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/'
Capítol I : INTRODUCCIÓ '\

1. IMPORTÀNCIA SOCIAL. MEDICA I CIENTÍFICA DEL CONSUM D'ALCOHOL EN LA

POBLACIÓ HUMANA

El consum d'alcohol, ja sigui en -forma de begudes -fermentades o

destil·lades, es un hàbit secular en la nostra civilització, perd

sobretot en els pobles de l'àrea mediterrània. Espanya es el tercer

productor mundial de vi (84) i ocupa el tercer lloc dels països

consumidors d'alcohol a Europa, desprès de França i Luxemburg, amb un

consum de 18,8 1 per habitant i per any (15).

Les propietats iniques de l'alcohol, com ser -fàcilment obtenible i

ser capaç de modi-ficar l'estat d'ànim i el comportament, varen atorgar-li

ben aviat un gran prestigi social. Les seves propietats bene-ficioses tais

com l'aportació calórica aparent o l'e-fecte tònic es posen de manifest

quan es consumit en dosis moderades. Malgrat tot, com en totes les

drogues i moltes substàncies nutritives comunes, la ingestió d'alcohol en

quantitats que s'aproximen o excedeixen la capacitat de la seva

eliminació metabòlica, s'ha mostrat molt perjudicial, comportant greus

problemes de toxicitat, sensibilitat, tolerància i dependència.

A Espanya, mes de la meitat de la població adulta consumeix

diàriament begudes alcohòliques (84), calculant-se que existeixen

aproximadament uns 2.000.000 de malalts alcohòlics (219, 295). A

Catalunya, d'un 9 a un 11 X de la població* de 16 a 65 anys consumeix més

de 80 g d'alcohol pur per dia, quantitat que es considera altament nociva

per al -fetge (110). La població infantil (4-14 anys) de Barcelona i

província ha consumit alguna vegada alcohol en un 94,9 '/., el que -facilita

la primerenca adquisició de l'hàbit (219).

El cost social dels problemes derivats de l'abus de l'alcohol es molt

elevat, posant-se de relleu com a problema de primera magnitud. Es per
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aquesta rao que l'estudi del metabolisme de l'etanol i dels seus efectes

•fisiologies en l'home es avui una anea prioritaria i mul t i disc i pi inàri a

d'interès social, mèdic i científic.

En els darrers anys ha augmentat el consum d'alcohol en la dona, en

part provocat pel canvi del seu paper en la societat. En 20 anys s'ha

passat d'una dona per cada 10 homes alcohòlics a dues o tres dones,

inclus sis en algunes regions del pais (68). Cal dir que la dona apareix

generalment me's susceptible als efectes tòxics de l'alcohol (212). A

Espanya, hi ha unes 800.000 dones alcohòliques, de les quals les dues

terceres parts es troben en edat -fèrtil (¿8). Les dones alcohòliques

presenten una incidència menor d'embarassos que les dones no

alcohòliques. Per altra banda, é*s corrent que moltes dones prenguin dosis

d'alcohol que es consideren moderades durant l'embaràs, confiades en la

inoqüitat d'aquesta ingestió'. Diversos estudis realitzats en diferents

països, sobretot en els que tenen un fndex de consum d'alcohol prou

important, han demostrat que una ingestió diària de 15 a 30 g d'alcohol

és suficient per a provocar alteracions importants en el fetus, amb

afectació'ui ter ior neurològica, intel .lect iva i física (212).

1.1. Síndrome d'alcoholisme fetal

La sfndrome d'alcoholisme fetal (F.A.S.), definida per primera vegada

per Jones i col. (161), constitueix un conjunt d'anomalies que afecten al

fetus, i posteriorment al nounat, f i l l d'una mare que ha ingerit dosis

importants d'alcohol durant l'embaràs (263, 264). Algunes d'aquestes

anormalitats son deficiències en el creixement, desenvolupament tardà,

retard mental, microcefalia, conducta irritable i hiperactiva durant la

infantesa i un cert nombre de defectes morfològics facials, cardíacs i en

les extremitats (161). Dins del mateix quadre clínic són freqüents també

els avortaments espontanis, parts prematurs i sovint la mort perinatal.

Cal afegir que un elevat percentatge de les placentes provinents de nens

amb F.A.S. presenta també lesions de tipus morfològic, amb un

desenvolupament anormal de les microvellositats placentàries (17) (veure
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1.5.1.).

Un de cada mi l nens neix amb aquesta síndrome (1, 2), constituint una

de les causes principals de subnormal i tat i apareixent en un 30 "/. dels

embarasses de dones alcohòliques (162). La variabilitat observada en la

patologia de la sfndrome sembla estar relacionada amb diferències en els

estadis cr í't i es de l'embaràs, en termes de les concentracions màximes

d'etanol en sang, -freqüència de la ingestió, tipus de begudes, estat

nutricional i grau de -funcionalitat hepàtica materns, di-ferències

genètiques o adquirides en la susceptibilitat en-front de l'alcohol (263)

(veure 1.4.4.1.5.) i possiblement en la capacitat de metabolitzar alcohol

per part del -fetus o de la placenta. Entre les setmanes 4a. i 10a.

després de la concepció, el sistema nerviós central del -fetus apareix

especialment vulnerable a 1'acció nociva de l'alcohol (212).

Malgrat tot, no es coneix encara amb certesa quin es l'agent

teratogènic directament responsable de la sfndrome ni el paper

desintoxicador que poden jugar-hi els sistemes enzimàtics de la placenta

o del -fetus. En estudis realitzats amb animals model, tant l'etanol com

el seu derivat metabòlic, 1'acetaldehid, han demostrat ser compostos

teratogènics (25, 47, 56, 237, 286, 313). La comprensió dels efectes

tòxics i -farmacologies d'aquestes dues substàncies durant la gestació

requereix l'estudi a n i v e l l molecular dels enzims que participen en el

seu catabolismo en el sistema -feto-placentar i. El coneixement dels

mecanismes de protecció que o-fereix la "barrera placentaria" en-front de

l'etanol i de 1'acetaldehid podria contribuir a l'establiment de noves

estratègies terapèutiques i de prevenció*.
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2. BIOQUÍMICA I FARMACOLOGIA DE L'ETANQL

2.1. Absorció, distribució i eliminació de l'etanol

Quan es consumit, l'etanol és absorbit ràpidament al llarg de tot el

tub digestiu, principalment a l'intestí prim, i en menor grau a l'estómac

i l'intestf gruixut. L'absorció de l'etanol varia segons el tipus de

beguda alcohòlica ingerida, essent inferior en el cas de la cervesa i el

vi, comparats amb les begudes destil·lades. També depèn de la quantitat i

tipus de menjar ingerit, així com de la velocitat d'eliminació* gàstrica.

Després de l'absorció" intestinal, l'etanol entra en la vena porta i

travessa el fetge, abans d'assolir la circulació perifèrica a través de

la vena hepàtica.

L'etanol es una substància polar i miscible amb l'aigua en totes les

proporcions. Degut al petit tamany d'aquesta molècula i a la seva

1iposolubi1 i tat, travessa fàcilment la membrana cel·lular per simple

difusió. L'etanol difon també ràpidament a traves dels capilars i altres

membranes i es distribueix en els diferents teixits en estreta

proporcionalitat amb la quantitat d'aigua present en el t e i x i t . Així", la

concentració en sang serà una mica més elevada que la del mífscul, fetge o

cervell. L'etanol passa també al líquid ocular, fluids cerebroespinal i

ascftic, b i l i s , saliva, orina i alè (111). En les dones embarassades,

travessa lliurement la placenta, trobant-se en el Ifquid amniòtic, cordó

umbilical i en la sang i teixits fetals en la mateixa concentració que en

la sang materna ( 255, 320, 322). Aquestes observacions coincideixen amb

les realitzades en animals model que han sigut intoxicats amb etanol: 5

min després de l'administració de l'etanol, les concentracions d'aquesta

droga en sang materna i sang fetal són idèntiques (26, 46, 120, 176,

2ó9). A les 3,5 h de la ingestió, quan l'etanol ha sigut pràcticament

eliminat de la sang materna, el líquid amniòtic presenta una concentració

10 vegades superior, amb el que el fetus restaria exposat als efectes

tòxics de l'etanol més temps de l'esperat <4ó). Durant el période

d'alletament, l'etanol també* apareix en la llet materna <269).
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L'etanol no is un component habitual dels -flu'ids corporals. Hom creu

que les traces d'etanol trobades en l'organisme provenen de les

•fermentacions de la -flora bacteriana intestinal <184). L'etanol es

eliminat activament per l'organisme. D'un 2 a un 10 X es excrétât

directament en l'aire expirat pels pulmons, l'orina i la suor <201). La

major part del seu metabolisme te" lloc en el -fetge, responsable de me's

del 75 '/. de la seva eliminació. El valor màxim de capacitat d'oxidació de

l'etanol del -fetge humà é's de 2 mmol etanol/min, mentre que el

metabolisme extrahepàt¡c s'ha calculat en n oro é's 0,4 mmol etanol/min

2.2. Metabolisme oxidat i u de l'etanol

L'etanol, com moltes substàncies tòxiques, é's eliminat principalment

per oxidació. La cel.lula hepàtica disposa de tres sistemes enzimàtics

per a oxidar l'etanol. Cada un d'ells està localitzat en un compartiment

subcel.lular di-ferent i genera acetaldehid: l'alcohol deshidrogenasa

<ADH) en el citoplasma, el sistema microsomal d'oxidació* d'etanol

(M.E.O.S.) en el reticle endoplasmàtic l l i s , i la catalasa en els

peroxisomes <200). Els dos últims no semblen contribuir signi-f icat i vament

al metabolisme de l'etanol en l'home, al menys en situacions normals (¿5,

74, 134).

La via metabòlica que segueix majoritàriament l'etanol s'indica en la

Fig. 1. L'etanol s'oxida primerament a acetaldehid per acció de l'alcohol

deshidrogenasa <ADH), utilitzant NAD+ com a coenzim. A continuació',

1'acetaldehid s'oxida a acetat en reacció* catalitzada per l'aldehid

deshidrogenasa (ALDH), que també u t i l i t z a NAD+ . Per acció* de

l'acetil-CoA sintetasa, l'acetat s'activa a acetil-CoA, que pot entrar en

el cicle de Krebs, on es produirà l'oxidació completa de la molècula,

obtenint-se energia metabòlica.

Dos compostos de la via d'oxidació de l'etanol s'han demostrat tòxics
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L'etanol no é's un component habitual dels -fluids corporals. Hom creu

que les traces d'etanol trobades en l'organisme provenen de les

•fermentacions de la -flora bacteriana intestinal (184). L'etanol es

eliminat activament per l'organisme. D'un 2 a un 10 X és excrétât

directament en l'aire expirat pels pulmons, l'orina i la suor <201). La

major part del seu metabolisme te" lloc en el -fetge, responsable de mis
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2.2. Metabolisme oxidat i u de l'etanol

L'etanol, com moltes substàncies tòxiques, é's eliminat principalment

per oxidació. La cel.lula hepàtica disposa de tres sistemes enzimàtics

per a oxidar l'etanol. Cada un d'ells està localitzat en un compartiment

subcel.lular di-ferent i genera acetaldehid: l'alcohol deshidrogenas*

<ADH) en el citoplasma, el sistema microsomal d'oxidació" d'etanol

(M.E.O.S.) en el reticle endoplasmàtic l l i s , i la catalasa en els

peroxisomes (200). Els dos últims no semblen contribuir signi-f icat i vament

al metabolisme de l'etanol en l'home, al menys en situacions normals (65,

74, 134).

La via metabòlica que segueix majoritàriament l'etanol s'indica en la

Fig. 1. L'etanol s'oxida primerament a acetaldehid per acció de l'alcohol

deshidrogenasa (ADH), u t i l i t z a n t NAD* com a coenzim. A continuació*,

l'acetaldehid s'oxida a acetat en reacció" catalitzada per l'aldehid

deshidrogenasa <ALDH), que també" utilitza NAD* . Per acció' de

l'acetil-CoA sintetasa, l'acetat s'activa a acetil-CoA, que pot entrar en

el cicle de Krebs, on es produirà l'oxidació completa de la molècula,

obtenint-se energia metabòlica.

Dos compostos de la via d'oxidació de l'etanol s'han demostrat tòxics
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per a l'home i responsables dels transtorns ocasionats per l'abus de

l'alcohol: el mateix etanol, i 1'acetaldehid. La importancia i duració

dels efectes tòxics dependrà de la concentració d'aquests compostos en la

sang i de la velocitat de la seva degradació en les reaccions 1 i 2 de la

via metabòlica (Fig. 1). Per altra banda, aquestes reaccions produeixen

elevades quantitats de NADH, canviant el potencial d'ox¡dació-reducc¡o de

la cel.lula, el que pot comportar importants alteracions metabòliques

(200).

2.3. E-fectes tòxics de l'etanol

Els nivells d'etanol en sang, o alcoholèmia, tfpics de l'estat

d'embriaguesa són de 20-30 mM, si bé es pot arribar a una concentració*de

100 mM en casos d'intoxicació mol t greu (201). Aquests nivells d'etanol

s'assoleixen entre 20 i 120 minuts desprès de la ingest ió d'alcohol.

Com ja s'ha dit, l'etanol es una substància liposoluble, pel que pot

desestructurar fàcilment les membranes cel·lulars, impedint l'adequada

difusió de nutrients o alterant la funció dels enzims o receptors de

membrana (119, 268, 273). Aixf, l'etanol pot afectar la correcta absorció

i digestió dels aliments a niv e l l intestinal, provocant diversos graus de

malnutrició" en els alcohòlics (14, 87, 201, 257). En les dones

embarassades, pot alterar el transport de les substàncies necessàries per

al correcte desenvolupament del fetus a través de les microvellositats

placentàries (163, 175, 202, 321). L'etanol s'ha associat amb variacions

en la qualitat i quantitat dels fosfolfpids que constitueixen les

membranes (¿7, 187, 265, 267). La interacció de l'etanol amb les

membranes neuronals s'ha postulat com a possible desencadenant de

fenòmens tais com la tolerància o dels efectes sedants de l'alcohol (67,

115, 119, 187, 288).

El consum crònic d'etanol produeix ademé's una prol iferació de les

membranes del reticle endoplasmàtic l l i s , incrementant-se la capacitat de

metabol ització d'algunes drogues, entre elles la del propi etanol. Aixf,
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en aquest cas, l'etanol seria oxidat, ademes de per 1'ADH, a traue's d'una

segona via, la del sistema microsomal d'oxidac\6 d'etanol (M.E.O.S.),

constituint una adaptació*metabòli ca <199).

2.4. E-fectes tòxics de 1'acetaldehid

L'acetaldehid es distribueix paral el amen t a l'etanol per tot el medi

extracel.lular i intracel.lular de l'organisme, si bé els nivells

d'acetaldehid que es poden trobar en la sang d'individus normals després

de la ingestió* de begudes alcohòliques són 10.000 cops més baixos que els

d'etanol. Aixf, quan la concentració d'etanol en sang és de 25 mM, els

nivells d'acetaldehid so'n inferiors a 2 jjM <101, 208, 233, 323), valor

situat en el límit de detecció dels ml t ode s de determinació* d'acetaldehi d

més sensibles. L'acetaldehid s'ha mostrat, però, de 10 a 30 vegades més

tòxic que l'etanol i amb poder mutagen i c i teratogènic (56r 120).

L'acetaldehid, com la majoria dels aldehids, és un compost

extremadament reactiu, unint-se als grups am i no i als grups ciste'ina

lliures de les proteïnes (45). Dins del metabolisme cel·lular, pot

afectar a la sfntesi i secreció de prote'ines (160), desencadenar la

•formació' de cataractes al cristal·lí (<S6) i promoure la peroxidac ió de

Ifpids a t r aye's de la seva unió al glutat ió redu'i t <1¿0, 31¿). Igualment,

s'ha descrit que pot induir alteracions morfològiques i funcionals en els

mitocondris, minvant la seva capacitat respiratòria. Lieber i col. (201)

han postulat un cercle viciós com a mecanisme de deterioració de la

funció mitocondrial i dany posterior de la cel.lula hepàtica en

alcohòlics, en el que hi jugarien un paper primordial 1'aldehidisme

crònic i una activitat ALDH disminuïda (201, 324) (veure I.4.4.I.4.).

Entre els nombrosos efectes fisiologies de 1'acetaldehid cal esmentar

un conjunt de símptomes d'origen al·lèrgic, coneguts amb el nom de

"vermellor facial" o "flushing", com són un augment de la temperatura

dérmica, vasodi latació perifèrica, acceleració del ritme cardíac, nàusees

i mal d'estómac (114).
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L'acetal deh i d, transportat -fins al cervell, podria actuar a dos

n i v e l l s : i n h i b i n t competi t ivament l'oxidació del s aldehids derivats de

les aminés biôgenes i provocant la seva acumulació, o bé~ reaccionant no

enz imàt icament amb les aminés biôgenes. En ambdós casos es -formarien

productes de condensació anomenats tetrahidroisoquinolines

<tetrahidropapaverolina i sal sol i noi), amb una estructura mol t semblant a

la de substàncies psicoactives o al.lueinògenes com la morfina. Fenòmens

tais com l'addicció o la tolerància a l'alcohol i la síndrome

d'abstinència poden tenir el seu origen en els efectes neuroquímics de

l'acetaldehid, sobretot en alcohòlics crònics, que generalment presenten

una acetaldehi dem i a més elevada (veure 1.4.4.1.4.). Malgrat tot, els

nivells d'acetaldehid detectats en cervell són molt baixos (303).

Alguns efectes -Farmacologies de l'acetaldeh i d són antagonistes dels

efectes directes de l'etanol, com el cas de l'alliberació de

catecolamines (3), contrarrestant els efectes sedants de l'alcohol (324).

2.5. Efectes tòxics de l'excessiva generació de NADH

Les reaccions catalitzaries per 1'ADH i l'ALDH, al augmentar la

relació" NADH / NAD+ , produeixen un notable desequilibri en l'estat

red-ox de la cel.lula, sobretot en el -fetge dels individus que pateixen

alcoholisme crònic. Per tal de contrarrestar aquest efecte, molts

metabolits veuen alterades les seves concentracions normals. Dos fenòmens

son especialment interessants; l'augment de lactat i l'estimulació de la

sfntesi de tr igl icèr ids.

L'augment de la relació lactat / piruvat redueix la

disponibilitat de piruvat per a la gluconeogènesi , produ'int-se

hipoglucèmia. L'excessiva producció de lactat també' causa

hiperlacticèmia, que contribueix a l'acidosi. Per altra banda, el lactat

interfereix en l'excreció renal de l'àcid úric, provocant hiperuricemia.

S'ha postulat que la sobreproducció de lactat per part del fetge podria
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jugar un paper important en el desenvolupament de la -fibrogenesi

hepàtica, ja que el lactat é's un conegut activador de la p e p t i d i l prolina

hidroxilasa, enzim implicat en la sfntesi de col.lagen. La -formació de

dipòsits de col.lagen en el -fetge podria trobar-se en l'origen de la

c irrosi alcohol¡ca.

- S'a-favoreix la sfntesi de <*-gl icerol—fos-fat i d'àcids grassos,

precursors dels triglicèrids, propiciant el desenvolupament del -fetge

gras. L'excés de triglicèrids al -fetge es compensat en part per una

alliberació de lipoprotéines de molt baixa densitat (ULDL) a la sang,

causant una lleugera hiperlipemia. L'excés d'àcids grassos també

contribueix a -formar cossos cetònics, única -font d'energia per al cervell

en cas de hipoglucèmia, els quals al ésser segregats a la sang produeixen

cetosi <201).

Malgrat els dos tipus de mecanismes esmentats per al manteniment de

l ' e q u i l i b r i red-ox, quan la producció de NADH è's massa elevada, la

cel.lula, per tal d'oxidar el NADH, entra en estat hipermetabolic en el

que es produeix un gran consum d'oxigen. Si la cel.lula es troba en una

regió del t e i x i t poc irrigada, pot so-frir un seriós dèficit d'oxigen, o

hipoxia, que pot desembocar en la mort de la cèl·lula, o necrosi

cel·lular <201. Aquest es el cas de les cèl·lules hepàtiques de la zona

perivenular o pericentral, que en molts alcohòlics crònics presenten

signes de necrosi (49, 299).
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3. ALCOHOL DESHIDROGENABA <ADH>

3.1. Propietats generals de 1'ADH

L'alcohol deshidrogenasa (alcohol:NAD oxidorreductasa, EC 1.1.1.1)

es un enzim NAD<H)-depenent que catalitza la interconversió* de l'etanol i

altres alcohols amb els aldehids corresponents.

alcohol + NAD* v "* aldehid <cetona) + NADH + H*

La reducció* dels aldehids s^tà molt més afavorida termodinàmicament

que no pas l'oxidació dels alcohols. Malgrat tot, ha sigut aquesta

darrera la reacció me's estudiada. L'etanol és oxidat eficientment per

l'enzim "in vivo*, gràcies a la rápida desaparició* del seu producte,

l'acetaldehid, per acció" de l'aldehid deshidrogenasa (197).,

L'activitat ADH ha sigut detectada en tots els organismes en que ha

sigut investigada, havent-se aïllat l'enzim en éssers vius de di-ferent

n i v e l l de complexitat, tais com bacteris, fongs, llevats, insectes,

plantes i animals <42, 289). La majoria de les ADH conegudes, a excepció'

de l'ADH de Drosophila melanoqaster , pertanyen a la família de les

"deshidrogenases de cadena llarga' i so'n metal .loenz ims que requereixen

zinc per a la seva activitat (165). En general, són oligomers amb un pes

molecular que oscil.la entre 50.000-60.000 en les plantes i 150.000 en

els llevats, contenen un o dos àtoms de zinc per subunitat i uneixen una

molècula de NADH per centre actiu.

En els mamífers, l'enzim es localitza principalment en el fetge, on

representa aproximadament entre el 3 i el 10 X de la prote'ina soluble

total (51, 7¿), el que suggereix una important funció" de l'ADH, fins ara

desconeguda, en el metabolisme intermediari. L'ADH també es troba en

altres teixits en concentracions que no superen mai el 10 '/. de

l'activitat hepàtica <25é). En ordre decreixent, els t e i x i t s que

presenten més activitat ADH en l'home són fetge, intestf, ronxó", pulmó,
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estómac, retina, próstata i rnelsa <185, 228). Moltes cèl·lules

especialitzades de certs t e i x i t s contenen elevades concentracions d'ADH

tot i que l'activitat total del t e i x i t é's petita. S'ha suggerit que molts

teixits podrien sofrir directament els efectes tòxics de 1'acetaldehid o

de l'increment de NADH, per l'augment local del metabolisme de l'etanol,

malgrat que les concentracions d'acetaldehid en sang o en la resta de

cèl·lules del t e i x i t -fossin baixes (256, 324). Aquest -fenomen explicaria

la degeneració* preferent de certs teixits, com el -fetge, i de certes

regions del t e i x i t , com les zones pericentrals hepàtiques, en casos

d'alcoholisme greu (49) (veure 1.2.5.).

En general, 1 "ADH de mamffer es una prote'ina dimèrica d'uns 80.000

dal ton de pes molecular, amb dues subunitats idèntiques de 40.000 dalton

unides no covalentment. L'enzim ut i l i t z a NAD(H) com a coenzim. Cada

molècula d'enzim és capaç d'unir dues molècules de NADH. Cada subunitat

conté dos àtoms de zinc, un dels quals es troba en el centre actiu i es

essencial per a l'activitat enzimàtica, mentre que l'altre sembla

intervenir en el mantenimet de l'estructura terciària.

L'ADH de -fetge de cavall ha sigut la més estudiada, coneixent-se des

de -fa temps la seva seqüència d'aminoàcids (164) i l'estructura

tridimensional, determinada per cr i stal .logra-f i a de raigs X (41). Cada

subunitat està formada per un domini de -fixació* del coenzim (amb una

conformació' similar a la d'altres deshidrogenases NAD*-depenents> i un

domini catalftic. El domini de fixació del coenzim conté el seti d'unió

dels anions o lloc on interacciona el grup pirofosfat del NAD*(H). Els

dos dominis de fixació" del coenzim formen conjuntament el nucli de la

molècula i estan separats dels dos dominis catalftics per dues llargues i

profundes escletxes (Fig. 2a i 2b). Quan el coenzim s'uneix a l'enzim, el

centre actiu resta només accessible a través d'un llarg túnel hidrofobic

d'una longitud de 15-20 S, que pot albergar una cadena alifatica de ? a

11 carbonis (Fig. 2c) (100, 246). La disminució" de la Km dels alcohols

primaris alifàtics i aldehids alifàtics al augmentar la longitud de la

cadena carbonada posa de relleu la importància de les interaccions

hidrofòbiques en la fixació'del substrat (76, 190).

-13-



FIGURA Z a) Estructura tridimensional de la molècula di-

mèrica de l'ADH de fetge de cavall. Les flet^

xes representen estructures ß. Les esferes

són els àtoms de Zn. La molècula és un el.lij)

soide de dimensions 45 x 60 x 110 A .

b) Esquema de la mateixa molècula mostrant els

dominis catalitic i de fixació del coenzim.

c) Esquema del centre actiu de l'enzim i del t_ú

nel hidrofòbic.

Reproduït de Eklund (100) i Pietruszko (246).
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3.2. Mecanisme cata!i tic de l'ADH

L'àtom de zinc del centre actiu de 1'enzim està unit per enllaços

coordinats als grups tiol de les Cys-4ó i Cys-174 i a l'imidazole de la

His-67. El quart lligam es una molècula d'aigua ionitzable que

interacciona per un pont d'hidrogen amb el grup hidroxil de la Ser-48, la

qual a la vegada està unida per un altre pont d'hidrogen a la His-51,

•formant un sistema d'al 1 iberacio de protons (Fig. 2c>. L'àtom d'oxigen de

l'alcohol o l'aldehid es fixa directament a l'ió Zn desplaçant la

molècula d'aigua i amb la cadena carbonada dirigida cap al túnel

hidro-fòbic. El coenzim actua com a àcid o base alliberant o captant un

protó (43).

3.3. Mecanisme cinètic de 1 'ADH

L'ADH, com altres deshidrogenases NAD+ -déponents, requereix la unió

de dues molècules per a l'activitat enzirnàtica: alcohol o aldehid, i el

coenz im.

La reacció reversible catalitzada per 1 'ADH té lloc en cinc passos:

K

"2
«s

E-NAD*

<2> E-NAD*+ alcohol ;== E-NAD*-alcohol
*4
k

< 3) E-NAD'··-al cohol ?=í E-NADH-al deh i d
K'

K5v
<4> E-NADH-al deh i d ?=̂  E-NADH + aldehid

<5> E-NADH ̂=̂  E + NADH

KI » K2 , KS, k^, k£, k¿, k? , kg, k i k' són constants de velocitat.
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B

ka ka ks k7 ka

E A E A B EPQ EQ

FIGURA 3 Esquema del mecanisme seqüencial ordenat BiBi

En el cas de l'ADH, E = enzim, A = NAD*,

B = alcohol, P = aldehid i Q = NADH.



/ I. INTRODUCCIÓ /

L'enzim segueix un mecanisme seqüencial ordenat B i B i , en el que

primer s'uneix el coenzim i desprès el substrat. La unió prèvia del

coenzim produeix un canvi conformacional que -facilita la posterior unió

del substrat <veure I. 3.I.). Una vegada realitzat el canvi red-ox, el

producte es dissocia en primer lloc seguit pel coenzim (9ó, 245, 272,

335) <Fig. 3).

Amb l'etanol i la majoria d'alcohols primaris alifàtics, i amb

concentracions saturants tant de substrat com de coenzim, el pas limitant

de la reacció è's la dissociació del coenzim (pas 5). Es a dir, kcat = k?
<245>.

kcat = Vmax / E ^ = constant catalftica

Vmax = velocitat màxima

k-j = constant de velocitat de dissociació del NADH

(Per a una de-f i n i c i o mes àmplia de les constants cinètiques Km, kcat i

kcat/Km, veure III. 2. 2. 2.).

3.4. Concepte d"isoenzim

Segons les darreres recomanacions de la "IUPAC-IUB Commission on

Biochemical Nomenclature", els isoenzims són -formes mul tiples d'enzims

que catalitzen la mateixa reacc id bioquímica i que difereixen en la seva

estructura primària corn a conseqüència d'un origen genètic diferent, i no

de la modificació posttraduccional d'una única seqüència (155).

Els isoenzims poden ser al.lèlics o no al.lèlics, depenent de si les

diferents formes moleculars són codificades per un sol locus genètic o

per més d'un. En el cas dels isoenzims al.lèlics, o al.lelozims, es

presenta polimorfisme o diferents variants al.lèliques en la població

(224).

-17-
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Moltes vegades, variacions en la seqüència proteica impliquen

diferències en la càrrega elèctrica dels isoenzims, el que possibilita la

seva separació i identificació per tècniques tais com la cromatografía de

bescanvi iònic, l'electroforesi o l'electrofocal i tzació.

3.5. Isoenzims de l'ADH humana

L'electroforesi en gel de midó d'un homogenat de fetge humà revela la

presència de 9-18 bandes d'activitat ADH, variant el seu nombre i

abundància relativa d'individu a individu segons la dotació* genètica,

edat, estat de salut i estat de conservació de la mostra hepàtica (Fig.

4).

Smith i col. (282) i Adinolfi i col. (5) han postulat un model

genètic en el que 1'ADH ve codificada per al menys 5 loci genètics,

anomenats ADH^, ADH¿, ADH5, ADH«, i ADHS. Els productes dels tres primers

gens, les subunitats « , n i y ies combinen a l'atzar formant els

isoenzims dimèrics (homodfmers i heterodímers) fisiolbgicament actius de

la classe I. ADH2 i ADH5 presenten ademes varis al.lels en la població

(ADl·lJ , ADl·lf, ADH¿f ADHj i ADl·lf), donant lloc a subunitats |Ï1f (ïa , (JJ(ie, ,jrt
' jf.¿ > qu* incrementen notablement la complexitat del sistema. La

freqüència dels diferents fenotips varia àmpliament entre els diversos

grups ètnics i racials. ADH^ i ADHS codifiquen, respectivament, per als

isoenzims de les classes II (tr-ADH) i III C(-ADH) (Fig. 5).

Recentment, s'ha iniciat l'anllisi dels gens ADH , aïllant-se un cDNA

que codifica per a la subunitat |?« (90, 148). Aquest cDNA ha sigut

utilitzat per a localitzar el gen ADH2 en el braç llarg del cromosoma 4

(90).

En l'home, a part dels isoenzims hepàtics, existeix un isoenzim

d'estómac, no detectat en fetge, que migra lentament cap el càtode a pH

8,2 (135, 282, 285).

-18-
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FIGURA 4 Esquema de 1'electroforesi en gel de midó dels

isoenzims de 1'ADH humana a pH 8,2.

En total existeixen 24 bandes diferents. No

s'ha observât mai l'isoenzim ß

1. Homodímers

2. Heterodímers

3. Heterodímers amb ßlnd
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/ I. INTRODUCCIÓ /

Vallée i Bazzone han d i v i d i t els isoenzims coneguts de l'ADH humana

en tres classes (I, II i III), d'acord amb el seu punt isoelèctric, la

sensibilitat a l'inhibidor 4-metiIpirazole i les propietats cinètiques

<312) (Taula I), no descartant-se l'existència de noves classes. Les

anàlisis d"aminoàcids, dades dels pèptids trfptics (246), estudis

immunologies (4, 5, 312, 319) i experiments de dissociació-recombinac ió*

de subunitats (34, 35, 50, 283) suggereixen ademes que les tres classes

difereixen significativament en l'estructura primària, encara que el pes

molecular es similar. Els estudis cinètics revelen que l'especifici tat de

substrat de cada classe é*s diferent i probablement indicativa de la seva

funció* metabòlica. Un fet que emergeix de l'anàlisi de les dades

cinètiques é*s que l'etanol no apareix com el millor substrat en cap dels

isoenzims de les tres classes (318, 319) (Taula II). Classes d'isoenzims

amb propietats similars als humans s'han observat en altres espècies (10,

39, 70, 71, 72, 172, 292).

