGURA 2.18 Cinética de la desnaturalización térmica para las 

isozimas deshidrogenasa isocitrica NADP específicas de 

Fundulus heteroclitus. Buffer: trietanol amina/el- 30 mM 

7.4 conteniendo albúmina de suero de bovino (BSA) al 1% 

(w/v). 

IDH-Bz (O) 

IDH-Az (li) 

IDH-Cz (e) 
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FIGURA 2.19 Cinética de desnaturalización térmica para la 

isozima deshidrogenasa isocítrica NADP especÍf ica del músculo 

(IDH-Cz) de Fundulus heteroclitus a diferentes temperaturas 

de incubación. Buffer: trietanol amina/el- 30 mM pH 7.4 

conteniendo albúmina de suero de bovino (BSA) al 1% (w/v). 
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FIGURA 2.20 Cinética de la desnaturalización térmica de la 

isozima del músculo (IDH-C2) de Fundulus heteroclitus en 

presencia de sustratos. Buffer: trietanol amina/el- 30 mM 

pH 7.4 conteniendo albúmina de suero de bovino (BSA) al 1% 

(w/v). 

(O) Sin sustratos 

(e) Con DL-isocitrato 4 mM 

(~) Con NADP 1 mM 
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D. DISCUSION 

l. Distribución en tejidos: 

La presencia de isozimas IDH citoplásmica y 

mitocondrial específicas en los diferentes tejidos de 

Fundulus heteroclitus cae dentro del patrón de distribución 

general y localización celular observado en otros organismos. 

Sin embargo, el número de loci de cada isozima en diferentes 

fracciones celulares varía ampliamente entre las especies, y 

los patrones electroforéticos son muy variados. 

En el salmón (Kijima y Fujio, 1977) la isozima 

citoplásmica específica de hígado tiene dos loci; un locus es 

polimórfico y el otro monomórfico. La forma mitocondrial es­

pecífica de músculo, también tiene dos loci, un monomórfico y 

un polimórfico. En Fundulus heteroclitus la forma citoplás­

mica específica de hígado, tiene un locus (Idh-B) que es 

altamente polimÓrfico. La forma mitocondrial tiene dos 

diferentes loci: uno en músculo (Idh-C) que es monomórfico y 

uno en hígado (Idh-A) que es polimÓrfico. El salman del 

Atlantico ~salar (Cross and Payne, 1977) tiene dos loci 

localizados en el citoplasma del hígado, un polimórfico y un 

monomórfico. Un tercer locus específico de la mitocondria del 

corazón es monomórfico. En una amplia variedad de peces, una 

forma de la IDH mitocondrial es específica para el tejido del 

corazón y la IDH citoplásmica es especÍf ica para el tejido 

del hígado, como en Fundulus heteroclitus. 
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2. Deshidrogenasa isocítrica NAD específica: 

La presencia de dos diferentes enzimas (NADP-IDH y 

NAD-IDH) catalizando la misma reacción hace difícil la inter­

pretación de los datos experimentales. La actividad ex­

tremadamente baja de la deshidrogenasa isocítrica NAD es­

pecífica en los tejidos de vertebrados junto con la presencia 

de dos isozimas NADP-IDH, complica aun más la explicación de 

sus posibles papeles metabólicos. Pette (1966) mostró que la 

proporción de NAD-IDH y NADP-IDH varía de tejido a tejido, 

las variaciones de NADP-IDH sobrepasan aquéllas de NAD-IDH. 

Tucker (1968) observó que la tasa del ciclo del ácido tri­

carboxílico es varias veces mayor que la actividad de NAD-IDH 

( basado en la incorporación de oxígeno durante el vuelo) en 

el pichón. Crabtree y Newsholme (1970) midieron las 

actividades de ambas NAD-IDH y NADP-IDH en los m~sculos de 

perro, trucha, pichón, conejo y rata. Ellos encontraron que 

la actividad de NAD-IDH es extremadamente baja en algunos de 

los tejidos en comparación con la NADP-IDH y sugieren que la 

NAD-IDH de vertebrados es inestable. Una situación inversa 

fue encontrada en todos los músculos de insectos; las 

actividades de NAD-IDH exceden aquellas de la enzima NADP­

IDH, generalmente en más de diez veces. 

En el hígado de la trucha arcoiris la enzima NAD-IDH 

no pudo ser detectada por Moon and Hochachka (197la). Ellos 

indican que la enzima no existe en los tejidos del pez, o que 
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es altamente inestable. Sin embargo, en el m~sculo de la 

trucha Salmo gairdneri y en el músculo y corazón del pez 

Scylliorhinus canicula, Newsholme y Start (1973) sí de­

tectaron la enzima NAD-IDH. La actividad de NAD-IDH y NADP­

IDH ha sido tambien detectada en los músculos de una gran 

variedad de animales (Alp et al, 1976). La actividad de NAD­

IDH se encontró que existe en todos los phylum examinados 

(coelenterata, annélida, molusca arthrópoda, insecta, pisces, 

amphibia, aves y mammalia). Sin embargo, en un cierto número 

de músculos 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, Me Cormack 

y Dentan (1981) también mostraron la existencia de esta 

enzima en trucha, pichón, rana, y corazón humano. En el 

teleosteo Fundulus heteroclitus (esta tesis), se detectó 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 Me Cormack y Dentan 

(1981), concluimos que la NAD-IDH existe en los tejidos del 

pez. 

Por otro lado, ha sido demostrado que la NAD-IDH es 

activada y estabilizada con ADP y glutatiÓn (Chen y Plaut, 

1963), con ADP (Goebell y Klingenberg, 1964; Me Cormack y 

Dentan, 1981), con glicerol (Cox y Davies, 1967), o con ambos 

ADP y glicerol (Alp et al, 1976). En este estudio, el sistema 



98 

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' fallamos en detectarla en los geles de almidon después 

de 20 horas de electroforesis, aun en presencia de glicerol y 

ADP. Se ha argumentado que la determinación del nivel de la 

enzima NAD-IDH de extractos de tejido en presencia de ADP 

puede presentar ciertos problemas (Plaut, 1969). Tales pre­

paraciones pueden contener cinasa adenilato (Chiga y Plaut, 

1960) que induce la formación de ATP de ADP, el cual a su vez 

puede fosforilar NAD a NADP en presencia de cinasa DPN. Una 

subsequente reducción de NADP por citrato, en presencia de la 

enzima NADP-IDH, puede ocurrir (Vignais y Vignais, 1961). 

Esta interferencia es difícil de eliminar en tejidos como 

hígado. Además, ha sido demostrado que la cinasa adenilato de 

la mitocondria del hígado puede generar ATP del ADP en pre­

sencia del metal divalente Mg2+ (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 reacción contenía ambos ADP y el ión metálico divalente 



99 

manganeso, y en las células está presente la cinasa 

adenilato. Este punto será clarificado en estudios futuros. 

Plaut y Aogaichi (1967) pudieron separar completamente ambas 

NAD-IDH y NADP-IDH de la mitocondria del hígado de rata, 

ellos encontraron que la NAD-IDH existe en la mitocondria y 

es una molécula mucho mas grande que la NADP-IDH. 

La presencia de la NAD-IDH y dos formas NADP-IDH en 

los tejidos del pez puede ser importante fisiológicamente y 

del punto de vista evolutivo. Algunos de estos aspectos serán 

discutidos en el capítulo tres de esta tesis. 

3. Purificacion de las isozimas del hígado y músculo: 

a. Problemas de Purificación. 

Los principales problemas encontrados en la 

purificacion de las isozimas IDH fueron la cantidad de mate­

rial y la inestabilidad de las isozimas; esta Última siendo 

extrema en la isozima mitocondrial del higado (IDH-Az). Los 

hÍgados de peces adultos pesan en promedio de 0.1 a 0.2g; 

asi, 50 gramos de hígados representan el sacrificio de 

aproximadamente 300 a 500 peces y la captura de por lo menos 

mil individuos para obtener material suficiente para varias 

preparaciones. El tejido muscular fue abundante. 

Las condiciones dadas en el procedimiento de 

purificación fueron logradas despues de probar diferentes 

sistemas buffer donde las isozimas de F. heteroclitus no 

fueran lábiles. Varios métodos usados para estabilizar la en-
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zima NADP-IDH de varias fuentes animales han sido reportados. 

La adición de agentes quelantes y bÚfferes de alta fuerza 

iÓnica ayudan a estabilizar preparaciones enzimáticas (Plaut, 

1962; Siebert et al, 1957b). El complejo manganeso-citrato en 

buffer tris, estabiliza la enzima durante su purificación 

(Londesborough and Dalziel, 1970), y el uso de bÚfferes con 

alta fuerza iónica, pH neutro, y el iÓn manganeso,· constituye 

un requerimiento en la estabilización 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 proteínas (Jarabak ~. 1966; Ruwart y Suelter, 

1971; Bradburg y Jakoby, 1972), y mostró ser un buen es­

tabilizador de la enzima IDH (Reeves ~. 1972; Farrell, 

1980; Vazques y Reeves, 1981). Además, los mecanismos por los 

cuales el glicerol estabiliza a las proteínas han sido es­

tudiados (Gekko y Timasheff, 1981). 

En nuestro sistema IDH, el glicerol mostró ser 

altamente eficiente como estabilizador. En adición, la pre­

sencia del ión manganeso en todos los sistemas buffer fue 

crítico para la recuperación 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 iones tetrahédricos como sulfatos y fosfatos 

protegen algunas enzimas contra inactivación (Rippa ~. 

198la y b). Es interesante hacer notar que algunos de los 
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sistemas buffer usados en estos estudios contenían sulfato de 

sodio. Probablemente, el ión sulfato o el efecto combinado de 

éste con los constituyentes del buffer son también respon-

sables de la estabilización de la enzima. 

Problemas de inestabilidad fueron también en-

centrados durante electroforesis en condiciones de no des-

naturalización. La adición de glicerol a la mezcla del gel y 

al buffer electrodo, resultó en una buena resolución de las 

tres isozimas. 

b. Recuperación de la isozima mitocondrial (IDH-A2)• 

La isozima IDH-A2 fue la forma más difícil de 

purificar debido a su marcada inestabilidad aun en presencia 

de estabilizadores como glicerol, manganeso o iones sulfato 

en el buffer tris/citrato. Debido a su alta inestabilidad y 

baja recuperación, se intentó separarla de la forma 

citoplásmica en tres formas diferentes: por aislamiento 

mi tocondrial, por cromatografía de intercambio iónico y por 

isoelectroenfoque. 

El aislamiento mitocondrial resultó en una excelente 

separación de la forma citoplásmica; sin embargo, este pro-

cedimiento requiere de hígados frescos para aislar las 

mitocondrias intactas. Esto no fue posible porque requería de 

traer peces vivos del área de colecta al laboratorio. Su 

separacio'n 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-A2 de 

IDH-B2· Finalmente el m~todo de isoelectroenfoque, el cual 

requiere también de extractos pre-purificados, resolvió a las 

isozimas en dos picos perfectamente separados. Sin embargo, 

el rendimiento fue aún más bajo porque este procedimiento 

toma más tiempo. Ya que el mejor rendimiento fue logrado por 

cromatografia de intercambio iÓnico sobre celulosa CH-52, 

este m~todo fue escogido para separar a la isozima IDH-Az 

de la isozima IDH-Bz. 

c. Cromatografía de afinidad. 

Cibacrón azul F3GA es ampliamente usado como un 

medio de cromatografía de afinidad en estudios con des-

hidrogenasas debido a la similitud estructural entre su 

cromóforo azul y los cofactores nucleótido. Wilson (1976) 

sugiere que todas las enzimas que tienen sitios de enlace 

para nucleotidos pueden interactuar con el colorante azul. En 

adición, Anderson y Reynolds (1965) han sugerido fuertes 

interacciones hidrofÓbicas en las deshidrogenasas, debido al 

caracter hidrofóbico del Cibacrón azul F3GA. 

El Affi-gel azul ha sido considerado como un medio 

de cromatografía de afinidad debido a que el enlace es tan 

específico, que las deshidrogenasas pueden ser eluidas con 

sustratos o efectores de estas enzimas (Bio Rad, 1977). Sin 

embargo, existen varias indicaciones de que este ge~ puede no 

cumplir con la definición estricta de cromatografía de 
1 
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afi~idad. La elucidn de NADP-IDH de corazón humano puede ser 

lograda con NADP, ATP, NMN, e incluso glicerol, debido a 

fuertes interacciones hidrofÓbicas (Seelig y Colman, 1977). 

Thang et al (1979) mostró que los iones divalentes también 

afectan el enlace de una proteína a el gel azul. Debido a que 

el gel azul puede exhibir ambas interacciones específicas y 

no específicas, 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 metálicos 

divalentes como Mg2+, afecta la adsorcion y elución de 

sintetasas al gel azul (Thang et al, 1979). Se ha explicado 

que nucleotidos enlazados en la enzima incrementan la carga 

de la proteína, disociandola más facilmente del ligando en 

ausencia de Mg2+, La presencia de Mg2+, por el contrario, 

neutraliza la carga del nucleotido y los grupos iónicos del 

gel, incrementando la interacción de la enzima con su 

ligando. 

En estos estudios, la adsorcion y elución de la 

deshidrogenasa isocítrica NADP específica de Fundulus 

heteroclitus al Affi-gel azul, fue afectado por pH, 

interacciones salinas y el ion metilico Mn2+, A pH 7.4 la 

eluciÓn de la isozima citoplásmica del hígado (IDH-Bz) fue 

fácilmente lograda con NADP en presencia de Mn2+, mientras 
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que la eluci6n de IDH-A2 y IDH-C2 no fue lograda. 

Entonces estas isozimas mostraron una fuerte interaccion con 

el gel en presencia de manganeso. Cuando el pH fue elevado a 

a.o, la eluciÓn 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 

elucioÍl de IDH-Bz no mejoró ni afectó la recuperacio'n de la 

enzima, entonces se escogió pH a.o cuando la cromatografía de 

afinidad en Affi-gel azul fue usada para la purificación de 

las tres isozimas IDH. Manganeso y pH a.o disminuyen la 

interacción de la enzima con su ligando, facilitando su elu­

ción con la coenzima. La ausencia de manganeso incrementa la 

interacción de la enzima con su ligando, haciendo difícil su 

elución del gel azul. 

Incrementando la concentración del buffer en 

aproximadamente seis veces resultó en la elución de IDH-C2, 

junto con otras proteínas contaminantes. IDH-B2 y IDH-Az 

no pudieron ser eluidas a esta concentración del buffer. Las 

tres isozimas fueron también eluidas del gel azul con un 

gradiente de sal. El rendimiento es casi 100% pero la 

actividad específica es baja. La elución de las isozimas con 

NADP da rendimientos de aproximadamente 50%, pero la 

actividad específica es alta. Por lo tanto, el rendimiento de 

las isozimas fue sacrificado por una mejor pureza. Esta con­

ducta variable de las isozimas en cromatografía de afinidad 
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sugiere que débiles y/o fuertes interacciones gel-isozima de­

penden del pH, manganeso, concentración del buffer y carga 

neta de las isozimas. La elución "pseudo-específica" 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 propiedades estructurales. Los altos rendimientos 

obtenidos después de cromatografía de afinidad en presencia 

de manganeso indican que el metal ayuda a estabilizar el 

sitio activo de las isozimas durante su adsorcion y elución 

del gel, pues el Mn2+ mostro ser un buen protector de las 

isozimas IDH contra desnaturalización. 

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 cromatograf Ía de afinidad en 

agarosa-hexano-NADP a través de la posicion 6-amino (Hy y Re­

eves, 1976). Sin embargo, la adsorción 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 citoplásmica de hígado 

(IDH-B2) y muscular mitocondrial (IDH-C2)• Esto fue es­

perado porque migran casi en la misma posición después de 
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electroforesis en gel de almidón. La isozima mitocondrial de 

hígado (IDH-Az) mostro un pI neutro. Fisher et al (1977) 

afirman que la mayoría de las isozimas mitocondriales de 

humano tienden a ser básicas y que la distribución de las 

cargas superficiales de la isozima mitocondrial puede ser un 

factor que determina su localización subcelular (pegoraro y 

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

isozima mitocondrial del músculo es acíclica y la del hígado 

es neutra. 

Durante el isoelectroenfoque de la isozima IDH-Bz, 

se encontraron a veces dos picos de actividad enzimática. 

Esta conducta anómala se cree que es debido a un cambio en la 

composición de los amino acidos de las proteínas, dando m~l­

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 ácidos conocidas; además las transiciones de los amino 

ácidos (cambio de carga) concuerdan bien con cambios en el 

pI. 

Las bases amina y acidos carboxÍlicos de las pro­

teínas tambien pueden comportarse anómalamente, dependiendo 

del micromedioamhiente que las rodea, como consecuencia, el 

pK puede ser altamente perturbado (Fersht, 1977). Por 

ejemplo, un iÓn carboxilato puede formar un puente de sal con 
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un iÓn amonio, ser estabilizado por la carga positiva y 

llegar a ser más acÍdico. De esta manera, diferencias en el 

pl pueden surgir de un solo cambio en la carga de un amino 

ácido. Estudios sobre la composición de amino ácidos en las 

isozimas IDH del ratón revelaron diferencias significativas 

en la composicion de éstos y en los puntos isoeléctricos (pl) 

(Pegoraro et al, 1979). Fisher et al (1977) afirman que las 

diferencias en los valores de pl entre isozimas están 

relacionados con diferentes amino ácidos cargados, aunque no 

es posible determinar el número actual de ellos, pues no hay 

asociación entre los pl y la existencia de un polimorfismo 

electroforéticamente demostrable. Ellos tambi¡n sugieren una 

posible asociacion entre puntos isoeléctricos y función. Al 

pH fisiológico (7.4) la mayoría de las proteínas están 

cargadas, porque muy pocas tienen un pl en este rango. No se 

sabe si esto es un resultado aleatorio o una consecuencia de 

la selección natural (Fisher et al, 1977). As!, aún tiene que 

resolverse si las diferencias en los valores de pl entre las 

isozimas NADP-IDII puede ser relacionado con propiedades 

estructurales y funcionales. 

S. Estudios de estabilidad térmica: 

Estos estudios revelaron que la estabilidad térmica 

de las isozimas NADP-IDH es significativamente diferente. La 

isozima citoplásmica del hígado fue la forma mas estable. 
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Esta forma (IDH-B2) mostró un patrón de inactivación lento 

en 20 minutos a 45°C y una desnaturalización rápida después 

de SOºC. La isozima IDH-A2 mostró desnaturalización rápida 

después de 45ºC.· La isozima IDH-C2 mostró la mas baja 

termo estabilidad, siendo la inactivaciÓn por calor 

marcadamente rápida después de 30°C y completada en 20 

minutos a SOºC. Cuando las isozimas 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 protección 

total contra el calentamiento a SSºC durante 20 minutos fue 

observada para la isozima IDH-B2 1 mientras que las isozimas 

IDH-A2 y IDH-C2 mostraron baja termoestabilidad y la 

protección fue s6lo efectiva a 40°C por 20 minutos. Después 

de este tiempo, se empezaron a desnaturalizar rápidamente. La 

desnaturalización fue completada en 20 minutos a 

aproximadamente 70ºC y 60ºC para IDH-A2 y IDH-C2 res­

pectivamente. Esto indica que el isocitrato juega un papel 

importante en mantener la estabilidad térmica de las 

isozimas. La presencia de NADP y Mn2+ tambi~n protege a las 

isozima IDH-C2 contra desnaturalización por calentamiento. 

El cofactor protege a la isozima casi al mismo nivel del 

sustrato, mientras que en presencia de manganeso la protec­

ción es menor. 



109 

En estudios de cinética de desnaturalización tér­

mica, la pérdida de actividad enzimática es frecuentemente 

descrita como un proceso cinético de primer orden (Sudi, 

1970). Sin embargo, las isozimas NADP-IDH mostraron una 

cinética 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 ratbn exhiben dife­

rencias significativas en desnaturalizaci~n térmica. 

Isocitrato y NADP protegieron a la isozima citoplásmica 

casi a un nivel similar, mientras que la isozima mitocondrial 

en las mismas condiciones no fue protegida. Sus perfiles de 

estabilidad térmica no mostraron cinética de primer orden. Se 

han sugerido diferencias en la estructura y el modo de inter­

acciones enzima-ligando entre estas dos isozimas de dife­

rencias encontradas en el modo de protección dado por el 

sustrato y la coenzima (Illingworth y Tipton, 1970), 

Estudios sobre la estabilidad térmica de las 

isozimas NADP-IDH del rat6n a varios pH (Pegoraro y Lee, 

1979) también mostraron diferencias significativas, indicando 

que una variación en la carga superficial de las isozimas 

puede afectar su estabilidad estructural. Estudios similares 

en las isozimas NADP-IDH de Bacillus stearothermophilus 

(Nagaoka ~. 1977) pero en presencia de magnesio e iso­

citrato, una forma modificada de la enzima exhibe más baja 

termoestabilidad que la forma nativa. Isocitrato y Mg2+ 
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fueron protectores efectivos, pero en su ausencia o con NADP, 

una rápida inactivación fue notada. Los perfiles de 

inactivaciÓn te~mica no exhibieron procesos ciniticos de 

primer orden. El efecto de la temperatura observado sobre la 

estabilidad de la enzima NADP-IDH del hígado de res (Carlier 

y Pantaloni, 1973) mostró que hay una proteccio'n total de la 

está en presencia del complejo manganeso-isocitrato, o un 

análogo, manganeso-citrato, a altas concentraciones. Los per­

files de inactivación térmica no exhibieron cinética de 

primer orden. 

Basados en tales estudios y nuestros resultados, se 

sugiere que las isozimas 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 desnaturalización térmica de las 

isozimas NADP-IDH, hace difícil la explicación del proceso 

cinético. En estudios con deshidrogenasa láctica de F. 

heteroclitus, solamente el heterotetrámero BªBb, exhibió 

un proceso cinético de inactivación térmica no-lineal (Place, 

1979). Estudios con deshidrogenasa malato en el mismo pez, 

mostraron que todas las isozimas (homodímeros) exhiben un 

proceso cinético de desnaturalización térmica no-lineal. Esto 

es similar a la conducta exhibida por las isozimas IDH-NADP 

(homodimeros) de F. heteroclitus y otras fuentes animales 

como se describió anteriormente. 
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En los estudios de deshidrogenasa láctica (LDH), la 

falta de linearidad se explica, suponiendo que los dos tipos 

de subunidades Bª y Bb se desnaturalizan independiente­

mente, cada una con una diferente tasa constante de 

desnaturalización. La relación: Actividad Fracciona! 

Cbekbt + Caekat fue aplicada para obtener las 

tasas curvilineas de desnaturalización térmica (Place, 1979), 

En los estudios con deshidrogenasa malato (MDH), la misma re­

lación fue usada, pero la falta de linearidad se explicó bajo 

diferente supuesto, basado en la naturaleza de las constantes 

C1 y Cz. Dos mecanismos son descritos: Uno implica un 

intermediario activo en el proceso de desnaturalización (di­

sociación del dímero en monómeros activos), que se vuelve 

inactivo en una fase secundaria más lenta; el segundo implica 

una mezcla de formas con diferentes tasas constantes de des­

naturalización (Cashon, 1981). Ninguna de estas explica­

ciones puede ser aplicada a la conducta de las isozimas 

IDH-NADP, ya que la forma dim,rica de IDH tiene subunidades 

equivalentes, no se observaron monÓmeros activos en los di­

ferentes procedimientos de electroforesis y f iltraciÓn el 

gel, y no existió una mezcla de isozimas en los extractos 

purificados. 

Se ha también observado, por medio de análisis 

cristalográfico, que los iones P04 se enlazan simulta'nea­

mente a dos residuos de amino ácidos conectándolos entre sí. 
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La formación de estos "puentes fosfato" pueden estabilizar 

conformaciones proteicas, haciéndolas más resistentes a 

inactivaciÓn (Rippa et al, 198la). Las sales inorgánicas como 

NaCl también estabilizan enzimas con respecto a desnatura­

lizacion térmica (Balamir and Emerk, 1982). Estos hechos 

pueden también explicar la falta de linearidad observada en 

los estudios de las isozimas MDH. El buffer fosfato y NaCl 

usados en estos estudios pudieron posiblemente inducir un 

efecto protector. En los estudios de desnaturalización 

térmica de las isozimas NADP-IDH, esta explicación no es 

suficiente, porque se usaron diferentes sistemas buffer y no 

se agregaron sales. 

Una posible explicación es que un cambio estructural 

pudo tener lugar en la enzima, alterando la conformación del 

sitio activo y cambiando los requerimientos energéticos del 

proceso catalítico (Roberts, 1977). Por lo tanto, la exis­

tencia de dos estadías conformacionales de la proteína 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 reorganización 

extensiva. Entonces la expresión matemática usada en los es­

tudios de LDH para el heterotetrámero (Place, 1979), fue 

tambien aplicada para ajustar nuestros datos, suponiendo que 

cada estado conformacional sigue un proceso cinético de 

primer orden, y que el proceso de desnaturalización general 
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puede ser analizado como la suma de dos tasas de reacción de 

primer orden (ver APENDICE IA). Sin embargo, no se insin6a 

que las diferentes tasas de cambio pertenecen a una sola 

clase de transiciones durante el proceso de desnaturalización 

proteica. Todos los estudios presentados en este capítulo 

proporcionan evidencia de la heterogeneidad estructural de 

las isozimas IDH-NADP de F. heteroclitus. 

En resumen, diferencias en la distribución de 

tejidos, localización subcelular, movilidades electro­

foréticas, puntos isoeleétricos, modos de accion sobre 

cromatografía de afinidad, y desnaturalización térmica, 

fueron encontradas en las isozimas NADP-IDH de Fundulus 

heteroclitus. Estas características proveen información 

acerca de diferencias estructurales y de diferencias en 

actividad y estabilidad. Ya que la temperatura es uno de los 

factores físicos más importantes que afecta la estructura y 

función de las enzimas, el significado fisiológico de las 

diferencias térmicas presentadas en este capítulo, junto con 

las propiedades cinéticas, discutidas en el siguiente, 

proveen una visión concerniente con la posible función 

fisiol6gica de estas isozimas NADP-IDH y su especificidad en 

los tejidos. 
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CAPITULO III 

ISOZIMAS DESUIDROGENASA IGOCITRICA NADP ESPECIFICAS DE 

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

Es evidente que las isozimas IDH de Fundulus 

heteroclitus tienen características estructurales que las 

hacen Únicas (Capítulo II). Sin embargo, las propiedades 

funcionales son desconocidas. Ya que ambas propiedades 

cinéticas y papeles metabólicos de las isozimas NADP-IDH son 

inciertos, sus propiedades funcionales fueron estudiadas. 

Fundulus heteroclitus se encuentra distribuido sobre un 

amplio rango geográfico a lo largo de un gradiente térmico 

agudo (Powers y Place, 1978), y está 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 descarboxilación oxidativa de isocitrato fue es­

tudiada para las isozimas multilocus NADP-IDH en relación a 

ambos temperatura y pH. 

B. MATERIALES Y NETODOS 

l. Reactivos Químicos: 

Acido DL isocítrico ( sal de trisodio, Tipo I), Ds 

(+) acido isocítrico (sal de monopotasio) Grado III, 

-nicotinamida adenina dinucleotido fosfato (NADP; TPN; Tri­

fosfopiridina nucleÓtido; Coenzima II) sal de monosodio, 

albúmina de suero de bovino (BSA), deshidrogenasa isocítrica 
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altamente purificada (corazón 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.H20), 

cloruro de potasio y acido clorhídrico fueron de Baker Re­

agents. Los demas reactivos químicos usados fueron grado 

analítico. Agua destilada y desionizada fue usada en todas 

las soluciones acuosas. 

2. Cristalería: 

Las pipetas y matraces volumétricos pequeños fueron 

dejados en ácido crómico durante la noche, enjuagados ex­

haustivamente con agua destilada y secados en el horno a 

llOºC. Las celdas para los ensayos enzimáticos fueron 

sumergidas en una solución de EDTA 1 mM y enjuagadas con agua 

destilada. El material de cristalería restante fue lavado con 

detergente Alconox y secado a llOºc. Las micropipetas fueron 

lavadas en ácido crómico y enjuagadas con agua destilada y 

desionizada por medio de un lavador de micropipetas (Adams-18 

Place) conectado a una bomba de succión. Las pipetas se 

secaron con aire aspirado a través de ellas. 

3. Datos Bioquímicos: 

Los datos bioquímicos usados para la preparación de 

buffers, estandarización de sustratos y correciones de fuerza 

iÓnica y pK en funcio'n de temperatura y pH son 
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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 escogieron con un 

pKa tal que éste permitiera cualquier 4PKa que pudiera 

ocurrir debido a cambios de temperatura. 

Buffer: Imidazole/e1- 33 mM fue usado para los estudios 

cinéticos de pH 6.5 a 7.0 a 25ºe. 

Buffer: Trietanol amina/el- 30 mM (la concentración de este 

buffer es expresada en términos del anión) fue utilizado para 

estudios cinéticos de pH 7.4 a a.o a 25ºe. 

Buffer: Tris/el- 30 mM fue utilizado para estudios 

cin~ticos de pll 8.5 a 9.0 a 25ºe. 

El pKa1 a 25ºe de cada buffer fue usado para 

calcular la fuerza iÓnica (Segel, 1976). Se utilizaron un 

potenciómetro (Radiometer/eopenhagen pH Meter 26) para las 

mediciones de pll y dos Buffers estandards (Nacional Bureau of 

Standards) para la estandarizaci6n de pH. 

5. Estandarización de Substrato y eoenzima: 

NADP contiene agua y acetona que varían de acuerdo a 

las condiciones de almacenaje. Entonces, una calibración 

apropiada fue llevada a cabo para determinar un factor que 

pudiera ser utilizado en cálculos de rutina para corregir el 

peso molecular. El acido isocítrico es una mezcla de dos 

isómeros: el DsLg Isocitrato (isómero activo), y el LsDg 
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TABLA 3.1 DATOS BIOQUIMICOS USADOS EN CALCULOS DE FUERZA 

IONICA Y ESTANDARIZACION DE SUSTRATOS PARA LA 

PREPARACION DE BUFFERS. 

COMPUESTO TºC pKal 

TRIETANOLAHINA 10° 8.067 

15° 7.963 

20° 7.861 

25° 7.762 

30° 7. 7 6 6 

35° 7.570 

TRIS 25° 8.10 

IHIDAZOL 25° 7.07 

ACIDO ISOCITRICO 25° PKal 3.29 

PKa2 4.71 

pKa3 6 .40 

NADP 25° pKal 3.7 

PKa2 6.1 

COENZINA COEFICIENTE DE EXTillCION NO LAR 

NADP EM25 9 nm 18,000 

NADPI! EH340 nm 6, 2 00 
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Isocitrato (isómero inactivo), El isómero activo 

contiene la configuración D en en al anomero-~ (Vickery, 

1962) y constituye solamente el 49% del ácido DL isocítrico. 

Entonces, una calibraci6n apropiada fue llevada a cabo y un 

factor de corrección calculado. La calibracion de ambos sus­

trato y coenzima fue hecha cada vez que se abría un frasco 

nuevo de cada reactivo. 