3.5.1. Isoenzims de la classe I

Aquests isoenzims migren ràpidament cap al càtode en electrof oresi en

gel de midó* a pH 7,7-8,0 (Fig. 4), tenyint-se preferentment amb etanol .

El seu punt isoelèctric és superior a 10. Són inhibits per

4-met i Ipirazole , inhibidor competitiu del substrat, a una concentració' de

l'ordre de 10"6M (Ki = 2 jjM) , el que ha possibilitat la seva purificació*

mitjançant cromatografía d'afinitat en CapGapp-Sepharose (189, 190).

- Oxidació* dels alcohols

Els 10 isoenzims formats per la combinació de les subunitats^, ̂  i yf
¡^presenten perfils similars d'activitat d'oxidació dels alcohols en

funció del pH, amb un màxim situat a pH 10,0-10,5 (33), encara que les

seves constants cinètiques varien de forma desigual amb el pH (35).

L'especif ici tat de substrat de la classe I és lames amplia, doncs

tots els isoenzims són capaços d'oxidar alcohols al i fat i es primaris,

cíclics, aromàtics i w-hidroxiàcids. Metanol i 1 ,2-etanodiol , encara que
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pobrament, també" son oxidats (318) <Tau1a III). Les Km per a 1'etanol,

que è's un dels pitjors substrats, són de l'ordre de 10~3M i pràcticament

idèntiques per a tots els isoenzims, a excepció dels isoenzims amb

subunitats (̂(̂  (Taula II). Malgrat tot, els isoenzims de la classe

I serien els principals responsables de l'eliminació de l'etanol en

l'organisme després de la ingest ió d'aquesta droga en dosis moderades.

, fa (ï, i p4(Si , però no ¿̂  ni fafa , presenten inhibició per substrat,

amb una Ki per a l'etanol a pH 10,0 de 830 mM, 440 mM i 340 mM,

respectivament, el que es reflecteix en la corba de saturació amb etanol

que presenta la barreja d7isoenzims de la classe I (Fig. 6). Els

isoenzims que contenen la subunitat °t tenen una elevada eficiència

catalítica (kcat/Km) amb tots els substrats examinats, contràriament als

que contenen la subunitat ßt . En general, els millors substrats són

l'octanol, l'àcid lé-hidroxihexadecanoic, ciclohexanol i alcohol benzflic

(318). El valor de kcat es manté* pràcticament constant en-front dels

alcohols primaris alifàtics de diferent longitud de .cadena, el que

reflecteix probablement un mateix pas limitant en l'oxidació d'aquests

alcohols: la dissociació del NADH.

- Reducció dels aldehids

En quant a la reducció dels aldehids, l'octanal apareix com el millor

substrat per a tots els ¡soenzims <Taula III). En aquest cas,

l'alliberació del coenzim sembla ser també el pas limitant del mecanisme

cinètic. La velocitat de dissociació del NAD* é"s més elevada que la del

NADH, resultant normalment més ràpida la reacció de reducció de l'aldehid

que no pas la d'oxidació* del corresponent alcohol (76).

- Propietats cinètiques generals

Les constants cinètiques per a un heterodfmer determinat no són

generalment la mitjana dels valors obtinguts per als dos homodfmers

constituïts per cada una de les subunitats de 1'heterodfmer, el que

indica efectes cooperatius entre les subunitats. Aquest fenomen

constitueix la base d'una forma de regulació1 del metabolisme per mitjà

d'una gran quantitat d'enzims dimèrics, que podrien tenir funcions

metabòliques diverses i que es formarien per combinació d'uns pocs
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TAULA I I I . Cons tan t s c inèt iques dels isoenzims de la classe I

de 1 ' A D H h u m a n a

Acohols 3 Km

metano l b 150.

etanol 2 .

pentanol c

octanol

c ic lohexano l

alcohol benzí l icb

1 ,2 -e tanodio l b 50.

àcid hidroxihexa-

-decanoic^

(pM)

000

700

40

8

8

12

000

10

kcat

12

240

240

260

180

280

72

100

kcat (min" 1 ) kcat/Km ( x 10~5 M"1 nórrl )

0,0008

0,9

60

320

230

230

0,01

120

Aldehidsd

formaldehidc»e

acetaldehid

pentanal

octanal^

ciclohexanona

benzaldehid^

24.000

1.300

23

1-2

130

30

20

1.100

1.800

1.300

230

280

0,008

8,5

780

8.700

18

93

Activitat mesurada en tampó glicina-NaOH 0,1 M , pH 10,0 , NAD+ 2,4 mM.

Activitat mesurada amb l'isoenzim ( 76 ,318).

cActivitat mesurada utilitzant una barreja d'isoenzims, de la classe I. (190).

d Activitat mesurada en tampó TES 50 mM, pH 7,0 , NADH 0,213 mM (76) .

G Activitat mesurada en tampó fosfat monossòdic 50 mM, pH 6,8 , NADH 0,26mM.

TES : Àcid N-[ tris (hidroximetil ) metil ]-2-aminoetasulfònic.



[ETANOL] . M

FIGURA 6 Variació de l'activitat d'oxidació de l'etanol en

funció de la concentració de substrat per als iso-

enzims de 1'ADH humana: l'activitat dels isoenzims

de la classe I (-•-) i de la classe II (-•-) va ser

mesurada a pH 7,5 , mentre que la de x~ADH (cla-

sse III) (-A-) va ser mesurada a pH 10,0 .

Reproduit de Vallée i Bazzone (312).



/ I. INTRODUCCIÓ /

monomers (35, 76, 318).

Estudis preliminars realitzats amb |?i|% havien suggerit un mecanisme

cinètic seqüencial ordenat BiBi per als isoenzims de la classe I <88).

Recentment, s'ha con-firmat que els isoenzims ote , fafi^ i {Ï*/}» semblen

seguir aquest mecanisme, però no frf* i fafo i que a pH 7,5 presenten

cooperatiu!tat negativa (35, 336).

~ Propietats estructurals

Malgrat pertànyer a la mateixa classe d" isoenzims, les subunitats ß,

i fa difereixen en 21 posicions en la seva estructura primària (53,

139). La Ser-48 del centre actiu de y< d'home i E de cavall es

substituïda per una treonina en la subunttat nt <Fig. 2), distorsionant

el sistema d'alliberació* de protons (veure 1.3.2.), alterant-se els

requeriments estèrics del substrat, 1'eficiència catalítica (Taula II) i

el grau d'activació* per clorurs (54, 55). Les diferències estructurals

observades suggereixen que les duplicacions gèniques que donaren lloc als

gens ADHZ i ADH$ en l'home i als gens que codifiquen per a les subunitats

E i S en el cavall só'n dos successos diferents i separats evolutivament

(54). Per altra banda, cal tenir en compte que encara que ¿̂  i E so'n les

formes mè*s properes estructuralment, i per tant evolutivament, les formes

més abundants són fa i E, el que indica que l'expressió'relat iva dels

gens ha variat en el curs de l'evolució* (166).

3.5.1.1. Variabilitat isoenzimatica de l'ADH

- Fenotip "ADH atfpica*

Mes del 85 '/. dels homogenats de fetge d'individus orientals (126,

337) i entre un 5 i un 25 '/, d'individus europeus i americans (106, 195,

281, 285) presenten en electroforesi de gel de midó* bandes me's catòdiques

que 1'isoenzim frfa (Fig.4). Aquests homogenats, mostren ademes un pH

òptim d'oxidació" de l'etanol de 8,5-8,8 (336). Aquests trets

caràcterfstics conformen el fenotip "ADH atTpica". Els individus amb una
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ADH atípica presenten l'al.lel ADH2 i el qual codifica per a la subunitat

Estudis recents han demostrat que, estructuralment, la subunitat ñ¿
només difereix de A4 en el canvi d'una arginina <Arg> per una histidina

<His) en la posició'47 de la cadena pol ipeptTdi'ca, el que es compatible

amb la mutació" d'una sola base en el gen ADH¿. Aquesta Arg es troba també

present en les subunitats fa humana, E i S de cavall, en l'ADH de rata i

en la de pollastre, el que suggereix que l'al.lel mutant és ADHj, o sigui

el que codifica per a la His (52, 167). Aquest canvi en l'estructura

primària altera el seti de fixació dels anions o lloc on interacciona el

grup pirofosfat del coenzim (veure I.3.I.), explicant-se totes les

propietats cinètiques característiques de 1'isoenziro Aaflz, com ara una Km

per al NAD** i NADH 20 vegades més alta que la de fafa , una elevada

activitat especffïca (82 vegades mis alta a pH 8,5) {336, 339) (Taula

II), un pH òptim mes baix d'acord amb el pKa inferior del grup imidazole

de la His, insensibilitat a l'activació per clorurs (49) i una velocitat

d'inhibició* per iodoacetat més lenta (37, 38).

- Fenotip.'ADH Indianapolis*

El 29 '/. de la població negra d'Indianapol is (E.U.A.) presenta el

fenotip "ADH Indianapolis", el qual no s'ha observat en poblacions

d'origen racial diferent (34). Els homogenats de fetge es caracteritzen

per un màxim d'activitat d'oxidació d'etanol a pH 7,0 i l'aparició" de

bandes més catòdiques que l'isoenzim AAen electroforesi de gel de mi do
* I*K|(Fig. 4). Els individus amb ADH Indianapolis presenten l'al.lel ADH¿

que codifica per a la subunitat [?r~j. A pH fisiològic, l'homodfmer i els

heterodfmers amb ?íi~*. presenten Km per a l'etanol entre 56 i 74 mM (33),

me's elevades que la de "n*-ADH (34 mM). Aixf mateix, l'homodfmer posseeix

una activitat específica de 7 U/mg (36, 38), valor que ultrapassa el de

1'isoenzim ¿¿/Ï» (Taula II).
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3.5.1.2. Distribució' tissular

Els tres gens, ADH^ , ADH2 i ADH5 s'expressen diferentment segons

l'òrgan o teixit i l'estadi del desenvolupament considerats, indicant una

clara regulació*de l'expressió genètica.

Les subunitats <* s'han observat en -fetge i ronyó d'adult, i en -fetge

de fetus (281).

Les subunitats ß* t n¿ , en -fetge, ronyó, pulmó, pell, fibroblasts i

arrel de cabell d'adult, i en -fetge i pulmó de -fetus. Pell, fibroblasts i

arrel de cabell permeten determinar còmodament la presència del fenotip

"ADH atípica" en la població (113). Les mostres de pulmó de fetus donen

informació sobre el locus ADH^ quan en el fetge encara no han aparegut

les subunitats fo o fiï (281).

Les subunitats fa i fa es troben en fetge, ronyó, estómac i intestf

d'adult, i en ronyó" i intestf de fetus. El fetge de fetus no presenta

isoenzims amb subunitats^ o fat però l'anàlisi dels isoenzims de ronyó o

intestf permet determinar el fenotip ADH3 (281, 282) <veure 1.5.2).

3.5.2. Isoenzims de la classe II <ir-ADH)

Aquesta classe esta constituïda per l'isoenzim específic de fetge

TT-ADH (85), el qual migra entre l'origen i 1 ' isoenz im <x* en electrof oresi

en gel de midó a pH 8,2 (Fig. 4). iT-ADH es detecta en totes les biòpsies

de fetge, però no sempre en les mostres procedents d'autòpsia, degut a la

seva inestabilitat (195, 261, 281).

La caracterTstica més sobresortint de la tr-ADH e"s la K i per al

4-metilpirazole, 2 mM, 1.000 cops mes elevada que la dels isoenzims de la

classe I, el que impossibilita la seva unió a una columna de

CapGapp-Sepharose.

La seva elevada Km per a l'etanol a pH 7,5, 34 mM (31), i la seva
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TAULA IV. Cons tan t s c inè t iques dels i soenzi rns de la classe II

de 1 ' A D H humana .

Alcohols 8 Km (u M) kca t (min" 1 ) kcat/km ( x IGT5 M"1 mur1 )

metanol

etanol

pentanol

octanol

ciclohexanol

alcohol benzi

1 , 2-etanodiol

àcid 16-hidroxi-

hexadecanoic

Aldehidsb

acetaldehid

pentanal

octanal

ciclohexanona

benzaldehid

/

n,, a .

120.000

90

7

210.000

lie 7

290.000

60

8.300

53

6,8

100

10

n . a .

470

480

500

35

550

45

370

650

920

1.200

20

450

n . a .

0,

50

710

o,
790

0,

60

0,

170

1.800

2

450

04

002

002

8

a Activitat mesurada'en tampó" .tjlicinarNaöH , pH 10,0 , en presència'de

NAD+ 2,4 mM (85).

b Activitat mesurada en tampó TES 50 mM , .pH 7,0 , NADH 0,213 mM (76)

n.a. , no es detectà activitat.
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abundància en -fetge han sigut motiu d'especulació sobre el paper que pot

jugar 1F-ADH enfront d'una intoxicació' severa per etanol. A una

concentració* 5 mM d'etanol , saturant per a quasi totes les -formes de la

classe I, l'activitat de "rr-ADH representa menys del 15 '/, de l'activitat

ADH total del -fetge. Però amb etanol 60 mM pot arribar a contribuir al 40

'/. de l'activitat total (196) (Fig. 6>.îT-ADH presenta tambe una elevada

Km per a 1 'acetaldehid a pH 7,0 (8,3 mM) (70).

"L'espec i-f ic i tat de substrat e"s més restringida que la dels isoenzims

de la classe I, ja que TT -ADH no oxida ni metanol ni 1 ,2-etanodiol , i molt

pòbrament el ciclohexanol . En canvi, conserva una elevada eficiència

enfront d'alcohols primaris alifàtics de cadena llarga i aromàtics (26).

Cal remarcar que l'octanal, juntament amb el benzaldehid, so'n els millors

substrats en la reacció' de reducció (76) (Taula IV).

3.5.3. Isoenzims de la classe III (7[-ADH)

L'electrofores» en gel de midó d'un homogenat de fetge i posterior

tincid del gel amb pentanol revela dues bandes, ̂ t-ADH i Xi'ADH, que

migren cap a l'ànode entre pH 7,6 i 8,6, a diferència de tots els altres

isoenzims de 1'ADH que són catòdics (239) (Fig 4). No s'ha observat mai X<

en absència de Xf* ni cap tipus de polimorfisme, pel que s'ha postulat

que la banda minoritària, t4 , derivaria de 7Ct per modificació

posttraduccional (5). El baix punt isoelèctric del(~^DHi ¿i4t possibilita

la seva separació dels isoenzims de les classes I i II mitjançant una

cromatografía en DEAE-cel.lulosa (319). La seva concentració en fetge es

de prop de 100 mg/Kg de tei x i t fresc (239).

Encara que ^-ADH presenta moltes propietats ffsiques comuns amb les

classes I i II, també" posseeix propietats estructurals i cinètiques

notables (Taula I). La composició d'aminoàcids revela diferències

importants en l'estructura primària, suficients per a explicar les

diferències en càrrega i l'elevat valor del coeficient d'extinció molar.

El perfil d'activitat d'oxidació d'alcohols en funció del pH é's força
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caràcterfsti c, amb un pic a pH 10,8-11,0. A pH 6,8, l'activitat es nomes

el 5 X de l'activitat maxima.

Per altra banda, amb els alcohols primaris i aldehids de cadena curta

<2-4 carbonis), X~^DH n° presenta saturació*. Aixf, l'etanol 2,3 M no

satura l'enzim ni a pH 7,5 ni a pH 10,0. En aquest cas, l'activitat es

directament proporcional a la concentració'de substrat (Fig. é). ̂-ADH é's

Tunica ADH humana coneguda que oxida l'etanol tan pbbrament <Taula II),

pel que Toxidacio d'aquest substrat no sembla ser la seva -funció

metabòlica.

Una altra caràcter fst ¡ca important de X.-ADH es la insensibilitat a. la

inhibició' per 4-met i 1p ¡razóle. L'isoenzim conserva el 100 '/. de

l'activitat amb 4-metiIpi razóle 12 mM <239), concentració" que inhibeix

totes les altres -formes d'ADH inclo'int Tf-ADH.
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4. ALDEHID DESHI DROGENASA <ALDH)

4.1. Propietats generals de l'ALDH

L'aldehid deshidrogenasa (aldehid: NAD(P) oxidorreductasa, EC

1.2.1.3.) catalitza la reacció" irreversible:

Aldehid + NAD* + HaO —» Àcid carboxfl ic + NADH + H *

Es un enzim àmpliament distribuït en la naturalesa (327). En els

mamífers, es troba principalment en el -fetge, on pot arribar a

representar un 1 '/, de la proteïna total <249). Racker, l'any 1949, va

demostrar per primera vegada la seva existència en -fetge de bou <253>.

Fins 20 anys després no es publicà la puri-f i caci ó d'un dels isoenzims de

•fetge de cavall (104). De llavors ençà, s'ha purificat ALDH a partir del

fetge de diverses espècies: home <24, 117, 125, 136, 182), cavall <97,

104), xai (¿9, 81, 133, 214), rata <204, 205, 229, 275), ratolí <11), bou

(194), conill (94, 220), babuf (9) i gos <270).

L'enzim posseeix en general una àmplia especi-f ic i tat de substrat.

Entre els molts substrats de l'ALDH hi podem comptar, ademes de

1 'acetaldehid, propanal, aldehids al i-f àtics de cadena llarga, aromàtics,

malondialdehid, derivats de neurotransmissors, com el

3,4-dihidroxi-fenilacetaldehid <DOPAL) i indole-3-acetaldehid, precursors

d'àcids biliars i metabolits de corticosteroides (Taula VII).

Generalment, u t i l i t z a NAD* com a coenzim, encara que algunes -formes

d'ALDH poden emprar NADP* . Ademes de les ALDH no específiques,

l'organisme disposa d'altres enzims que oxiden aldehids específics, com

la formaldehid deshidrogenasa, la gliceraldehid-3-fosfat deshidrogenasa o

la semialdehid suecíhi c deshidrogenasa (328).

Nombrosos estudis en diverses espècies demostren l'existència

d'isoenzims de l'ALDH en diferents fraccions subcel.lulars: citosòlica,
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mitocondrial i microsanal. L'estudi de la distribució subcel.luían de

1'ALDH ha sigut i és encara objecte de controvèrsia, degut a la

m u l t i p l i c i t a t tant de -formes moleculars com de localitzacions, i a

l'evident interès per esbrinar el lloc precfs d'oxidació de Tacetaldehid

dins de la cel.lula hepàtica (veure 1.4.5.).

Els diferents isoenzims de l'ALDH coneguts es divideixen en dues

grans classes, segons el valor de la seva Km per als aldehids al i-f at i es

de cadena curta: isoenzims de baixa Km (micromolar) (veure 1.4.4.1.) i

isoenzims d'alta Km (mil¡molar) (veure I.4.4.2.). Ambdues classes poden

coexistir en el mateix compartiment subcel.luiar.

4.2. Mecanisme catalí"tic de TALDH

L'oxidació de l'aldehid té* lloc mitjançant l'atac d'un nucleo-fil,

probablement el grup tiol d'un residu de cistelna, sobre el grup carboni 1

(pas 1), donant lloc a la -formació del tiohemiacetal I. Tot seguit, es

produeix la deshidrogenació (pas 2) i la hidròlisi del tioester o

desaci 1.lac ió (pas 3). En aquest darrer pas podria participar-hi un

residu d'histidina, actuant coordinadament amb un segon grup, i

constituint un sistema per a la captació de protons de l'aigua (328).

1 ,? * ,J S ,
E'-SH + RCHO-»E'-S-C-R —^E-S-C-R-*E -SH + RCOe

I II

E'-SH = E-NAD*

E*-SH = E-NADH

Amb aquest mecanisme, l'ALDH és capaç d'actuar també'com a esterasa,

hidrolitzant esters su-f ic ientment reactius com els esters del nitro-fenol

(23, 274, 307). L'intermedi II e"s comú a les activitats deshidrogenasa i

esterasa.

El mecanisme explica també" els valors de Km per a l'acetaldehid,

extraordinàriament més baixos en l'ALDH si la comparem amb l'ADH. La
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baixà Km per a l'ace tal deh i d seria conseqüència de la formació* del

compost intermedi covalent I, mentre que en 1'ADH les interaccions són no

covalents (327) (veure 1.3.2.).

4.3. Mecanisme ci n è t i c de 1'ALDH

A baixes concentracions d'acetaldehid, l'isoenzim ALDH II d'home,

aixf com l'isoenzim eitoplasmàtic de cavall (98) i el de xai (213),

segueixen un mecanisme seqüencial ordenat BiBi en el que s'uneix en

primer lloc el NAD* (veure 1.3.3.) , essent el pas limitant l'alliberació

del NADH (327). A altes concentracions d'acetaldehid hi ha una certa

contribució de mecanisme seqüencial estadístic (327).

L'isoenzim ALDH I d'home, aixf com 1'isoenzim mitocondrial de cavall,

segueixen també un mecanisme seqüencial ordenat BiBi amb unió preferent

del NAD"*" (274) (veure 1.3.3.), però és la desaci 1 .lacio el pas limitant

de la reacció* (310, 330). Això estaria d'acord amb el -fet de que ALDH I,

juntament amb els isoenzims mi tocondr i als de -fetge de cavall (104), -fetge

de rata (275) i cervell de bou (102), incrementen la seva velocitat de

catàlisi en augmentar 1'electronegativitat del grup -R de l'aldehid

(Taula Ull). Aixf, en la Taula VIII, els enzims mitocondrials mostren un

increment en la velocitat d'oxidació" de l'hidroxiacetaldehid respecte de

l'acetaldehid. L'estabilització de la densitat de carrega positiva

suportada pel grup carboni 1 - f a c i l i t a r i a els atacs nucleo-f fi ics (passos 1

i 3).

4.4. Isoenzims de 1'ALDH humana

L'electro-foresi en gel de midó* d'un homogenat de -fetge humà revela la

presència de, al menys, 4 o 5 bandes d'activitat ALDH que, a un pH de

7,6 o superior, migren cap a l'ànode. Les bandes mé*s intenses s'anomenen,

d'acord amb la mobilitat electroforètica, segons la nomenclatura de

Harada i col. (125): ALDH I, ALDH II, ALDH III i ALDH IV (Fig. 7). ALDH
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II apareix sovint com un doblet (221, 285, 302). Un esquema similar

s'obté mi tjançant electro-focal i tzac ió anal í't ica en gels d'agarosa <91>.

Els dos isoenzims majoritaris, ALDH I i ALDH II, es troben

principalment en -fetge i ronyó, però també en altres teixits com pulmó',

múscul, cor, estómac, intestí", me Isa, cervell, pell, fibroblasts, arrel

de cabell i limfòcits (221). Els er i tròc its nomes posseeixen l'ALDH II.

Estómac i pulmó, sobretot, i també* testicles, pell, melsa, cervell, -fetge

i ronyó presenten 1'isoenzim ALDH III (91, 221). El quart isoenzim, ALDH

IV, s'ha observat principalment en fetge i ronyó', però també en cor,

intest T, pell, arrel de cabell i -f ibroblasts. En serum i trombocits no

s'han detectat isoenzims de l'ALDH (113, 114, 247). AixT doncs, 1'ALDH es

present pràcticament en tots els teixits del cos, de tal manera que

l'acetaldehid derivat de l'etanol podria é"sser ràpidament eliminat en

tots els òrgans.

\

A diferència de l'ADH, els isoenzims de l'ALDH han estat poc

estudiats per la seva gran inestabilitat, no havent-se postulat

seriosament cap model genètic que e x p l i q u i 1 a mul t ipl i c i tat de -formes

moleculars. Tampoc s'ha estudiat exhaustivament la seva especi-f i c i tat de

substrat. Malgrat tot, en els darrers quatre anys s'ha avançat

considerablement. Fruit d'aquest treball só'n les propietats dels quatre

isoenzims de l'ALDH humana que apareixen resumides en les Taules V, VI,

VII i VIII.

Com s'evidencia de l'anàlisi de les dades de la Taula V, ALDH I i

ALDH II són isoenzims de baixa Km, mentre que ALDH III i ALDH IV

pertanyen al grup d'isoenzims d'alta Km. Tot i aixf, ALDH I i ALDH II

contribueixen al 70 '/. de l'activitat ALDH total en el fetge, mesurada amb

una elevada concentració' de propanal, tal com 13,5 mM a pH 9,0 (99). Això

es possible gràcies a que ALDH I no sembla presentar inhibició' per

substrat a altes concentracions de propanal (310) i ALDH II mostra

activació' per substrat a elevades concentracions d'acetaldehid i propanal

(125).
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FIGURA 7 Electroforesi en gel de midó dels isoenzims de l'ALDH humana

a pH 7,6 (reproduït de Soler,285).

1, 3 i 5 : Homogenat de fetge.

2, 4 i 6 : Homogenat d' estomac.
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4.4.1. Isoenzims de baixa Km

4.4.1.1. Isoenzim ALDH I

Es l'isoenzim de l 'ALDH mes abundant en el -fetge, podent-se obtenir

quasi 700 mg d' enzim/Kg de -fetge <136>. Les preparacions obtingudes per

diferents autors indiquen que aquest isoenzim té" una Km

extraordinàriament baixa per a 1 'acetaldehid a pH 7,0 <3 uM) (24, 117,

136, 182). Aquest valor de Km per al producte d'oxidació' de l'etanol

sembla especialment apropiat per a una efectiva eliminació" de

1 'acetaldehid en les concentracions en que es troba en sang desprès de la

ingestió d'alcohol <2 jjM) <101, 208, 233, 323).

Si la pur i-f i caci 6" d'aquest isoenzim no es realitza en absència

d'oxigen apareixen varis pics en la darrera cromatogra-f ia <DEAE Bio-Gel

A), amb di-ferents activitats espec f-f iques, el que podria ser degut a la

•formació" de ponts disul-fur intramoleculars. L'activitat especf-fica

mitjana obtinguda es de 1,3 U/mg, mesurada amb propanal 68 üM a pH 9,0

El pes molecular d'ALDH I és de 225.000 dal ton i el de les

subunitats, 54.200, el que indica una estructura te tramer i ca (24). El seu

punt isoelèctric é"s 4,95 (114), essent el me"s anodic dels isoenzims de

l'ALDH coneguts.

Com es pot veure en la Fig. 8 , el seu màxim d'activitat es troba a

pH 9,5. A pH 7,0 presenta només el 15 '/. de l'activitat màxima.

L'enzim no és completament i n h i b i t per disul-firam 40 pM a pH 7,0 (24,

117, 125) (veure I. 4. 4. I.4.). L'activitat de l'ALDH I es veu estimulada

de 2 a 3 vegades en presència d'ions Mgí+ o Ca** (310), a les

concentracions en que es troben normalment en els mitocondris,

semblantment al que succeeix amb els isoenz ims mi tocondr ial s de cavall,

rata, bou i babuf (329).
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TAULA »l l . Valo-rs de Km i Vmax relativa per a diferents al-
o

dehids dels isoenzims ALDH I i ALDH II

Substrat
ALDH I ALDH II

Km (iiM)

formaldehid 300

acetaldehid 3,0

propanal 0,7

isobutanal 1

2-cloroacetaldehid

metoxiacetaldehid -

hidroxiacetaldehid 58

DL-gliceraldehid

metilglioxal -

glioxal

acid glioxilic n.a.

hidrat de clorat n.a.

crotonaldehid 1

benzaldehid 0,52

aldehid cinnàmic

indole-3-acetaldehid 2,1

DOPAL n.a.

c b c
Vmax relativa Km (;iM) Vmax relativa

40 -

100 30(2500)d 10°

121 5(1000)d 118

100

68 60

163

155 180 42

205 62

19 -

16 -

n.a. - -

n.a.

10 -

62 0,65 35

0,55 26

148 <10

n.a. 17

Veure referències 24,117,130,150,274,307,310 .

Els valors de Km no estan corregits per a la hidratació dels aldehids
(veure III. 1.1.2.)

Vmax per a 1'acetaldehid = 100

Entre parèntesi, valor mesurat a elevada concentració de substrat (l-20mM)

(-), no determinat
n.a. , no es detectà activitat

DOPAL : 3,4-dihidroxifenilacetaldehid
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FIGURA 8 Perfil d'activitat en funció del pH dels isoenzims

ALDH I (-•- , -O-) i ALDH II (-•- , -O-) de fetge

(reproduïtde Greenfield i Pietruszko, 117).

Activitat mesurada en tampó pirofosfat sòdic

(-O-.-O-) 0,02 M o fosfat monossòdic (-•- , -•-)

0,02 M, NaCl 0,9 M , NAD+ 0,5 mM i propanal 13,6 mM,
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4.4.1.2. Isoenzim ALDH II

Aquest isoenzim es similar a TALDH I en quant a pes molecular i

nombre de subunitats, però presenta característiques cinètiques -força

notables. Àdhuc en preparacions homogènies de l'enzim, la representació*

de Lineweaver-Burk <209) per a 1'acetaldehid i el propanal no és lineal a

pH 7,0 (117), el que indicaria una aparent activació a concentracions

elevades de substrat o cooperativitat negativa (180). Aquest comportament

també s'ha observat en cinètiques de l'ALDH c i topi asmàtica de -fetge de

xai (213), postulant-se dos setis de -fixació en la molècula d'enzim amb

di-ferent a-finitat per al propanal (20, 23). Com a conseqüència d'aquesta

cinètica b i-f as i ca, a pH 7,0 l'enzim presenta dos valors de Km per a

l'acetaldehid, 2,5 jjM i 30 yuM. A pH 9,5, només s'ha calculat una Km, però

el seu valor (0,12 mM) és 50 vegades mes alt que el de l'ALDH I (Taula

VI). L'ALDH II sembla l'únic isoenzim actiu amb

3,4-dihidroxi-fenilacetaldehid (DOPAL), amb una Km de 17 jjM a pH é,8

(130).

ALDH II s'uneix mes -fortament que ALDH I a una columna de

5'AMP-Sepharose, el que és reflex de la seva major afinitat pel NAD*

(Taula VI).

Una altra caràcter fst ica di s t i n t i v a de l'ALDH II es la i n h i b i c ¡0* amb

di sui-f i ram 20 juM, que é's d'un 100 '/. a pH neutre i d'un 80 '/. a pH al t

(125) (veure 1.4.4.1.4.). ALDH II, de la mateixa manera que els isoenzims

ei topi asmàtics de cavall, rata i bou, és i n h i b i t per la presencia de Mg**

(311, 329).

L'activitat especí-fica és de 0,54 U/mg, mesurada amb propanal 1,3 mM

a pH 9,0 (94). El pH òptim es situa a pH 8,ó, conservant el 66 '/. de

l'activitat màxima a pH 7,0 (117) (Fig. 8).
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- ALDH d'eritrocit

Un enzim amb a c t i v i t a t ALDH ha sigut p u r i - f i c a t a partir d'hemolisats

d'eritròcits per Inoue i col. (150), mostrant propietats idèntiques a les

de l'isoenzim hepàtic ALDH II. L'ALDH d'eritròcit també presenta una

cinètica bifásica a pH 7,4 amb acetaldehid i propanal, aixfcom les

característiques in h i b i c i o n s per disul-firam i Mg** (153). Pot u t i l i t z a r

NADP * , encara que amb una Km molt elevada. Es capaç d'oxidar

1'indole-3-acetal dehid, amb una Km menor de 10 jjM a pH 8,8 <305). Agarwal

i col. (7) han demostrat que 1'ALDH d'eritrocit posseeix una m o b i l i t a t

electroforètica idèntica a ALDH II de -fetge, amb un pi de 5,0-5,3.