La concentración real de NADP se determinó tomando 

la absorbancia a 259 nm de soluciones diluidas de NADP. Este 

valor y la concentración calculada fueron utilizadas para de­

terminar el factor de corrección. La concentración del ácido 

isocítrico fue determinada enzimáticamente siguiendo en un 

espectrofotómetro la estequeometr!a de la formación de NADPH 

a 340 nm, La reacción fue catalizada con NADP-IDH de corazón 

de puerco (Sigma) y la cantidad de enzima usada fue lo 

suficientemente alta para agotar el sustrato agregado. El 

factor de corrección para el isocitrato fue obtenido de la 

concentracion calculada y la concentración real. Ambos 

factores de correccio'n para NADP e Isocitrato fueron 

utilizados en calculos de rutina posteriores. 

~: A259 nm/Em259 1800 = (NADPJreal 

[NADPlrea1/(NADPJcalculado 

Acido Isocítrico: 

Factor de Corrección 

OD340 = OD340 Final - OD340 Inicial 

(OD340 x Vol del ensayo)/E x d x v [isocJreal 
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E340 = 6.2 cm2/uM, d = 1 cm, v = ul, Vol del ensayo = lml 

[isocJrea1/[DL-isoc]calculado =Factor de Corrección 

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

Los bufferes usados en los estudios cinéticos fueron 

preparados a fuerza iÓnica constante (Segel, 1976) agregando 

una sal neutra como KCl. 

El pKa1 del componente del buffer fue usado para calcular 

la fuerza iÓnica 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 pKa1 de este buffer cambia con la 

temperatura, los pKa de la trietanol amina a diferentes tem­

peraturas fueron utilizados para calcular la fuerza iÓnica. 

La fuerza iónica total de todos los buffer usados fue u 

.031. Este valor incluye los iones del buffer, el MnS04 Y 

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

cálculos. 

7. Estabilización de la Proteína: 

Las isozimas purificadas se mantuvieron en el con­

gelador en un buffer de alta fuerza iÓnica conteniendo 

glicerol al 50%. Las isozimas fueron diluidas en buffer tri­

etanol amina/el- 30 mM pH 7.4, conteniendo BSA al 1%, y 

mantenidas sobre hielo durante el experimento. La actividad 

de la enaima fue monitoreada cada tres horas durante los ex­

perimentos. No se observó disminución de la actividad en 
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TABLA 3.~ CORRECCIONES DE FUERZA IONICA CONSTANTE DE LOS 

BUFFERS PARA ESTUDIOS DE pH Y TEMPERATURA. 

CORRECCIONES PARA ESTUDIOS DE pH A 25°C 

BUFFER CONC. pH 
M* 

IMIDA-
ZOL /Cl- .033 6.5 

.033 7.0 
TRI ETANOL 
AMINA/Cl- .030 7. 4 

.030 8.0 

TRIS/CL- .030 8.5 
.030 9.0 

pKal BUFFER MnS04 KCL TOTAL 
u** u u u 

7.07 .025 .006 .031 
7.07 .016 .006 .009 .031 

7.762 .025 .006 .031 
7.762 .014 .006 .011 .031 

8.10 .009 .006 .016 .031 
8.10 .003 .002 .026 .031 

CORRECCIONES PARA ESTUDIOS DE TEMPERATURA A pH e.o 

BUFFER CONC. TºC 
M 

PKal 

TRIETANOL 
AMINA/CL- .030 

.030 

.o 30 

.030 

.030 

.030 

10° 8.067 
15° 7.963 
20° 7.861 
25° 7.762 
30° 7.666 
35° 7.570 

* M Concentracion Molar 
** u = Fuerza ionica 

BUFFER 
u 

.0155 

.0143 

. o 126 

.0110 

.0095 

.0081 

MnS04 
u 

.006 

.006 

.006 

.006 

.006 

.006 

KCL TOTAL 
u u 

.009 5 

.0107 

.0124 

.0140 
• o 15 5 
.0169 

.031 

.031 

.031 

.031 

.031 

.031 



122 

diluciones mantenidas de 8 a 10 horas a 4ºC. La isozima 

muscular (IDH-C2) diluida en buffer sin BSA pierde su 

actividad gradualmente. Después de 4 horas, no se detectó 

actividad alguna; por lo tanto, siempre se agregó BSA al buf­

fer para diluir las isozimas. 

8. Determinación de Proteína: 

La concentracio~ de proteína de las isozimas 

purificadas fue determinada de la absorbancia a 280 nm, 

utilizando el coeficiente de extinción E.1%280 = 1.27 

(Illingworth y Tipton, 1970). En todos los cálculos se 

utilizó 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 espectrofotÓmetro Beckman 

Acta C-III u.v.-visible con doble haz conteniendo un sistema 

automático 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

gistrador digital por medio de un teletipo interacoplador 

Beckman 52700 adaptado al espectrofotómetro. 

Las reacciones enzimáticas fueron mantenidas a tem­

peratura constante (± 0.5ºC) por medio de un baño circulador 
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de temperatura constante Haake T52-T33 conectado al com-

partimiento de muestras del espectrofotómetro. 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 simultáneamente con una 

pequeña barra magnética de agitación, colocada en cada celda 

y sobre un agitador magnético. La mezcla de reacción se dejó 

equilibrar a la temperatura deseada dentro de la cámara de 

muestras del espectrofotÓmetro. La reacción se inició con la 

adición de enzima. 

La agitación continua de la mezcla durante la reac­

cion se logró con peque~as barritas magnéticas de agitación 

dentro de cada celda activadas por medio de un agitador mag­

nético localizado debajo de ellas. Cuando los ensayos en­

zimáticos fueron determinados a 10°C, la condensación del 

agua en las paredes de las celdas se eliminó inyectando una 

corriente suave de aire seco previamente pasado a través de 

Drierita. El buffer usado en los experimentos fue siempre 

colocado dentro del baño de temperatura a la temperatura 

usada en el ensayo, con el objeto de lograr un rápido 

equilibrio de la temperatura deseada en la mezcla antes de 

que la reacción se llevara a cabo. Después 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 enzimática, se establecieron los límites de 

linearidad de todo el intervalo del ensayo usando diferentes 

niveles de enzima. Tambien se llevó a cabo una determinación 

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 

reacción catalizada. El buffer usado en estos estudios fue 

trietanol amina/el- 30 mM pH 7.4 y MnS04 2 mM, DL­

isocitrato 4 mM y NADP 100 uM, cuando dstos se mantuvieron a 

concentración constante. 

D. ESTUDIOS DE TEMPERATURA Y PH 

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

constantes: 

Los ensayos enzimáticos fueron hechos por 

cuadruplicado en celdas de 3 ml con mezclas de reacción 

conteniendo trietanol amina/el- 30 mM pll 7.4, MnS04 1.5 

mM 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 mínimo de tres experimentos de cada tipo fue llevado a 

cabo para cada isozima. La reacción fue iniciada por adicion 

de la enzima, la cual fue mantenida sobre hielo a una 
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dilución 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 

parámetros 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 

variable: 

Estos estudios fueron llevados a cabo solamente con 

dos isozimas: la forma citoplásmica del hígado (IDH-B2) y 

la forma mitocondrial del músculo (IDH-A2)• La forma 

mitocondrial del hígado (IDH-A 2 ) mostró alta inestabilidad 

durante su aislamiento y purificación. Ya que el rendimiento 

de ésta fue muy bajo, no fue posible llevar a cabo estudios 

de cinética mas detallados. 

El efecto del pH sobre los parámetros cinéticos fue 

estudiado a seis diferentes pH: 6.5, 7.0, 7.4, 8.0, 8.5 y 9.0 

a 25ºC. Los parámetros cinéticos 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 

geométricamente. Diferentes buffers fueron usados dependiendo 

del pH del ensayo. La mezcla de reacción contuvo MnS04 1.5 

mM, y varias concentraciones de isocitrato y NADP. La fuerza 

iÓnica (u) fue mantenida constante agregando cantidades 

apropiadas de KCl. La mezcla de reaccio'n contuvo MnS04 500 

uM cuando se utiliz6 un pll de 9.0. Se corrieron ensayos por 
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cuadruplicado y se llevaron a cabo un mínimo de tres 

experimentos de cada tipo. La reacción se inició por adición 

de la enzima. 

3. Estudios cinéticos a pH constante (a.O) y temperatura 

variable: 

Estos estudios se llevaron a cabo con las isozimas 

IDH-B2 y IDH-C2• El efecto de la temperatura sobre los 

parámetros cinéticos fue investigada a seis diferentes tem­

peraturas: 10º, 15°, 20°, 25°, 30° y 35°C a pH a.o. 

Los parámetros cineticos Km y Vmax para el sustrato 

y la coenzima fueron obtenidos a concentraciones saturadas ya 

sea de sustrato o de coenzima. Las molaridades de ambos 

fueron variadas geométricamente. De cinco a seis diferentes 

concentraciones fueron corridas por cuadruplicado y cada ex­

perimento se repitió por lo menos tres veces. Entonces, de 60 

a 90 ensayos individuales fueron corridos en total para cada 

temperatura y para cada isozima. 

Los ensayos se llevaron a cabo en celdas de 3 ml y 

la mezcla de reacción contuvo buffer trietanol amina/el- 30 

mM pH a.o, MnS04 1.5 mM y isocitrato 2 mM cuando el NADP 

fue variado, y NADP 100 uM cuando el isocitrato fue variado. 

La reacci6n se inició por adición de enzima diluida. 
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E. PROCESAHIENTO DE DATOS 

l. Estimación de velocidades iniciales: 

Las velocidades fueron obtenidas por medio del ana­

lis is de m{nimos cuadrados (no ponderado) de los primeros 8 a 

10 puntos (2 a 2.5 minutos) de la reacción y los ensayos por 

cuadruplicado fueron promediados para cada punto. Las 

pendientes calculadas por regresión lineal fueron obtenidas 

con una calculadora tipo TI-55. 

2. Estimación de las constantes cinéticas: 

Una estimación preliminar de los parámetros 

cinéticos fue obtenida por medio del método lineal directo 

no-paramétrico de Eisenthal y Cornish-Bowden (1974). Este 

método permite una rápida estimación de los parámetros sin 

necesidad de cálculos y facilita el reconocimiento de ob­

servaciones experimentales inadecuadas. Entonces, las 

velocidades fueron primero graf icadas como trazos lineales 

directos o como gráficas de Hanes-Woolf que tambien dan una 

l{nea recta. Estas gráficas fueron usadas principalmente en 

aquellos experimentos donde uno de los sustratos se variaba, 

mientras los otros se mantenían a concentraciones saturadas. 

En experimentos bajo condiciones de no saturación de sustrato 

y coenzima, las velocidades se graficaron como trazos 

primarios (Cornish- Bowden, 1979). 
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Las constantes cinéticas Km y Vmax fueron calculadas 

por medio de una computadora DEC-10 y el método de regresión 

paramétrico ponderado de Cleland (1967), el cual emplea un 

análisis no-lineal de mínimos cuadrados. 

En los trazos lineales, los datos se ajustaron a la 

ecuación: v = V [AJ /K + [AJ 

donde v es la velocidad inicial, V es la velocidad máxima, 

i. e • , va 1 o r de v con saturación· de is oc i trato y N AD P, A is 1 a 

concentración de sustrato (isocitrato) para la reacción hacia 

la derecha y K es la constante de Michaelis, i.e., 

concentración de sustrato cuando v = V/2. 

El programa FORTRAN de Cleland para esta ecuación 

fue identificado como llYPLOT FOR. 

En los trazos primarios, los datos se ajustaron a la 

ecuación: v V[AJ [B)/Kia Kb + Ka[B) + Kb[AJ + [AJ [BJ 

donde B es la concentración de coenzima (NADP) para la reac­

ción hacia la derecha; Kia es la constante de disociación 

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 saturacio'n, y Kb 

es la constante de Michaelis limitante para isocitrato cuando 

la concentración de NADP se aproxima a saturación. Esta 

ecuación supone ausencia de productos y que no hay inhibición 

por sustrato. 
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El programa FORTRAN de Cleland para esta ecuación 

fue identificado como SEQOLD FQR. 

3. Análisis Estadístico de los Parámetros Cinéticos: 

Se llevaron a cabo pruebas estadísticas y análisis 

de los parámetros cinéticos por medio de procedimientos es­

tadísticos estándar (Brownlee, 1960; Bevington, 1969; Drapper 

y Smith, 1981). 

4. Estimación de los Parámetros Termodinámicos: 

Los parámetros termodinámicos de activación fueron 

analizados por análisis simple de regresión lineal (método de 

mínimos cuadrados ordinario). Los parámetros se calcularon 

con la ecuación de Arrhenius (Segel, 197S) y las pendientes 

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

Varios tipos de mecanismos han sido propuestos para 

la dehidrogenasa isocítrica NADP-específica. Estudios 

cinéticos de estado constante con NADP-IDH de corazón de 

puerco (Uhr et al, 1974; Northrop y Cleland, 1974), corazón 

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 obliga torio de adición 

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 adición de 

sustratos y liberación de productos (Buzdygon et al, 1973). 

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

adición aleatoria de sustratos y salida ordenada de productos 

(Head, 1980). 

En la notación de Cleland (1963,1970) los diferentes 

mecanismos de reacción pueden ser representados como sigue: 

a) Mecanismo ordenado (BI-TER): 

A B p Q R 

1 

j 

1 

' 1 1 E 
EA (E~ ( ~E¡) EQR ER 
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b) Mecanismo aleatorio - ordenado (BI-TER): 

p Q R 

1 1 ! E E 
( A ~ p) 

EB (----" E~ 
EQR ER 

B A 

c) Mecanismo aleatorio (BI-TER): R 
p Q 

1 
E 

1 
A B Q p Q 

p 

EA ( >E~ ) 
E 

B R 
p R p 

B A R Q 

1 
< ~ E 

i 
Q R 

donde, E es la enzima (IDH), A es el primer sustrato (NADP), 

Bes el segundo sustrato (isocitrato), EAB y EPQR son los 

complejos enzima-sustratos y enzima-productos, P es el primer 

producto (C02), Q es el segundo producto (~-cetoglu­

tarato) y Res el tercer producto (NADPH). 
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Aunque diferentes mecanismos de adición de 

sustratos y liberación de productos se han propuesto, todos 

ellos son mecanismos bireactantes sequenciales para la reac-

ci6n hacia la derecha. Los sustratos forman complejos ter-

narios de sustratos y enzima, y los productos pueden cliso-

ciarse liberando a la enzima. Las deshidrogenasas es-

pecíficas para nucleÓtidos de piridina (NADP o NAD) tienen 

este tipo de mecanismo. 

La ecuación para la reacción hacia la derecha de los 

mecanismos bireactantes, en ausencia de productos se reduce 

a: v = V[A)(ll]/(Kia 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 llI, BI TER. Esta 

ecuacion tambien se aplica a equilibrios rápidos aleatorios 

tipo Bl BI o Bl TER, en los cuales todos los otros pasos ex-

cepto la conversión central de EAB ______., EPQR estan en rápido 
f---

equilibrio (Roberts, 1977). 

Las isozimas NADP-IDU de Fundulus heteroclitus abe-

decen un mecanismo complejo ternario como es el caso de otras 

deshidrogenasas-NADP y los datos cinéticos son descritos 

adecuadamente por la ecuacion l. Cuando esta ecuación es es-

crita espec{ficamente para la reacción de IDH, se obtiene la 

ecuación 2: 

V = cvfmax [NADP] [isoc] )/(KiaNADPKmisoc + 

Kmisoc[NADP] + KmNADP[isoc) + [NADP)[isoc) (ec. 2) 
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donde v representa la tasa inicial, vfmax es la velocidad 

máxima para la reaccion hacia la derecha, [NADP] es la con­

centración del primer sustrato (coenzima), [isoc] es la con-

centración de segundo sustrato (isocitrato), KiaNADP es la 

constante de equilibrio de disociación verdadera para el com­

plejo IDH-NADP cuando la concentración de isocitrato tiende a 

zero, Kmisoc y KmNADP son las constantes de Michaelis 

limitantes para el sustrato y la coenzima respectivamente, 

cuando la concentración de NADP o isocitrato se aproximan a 

saturación (Cornish-Bowden, 1979). 