El -fet de que ALDH II es trobi en eritròcit suggereix la seva

localització en el citoplasma de la cel.lula hepàtica, ja que els

eritròcits madurs manquen de mitocondris, encara que conserven alguns

dels enzims característics d'aquests orgànuls (333).

La capacitat d'oxidació d'acetaldehi d dels e r i t r ò c i t s es situa entre

0,05 i 0,20 nmol/min/mg d'hemoglobina, depenent de la concentració del

substrat (234, 306). Els valors de les a c t i v i t a t s mesurades "in vitro"

concorden -força bé* amb les velocitats d'el i m i nac i o observades "in v i v o " ,

man i-festant-se tambe " i n vivo" la naturalesa bi-fasica de la reacció"

(cooperat i v i tat negativa). Si tenim en compte el volum total de sang

circulant en el cos humà, els eritròcits poden oxidar el 36 '/. de

l'acetal deh i d que abandona el -fetge, explicant-se en part les diferències

de concentració' d'acetaldeh id entre la vena hepàtica i 1a c i r c u l a c i ó

perifèrica (234). La resta de 1'acetaldehid que abandona el fetge es

oxidat en els t e i x i t s perifèrics o e l i m i n a t a trave's de reaccions no

enzimàtiques, com és la unió' covalent a l'hemoglobina o a altres

prote'ines (153, 234).
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4.4.1.3. Comparació entre ALDH I i ALDH II

El pes molecular, nombre de subunitats, composició d'aminoàcids, punt

isoelèctric, coeficient d'extinció molar (117) (Taula U), a i x f c o m e l s

estudis immunologies (244), mostren s i m i l i t u d s estructurals entre ambdós

isoenzims. Malgrat tot, ALDH I i ALDH II no semblen tenir cap subunitat

en comú, existint nomé's com a homotetràmers (136).

Per altra banda, les seqüències d'aminoàcids dels isoenzims ALDH II

d'home i c i topiasmatic de cavall són homologues en un 91 '/. dels 500

residus (la). L'homologia seqüencial és mol t menor entre els isoenzims

c i topi asmat ic i mitocondrial d'una mateixa espècie (¿9 V.) (137, 146).

L'homologia en l'estructura primària , juntament amb les propietats

moleculars, Km per als substrats, interacció amb cations divalents,

susceptibilitat al disul-firam i la coincidència en el pas l i m i t a n t del

mecanisme cinètic, permeten a-firmar que ALDH I i ALDH II d'home són

anàlegs, respectivament, als isoenzims mitocondrial i c i topiasmàtic de

cavall i de xai (Taula VIII).

Davant els estudis poc concloents de localització subcel.lular de

1'ALDH humana (veure I. 4.5.), l'analogia amb els isoenzims de cavall i

de xai i la manca d'hibridació entre les subunitats de ALDH I i ALDH II

suggereixen que aquests isoenzims ocupen compartiments subcel.lulars

diferents: ALDH I, mitocondrial i ALDH II, c i toplasmàt ic (244).

Probablement, ALDH I i ALDH II són productes de dos gens diferents

que varen divergir en l'evolució a partir d'un gen ancestral comú" per

duplicació gènica (136). Aquest esdeveniment -fou segurament anterior a la

divergència evolutiva entre espècies com l'home i el cavall (137, 146).
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4.4.1.4. Mecanisme d'inhibició de l'ALDH pel d i su H i ram

El disulfiram, disuHur de b¡s<diet i 1t iocarbamo'i 1 ) é's un reactiu que

modifica els residus de ciste'ina de les prote'ines (230). El mecanisme

general d'aquesta reacció jTs mostra a la Fig. 9a. Quan el disul-firam

reacciona amb un grup t i o l , es trenca en dues molècules de

diet iIditiocarbamat, una de les quals resta covalentment unida al residu

de ciste'ina, mentre l'altre es alliberada al medi. L'ALDH és un dels

enzims sensibles al disulfiram, degut a l'elevat contingut en residus de

ciste'ina, 32 Cys/molècula d'enzim en els isoenzims ALDH I i ALDH II

(136). Els isoenzims eitoplasmatics de l'ALDH, com ALDH II, són

extraordinàriament susceptibles a la reacció amb el disul-firam, resultant

i n h i b i t s completament i estequiomètricament (veure 1.4.4.1.2.).

El mecanisme d'inhibic ió precfs de l'ALDH humana pel disul-firam s'ha

estudiat u t i l i t z a n t 1'isoenzim ALDH II (308), mostrant-se'n un esquema en
\

la Fig. 9. ALDH II posseeix un grup t i o l especialment reactiu en-front del

disul-firam, que ademe's sembla imprescindible per a l'activitat

enzimàtica. En un primer estadi, el disul-firam s'uneix a aquest grup

tiol, seguint el mecanisme de la Fig. 9a. Tanmateix, a continuació', un

segon grup tiol ataca l'anterior intermedi covalent, -formant-se un pont

disul-fur entre ciste'ines de la mateixa subunitat, properes en l'espai,

però no necessàriament en la seqüència (Fig. 9b). Així", l'enzim resulta

modi-ficat sense conservar unida cap molècula de disul-firam. Aquesta

i n h i b i c i ó e"s revertida "in vitro" per agents reductors, com

•¿-mercaptoetanol o DTT, però les concentracions de glutatió que es donen

normalment en el -fetge són insuficients per a revertir la reacció*. Aixf,

"in vivo", el glutatió hepàtic probablement no podria restablir

l'activitat de l'ALDH modificada, requerint-se la nova sfntesi d'ALDH

(308, 309).

El disulfiram ha sigut profusament emprat en la teràpia d'aversió en

el tractament de l'alcoholisme, sota el nom de "Antabuse". La ingestió

d'etanol, conjuntament amb l'administració de disulfiram, provoca

l'augment de la concentració d'acetaldehid en l'organisme (217) i la
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FIGURA 9 Mecanisme d'inibició de 1'ALDH pel disulfiram.

a) Reacció proposada per Neims i col. (200)

com a mecanisme general de modificació dels

grups tiol de les proteïnes per disulfiram.

b) Mecanisme d'inhibició de 1'ALDH II proposat

per Vallari i Pietruszko (308).
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simultània aparició de símptomes desagradables com visió borrosa, nàusea

i vermellor -facial (123) <veure 1.2.4.). Com ja s'ha d i t , l'enzim

mitocondrial ALDH I, per la seva eficiència i en analogia amb altres

espècies, podria ser l'únic responsable del metabolisme de 1'acetaldehid

en l'organisme. Els e-fectes del disul-firam semblen relacionats amb una

i n h i b i c i ó d'aquest metabolisme i són similars als experimentats per

individus que manquen d'ALDH I, desprès d'ingerir alcohol (veure I.

4.4.1.5.). Per altra banda, "in vitro", el disul-firam i n h i b e i x

preferentment l'isoenzim c i topi asmàtic ALDH II, en contraposició a ALDH I

que e's me's resistent a l ' i n h i b i c i ó (veure 1.4.4.1.1.). Per a explicar

aquesta paradoxa, Harada i col. (128) proposen que é's en última instància

la d i e t i l a m i n a , producte de degradació del disulfiram, la que i n h i b e i x

l'isoenzim ALDH I "in vivo". En cas de confirmar-se aquesta hipòtesi, el

mecanisme d ' i n h i b i c i ó hauria d'ésser revisat.

4.4.1.5. Variabilitat isoenzimàti ca de TALDH

- Fenotip "ALDH no usual"

El 50 V. de les mostres de t e i x i t d'individus orientals sans no

presenten l'isoenzim ALDH I quan son examinades mitjançant electroforesi

en gel de midó o electrofocal ització <112). La deficiència en ALDH I

comporta un fenotip que s'anomena "ALDH no usual", diferent del "ALDH

usual", el qual presenta tant ALDH I com ALDH II. L'homogenat hepàtic

d'individus amb el fenotip "ALDH no usual" revela les propietats de

l'inic isoenzim de baixa Km present, ALDH II, distingint-se fàcilment per

la seva menor acti v i t a t especffica i una Km per a 1'acetaldehid mes alta

que la "ALDH usual". El pH òptim d'oxidació de 1'acetaldehid en els

homogenats hepàtics d'individus amb una "ALDH no usual" è's de 9,0 en lloc

de 9,7, mentres que l'activitat é's i n h i b i d a en un 90 V. amb disulfiram 20

jjM a pH 7,0 (125).

La freqüència d'aquesta deficiència genètica en la població està

directament correlacionada amb la freqüència d'aparició de símptomes de
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sensibilitat a l'alcohol (225). Aquests símptomes, d'entre els quals el

més evident es la vermellor -facial o "-flushing", son molt similars als

exhibits per individus que ingereixen alcohol conjuntament amb disul-firam

(veure 1.2.4. i 1.4.4.1.4.). Desprès de la ingestió' d'alcohol, la

concentració mitjana d'acetaldehid en la sang dels ind i v i d u s de-ficients

en ALDH I, i que experimenten "-flushing", e's superior a 30 pM, mentre que

la dels individus normals és menor de 2 uM (127, 154, 226). Aquesta

elevació súbita dels nivells d'acetaldehid circulant és el que s'anomena

"síndrome d'acetaldehidèmia aguda" (324), que estimularia l'alliberament

de catecolamines i provocaria els símptomes esmentats. S'ha suggerit que

aquesta de-ficiència podria provocar el rebuig a l'alcohol per part de

l ' i n d i v i d u i, per tant, jugar un paper protector en-front de

l'alcoholisme, al menxs en el Japó (129, 131, 340).

Els treballs del grup de Yoshida (147, 149) mostren que els orientals

de-ficients en ALDH I posseeixen en canvi una prote'ina inactiva

enzimàticament, però reactiva immunologicament amb anticossos contra

l'isoenzim ALDH I. Aquesta prote'ina és el resultat d'una mutació puntual

que comporta el canvi d'un residu d'àcid glutàmic per una lisina en el

segment C-terminal de l'enzim (138, 339). Ferencz-Biro i Pietruszko (105)

sostenen, contràriament a Yoshida i col., que els orientals posseeixen

una variant activa de l'isoenzim ALDH I, però amb una menor acti v i t a t

especf-fica i de m o b i l i t a t electro-forèt ica idèntica a l'isoenzim ALDH II,

quedant emmascarada per aquest íltim en l'anàlisi dels homogenats per

electro-foresi . En qualsevol cas, restaria minvada la capacitat de

metabol ització de l'acetaldehid.

Així" doncs, sembla que un mateix fet, la manca d'activitat ALDH, ja

sigui per d e f i c i è n c i a genètica o per i n h i b i c i ó amb disulfiram, provoca

resultats similars: greus problemes en la metabolització de

l'acetaldehid. Tot recolza la hipòtesi de que ALDH I e"s i n h i b i d a "in

vivo" pel disulfiram o algun dels seus derivats metabòlics.
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- ALDH d'individus alcoholics

L'alcoholisme crònic apareix l l i g a t a n i v e l l s elevats d'acetaldehid

en sang <207, 217, 234), el que s'anomena "aldehidisme crònic" (324),

sovint associat amb un mal -funcionament de l'ALDH hepàtica (233, 238). El

problema rau en averiguar si això e"s el reflex d'una deficiència genètica

preexistent o del dany hepàtic provocat pel consum d'alcohol. Per altra

banda, no existeix unanimitat sobre quin dels dos isoenzims majoritaris

de l'ALDH, ALDH I o ALDH II apareix disminuït en la malaltia alcohòlica.

El grup de Peters (158) va observar una activitat minvada en l'ALDH

citosòlica de biòpsies d'alcohòlics no cirròtics respecte dels controls.

L'activitat es va mantenir en n i v e l l s baixos després d'un période

d'abstinència, suggerint una deficiència primària d'ALDH (29ó).

D'altres treballs indiquen que la reducció" en l'activitat ALDH es

conseqüència de l'excessiu consum d'alcohol i que, en alguns casos,

reverteix amb l'abstinència. Ricciardi i col. (260), en un estudi dut a

terme amb biòpsies de pacients en diversos estadis de m a l a l t i a alcohòlica

(•fetge gras, hepatitis alcohòlica i cirrosi alcohòlica), observaren una

reducció selectiva de l'activitat ALDH I (probablement mitocondrial) en

els pacients cirròtics. Els autors atribuïren aquesta deficiència al danx

mitocondrial que es produeix en els estadis avançats de la malaltia

alcohòlica, que porta a l'establiment d'un cercle viciós de danx

subcel.lular progressiu i que desemboca en la necrosi cel·lular (veure

1.2.4.). Nilius i col. (231) també" observaren una reducció'consi derabí e

de l'activitat ALDH total en pacients amb cirrosi alcohòlica. En un

treball d'Agarwal i col. (6), l'activitat especifica de 1'isoenzim ALDH I

aparegué sempre disminuïda en els alcohòlics respecte dels con'trols.

En eritròcits, l'isoenzim ALDH II mostrà una activitat

significativament menor en alcohòlics crònics comparats amb els controls,

tenyint-se molt dèbilment en un gel d'electrofocal i tzació". L'activitat

ALDH retornà a valors normals després de 12 setmanes d'abstinència,

revelant-se com un marcador fiable de l'alcoholisme (7, 217).
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Finalment, Tipton i col. (302) sotmeteren a el ectro-focal i tzac ¡ ó

mostres de biòpsies hepàtiques d'alcohòlics i controls, quant i-f icant les

bandes d'activitat densitomètricament. La relació d'intensitats dels pics

per a ALDH I i ALDH II -fou invariable per a totes les mostres.

4.4.2. Isoenzirns d'alta Km de TALDH

En general, han sigut menys estudiats que els isoenzims de baixa Km,

ja que la majoria dels mètodes d'assaig enzimatic i de pur i-f i caci 6

tendien a eliminar-els. Aixf doncs, les seves propietats moleculars són

poc conegudes.

Els isoenzims humans d'alta Km, ALDH III i ALDH IY han sigut

pur i-í ¡cats a homogeneïtat recentment. Ambdues -formes són retingudes per

una columna de CM-Sepahadex a pH ó,O, propietat que e's utilitzada per a

la purificació" a partir d'homogenat de -fetge, essent elu'its

di-ferenc ialment mitjançant un gradient de O a 0,5 M de NaCl . Les seves

propietats conegudes apareixen resumides en la Taula V i es deuen als

treballs preliminars del grup de Pietruszko (99, 109). La seva

localització subcel.lular i la seva •funció" -fisiològica són totalment

desconegudes.

4.4.2.1. Isoenzim ALDH III

Representa el 10 '/. de l'activitat ALDH total del -fetge, mesurada amb

propanal 13,5 mM a pH 9,0 (99). Harada i col. (125) el puri-ficaren

parcialment a partir d'estómac, i Edson i Pietruszko (99), a partir de

•fetge. ALDH III presenta un pes molecular de 230.000 dalton, postulant-se

una estructura tetramèrica (Taula V). El seu màxim d'activitat es troba a

pH 8,5, conservant el 35 '/. d'activitat a pH 7,0. A aquest pH, la Km per a

1'acetaldehid es de 3,3 mM, i a pH 9,0, de 7,1 mM. El valor de la Km per

als aldehids ali-fàtics disminueix ràpidament al augmentar la longitud de
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la cadena carbonada. Aixf, a pH 9,0, la Km per a l'hexanal es de 16 uM.

L'activitat especffica e"s de 0,9 U/mg, mesurada amb propanal 13,5 mM a pH

9,0.

No Is i n h i b i t per disuHiram i es molt termolàbil (125, 221).

4.4.2.2. Isoenzim ALDH IU

La majoria de les dades presentades per a ALDH IV en les Taules V i

VI han de ser considerades com a preliminars i necessiten confirmació

posterior. Han estat presentades recentment al "Second Congress of the

International Society -for Biomédical Research on Alcoholism" per

Forte-McRobbie i Pietruszko (109). Agraïm als autors que ens hagin

•facilitat els detalls del seu treball prèviament a la seva publicació'.

Segons aquests autors presenta peculiars caracterfstiques que el

di-ferencien de tots els isoenzims de l'ALDH humana coneguts -fins ara. El

seu pes molecular sembla molt més baix, situant-se entre 139.000 i

175.000. Les seves subunitats tenen en canvi un pes molecular molt alt,

69.200 dal ton, suggerint que es tracta d'un dfmer. El seu punt

isoelèctric, prop de la neutralitat <6,8-6,9), d i f i c u l t a la seva

purificació* a partir de t e i x i t hepàtic pels mètodes clàssics de

cromatografía de bescanvi iònic. El seu màxim d'activitat es troba a pH

8,45. Les Km per a 1'acetaldehid i propanal a pH 8,5 són, respectivament,

2,28 mM i 18,0 mM (109).

És tèrmicament molt inestable, doncs la seva activitat desapareix als

6 min d'incubació a 70'C (125).

4.4.2.3. Formes indulbles de 1'ALDH en altres espècies

Ademé's dels isoenzims constitutius del fetge normal, es coneix un

segon grup d'isoenzims d'alta Km que poden ser indu'its per diferents
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tipus de xenobiòtics, com drogues (-íenobarbi tal ), insecticides

<2,3,7,8-tetradorodibenzo-p-di oxina, TCDD) o carcinogens químics

(2-acet i lamino-f luorè i diet i Ini trosamina). Aquests isoenzims, estudiats

tots ells en -fetge de rata, es caracteritzen per ser citosolics i posseir

pesos moleculars entre 100.000 i 200.000 dalton. Molts dels inductors no

són substrats dels isoenzims indu'its, pel que aquests podrien participar

en el metabolisme dels aldehids produits pel sistema d'oxidació del

citocrom P-450 o altres reaccions de desintoxicació* general.

L'isoenzim indu'it amb -fenobarbi tal presenta un pes molecular entre

72.000 <78) i 105.000 dalton <205), mentres que 1'induit amb TCDD,

110.000-122.000 dalton <78, 205), havent-se demostrat en aquest ú l t i m cas

que la -forma -funcional es un dfmer. Lindahl i Evces <205) han puri-ficat

recentment una ALDH especf-fica de tumor (110.000 dalton) i una ALDH

indu'ida durant l'hepatocarc inogènesi (165.000 dalton). L'enzim indu'it amb

TTDC i l'enzim especí-fic de tumor só'n especialment actius en-front de

benzaldehid com a substrat i NADP* com a coenzim.

S'ha descrit també* una ALDH c i topi asmat ica de -fetge de ratol f, amb un

pes molecular de 60.000 dalton. La seva activitat s'incrementa 3 vegades

durant l'embaràs, el que suggereix algun tipus de control hormonal <284).

4.5. Distribució subcel.lular de 1'ALDH

La majoria d'estudis realitzats en el -fetge de varies espècies

assenyalen l'existència d'activitat ALDH en tres -fraccions subcel .lulars:

citosòlica, mitocondrial i microsomal <Taula IX). En general, les

•fraccions citosòlica i mitocondrial presenten isoenzims de baixa i alta

Km per als aldehids de cadena curta, mentre que la -fracció* microsomal

només sembla posseir isoenzims d'alta Km (Taula X).

La u t i l i t z a c i ó , pels di-ferents grups d'investigació, de di-ferents

condicions experimentals, com el mètode de -fraccionament subcel.lular, pH
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de l'assaig de l'activitat enzimatica, substrat emprat i concentració, i

•formes d'expressar l'activitat enzimatica, han impedit moltes vegades la

comparació* i avaluació dels treballs ja realitzats.

4.5.1. Distribució subcel.lular de 1'ALDH humana

Fins a l'actualitat no s'ha realitzat cap estudi que demostri

inequívocament l'associació d'un isoenzim determinat de l'ALDH humana amb

un dels compartiments subcel.luiars.

Quan mostres de -fetge humà, obtingudes d'autòpsies 10-24 h després de

la mort, s'utilitzen per a un -fraccionament subcel.lular, la major part

de l'activitat ALDH apareix associada amb la -fracc \6 c i tosòl ica, no

trobant-se pràcticament activitat en les -fraccions mitocondrial ni

microsomal <125, 244). En un experiment realitzat amb mostres -fresques de

fetge de rata, Pietruszko i col. (244) demostraren que els nivells d'ALDH

corresponents a les di-ferents -fraccions particulades soli pro-fundament

afectats per 1'emmagatzement a temperatura ambient, el que indica que en

les condicions "postmortem" té'lloc la l i s i de les membranes cel·lulars,

alliberant-se els enzims de les -fraccions particulades i a'illant-se com

si es trobessin en la -f race ió" c i tosòl ica <244, 249).

Ut i l i t z a n t paralelament una mostra de biòpsia hepàtica per al

•fraccionament i una mostra d'autòpsia per a una purificació i

caracterització' parcials de les formes de l'ALDH, Koivula (127) realitzi

un dels pocs estudis fiables de que es disposa en fetge humà, anàleg al

que ja havia dut a terme el mateix autor en rata. Els resultats

assignaren a la f racció mi tocondr i al el 50 "/. de l'activitat ALDH total,

mesurada amb propanal 9 mM, i mes del <40 '/. si era mesurada amb propanal

60 uM. En el citoplasma s'observi una forma de baixa Km similar en

propietats a 1'isoenzim ALDH I. La presència d'aquesta forma en la

fracció' soluble s'atribuT al trencament dels mitocondris durant la

homogen ització* del t e i x i t , com ho mostraren els marcadors enzimatics

emprats. També es purificà parcialmet a partir del citoplasma una ALDH
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d'alta Km, que podria correspondre a l'isoenzim ALDH II (recordar el seu

comportament bi-fàsic). També' es mène i ona l'existència d'activitats d'alta

Km en mitocondris i microsomes, anàlogues a les observades en -fetge de

rata (178),

Tipton i col. (301), a partir de mostres de biòpsies, mostraren que

la major part de l'activitat mesurada amb acetaldehid 3 mM es trobava en

els mitocondris, encara que també' en detectaren en la fracció' microsomal ,

i en el citoplasma en menor grau. Així" mateix, suggeriren que l'enzim

mitocondrial jugaria un paper primordial en el metabolisme de

1'acetaldehid, al igual que en la rata, ja que utilitzant acetaldehid 15

jM com a substrat només observaren a c t i v i t a t en la •fracció'mi tocondr ial .

4.5.2. Distribució subcel.lular de l'ALDH en altres espècies

Els treballs realitzats en diverses espècies animals, sobretot en

rata, han servit de model per a l'estudi de la distribue ió subcel.1ular

de l'ALDH humana, extrapolant-se alguns dels resultats per comparació de

les propietats ffsico-qufmiques dels isoenzims respectius (veure

1.4.4.1.3.).

Aixf, en cavall i xai s'han purificat a homogeneïtat dos isoenzims de

l'ALDH, demostrant-se que pertanyen a dos compartiments subcel.lulars

diferents! un és mitocondrial i l'altre c i topi asmàtic. En el cas dels

isoenzims de xai el fraccionament fou previ a 1'a"i 11 ament, mentre que en

el cas del cavall, els isoenzims es varen purificar conjuntament,

estudiant-se posteriorment la seva localització' en un fraccionament a

petita escala (69, 98).

Lindahl i Ecves (206) han publicat recentment la distribució

subcel.lular comparativa de l'activitat ALDH en fetge de rata, ratol\ i

conill, estudiant simultàniament sis soques diferents de rata. En els

treballs de Lindahl i Evces (20ó) i Deitrich i Rodney (79), és
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Ô

íO

w
1

fi)w
TíW

•H
t .
Mo

•r~i

EK

IX!
J

co

•en
3

•H
4J
rojj
c
cu

•H
M
o
ro

o
o
4-1
c
cu
ro
rH

0
u

w
*J
ro
M
cu
T)
-H

CQ
co
ü
M
d)
CQ

CU
T)

C
ro
£
cu
3
0«

•
4-i
ro
4-1
•H
>

•H
4-1
ü
ro
ro
4-1
M
cu
u
ro
•c
ro
4-1
u
di

4->
cu
Q

J3

•
rH

ro
-.H
M

•O

0
U
O
4-1
•H
E

3
•H
Vi
4-1
ro
E

ro
rH

C

CU

ro
•a
ro
N
4-1
•H
rH

ro
CJ
0

rH

4J
ro
4-1
•H
>

•H
4-1
U
<

U

*

j r

ro
c
ro
IH

•i
CU
g
Vi
cu
4-1
C

"H

-H

à
FA

0)

o
frt
»O

c
Vi

d)

4-1
X
cu

rH

ro
-H
Vl

T3

O
m

i t
o
c

ro
c
ro
Vl

•i
cu
E

ro
rH

C
cu
ro
T)
ro
N
4-!
-H
rH
ro
u
0
rH

4-1
ro
4-1
•H
>

-H
-p
CJ

v«

•
4-1
ro
4-1
•H

•H
4-1
U
ro

/ro
4-1
u
cu
4-1
cu

T3

en
cu
0
c

*ro
•c



/ I. INTRODUCCIÓ /

interessant observar que en totes les soques de rata examinades, el

citosol presenta molt poca o nul.la a c t i v i t a t ALDH. Com es pot veure en

el recull efectuat en la Taula IX, existeixen diferencies significatives

entre espècies, encara que en general la major part de l'activitat ALDH

e"s mesurada en les -fraccions part iculades.

Quant a les -formes enzimàtiques responsables de les diferents

activitats observades, anàlisis prèvies per electrofocal ització havien

revelat la presència de múltiples isoenzims en fetge de rata <32ó). Bona

part dels treballs indiquen l'existència de, al menys, 5 isoenzims.

Preparacions dels isoenzims parcialment purificats demostren que aquests

difereixen notablement en la Km per a aldehids de cadena curta (Taula X),

pes molecular, punt isoelèctric, especifici tat de coenzim, sensibilitat a

inhibidors, termoestabi1 i tat i propietats immunològiques (275).

Dels cinc isoenzims de rata, dos isoenzims, un de baixa Km i un altre

d'alta Km, apareixen associats amb els mitocondris (Taula X ) i han

sigut extensament descrits (145, 178, 275, 304). L'isoenzim de baixa Km

(1 uM) es troba en la matriu mitocondrial i seria probablement el

responsable de l'oxidació de 1'acetaldehid durant el metabolisme de

l'etanol (275). L'isoenzim d'alta Km (1-2 mM) apareix associat amb la

membrana mitocondrial externa (145) o amb l'espai intermembranal (275).

L'únic isoenzim microsomal detectat é*s d'alta Km (Taula X ),

presenta a c t i v i t a t amb NADP"*" i es trobaria associat a membranes (178,

229).

En general, doncs, quan s'utilitza t e i x i t fresc o biòpsies per al

fraccionament subcel .lui ar, l'activitat ALDH apareix lligada en bona part

a la fracció mitocondrial, encara que, al menys en home, l'activitat

continguda en el citosol no seria despreciable (157, 159).
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5. ALCOHOL I FETUS

Una vegada examinat l'estat del coneixement sobre els sistemes

enzimatics de metabol i tzació d'etanol i d'acetaldehid en el -fetge humà

adult, es realitza una aproximació als possibles mecanismes de

destoxificació d'aquestes drogues en la unitat feto-placentàri a. En

primer lloc, es -fa un repàs general a la -fisiologia de la placenta, òrgan

que relaciona els organismes matern i -fetal, i a traves del qual es

produeix el pas d'etanol cap al -fetus <veure 1.2.I.).

5.1. Fisiologia de la placenta humana

La placenta humana és l'òrgan d'intercanvi metabòlic entre les

circulacions materna i -fetal, realitzant un transport actiu dels

nutrients necessaris per al correcte desenvolupament del -fetus, tais com

aminoàcids, vitamines, carbohidrats, ifpids i minerals, sintetitzant

hormones i transformant per acció enzimàtica moltes de les drogues o

•fàrmacs presents en la sang materna abans del seu pas cap al -fetus (168).

La placenta es desenvolupa a partir del t e i x i t embrionari per

diferenciació del trofoblast en dues capes diferents, la externa o

sine i tiotrofoblast i la interna o c itotrofoblast, definint-se clarament a

partir del tercer mes de gestació. En el moment del naixement, la

placenta pesa uns 500 g, el que significa una sisena part del pes total

del nounat.

La placenta a terme és una estructura discoidal d'uns 20 cm de

diàmetre i 3 crn de gruix en la part central. En la perifèria és molt més

prima i es continua amb la membrana corionica. La superffcie materna de

la placenta està d i v i d i d a en una gran quantitat de lòbuls amb

ramificacions membranoses. Les microvel1ositats d'aquesta zona invadeixen

els vasos sanguinis de la pared uterina (placenta hemocorial),

interdigitant-se els t e i x i t s fetal i matern i f a c i l i t a n t l'intercanvi
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FIGURA 10 a) Esquema de l'úter matern amb el fetus unit a la

placenta a través del cordó umbilical i protegit

per les membranes coriònica i amniòtica.

b) Secció transversal del teixit placentari prop

del cordó umbilical, mostrant la penetració de

les microvellòsitats en la pared de l'úter, el

que facilita l'intercanvi de sang entre la mare

i el fetus.

Reproduït de Beaconsfield i col. (18).
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mutu de gasos i substancies. La super-ffcie -fetal es l l i s a i altament

vascular i tzada. Les artèries i venes -fetals con-flueixen en el cordó

umbilical, que està implantat en el centre de la placenta <18) (Fig. 10).

El t e i x i t placentari posseeix un metabolisme propi molt actiu,

exhibint una gran quantitat d'activitats enzimàtiques complementàries a

les del fetus en els diferents estadis de la gestació i desenvolupant a

la vegada funcions nutritives, respiratòries, renals, hepàtiques i

endrocrines <2<S4). La placenta a terme sembla que ha perdut algunes de

les seves capacitats metabòliques, presentant segons alguns autors

símptomes evidents d'envelliment <317>.

La placenta ofereix una oportunitat única d'estudi de les complexes

funcions fisiològiques de que disposa per a dur a terme la seva especial

missió: control de la diferenciació i proliferació cel·lular, regulació

de l'expressió genètica, sistema endocrf, processos de rebuig immunologie

i d'envelliment i la biotransformació de les drogues. En general, les

activitats enzimàtiques acostumen a ser d'un o dos ordres de magnitud més

baixes que les observades en el fetge (168). Altres inconvenients per a

l'estudi de la placenta són la seva heterogeneïtat, amb una gran

quantitat de t e i x i t connectiu i fibras, i el seu elevat contingut en sang

(aproximadament 100 ml) <44).

5.2. Desenvolupament fetal i postnatal de 1'ADH i 1'ALDH

Tant 1'ADH com 1'ALDH semblen pertànyer al grup d'enzims que

incrementen notablement la seva a c t i v i t a t durant el période neonatal,

encara que alguns isoenzims semblen ja presents durant la vida fetal

<18<S, 278).

5.2.1. Desenvolupament de TADH

En l'home, es detecta a c t i v i t a t ADH en el fetge dels fetus de 8

setmanes de gestació, representant menxs del 5 % de l' a c t i v i t a t adulta.
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L'activitat augmenta constantment durant el desenvolupament -fetal i

postnatal, assolint els valors adults i con-f igurant-se la dotació'

isoenzimati ca als cinc anys de vida (250).

Durant els di-ferents estadis del desenvolupament, apareixen els

diferents isoenzims de 1 "ADH a mesura que s'expressen els diversos gens.

El gen ADH^ s'expressa molt aviat, apareixent 3(_-ADH en e^ -fetge i tots

els altres òrgans examinats de -fetus de Ió i 22 setmanes de gestació (5,

240). En quant als isoenzims de la classe I, en el -fetge i abans de les

20 setmanes de gestació, només hi es present 1 ' isoenzim<x<x. Posteriorment

s'expressa el gen ADH^ , apareixent progressivament els isoenzims °<ß i

els ßß . El nounat disposa ja de tots els homodfmers i heterodfmers que es

poden -formar amb les subunitatsx i ß . Desprès del naixement apareixen

les subunitats ̂  en el -fetge, encara que aquestes poden observar-se molt

abans en ronyó i intestf de -fetus (281).

Altres espècies, com la rata, semblen seguir un model de

desenvolupament similar a l'humà: l'a c t i v i t a t és molt baixa abans del

part, però després augmenta linealment amb l'edat. En el moment del

naixement, els valors d'activitat pugen -fins al 20-25 '/. dels valors

adults, assolint-els de-f i n i t i vament prop dels 20 dies de vida <254, 258,

278).

5.2.2. Desenvolupament de 1'ALDH

Es coneix molt poc sobre el desenvolupament de l'activitat ALDH en

•fetge humà. Sembla que el -fetge -fetal es capaç d'eliminar l'acetaldehid

amb una velocitat de metabol ització de 0,6 umol/min/g t e i x i t , mesurada

amb acetaldehid 1 mM, encara que un terç de 1'acetaldeh¡d metabolitzat

seria reduït a etanol per acció de 1'ADH <251).

En rata, les activitats ALDH d'alta Km i de baixa Km es detecten a

partir del dia 15 de gestació, amb un 2-5 '/. de les activitats adultes,

augmentant gradualment al llarg del desenvolupament i assolint els
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nivells adults als 50 dies de vida. El dia del naixement són del 20 7.

(278).

5.3. Antecedents sobre l'ADH i 1'ALDH de placenta

Les poques dades bibliogràfiques sobre el metabolisme de l'etanol i

de 1'acetaldehid en placenta suggereixen l'existència d'activitats ADH i

ALDH. Els enzims responsables d'aquestes activitats en placenta han sigut

molt poc estudiats, no havent estat mai puri-ficats ni caracteritzats.

Hagerman (122), l'any 1969, detecta per primera vegada a c t i v i t a t ADH

en la -fracció soluble d'un homogenat de placenta humana. En un estudi

posterior, Krasner i col. (183) presentaren algunes de les propietats

cinètiques i electro-forèt iques de l'ADH de placenta obtingudes

directament de l'homogenat del t e i x i t .

Investigacions mes recents realitzades en placenta de rata no varen

detectar a c t i v i t a t ADH en el sentit de reducció del s aldehids els dies 15

i 20 de gestació. El substrat emprat -fou acetaldehid 8 mM, a pH 7,5

(278).

Kouri i col. (181), l'any 1977, mesuraren les activitats ALDH en

homogenat de placenta humana u t i l i t z a n t acetaldehid com a substrat,

trobant quatre vegades menys a c t i v i t a t que en placenta de rata.

L'activitat mesurada amb acetaldehid 18 mM -fou només un 0,1 7, de

l'activitat trobada en -fetge humà. L'activitat de baixa Km -fou encara

molt mes p e t i t a comparada amb les a c t i v i t a t trobades normalment al -fetge.

Els mateixos autors estimaren que la -fracc i o mi tocondr i al de la cel.lula

placentària contindria me's de la meitat de l'activitat ALDH total (181).

En placenta de rata, Sippel i Kesaniemi (277) trobaren un 8 X de

l'activitat ALDH del -fetge adult, amb el que la placenta sencera t i n d r i a

una a c t i v i t a t e q u i v a l e n t al 50 '/. de l ' a c t i v i t a t total del -fetge de -fetus.

Aquests mateixos autors, desprens de l'administració d'etanol a rates
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embarassades, només trobaren en la placenta un 25 X de la concentració"

d'ace tal den i d present en la sang materna, i gens d'acetaldehid en el

•fetus (17ó). Aquestes dades suggerien que la placenta de rata protegiria

el -fetus enfront de la intoxicació" per acetaldehid, impedint la seva

l l i u r e difusió, al contribuir a la seva metabolitzaci ó. Resultats

similars foren obtinguts per Guerri i col. (120) amb rates intoxicades

crònicament, encara que detectaren acetaldehid en el fetus en n i v e l l s

similars als de la placenta.
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ó. IMPORTANCIA I LIMITACIONS DE L'ESTUDI CONJUNT DE L'ADH I L'ALDH

ADH i ALDH, principals enzims de la v i a metabòlica de l'etanol, es

distingeixen per una sèrie de propietats comunes que -fan interessant el

seu estudi conjunt.

Ambdues deshidrogenases apareixen universalment distribuïdes en la

naturalesa, mostrant una notable conservació de la seva estructura

primària al llarg de l'evolució de les espècies. Els dos enzims

exhibeixen múltiples -formes moleculars o isoenzims amb variants

al.lèliques en la població, amb di-ferent distribució* tissular i

propietats generals. Els isoenzims de l'ALDH presenten ademes diferent

localització subcel .1 ui ar. Tot plegat podria contribuir a explicar les

diferències i n d i v i d u a l s observades en la capacitat de metabolitzaci o de

l'alcohol (197).

Dels estudis de distribució tissular sembla in-ferir-se una

complementar i état metabòlica entre ADH i ALDH, ja que són precisament els

t e i x i t s que contenen me's ADH els que posseeixen més a c t i v i t a t ALDH (77,

172, 256). Per altra banda, la presència d'ambdós enzims en un mateix

t e i x i t podria accentuar localment el d e s e q u i l i b r i que es produeix en el

potencial red-ox després de la ingest i ó d'alcohol (324) (veure 1.2.5.).

Cal remarcar que els dos enzims apareixen sincròn i cament en el -fetge

•fetal i del nadó durant el desenvolupament, no assolint els n i v e l l s

adults -fins despré's del naixement.

L'elevada concentració en -fetge i l'àmplia espec i-f ic i tat de substrat,

suggereixen un paper -fisiològic de desintoxicació molt mes ampli i

important que no la simple e l i m i n a c i ó de l'etanol i 1'acetaldehid, encara

que és indubtable la seva contr ibuc ió'a l'el iminac ió'd'aquests tòxics.

L'elevat nombre de residus de ciste'ina, alguns d'ells probablement en

el centre actiu, e x p l i c a la inestablitat d'ambdós tipus d'enzims durant

l'aïllament, quan són exposats a l'oxigen atmosfèric, àdhuc en presència
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d'un excés d'agents reductors ( 2-mercaptoetanol o DIT). Per tant, en

alguns casos es aconsellable treballar en atmos-fera de nitrogen <180).

La complexitat dels sistemes ADH i ALDH ha d i f i c u l t a t enormement el

seu estudi. Si bé els primers treballs es realitzaren molt aviat,

sobretot en -fetge de cavall, no ha sigut -fins al desenvolupament de

mètodes analftics i preparatius més ràpids i resolutius, com

1'electro-focal i tzació i la cromatogra-f i a d'a-finitat, i mes tard de la

cromatogra-f i a ifquida d'alta resolució, tècniques immunològi ques i de

genètica molecular, que s'ha assolit un coneixement més exacte de

l'estructura i -funció d'aquests enzims. Per altra banda, la manipulació

dels enzims en condicions anaeròbies ha permès la seva obtenció* amb

elevats rendiments.

Encara que la recerca dels dos enzims ha sigut paralela, per

l'indubtable interès que comporta el coneixement global de la via

metabòlica de l'etanol, l'ALDH e's actualment un enzim molt menys conegut

que l'ADH.
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Capítol II : OBJECTIUS DE LA TESI

L'eleccií de la placenta humana com a p r i n c i p a l organ d'estudi respon

a un interès intrfnsec pel coneixement del metabolisme d'aquest peculiar

òrgan i, sobretot, dels enzims que podrien oxidar l'alcohol en el seu pas

cap al -fetus. D'altra banda, la u t i I itzacio de t e i x i t placentari comporta

evidents avantatges de tipus metodològic; e"s -fàcilment obtenible,

constituant la -font més abundant de t e i x i t humà -fresc, el que permet

mesurar les a c t i v i t a t s enzimàtiques molt poc temps despré"s de la seva

obtenció, realitzar estudis de -fraccionament subcel.lular sense problemes

de deterioració del t e i x i t (veure 1.4,5.1.) i disposar de su-ficient

material biològic per a la p u r i - f i c a c i o i caracterització dels seus

enzims. Addicionalment, l'origen -fetal de la placenta podria representar

un sistema accessible per- a l ' a n à l i s i de la dotació" i soenz imàt i ca del

•futur nadó".

Amb l'objectiu general d'investigar si la placenta disposava d'un

sistema propi de destox i -f i cae i o en-front de l'etanol, si m i l a r al que

posseeix el -fetge, ens vàrem proposar cobrir els següents objectius

parc i al s:

1. A n à l i s i el ectro-forè" t i ca dels isoenzims de l'alcohol desh i drogenasa i

de l'aldehid deshidrogenasa presents en placenta humana i comparació

amb els isoenzims respectius de -fetge humà.

2. Pur i-f icac i o a homogeneïtat i caràcter i tzac ió" -f fsi co-qu fmi ca i c i n è t i c a

de l'alcohol deshidrogenasa i de l'aldehid desh¡drogenasa de placenta

humana, comparant les seves propietats amb les dels isoenzims de -fetge

humà i d'altres especies de mam ¡"f er.

3. Local it z a c i 5 subcel.1 uiar de l'alcohol deshidrogenasa i de l ' a l d e h i d

deshidrogenasa de placenta humana.
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4. De t erm i nac i ó de la capaç i tat g1obal de me t aboi ¡tzac i 6 de 1 'alcohol de

la placenta humana i del possible paper - f i s i o l o g i c de l'alcohol

deshidrogenasa ¡ de l'aldehid deshidrogenasa de placenta en la

protecció del -fetus en mares alcohòliques.
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Capitol III : MATERIALS I METOPES

1 . METOPES PREPARATIUS

1.1. React lus

Tots els reactius emprats -foren de la màxima puresa (qualitat "per a

anal i si";

1.1.1. Procedència dels coenzims i substrats

NAD*" (Grade III), NADH (Grade III), NADP* (Sigma Grade», NADPH (Type

H, tot trans-ret i nol , 2-(4-h i drox i-3-metox i -fen 1 1 >etanol , 17(?-estradiol ,

17(5 -estradi ol -3-sul -fat, 5 (< -dih i drotestosterona, 3(2 -hidroxi-5ß-

-androstan-17-ona, estriol, tot trans-retinal, semialdehid succfnic,

i ndol e-3-acetal deh i d (bisul-fit sòdic), pindoxal, acetat de 1-na-ftil i

acetat de 4-n i tro-fen 1 1 provenien de Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO,

E.U.A.). El -formaldehid es ya preparar a partir de para-formal deh i d

(Sigma) (veure 111. l . l.2.5.>. El malondialdehid es va sintetitzar a

partir de 1,1,3,3-tetraetoxipropà (Sigma) (veure III.1.1.2.6.).

Etanol , butanol , pentanol , hexanol , octanol, alcohol benzTlic,

alcohol cmnàmic, acetaldehid, hexanal , octanal , benzaldehid i aldehid

cmnàmic varen ser obtinguts de E. Merck (Darmstadt, R.F.A.).

Propanal, butanal i 3-n i trobenzaldeh i d -foren de Aldrich Chemie GmbH

and Co. KG (Steinheim, R.F.A.).

Geraniol, 4-nitrobenzaldehid, 4-clorobenzaldehid,

4-hidroxibenzaldehi d i v a i n i l l i n a varen ser subministrats per Fluka AG

(Buchs SG, Su'issa) .
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Nerol i ci traí -foren de Lucta S.A. <Barcelona).

Acetaldehid, propanal, butanal i hexanal varen ser destil.lats abans

del seu us, tal corn s'explica a continuació*.

1.1.2. PreparaciS dels substrats per a l'anàlisi enzimatica

1.1.2.1. Destil.lacio dels aldehids

Els aldehids, per la seva elevada r e a c t i v i t a t quTmica, donen lloc a

reaccions de hidratació, condensació" aldòlica i d'oxidació al seu àcid

carboxflic quan so'n emmagatzemats (76), per molt que la preparació'

comercial sigui d'elevada puresa. Per tant, cal procedir a la seva

destil·lació immediatament abans de la seva utilització'. Una vegada

destil.lats, i encara que es conservin a -40°C, s'alteren de nou

ràpidament. Cal, doncs, desti 1.1ar-els cada vegada, sempre que sigui

possible.

Per als aldehids de baix pes molecular, com acetaldehid, propanal i

butanal s'utilitzà un eq u i p de d e s t i l · l a c i ó simple Afora 502 (A-fora S.A,

Barcelona), mentre que per als aldehids d'alt pes molecular, com hexanal,

va caldre ademes un accessori de dest i 1 .lac ió" al b u i t .

En ambdó's casos la destil·lació' es realitzà dins d'una campana de

gasos. L'escal-fament del matras es -feu mitjançant un bany termostat i tzat

Univeba S-401 (Selecta, Martorell) omplert amb silicona "Fluido 710

Rodhorsil" (Siliconas Hispània S.A., Barcelona), i recollint el producte

destil·lat dins d'un matràs en banx de gel. Es despreciaren el primer i

ú l t i m quarts de volum de destil·lat, apro-fitant només el destil·lat en el

période intermedi i no sobrepassant en cap cas la temperatura d'ebullició'

de l'aldehid <Taula XI).
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TAULA XI. Punts d'ebul1 i c i o del s aldehids destil.lats.

aldehid p.eb. CC)

acetaldehid 21

propanai 48

butanal 75

hexanal 131

1.1.2.2. Conservació' dels aldehids

Prèviament a la seva utilització' en els estudis cinètics i en les

tin c i o n s dels gels de midó", l'aldehid destil·lat es conserva dins d'un

roatras EHenmeyer de 50 ml amb tap de rosca, protegit de la llum amb

paper d'alumini, i emmagatzemat a -40"C. L'aldehid s'utilitzà sempre dins

d'un période no superior a 4 o 5 dies.

Per als estudis cinètics, es prepararen solucions aquoses tamponades

al 3 7. <v/v) amb aldehid recent destil·lat, les quals es conservaren

sense alteració a 4'C més de 7 dies.

1.1.2.3. Mesura de la concentració de propanal

El propanal -fou l'aldehid més àmpliament u t i l i t z a t com a substrat de

l'ALDH, tant en estudis cinètics com per a la mesura de l ' a c t i v i t a t

estàndard. La seva v o l a t i l i t a t , però, di-f ¡cuitava la mesura correcta del

volum en preparar les dissolucions. Calia, doncs, disposar d'un mètode

que ens permetés en tot moment conèixer la concentració' exacta de

propanal en solució, aixfcom el seguiment de la seva deterioraci 6 amb el

temps una vegada destil·lat.

El mètode emprat -fou el de la reducció'de l'aldehid per acció' de

l'ADH de l l e v a t (300). La reacció catalitzada per 1'ADH de l l e v a t es
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perfectament reversible a pH neutre, on 1 ' e q u i l i b r i es desplaça

completament cap a la -formació de l'alcohol (veure I.3.I.). En presencia

d'elevades concentracions d'enzim (0,4 uM) i de NADH en exce's respecte a

l'aldehid, la reacció e's ràpida, completa i estequi ornetri ca. La

disminució en la concentrac \6 de NADH es mesura espectro-fotomètr icament a

340 nm, tal com s'espec i-f ica a III.2.I., i -fou equivalent a la

concentració d'aldehid.

En un volum de 3 ml , s'a-fegiren en aquest ordre:

- 2.700 ui de tampó -fos-fat monopotàssic-KOH (Panreac) 50 mM, pH 7,0

100 p] d'una dissolució de 4,58 mg NADH/ml de tampó" <0,2 mM a

1'assaig)

100 ^il d'una solució' de 1,76 mg d'ADH de llev a t (Sigma)/ml de tampó"

Es prengué nota de l'absorbànc ¡a i s'a-fegiren:

100 ui d'aldehid (aproximadament 0,1 mM a l'assaig)

S'enregistrà l'augment d'absorbànci a a 340 nm durant 1-2 min -fins que

s'assolf un valor constant.

El mètode es revelà molt m i l l or que no pas la u t i l i t z a c i ó " d'ALDH de

llevat (Sigma), ja que les preparacions comercials d'aquesta última -foren

poc actives.

1.1.2.4. Mètodes de sol ubi 1 itzaci ó de substrats i inhibidors

Alguns dels estudis cinètics requeriren la u t i l i t z a c i ó de compostos

d'elevada h idro-fobic i tat, el que impedia la seva completa sol ubi 1 i tzac i ó

en els medis aquosos comunment emprats. Tres -foren els mètodes més usats

en la preparaci 6 d'aquestes solucions: 1 a solubi1 ització" amb detergents,

la sol ubi 1 itzaci ó per homogen ització-dispersió i la solubi1 ització amb

dissolvents orgànics.
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- Sol ubi 1 itzaci ó amb detergents

Despre's d'assajar diverses tècniques, el rnètode de sol ubi 1 i tzac i o amb

detergents e's el que va ser escollit en la sol ubi 1 i tzac \6 del retino! i

del retinal, i é's el descrit per J u l i à <ló9, 170), basat en el de Reyner

(259).

Per al r e t i n o l , es pesaren 6 mg de tot trans-retinol i es varen

dissoldre en 0,5 ml d'acetona <Merck). D'aquesta dissolue i 6 se n'aga-faren

ràpidament 350 ui i s'afegiren a 50 ml de tampó glicina-NaOH 0,1 M, pH

10,0, contenint Tween 80 <Sigma) al 0,02 X (p/v), per tal d'obtenir una

concentració -final de retinol adequada <300 pM) per als estudis cinètics.

Tot el procés es realitzà en absència de llum.

L'espectre d'absorc ió" del retinol dissolt d'aquesta -forma -fou idèntic

al publicat per Reyner <259), amb un màxim a 328 nm. U t i l i t z a n t el

coe-ficient d'extinció molar per al retinol 6323 = 39.500 M-^.cm-'1 <259),

s'observa sempre una concentració in-ferior a la calculada per pes.

Malgrat això s'utilitzà el valor obtingut espectro-fotomètr i cament com a

mesura de la concentració real de retinol.

Per al tot trans-retinal es seguf el mateix mètode, però la

concentració es calcula a partir de l'absorció* a 400 nm, amb un C400 =

29.500 M-'.cm-< <259).

- Solubilització'per homogen i tzac i o-di spersio

Aquest mètode s'emprà en la dissolució" de sòlids i 1 ¡"quids poc

solubles, amb l'avantatge sobre l'anterior de no afegir altres components

al tampó de l'assaig enzimàtic i, per tant, e v i t a n t qualsevol pertorbació"

de l'activitat enzimatica.

El substrat, pesat o mesurat per aconseguir al -final una concentració'

de l'ordre de 0,1-20 mM, es va dissoldre molt lentament en un vas de 10

ml per addició del tampó a temperatura ambient, gota a gota, procurant
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evitar la -formació de grumolls, -formant-se una soluc id pastosa però

homogènia. Lentament, s'hi a-fegi més tampó sense deixar d'agitar. La

barreja, d'uns 5 ml i aspecte de dissolució col.loidal, s'a-fegf a un

matras a-forat que contenia uns 100 ml de tampó" en agitació -forta, rentant

desprès exhaustivament el vas de 10 ml de les restes de substrat i

arrasant en el matras a 100 ml. Periòdicament, el matras es sotmetia a

una agi tac ió manual molt enèrgica.

Si al cap de 1 h d'agitació no s'observava un aspecte homogeni, el

contingut del matràs es trasvassava a un r e c i p i e n t de plàstic i es

sotmetia a una homogen i tzac i ó me's enèrgica en un

homogen i tzador-di spersador Ystral <Dottingen, R. F. A.).

La solució s'emprava immediatament en els estudis c i n è t i c s i

d'espec i -f i c i tat de substrat. En el cas de substrats sòlids, quan es

•formava un p r e c i p i t a t en el -fons del r e c i p i e n t per agregació i

sedimentació de les partTcules, la solució es centr i -fugava a 27.000 x g

durant 10 min en una centr i -fugadora Sorval l RC-5B en tubs de pol ¡propilè

de 40 ml , a temperatura ambient per a evitar noves precipitacions.

Seguidament, es mesurava l'espectre d'absorc ió" del sobrenedant, per

tal de calcular la concentrac i ó real de substrat. Sempre que -fou possible

es realitzaren els controls adequats d'activitat amb ADH de -fetge de

caval 1 (Si gma) .

El mètode s'empri amb è x i t en la disso lució d'al dehids al i -fat ics de

cadena llarga, n i trobenzal deh ids i esteroides.

- Sol ubi 1 i tzac i o amb dissolvents orgànics

- Sol ubi 1 i tzac ió del disul-firam i de la rotenona

El disul-firam (Sigma) i la rotenona (Sigma) es varen dissoldre

sempre en metanol (Merck) a les concentracions de 12 mM i O, ó mM,

respectivament. En l'assaig enzimàtic es varen a-fegir 10 ^Jl d'aquestes
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solucions a un volum total de 3 ml. Es va comprovar que l'addició" de 10

ul de metanol no afectava l ' a c t i v i t a t enzimàtica.

- Solubi1 itzaci ó dels esters

- L'acetat de 4-nitrofenil es prepara immediatament abans del seu

tfs en acetona (Merck) a una concentració de 30 mM. La concentració rnaxima

d'acetona a l'assaig -fou del 3 V. (v/v), no afectant les mesures

d'activitat (11, 71).

La concentració exacta de l'acetat de 4-nitrofenil es determinà

mesurant l'increment d'absorbància a 400 nm degut a la h i d r o l i s i alcalina

de l'ester en NaOH 0,1 M, emprant-se un coeficient d'ext inc ió" mol ar per a

l'anió 4-nitrofenolat de 18.300 M-'.cm-' (274, 307).

- L'acetat de 1-na-ftil es va dissoldre immediatament abans del seu

u's en etanol (Merck) a una concentració' de 20 mM, de forma que la

concentració" màxima d'etanol a l'assaig -fou del 10 '/, (v/v) (193). Aquesta

concentració d'etanol no va afectar l ' a c t i v i t a t de l'enzim.

La concentració de l'acetat de 1-naftil es determina per

h i d r o l i s i alcalina en NaOH 0,1 M i mesura de l'absorbànci a a 292 nm,

emprant un coeficient d'exti ne ió" molar per al 1-naftol a pH 8,5 de 4.677

M-·'.cm-·* (124).

1.1.2.5. Preparaci 6 del formaldehid

El formaldehid es va preparar a partir d'una solució" de

paraformaldehid al 10 '/. (p/v) en aigua destil·lada, que s'escalfà a 60'C

en un bany termostat i tzat per tal de facilitar-ne la dissolució". S'ajusta

a pH 7,0 amb NaOH 0,1 M i es f i l t r à (57). La soluci ó resultant de

formaldehid es conservà a 4'C.
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1.1.2.0. Preparació del malondialdehid

El malondialdehi d es va sintetitzar immediatament abans del seu ús, a

partir de 250 JJl de 1,1,3,3-tetraetoxipropà, per h i d r ò l i s i de l'acetal en

25 ml de HC1 1 N, a temperatura ambient durant 20 min. S'ajusta el pH a

8,5 amb NaOH 0,1 N i s'arrasa a 50 ml amb tampí piro-fos-fat sòdic 33 mM,

pH 8,5 (140). El malondi al deh id é's altament inestable, pol imer i tzant molt

•fàcilment, pel que es conserva protegit de la llum a 4*C.

La concentració del malondialdehid obtingut es va mesurar per

espectro-íotometri a directa de 1 a 0-h idrox i acrol eina corresponent en HC1 1

N (€245 = 14.900 M-''.cm-4) o per reacció amb l'àcid 2-t iobarbi tur i c <48).

En aquest assaig, l'àcid 2-tiobarbituric (Sigma) es va dissoldre,

escaHant suaument, en HC1 0,25 N de -forma que la concentrac ió" -f i nal -fou

del 0,375 'A <p/v). A 2 ml d'aquesta solució* s'a-fegf 1 ml de la solució de

mal ondi al deh i d, s'agità la barreja i s'escal-fà en un banx termostat i tzat

a 100'C durant 15 min. Una vegada re-fredada, es llegf l'absorbànc i a a 535

nm, emprant un co e f i c i e n t d'extinci 6 molar de 156.000 M-4.cm-4 (48).

1.2. Solucions amortidores

1.2.1. Procedència dels reactius u t i l i t z a t s per a la preparació de

tampons

El Tris (tris(hidrox¡met i 1)aminometà), de pKa = 8,3, va ser obtingut

de Merck, Sigma o Bio-Rad Laboratories (Richmond, CA, E.U.A.). L'acetat

sòdic (pKa = 4,76), -fos-fat monossodic (pKa = 6,8), piro-fos-fat sòdic (pKa

= 8,2) i g l i c i n a (pKa = 9,9) provenien de Merck. L'Hepes (àcid

N-2-h i drox iet i 1 p iperaz ina-N'-etasul-fònic) , de pKa = 7,55, -fou

subministrat per Sigma.

El pH -final de les solucions tampó" -fou ajustat emprant quantitats
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apropiades d'àcid clorhfdric o àcid ortofosforic, o be hidròxic sòdic,

tots ells de Panreac p.a. <Montplet y Esteban S.A., Montcada i Reixac).

1.2.2. E-fecte de la temperatura sobre el pH de tampons que contenen Tris

El pH de les solucions de Tris presenta variacions importants amb la

temperatura, 0,03 unitats de pH/'C (lió). Aixf, el pH d'una solució de

Tris 10 mM, pH 7,9 a 4'C, passaria a ser aproximadament de 7,5 quan la

temperatura augmentes a 18°C. Els tampons es prepararen, doncs, a partir

de Tris 1 M i el pH -fou ajustat en -fred amb HC1 concentrat, o bé" a

temperatura ambient però tenint en compte l'esmentat anteriorment.

1.2.3. Desqasi f i cae i o i saturac ¡o" dels tampons amb nitrogen

En la p u r i - f i c a c i ó de l'ALDH de placenta, es va treballar en

condicions anaeròbies per a evitar l'oxidació dels grups ciste'ina l l i u r e s

de l'enzim. Tots els tampons u t i l i t z a t s varen ser desgasats, una vegada

refredats a 4°C, mitjançant una trompa d'aigua en un matràs de Kitasato

de 3 1 amb agitació durant 10 min. Tot seguit es va -fer bombollejar

nitrogen < t i p u s "R", Sociedad Espafíola del Oxígeno, Madrid) en el si del

tampó' durant uns minuts a 4°C.

1.2.4. Tampons emprats en la pur i f i cac i 6 de l'ADH de placenta

- Tampó 1 : Tris-HCl 10 mM, pH 7,9 a 4" C <^J = 0,53 rnmho) <239) (tampó

i n i c i a l de la cromatografía de bescanvi iònic).

- Tampó 2 : Fosfat monossòdic-NaOH 10 mM, pH 7,3 (tampó i n i c i a l de la

cromatografía d'afinitat).

- Tampó 3 : Tris-HCl 0,1 M, pH 8,5 a 4'C.
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1.2.5. Tampons emprats en la pur i -f i caci o de l'ALDH de placenta

- Tampó 4 : Tris-HCl 10 mM, EDTA < T i t r i p l e x I I I , Merck) 1 mM, DTT <Sigma)

l mM, pH 8,2 a 4'C (jj = 0,63 mmho) (tampó i n i c i a l de la

cromatogra-f i a de bescanvi iònic).

- Tampó 5 : Fos-fat monossòdic-NaOH 10 mM, EDTA 1 mM, DTT l mM, pH é,0

<tampo i n i c i a l de la cromatogra-f i a d'a-f i ni tat).

- Tampo 6 : Fos-fat monossôdic-NaOH 50 mM, EDTA 1 mM, DTT l mM, pH <5,0.

- Tampo 7 : Fos-fat monossôdic-NaOH 30 mM, EDTA l mM, DTT l mM, pH 7,3

(tampo de la cromatogra-f i a de gel -filtració).

Els tampons es varen preparar com a màxim un o dos dies abans de la

seva u t i l i t z a c i ó , per tal d'evitar la deter i orac i o que so-freix el DTT.

Posteriorment, varen ser desgasats i saturats amb nitrogen, tal com

s'explica a III .1.2.3.

1.3. Obtenció i conservació del t e i x i t

Les placentes, amb un pes aproximat 500 g, es varen obtenir del Servei

d'Obstetrícia i Ginecologia de l'Hospital de Sant Pau i de la Santa Creu

de Barcelona, i provenien d'embarassos normals, a terme (38-42 setmanes

de gestació). Per als estudis rutinaris, varen ser congelades dins de les

2 h següents al part, transportades ràpidament dins d'una nevera portàtil

amb gel i emmagatzemades a -40"C -fins a la seva u t i l i t z a c i ó . Prèviament

s'havia comprovat que una única congelació i descongelac\o del t e i x i t no

disminu'ia les a c t i v i t a t s dels enzims objecte d'aquest estudi. Les

placentes es processaren sempre dintre dels tres mesos següents a la seva

obtenc i ó.
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1.4. A ï l l a m e n t i pur i-f i cae i o deis enzims

La pur i f i cae i o de 1'ADH i de 1 'ALDH de placenta comporta una série de

mètodes preparatius (veure III.1.4.1. i següents) que -foren comuns per

als dos enzims, a excepció de les condicions de pH i -força iònica que

vingueren determinades pel tipus de tampó emprat Ull. 1.2.4.). Esquemes

generals del procés de p u r i f i c a c i ó de l'ADH i de l'ALDH s'indiquen en les

Figs. 11 i 12, respectivament.

1.4.1. Homogen itzaci o del t e i x i t

En una p u r i f i c a c i ó tfpica, una mostra de t e i x i t placentari sense

descongelar es trossejà i se'n pesaren uns 500 g. Quan eK t e i x i t començà

a descongelar-se es separaren les restes de les membranes fetals, cordó

u m b i l i c a l i tot el t e i x i t vascular i connectiu possible. El t e i x i t es

pesa novament, es trossejà mes extensament amb tisores i s'hi afegi tampó"

1 o tampó" 4 (segons es tracte's d'una p u r i f i c a c i ó de l'ADH o de l'ALDH,

respectivament) en la proporció'l:! (p/v), a 4"C.

La mostra es repartí" en tres vasos de precipitats que es mantingueren

en bany de gel. En una primera fase, l'homogen ització es realitzà

mitjançant un aparell M i n i p i m e r (Braun Espafíola S.A., Esplugues de

Llobregat) a la màxima v e l o c i t a t , en tres tandes de 2 min cada una.

Seguidament, la barreja es passà durant 1 min per un

homogen itzador-dispersador Ystral a una velocitat de 10,000 r.p.m., per

tal d'acabar de trencar les cèl·lules del t e i x i t .

L'homogenat així" obtingut (aproximadament 1.000 ml) presentà un

caràcterfsti c color vermell degut a l'hemoglobina provinent de la sang,

aixf com una considerable quantitat de t e i x i t conjuntiu blanquinós.

La manipulació del t e i x i t , a i x T com de la mostra en els primers
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HOMOGENITZACIÓ l:l(p/v) en tampó 1

CENTRIFUGACIÓ a 11.000 x g ,lh*.

t .
FILTRACIÓ

DIÀLISI enfront 25 l tampó 1 , 5 h.

t
CROMATOGRAFÍA DE BESCANVI IÒNIC en DEAE-cel . lulosa en tampó 1*

t
CONCENTRACIÓ PER ULTRAFILTRACIÓ ( 15 vegades ) *

DIÀLISI *

CENTRIFUGACIÓ *

CROMATOGRAFÍA D'AFINITAT en 5' AMP-Sepharose en tampó 2 *

- R e n t a t amb t a m p ó 2

- Renta t amb tampó 3

- Eluc ió amb g r a d i e n t de N A D H

CONCENTRACIÓ PER ULTRAFILTRACIÓ (50 vegades )

I
ENZIM PUR

F I G U R A 11 Esquema de la purificació de l 'ADH de placenta humana.