Una indicación 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 mísmos no 

revelan nada acerca de el orden de adición de NADP o 

isocitrato. Tal distinción solamente puede ser hecha con es­

tudios de enlace y de inhibición por productos (Uhr et al, 

1974; Northrop y Cleland, 1974). 

En ausencia de productos y a saturación de NADP, la 

ecuaci¿n 2 se convierte en la ecuación simple de Michaelis­

Menten: 

v = Vfmax[isocj/(Kmisoc + (isocj) (ec. 3) 

Si P = O, Vmax = Kcat.e 0 ; Km = k-1k2/k1 y 
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Ks = k_1/k 1 • El valor numérico de Km no es idéntico a 

la constante de disociación del complejo E-S, entonces 

Km 4' Ks. 

Para el siguiente esquema 

E + S _!_i_~ ES ~2~ 
f--

k-1 

p 

el mecanismo Michaelis-Menten supone que el complejo E-S esti 

en equilibrio termodinámico con la enzima libre (e 0 ) Y el 

sustrato (S). Estos es verdad solamente si kz << k-1• en-

tonces Km = Ks (Fersht, 1977). Para muchas enzimas la Km es 

una aproximación de la afinidad de la enzima por el sustrato 

cuando se sabe que kz es mucho menor que k-1• Si 

suponemos que (i) la ecuaci6n simple de Michaelis-Menten es 

válida para una reacción más compleja (BI-TER), a pesar de 

las diferencias en mecanismo, (ii) que el complejo E-S se 

disocia lentamente (kz << k1), (iii) que la estimación 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 más bajo el valor de Km, mayor ambos la 

afinidad aparente del sustrato para la enzima y la Vmax/Km, 

entonces los valores de Km reflejarán la afinidad de la en-

zima (IDH) por sus sustratos (NADP o isocitrato). 

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

Kmisoc), la velocidad inicial (v) es directamente pro-
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porcional a la concentración de isocitrato y se convierte 

en una pseudo reacción de primer orden. En donde: 

v = (Vfmax/Km) [isoc], y vfmax/Kmisoc es una pseudo tasa 

constante de primer orden. Si la enzima es considerada como 

reactante, entonces kcat/Km es la tasa constante de segundo 

orden, y la ecuación apropiada es v = (kcat/Km)e 0 [isoc] 

cuando [ isoc] << Kmisoc. 

Cuando las molaridades de NADP e isocitrato son muy 

grandes comparadas con sus respectivas Km, la ecuación 3 se 

simplifica a v = vfmax. Bajo tales condiciones, kcat y e 0 

determinan la tasa de la reacción. Entonces, kcat, kcat/Km y 

e 0 son los parámetros cinéticos importantes bajo las dife-

rentes concentraciones de sustrato fijadas. 

Suponiendo que las isozimas IDH siguen un mecanismo 

ordenado BI TER, en la notación de Cleland, el mecanismo de 

reacción puede ser representado como sigue: 

NADP ISOC co 2 o',-KG NADPll 

"lk-1 "l k_, 
k 

lk-l 
k ¡, k 1 k -5 3 5 

IDI! 

4 - -4 

. NADP (ENADP < E~g~rn) EllADPH ENADPH IDH 

E ISOC ol.I{; rJ.,. .. K.G 
donde, E es la enzima IDH, Y k1, kz, k3, k4, ks, 

k-1• k_z, k_3, k_4 y k_5 son las tasas constantes 

de la reacción. El complejo central contiene los complejos 

enzima-sustratos y enzima-productos. 
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Entonces, para la reacción hacia la derecha (desear-

boxilaciÓn oxidativa de isocitrato), los parámetros cinéticos 

de IDH y las expresiones conteniendo las tasas constantes* 

apropiadas son las siguientes: 

Kmisoc= ~k~4~k~5"-'-(k;.:-i..1+.;....::k~-~z~)-:----,,.......,__,,__.­
kz(k4ks + k3k5 + k 3k4 ) 

k3k4k5/(k4k5 + k3ks + k3k4) eº 

donde todas las k representan las diferentes tasas constantes 

de la reacción y e 0 la concentración inicial de enzima. 

la expresión: 

es igual a kcat (constante catalítica), la tasa constante 

aparente de primer orden para la catálisis máxima, y kcat/Km 

es la tasa constante aparente de segundo orden. Entonces, la 

expresión v = (kcat.e 0 /Kmisoc)[isoc], cuando [isoc] << 

Kmisoc, contiene ambas constantes que determinan la 

cinetica total de la reacción (Cleland, 1975). 

Para comparaciones a altos niveles de isocitrato, se 

usó la expresion Vmax o su equivalente expresión kcat.e
0

• A 

bajas concentraciones de sustrato, se usó la expresión 

Vmax/Kmisoc o kcat.e 0 /Kmisoc, La expresión equivalente 

que contiene las constantes es: 

fleja la contribución de tres constantes durante el proceso 

*ver Apendice I.B 
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catalítico. La expresión vfmax/KmNADP (i.e., kcat.e 0 / 

KmNADP), o su equivalente expresión de la tasa constante: 

vfmax/KmNADP = k1.e 0 la cual representa la constante 

de enlace del NADP. 
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G. RESULTADOS 

~ 

l. InactivaciÓn de Deshidrogenasa Isocítrica por Dilución: 

Cuando la enzima fue diluida en el buffer trietanol 

amina/el- pH 7.4 la actividad de ésta disminuyó con el 

tiempo. La tasa de inactivaciÓn siguió un proceso de primer 

orden. Protección contra inactivación fue lograda con adición 

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

Aliquotas de enzima mantenidas sobre hielo fueron 

removidas a diferentes tiempds y ensayadas con la solución 

sustrato estandar: MnS04 2 mM, NADP 100 uM, DL isocitrato 4 

mM en buffer trietanol amina/el- 30 mM pH 7.4 a 2Sºc. Pro­

tección contra inactivaciÓn es tambien provista por los sus­

tratos: Mn2+, NADP e isocitrato. 

InactivaciÓn de la enzima durante dilución ha sido 

también observada en la NADP-IDH de hígado de res (Carlier y 

Pantaloni, 1978). Ellos encontraron que el DTT (Ditiotreitol 

10 mM) o EDTA (1-5 uM) era suficiente para prevenir la 

inactivación por varias horas. Protección total es provista 

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

indican que siguiendo la dilución, la oxidación de un grupo 

sulfhidrilo es envuelto en el proceso de inactivación. 

2, Linearidad de los ensayos enzimáticos: 

A cualquier concentracion de sustrato la velocidad inicial 

(v) es directamente proporcional a ea y la relaci6n entre v 



FIGURA 3.1 Representación del curso del tiempo de reacción 

durante la inactivaci6n de la deshidrogenasa isocftrica 

NADP-especÍfica después de dilución. Buffer: trietanol 

amina/el- 30 mM pH 7.4. 

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

(e) Sin BSA. 
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y e 0 es lineal sólo si se miden velocidades iniciales 

verdaderas (Segel, 1976), y si se usan apropiadas con­

centraciones de enzima. La Figura 3.2A muestra cuatro 

gráficas tipo Eadie-Hofstee de los datos de la isozima 

IDH-C2· Se obtuvieron líneas rectas cuando se utilizaron 

niveles de enzima de .0013 U/ensayo a .0046 U/ensayo. Sin em­

bargo, a niveles de actividad enzimática de aproximadamente 

.0051 U/ensayo se observó una marcada no-linearidad. La 

Figura 3.2B muestra las Km del isocitrato graficadas en fun­

ción de Vmax. 

Hasta una velocidad máxima 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

zimática, la Km empieza a ser dependiente del nivel de en­

zima. Por lo tanto, las constantes cinéticas fueron deter­

minadas a niveles de actividad enzimática de .0025 a .0035 

U/ensayo. 

3. Velocidad inicial a altas molaridades de sustratos: 

Las isozimas deshidrogenasa isocÍtrica NADP es­

pecífica son completamente inactivas en ausencia del i6n 

metálico divalente como magnesio o manganeso, y es mas activa 

en presencia de Mn2+ 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 Mn2+ que 

con Mg2+, Estos hallazgos concuerdan con otras 



FIGURA 3.2A Grificas representativas tipo Eadie-Hofstee para 

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 concentración de isocitrato. 
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FIGURA 3.2B Gráfica representando el efecto de la velocidad 

máxima (Vmax) aparente sobre los valores de la constante de 

Michaelis (Km) para el isocitrato. La regraficacidn de los 

parámetros enzimáticos obtenidos de las gráficas de la figura 

3.3A ilustran la dependencia lineal de la Km arriba de un 

valor de vfmax aparente de aproximadamente 0.2635 

uM/min/ml. 
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enzimas NADP-IDH de bacteria (Reeves et al, 1972) y mamíferos 

(Siebert et al, 1957a y b; Colman, 1968). 

La isozimas deshidrogenasa isocftrica del músculo y 

citoplasma del hígado de Fundulus heteroclitus no exhibieron 

inhibición a concentraciones de manganeso de 5 y 3 mM res­

pectivamente, pero a mayores concentraciones una ligera dis­

minución en las velocidades iniciales fue observada (Figura 

3.3 A yB). Por lo tanto, los estudios de cinética enzimática 

se llevaron a cabo con concentraciones de manganeso abajo de 

esos niveles. 

La NADP-IDH del hígado de res (Carlier y Pantaloni, 

1973), glándula mamaria de bovino (Farrell, 1980), y corazón 

humano (Seelig y Colman, 1978) mostraron inhibición a con­

centraciones de manganeso mayores de 10 mM, 1.5 mM y 3.0 mM 

respectivamente. Esto indica un diferente modo de acción del 

manganeso sobre el proceso catalítico ya que la NADP-IDH de 

diferentes fuentes animales tiene diferentes requerimientos 

del ion metálico 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 reacción. Las isozimas deshidrogenasa 

isocítrica NADP específicas no exhi~ieron inhibición por sus­

trato hasta una concentración de 5 mM. A mayores con­

centraciones se observó una ligera inhibición. En el caso de 



FIGURA 3.3 Estudios de velocidad inicial a altos niveles de 

sustratos. Las concentraciones fueron las siguientes: Mn2+: 

2.5 x 10-6 M a 0.01 M, isocitr~to: 2.5 x 10-6 M a .005 M, 

NADP: 9.4 x 10-6 M a .0015 M. Buffer: trietanol amina/Cl-

30 mM pH 7.4. 

Mn2+ <~- _), isocitrato <~~-), NADP (----) 

(O) Los círculos blancos representan a la isozima IDH-B 2 

(e) Los círculos negros representan a la isozima IDH-C2 
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NADP, la isozima muscular (IDU-Cz) y del hígado (IDH-Bz) 

mostraron inhibición a niveles de concentración de NADP ma­

yores de 0.5 mM y 0.7 mM respectivamente (Figura 3.3 A y B). 

Por lo tanto, los parámetros cinéticos fueron determinados a 

concentraciones de isocitrato de 2 mM y de NADP de 0.1 mM 

cuando se utilizaron concentraciones saturadas de cada 

reactante. 

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

IDH-Az, IDH-Bz y IDH-Cz: 

La Figura 3.4A,B y C ilustra los trazos primario y 

secundarios para la isozima IDH-B 2 • Esta clase de gráficos 

son característicos de enzimas que obedecen un mecanismo com­

plejo ternario sequencial. La Tabla 3.3 muestra un resumen de 

los parámetros cinéticos para las isozimas NADP-IDH de 

Fundulus heteroclitus. La constante de Michaelis aparente de 

isocitrato en ambas isozimas IDH del higado (IDH-Az y 

IDH-Bz) no mostraron diferencias. Sin embargo, la isozima 

mitocondrial del musculo(IDH-Cz) exhibe una Kmisoc mayor. 

Mientras la Km aparente para NADP no mostr6 diferencias entre 

la isozimas IDH-Az y IDH-Cz, un valor menor se observó 

para IDH-Bz. La vfmax exhibió marcadas diferencias entre 

las tres isozimas. Vmax/Kmisoc fue mayor para la isozima 

citoplásmica de hígado, pero idéntica para las isozimas 

mitocondriales de hígado y musculo. Vmax/KmNADP o su ex­

presión equivalente k1.e 0 , la cual representa la 
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FIGURA 3.4 Gráficas primarias y secundarias representativas 

de los datos cinéticos de las isozima IDH-Bz. Estas son 

características de enzimas que siguen un mecanismo complejo 

ternario sequencial. 

(A) Gráfica primaria del cociente NADP/v 0 versus la 

concentración molar de NADP. La grafica fue obtenida del 

recíproco de la siguiente ecuación: v = V[A] [B]/ Kia Kb + 

Kb[A] + Ka[B] + [A] [B], i.e., l/v Ka/V (l+KiaKb/Ka[B]) 

(1/[A]) + 1/V (1 + Kb/[B]), donde [AJ= NADP, [B] = isoc., 

V = vfmax, Kia - constante de disociación para el 

complejo IDH-NADP, K = constantes de Michaelis. 

B) Gráfica secundaria de las pendientes (l/Vmax) provenientes 

de la Figura 3.4A multiplicadas por las concentraciones de 

isocitrato versus las molaridades respectivas de isocitrato. 

La pendiente es l/Vmax, el intercepto vertical es 

Kmisoc¡vmax, y el intercepto horizontal es -Kmisoc, 

C) Gráfica secundaria de los interceptas Km/Vmax provenientes 

de la Figura 3.4A multiplicadas por las concentraciones de 

isocitrato versus las molaridades respectivas de isocitrato. 

La pendiente de la línea es KmNADP/vfmax, el intercepto 

vertical es KaNADPKmisoc¡vfmax, y el intercepto 

horizontal es Kmisoc - KaNADP/KmNADP, 
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TABLA 3. RESUMEN DE PARAMETROS CINETICOS A pH 7.4 Y 25°C 

PAR LAS ISOZIMAS IDH-A2, IDH-B2, Y IDH-C2 DE 

Fundulus heteroclitus. 

DESIIIDROGENASA ISOCITRICA 

PARAMETROS CINETICOS IDH-A2 IDH-B2 IDH-C2 

+ E. S. + E. S, + E.S. -

app KmISOC uM) 1.54 + .075 l. 58 + .067 2.52 + .084 

app KmNADP um) 2. 3 7 + .060 1.86 + .117 2.46 + .132 

yfmax (uH/m n/mg) 9.50 + .260 15. 60 + .158 13. 7 7 + .120 -
yf max/KmÍSO 6.16 + .539 9.87 + .372 5. 4 6 + .155 -
yf max/KmNAD 4.01 + .637 8.39 + .130 5. 5 9 + .485 - -
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constante de enlace de NADP, fue mayor para IDH-B2 y 

similar y menor para IDH-C2 y IDH-A2· 

La Tabla 3.4 muestra un resumen de algunos pará­

metros cinéticos de la NADP-IDH de varias fuentes animales 

con el propósito de compararlos con los parámetros cinéticos 

de Fundulus. En general, la Km para isocitrato de las es­

pecies poikilotérmicas es menor que la Km de las especies 

homeotérmicas, excepto en el corazón de puerco en el cual 

varios autores muestran ya sea valores bajos (Cleland et al, 

1969; Uhr ~. 1974) o valores altos (Colman, 1968). La 

presencia de bajos valores de Km para el sustrato en los 

poikilotermos permite a la NADP-IDH enlazar isocitrato a 

niveles mucho mis bajos que la NADP-IDH de los homeotermos. 