Tot el procés es realitzà a 4°C. Per a la composició

dels tampons veure III. 1.2.4.
* En el passos indicats es separà una alíquota per a la

determinació de l'activitat enzimàtica i de la concentra-

ció de protéines. L1 alíquota s'analitzà immediatament

o es conservà a -40°C fins al moment de la seva anàlisi.



HOMOGENITZACIÓ 1:1 (p/v) en tampó 4

CENTRIFUGACIÓ a 11.000 x g , 1h* .

I
FILTRACIÓ

DIÀLISI enfront 25 1 tampó 4, 5h .

CROMATOGRAFÍA DE BESCANVI IÒNIC en DEAE-cel.lulosa en tampó 4*

*CONCENTRACIÓ PER ULTRAFILTRACIO (20 vegades ) .

DIÀLISI

..CENTRIFUGACIÓ*

CROMATOGRAFÍA D'AFINITAT EN 5' AMP-Sepharose en tampó 5
I

- Rentat amb tampó 5

- Rentat amb tampó 6

- Elució amb gradient de NADH

CONCENTRACIÓ PER ULTRAFILTRACIO (100 vegades)*.

CROMATOGRAFÍA EN Sephacryl S-300 SF en tampó 7*.

t
CONCENTRACIÓ PER ULTRAFILTRACIO (15 vegades )

ENZIM PUR

FIGURA 12 Esquema de la purificació de 1'ALDH de placenta hu-

mana .

Tot el procés es realitzà a 4CC. Tots els tampons

emprats foren desgasats i saturats amb nitrogen. Per

a la composició dels tampons veure III. 1.2.5.

* En els passos indicats es separa una alíquota per a

la determinació de l'activitat enzimàtica i de la

concentració de proteïnes.L'alíquota s'analitzà im-

mediatament o es conservà a -40QC fins el moment de

la seva anàlisi.
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estadis de la pur i-f i cae ió, es feu amb la protect i (í de guants de plastic o

de c i rugi a.

1.4.2. Centr i-fugaç i o i - f i l t r a c i ó

L'homogenat es va centrifugar durant 1 h a 11.000 x g <8.000 r.p.m.)

i a 4"C, en una centrifugadora refrigerada Sorvall RC-5B (Dupont

Instruments, Newtown, CN, E.U.A.), u t i l i t z a n t un rotor GSA i 6 ampolles

de pol¡propilè de 250 ml cada una. El sobrenedant <aproximadament 700 ml)

es va decantar acuradament, obtenint-se una solució" vermella i

translúcida. Quan la solució* era tèrbola, es filtrava tot seguit a travà's

d'un embut de placa porosa que contenia resina DEAE-cel.lulosa (Whatman,

Maidstone, Regne Unit) (2 x 10 cm), equilibrada amb el tampó de la

cromatografía de bescanvi i ò n i c , per tal d'eliminar la grassa i altres

partícules insolubles.

1.4.3. D i a l i s i

1.4.3.1. Preparació dels sacs de d i à l i s i

Els sacs foren de cel·lulosa, del tipus 250-7U (Sigma), prèviament

tallats, amb una capacitat aproximada de 50 ml, o be del tipus Visking

(Medicell International Ltd., Londres, Regne Unit).

Per tal d'eliminar possibles impureses que poguessin contaminar la

mostra, els sacs es tractaren de la següent manera: Es b u l l i r e n en 600 ml

d'aigua destil·lada quatre vegades successives. Els dos primers cops s'hi

afegiren, ademes, 6 g, aproximadament, de bicarbonat sòdic (Merck). Una

vegada refredats, els sacs es conservaren a 4'C, prèvia addici o d'unes

gotes de cloroform (Panreac) per tal d'evitar el creixement de

microorganismes. Immediatament abans d'utilitzar-els, els sacs es

rentaren exhaustivament amb aigua destil·lada i s'agafaren sempre pels

extrems o be amb guants de plàstic.
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1.4.3.2. Equi librae i 6 de la mostra

El sobrenedant es repartf en 14-15 sacs de d i à l i s i (aproximadament 50

ml/sac) amb l'ajut d'un embut p e t i t , tancant-se amb dos nusos a cada un

dels extrems. Els sacs es submergiren en vasos que contenien tampó 1 (per

a 1"ADH) o tampó 4 (per a 1'ALDH) a 4'C, enfront dels volums i en els

temps següents: primer, 2 h en 10 1 de tampó, i després, 3 h en 5 1 de

tampó amb 2 canvis.

La d i à l i s i es realitzà sempre amb agitació del tampó i a 4'C.

Acabada la d i à l i s i es mesura el pH i la -força iònica de la mostra per

tal de conèixer el grau d'equi 1 ibraci ó aconsegui t.

1.4.4. Cromatopra-f i a de bescanvi iò n i c

1.4.4.1. Preparació de la resina de bescanvi iònic

La resina utilitzada -fou DEAE-cel .lui osa DE 52 microgranular i

prehidratada (Whatman) que posseeix grups diet i 1aminoeti 1 (DEAE) (Fig.

13).

,

[J

FIGURA 13 Grup dietilaminoetil (DEAE)
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Al estar carregats positivament en un ampli rang de pH <pH 2-pH 9),

els grups DEAE uneixen anions com poden ser els clorurs (Cl~) del NaCl,

els grups hi d r o x i l de l'aigua (OH~) o els enzims objecte d'aquest estudi,

que en el pH al que es realitza la cromatogra-f i a estan carregats

negativament. Es tracta, doncs, d'una resina de bescanvi aniònic.

- E q u i l i b r a c i ó de la resina

S'aga-faren 500 g de DEAE-cel .lulosa i s'afegiren, agitant amb una

vareta de vidre, a 2 1 de tampó amb una -força iònica 10 cops superior

(Tris 0,1 M) al de la cromatogra-f ia (Tris 10 mM), per tal d'arribar més

ràpidament al pH desitjat. La suspensió es deixà sedimentar en un embut

•filtrant de 3 1 i es rentà amb uns 10 1 del tampó* mes concentrat. Una

vegada assolit el pH, la resina es rentà amb uns 20 1 del tampó de la

cromatogra-f i a (tampó 1 o tampó 4), -fins que la -força iònica de l'elu'it

era idèntica a la del tampó i n i c i a l .

- El i m i nac i o del s "-fines"

Els "-fines" o partícules de resina me's petites del normal ( 10 jjm) i,

per tant, de sedimentac i ó mes lenta, so'n la causa de molts problemes en

la cromatogra-f i a, com poden ser: distorsió'en l'entrada de la mostra,

•fluxos disminuïts, col .1 apsament de la columna, etc.

Els "-fines" s'eliminaren en un vas de 3 1 per decantac ió del tampó

sobrenedant, una vegada sedimentada la major part de la resina prèviament

equilibrada. Aquest procé's es repetTS cops mes.

- Regeneració de la resina

Una vegada u t i l i t z a d a , cal regenerar la resina retornant-li la seva

capacitat de bescanvi. En un primer tractament, la resina es suspengué*

durant 30 min en 15 volums de HC1 (Panreac) 0,5 N. Seguidament, es renta

exhaustivament amb aigua destil·lada en un embut - f i l t r a n t , -fins arribar a

pH 4. En un segon tractament, la resina es suspengué en 15 volums de NaOH
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(Panreac) 0,5 N durant l h (332). Es realitza un nou rentat amb aigua

destil·lada -fins arribar al pH del tampó de la columna de bescanvi i ò n i c

(tampó 1 o tampó 4). Una mateixa resina es regenera -fins a un màxim de

tres vegades.

La resina regenerada s'equilibrava seguint el procediment descrit

an t er i orrnent.

1.4.4.2. Empaquetament de la resina en la columna

500 g de DEAE-cel.lui osa, prèviament equilibrada i eliminats els

"•fines", es suspengueren en 2 1 del tampó de la cromatografía (tampó 1 o

tampó 4) i s'empaquetaren a temperatura ambient en una columna de 5 x 50

cm, a un -flux de 100 ml/h, lleugerament superior al de la cromatografía.

Un cop empaquetada la resina, la columna es col·locà dins d'una cambra

•freda a 4'C, on acabà de sedimentar la resina, que ocupà un volum de prop

de 900 ml. Una vegada refredada, la resina es rentà amb 1 1 de tampó a un

•flux de 90 ml/h per a acabar-la d'equilibrar, comprovant-se -finalment que

el pH i la força iònica del tampó elu'it eren idèntics als del tampó

api¡cat.

1.4.4.3. Apl i c a c i ó de la mostra

Un cop equilibrada la mostra (750 ml) per d i à l i s i (veure III.1.4.3.),

s'aplicà a la columna amb l'ajut d'una p i p e t a d'èmbol de 10 ml, procurant

no distorsionar la superfície l l i u r e de la resina. La totalitat de la

mostra es feu entrar a un flux de 50 ml/h, controlant la possible

formació d'escletxes laterals en la resina per col.1apsament. Les bombes

peristaltiques més uti l i t z a d e s per al control del flux foren la

Varioperpex (LKB-Produkter AB, Bromma, Suècia) i la Microperpex 2132

(LKB). Les fraccions, d'un volum de 18 ml, foren recollides amb un

col·lector Ultrorac (LKB) o bé amb un Redirac 2112 (LKB). El seguiment de

l'hemoglobina present en la mostra permeté la contfnua aval uac ió" del

desenvolupament de la cromatografía i del grau de retenció de la mostra.
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Per tal d'eliminar les prote'ines no unides a la resina, i que elulen

en el volum d'exclusió, la columna es renta amb l l de tampó l o tampó 4

a un -flux de 90 ml/h.

1.4.4.4. Elue i o de l'enz im

L'enzim va ser elu'it mitjançant un gradient sal f l i n e a l de O a 0,15 M

de NaCl (Merck) de volum total 3 1 , a un flux de ¿O ml/h. El gradient

s'aconseguf amb dos vasos de precipitats, connectats en si-fó, que

contenien l'un 1,5 1 de tampó, i l'altre 1,5 1 de NaCl 0,15 M en el

mateix tampó. Una vegada elu'it l'enzim, s'aplicaren 2 1 de NaCl 1 M per a

rentar la resina de les prote'ines més -fortament unides. La resina es

conservà en az i da sódica (Merck) al 0,04 '/. (p/v) -fins a la seva

regenerac ió.

Es mesurà l'activitat enzimàtica i s'estimà la concentració de

proteïna de les -fraccions cromatogrà-f iques tal com es descriu en les

seccions III.1.1.1., II1.2.1 .2.1 ., III.2.1.4. i III.2.4.1. El per-fil de

la conductividad del gradient sal f es va seguir per mesura en un

conduct fmetre COM3 (Radiometer, Copenhagen, Dinamarca). El pH de les

•fraccions del gradient es mesurà en un pHmetre PHM 61 (Radiometer).

1.4.5. Concentració per ul tra-f i 1 trac i ó

Les -fraccions que mostraren a c t i v i t a t enzimàtica (300 ml) es varen

reunir, procurant menysprear aquelles que continguessin molta

hemoglobina, i es varen concentrar per ul tra-f i 1 trac i ó -fins a un volum de

20 ml. S'emprà un concentrador de 200 ml Amicon (Amicon Corp., Danvers,

MA, E.U.A.) amb una membrana Dia-flo PM 10 de 62 mm (Amicon) que reté les

prote'ines de pesos moleculars superiors a 10.000 dalton. La mostra es va

mantenir en agitació suau, a 4"C i sota una pressió de nitrogen (tipus

"R", Sociedad Espafíola del Oxfgeno) de 2,5 Kg/cm .
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Les membranes es rentaren en una s o l u c i ó de KCl <Panreac) 2 M durant

2 h, guardant-se desprès en a i g u a d e s t i l · l a d a i unes gotes d'etanol, a

4°C, per a e v i t a r el c r e i x e m e n t de microorganismes,

1.4.6. CromatoQra-f i a d / a · f i n i t a t

La resina u t i l i t z a d a -fou 5'AMP-Sepharose <Sigma), que conté" el grup

5'AMP <2 ¿jmols de 5'AMP/ml de gel) u n i t c o u a l e n t m e n t pel grup N6-amino,

per m i t j a d'un braç espaiador de 6 carbonis, a una m a t r i u de Sepharose 4B

(Pharmacia F i n e C h e m i c a l s AB, Uppsala, Suècia) (Fig. 14a).

a ) Secr-ä'cse 4B-NH- CM , -MH

vO ïN' "N „Ov CH, O-f>-OH

b ) "H,

N o CM, o-P-O-P-0 CH_,O "N-
I/" \j " l I ]S NSV °" °- s-r
OM OH OM OM

FIGURA 1 4 Comparació de les estructures del grup adenosina

5'-monofosfat (5'AMP) i del dinucleòtid de nico-

namida i adenina (NAD ).

a) Estructura del grup 5'AMP unit a una matriu de

Sepharose 4B mitjançant un braç espaiador

6-aminohexil.

b) Estructura del NAD+.
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Com es veu en la Fig. 14, el grup 5'AMP presenta s i m i l i t u d s

estructurals amb el NAD *" , coenzim de moltes deshidrogenases, tais com

l'ADH i 1'ALDH. Això p o s s i b i l i t a la interacció d'aquests enzims amb la

resina i la seva unió i e l u c i ó espec íf iques en determinades condicions.

1.4.0.1. Preparació de la columna d'afinitat

5 g de 5' AMP-Sepharose s'hidrataren en 100 ml de tampó -fosfat

monossòdic-NaOH (Merck) 0,1 M, pH 7,3, a temperatura ambient. Aquest

tractament va servir per a eliminar els conservants afegits a la resina,

com lactosa o glicerol. El tampó es decantà i s'afegiren 60 ml de tampó"

de la cromatografía d'afinitat. En el cas d'una pur i ficaci d d'ADH s'empra

el tampó' 2 <veure III.1.2.4.), i en el cas d' una pur i f i c a c i 6 d'ALDH, el

tampó 5 <veure III.1.2.5.).

La resina s'empaquetà en una columna de dimensions 1 x 22 cm, a un

flux de 20 ml/h, emprant una bomba p e r i s t á l t i c a Watson-Marlow Ltd. <Regne

Unit) de flux constant. La resina ocupà un volum de 20 ral. Seguidament es

deixa refredar en una cambra freda a 4"C i s'equilibra amb 10-15 volums

del tampó de la cromatografía d'afinitat.

1.4.6.2. Preparació de la mostra per a la cromatografía d'afinitat

La mostra procedent de la cromatografía de bescanvi i ò n i c , una vegada

concentrada, es preparà tal com indiquen els següents apartats.

- Equil¡bracio de la mostra

Aquest pas és imprescindible per tal d'eliminar l'elevat contingut en

sals de l'elu'it de la cromatografía de bescanvi iònic. El concentrat de

la cromatografía de bescanvi iònic es d i a l i t z a en un sol sac del tipus

250-9U <Sigma) enfront de 2 1 del tarnpó" de la cromatografía d'afinitat

(tampó 2 o tampó 5) durant 14 h i amb un sol canvi a les 4 h.
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- Cen tr i -fugaç i o

La d i à l i s i de la mostra concentrada en-front d'un tampó de baixa -força

iónica provoca la -formació d'un p e t i t p r e c i p i t a t blanquinós que hauria

pogut col·lapsar la columna d'a-f i n i t a t ,

A i x f doncs, la mostra es centri-fugà a 3.000 x g (5.000 r.p.m.) durant

10 min a 4'C en una centr i-fugadora re-frigerada Sorvall RC-5B, rotor

SS-34, u t i l i t z a n t dos tubs de Corex de 15 ml.

1.4.0.3. A p l i c a c i ó de la mostra a la columna d'afinitat

La mostra <20-25 ml) s'aplica amb l'ajut d'una pipeta Pasteur. Es

rentaren les pareds de la columna amb tampó i es -feren passar 300 ml de

tampó de la cromatogra-f i a d" a f i n i t a t a un -flux de 20 ml/h. El volum de

les fraccions fou de 15 ml i es recolliren en un dels col·lectors

descrits a III.1.4.4.3. La major part de l'hemoglobina va e l u i r en els

primers 100 ml. El procediment seguit fou diferent segons es tracte's

d'una purificació d'ADH o bé d'ALDH, tal com s'indica en els segiïents

apartats i en les Figs. 11 i 12.

1.4.0.4. Rentat amb tampó de forca iònica me's elevada

La columna es rentà amb 300 ml del tampó següent:

- En el cas d'una p u r i f i c a c i ó d'ADH s'empra el tampó 3 (veure

III.1.2.4.), que impli c a v a un augment tant de força iònica com de pH,

respecte al tampó i n i c i a l (tampó 2).

- En el cas d'una p u r i f i c a c i ó d'ALDH s'empra el tampó 6 (veure

III. 1.2.5.).

Aquest rentat comportava l'elució de prote'ines unides

i nespec í~f i cament, tais com l'hemoglobina residual.
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1.4.6.5. El uc i ó de 1 'enz irn

L'enzim va ser elu'it espec ff icament mitjançant 500 ml (volum total)

d'un gradient l i n e a l de 0 a 0,06 mM de NADH, segons el mètode de Pareas i

Vallée (239). El NADH desplaçava el grup 5'AMP de la interacci ó amb

l'enzim, el qual quedava alliberat de la seva unió amb la resina. El NADH

era preparat immediatament abans del seu ú's. El volum de les fraccions

recollides fou de 5 ml.

Per tal d'eluir la LDH, mes fortament retinguda que l'ALDH,

s'aplicaren 100 ml de NADH 0,7 mM (248).

Es mesuri l ' a c t i v i t a t enzimàtica i 1'absorbància a 280 nm, tal com es

descriu a III .2.1 .1 .1., III .2.1.2.1 ., III.2.1.4. i III.2.4.1.

Simultàniament es mesurà l'absorbànci a a 340 nm per tal de seguir el

p e r f i l de concentració" de NADH.

La columna es renta finalment amb 200 ml de NaCl (Merck) 1 M amb

l'objecte d'eluir qualsevol resta d'enzim retingut.

Posteriorment, per tal de poder u t i l i t z a r la resina novament, aquesta

es rentà amb 200 ml d'urea (Merck) 2 M en tampó" 2 o tampó" 5, que

desnaturalitzava i e l i m i n a v a qualsevol resta de prote'ina fortament unida.

Seguidament, la resina s'equilibrava amb tampó" 2 o tampó 5 i es

conservava a 4"C prèvia addició d'azida sódica (Merck) al 0,04 X (p/v).

Cap resina d'afinitat no s'emprà més de 3 vegades per a una

p u r i f i c a c i ó d'ADH. En les purificacions d'ALDH es procurà fer servir

sempre una resina nova.

1.4.ó.ó. Recromatoqrafi a en la columna de 5'AMP-Sepharose

El mètode de recromatografi a (170) s'emprà en els pocs casos en que,
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per causes desconegudes, l'enzim va e l u i r de la columna d'a-finitat durant

el rentat previ s. l'aplicació del gradient de NADH. En aquestes ocasions,

l'enzim elu'ia inespec ff i cament, altament contaminat i en volum elevat que

•feia d i f í c i l la seva detecció. Amb l'objecte d'obtenir una preparac i 6 me's

purificada, les fraccions actives es reunien, es concentraven, es

dialitzaven i es centrifugaven. El concentrat s'aplicava novament a la

columna d'afinitat, seguint el procediment ja esmentat. Donat que en la

primera cromatografía ja s'havia e l i m i n a t bona part de la proteïna

contaminant, els rentats podien ser menys extensos. L'enzim quedava

fortament retingut a la columna i s'assolia un alt grau de purificació.

1.4.0.7. Concentració de l'enzim pur

Les fraccions amb a c t i v i t a t enzimàtica (50 rnl ) es reuniren i es

concentraren per ui traf i 1 trac ¡ó fins a un volum de 1 a 2 ml per als

estudis ffsico-qufmies i cinètics posteriors. En aquest cas s'emprà

ademe's un concentrador de 10 ml Ami con amb una membrana Diaflo PM 10 de

25 mm de diàmetre (Amicon).

1.4.7. Emmaqatzement de l'enzim pur

L'enzim s'emmagatzemà sempre en solució, en tubs Eppendorf, a 4'C.

L'ADH es conservà sempre en tampó 3, en presència d'una de les

següents substàncies estabi1 itzants:

a) NADH, en la relació 2 mols NADH/mol enzim. El NADH s'afegia

novament cada 7 dies per tal de restituir el que s'havia alterat.

b) DTT 1 mM.

- L'ALDH es conservà en tampó 6 o tampó 7 i en atmosfera de

n i trogen.
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1.4.8. CromatoQra-f i a de gel .•filtració

Per tal d'assolir un grau de puresa mes elevat en els enzims ADH i

ALDH, i al mateix temps determinar el seu pes molecular, s'utilitzi la

cromatogra-f i a de gel -filtració o d'exclusió molecular.

Per a cada proteïna es defineix

Kau = (Me - Mo) / (Mt - Mo) , on

Me = volum d'elució de la proteïna (volum de solvent necessari per a

eluir-la, es pren com a re-ferència la -fracció que presenta màxima

absorbància o a c t i v i t a t enzimàtica en el perfil d'elució).

Mo = volum b u i t de la columna o volum de solvent necessari per a e l u i r

una prote'ina que no entri en l'interior de la matriu del gel.

Mt = volum total de la columna

Mt - Mo = Ms = volum de la -fase estacionaria o de l'interior de la matriu

del gel .

Kav representa la -fracció del volum de la -fase estacionaria que e's

accessible per a la difusió d'una prote'ina determinada, i e's independent

del grau d'empaquetament del gel (242). El seu valor e's inversament

proporcional al 1ogaritme del pes molecular en el cas de proteïnes

globulars, de manera que amb prote'ines-patró adequades es pot obtenir una

recta de calibratge que, per interpolació, ens permet calcular el pes

molecular dels enzims problema.

S'empraren dos tipus de gels, de composició" i característiques

h idrodinàmiques diferents, Sephadex G-200 Superfine (Pharmacia) i

Sephacryl S-300 Superfine (Pharmacia).

-94-



—CH,

H r—

Ç OH H C—O—CK

OHX¿—¿/ - '

H OH
T/c<iï~0\ /
C OH H C—O—CH2

HO Ç Ç

HI

—O—CH2

H r.—

l I l/Nl "\/
H o ç ?H c_0_

CH2 OH Ç Ç

HC—OH H OH

f'
H O

C H

CXH-- Y-O-CH,

H c~

I\¿1__¿/C~°~CHZ

? ' I
I H OH

CH2

HC—OH

»
I/ ^H
C OH

-0 H

H OH

OH

HM NH

I i
o=c c=o

H, CH CH CH,

OH

\

V

CH, CH \a

\

NH

CH,

NH

C = O

V

À
CH— CH,— CHi— CH— CH,— CHx

CHf—O

CH, O

\

FIGURA 15 Estructura molecular parcial de la matriu dels gels

emprats en la cromatografía de gel filtració:

a) Sephadex.

b) Sephacryl.



/ I I I . MATERIALS I MÈTODES /

1.4.8.1. Cromatoqra-f i a en Sephadex G-20Q Super-fine

- Caracterfstiques del gel

El Sephadex estl constituït per partfcules esfèriques poroses, que en

el cas del G-200 Superfine tenen un diàmetre en sec de 10-40 jjrn. Cada

partfcula é's un r e t i c l e format per la un i o covalent de cadenes de dextrà

per mitjà d'ep ic i orónidrina <Fig. 15a). El Sephadex 6-200 Superfine

présenta uns l i m i t s d'exclusió' per a proteïnes globulars de 5.000 i

250.000 dal ton de pes molecular.

Els gels amb un baix grau d'entrecreuament, com el Sephadex G-200,

presenten seriosos inconvenients, ja que poden compactar-se per un excés

de pressió hidrostàtica o de flux. Per a una columna de dimensions

similars a l'emprada, la pressió" h i drostàt ica s'ha de mantenir entre 4 i

16 cm d'aigua, i el flux màxim é"s de 4,5 ml/h <242).

- Hidratac i o del pel

Es pesaren 20 g de Sephadex G-200 Superfine i es deixaren hidratar en

3 volums de tampó de la cromatografía de gel filtració" (Tris-HCl 0,1 M,

pH 7,5, o tampó" 7, segons s'hagués d'aplicar una mostra d'ADH o d'ALDH,

respectivament) durant 72 h a temperatura ambient (242). Una vegada

hidratat, el gel es deixà refredar a 4"C. Immediatament abans de

l'empaquetament, el gel es desgasa en un Kitasato de 2 1 mitjançant una

trompa d'aigua.

- Preparació de la columna

La columna, de dimensions 2,3 x 90 cm, es deixa refredar a 4'C. Per

tal d'evitar al màxim la formació" de bombolles d'aire durant

1'empaque tament, la columna s'ompl T de tampó' de la cromatografía fins a

1/10 de l'alçada total. Aquest tampó es feu passar varies vegades a

traves de la placa inferior de la columna per tal d'alliberar qualsevol

bombolla d'aire, i es pinçà l'extrem inferior del tub de sortida
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procurant que quedis ple de tampó. A la columna se l i acoblà un embut

d'un volum equivalent. L'extrem del tub de sortida es porti -fins a

l'alçada del n i v e l l superior de l'embut, per tal de no sobrepassar en cap

cas la pressió hidrostatica permesa.

- Empaquetament del pel en la columna

El gel <en un volum una vegada i mitja el de la columna), desgasat i

•fred, s'afegT molt lentament per les pareds de la columna amb l'ajut

d'una vareta de vidre, omplint també" l'embut. Al cap de 5 m i n , es baixa

l'extrem del tub de sortida 12 cm per sota del n i v e l l superior de l'embut

i es permeti la l l i u r e sortida del tampó. L'empaquetament es realitzà per

acció" de la gravetat, sense bomba peristáltica. Periòdicament es v i g i l à

que el -flux no sobrepasse"s els límits permesos, recti-ficant també' la

posició" de la sortida a mesura que baixava el n i v e l l del tampó. Aix f que

es pogué", es retirà l'embut i, amb el tub de sortida pinçat, es tapà la

columna, connectant l'entrada a un -flascó" de Mariotte que contenia tampó"

degasat, el que proporciona una pressió hidrostàtica constant. El tub de

sortida es baixà a un n i v e l l situat a 14 cm per dessota del -flascó de

Mariotte. El -flux obtingut -fou de 4 ml/h.

La columna s'equilibrà amb dos volums de tampó Tris-HCl 0,1 M, pH

7,5, en el cas de l'ADH, o amb tampó 7, en el cas de l'ALDH.

El volum total del gel <Vt), -fou calculat mesurant l'alçada del gel

dins de la columna i assumint un diàmetre constant d'aquesta, o bé es

calibrà la columna prèviament amb volums coneguts de tampó.

- A p l i c a c i ó de la mostra

La mostra s'aplicà per sedimentació acurada de 1 ml de solució,

contenint ademes glicerol (Panreac) al 10X (v/v), en una -fina capa per

damunt de la superfície l l i u r e del gel. Per a f a c i l i t a r aquesta operació,

s'utilitzà una p e t i t a xeringa de 1 ml de capacitat i 5 mm de diàmetre,

continuada amb un tub capilar de p l à s t i c d'uns 30 cm de longitud que es
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submergí per sota del tampó sense arribar a tocar el gel.

La concentració de les prote'ínes-patró -fou de 10 mg/ml com a màxim, i

cada una d'elles s'aplica separadament de les altres. Quan -fou necessari,

les mostres de prote'i nes-patró es dialitzaren en-front de 100 ml del tampó

d'equi 1 i brae i ó per tal d'el¡minar l'excessiu contingut en sals, com

sui-f at amôn i c .

L'ADH provinent de la cromatogra-f i a d'a-f i n i t a t s'aplicà en una

concentració" de 0,38 mg/ml. L'ALDH provinent tambe de la cromatografía

d'a-finitat s'aplicà en una c one en t rac i ó" de 0,4 mg/ml .

- El uc í 6 de la mostra

L'elució de la mostra es realitza amb el mateix tampó'd'equ i 1 ibrac i ó,

per acció de la gravetat o amb l'ajut d'una bomba peristáltica P-1

(Pharmacia), sempre a un -flux constant de 4 ml/h i una pressió

hidrostàtica de 14 cm d'aigua. El volum de les -fraccions -fou de 1,2 ml,

recollides amb un col·lector Microcol TDC-80 <Gilson, Vi 1 1 iers-1e-Bel,

França) (óQ gotes/tub) o un Redirac 2112 arnb gradeta de lóO tubs (18

mi n/tub).

- Prote'i nes-patró emprades

Foren les mateixes que les emprades per Lange i col. (190) per a la

determinació del pes molecular de TADH de -fetge hurna: Ribonucleasa A

(Biozyme Laboratoires Ltd, Blaenavon, South Wales, Regne Unit)

repuri-f icada, 13.680 dalton; Qu imotr ipsinògen A (Merck), 25.000;

Ovoalbumina (Sigma), 45.000; ADH de -fetge de cavall (Sigma), 83.000; i

Aldolasa (Sigma), 158.000. En una ocasió, s'emprà Lactat deshidrogenasa

(Sigma), 140.000, en lloc d'Aldolasa.
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1.4.8.2.. Cromatogra-f i a en Sephacryl 5-300 Super-fine

CaracterTsti gués del gel

El Sephacryl està constituït per partícules es-feriques d'un diàmetre

de 40-105 jum, i es -fabrica per l'entrecreuament covalent d'al .1 i 1 dextra

amb N,N'-met i lenbi sacri 1 ami da (Fig. 15b). Aquesta composició li con-fereix

una estructura -força rfgida i estable que permet pressions hidrostat i ques

i -fluxos extraordinàriament elevats, comparats amb els del Sephadex G-200

Super-fine. Ademé's, es comercialitza en -forma de suspensió, pel que no cal

hidratar-el. Aquestes característiques escurcen enormement els temps de

separació (quasi 5 vegades), en comparació" a la cromatogra-f i a en Sephadex

G-200 Super-fine.

El Sephacryl S-300 Super-fine presenta uns l í m i t s d'exclusió" per a

proteïnes globulars de 10.000 i 1.500.000 dal ton de pes molecular.

- Preparac i ó del gel

500 ml de Sephacryl S-300 Super-fine es varen suspendre en 1.500 ml de

tampó 7. El gel es deixà sedimentar i es decanta l'excé"s de tampó. S'hi

a-fegí un volum de tampó igual a la m e i t a t del volum del gel sedimentat i

es deixà re-fredar a 4"C. Posteriorment, el gel es degasà com s'explica a

III.1.4.3.1.

- Preparació de la columna

La columna i la seva preparació -foren identiques a les descrites en

la secció III.1.4.8.1. per a la columna de Sephadex G-200 Superfine,

excepte que en la columna de Sephacryl no es requeriren precaucions

re-ferents a la pressió hi drostàt ica.

Empaquetament del gel en la columna

El gel s'empaquetà amb l'ajut d'una bomba p e r i s t á l t i c a P-3
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(Pharmacia) per tal d'assolir els elevats -fluxos requerits durant

1 'empaquetament (70 ml/h). El gel (en un volum una vegada i mitja el de

la columna), desgasat i -fred, s'a-fegT com descriu la secció III.