Este puede tener un significado adaptativo ya que lo~ 

poikilotermos están sujetos a fluctuaciones internas de tem­

peratura. 

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

a 25°C para la isozimas IDH-B2 y IDH-C2: 

Los parámetros cinéticos de la isozimas deshidro­

genasa isocítrica NADP-espec!f icas son resumidos en la Tabla 

3.5. Estos estudios muestran que la Km para el isocitrato y 

la Vmax (kcat.e 0 ) son independientes de pH en ambas 

IDH-B2 y IDH-C2 (Figura 3.5A y C). La ligera curvatura en 

la Figura 3.SA no es estadísticamente 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 
( uM) 

CORAZON DE RES MIT. 8.3 
CITOPL. 8.3 

CORAZON DE PUERCO 5.7 
0.5 

Bacillus stearo- 6.0 
thermophilus (50°C) 
Escherichia coli 15.6 

CORAZON-RATA MITO. 
HIGADO-RATA CITO. 
Azotobacter 
vineelandii 
Salmonella 
typhimurium 
HIGADO DE RES 

CORAZON-PUERCO MIT. 
CITO. 

HIGADO DE PUERCO 
CORAZON HUMANO 

5.0 
3.0 

17 .o 

l. 3 

l. 20 
0.56 
2. 8 
4. 6 

CORAZON-RATON MIT. 12.5 
RINON-RATON CITO. 7. 8 
Drosophila 23.0 

ALMEJA-M. edulis 3.2 

M. edulis MANTO 
GLANDULA DIGESTIVA 
F. heteroclitus 
HIGADO-MITOCON. 
HIGADO-CITOPL. 
MUSCULO-MITOCON. 

2.7 
2. 2 

l. 54 
1.58 
2. 52 

KmNADP pH 
(uM) ensayo 

l. 4 
3. 3 7. 4 
4. 6 7. 4 
o .1 6. 8 

4. 5 7. 5 

37.0 7.5 

20.0 
25. o 
20.0 

12.0 

2.75 

0.36 
0.19 
4.6 
6.8 

5.0 
5.0 

14.6 

3.0 

3.3 
2. o 

2. 3 7 
l. 86 
2.46 

7. 5 

7. 2 

7. 7 

7. 8 

6 .8 

6. 8 
7.4 

8.0 

7.5 

7. 5 

7.4 
7. 4 
7.4 
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TABLA 3.5 PARAMETROS CINETICOS PARA IDH-B2 y IDH-C2 
EN FUNCION DE pH A 25°C. 

pi! *Kmb 
(±.E.S.) 

6 .s 1.67 
(±..064) 

7 .o 1.50 
(±..145) 

7.4 1.41 
(±..129) 

8 .o 1.48 
(±..142) 

8 .s 1.57 
(±..110) 

9.0 1.87 
<±.. 112) 

pH Kmb 
(±.E.S.) 

6.5 2.85 
(.::!:.268) 

7.0 2.66 
(±..556) 

7 .4 2.52 
<±·322) 

8.0 2.34 
(±.401) 

8.5 2.35 
(:!:.OSO) 

.9 • o 2. 3 7 
(±..118) 

IDH-B2 
Kmª **Vmax Vmax/Kmb Vmax/Kmª 

(±.E.S.) (±.E.S.) (±.E.S.) (±.E.S.) 

2. 91 
(±..133) 

2. o 1 
(±..148) 

l. 86 
(±..147) 

l. 44 
<±..181) 

l. 51 
<±.· 126) 

2.50 
<±..010) 

3.02 
<±. 12 9) 

2. 62 
(±..114) 

2.46 
(±..132) 

1.97 
(.::!:. 119) 

l. 88 
<±·080) 

2. 81 
(±..210) 

15. 34 
<.::!:· 501) 

15 .14 
(±..929) 

15.80 
(±..888) 

16. 24 
(±..763) 

15. 50 
<±.· 600) 

15.60 
(±..345) 

9 .19 
(.::!:.893) 

10 .1 o 
(±..806) 

11. 20 
(.::!:.837) 

11. 00 
(±..730) 

9.87 
(.::!:.736) 

8. 3 4 
(±..488) 

5. 2 7 
(±..576) 

7. 5 3 
<±.· 797) 

8. 5 o 
(±..781) 

11. 3 o 
(±..625) 

lo. 2 6 
(±..677) 

6.24 
(±..538) 

IDH-C2 
Vmax Vmax/Kmb Vmax/Kmª 

(±.E.S.) (±.E.S.) (±.E.S.) 

13. 21 
(.::!:.467) 

13. 15 
(±..736) 

13. 7 6 
<±.· 403) 

13. 7 5 
(±..152) 

13 .14 
(±..272) 

13.26 
(_"t.385) 

4 .6 4 
(.::!:.241) 

4.94 
<±·121) 

5.46 
(±..224) 

5.88 
(±..421) 

5. 5 9 
(±.735) 

5.59 
(±..514) 

4.37 
(±..558) 

5. o 2 
(±..810) 

5. 5 9 
(±..485) 

6. 9 8 
(±..106) 

7.00 
(±..531) 

4. 7 2 
<±.· 263) 

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



FIGURA 3.5 Variación de la constante de Michaelis (Km) para 

isocitrato (A) y NADP (B), y variación de vfmax (C) en 

funci6n de pH a 2SºC y fuerza iÓnica constante (u 0.031). 

Las condiciones experimentales están descritas en Métodos. 

(0) IDH-Bz 

(e) IDH-Cz 
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significativamente diferente (F 0.1% (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 IDll-B2 y IDH-C2 respec-

tivamente, a todos los pll estudiados. Mientras la tasa maxima 

de catálisis (Vmax) fue independiente de pH, los valores de 

Vmax fueron significativamente diferentes entre las isozimas 

NADP-IDH. La Vmax para IDH-B2 y IDH-C2 fueron 15.60 U/mg 

P + .158 (S.E.) y 13.77 U/mg P ± .120 (S.E.) respectivamente 

al nivel significativo del 0.1% (F 0.1% (1,10) = 21.04 << 

124.22). 

Una inspección de las estimaciones de KmNADP en la 

Tabla 3.5 indica una dependencia de pH para ambas isozimas. 

Las curvas muestran una tendencia cóncava hacia arriba con un 

Óptimo aparente entre 8.0 y 8.5 (Fig. 3.5B). Un análisis de 

varianza al nivel significativo de 0.1% (99.9 por ciento 

puntos) apoya la hipótesis de que las Km para NADP son 

significativamente diferentes en función de pH, pero no dife­

rentes entre la isozima del hígado (IDH-Bz) y del músculo 

(IDH-C2)· Esta dependencia de NADP con respecto al pll 

indica una ionización de los grupos de la enzima, los cuales 

controlan el enlace de la coenzima y/o posibles cambios en el 

estado de ionización de los grupos del NADP. Ya que la Vmax o 

kcat.e 0 fue independiente de pH, la tasa constante de 

segundo orden Vmax /Km o kcat.e 0 /Km para el isocitrato fue 

tambidn independiente del pH (Fig.3.6A). Mientras que no se 
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observaron diferencias significativas en los valores de 

Vmax/Kmisoc en función de pH para ambas isozimas, 

diferencias significativas fueron observadas en los valores 

de Vmax/Kmisoc entre las isozimas al nivel de confianza del 

0.1%. En el caso de NADP, los valores de Vmax/Km mostraron 

una curva en forma de campana en ambas isozimas con un máximo 

a pH a.O para IDH-B2 y pH a.O- 8.5 para IDH-C2 (Figura 

3.6B). Las Km para NADP son significativamente diferentes ·en 

función 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/KmNADP fueron mayores para la isozima IDH-B2 debido 

a una mayor tasa máxima de catálisis (Vmax). Por lo tanto, 

los parámetros cinéticos en función de pH indican que 

IDH-B2 tiene una mayor afinidad por el sustrato (ver 

Formulaciones Teoricas), y vfmax/Kmisoc (IDH-B2) ) 

vfmax/Kmisoc (IDH-C2) y vfmax/KmNADP (IDH-B2) ) 

vfmax/KmNADP (IDH-C2)• 

La Km para isocitrato de F. heteroclitus no varía en 

gran medida entre pll 6.5 a 9.0, Estos datos concu~rdan con 

las Kmisoc de otras fuentes de NADP-IDH. En Mytilus edulis 

(Head y Gabbott, 19aO), corazon de puerco (Colman, 1975) y 

glándula mamaria de bovino (Farrell, 19aO), la Km para 

isocitrato no var~ en gran medida entre píl 6.5 a a.9, 6.0 a 

a.o y 7.2 a a.2 respectivamente. 



FIGURA 3.6 Variaci6n de vfmax/Km para isocitrato (A) y NADP 

(B) en función de pH a 2Sºc. Los parámetros cinéticos fueron 

obtenidos de las curvas de la Figura 3.5. 

(O) IDH-Bz 

(e) IDH-Cz 
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El pH óptimo para la descarboxilación oxidativa de 

isocitrato catalizada por NADP-IDH, varía de acuerdo a la 

fuente animal. Se han observado valores de 6.8 en NADP-IDH de 

coraz6n de bovino (Plaut, 1962), 7-9 en E. coli (Reeves ~ 

!!.!_, 1972), 7 .4 en hígado de rata (Islam et al, 1972), 7 .8 en 

corazón de res (Higashi et al, 1965), 8.0 en ratón (Pegoraro 

y Lee, 1979), y 8.5 en Drosophila (Williamson et al, 1980) y 

Azotobacter vinelandii (IHcken ~. 1972). El pH óptimo 

para la NADP-IDH de Fundulus heteroclitus es 8.0. 

Estudios en diferentes sistemas enzimáticos con pH 

variado con temperatura han mostrado que los parámetros 

cinéticos difieren grandemente. Por ejemplo, los parámetros 

cinéticos de la enzima LDH-M4 del pez dorado varían 

grandemente en funci6n de temperatura y pH (Wilson, 1977a). 

Aunque la Vmax no varió con el pH en el rango examinado, en 

la deshidrogenasa láctica de Carassius auratus (Wilson, 

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

hidrogenasa malato de F. heteroclitus (Cashon, 1981), la Km 

para el sustrato incrementó con pH a todas las temperaturas 

examinadas en los ensayos. En la NADP-IDH de la trucha 

arcoiris (Moon y Hochachka, 197la) el pH Óptimo para la en­

zima adaptada al frío, se extiende hacia valores de pH 

menores a medida que la temperatura incrementa. 

6. Estudios de temperatura: velocidades iniciales en función 

de temperatura a pU 8.0 para las isozimas IDH-B2 y IDH-C2 
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Las constantes cinéticas de las isozimas 

deshidrogenasa isocítrica NADP específica son resumidas en la 

Tabla 3.6. Estos estudios mostraron que ambos parámetros 

cinéticos Km y Vmax son dependientes de la temperatura. La Km 

para isocitrato incrementa a medida que la temperatura 

incrementa en ambas isozimas IDH-B2 y IDH-C2 (Figura 

3.7A). Lo mismo fue observado para NADP excepto a 35°C, donde 

ocurri6 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 análisis de varianza falló en rechazar 

la hipótesis nula (Ho) a F 0.1%. 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-B2 y IDH-C2• 

Ya que los parametros cinéticos varían con la tem­

peratura, la pseudo tasa constante de primer orden 

Vmax/Kmisoc (i.e., cuando isoc <<Km y e 0 no es con-

siderada un reactante) o la tasa constante de segundo orden 

kcat.e 0 /Km (cuando la enzima es considerada como reactante) 

para isocitrato mostró una curva con tendencia cóncava hacia 

abajo con un Óptimo aparente alrededor de 20°C para ambas 

isozimas de hÍgado y músculo (Figura 3.8A). Las curvas fueron 

estadísticamente diferentes entre las isozimas (F 0.1% (1,10) 

= 21.04 < 25.32). 
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TABLA 3. 6 PARAMETROS CINETICOS PARA ID!l-B2 Y IDH-C2 
EN FUNCION DE TEMPERATURA A pll 8.0 

TºC *Krnb 
(±_E.S.) 

10° 0.80 
(±_.080) 

15° 1.22 
(±_.050) 

20° 1.52 
(±..160) 

25º 2.35 
(±..160) 

30° 3.47 
(±..215) 

35° 5.65 
(±_.255) 

TºC Krnh 
(±_E.S.) 

10° 0.96 
(:!:.. 19 5 ) 

15° 1.12 
(:!:_.020) 

20° 1.56 
(:!:_.040) 

25° 3.03 
(:!:.. 11 o) 

30° 3.82 
(:!:. .12 o) 

36º 8.02 
(:!:_.340) 

l. 2 7 
(±..060) 

1.86 
(:!:.. 11 o) 

2.25 
(:!:.. 2 5 5) 

2.68 
(:!:_.086) 

3. 3 3 
(±_.175) 

7. 6 6 
(±..145) 

2.02 
(:!:.. 12 5) 

2.50 
(:!:_. 2 6 2) 

3.25 
(±_.250) 

4.50 
(:!:.. 2 2 9) 

4.73 
(:!:.. 2 7 3) 

12. 70 
<±.·200) 

IDll-B2 
**Vmax Vmax/Kmb Vmax/Krnª 

(±_E.S.) (:t_E.S.) (_:t_E.S.) 

6 .19 
(:!:.. 04 9) 

9.35 
(:!:..o 13) 

12.67 
(:!:_.105) 

16. 7 8 
(:!:_.230) 

2 2. 6 5 
(:!:_.350) 

31. 5 3 
(:!:_.390) 

7. 74 
(:!:.. 7 8 7 ) 

7.66 
(±_.415) 

8. 34 
(:!:.. 81 7 ) 

7. 14 
(±_.158) 

6. 53 
(±..212) 

5.58 
(:!:_. 18 5) 

4. 8 7 
(:!:.. 912) 

5.03 
(:!:..o 7 2) 

5. 6 3 
(±..614) 

6. 2 6 
(:!:_.427) 

6.80 
(:!:_. 3o1) 

4. 12 
<±.. 4 3 o) 

IDH-C2 
Vmax Vmax/Krnb Vrnax/Kmª 

(:!:_E.S.) C±.E.S.) (:!:_E.S.) 

4.43 
(:!:_. 2 2 2) 

6.00 
(:!:.. 13 2 ) 

8.52 
(:!:_.o 5 2) 

15 .17 
(:!:..o 6 5) 

19.58 
(:!:_.941) 

3 2. 13 
(:!:_.125) 

4.61 
(±..056) 

5. 36 
(±..819) 

5.46 
(±_.114) 

5.01 
(:!:.. 7 7 2 ) 

5. 13 
(:!:.. 9 7 9) 

4.01 
(:!:.. 5 66) 

2 .19 
(:!:_. 2 4 9) 

2.40 
(:!:_.702) 

2.62 
(:!:_.318) 

3.37 
(:!:.. 4 5 3) 

4 .14 
(±_. 722) 

2.53 
(:!:.. 7 9 5) 

*Km (um), b = ISOCITRATO, a= NADP 
**Vmax = (uM/rnin/rngP) 



FIGURA 3.7 Variación de la constante de Hichaelis (Km) para 

isocitrato (A) y NADP (B) en función de la temperatura a pH 

8.0 y fuerza iÓnica constante (u= 0.031). 

(0) IDH-Bz 

(e) IDH-Cz 
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FIGURA 3.8 Variaci6n de vfmax/Km para isocitrato (A) y NADP 

(B) en funci6n de temperatura a pH 8.0. Los parámetros 

cinéticos vfmax y Km fueron obtenidos de las curvas de la 

Figura 3.7. 