1.4.8.1., però sense tenir en compte la pressió h i drostàt i ca. Una vegada

sedimentat el Sephacryl , es connecta l'entrada de la columna a un -fiasco

de Mariette, equilibrant-se la columna amb dos volums de tampó. Desprès,

el -fiasco de Mariotte es situa de -forma que la pressió hidrostàtica -fos

d'uns 100 cm d'aigua, per tal d'assol ir un -flux de Ió ml/h per acció" de

la gravetat. El volum total del gel (Vt) -fou calculat mesurant l'alçada

del gel dins de la columna i assumint un diàmetre constant d'aquesta.

- A p l i c a c i ó de la mostra

Es seguf el procediment descrit a III. 1.4. 8.1. L'ALDH, provinent de

la cromatografía d'afinitat, s'aplicà en una concentrac ió de 0, 22 mg/ml.

- El uc i ó de la mostra

L'el u c i o de la mostra es realitzà amb el mate ix tampó d'equ i 1 i braç i cT,

per acció' de la gravetat, a un -flux constant de 14 ml/h i una pressió"

hidrostàtica de 100 cm d'aigua. El volum de les -fraccions -fou de 1,7 m l ,

recollides en un col·lector Redirac 2112 amb gradeta de 160 tubs (ó, 4

mi n/ tub) .

- Prote'i nes-patro emprades

S'empraren els següents patrons: Ribonucleasa A, 13.080 dal ton;

Ovoalbúmina, 45.000; ADH de -fetge de cavall, 83.000; Lactat

deshidrogenasa, 140.000; ALDH de llevat (Sigma), 245.000; i Fe r r i t i n a

(Sigma), 470.000.

1.4.8.3 . Calcul del volum b u i t de la columna CJo)

El volum d'elucio del Blue Dextran 2000 (Pharmacia.) es considerà com

el volum b u i t de la columna. L'api icac i 6 d'aquest compost -fou prèvia a la

.- ^ "•> ••-*-</. l
-. '//, ' f
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de qualsevol prote'ina, en una concentració" de 2 mg/ml, seguint el

procediment descrit a III.1.4.8.1. El seguiment de la banda de Blue

Dextran al llarg de la columna permeté avaluar la uniformitat de

1'empaquetament del gel.

1.4.8.4. Càlcul del volum d'elució' (Me)

Les proteïnes es detectaren en les fraccions recollides per la seva

absorbància a 280 nm (o be a 215 nm). ADH i ALDH de placenta humana, ADH

de fetge de cavall, ALDH de llevat i lactat deshidrogenasa (LDH) es

detectaren per mesura de l'activitat enzimàtica. El Blue Dextran es

detectà mesurant l'absorbanci a a 619 nm.

El volum d'elució es calculà com a la suma del volum dels tubs

r e c o l l i t s des de l ' a p l i c a c i ó de la mostra fins al tub (inclusiu) de

màxima concentració en prote'ina o de màxima a c t i v i t a t .

Les fraccions corresponents als enzims objecte d'aquest estudi (20

ml) foren reunides i concentrades segons es descriu a III.1.4.ó.7.
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2. METOPES ESPECTRQFQTOMETRICS

2.1. Mesura de I n a c t i v i t a t enzimatica

La mesura de l ' a c t i v i t a t enzimatica es realitzà en un

espectro-fotòmetre IW-vis, de doble -feix, Carx 219 (Varian Associates,

Inc., Palo Alto, ÇA, E.U.A.), amb registre grà-fic, i termostat i tzat a

25'C. El "period" (temps entre mesures)., igual a 1 s, i la "spectral

band width" (amplada de la banda d'absorció), igual a 1,0 nm, foren dos

paràmetres de l'aparell que es mantingueren constants en totes les

determinacions. Les cubetes emprades per a l'assaig -foren de quars

Herasil I o Suprasil I (Hellma GmbH and Co., M u l l h e i m , R.F.A.), de 1 cm

de pas òptic i d'una capacitat de 1 o 3 ml. Les cubetes es netejaren amb

barreja crómica, rentat extensiu amb aigua corrent, 5 volums d'aigua

destil·lada i 2 volums d'acetona, assecant-les amb un assecador de

cabel1 .

Prèviament a l ' i n i c i de la reacció, el tampó de l'assaig -fou incubat

a 25°C per tal d'assolir mes ràpidament la temperatura de reacció.

L'addició dels components de la barreja de reacció i de l'enzim es -feu

per mitjà de pipetes automàtiques de volum variable Pipetman (Gilson).

Per als estudis c i n è t i c s , l'enzim s'a-fegf sempre per mitjà de

microxeringues de 25 ĵl (Hamilton Co., Reno, NE, E.U.A., o Unimetrics

Corporation, Anaheim, CA, E.U.A.).

L'activitat enzimatica es calculà per mesura de la v e l o c i t a t i n i c i a l .

Quan la ifnia d'increment d'absorbànc i a no -fou rectilTnia, es traçà la

recta tangent a temps zero.

L'activitat s'expressà en U, Unitats Internacionals. En el cas de les

a c t i v i t a t s desh idrogenasa NAD* -depenents, 1 U equival a 1 ¿irnol de NADH

produït o u t i l i t z a t per m i n u t .

-102-



/ III. MATERIALS I MÈTODES /

2.1.1. Mesura de l ' a c t i v i t a t ADH

Oxidació d'alcohols

L'activitat es mesura generalment en tampó" glicina-NaOH 0,1

M, pH 10,0, o bé en -fosfat monossodic-NaOH 0,1 M, pH 7,5, amb NADf 1,2 mM

com a coenzim, l'enzim i l'alcohol corresponent.

- Reducció d'aldehids

L'activitat es mesura sempre en tampó -fos-fat monossòdic-NaOH

0,1 M, pH 7,5, amb NADH 0,26 mM com a coenzim, l'enzim i l'aldehid

corresponent.

En ambdós casos, l ' a c t i v i t a t es determinà a 340 nm, màxim d'absorcicT

del NADH, basant-se en un coe-f ¡cient d'ext i ne ió'mol ar <6340) de 6.220

M-'.cm-'·. En el cas del retinol i del r e t i n a l , es mesurà a 400 nm,

u t i l i t z a n t un £400 de 29.500 M-'.cm--1 <259>.

2.1.1.1. Mesura de l ' a c t i v i t a t estàndard de 1'ADH de placenta humana i

de 1'isoenzim X-ADH

L'ac t i v i t a t estàndard es mesurà com s'indica a III.2.1.1., però

u t i l i t z a n t octanol 1 mM com a substrat. L'assaig es realitzà, en un volum

total de 3 ml , a-fegint els següents volums en l'ordre indicat:

- 1390 jul de tampó glicina-NaOH 0,1 M, pH 10,0

100 p] d'una dissolució preparada diàriament de 25 mg NADVml de

tampó", mantinguda a 4'C

10 ;jl d'enz im

- 1500 ,ul d'octanol 2mM, dissolt en tampó" de pH 10,0
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2.1.1.2. Mesura de l ' a c t i v i t a t dels isoenzims de les classes I i II de

l'ADH de -fetge huma i ADH de -fetge de cavall

L'activitat es mesurà com s'indica a III.2.1.1., però u t i l i t z a n t

etanol 33 mM com a substrat <190). La barreja de reacció contenia, en un

vol um total de 3 ml :

- 2790 jjl de tampó glicina-NaOH 0,1 M, pH 10,0

100 ui d'una dissolució preparada diàriament de 25 mg NAOVml de

tampó, mantinguda a 4'C

10 jj 1 d'enzim

- 100 ;jl d'etanol 1 M dissolt en tampó pH 10,0

2.1.2. Mesura de l ' a c t i v i t a t deshidrogenasa de 1'ALDH

L'activitat deshidrogenasa es determina mesurant la producció de NADH

a 340 nm en una barreja de reacció que contenia tampó piro-fos-fat

sodic-HCl 33 mM, pH 8,5, NAD 0,5 mM com a coenzim, l'enzim i l'aldehid

corresponent. Paralelament es mesurà, en absència d'enzim, l'augment

d'absorbànci a per minut (veure 111 .2.1 .5.2.).

E1 tampó emprat -fou piro-fosfat sòdic, segons la majoria dels treballs

realitzats amb ALDH <117, 275). No é's conveninent la ut i 1 i tzac i ó del

tampó Tris-HCl , ja que està descrit que els aldehids reaccionen amb el

Tris a pH a l t , obtenint-se a c t i v i t a t s enzimàtiques sensiblement

disminuïdes (80, 236, 262, 304). Es seleccionà el pH de 8,5, ja que

1'ALDH de placenta humana presenta el seu màxim d ' a c t i v i t a t a pH 8,45

(veure IV.2.6.1.).
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2.1.2.1. Mesura de l ' a c t i v i t a t estàndard de 1 'ALDH de placenta humana

L'activitat estàndard es mesurà seguint les indicacions de

III.2.1.2., però u t i l i t z a n t propanal 13,3 mM recent destil·lat (veure

III.1.1.2.) com a substrat (247, 248).

L'assaig es realitzà, en un volum total de 3 ml , a-fegint els següents

volums en l'ordre i n d i c a t :

- 2790 /jl de tampó pirofosfat sodic-HCl 33 mM, pH 8,5

100 pi d'una dissolució preparada diàriament de 10 mg NAOVml de

tampó, mantinguda a 4"C

10 jul d'enz im

100 ui de propanal 400 mM, dissolt en tampó de pH 8,5

Paralelament es mesurà, en absència d'enzim, l'augment d'absorbància

per m i n u t degut a la -formació del complex NAD-propanal (veure

III.2.1.5.2.). Aquest valor es restà de l'augment total observat.

2.1.2.2. Mesura de l ' a c t i v i t a t dels isoenzims d'alta Km i de baixa Km de

l'ALDH

En homogenats i -fraccions parcialment purificades, es mesurà

l'activitat en presencia d'alta i baixa concentració de propanal, 13,3 mM

i 66 yuM respectivament, per tal d'obtenir informació sobre l'existència

de -formes d'alta i de baixa Km, tal com descriuen Pietruszko i col. (247,

248). L'activitat dels isoenzims de baixa Km seria directament

l'observada amb propanal 66 uM. Assumint que no hi hagué's i n h i b i c i ó per

substrat en els isoenzims de baixa Km (veure I.4.4.), l ' a c t i v i t a t dels

isoenzims d'alta Km s'obtindria per diferència entre l ' a c t i v i t a t amb

propanal 13,3 mM (mesura de l'ALDH total) i l ' a c t i v i t a t amb propanal 66

jjM ( i n d i c a t i v a de l'ALDH de baixa Km).

Sempre que es treballà amb homogenat de fetge, aquest s'incubà 5 min
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amb 4-meti 1 p irazole (Aldrich) 1 mM per tal d ' i n h i b i r els isoenzims de

l'ADH, evitant aixf la desaparició del NADH produ'i t per reducció del

propanal (present en concentracions elevades) a propanol. L''addició de

4-metiIp¡razóle no es realitzà quan es treballà amb homogenat de

placenta, ja que aquesta no presenta cap isoenzim de l'ADH sensible al

4-meti 1 p i razóle <veure IM.l.6.4.).

2.1.3. Mesura de l ' a c t i v i t a t esterasa de 1'ALDH

S'utilitzaren com a substrats l'acetat de 4-ni tro-feni 1 i l'acetat de

1-na-ftil. La h i d r ò l i s i de l'acetat de 4-n i tro-feni 1 es determinà mesurant

a 400 nm la producció de 4-n i tro-fenol en una barreja de reacció que

contenia tampó -fos-fat monossòdic 0,1 M, pH 7,0, l'enzim i di-ferents

concentracions de substrat <veure 111.1.1.2.4.). Paral elament, es va

mesurar com a blanc la h i d r ò l i s i espontània de l'ester en absència

d'enzim. Es va emprar un coeficient d'extinció molar per al 4-n i tro-fenol

a pH 7,0 de 9.450 M-'.cm-* (23, 105, 307).

La h i d r ò l i s i de l'acetat de 1-na-ftil es determinà mesurant a 240 nm

la producció de 1-na-ftol en una barreja de reacció que contenia tampó"

piro-fos-fat sòdic 33 mM, pH 8,5, l'enzim i diferents concentracions de

substrat (veure III.1.1.2.4.). Paral elament, es va mesurar com a blanc la

h i d r ò l i s i espontània de l'ester en absència d'enzim. L'estudi dels

espectres d'absorció de l'acetat de 1-na-ftil i del 1-na-ftol a pH 8,5

aconsella treballar a 240 nm, emprant-se un coe-ficient d'ext i ne ió mol ar

de 7.200 M-'.cm-', que -fou determinat exper ¡mentalment.

2.1.4. Mesura de l ' a c t i v i t a t lactat deshidropenasa

La r e v e r s i b i l i t a t de la reacció' catal i tzada per la lactat

deshidrogenasa (LDH) va permetre la mesura de l ' a c t i v i t a t en els dos

sent its:

L-lactat + NAD* < — Piruvat + NADH + H *"
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- Ox i dac i o del 1actat

Es mesurà a 340 nm en una barreja de reacció que contenia

piro-fos-fat sòdic-HCl 33 mM, pH 8,5, NAD 0,5 mM, Tenzim i DL-lactat sòdic

(Fluka) 26 mM.

- Reducció del piruvat

Es mesura a 340 nm seguint el procediment descrit al

"Biochemica Catalogue Boehringer" <21), arnb 11 eugeres modi -f i cae i ons. La

barreja de reacció contenia -fos-fat monossodic-NaOH 0,1 M o -fosfat

monopotàssic-KOH (Panreac) 50 mM, ambdós a pH 7,5, NADH 0,22 mM, 1'enzim

i piruvat sòdic (Sigma) Q,76 mM.

2.1.5. Origen de 1"act i v i tat "background"

Existeixen tres tipus d'activitat "background", que per la seva

magnitud poden constituir una -font important d'error en les mesures

d'activitat enzimatica. La seva existència obliga a realitzar els

adequats controls en absència de substrat i d'enzim.

2.1.5.1. A c t i v i t a t "background" deguda a substrats endògens

Sempre que es treballa amb homogenat -fresc de t e i x i t aparegué una

elevada a c t i v i t a t enzimatica en absència de substrat, que desapareixia

parcialment per d i à l i s i . Aquest tipus de "background", ja re-ferit per

altres autors <306>, té el seu origen en algunes deshidrogenases NAD*

-déponents <com poden ser la LDH, molt abundant en placenta, o la mateixa

ADH), ja que no es detecta en absència de NAD+. Aquestes deshidrogenases

u t i l i t z e n substrats endògens presents en 1'homogenat, com el lactat

<227), produint NADH. Aquesta a c t i v i t a t "background" augmenta amb el pH,
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i és pràcticament menyspreable al cap de 2 h d'incubació, a 25°C, de

l'homogenat en presencia de NAD*, si l'assaig es realitza a pH 10,0, o 30

m i n , si a pH 8,5.

Exhaurida l ' a c t i v i t a t "background", s'a-fegf el substrat corresponent

i en cap cas es va creure necessària una nova addició de NAD^ ja que es

trobava en exce's.

2.1.5.2. "Background" degut a la •formació'de complexos NAD-aldehid

En la determinació d'activitats ALDH amb propanal aparegué un

"background" (augment de l'absorbànc i a a 340 nm en -funció del temps) en

absència d'enzim, ja descrit per altres autors <92, 247, 306). L'origen

d'aquest "background" és la •formació d'un complex covalent entre el NAD*

i el propanal que presenta una banda d'absorció a prop de 340 nm.

Aparentment, la reacció semblà de segon ordre, ja que la v e l o c i t a t de

•formació del complex -fou proporcional tant a la concentració de propanal

com de NAD*" .

La reacció progressà més ràpidament quant mes elevat -fou el pH. Aixf,

amb propanal recent preparat, a pH 8,5, el valor d'aquest "background"

arribà a 0,00035 unitats d'absorbinci a/mi n (amb propanal 13,3 mM i NAD*

0,5 mM), i segons Pietruszko i col. <247), a pH 9,5, e's de 0,0014 unitats

d'absorbànc i a/mi n.

Un altre aldehid que també presenta aquest "background" -fou

1'¡ndole-3-acetaldehi d, com ja descriuen Duncan i Tipton (92).

Com es recomana en les seccions III.2.1.2. i 111 .2.1.2.1., cal

mesurar aquest tipus de "background" cada vegada que s'empra un aldehid

com a substrat, per tal d'e-fectuar la correcció corresponent.
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2.1.5.3. "Background" degut a l'absorbànci a del substrat o del producte

Alguns dels substrats emprats o productes produits en els estudis

cinètics presenten complexos espectres d'absorció que inclouen regions <1e

l'ui trauiolat i del v i s i b l e , absorbint alguns en la zona de 340 nm. La

desaparició del substrat, per i n e s t a b i l i t a t o per acció de l'enzim, i de

vegades la simultània aparició del producte, podria donar lloc a

complicades interpretacions de la variació d'absorbànci a a 340 nm,

sobretot quan els coeficients d'absorció molar són superiors als del

NADH. Sempre que -fou possible s'intentà u t i l i t z a r una altra zona de

l'espectre per a la mesura de l ' a c t i v i t a t enzimatica. En cas contrari

s'abandona l'estudi cinètic amb el substrat conflictiu. Aquest tipus de

"background" es pot preveure determinant 1'espectre d'absorció" del

substrat i del producte al mateix pH de l'assaig enzimàtic, àdhuc

estudiant la variació" de 1'absorbància a 340 nm en presència i en

absència d'enzim.

2.1.0. Mesura de l ' a c t i v i t a t enzimatica en condicions especials

2.1.0.1. Barreges de reacció que presenten una absorbancia elevada

En les mesures d'activitat en homogenats o -fraccions que presentaren

una elevada concentració d'hemoglobina , com són els de placenta o

eritròcits, o bé amb substrats o inhibidors que e x h i b i r e n una absorbancia

superior a 1,5 unitats d'absorbànci a, s'emprà un "spectral bandwidth"

(amplada de la banda d'absorció) superior a 1,0 nm. En aquestes

condicions s'aconseguf disminuir l'absorbànci a de la barreja de reacció

i, amb e l l a , el soroll de -fons de l'aparell. En cada cas es realitzaren

mesures de control per a comprovar que la variació d'aquest paràmetre no

in-flu'ia sobre la variació d'absorbànc i a deguda a l ' a c t i v i t a t enzimatica.

No es revelaren efectius ni reprodu'ibl es l'ús de cubetes de 2 mm de pas

òptic o del "rear beam attenuator" (filtre esmorte'idor en la cubeta de
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re-ferènc i a) .

2.1.6.2. Barreges de reacció de poc volum

Sempre que el volum de la barreja de reacció fou ¡n-ferior a 2 ml en

les cubetes de 3 ml o a 0,6 ml en les cubetes de 1 ml , s'emprà un

aixecador de cubetes, de que va equipat el Cary 219, per tal de que el

•feix de llurn passes totalment per la part de cubeta ocupada per la

mostra.

2.1.7. Càlcul de l ' a c t i v i t a t especf-fica d'una -fracció enzimàtica

L'activitat especf-íica d'una -fracció s'expressa en U/mg de prote'ina o

umol/min.mg de proteïna i, comparada amb l ' a c t i v i t a t especf-fica d'altres

•fraccions, ens dona in-formac ió sobre el grau de pur i-f i cac i o assol i t.

Quan es considera l ' a c t i v i t a t especf-fica de l'enzim pur, el seu valor

ens dóna idea de la velocitat de recanvi de l'enzim.

Es calcula coneixent l ' a c t i v i t a t estàndard en U/ml (veure

III.2.1.1.1. i III .2.1 .2.1.) i la concentració de prote'ina en mg/ml

UII.2.5.2. i III.2.5.3.):

a c t i v i t a t especf-fica = a c t i v i t a t estàndard / [prote'inaj

2.1.8. Calcul de la concentració total d'enzim

La concentració total d'enzim <[E]t>, expressada en ^iM, es calcula a

partir de l ' a c t i v i t a t estàndard, en U/ml, i de l ' a c t i v i t a t especf-fica de

l'enzim pur, en U/mg, ut i l i t z a n t tambe" el seu pes molecular <Mr):

a c t i v i t a t estàndard x 10

a c t i v i t a t especf-fica de l'enzim pur. Mr
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2.2. Mètodes cTestudi c i n è t i c

2.2.1 . Variacio de l ' a c t i v i t a t en -funció del pH

2.2.1.1. Oxidació d/a1cohols per 1'ADH de placenta humana

Els diferents pH es yaren aconseguir amb els tampons següents:

- pH 4,0-6,0 : acetat sôdic-NaOH 0,1 M

- pH 0,5-8,5 : -fosfat rnonossòdic-NaOH 33 mM

- pH 9,0-11,5 : glicina-NaOH 0,1 M

Com a substrat s'utilitzà octanol 0,5 mM i com a coenzim NAD*" 1,2 mM.

La concentració d'enzim en l'assaig fou de 45 nM.

En acabar la mesura espectrofotomètri ca, es mesurà el pH de la

barreja de reacció.

2.2.1.2. Oxidació d'aldehids per 1'ALDH de placenta humana

Els diferents pH es varen aconseguir amb els tampons següents:

- pH 6,00-7,50 : fosfat monossòdic-NaQH 33 mM

- pH 8,00-9,00 : pirofosfat sòdic-HCl 33 mM

- pH 9,25-10,00 : pirofosfat sòdic-HCl 33 mM o glicina-NaOH 0,1 M

Com a substrat s ' u t i l i t z a propanal 13,3 mM i com a coenzim NAD 0,5

mM. La concentració d'enzim en l'assaig fou de 70 nM.

En acabar la mesura espectrofotomètrica, es mesurà el pH de la

barreja de reacció.
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2.2.2. Determinació i si on i-f ¡cat de les constants cinètiques Km, kcat i

kcat/Km

Per al calcul de les constants cinétiques de l'enzim per a un

determinat substrat, s'emprà el mètode de representació de

Lineweaver-Burk o dels dobles recíprocs <209). Es representà 1/v, on v és

la velocitat i n i c i a l , en-front de 1/[S] , on [S] és la concentració" de

substrat, obtenint-se, quan el comportament -fou m i c h a e l i a , una recta

(ajustada per un programa de regressio 1ineal) , en que la intersecci ó amb

l'eix d'abscises donà -I/Km, on Km és la constant de M i c h a e l i s , i la

intersecció amb l'eix d'ordenades donà 1/Vmax, on Vmax e's la v e l o c i t a t

màx i ma.

Km, o constant de Michaelis, s'expressa en unitats de concentració

molar (M) i equival a la concentració de semisaturaci d, i en determinades

condicions pot donar una idea de l ' a - f i n i t a t de l'enzim per un determinat

substrat (63). Generalment, però, es considera com una constant de

dissociació aparent, essent una -func i o compl exa de vàries constants de

velocitat que relacionen els di-ferents complexos en que pot trobar-se

l'enzim (108). Per a obtenir la Km per a un determinat substrat

s'empraren una mitja de 5 concentracions diferents de substrat oscil·lant

entre 0,3 i 10 vegades la Km aproximada. La concentració de coenzim -fou

saturant.

- kcat, o constant catalftica, s'expressa en min-1*. S'anomena també'

"velocitat de recanvi de l'enzim", ja que representa el nombre rnàxim de

molècules de substrat convertides en producte per molècula d'enzim i per

unitat de temps. Es calcula a partir de Umax, en U/ml, i de la

concentració total d'enzirn ( [Ej^>, en uM, (veure III.2.1.8.). De la

de-f i n i c i o

Vmax = kcat.[Ejt,

s'obté":
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kcat = Vrnax / f E]t

- kcat/Km, o constant cTespec i -f i c i tat (108), s'expressa en M-*.min-*

i e q u i v a l a la constant de velocitat de segon ordre aparent, que

relaciona les concentracions d'enzim l l i u r e (£Ej) i de substrat quan la

concentració de substrat es molt petita. Així, en l'equació de

Mi chaeli s-Menten:

v = (Vmax.[S])/(Km+[s]) = (kcat. [E]t. [s])/<Km+L~S])

quan [S] « Km,

v = (kcat/Km).[E].[S]

ja que [E]t= [E].

[E]t = concentrac i o' d'enz im total

[E] = concentració d'enzim l l i u r e

Si dos substrats A i B competeixen per l'enzim, les a c t i v i t a t s

enzimàtiques per a cada un d'ells, independentment, venen donades per:

VA = (kcat/Km)A .[E].[A] i v3 = (kcat/Km)8 .[E] . [B]

Quan [A] = [B] , la relació" d'activitats depèn únicament i

exclusivament de la relació entre les respectives constants

d'especi-ficitat.

vA/v8 = (kcat/Km)A/(kcat/Km)a

A i x í doncs, Kcat/Km constitueix un paràmetre indicador de

l'espec i-f i c i tat de di-ferents substrats que competeixen per a un mateix

enzim (108), essent un c r i t e r i àmpliament u t i l i t z a t en els estudis de

caràcter it z a c i ó c i n è t i c a dels enzims objecte d'aquest treball.

En les reaccions que no presentaren c i n è t i c a de saturaci o (cinètica
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de primer ordre), es considera kcat/Km el valor del pendent de la recta

resultant de la representació directa de v/[E]t en-front de [S], ja que

els valors de Km i de Kcat -foren impossibles de determinar.

^ = (kcat/Km). [S]

2.2.3. I n h i b i c i ó per substrat

A elevades concentracions de substrat l'activitat enzimàtica pot

resultar i n h i b i d a , no podent assolir-se la velocitat màxima predita per

la representació de Lineweaver-BurK. Segons Cleland <¿4), aquest tipus

d ' i n h i b i c i ó segueix l'equació:

v = <Vmax.[S])/[Km+[S]-K[S]VKi)J <1)

Ki = constant d ' i n h i b i c i ó de-finida per Cleland (64)

Els valors experimentals de v i [s] s'ajustaren a l'equació 1 amb

l'ajut del programa d'ajust de corbes per regressió no l i n e a l BMDP3R, en

una terminal D i g i t a l d'un ordinador VAX 11/VMS, obtenint-se els valors de

Km, Vmax i Ki . Els valors de Km i Vmax aproximats, obtinguts de la

representació de Lineweaver-Burk, s'empraren com a valors i n i c i a l s per a

e-fectuar la iteració del programa.

2.2.4. Determi nac i 5 del coe-ficíent de H i l l

El coe-ficient de H i l l (h) es calcula en el cas de comportament no

michaelia de l'enzim i es una mesura de l'al . 1ostèria o no hiperbolici tat

en-front d'un determinat substrat.

Partint de l'equació de Michaelis-Menten ,

v = <Vmax.[s])/<Km+[s]>,
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s'arriba a

[S]os = [Sj .(Vmax-v/v), o

log v/(Vmax-v) = h.log fs^-log [s}05 , on h i fsjog , la concentració' de

semisaturaci ó, es poden calcular a partir de la representacio de log

v/(Vmax/v) en-front de log [S].

Els possibles valors de h son: h > l , cooperat iv i tat positiva, quan la

unió de les primeres molècules de substrat - f a c i l i t a la unió* de les

subsegüents; h = 1, comportament m i c h a e l i a ; h < 1, cooperat i v i tat

negativa, on la unió de les primeres molècules d i - f i c u l t a la unió de les

subsegüents. El valor de h pot e'sser com a maxim igual al nombre de

lligams que pot -fixar l'enzim. Aquest numero e's sovint igual al nombre de

subunitats de l'enzim (180).

2.2.5. Determinació del mecanisme c i n è t i c i de la constant d ' e q u i l i b r i

de 1'ADH de placenta humana

Es realitzaren els següents estudis d ' i n h i b i c i ó creuada i d'inhibició'

per producte amb NAD* , octanol, octanal i NADH, emprant tampó -fos-fat

monossòdic 0,1 M, pH 7,5 a 25'C:

a) C i n è t i c a amb v a r i a c i ó de les concentracions de NAD1" i octanol.

b) Cinètica d ' i n h i b i c i ó de la reducció del NAD1" pel NADH amb una

concentració constant d'octanol de 1,5 mM.

c) C i n è t i c a d ' i n h i b i c i ó de l'oxidació de l'octanol per l'octanal amb

una concentració constant de NAD4" de 1,2 mM (saturant).

d) Cinètica d ' i n h i b i c i ó de la reducció de l'octanal per l'octanol amb

una concentració constant de NADH de 0,26 mM (saturant).

Les representacions de Lineweaver-Burk dels valors obtinguts (31,

272) permeteren l'elucidació del mecanisme c i n è t i c i el calcul de les
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seglíents constants cinètiques: Ka (Km per al NAD1"), Kb <Km per a

1'octanol), Kia <o K£,A i constant de dissociació del NAD1"), Kib (constant

d ' i n h i b i c i ó per a l "octanol), Kp (Km per a I'octanal), Kq (Km per al

NADH) , Kip (constant d' inh i b i c i ó per a I'octanal), Kiq (o K^ç , constant

de dissociació del NADH), així com ̂ /[E]t (velocitat maxima d'oxidació

de l'octanol) i V¿ / [E]t (velocitat màxima de reducció de I'octanal).

Aquestes constants cin è t i q u e s estan directament relacionades amb les

constants de velocitat K< , k^ , k5 , k« , k5 , k6 ,kf i ke (272) (veure

1. 3. 3.). La nomenclatura emprada -fou la de Cleland (62),

Igualment es calculà el valor de la constant d ' e q u i l i b r i a pH 7,5 a

partir de la relació" de Haldane:

Keq = (V., .Kp.Kiq. [H])/(Ma .Kb.Kia)

2.2.6. Mètodes dels estudis d ' i n h i b i c i ó

2.2.6.1. I n h i b i c i ó de 1'ADH de placenta humana amb derivats del pirazole

La barreja de reacció, que contenia el tampó a pH 10,0, el NAD1" i

l'enzim, s'incubà durant 5 min a 25'C en presència de 3-meti l p i razóle o

4-meti l p irazole (Aldrich), ambdós a una concentració de 12 mM (Fig. 16a i

lób). Seguidament s'a-fegí el substrat i es mesura l ' a c t i v i t a t

espectro-fotometr icament. Paral el ament, es determinà l'a c t i v i t a t en

absència d'inhibidor.

2.2.6.2. Inh i bi c i 6 de l 'ADH de placenta humana amb agents quelants de

metal 1 s

S'utilitzaren, en experiments diferents, els següents agents
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quelants: àcid piridin-2,6-dicarboxflic, acid

8-hidrox iquinol ina-5-sul -fon ic i l ,10--fenantrol ina.

La barreja de reacció, que contenia el tampó a pH 10,0, el NAD1" i

l'enzim, s'incuba durant 2 h a 25"C en presència d'àcid

piridin-2,ó-dicarboxí1ic <Sigma) 10 mM (Fig. loe) o àcid

8-hidrox i qui noi ina-5-sul-fon i c (Sigma) 1 mM (Fig. 16d). Al cap d'aquest

temps s'a-fegf el substrat i es mesura l'activitat.

La 1,10—fenantrolina (Sigma) (Fig. lóe) s'empri en una concentració

de 10 mM, a-fegint-se el substrat tot seguit, sense incubació prèvia.

En tots els casos es mesura paralelament l'activitat en absència

d'inh ibidor.

2.2.0.3. I n h i b i c i ó de l'ALDH de placenta humana amb disuHiram

Prèviament a l'assaig, 200 pi d'enzim pur es varen dialitzar, per tal

d'eliminar el DTT, durant 24 h a 4'C, en-front de 5 canvis de 100 ml de

tampó Hepes 50 mM, pH 7,0, desgasat i saturat amb nitrogen (309, 310).

Donat el p e t i t volum de mostra a dialitzar, s'empraren cèl·lules de

microdiàlisi de 50 i 100 jul de capacitat (Cambridge R e p e t i t i o n Eng. Ltd.,

Cambridge, Regne Unit).