(O) IDH-Bz 

(e) IDH-Cz 
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Vmax/KmNADP (or kcat.e 0 /KmNADP) mostró una 

curva en forma de campana alargada hacia la izquierda con un 

Óptimo aparente entre 25° y 30°C para ambas isozimas (Figura 

3.8B). Las curvas fueron estadísticamente diferentes entre 

las isozimas (F 0.1% (1,10) = 21,04 < 26.52), 

En base a la suposición de que las estimaciones de 

Km reflejan aproximadamente los niveles intracelulares del 

sustrato (Cornish-Bowden, 1976) (ver Formulaciones Teóricas), 

y que una alta Vmax/Km es el resultado de una catalisis 

mayor, se concluy; que la isozima IDH-B2 es catal{ticamente 

más eficiente que la isozima IDH-c 2 en el rango de tem­

peratura estudiado. Es interesante hacer notar que la isozima 

IDH-B2 del citoplasma del hígado mostro los más bajos 

valores de Km para isocitrato y NADP en ambos estudios de 

temperatura y pH. 

La tasa máxima de descarboxilación oxidativa de 

isocitrato (Vfmax) para las isozimas NADP-IDH mostró 

gráficas de Arrehenius lineales, lo cual es una buena 

indicación de que no ha habido cambio en el mecanismo en el 

rango de temperatura estudiado y de que una sola constante 

está manejando el proceso catalítico de la reacción en ambas 

isozimas (Figura 3.9), Los valores de energía de activación 

calculados (Ea) fueron 11 y 14 Kcal/mol para IDH-B2 y 

IDH-C2 respectivamente. La Tabla 3.7 muestra los parámetros 

termodinámicos de activación Ea, AH*, AS*, AG* y 



FIGURA 3.9 Gráficas de Arrhenius para la tasa máxima de 

descarboxilación oxidativa de isocitrato (Vfmax). La 

energía de activaci6n (Ea) fue calculada de las pendientes 

de las líneas. Los parametros termodinamicos AH~, Ast y 

AGt, fueron calculados de acuerdo a Segel (1975 y 1976). 

buffer utilizado fue: trietanol amina/el- pH 8.0 a fuerza 

iÓnica constante (u=.031). Las concentraciones del buffer 

fueron corregidas para cada una de las temperaturas del 

ensayo. 

(O) IDH-Bz 

(e) IDH-Cz 
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TABLA 3. 7 PARA!!ETROS DE ACTIVACION TERMODINAMICOS DE LA 

MAXIMA DESCARBOXILACION OXIDATIVA DE ISOCITRATO (Vfmax> 

A pH 8.0 PARA LAS ISOZIMAS IDD-Bz y IDD-Cz . 

TEJIDO HIGADO l!US CULO UNIDADES 

ISOZIMAS ID!l-Bz IDH-Cz 

Ea 11,197 14,146 CAL*/NOL 

AH,¡, 10,597 13,1173 CAL/!101 

As"' -17 -B CAL/HOLºC 

Ac4' 15,722 15,827 CAL/MOL 

Qio l. 8 2. 3 

* 1 CALOR!A 4.19 Joules 
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Q10 calculados para ambas isozimas. Los parámetros de 

activación termodinámicos mostraron diferencias entre las 

isozimas IDll excepto en la energ!a libre de activaci6n 

(~G~), la cual es idéntica para ambas isozimas. Así, el es­

tado de transici6n limitante en la oxidación de isocitrato 

puede ser diferente para cada isozima IDH. 

La Figura 3.lOA, 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 gráficos son 

generalmente preferidos sobre otros gráficos lineales, porque 

sobre un rango justo de valores de sustrato (s), los errores 

(no mostrados en los gráficos) en s/v proveen un reflejo 

justo de aquellos en v, asi como, la calidad de los datos. 

Entonces, no existe una impresión equivocada del error ex­

perimental (i.e., pequeños errores en v llevan a enormes 

errores en l/v, y para grandes valores de v, el mismo pequeño 

error en v nos lleva a errores difícilmente notables en l/v) 

como sucede con los gráficos de Lineweaver-Burk. 

Finalmente, se hace notar que los estudios de tem­

peratura y pH fueron llevados a cabo con diferentes rn~todos 

(ver seccion de H~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 mantenía el otro a niveles de satura­

ción. Aunque los datos de ambos métodos son consistentes para 



FIGURA 3.10 GrÍficas tipo Hanes-Woolf a las diferentes 

temperaturas del ensayo. La pendiente 1/vfmax y el 

intercepto Km/Vfmax se localizan en el eje [S]/v 0 • El 

intercepto -Km se localiza en el eje [S], 

(O) IDH-Bz: [isoc]/v 0 versus [isocitrato] 

(•) IDH-Bz: [NADP] /v 0 versus [NADP] 

(C) IDH-Cz: [isoc]/v 0 versus [isocitrato] 

(•) IDH-Cz: [NADP] /v 0 versus [NADP] 
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comparaciones entre isozimas, los valores de Km y Vmax fueron 

. ligeramente más pequeños por el método de matrices, que los 

obtenidos por el método de una sola variable. 



H. DISCUSION 

l. Estudios de pH: 

Los estados de ionización de los sustratos y de 

amino ácidos en las enzimas puede afectar las tasas de las 

reacciones catalizadas. Cambios en el pH pueden 

dramáticamente afectar los parámetros cinéticos como Vmax y 

Km (Roberts, 1977), 

Un cambio en el pH puede afectar el sitio activo de 

la enzima o el estado de ionización 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 coraz6n 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 ionización de un amino ácido carboxílico 

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 la KmNADP de la IDH de Fundulus heteroclitus se com­

porta de tal forma (Figura 3.SB), se concluyó que existen 

grupos ionizables en el NADP y/o la enzima libre que afectan 
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el anlace de NADP. Ionización del complejo enzima- sustrato 

y/o la enzima libre no es apremiante porque ambas Vmax y 

Kmisoc son independientes de pH. Ya que ellas no son 

afectadas por cambios de pH (Figuras 3.SA y C), se concluyó 

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 combinación 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 cierto rango de pH. 

Esta conducta ha sido observada en la enzima arginasa (Dixon, 

1953). 

Con las suposiciones y reservas establecidas pre­

viamente (ver Formulaciones Teóricas), la tasa constante que 

esti siendo afectada por el pH, es la constante del enlace 

del NADP (k¡) porque vfmax/KmNADP • k¡.e 0 • Por otro 

lado, k_z, kz, 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 lábiles a medida que la temperatura dis­

minuye. En el primer caso, el complejo E-S a menudo depende 

de interacciones iÓnicas, mientras que en el segundo caso las 
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interacciones hidrofÓbicas 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 ionicas. 

La enzimas que tienen formas específicas es­

tacionales, como en la NADP-IDH de la trucha arcoiris (Moon y 

Hochachka, 197la), muestran cambios agudos relativos en la 

afinidad enzima-sustrato con temperatura. Como se observó una 

dependencia 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 está sujeto a temperaturas entre 4° y 

35°C (Nixon y Oviatt, 1973), los beneficios de las tasas de 

compensaci6n de IDU son obvios. Correlaciones 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 metabólicas (Somero, 1978). Sin embargo, esta com­

pensación a corto-plazo no puede ser significativa si las 

concentraciones de sustrato incrementan a la misma tasa que 

Km (Somero, 1978). 

La correlación observada entre la temperatura y la 

Kmisoc en mis estudios, considera tasas de catálisis a con­

centraciones de sustrato no saturadas. Si las concentraciones 

de sustrato están mucho más 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 límite más 

bajo en la tasa constante para la asociación de enzima y el 

sustrato. Vmax/Km no puede ser más grande que cualquier tasa 

constante de segundo orden en la reacción hacia la derecha 

(Ferhst, 1977). 

Los dos parámetros 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 sólo ha sido enfocado hacia adaptaciones am­

bientales a corto plazo (Somero, 1978), sino también es una 

v{a 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 presión evolutiva debe ser 

incrementar ambas Vmax (o kcat.e 0 ) y Km y que el logro de 

altas tasa para la mayoría de las reacciones catalizadas por 

enzimas del metabolismo intermediario parece ser un objetivo 

evolutivo primario (Cornish-Bowden, 1976). Diferencias en 

Vmax/Km entre enzimas homólogas sujetas a diferentes 

presiones ambientales han sido observadas (Borgmann y Moon, 

1975; Place y Powers, 1979). 

Diferencias en termoestabilidad han sido mostradas 

en enzimas homólogas (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 físico de la 

molécula de proteína, incluyendo el pH y la viscosidad 

(Ikeuchi et al, 1981). La eficiencia catalítica y la es­

tabilidad al calor son recíprocamente relacionadas (Somero, 

197Sb) y la estabilidad al calor muestra una variación re­

gular con la temperatura de adaptación (Low y Somero, 1976; 

Somero, 1978). En mis estudios, se encontraron diferencias 

significativas en la estabilidad al calor entre las isozimas 

IDU. La isozima IDH-Bz mostró una termoestabilidad y 

eficiencia catalítica mayor que la isozima IDU-Cz (Capitulo 

II). Ya que las isozimas tienen propiedades únicas, pro­

bablemente existe para cada una de ellas una diferente re­

lacion estructura-función. 

Bajo condiciones de saturación de sustrato y 

cofactor, los efectos sobre reacciones catalizadas por en­

zimas dependen de la energía libre de activación ~G+. Una 

reducción de~G+ para las reacciones de enzimas homólogos 

debe ser esperada como una estrategia compensatoria de 

adaptación (Hochachka, 1973). Un valor bajo de~G~ para una 

reacción dada, indica un catalizador altamente eficiente y 

consecuentemente menos dependiente de temperatura. A bajas 

temperaturas de adaptación, las reacciones de catálisis 
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mostrarán un Q10 más bajo (dependencia térmica reducida) y 

una alta constante catalítica, i.e. kcat. Las consecuencias 

termodinámicas de cambios en la temperatura externa son 

características de los poikilotermos y han sido encontradas 

en muchos sistemas de enzimas diferentes en ectotermos en 

comparación con homeotermos (Low y Somero, 1974; Low et al, 

1973). Diferencias en la magnitud de los parámetros 

termodinámicos de activación pueden ser explicadas en base a 

un incremento en la formación de enlaces débiles durante la 

generación del complejo E-S en los sistemas ectotérmicos. Las 

energías libres de activación (AG+) del complejo activado 

son muy similares, y covariacici'n enf:i.Hi' yf:i.s+ está 

siempre presente (Somero, 1978). En adicio'n, se ha afirmado 

que durante el paso de activación en catálisis la enzima de 

un animal de sangre fría forma mas enlaces de hidrógeno 

(Somero, 1978). 

Las isozimas NADP-IDH de Fundulus heteroclitus ex­

hiben diferencias en Q10, Ea, f:i.H.P, y.6,.s+ (Tabla 3.7), 

pero tienen idénticas energías libres de activación (.6,.G.P). 

Los parámetros de activación termodinámicos para IDH-Bz 

fueron menores que los respectivos de IDH-Cz. Estos 

hallazgos son consistentes con una tasa catalítica mayor para 

IDH-Bz, que pueden estar relacionados con la adaptación 

enzimática específica de tejido a la temperatura. En 

conclusión, las isozimas NADP-IDH muestran diferencias en 
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termoestabilidad, constantes cinéticas y parámetros ter­

modinámicos de activación, como es el caso de otros 

poikilotermos. Ya que las isozimas NADP-IDH muestran di­

ferencias en termoestabilidad, propiedades cinéticas y 

sensibilidad a la temperatura, cualquier cambio en el régimen 

térmico del pez puede afectar la tasa catalítica y regulación 

metabólica. Así, compensaciones térmicas pueden ser logradas, 

en parte, a través de variaciones en (i) Km y kcat; (ii) la 

energía de activacion (Ea); y (iii) a través de variaciones 

en la entalpía y entropía de activación de la reacción cata­

lizada. 

3. Posibles papeles fisiológicos de las isozimas NADP-IDH de 

Fundulus heteroclitus: 

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

Aunque todos los músculos de vertebrados muestran 

ambas actividades glicolÍtica y respiratoria, la contribución 

relativa de ambas a la producción de energía varía con­

siderablemente (Lehninger, 1977). En el músculo blanco del 

pez, glic6lisis es la principal fuente de energía para la re­

fosforilaciÓn de ADP. Durante actividad muscular máxima, el 

ATP se convierte en ADP, y mientras la tasa de consumo de 

oxígeno incrementa, el metabolismo anaerÓbico es favorecido 

sobre el aeróbico. El exceso de lactato es liberado dentro de 

la sangre y convertido nuevamente en glucosa en el hígado. En 

el músculo en descanso, glicÓlisis es menos favorecida. 



179 

Ya que la NAD-IDH est~ también presente en el 

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

mitocondria requiere de ambas isozimas NADP-IDH y NAD-IDH. 

Varios parámetros pueden diferencialmente afectar estas 

isozimas IDH mitocondriales. 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 reacción en equilibrio es 

cambiada hacia la oxidación del cofactor a medida que el pH 

disminuye. El pH intracelular de los poikilotermos, como 

Fundulus, cambia en función de la temperatura (Wilson, 1977a 

y b). En adición, altos flujos metabólicos también reducen el 

pH debido a la generación de ácidos metabólicos (ácido 

láctico, ácido carbónico, etc.) (Johnston, 1977; Thillart et 

~. 1982). Por ejemplo, en el músculo de la carpa un alto 

flujo metabólico incrementa la concentracion de lactato oca­

sionando una caída del pH intracelular (Johnston, 1977), 

Períodos cortos de natación en los salmones resultan en la 

producción de grandes cantidades de ácido láctico, el cual 

reduce el pH de la sangre (Black ~' 1966), Estos mismos 

resultados han sido encontrados en Fundulus heteroclitus 

durante experimentos de resistencia a natación (DiMichele y 

Powers, 1982b), 

La isozima NADP-IDH (IDH-C2) del m~sculo blanco 

de Fundulus está presente en altas concentraciones y su 
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actividad es alta comparada con la enzima NAD-IDll que es 

inestable. Ya que la KmNADP de la IDH-C2 es dependiente 

de pH, la contribución de esta enzima a la producción de 

energía puede ser regulada por cambios en la concentración 

intracelular de protones. Un cambio en el pH intracelular, 

producido ya sea por cambios de temperatura o por flujos 

metabólicos, afectar' la afinidad de NADP por la isozima 

IDH-Cz, y así afectará el flujo de la descarboxilación 

oxidativa de isocitrato. 

Durante la actividad muscular, energía y oxígeno 

serán consumidos. Ya que la producción de energía es re­

querida para mantener tal actividad, el isocitrato será 

oxidado vía NADP-IDH mitocondrial para generar NADPD el cual, 

acoplado a un sistema de transhidrogenación (Kaplan, 1972), 

generará NADH para la refosforilación de ADP. Como la 

actividad muscular cont!nua, lactato y otros ácidos cata­

bólicos bajarán el pH intracelular y favorecerán la car­

boxilac iÓn reductiva (reacción inversa) porque la afinidad de 

NADP esta directamente relacionada al pH entre pll 6.5 y B.O 

(Figura 3.6B). 

Debido a que la producción de NADPH disminuye y el 

ATP es consumido, la razón ATP/ADP disminuirá. Un incremento 

en ADP estimulará a la enzima NAD-IDR, la cual incrementará 

la producción de NADH y por consecuencia la de ATP. Cuando la 

actividad muscular es disminuida, la concentración de ATP 
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incrementar~ e inhibirá a la enzima HAD-IDR (Atkinson, 1977). 