El disuHiram es va dissoldre segons es descriu a III. 1.1.2.4. Es

prepararen di-ferents dissolucions de l'inhibidor en metanol , de -forma que

les concentracions de disuHiram en l'assaig estiguessin compreses entre

8,4 nM i 40 uM. Com a màxim, s'a-fegiren a la barreja de reacció 10 jul de

metanol en un volum -final de 3 ml .

Una al fquota de la solució d'enzim d i a l i t z a t (8,4 nM) es deixà

incubar durant 10 min a 25'C en tampó piro-fos-fat sòdic 33 mM, pH 8,5, en

absència de NAD * i en presència de les concentracions de disuHiram

esmentades. Seguidament s'a-fegiren el NAD"1" i el substrat, mesurant-se
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1 'act i y i tat espectrofotometr i c amen t.

Per als estudis d ' i n h i b i c i ó en -funció del temps d'incubació", l'enzim

s'incubà durant diferents périodes de temps en les mateixes condicions

anteriors, però en presència de disul-firam 0,84 uM.

En tots els casos es realitzaren els adequats controls sense

d i su H i ram.

2.3. Mètodes d'estudi de l'estabilitat tèrmica de 1'ALDH

El procés de desnatural ització d'un enzim per acció del calor segueix

una c i n è t i c a de primer ordre (272), del tipus
-*•* ,-̂v = v .e (2), on

v = activitat residual de l'enzim en el temps t

v0 = a c t i v i t a t i n i c i a l de l'enzim

k = constant de desnatural ització tèrmica

t = temps

El temps mitjà de desnatural i tzac ió', o temps en que s'ha perdut el 50

'/, de l' a c t i v i t a t enzimatica es t*/* = 0,a93/K.

Transformant adequadament l'equació 2, s'arriba a log v/v«, =

-<k/2,3).t, on si s'expressa el quocient v/v0 com a percentatge

d'activitat residual <X a c t i v i t a t ) i es representa log X a c t i v i t a t

enfront de t, s'obté" una recta de pendent -k/2,3.

Per a l'estudi de l'estabilitat tèrmica de l'ALDH de placenta,

s'afegf una alfquota de l'enzim pur (50 ui) a 200 ¿jl de tampó -fos-fat

monossödic-NaOH 0,1 M, pH 7,5, o piro-fos-fat sòdic-HCl 33 mM, pH 8,5,

escal-fat prèviament a 25'C o 45'C. La solució d'enzim s'incuba en un bany

termostat i tzat a 25'C o 45'C. A diferents temps, s'agafaren mostres que

s'afegiren immediatament a la barreja de reacció per a la determinació de
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l'activitat enzimàtica.

2.4. Estudi de l'e-fecte dels ions divalents sobre 1 'ALDH de placenta

Prèviament a l'assaig, una al fquota de l'enzim pur es va dialitzar

per tal d'eliminar l'EDTA, seguint el mètode descrit a III. 2. 2. ó. 3.

La barreja de reacció contenia tampó Hepes 25 roM, pH 7,0, arnb

diferents concentracions de clorur magnésie, des de O f ins a 4 mM, NAD"*"

0,5 mM, l'enzim <11 nM) i propanal 13,3 mM.

Tant en la d i à l i s i com en l'assaig s'emprà tampó Hepes en lloc de

tampó* piro-fos-fat sòdic, ja que el primer no segresta els ions Mg (lló,

310). L'assaig es realitzà a pH 7,0, pH en que els e-fectes del Mg**" son

me's ostensibles en els altres isoenzims de l 'ALDH (9, 32?).

2.5. Determinac ió" de la concentració de prote'ina

2.5.1. Estimació per mesura de l'absorbanci a a 280 nm

L'absorbànci a a 280 nm és caràcterTsti ca dels residus de tirosina i

triptò-fan de les proteïnes i pot servir per a estimar la concentració

relativa de proteïna en una solució. La mesura puntual a 280 nm en-front

del tampó s'emprà en les -fraccions cromatogrà-f iques per a seguir la

prote'ina contaminant o determinar el volum d'elució de prote'ines-patró.

La lectura es realitzà en un espectro-fotòmetre Cary 219, un Hitachi 220 S

(Hitachi Ltd., Tokyo, Japó) o bé un Cecil CE 292 (Cecil Instruments Ltd.,

Cambridge, Regne Unit), sempre a 25'C. Aixf, doncs, la mostra -freda

s'hagué de temperar abans de -fer la mesura.
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Quan la mostra va absorbir ml's de 1,5 unitats d'absorbànc i a, se'n

di lu f una al fquota.

Quan la concentració de proteïna -fou massa baixa com per a

detectar-ne 1'absórbameia, aquesta es mesurà a 230 nm o 215 nm <enllaç

peptfdic) <298).

2.5.2. Determinació q u a n t i t a t i v a de prote'ines pel mètode de Lowry

El mètode es basa en la proporcionalitat que existeix entre la

concentració de prote'ina i l'absorbànc ia a 650 nm, observada en solucions

de 15 a 110 jug/ml de prote'ina, al tractar-les amb el reactiu de

Fol i n-Ci ocal teu <211). L'absorbànc ia es deguda a la reacció produ'ida

entre els grups h i d r o x i l de les tirosines de la prote'ina i els grups

•fenol del reactiu, que dóna el poder reductor capaç de reduir ions Cu<II)

a Cu(I). El tartrat -forma un complex amb aquest CuU), evitant la seva

p r e c i p i t a c i ó . Per a traçar la recta patró s'utilitzaren diferents

concentracions d'albúmina de serum bovf (BSA, Fracció V, Sigma), que

conte 4 mols de tirosina/mol de prote'ina. Aquestes concentracions es

prepararen a partir d'una dissolució patró de BSA: 50 mg/10 ml d'aigua

destil·lada, i es realitzaren d i l u c i o n s apropiades per a obtenir una

corba de calibratge des de 12,5 yug/ml fins a 50 jug/ml . Totes les mostres

<blanc, patrons i problemes) s'analitzaren per duplicat.

~ Preparació dels reactius

- Solució" A: 2 g de tartrat sòdic-potàssic (Panreac) i 100 g de

carbonat sòdic <Carlo Erba, M i l à , Itàlia) es dissoleren en 500 ml de NaOH

(Panreac) 1 M i s'arrasà a 1 1 amb aigua destil·lada.

- Solució B: 2 g de tartrat sòdic-potàssic i 1 g de sulfat de coure

pentahidratat (MercK), es dissoleren en 90 ml d'aigua destil·lada i

s'afegiren 10 ml de NaOH 1 M.

- Solució C: 1 volum <3 ml) del reactiu de Folin-Ciocal teu <Merck)

fou d i l u ï t en 15 volums (45 ml) d'aigua destil·lada . Aquesta solució es
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preparà en el moment de l'anàlisi.

- Procediment

Les solucions del blanc, patrons i problemes es tractaren de la

següent manera:

A 1 ml d'aquestes solucions, s'afegiren

- 0,9 ml de soluc ió A

- S'escalfà a 50'C durant 10 min en un bany termostat i tzat

- Es deixà refredar a temperatura ambient

- S'afegiren 0,1 ml de solució B

- Es deixà 10 min a temperatura ambient

- S'afegiren 3 ml de solució C i s'agità ràpidament, escalfant a 50'C

durant 10 min

- Es deixà refredar a temperatura ambient i es llegf 1'absorbància a

650 nm respecte al blanc en un espectrofotòmetre Hitachi 220 S o bé"

en un Cec i 1 CE 292.

Les concentracions de les mostres problema s'obtingueren per

interpolació dels valors d'absorbància en la corba de calibratge,

obtinguda a partir de les solucions patró".

2.5.3. Determinació q u a n t i t a t i v a de prote'ines pel mètode de Bradford

El mètode es basa en el desplaçament del màxim d'absorbànci a d'una

solució' àcida del colorant "Coomassie Blue G-250" des de 4ó5 a 595 nm

quan el reactiu s'uneix a prote'ina (40). La diferència d'absorbànc ia és

lineal per a concentracions de prote'ina entre 1 i 25 jug/ml . Per a la

recta patró s'empraren ¿'-globulina bovina < ¿-Gb, Bio-Rad) o bé" BSA

(Fracció V, Sigma) a diferents concentracions.

Procediment

En un volum de 800 ui de tampó de dissolució de la mostra o
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d'aigua destil·lada es prepararen diferents concentracions de la

prote'ina-patro i de la mostra problema, i s'afegiren 200 ui del reactiu

de Brad-ford (Bio-Rad). Al cap de 5 min es mesurà l'absorbànci a a 595 nm

en un espectrofotòmetre Hitachi 220 S, Cary 219 o Cecil CE 292. La

l i n e a l i t a t es va mantenir durant 1 h. El procés es realitzà a temperatura

ambient. Totes les mostres s'analitzaren per duplicat.

Els avantatges del mètode de Bradford sobre el de Lowry es poden

resumir en:

- f a c i l i t a t del mètode, menys reactius i temps d'assaig més curt

- estabilitat del complex colorant-prote'ina

- menor nombre d'interferències

- major sensibilitat, el que permet treballar amb concentracions de

prote'ina mes baixes.

2.0. Determinació q u a n t i t a t i v a de zinc en 1'ADH de placenta humana per

espectrofotometri a d'absorció atòmica

2.6.1. Tractament del material

Sempre que fou possible es treballà amb material de plàstic. Quan

fou de vidre, aquest no havia estat tractat amb àcid nítric anteriorment

(315).

Tot el material es tractà amb el detergent descontaminant d'ions

Ausilab 301 (Cario Erba) al 0,5 '/. (p/v) durant un mfnim de 12 h.

Posteriorment, es rentà repetidament amb aigua l l i u r e de metalls.

2.0.2. Tractament de l'aigua i del tampó

L'aigua l l i u r e de metalls s'obtingué" a partir d'aigua desionitzada

M i l l i - R ( M i l l i p o r e Corp., Bedford, MA, E.U.A.), posteriorment tractada
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amb resina desmetal .1¡tzant A6-501-X8 (Bio-Rad). Aquest darrer tractament

es -feu afegint aproximadament 5 9 de resina per cada 5 1 d'aigua,

deixant-ho en agitació durant 4-5 h i decantant en acabar. La

conductivitat -final de l'aigua aixf obtinguda -fou de 0,45^imho.

El tampó" 11 i ure de zinc, fosfat monossòdic (Merck) 0,1 M, es prepara

amb aigua l l i u r e de metalls i -fou ajustat a pH 7,5 amb NaOH (Merck) 1 M.

El seu contingut en zinc es comprova per espectrofotometri a d'absorció

atòmica, essent inferior a 0,03 ppm Zn (1 ppm = 1 part per m i l i ó = 1

iig/ml ). El tractament del t amp 6 amb resina quelant de metalls divalents

Chelex 100 (Bio-Rad) no disminuí significativament el contingut en zinc,

pel que decidTrem ometre aquest tractament.

2.6.3. Tractament de l'enzim

685 jug d'enzim pur, en 1 ml de tampó Tris-HCl 0,1 M, pH 8,5, es

varen d i a l i t z a r enfront de 250 ml de tampó l l i u r e de zinc, a 4'C, amb

quatre canvis de tampó i un mínim de dues hores de d i à l i s i entre cada

canvi, conservant-se el tampó de la darrera d i à l i s i (10 h). Els sacs de

d i à l i s i foren del tipus Visking de 10 mm d'amplada (Medicell, Regne Unit)

i havien estat preparats en aigua l l i u r e de metalls. La concentració

d'enzim actiu es mesurà per determinac ió de l ' a c t i v i t a t enzimàtica a pH

10,0 en una alfquota de l'enzim d i a l i t z a t , u t i l i t z a n t etanol 0,5 M com a

substrat i considerant una a c t i v i t a t especffica de 0,6 U/mg (veure

III.2.1.8. i IV.1.2.).

Es realitzaren 3 d i l u c i o n s diferents de l'enzim amb tampó de la

darrera d i à l i s i (blanc), per tal d'obtenir concentracions finals des de

0,49 nM fins a 1,96 nM.

Les mostres d'enzim i el tampó de la darrera d i à l i s i es pipetejaren

dins de tubs Pyrex, de 8 mm de diàmetre i 3,5 ml de capacitat, i s'hi

afegiren, lentament i escalfant a la flama, 0,3 ml d'àcid nftric

concentrat (Merck, màxim contingut en Zn: 0,000005 '/,) per tal

d'h idrol i tzar tota la prote'ina present. S'arrasà a 1,5 ml amb tampó de la

darrera d i à l i s i .
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2.6.4. Preparació de les solucions-patró de zinc

Com a patrons per a la recta de calibratge s'empraren dissolucions

de clorur de zinc (II) des de 0,05 ppm -fins a 1,25 ppm Zn, partint d'una

solució mare de 1.000 ppm Zn <Phaxe). Els patrons i el blanc es

prepararen amb tampó l l i u r e de zinc, afegint-hi àcid nítric en la mateixa

proporció que en el tractament de l'enzim (veure III .2.0.3.).

2.6.5. Estándar i tzac ió del mètode amb ADH comercial de -fetge de cavall

Paralelament, es realitzà la determinació quant i tat i va de zinc en

ADH de -fetge de cavall <Sigma), que serví per a comprovar la sensibilitat

i -Habilitat del mètode emprat. El procediment seguit amb la mostra -fou

el mateix que per a 1'ADH de placenta humana. Les concentracions d'enzim

actiu -foren des de 0,45 nM -fins a 7,26 nM, i es determinaren emprant dos

mètodes diferents:

Mesura de 1'absorbància a 280 nm, coneixent el coeficient

d'extinció molar a 280 nm per a 1'ADH de fetge de cavall, 3,78 x 10

M-'.cm--1 <30).

- Mesura de l'a c t i v i t a t enzimàtica, segons les condicions de Dalziel

(73) modificades ( tampó glicina-NaOH O,l M, pH 10 ,0 , NADf 1,2 mM, etanol

8,2 mM) i assumint una a c t i v i t a t específica de 3 U/mg (13).

2.6.6. Mesura de l'absorció atòmica en un espectrofotometre de flama

L'aparell u t i l i t z a t fou un espectrofotometre Perkin-Elmer 703

(Perkin-Elmer, Norwalk, CN, E.U.A.), amb flama d'aire-acetilè, lampara de

213,9 nm i "slit" de 0,7 nm. El flux d'aspiració de la mostra es reduf

fins a 0,6 ml/aspiració per tal de gastar el mínim volum de mostra.

L'aparell realitzà 3 lectures en cada aspiració, essent el temps

d'integració de 0,5 s. Amb aquestes condicions, el lí m i t inferior de

se n s i b i l i t a t es situà en 0,02 ppm de Zn.
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El tub d'aspiració de la mostra es rentà entre mesures amb aigua

l l i u r e de metalls. Es mesura per duplicat 1'absorbància de totes les

mostres i patrons respecte els blancs respectius. Es representaren les

absorbàncies mitjanes dels patrons a 213,9 nm en-front de les

concentracions de zinc, ajustant-se a una recta pel mètode dels mfnims

quadrats. Les concentracions de zinc de les mostres s'obtingueren per

interpolació" dels valors d'absorbància.

L'estequiometri a molar es calculà basant-se en el pes molecular de

1'ADH de placenta humana.
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3. METOPES ELECTROFORETICS

3.1. El ectro-foresi en gel de midó

3.1.1. Electro-foresi d'alt voltatge

L'aplicació de voltatges elevats en l'anàlisi d'isoenzims permet

escurçar els temps de separació, i per tant, de di-fusió de la mostra en

el si del gel, augmentant la resolució de les bandes. Es seguí amb

lleugeres mod i i icacions el mètode de Bosron i col. (32) r e c o l l i t en les

normes de l'Organització Mundial de la Salut <O.M.S.) per a l'anàlisi

dels isoenzims de 1'ADH humana (227) i desenvolupat al Departament de

Bioquímica per Ferré' (106, 107) i Soler <285).

3.1.1.1. Preparació del motilo per al pel

U t i l i t z a n t 4 separadors de te-flóde 3 mm de gruix, es construí" un

motilo <3 x 120 x 240 mm), directament sobre una placa de re-fr igerac ió" de

metacrilat dissenyada per Ferré (106). Prèviament, la placa de

refrigeració, els separadors i una placa de vidre, destinada a cobrir el

gel, s'havien netejat acuradament amb aigua, sabó, aigua destil·lada i

hexà.

3.1.1.2. Preparac i ó del gel

Es preparà un gel de midó del 13 '/, <p/v) a partir d'una suspensió"

que contenia:

- 26 g m i d ó h i d r o l i t z a t (Sigma)

- 98 mg NAD*(Grade AA1 , Sigma) (0,05 mM)
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- 0,48 g Tris <20 mM>

- 32,7 mg EDTA <0,5 mM), si es tractava d'una electroforesi per a

analitzar els isoenzims de 1'ALDH

- aigua destil·lada -fins a un volum total de 200 ml, ajustant a pH 8,2

amb HC1 dilu'it, o be" a pH 7,6 amb àcid ortofosfòr ic dilu'it, segons es

tracte's d'una el ectro-foresi d'isoenzims de l'ADH o bé* de l'ALDH,

respectivament.

La solució' s'escalfa en un matràs Kitasato (Pyrex) de 1 1 , exposat

directament sobre la -flama, mentre s'agitava ininterrompudament. La

solució es va espessir gradualment, canviant d'un aspecte lletó's a un de

mes transparent, i es retira del -foc aixf que es tornà menys viscosa i

començà a bul I ir.

Tot seguit, el gel es desgasà en una trompa d'aigua durant 6Q s i

s'extengué' per l'interior del motilo, col·locant lentament una placa de

vidre per damunt i procurant que no es -formessin bombolles d'aire. Es

deixà reposar 1,5 h a temperatura ambient i després 2 h a 4"C.

3.1.1.3. Preparació del tampó d'el ectro-foresi

Per a l'electro-foresi d'isoenzims de l'ADH es prepararen 2 1 de

tampó Tris-HCl 0,3 M, pH 8,2. Per a l'el ectro-foresi d'isoenzims de

TALDH, el tampó fou Tr is—fòsfor i c 0,3 M, EDTA 10 mM, pH 7,6. En ambdós

casos, el tampó es deixa refredar a 4'C.

3.1.1.4. Aplicació de les mostres

S'aixecà la placa de vidre que cobria el gel i s'eixugà la

superfície del gel amb paper de filtre. Normalment, les butxaques per a

la introducció de les mostres (10 mm d'amplada) es feren en la zona mitja

del gel, amb l'ajut d'una espátula i un regle, deixant una separació

d'uns 5 mm entre elles. En el cas de 1'electroforesi d'isoenzims de
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l'ALDH, les butxaques es -feren 5 cm mes a prop del càtode.

S'aplicaren 10 yul de cada mostra en papers Whatman n" 3 <3 x 10 mm),

els quals s'introduiren dins de la butxaca corresponent amb l'ajut d'unes

pinces. Les cubetes de l'equip Multiphor 2117 LKB s'ompliren amb el tampo

a 4"C, 1 1 en l'ànode i 1 1 en el càtode, afegint 200 mg de NAD'*" (Grade

AAl, Sigma) al tampó de la cubeta corresponent al càtode. El gel es

connecta a les cubetes per mitjà de dos papers Whatman n" l (104 x 253

mm) per electrode. Seguidament, el gel s'eixuga amb paper de fil t r e i es

cobrf amb una làmina transparent de PVC "Rexnolon" (Inasa, Izurzun,

Navarra) procurant no deixar bombolles d'aire. El conjunt es cobrf amb

una segona placa refrigerant de vidre de l'equip Multiphor (LKB), a mode

de sandvitx, connectada a la primera i a un bany refrigerat d'aigua

circulant RWC 50 (Savant Instruments, Inc., H i c k s v i l l e , NY, E.U.A.), que

contenia etanol (Panreac) al 10 '/. (v/v) a 4*C. Cobrint tot el sistema, es

col.locà una tapa ant ¡condensació'.

Els elèctrodes es connectaren a una font d'alt voltatge 2197 (LKB).

Les condicions limitants que es programaren en l'aparell foren:

Voltatge = 720 V

Intensi tat = 60 mA

Potència = 60 w

Les condicions reals d'electroforesi foren:

Voltatge = 720 V

Intensitat = 25-35 mA

Potència = 15-25 w

El temps d'electroforesi fou de 6-7 h per als isoenzims de l'ADH, i

de 8 h per als isoenzims de l'ALDH.
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3.1.1.5. TincJQ del pel per activitat enzímàtica

La t i n c i ó del gel es realitzà* per a c t i v i t a t enzimàtica, essent

espec f-f ¡ca per a diferents deshidrogenases NAD * -déponents, segons el

tipus de substrat emprat. Aquest mètode permeté l'anàlisi dels isoenzims

de 1'ADH i 1'ALDH en homogenat de t e i x i t sense necessitat de purificació

prèv ia.

Un cop acabada 1'electroforesi, es desconnecta la font de voltatge i

el gel es col·locà en una superfície llisa, on es d i v i d f longitudinalment

en dues làmines d'aproximadament 1,5 mm de gruix, mitjançant un tallador

Buchler 3-1082 (Buchler Instruments, Fort Lee, NJ, E.U.A.) que permet

regular el gruix del tall.

La tincid es realitzà sempre a 45'C, llevat del cas dels isoenzims

termolàbils de 1'ALDH (veure IV.2.4.). La solució tenxidora consistia en

500 ml de tampó" Tr i s-HCl 50 mM, pH 8,6, normalment escalfat a 45 "C, al

que s'afegiren 200 mg de NAD1" (Grade AA1, Sigma), 100 mg de NBT (Sigma)

(Fig. 17a) i 7 mg de PMS (Sigma) (Fig. 17b). Es col·locaren 250 ml

d'aquesta solució" en un recipient de plàstic i els 250 ml restants en un

altre, afegint a cadascun una de les lamines del gel i el volum de

substrat corresponent. Els recipients es taparen hermèticament i

s'incubaren en un bany termostatitzat a 45'C (a 20'C, en el cas dels

isoenzims termolàbils de 1'ALDH), en absència de llum, durant un temps

que osci 1.1 à entre 2 i 45 min, depenent del tipus de substrat i de la

intensitat desitjada de les bandes. La t i n c i ó s'aturà per decantat de la

solució tenyidora i rentat amb aigua durant 5 min. Aquest rentat del gel

eliminà parcialment la t i n c i ó inespecífica de fons. Després, el gel es

rentà novament amb aigua i es conservà dins d'un rec i p i e n t de plàstic,

protegit de la llum amb paper d'alumini, a 4'C.

El fonament de la tinció"es el següent: El poder reductor, generat

al transformar-se el NAD"*" en NADH + H* per acció enzimàtica, s'acobla al

NBT, que és un acceptor d'electrons. La sal de tetrazol i é's reduïda al

seu formazan, substància de color blau fosc i insoluble que precipita en
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FIGURA 17 Reactius emprats en la tinció per activitat enzitnà^

tica de deshidrogenases NAD -depenents.

a) Estructura del clorur de (3,3'-(3,3'-dimetoxi-

-4,4'-bifenilen)-bis(2-(4-nitrofenil)-5-fenil-

-2H-tetrazoli)) (NBT).

b) Estructura del metosulfat de N-metilfenazoni (PMS)

c) Formació del formazan insoluble per reducció del

NBT.
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les zones del gel on es troba Tenzim. El PMS actua com a un

transportador d'electrons que accelera la reacció anterior (Fig. 17c).

En les incubacions a temps llarg de mostres d'homogenat o fraccions

parcialmet purificades, aparegueren ademé"s bandes corresponents als

isoenzims de la LDH, molt abundant en placenta. Això fou degut al

substrat endogen que conté" l'homogenat (veure III.2.1.5.1.). L'addició de

300 mg de piruvat sòdic (Sigma) (11 mM) o bé 920 mg d'oxalat potassic

(Fluka) (20 mM) per cada 250 ml de solució tenyidora inhibí l'aparició de

les bandes de LDH (125, 173), evitant així possibles confusions en

1'assignació de les bandes.

- Tinciódels isoenzims de les classes I i II de l'ADH

Quan es treballà amb homogenats de fetge es realitzà una t i n c i ó

específica per als isoenzims anomenats catòdics (en les condicions de pH

emprades en 1'electroforesi). A la solució tenyidora s'hi afegí 1 ml

d'etanol absolut per cada 250 ml (69 mM) com a substrat de l'ADH. La

t i n c i ó es realitzà a 45°C.

- Ti n c i ó d e l s isoenzims de la classe III de l'ADH

La visualització* de la \-ADH en la part anòdica dels gels es

realitzà amb 2 ml de pentanol per cada 250 ml de solució tenyidora (74

mM). La ti n c i ó es realitzà a 45'C.

- Tinció dels isoenzims de 1'ALDH

La t i n c i ó es realitza amb propanal recent destil·lat (veure

III.1.1.2.1. i III.1.1.2.2.), el qual es va dissoldre en una proporció de

2 ml per cada 250 ml de solució tenyidora (111 mM). El pH d'aquesta

barreja fou ajustat de nou amb NaOH dilu'it, prèviament a l'addic ió del s

reactius específics de la tinció. Ademes, s'afegiren 100 jjl d'una solució

de 4-metiIpirazole 30 mM per cada 250 ml, per tal d'evitar l'aparició de

les bandes catòdiques de l'ADH. Sempre que fou possible es realitzà una
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t i n c i ó amb piruvat <11 mM) i una altra sense, per les raons exposades a

IV.2.4. En alguna ocasió, també s'utilitza tampó piro-fos-fat sòdic 50 mM,

ajustat a pH 8,6 amb àcid orto-fos-fòr ic dilu'it, en lloc de Tris (veure

III.2.1.2.), no observant-se cap di-ferencia. La t i n c i ó es realitzà a dues

temperatures diferents, 20'C i 45"C, per tal de visualitzar els isoenzims

termolàbils de l'ALDH (veure IV.2.4.).

- Tinció dels isoenzims de la LDH

La tinc i ó , molt ràpida <2 min), es realitzà a-fegint 603 mg de

DL-lactat sòdic <Fluka) per cada 250 ml de solució" tenyidora. Quan

s'emprà àcid DL-làctic (Sigma) (0,5 ml per cada 250 ml) s'ajustà de nou

el pH a 8,ó.

3.1.2. El ectro-foresi de baix voltatge

Es va seguir el mètode de Li i Magnes (195), modi-ficat per Parés i

Vallée (239).

- Preparació del motilo per al pel

El motilo per al gel -fou de metacrilat (Buchler), de dimensions 5 x

125 x 250 mm, netejant-se prèviament els seus components tal com s'indica

a III.3.1.1.1.

- Preparació del gel

El gel, del 13 '/. (p/v) en midó", es preparà com es descriu a

II1.3.1.1.2., però adequant les quantitats dels reactius a les dimensions

del motilo:

- óO g midó hidrolitzat

- 1,4 g NAD (Grade AAl, Sigma) (0,4 mM)

- 1,51 g Tris (25 mM)

- aigua destil·lada -fins a un volum total de 450 ml, ajustant a pH 8,6
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amb MCI diluH

La solució s'escal-fà en un matràs de Kitasato (Pyrex) de 2 1 de

capaç i tat.

- Preparació del tampó d/e1ectrQ·fopesi

Es prepara l 1 de tampó" Tris-HCl 0,3 M, pH 8,6, que es deixa

re-fredar a 4*C.

- Aplicació de les mostres

Es retirà la p i n t a metàl·lica -formadora de butxaques, de la qual ve

provist el motilo, i s'aplicaren 27 ui de cada mostra en les butxaques

centrals del gel, procurant evitar la di-fusió d'una a l'altra. Les

butxaques es segellaren amb vaselina calenta i es connectaren els extrems

del gel a cada una de les cubetes dels elèctrodes amb un paper de - f i l t r e

doblegat.

L'el ectro-f oresi es realitzà en posic \6 hor i tzontal , a 220 U, durant

10-17 h, dins una cambra -freda a 4"C, essent la -font de voltatge

1'alimentador Àtom 502 <Atom S.A., Barcelona).

3.2. El ectro-foresi en gel de pol i acr i 1 ami da amb 5D5

L'el ectro-foresi vertical discontfnua en gel de pol iacr i 1 amida amb el

detergent dodecil sul-fat sòdic (SDS) es basa en el mètode descrit per

Weber i Osborn <325) i modi-ficat per Laemml i <188), que permet el càlcul

del pes molecular de les subunitats, a la vegada que ens dona informació

sobre la puresa de l'enzim.

-133-



/III. MATERIALS I MÈTODES /

3.2.1. Préparât i ó de les solucions

En totes les solucions emprades per a la preparac\6 del gel es va

u t i l i t z a r aigua desionitzada M i l l i - R , de conductivitat inferior a 1 umho.

La composició de les solucions va ser la següent:

- Solució A (acrilamida)

- acrilamida (Eastman Kodak Co., Rochester, NY, E.U.A.) 30 X <p/v)

- bis-acrilmida (Merck) 0,8 X (p/v)

S'a-fegí carbó actiu (Merck) i s'agità durant 1-3 h, ui tra-f i 1 trant-se

desprès a traves d'una membrana Whatman de 0,2 um en un -filtre Sartorius

(Sartorius GmbH, Gottingen, R.F.A.).

- Soluc i ó B (tampó del ge! superior o "stacking gel")

- Tris-HCI 0,5 M, SDS (Cambrian, Croydon, Regne Unit) 0,4 X (p/v), pH

¿,8.

- Soluc i o C (tampó del gel inferior)

- Tris-HCl 1,5 M, SDS 0,4 X (p/v), pH 8,8.

- Tampó de les cubetes o d'elució

- 1 1 de Tris-HCl 25 mM, g l i c i n a 0,2 M i SDS 0,1 X (p/v), pH 8,4.

- Tampó d'aplicació de les mostres

- Glicerol (Panreac) 10 X (v/v) , SDS 3 X (p/v), Tris-HCl 60 mM,

2-mercaptoetanol (Merck) 5 X (v/v) i un 2 X (v/v) d'una solució de

blau de bromofenol (Cario Erba) al 0,1 X (p/v), pH 6,8, que ens

permeté seguir l'evolució de l'el ectro-foresi .

3.2.2. Preparac\o de les plaques

Les dues plaques de vidre (190 x 215 mm), separadors i p i n t a

•formadora de butxaques (1 mm de gruix) es netejaren acuradament amb aigua
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i sabó", aigua destil·lada, i hexa o acetona. Entre les plaques es

col·locaren els separadors de 1 mm de gruix i es mantingueren unides

mitjançant unes pinces. Normalment, les unions laterals es segellaren amb

agarosa (Bio-Rad) al 1-1,8 7. (p/v). Seguidament, les plaques es

col·locaren en posició vertical damunt d'una base de metacrilat.

3.2.3. Preparació dels pels

Els volums que s'esmenten a cont inuac ió"-foren calculats per a un gel

de 1 mm de gruix.

- Gel segell ador de la base (22,5 '/. d'aeri lamida)

15 ml de solució A, 5 ml de solució C, 50 jul de TEMED <MercK) i 150

ui d'una solució" de persul-fat amònic (Merck) al 10 '/. (p/v), preparada al

moment, es barrejaren en un vas de precipitats i s'a-fegiren per entremig

de les dues plaques. Les unions laterals també es poden segellar

a-fegint-hi aquesta barreja amb una p i p e t a Pasteur. Una vegada

polímer itzat el gel, es separà la base amb molta cura i es comprovà

1'estanque'! tat del motilo amb aigua desion i tzada.

- Gel in-ferior (11 V. d'acr i 1 amida)

9.7 ml de solució A, 4,8 ml de solució C, 11,9 ml d'aigua

desioni tzada, 30 jul de TEMED i 300 p] d'una solució de persuHat amònic

al 10 '/, (p/v) es barrejaren i s'a-fegiren igualment entre les dues plaques

per-íectament seques -fins a uns 4 cm del seu extrem superior. A

continuació, s'a-fegf isobutanol -formant una capa -fina damunt del gel, per

tal d'aconseguir una discontinuïtat uni-forme entre els gels in-ferior i

superior. Una vegada polimeritzat el gel, s'eixuga 1 yisobutanol i l'aigua

sobrant.