El descanso muscular también elimina el lactato del músculo, 

ocasionando que el pH intracelular incremente y favorezca la 

oxidación de isocitrato vía isozima NADP-IDH. Por lo tanto, 

la mitocondria del músculo depende de ambas NADP-IDU y NAD­

IDH para la producción de energía durante varios niveles de 

actividad muscular. 

Aunque este escenario es consistente con nuestros 

datos de cinética enzimática, posteriores estudios con la'en­

zima NAD-IDU considerando el pll deben ser llevados a cabo 

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

B. Papel de las Isozimas IDH en el Hígado: 

En el hígado una situación más compleja es presente 

porque hay tres enzimas IDH: La isozima citoplismica NADP es­

pecífica (IDH-B2) y dos formas mitocondriales: la isozima 

IDU-A2 que es NADP específica y la enzima NAD-IDU. 

IDH-A2 y IDH-B2 exhiben diferentes Vmax, siendo 

mayor la de IDH-Bz que la de IDH-A2· Sin embargo, como la 

Vmax = kcat.[e 0 ], uno no puede eliminar la posibilidad de 

que una pequena diferencia 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 observó disminución en la actividad 

enzimática durante los ensayos. Por lo tanto, sospechamos que 
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las diferencias observadas en Vmax resultan de diferencia 

intrínsicas en kcat. Sin embargo, estudios futuros sobre 

titulaciob del sitio activo de NADP-IDH deben ser realizados 

para clarificar este punto importante. 

Mientras que la IDH-A2 y IDH-B2 tienen idénticas 

Kmisoc, IDH-B2 tiene una menor Km para NADP. Por lo tan­

to, aun si las vfmax son iguales, vfmax/KmNADP será 

diferente entre la IDH-A2 y la IDH-B2· Entonces, la cons­

tante de enlace (k1) de NADP todavía diferiría entre las 

isozimas IDH de la mitocondria y citoplasma del hígado. 

Si las Vmax son iguales, la NADP-IDH citoplásmica (IDH-B 2 ) 

aún tendría una constante de enlace para NADP mas pequeña con 

respecto a la isozima mitocondrial (IDH-A2)• Como ambas 

isozimas NADP-IDH tienen afinidades similares para el 

isocitrato, las diferencias en KmNADP favorecerán 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 también servir como una fuente importante de 

NADPH extramitocondrial para la biosíntesis citoplásmica 

(Lowenstein, 1961; Pette, 1966), porque la NADP-IDH 

citoplásmica mantiene una alta razón 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 través de la 

mitocondria y citoplasma ilustrando el papel de las isozimas 

deshidrogenasa isoc{trica NADP específicas. Las enzimas que 

participan en este transporte son numeradas de 1 a 6 y son 

las siguientes: IDH-Bz, IDH-Az, AAT-Bz, AAT-Az, 

MDH-Az y MDH-Cz respectivamente. Todas las enzimas son 

polimÓrficas excepto MDH-Cz. 

IDU deshidrogenasa isocítrica 

AAT Aspartato amino transferasa 

MDU Deshidrogenasa malato 
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Colman (1975) ha mostrado que la Kmisoc de la NAD-IDH de 

corazón de puerco es dependiente de pH, y de acuerdo a 

Colman: "la NAD-IDH y la NADP-IDll se complementan. Varios 

factores, junto con sutiles variaciones de pH, influencian el 

flujo relativo a través de dos vías de descarboxilación 

oxidativa de isocitrato. Estos cambios pueden contribuir a 

una alteración en la razon NADPll 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 transhidrogenaciÓn está ligado cercanamente a la enzima 

mitocondrial NADP-IDH (Kaplan, 1972), y (iii) una con­

centracion substancial de transhidrogenasa ha sido corre­

lacionada con altos niveles de NADP-IDH (Stein et al, 1967), 

dos vías para la oxidación 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 transhidrogenaciÓn y otra por la enzima NAD- IDll. La 

Figura 3.12 ilustra una posible v!a metabólica para la 

oxidación de isocitrato por las isozimas IDH del hígado de 

Fundulus heteroclitus. 

Fundulus heteroclitus mantiene un equilibrio durante 

los ciclos de alimentación-ayuno y ejercicio-descanso. Los 

procesos de catabolismo y anabolismo operan de acuerdo a los 

requerimientos fisiológicos del animal. La actividad de 

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



FIGURA 3.12 Esquema de una posible vía de oxidación de 

isocitrato por las isozimas NADP específicas citoplásmica 

(IDH-Bz) y mitocondrial (IDH-Az), y la enzima 

mitocondrial NAD-IDH en el hígado de Fundulus heteroclitus. 

La Figura ilustra la generaci~n de NADPH para los procesos de 

biosíntesis y el posible acoplamiento de NADPH a un sistema 

de transhidrogenación para generar junto con la enzima 

NAD-IDH, equivalentes reductores para la producción de 

energía (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 reacción es determinada por las razones NAD/NADH y 

ADP/ATP. 

Después de ingerir alimento y en condiciones de 

descanso, los combustibles ingeridos son convertidos en 

glucosa, ácidos grasos, amino ácidos y triglicéridos. En el 

hígado, el combustible es grandemente almacenado como 

glicógeno y triglicéridos. Los procesos biosintéticos re­

quieren de NADPH que puede ser suministrado por la vía del 

fosfogluconato, la deshidrogenasa málica, la deshidrogenasa 

isocítrica NADP específica del citoplasma, etc. (White et al, 

1978). No importa cual es la fuente de NADPH, éste puede ser 

usado en la síntesis de acidos grasos, síntesis de es­

teroides, generación de polioles, interconversión de deoxi­

hexosas, degradación de lisina, triptofano, timina y 

citosina, síntesis de vitamina A, como fuente del mecanismo 

de transhidrogenación y para reducir metahemoglobina, gluta­

tión y tioredoxina. Todos estos procesos biosinteticos son 

favorecidos en un pez bien alimentado y en descanso. 

Durante ayuno, las reservas de glicógeno del hígado 

son usadas en la glicólisis anaeróbica, por las células 

sangufneas, el músculo blanco y la continua oxidación por el 

cerebro y el sistema nervioso. Las principales vías 

metab6licas operando en estas condiciones en el hígado son la 

catálisis de triglicéridos, oxidación de ácidos grasos y 
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gluconeogénesis de los amino a'cidos, lactato y glicerol, los 

cuales son suministrados por el músculo, nervios, cerebro, 

células sanguíneas y tejido adiposo. El hígado a la vez 

suministra de glucosa a esos tejidos vía gluconeogenesis. 

Durante ejercicio extremo este fenómeno es 

acentuado; los triglicéridos y glicógeno del hígado se des­

doblan liberando ácidos grasos y glucosa, respectivamente, 

dentro de la sangre. Estos metabolitos a la vez serán 

oxidados por el músculo para generar ATP. El lactato generado 

durante la contraccion muscular es regresado al hígado y con­

vertido nuevamente a glucosa vía gluconeogénesis. El 

ejercicio incrementa la cantidad de lactato y disminuye el pH 

de la sangre de Fundulus (DiMichele y Powers, 1982a), así 

como una disminución del pH intracelular (Johnston, 1977; 

Thillart et al, 1982). Estos cambios en pH pueden contribuir 

a la regulación metabólica de las isozimas IDH porque 

cambios en la concentraci~n mitocondrial de la razón NADH/NAD 

son un importante vínculo entre las vías oxidativas y la res­

piración (Denten y Pogson, 1976). La Kmisoc de la NAD-IDH 

de corazdn de puerco es dependiente de pll, y sutiles varia­

ciones de pH pueden contribuir a una alteración en la razón 

NADPH a NADH, favoreciendo a la enzima NADP-IDll o a la 

NAD-IDH (Colman, 1975). Una disminuci6n en pH tambien favo­

rece la carboxilaciÓn reductiva de ol-cetoglutarato (Siebert 

et al, 1957a). Además, esta tesis ha mostrado que la afinidad 
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de NADP de la isozima IDH-B2 de Fundulus es tambi'n 

dependiente de pH. 

Aunque los datos de cinética enzimática son con­

sistentes con el razonamiento descrito en esta tesis y con 

los estudios de las isozimas deshidrogenasa malato de 

Fundulus (Cashon, 1981), no conocemos la concentración de los 

sustratos intracelulares, pH, ni la razón NADPH/NADP. Estos 

parámetros importantes deben ser obtenidos y posteriores es­

tudios hechos, con objeto de determinar si los experimentos 

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

[ ec. 1) 

donde V = actividad de la enzima al tiempo t, Vo = actividad 

inicial de la enzima, C1 y C2 son constantes en función 

de las constantes k1 y kz de la tasa de reacción de 

primer orden. Las Figuras A.l a A.9 muestran los perfiles de 

desnaturalización y la Tabla A.l, los ajustes obtenidos por 

computación de los datos de desnaturalización te'rmica (ver en 

Capítulo II la conducta de las isozimas IDH durante 

inactivaciÓn térmica), Los siguientes supuestos fueron con­

siderados con objeto de justificar el uso de la ecuación 1 

para ajustar los datos. 

La conformación de las proteínas es dependiente de 

temperatura, y cambios en la estructura cuaternaria y ter­

ciaria pueden ocurrir. Las interacciones hidrofobicas junto 

con otros enlaces químicos débiles, contribuyen a la es­

tabilidad de las estructuras cuaternaria y terciaria de las 

enzimas multiméricas, as! manteniendo la asociación de las 

subunidades. Los enlaces químicos débiles pueden ser rotos 

por medio de energía térmica pero la pérdida de la estructura 
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TABLA A-1 AJU.STE .DE .Lo.s. DATOS DE DESNATURALIZACION 
TER!IICA .POR CONPUTACION. 

ISOZIMA CONDI- C1 k1 C2 k2 
CIONES RAIZ CUADRADA 

ºe DE LA VARIANZA 

IDH-A2 50° *.84438 -.07122 .03357 .00320 
.90279 -.06427 .07800 . 015 25 J.42 X 10-2 

**.94451 -.05729 .14020 .02592 

IDH-B2 50° .87550 -.02053 .06433 . 0164 9 
.91198 -.01877 .09821 .02108 l. 5 7 X 10-2 
.94451 -.01717 .13620 .02577 

IDII-C2 37° .27618 -.17758 .57710 -.01225 
.35333 -.13556 .65082 -.00969 2.85 X 10-2 
.42477 -.09666 .73044 -.00732 

IDll-C2 40º .40103 -.23411 .40990 -.02319 
.49577 -.18310 .50063 -. 01843 2.83 X 10-2 
.58509 -.13501 .59686 -.01395 

IDH-C2 42° .66392 -.26338 .21755 -.02355 
.72404 -.22808 .27420 -.01757 l. 68 X 10-2 
.78090 -.19469 .33409 -.01192 

IDH-C2 43° .62680 -.69636 .29148 -.05702 
.67333 -.56566 .32667 -.04951 l. 38 X 10-2 
. 70922 -.46483 .37228 -.04372 

IDH-C2 45° .70379 -.79565 .17896 - • 08500 
.77244 -.61509 .22757 -.06572 2. 2 2 X 10-2 
.82147 -.48612 .29561 -.05195 

IDH-C2 45º .37085 -.22451 .50686 -.17747 
W/NADP .4 3048 -.18478 .56738 -.15177 1.89 X 10-2 

.49011 -.14505 .62789 -.12608 

IDH-C2 45° .20070 -.16834 .72775 -.00467 
H/ISOC .2 3509 -.13627 .76566 -.00373 l. 39 X 10-2 

.27170 -.10213 .80127 -.00272 

* Limite inferior 
** Limite superior 



FIGURAS Al a A9. Ilustran la cinética 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 ecuación: 

V/Va = c1e-k1t + c2e-kzt 

En cada una de las figuras se indica la isozima y la 

temperatura a la que fue incubada. En todos los casos se 

utilizó el buffer: trietanol amina/el- 30 mM pH 7.4 

conteniendo albúmina de suero de bovino (BSA) al 1%. 

Los detalles experimentales se encuentran descritos en el 

CapÚul o I I, sección 15. 

AL IDH-A2 incubada a SOºC 

A2. IDH-Bz incubada a SOºC 

A3. IDH-C2 incubada a 37°C 

A4. IDH-Cz incubada a 4 o ºe 

AS. IDH-C2 incubada a 42ºC 

A.6 IDII-Cz incubada a 4 3 ºe 

A. 7 IDH-C2 incubada a 45°C 

A.8 IDH-Cz incubada a 45°C en presencia de sustrato (isoc.) 

A.9 IDH-Cz incubada a 45°C en presencia de coenzima (NADP) 
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cuaternaria puede también ser precedida por un cambio en la 

conformación terciaria. Cambios en la estructura terciaria 

ocurren en un amplio rango de temperaturas, y una alteracion 

en la conformación a menudo lleva a un cambio en la actividad 

enzimática (pero no necesariamente pérdida). Las enzimas 

pueden tener diferentes actividades enzimáticas bajo ciertos 

régimenes termicos (Hochachka y Somero, 1973). En adición, 

cambios estructurales en la enzima pueden alterar la con­

formación del sitio activo y cambiar los requerimientos e­

nergéticos del proceso catalítico (Roberts, 1977). Entonces, 

el proceso de desnaturalización térmica observado para las 

isozimas IDll-NADP puede ser descrito como dos estados con­

formacionales de la proteína dependientes del tiempo y que 

ocurren a diferente temperatura y tasas de reaccion. Se 

supone que cada estado conf ormacional sigue un proceso 

cinético simple de primer orden y que el proceso total de 

desnaturalización de la proteína es descrito adecuadamente 

por dos reacciones sequenciales de primer orden. Estas reac­

ciones consisten de una fase rápida 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 IDll, bajo 

condiciones de desnaturalización, exhibe dos diferentes 
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tipos de conducta dinámica (i.e., dos diferentes Kcat) para 

cada estado conformacional. 

Aunque los datos se ajustan perfectamente bien a la 

ecuación 1, no se implica que las diferentes tasas de cambio, 

pertenecen a una sola clase de transición durante el proceso 

de desnaturalización, o que la enzima dimérica se disocia en 

mon6meros, porque no se observaron monómeros activos en estos 

estudios. Además, la especie monomérica de la enzima NADP-IDH 

de hígado de res es catalíticamente inactiva (Carlier y Pan­

taloni, 1978). 

Los datos fueron ajustados con una computadora HP 

1000 y un programa paramétrico no-lineal de mínimos cuadrados 

que estima: (i) los valores de los parámetros, (ii) los 

limites de confianza respectivos de los errores asociados con 

los valores paramétricos determinados, y (iii) verifica que 

los parámetros sean válidos en términos de análisis y 

significado físico. Los detalles del procedimiento de ajuste 

son descritos por Turner et al (1981). Este programa no­

lineal ha sido utilizado extensamente en el análisis de datos 

de reacciones de asociación y disociación de subunidades de 

hemoglobina humana (Turner et al, 1981), y en ambos estudios 

de cinética de la desnaturalización térmica del 

heterotetrámero de la deshidrogenasa láctica (Place, 1979) y 

el dímero 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 las 

isozimas IDH-NADP siguen un mecanismo BI-TER. 

E 

k A 
1 

E k E Al\.'\: ~2 Jl 

ks ilk-
(SKR_l . "'~ 

- 2 EAB ~EPQR 
k_3P //i:k3 k_4Q q · 

;::_:_:_:_:_:_->_E Q R 
k 

ER 

4 

Los 5 patrones de cuatro líneas de interconversión 

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

n C1 u 



E/[EJt 

EA/[E]t 
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(k5k4k3k2[B] + k_4[Q]k-3[P]k-2k-l 
+ ksk-1k_ 2k_ 3 [PJ + k4ksk-ik-z + 
ksk4k3k-1)/ Denominador 

(k1[A]k5k4k3 + k4ksk1[A]k-2 + 
ki[A]k-4[Q]]k-3[P]k-2 + 
k-5[R]k-4[Q]k-3[P]k-2 + 
ksk1[A]k-2k-3[P])/Denominador 

EAB + EPQR/[E]t = (k_1k-5[R]k_4[Q]k_3[P] + 

EQR/[E]t 

ER/[E]t 

k4k5k1 [AJk 2 [BJ + 
kz[B]k-3[P]k_4[Q]k_5[R] + 
ki[A]k2[B]k-3[P)k_4[Q) + 
ksk1[A)k 2 [B]k_3[P])/Denominador 

(k5k1[A]k2[B)k3 + 
k_zk-1k-5[R)k-4[Q) + 
k_5[R]k_4[Q]k2[B]k3 + 
k-1k-5[R)k-4[Q)k3 + 
k1[A)k2[B)k3k-4[QJ)/Denominador 

(k-5[R]k-1k-2k-3[P] + 
k1[A)k2[B)k3k4 + 
k4k-s!Rlk-1k-2 + k-1k-s!RJk3k4 + 
k-5[R)k2[B)k3k4)/Denominador 

Denominador= [Elt =suma de los 25 términos del numerador 



205 

[Elt k 4 ksk-i(k_2+k 3 ) + k 1 k 4 SCk 3+k_2 )[AJ 
+ k 2k 3 k 4ks[BJ + k_ 1 k_ 2 k 3 ks[PJ + 
k_sk-1 k4(k_ 2+k 3 )[RJ + k 1kz(k4ks + 

kJks + kJk4) (AJ [B] + kiksL2L3 (A] [P] 
+k1k2k5L3 [AJ (B] (P]+k1k2k3k4[A] (B] [Q] 

+ kik-2k-3k-4(A](P] (Q] + kik2k-3k-4 
(A] (B] (P] (Q] + k2k3k4L5 (B] (R] + 
k2k3k-4k-s (BJ(QJ [RJ + k2k-3k-4ks 
[B] [P] [Q] [R] + L1L4L5(k3+k-2)(Q] [R] + 
L1k-2k-3k-s [PJ (RJ + k-1k-2k-3k-4 
(P] (Q] + k_3k_4k-5(L2+k-1) (P] (Q] (R] 

Ecuación de velocidad 

Ecuación conforme a los cef icientes de Cleland 

v = (num 1 [AJ[B] - num 2 [P](Q][R])/ Constante+ CoefA[A]+ 
Coef 8 [B] + CoefAs[A] (B] + Coefp[P] + CoefR(R] + 
Coefpq(P](Q] + CoefpR(P](R] + CoefqR[Q][R] + 
CoefpqR(P] (Q] (RJ + CoefAp[A] (P] + CoefAsp[A] [B] (P] 

+ CoefABQ(AJ (B] (Q] + CoefApq(A] (P] (Q] + CoefsR(B] (R] 
CoefBQR[B] (Q] (R] + CoefABPQ(A] (B] (P] (Q] + CoefBPQR 
[B] [P] (Q] [R]. 

Numerador y denominador multiplicados por 

num 2/CoefAB CoefPQR y algunos términos por num l/num 2 

v = (num 1 num 2 (A] [B]/CoefAB CoefpqR) - (num 2 num 2 
num 1 [P] [Q](R]/CoefAB CoefPQR num 1)/Denominador 

Denominador = suma de la constante y todos los términos 
coeficientes. 
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v = [Vfmax vrmax ([A)[B) - [P)[Q)[R)/Keq)]/ 
[(Constante num 2/CoefAB CoefpqR) + (CoefA num 2 
[A]/CoefAB CoefpqR) + (CoefB num 2 [B)/CoefAB 
CoefpqR) + (CoefAB num 2 [AJ [B] /CoefAB CoefPQR) 
+ (Coefp num 2 num 1 [P) /CoefAB Coef PQR num 1) 
(CoefR num 2 num 1 [R]/ CoefAB Coefpqa num 1 ) 
+(Coefpq num 2 num l[P)[Q]/CoefAB CoefpqR num 1) 
+(CoefpR num 2 num l[P] [R]/CoefAB CoefPQR num 1) 
+(CoefQR num 2 num l[Q) [R)/CoefAB CoefpqR num 1) 
+(CoefpqR num 2 numl[P][Q][R]/CoefAB CoefpqR num 1) 
+(CoefAP num 2 num l[A) [P)/CoefAB CoefPQR num 1) + 
+(CoefABPnum 2 num l[A) [B] [P)/CoefAB CoefpqR num 1) 
+(CoefABQ num 2 [AJ [B) [Q] /CoefAB CoefpqR) + 
(CoefAPQ num 2 num l[A) [P) [Q]/coefAB CoefpqR num 1) 
+ (CoefBR num 2 [B] [R] / CoefAB Coef PQR) + 
(CoefBQR num 2 [B] [Q][R]/CoefAB CoefPQR) + 
(CoefABPQ num 2 num l[A] [B) [P] [Q)/CoefAB CoefpqR) + 
(CoefBPQR num 2 [B] [P] [Q] [R] /CoefAB CoefpqR)] 

La ecuación se simplifica a 

V= ¡vf vr ([A][B]-[P][Q][RJ/Keq)]/[vrKia KmB + 
vr KmB[A] + vr KmA [B] + vr[A] [B] + (VfKirKmQ 
[Pl/Keq) + (VfKic¡KmP[Rl/Keq) + (VfKmR[P][Q]/Keq) + 
(VfKmQ[P][R]/Keq) + (VfKmP[Q][R)/Keq) + 
(Vf[PJ[Q][R]/Keq) + vfKmi Kir[AJ[PJ/K1aKeq) + 

(VrKiaKmA[B) [R] /Kir) + (V KmQ kir(AJ [B] [P]/ 
Kia Kib Keq) + (Vr KmA [AJ [B] [Q]/Kiq) + 

(VÍKmR [A][P![Q]/Kia Keq) + (Vr KmA Kip [B][Q][R]/ 
Kiq Kir) + V KmR [AJ [B] [P] [Q] /kiaKibKipKeq) 
+ (Vr KmB [B] [P] [Q] [R]/Kiq Kir)J 

Donde: vf = num l/CoefAB vr num 2/CoefpqR 

Keq 

KmP 

KmR 

num 1/ num 2 or 

CoefqR/CoefpQR• KmQ 

Coefpq/CoefpQR• Kia 

Coef pR/Coef pqR 

Const/CoefA 

CoefAB = CoefA/KmB y Constante = KmB Kia 
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Kib Coef A/Coef AB = CoefAp/Coef ABP 

CoefApq/CoefABPQ 

Coefp/CoefpR 

CoefR/CoefqR 

CoefpR/Coef pQR 

Coefpq/Coef pQR 

Coefnpq/Coef BPQR 

Coef ABPQ/Coef ABPQR 

Coefnpq/CoefBPQR 

Para la reacción hacia la derecha (forward resction) las 

constantes de los parámetros cinéticos son las siguientes: 

vfmax = kJk4k5/k1(k4k5+3k5+k3k4) 

KmA = k3k4k5/k1(k4k5+k3k5+k3k4) 

KmB = k4ks(k3+k-2)/kz(k4k5+k3k5+k3k4) 

Vfmax/KmB kzk3/(k3 + k-2) 

A = NADP B = lsocitrato 

Las constantes incluidas en los parámetros 

cinéticos Km y Vmax/Km son idénticas para ambos mecanismos 

Bl Bl and Bl TER para la reacción hacia la derecha (oxidación 

de isocitrato). 
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APENDICE II 

A. APLICACION PRACTICA DE LAS ISOZIMAS 

Una de las principales preocupaciones en pesquerías 

al nivel internacional ha sido la explotación racional y no 

destructiva de muchos recursos marinos. Sobrepesca y 

acuacultura provocan la disminución de los recursos genéticos 

de poblaciones naturales, si las poblaciones marinas y la 

genética ecólogica no son completamente entendidas. Muchas 

poblaciones naturales de organismos marinos han sido pérdidas 

por eutrof icación, contaminación. sobreexplotación, introduc­

ciones y procedimientos de manejo inadecuados (Taggart ~. 

1981). Por lo tanto, es imperativo que stocks marinos 

potencialmente valiosos sean identificados y medidas 

adecuadas sea tomadas si se desea una explotación y manejo 

racional de estos stocks. Los esquemas de administración en 

biología pesquera se basan en el concepto de "unidad stock", 

el cual depende de la reproducción continua de las especies 

en presencia de una mortalidad inducida por explotación (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 característica comun de la trucha 

parda y de otros peces salmónidos, es la extremada 

variabilidad y plasticidad que presentan en muchos aspectos 
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de su ecología, morfología y conducta; así, esta variabilidad 

ha sido usada para reconocer diferentes especies (Taggart ~ 

~. 1981). 

Entre los taxonomistas de peces, la medición de la 

diferenciación morfológica por medio de características 

morfométricas y merísticas de los individuos de diferentes 

localidades geográficas es también usada para diferenciar 

stocks (Shaklee y Samollow, 1982). Sin embargo, la con­

tribución relativa de las influencias del medio ambiente y 

genéticas se refleja en una tremenda variabilidad entre las 

poblaciones, haciendo difícil separar estos dos aspectos de 

i~teracciÓn por estudios tradicionales que incluyen el examen 

de características morfológicas (Taggart ~. 1981). 

Otros enfoques usados para examinar la estructura de 

un stock incluyen: características de la historia de vida 

(tiempo de desove, edad, fecundación, etc.), parásitos y 

patrones de migración, que en ciertas especies claramente 

indica la existencia de múltiples stocks. Sin embargo, estos 

enfoques requieren de pesquerías establecidas que provean un 

gran número de individuos por análisis (Shaklee y Samollow, 

1982). 

La presencia de múltiples 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 inspección electroforética de las 
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isozimas y alozimas ha permitido estudios de la variación 

genética dentro y entre especies, minimizando los efectos de 

la modulación del medio ambiente (Ferguson, 1980), y pro­

veyendo una alternativa para la identificación de stocks de 

vertebrados e invertebrados marinos de importancia comercial 

(Jamieson, 1975; Tracey et al, 1975). Esta técnica también 

provee marcadores Útiles para la investigación de poblaciones 

genéticas de peces (Allendorf y Utter, 1979). La fuerza de 

este enfoque radica en el hecho de que en casi todos los 

casos: (i) el fenotipo bioquímico del organismo no es 

afectado por variables ambientales; (ii) el fenotipo 

bioquímico de cada individuo es estable a traves del tiempo; 

y (iii) la variación genética observada en las proteínas es 

casi siempre debida a un factor simple Mendeliano el cual es 

codominantemente expresado (Ayala, 1975). Por lo tanto, la 

electroforesis es un medio eficiente 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 

salmónidos ha sido ampliamente estudiada para describir los 

patrones de intercambio genético y el grado de aislamiento 

entre unidades geográficas locales (Allendorf y Phelps, 1981; 

Utter et al, 1979; l/right ~. 1980). 

Los polimorfismos de la deshidrogenasa isocítrica 

NADP especÍf ica en el salmón del Atlantico Salmo salar han 
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sido de valor potencial para investig r la población de dos 

razas del salmón del Atlántico en Irl nda (Cross y Payne, 

1977). 

Estudios en especies de importancia comercial como 

la langosta Panulirus marginatus, la lapa Cellana exarata, el 

pez Pristipomoides filamentosus, y el pez damisela Stegastes 

fasciolatus han proveído interesante. patrones en la es­

tructura de sus poblaciones en el Ar hipi~lago Hawaiano 

(Shaklee y Samollow, 1982). 

Una inspección electroforética de las alozimas de 

seis especies de peces de importancia comercial de New Zea­

land fue llevada a cabo para determlnar las fronteras de los 

stock con el propósito de obtener o ciones de captura y ma­

nejo de la pesquería (Gauldie y Joh ston, 1980). La estruc-

tura de la población, localización número de zonas de 

desove en la anguila se han estudia o en China y Japón a 

traves del análisis de la variación genética de la deshidro­

genasa isocítrica NADP específica, así como de otros sistemas 

enzimáticos (Taniguchi y Numachi, 978). 

La distribución de alguno stocks de peces ha sido 

también correlacionada con la temp•!ratura del agua (Gauldie y 

Johnston, 1980). Algunos stocks de truchas de aguas costeras 

interiores tienen alelozimas IDH q e poseen una gran 

tolerancia a altas temperaturas. Esto apoya la noción de que 

las isozimas IDH-NADP tienen sign ficado adaptativo en esta 
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especie. Estas especies son diferentes a los stocks de áreas 

costeras externas del Pacífico del Noroeste (Redding and 

Schreck, 1979). 

La estructura de los stocks de la merluza, Merluc­

cius australis fue estudiada por medio del análisis elec­

troforético de los polimorfismos de la deshidrogenasa 

isocítrica NADP específica, como parte de un programa de 

separación de stocks de especies comerciales importantes en 

la zona de New Zealand. Los datos obtenidos de estos estudios 

han sido usados para la administraci6n efectiva de este re­

curso marino (Smith et al, 1979). 

Por lo tanto, los estudios electroforéticos 

acoplados a investigaciones bioquímicas a nivel molecular 

(esta tesis) e investigaciones ecológicas son importantes 

para entender la estructura genética de los organismos 

marinos con objeto de formular decisiones de política que 

consideren la proteccio'n, conservaci6n y explotación de 

cualquier recurso pesquero. 

La variación de la alozimas en poblaciones marinas, 

es también útil para detectar contaminación por metales 

pesados. Estudios en el camarón Palaemon elegans han indicado 

que existe una tolerancia diferencial de los genotipos en 

concentraciones variables de mercurio (Nevo et al, 1980). 

Así, 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 propósitos de experimentación y 

diagnóstico. Por ejemplo, las isozimas de la deshidrogenasa 

isoc{trica y láctica han sido usadas en la busqueda de 

patogénesis en varios estadfos de enfermedades (Vesell, 

1975). Las isozimas han sido también directamente aplicadas 

al estudio de enfermedades humanas, como en los desórdenes 

oftálmicos (Ferrell y Hajumder, 1982), en ciencia forénsica 

(criminología) (Sensabaugh, 1982), y en agricultura para el 

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

De los estudios de las isozimas de la deshidrogenasa 

isocítrica NADP específica se infiere que existen diferentes 

relaciones estructura-función entre ellas y que tienen un 

papel especializado en el metabolismo y función de las 

células del pez debido a su diferente distribución celular y 

especificidad en tejido. Sin embargo, el significado de los 

polimorfismos proteicos de los loci del hígado no es 

conocido, 

Ya que los polimorfismos proteicos han sido un tema 

de controversia (Lewontin, 1974; Kimura, 1979) sin resolución 

satisfactoria, nuestro siguiente objetivo será investigar las 

propiedades estructurales y funcionales de los productos 

alélicos del locus Idh-B en relación a una variable ambiental 

modelo (temperatura). Se sabe que la temperatura es una posi­

ble fuerza selectiva de adaptación; además, existen correla­

ciones entre la frecuencia de alelos y la temperatura (Powers 

y Powers, 1975; Powers y Place, 1978). Por tanto, se 

examinarán las propiedades catalíticas de las variantes 

alélicas de la deshidrogenasa isocítrica dependiente de NADP 

(locus IDH-Bz), por medio de estudios de cinética en­

zimática de estado constante en función de temperatura y pH. 

Los resultados de esta investigación ayudarán a contestar la 

siguiente pregunta: ¿Cual es el significado de la variación 
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genética de las poblaciones naturales?, i.e,, ¿están las 

alozimas IDH mantenidas por selección natural o deriva 

genética?. Estos estudios proporcionarán un avance al 

conocimiento acerca del significado de la variación proteica 

y quizas favorecerá una teoría evolutiva sobre la otra, i.e., 

seleccionista o neutralista. 
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