- Gel superior (4,5 7. d'acr i 1 ami da)

1.8 ml de solució A, 3 ml de solució B, 6 ml d'aigua desionitzada,

15 ^Jl de TEMED i 150 p\ de la solució de persul-fat amònic al 10 '/. (p/v)

es barrejaren i s'a-fegiren damunt del gel in-ferior ja polimeritzat. Tot
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seguit s'introduf la pinta -formadora de butxaques de 1 mm de gruix,

procurant desplaçar les bombolles d'aire que es -formessin.

El gel es conservà entremig de les plaques, tapant la part superior

amb Para-film "M" (American Can Co., Greenwich, CT, E.U.A.) i tot el

conjunt amb paper d'alumini, deixant-el durant 12 h a temperatura

ambient.

3.2.4. Preparació de les proteines-patró

Les prote ines-patró" es prepararen a una concentrac \o de 2 mg/ml

d'aigua destil·lada i es conservaren a -40'C. Quan -foren emprades, es

d i l u i r e n amb aigua destil·lada de -forma que la concentració -final -fos la

indicada en la secció" III.3.2.5. Les prote'ines me's utilitzades i els seus

pesos moleculars -foren: Lisozim, 14.700 dalton; Inhibidor de la tripsina,

21.000; Anhidrasa carbónica, 30.000; Ovoalbímina, 43.000; Albúmina de

serum bovf, 68.000; i Fos-forilasa b, 90.000; totes elles subministrades

per Sigma.

3.2.5. Apl i c a c i ó de les mostres

Es retirà la p i n t a -formadora de butxaques, es col·locaren les

plaques amb el gel en les cubetes i es segellaren les unions amb agarosa.

La cubeta superior s'omplf amb tampó d'elució" i es comprovaren les

possibles pèrdues. A continuació* s'omplf la cubeta in-ferior.

Prèviament, 25 jul de mostra o de patró" s'havien barrejat amb 25 jul

de tampó d'aplicació" de les mostres. D'aquesta barreja se n'aplicaren 25

ui en la seva butxaca corresponent, amb l'ajut d'una microxeringa

Hamilton, de tal -forma que la quantitat de proteïna aplicada -fos al

voltant de 25 ug per a la tincio* amb Coomassie Blue i de 1 jug per a la

t i n c i o amb sals de plata.

Les cubetes es connectaren a una -font de voltatge Àtom 502, amb les
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següents condicions:

100 y, durant la migració" de la mostra a traves del gel superior, -fins

arribar al gel inferior (aproximadament 30 min).

200 V, durant la migració de la mostra a travis del gel inferior, -fins

arribar al gel segellador de la base (aproximadament 3 h).

3.2.0. Tincio del gel per proteïna

Acabada l'el ectro-foresi , el gel es separà de les plaques de vidre

u t i l i t z a n t guants de plàstic i es tenyiren les bandes de proteïna per un

dels següents mètodes, segons la quantitat de proteïna present i la

s e n s i b i l i t a t desitjada.

3.2.0.1. T i n c i o amb Coomassie Blue

El gel es va submergir successivament en les següents solucions:

- Solució tenyidora: Coomassie B r i l l i a n t Blue R-250 (Sigma) 0,1 7,

(p/v), etanol (Panreac) 25 '/. (v/v) i àcid acetic (Panreac) 10 '/. (v/v)

en aigua desi on itzada.

El gel es deixà en 250 ml d'aquesta solució a 37'C durant 12 h.

- Solució destenyí dora: Etanol 20 "/. (v/v) i àcid acètic 8 7. (v/v) en

aigua des i on i tzada.

El gel es rentà repetidament en aquesta solució, amb agitació suau,

•fins que el -fons queda transparent. Finalment, el gel es deixà en

solució d'àcid acètic al 8 '/. (v/v).

3.2.0.2. Tincio amb sals de plata

El mètode de t i n c i ó amb sals de plata plata Bio-Rad, basat en el
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mètode de Merril i col. (223) i descrit en el "Bio-Rad Techn¡cal B u l l e t i n

No. 82-1089" (22), permet realitzar tincions de prote'ina amb una

s e n s i b i l i t a t de 10 a 50 vegades mes gran que la tinció"arnb Coomassie

Blue, constituint un criteri de puresa molt més estricte.

Tot el procè"s de ti n c i d es realitza en una safata de vidre i a

temperatura ambient. El gel va ésser sotmès de manera seqüencial, durant

els temps indicats, a les següents solucions:

- Fi xac i 6

- Metanol (Panreac) 40 '/. (v/v) i àcid acètic (Panreac) 10 '/. <v/v) en

aigua desi on itzada, en dos rentats de 30 min cada un.

- Etanol (Panreac) 10 '/. (v/v) i àcid acètic 5 '/. (v/v) en aigua

desi on i tzada, durant 12 h, i despre's, 4 rentats de 30 min cada un.

Acabada la -fixació, el gel es rentà dos cops amb aigua desion i tzada.

- Ti ne i o

- Oxidant (Bio-Rad) 10 '/. (v/v), constituït per dicromat potàssic i àcid

nftric, durant 5 min i agitant lleugerament. Desprès es rentà 3 cops

amb aigua desionitzada durant un total de 15 min.

- Reactiu de plata (Bio-Rad) 10 '/. (v/v), constituït per ni t r a t de

plata, durant 20 min en agi tac\6 suau. Es rentà amb aigua

desionitzada durant 1 min.

- Revelador (Bio-Rad) 3,2 'À (p/v), constituït per carbonat sòdic i

para-formal den i d, en dos rentats, un de 30 s i l'altre de 5 m i n , el

primer amb agitació constant. Despre's es renta amb un nou volum de

revelador -fins que les bandes varen adquirir la intensitat desitjada.

- Solució d'atur, -formada per àcid acètic (Panreac) 5 V, (v/v), durant 5

min. Es rentà dues vegades amb aigua desionitzada.
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3.2.7. Determinació del pes molecular de les proteïnes

Es representà el logaritme del pes molecular de les proteïnes-patro

(o de les seves subunitats en cas de ser oligomers) en-front de la

mob i l i t a t electro-forèt ica (R-f), obtenint-se una recta de calibratge. El

pes molecular de les subunitats dels enzims problema <ADH i ALDH)

s'obtingué de la interpolació' dels seus R-f.

3.3. El ectro-focal i tzac ió anal ft i ca en gel s ui tra-f ins de pol i acr i 1 amida

L'electro-focal i tzac ió permet separar les proteïnes segons els seus

punts isoelèctrics al llarg d'un gradient estable de pH, -format gràcies a

substàncies anomenades am-fòlits. En aquest treball s'utilitza

1 'electro-focal i tzac \o anal ft i ca en gels de pol i acr i 1 ami da de 0,2rnm.

Aquesta tècnica proporcionà el punt isoelèctric dels enzims objecte

d'estudi a la vegada que va constituir un nou crit e r i de puresa.

3.3.1. Preparació de l'aeri lamida

La composició de la solució'va ser la següent:

- acri lamida (Eastman Kodak) 29,1 X <p/v>

- bis-acr i lamida <MercK> 0,9 '/. (p/v)

S'arrasà a 100 ml amb aigua desion i tzada. La solució'es tracta com

s'indica a III.3.2.1. Es conservà a 4'C durant un màxim de dues setmanes.

3.3.2. Preparació' de les plaques de vidre

Per a la -formació" del gel de pol i acr i lami da de 0,2 mm s'emprà un

motilo Ultromould 2217-200 (LKB), seguint les especificacions de la casa

comercial (210).
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Les plaques de vidre de l'Ultromould es rentaren acuradament amb

aigua, sabó" i aigua destil·lada, eixugant-se amb un mocador de paper. Els

tractaments que segueixen -facilitaren la separació" i man i pul ac id" del gel

una vegada acabada 1'electro-focal i tzac ió". La placa mes curta es mullà amb

2 ml d'una solució" de dimet i 1 dicl orosi la al 2 '/. (p/v) en

1,1,1-tricloroetà <Repe1-Si1ane, LKB), escampant-se per tota 1a

super-ffcie amb un mocador de paper. Es deixà assecar i es renti amb aigua

destil·lada. La placa me's llarga es mullà amb unes gotes d'aigua

destil·lada i s'hi va extendre un -full de suport plàstic (Gel Bond PAG

Film, LKB) amb la seva cara hidro-fflica cap amunt, procurant eliminar

qualsevol bombolla d'aire entre el suport i la placa.

S'anivellà el suport metal.lie de l'Ultromould de -forma que quedé~s

per-fectament horitzontal i s'hi col·locaren la placa llarga amb el suport

plàstic adherit, l'espaiador de 0,2 mm de gruix i les guies de plàstic.

La placa curta es deixà preparada, amb la cara tractada amb Repel-Silane

cap avall, en la part no -foradada de l'espaiador.

3.3.3. Preparac ió" del gel

El gel (110 x 245 mm) es preparà a una temperatura de 20*C. Per a un

gel de 0,2 mm de gruix, s'a-fegiren a un vas de precipitats: 2,5 ml de la

solució d'acri 1 amida, 0,75 ml de Ampholine 1809 (LKB) per al rang de pH

3,5-10,0 i 6,0 ml d'aigua desionitzada. La barreja es desgasà durant 5

min en un matràs de Kitasato de 100 ml. Es passà novament a un vas de

precipitats de 10 ml, on s'a-fegiren 70 yul de persul-fat amònic al 10 '/.

(p/v), preparat al moment, i 10 ui de TEMED, agitant-se suaument.

Tot seguit, la solució s'abocà per sobre de la placa llarga començant

per l'extrem proper a la placa curta, la qual s'anà desplaçant al mateix

temps per sobre del gel entre les guies, procurant no deixar -formar cap

bombolla d'aire. La pol imer i tzac icT del gel es produf en 1 h a 20"C.
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3.3.4. Preparació de l'aparell d'el ectro-focal i tzac ió"

S'empra el sistema Multiphor 2117 <LKB). La placa re-frigerant es

connectà a un banx refrigerat d'aigua circulant RUC 50, a 4*C, des de 1 h

abans d'iniciar 1'electro-focal i tzac ió".

Es va extendre un -full de paper mil ¡metrat especial LKB (per a ajudar

posteriorment a la correcta situació" dels electrodes i de les mostres

damunt del gel) per sobre de la placa re-frigerant, a-fegint unes gotes de

querosè per les dues cares del paper i procurant eliminar qualsevol

bombolla d'aire. A continuació', es col.loca al damunt el suport plàstic

amb el gel de pol iacr i 1 amida adherit, v i g i l a n t també la -formació* de

bombolles.

Es prepararen 2 elèctrodes de paper (6 x 240 mm) amb 5 gruixos de

paper Whatman n* 3 i es mullaren amb àcid orto-fos-fòr ic (Panreac) 1 M,

l'ànode, i hidròxid sòdic (Merck) 1 M, el càtode. Els elèctrodes de paper

es col·locaren damunt del gel, seguint el model del paper m i l i m e t r a t , i

es tallaren els seus extrems de tal -forma que aquests no sortissin del

gel (334).

Es col·loca la tapa amb els elèctrodes per a l'api icac icT d'un camp

elèctric transversal al gel, el que permeté l'aplicació simultània de

•fins a 15 mostres. Els elèctrodes es connectaren a una -font d'alt

voltatge 2197 (LKB). El gel es va sotmetre a un "pre-running" de 30 min

per tal d'establir el gradient de pH prèviament a l'apiicaci o de les

mostres.

Les condicions limitants que es programaren en l'aparell -foren:

- Voltatge = 1500 V

- Intensi tat = 30 mA

- Potenc i a = 15 w
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3.3.5. Api i cae i o de les mostres

Després del "pre-running" es col·locaren retalls de 5 x 10 mm de

paper adsorbent especial (LKB) damunt del gel, deixant una separació de 5

mm entre ells. S'aplicaren 20 |ul de mostra directament damunt de cada

paper amb l'ajut d'una pipeta automàtica.

Es connectaren novament els elèctrodes durant 1,5 h, en les mateixes

condicions anteriors, controlant els paràmetres elèctrics cada 15 min.

3.3.6. Determinaci o" del gradient de pH. Càlcul del punt isoelectric

Per a la determinació del gradient de pH es varen emprar els dos

mètodes que s'indiquen a continuació.

3.3.6.1. Elèctrode de pH de super-ffcie

Acabada 1'electro-focal i tzac ió, es mesura immediatament el pH " i n

situ", directament sobre la super-ffcie del gel i a la mateixa temperatura

de 1'electro-focal i tzac ¡o. S'emprà un elèctrode de pH de superfície

2117-111 <LKB> acoblat a un pl·lmetre d i g i t a l Methrom 632 <Metrom, Herisau,

Su'issa), que permeté mesurar el pH en intervals de pocs mil ¡"metres.

L'electro-focal i tzac i ó es continuà 10-15 min mes per tal de

contrarrestar la possible di-fusió de les bandes durant la mesura del pH.

3.3.6.2. Redissolució de Tam-folit

S'aga-fà una porció central del gel, des de l'anode -fins al càtode, i

es tallà en 18 quadrats de 5 x 5 mm, utlitzant tisores i paper milimetrat

com a guia. Cada tros de gel es col·locà dins d'un Eppendor-f, numerats

del 1 al 18, que contenien 0,7 ml d'aigua destil·lada. El pH es mesurà al

cap de 12 h, mitjançant un elèctrode de pH de diàmetre p e t i t . Aquest
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mètode es mê~s imprecfs i s'utilitzà solament quan no es disposà

d'elèctrode de superffcie.

3.3.0.3. Càlcul del punt isoelèctric

Es representa" el pH enfront de la distància mesurada des del càtode.

El punt isoelèctric de 1'ADH i 1'ALDH s'obtingué per interpolació de les

distàncies de les seves bandes respectives al càtode.

3.3.7. Tincio"de1 gel

L'aplicació d'una mateixa mostra per duplicat en diferents parts del

gel permeté la seva tinció simultània per a c t i v i t a t enzimàtica i per

proteïna, fent palès el seu grau de puresa.

Per a la tinció" per a c t i v i t a t , es seguí el mateix procediment descrit

a III.3.1.1.5. per als gels de midó.

Per a la t i n c i ó per proteïna, s'emprà la t i n c i ó amb sals de plata per

ser més sensible, segons es descriu a III.3.2.ó.2. però amb lleugeres

vari ants.

- Abans del procés de -fixació normal, el gel, adherit encara al

suport plàstic, es tractà successivament amb les seglíents solucions per

tal d'eliminar les restes d'amfòlits <22):

- 1) Metanol (Panreac) 30 7. (v/v), àcid tricloroacèti c <Panreac) 10 '/,

<p/v), àcid sui-fosal i c fi i c (Sigma) 3,5 7, (p/v) en aigua desionitzada

durant 1 h.

- 2) Metanol 30 '/, (v/v) i àcid tr i c i oroacèt ic 12 '/. (v/v) en aigua

desionitzada durant un mfnim de 8 h i varis canvis.

- 3) Fixació, tal com s'explica a III.3.2.¿.2.

- Per a la tinció", es seguiren les especificacions donades per als

gels de gruix inferior a 0,5 mm, però tenint en compte que el gel resta

adherit a un suport plàstic (22) (veure també III .3.2.0.2.). El gel es
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tractà successivament amb les següents solucions:

- 1) Oxidant: 3 min, seguit de 2 rentats amb aigua desionitzada durant un

total de 10 min.

- 2) Reactiu de plata: 15 min, seguit d'un rentat amb aigua desionitzada

durant 1 min.

- 3) Revelador: Tal com es descriu a III.3.2.ó.2.

3.4. Fotografia dels pels

Els gels tenyits varen ser fotogra-f i ats tan aviat com -fou possible

amb una Polaroid MP-4 Land Camera (Polaroid Corp., Cambridge, MA,

E.U.A.), emprant un transi 1 .luminador com a -font de llum. Per als gels de

midó* s'empra ademes i 1 .luminacio*" directa amb focus.

S'empraren dos tipus de pel.1 Teula:

- Pel·lícula Polaroid Type 665 (Positive/Negative Black & White

Land Film). Generalment, el diafragma es situà a 16, essent el temps

d'exposició de 1 s. El temps de revelat fou de 30 s. El positiu es fixa

immediatament. El negatiu es rentà exhaustivament amb aigua i desprès amb

sulfit sòdic al 12 '/. <p/v). Es tractà amb humectador Negra (Negra

Industrial S.A., Barcelona) i es deixà assecar.

- Pel.1 feula Agfa LITH <Agfa-Gevaert, Leverkusen, R.F.A.), que

permet treballar amb llum vermella. El negatiu s'adaptà a un xassfs de la

camera Polaroid. Generalment, el diafragma es situa a 16, essent el temps

d'exposició de 25 s, controlat per un temporitzador connectat al sistema

d'i 1.1 um i nací o. El negat i u es deixà 2 min en sol uc\6 de revelador Negra

P-121 al 10 '/. (v/v) preparat recentment, 30 s en soluc ió" d'atur (àcid

acetic al 5 '/., v/v) i un mínim de 30 s en f ixador Negra N-FIX 172 al 10 7.

(v/v). Es renta amb aigua, es mullà amb humectador Negra i es deixà

assecar.

La fotografia es positiva en paper Agfa n" 5 Ultradur LITH, per

il·luminació" suau a traves d'un vidre que fixà el negatiu. El procés de
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revelat -fou el mateix que per als negatius, rentant-se només amb aigua.

Per a -fotogra-f ies de més qualitat s'emprà una camera Pentax, amb

trfpode, provista de pel. 1 Teula Agfa PAN 25.

3.5. Conservació dels pels

Els gels de midies -fixaren amb una soluc \5 const i tu'ida per metanol

45 '/. (v/v) i àcid acètic 10 '/. <v/v) en aigua destil·lada i es conservaren

en bosses de plàstic segellades, en absència de llum i a 4*C.

Els gels de pol i aeri 1 amida mes gruixuts es conservaren amb uns

m i l ¡ l i t r e s d'aigua destil·lada dins de bosses de plàstic segellades, en

absència de llum i a temperatura ambient. Els gels de pol iacri 1 amida mes

prims simplement es deixaren assecar a l'aire, adherits al suport

pi ast ic.
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4. MÈTODES ESPECIALS

4.1. Fraccionament subcel.lular

La majoria dels teixits humans Home's poden estudiar-se en profunditat

en mostres extretes per autòpsia, de 24 a 48 h després de la mort de

l ' i n d i v i d u . Això" comporta que el t e i x i t a estudiar ha so-fert ja greus

alteracions en les seves estructures tissulars i cel·lulars.

La placenta és l'únic òrgan humà que pot e"sser processat i analitzat

poc temps després de deixar d'ésser -funcional, el que permet estudiar en

immillorables condicions aspectes com el de la distribució subcel.lular

dels enzims.

4.1.1. Obtenció del t e i x i t per al -fraccionament

Les placentes es varen processar al cap de 1 h del part, evitant en

qualsevol cas una congelació prèvia que pogués danyar les estructures

intracel.luiars (veure III.I.3.).

4.1.2. Homooenització isotonica del t e i x i t

20 g de placenta es netejaren de t e i x i t connectiu, tal com s'explica

a III.1.4.1. i es rentaren amb 20 ml de tampó isotònic a 4*C, que

contenia sacarosa (Merck) 0,25 M, Tris 5 mM, EDTA 1 mM, DTT 1 mM, a pH

7,4, e l i m i n a n t en el possible la sang. El Ifquid del rentat es decantà i

el t e i x i t es trossejà minuciosament amb tisores.

S'a-fegiren 20 ml del tampó" isotònic a 4'C i s'homogeni tzà manualment
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Homogenització en Potter-Elvehjem
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H O M O G E N A T f i l t r a t

s é d i m e n t

754 x g, 10 min

sobrenedant (E)

+10 ml
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isotònic

fracció nuclear (N)

20.384 x g, 10 min

s e d i m e n t sobrenedant

+ 10 ral
t a m p ó
isotònic

fracció mitocondrial (M)

s e d i m e n t

+15,6 ml
tampó
isotònic

106.000 x g,
60 min

s o b r e n e d a n t

fracció citosòlica (S)

fracció microsomal (P)

F I G U R A l o E s q u e m a de l f r a c c i o n a m e n t subce l . l u l a r en m o s t r e s

de p l a c e n t a .



/III. MATERIALS I MÈTODES /

en un homogeni tzador Potter-El vehjem de 30 ml amb pistó de tefló", per tal

d'evitar el trencament dels organuls subcel .lulars. L'homogenat va ésser

•filtrat a travi's de 4 capes de gassa quirúrgica (145, 181) per tal

d'el¡minar les restes de t e i x i t connectiu, el que permeté" real it2ar

posteriorment mesures d'activitat enzimàtica en la i race i 6 nuclear . Tot

el proce's es realitzà en bany de gel.

4.1.3. Centr i-fuqac icT di-ferencial

Un esquema de les diferents centri-fugac ions e-fectuades apareix en la

Fig. 18. L'homogenat es centri-fugà a 754 x g durant 10 min a 4'C

(centrifugadora Sorvall RC-5B, 2.500 r.p.m. amb el rotor SS-34, tubs de

pol¡propilè de 40 ml). El sediment es va resuspendre, mitjançant un

Potter-El vehjem, en 10 ml de tampó isotônic a 4"C, anomenant-se -fracció

nuclear <N), segons la nomenclatura de de Duve i col. <95).

El sobrenedant, anomenat extracte c i topiasmatic <E), es centrifuga a

20.384 x g durant 10 min a 4"C (centrifugadora Sorvall RC-5B, 13.000

r.p.m. amb el rotor SS-34, tubs de pol¡propilè de 40 ml), per tal

d'assegurar la sedimentació de tots els mitocondris. El nou sobrenedant

es decantà acuradament i es guardà. El sediment es va resuspendre

lentament en 10 m1 de tampó isotònic a 4"C, repetint la centr¡fugaç ió a

20.384 x g. El sediment -fi n a l , blanquinós, es va resuspendre en 10 ml de

tampó isotònic i s'anomena -fracc ió mi tocondr i al (M). Els sobrenedants es

centrifugaren separadament a 106.000 x g durant 60 min a 4*C

(uitracentrifugadora preparativa Beckman L8-70, Beckman Instruments,

Inc., Palo Alto, CA, E.U.A., 32.000 r.p.m. amb el rotor basculant SW-60,

tubs de polial.lòrner de 4,8 ml). Els sediments, rosats, es varen reunir i

resuspendre en 15,6 ml de tampó isotònic, anomenant-se frace i 6 microsomal

(P). Els sobrenedants reunits constituïren la fracció" c itosòlica (S)

(Fig. 18).

Es varen agafar alfquotes de totes les fraccions i es varen conservar

a 4*0, assajant-se dintre de les hores següents. Algunes es varen

congelar a -40*C per a la determinac i ó de prote'ines.
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4.1.4. Mesura de l'activitat enzimatica

Les al fquotes -foren tractades amb el detergent no iònic Triton X-100

1 7. (p/v) (Serva p.a., Heidelberg, R.F.A.), immediatament abans de la

mesura de les activitats enzimàtiques (excepte en el cas de l'ADH), per

tal d'alliberar les -fraccions d'enzim ocluldes o unides a membranes

(305).

L'activitat ADH es mesurà tal com es descriu a III.2.1.1. L'activitat

ALDH es mesurà segons es descriu a III.2.1.2., a alta i baixa

concentració" de propanal . S'a-fegf ademes rotenona 2 juM (veure

II1.1.1.2.4.) per tal d'inhibir la NADH oxidasa mitocondrial, evitant

així la reox idac \o del NADH produ'i t (305).

4.1.4.1. Mesura de l ' a c t i v i t a t d-'enzims marcadors de les fraccions

subcel.lulars

Tots els assajos es varen realitzar en tampó -fos-fat monopotassic-KOH

(Panreac) 50 mM, pH 7,5, i a 25'C (305).

- Lactat deshidrooenasa (LDH) (EC 1.1.1.27)

S'utilitzà com a marcador citosòlic. Es mesura

espectrofotometricament a 340 nm, segons s'explica a III.2.1.4., en el

sentit de reducció del piruvat.

- Glutamat deshidroqenasa (6DH) (EC 1.4.1.3)

Es va u t i l i t z a r com a marcador de la matriu mitocondrial. L'assaig es

feu espectrofotoroetricament a 340 nm, segons Schmidt (271). La barreja de

reacció contenia tampó a pH 7,5, acetat amònic (Merck) 120 mM, NADH 0,15

mM, ADP (Grade III, Sigma) 1,5 mM i acid o¿-oxoglutaric (Boehringer
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Mannheim GmbH, Mannheim, R.F.A.) 8 mM.

<*-oxoglutarat + NADH + H+?=± L(+)-glutamat + NAD* + H20

- Monoamino oxidasa <MAO) (EC 1.4.3.4)

Es va u t i l i t z a r com a marcador de la membrana externa mitocondrial.

Es mesurà espectrofotomètr icarnent a 250 nm la producció' de benzaldehid

(£250 = 13.400 M-^-cm-4) a partir de clorhidrat de benzilamina 2,5 mM

(290).

- NADPH-citocrom C reductasa (EC 1.6.2.3)

Es un enzim microsomal. Es va determinar espectrofotometricament, tal

com descriuen Tottmar i col. (304), seguint l'aparició de citocrom C

redu'it a 550 nm (£S50 = 18.500 M-'.cm—'). La barreja de reacció contenia

el tampó de pH 7,5, citocrom C oxidat (77 '/,, Boehringer) 0,05 mM, cianur

potàssic (Cario Erba) 0,3 mM, per tal d'inhibir la citocrom C oxidasa de

la cadena respiratòria, i NADPH (Sigma) 0,1 mM.

Ci t C (oxd) + NADPH + H* >Cit C (red) + NADP1"

- Glucosa-6—fos-fatasa (EC 3.1.3.9)

Es va u t i l i t z a r com a marcador microsomal, ademes de la

NADPH-citocrom C reductasa. La seva a c t i v i t a t es va mesurar per

l'alliberació de -fosfat a partir de glucosa-6-fosfat. La reacció

enzimàtica es realitzà segons el mètode de Nordlie i Arion (232): 0,6 ml

de tampó cacodilat (Merck) 0,1 M, pH 6,5, i 0,2 ml de glucosa-6—fosfat

(Boehringer) 150 mM, s'arrasaren a 1,5 ml amb aigua destil·lada i

s'incubaren a 30*C durant 5 min. S'afegiren 0,5 ml de mostra i la barreja

es deixà a 30'C durant 20 min més. La reacció es deturi amb 1 ml d'àcid

tr i c i oroacèt ic (Panreac) al 10 '/. (p/v). La solució es centrífug! a 1.800

r.p.m. durant 8 min en una centrifugadora de sobretaula refrigerada

Beckman o una MSE Super-Minor (MSE Scientific Instruments, Crawley,

Sussex, Regne Unit) per tal d'eliminar les prote'ines precipitades.

Per a la determinació del fosfat inorgànic es segufel segu'ent
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mètode: S'aga-fà una al fquota de 0,5 mi del sobrenedant de l'anterior

centr i-fugac i o i s'hi a-fegiren 3 ml d'una solució" de suHat de

p-met i 1 aminof enol (Photorex, Merck) al 1 X (p/v). Es deixà" 10 min a

temperatura ambient i es llegf l'absorbànci a a 800 nm. La quantitat de

•íos-fat alliberat es calcula a partir d'una recta de calibratge constru'ida

amb concentrac ions-patró de -fos-fat monopotassic <Merck) des de 0,125 mM

i ins a 5 mM.

g1ucosa-6--f os-fat ? glucosa + Pi

4.2. Mètodes dels estudis en sano

4.2.1. Obtenció* i tractament dels eritrocits

Mostres de 10 ml de sang, procedent de donants normals, es varen

recollir en tubs hepar in i tzats i es varen centri-fugar a 1.930 x g durant

10 min a 4"C (centr i -fugadora Sorval 1 RC-5B, 4.000 r.p.m. amb el rotor

SS-34, tubs Pyrex o Corex de 15 ml) (132). El plasma es va eliminar per

succio amb pipeta Pasteur i es va guardar a part. Els eritrocits es varen

rentar 2 cops amb tampó isotònic Tris-HCl 10 mM, NaCl (Merck) 0,145 M, pH

7,4, centr i-fugant-se cada vegada a 1.930 x g durant 10 min. Els

eritrocits empaquetats es lisaren per xoc osmotic en 1 volum de tampó

•íos-íat monopotàssic (Merck) 20 mM, EDTA 1 mM, DTT l mM, pH ó,O, a 4'C,

durant 20 min.

L'hemolitzat resultant es va centrifugar a 27.000 x g durant 30 min a

4'C (centrifugadora Sorval 1 RC-5B, 15.000 r.p.m. amb el rotor SS-34, tubs

de pol¡propi1ï) segons descriuen Towel 1 i col. (306). El sobrenedant es

d i l u f amb el mateix tampó* emprat per al xoc osmotic en la proporció' 1:5

(v/v), abans de la mesura de l ' a c t i v i t a t enzimàtica, observant-se les

indicacions descrites a III.2.1.6.1.
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4.2.2. Mesura de la concentrada d'hemoql obina total

Per tal de quantificar la contribució de les -formes enz imat iques

présents en la sang a l'activitat dels enzims estudiats en placenta,

interessà una mesura del grau de contaminació de la placenta per part de

la sang. Com a paràmetre indicador d'aquesta contaminació s'uti 1 itzà la

concentració d'hemoglobina en el t e i x i t respecte a la concentració

d'hemoglobina normal en sang.

La concentració d'hemoglobina total en sang o placenta es calcula per

mesura de 1'absorbància a 542 nm, longitud d'ona en que les tres classes

d'hemoglobina, oxihemoglobina, desox¡hemoglobina i carbox¡hemoglobina,

absorbeixen per igual, emprant-se un £542 de 14.200 M-'.cm-Vmol grup

Hemo. El pes molecular de l'hemoglobina es considerà de éó.OOO dal ton

(103).

4.3. Mètodes per als estudis en -fetge de -fetus i placenta de rata

4.3.1. Animals i dieta

Les rates, -femelles verges de la raça Sprague-Dawl ey, -foren

alimentades ad-libitum amb dieta solida. Els animals es deixaren

aparellar amb mascles de la mateixa raça, considerant-se com a dia O el

dia de l'aparellament i mantenint-se en observació -fins el dia 15 de

gestac ió.

4.3.2. Obtenció" i conservaci ó dels t e i x i t s

Les rates embarassades -foren anestessi adés amb é'ter e t í l i c (Panreac)

i sacr i-f i cades per decapitació. Immediatament es realitza una cessarea

extreient el sac amniotic, que contenia de 12 a 14 cries per rata. De
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cada un dels -fetus s'obtingué la placenta i el -fetge. Les placentes, per

uns banda, i els -fetges, per una altra, corresponents a un mateix dia de

gestació, es reuniren en un sol grup i es conservaren congelats a -4Ü"C

•fins el moment de la seva anàlisi.

4.3.3. Homogeni tzac i 6 i centri-fugaç i ó dels t e i x i t s

Es pesaren de 0,5 a 1 g de cada grup de teixits i es tallaren en

trossos petits, netejant les pinces i tisores cada cop per a evitar

contaminacions. S'a-fegf tampó Tris-HCl 10 mM, DTT 0,5 mM, pH 8,4, a 4"C,

en la proporció 2:1 (p/v) i s'homogen itzà manualment en un homogenitzador

Potter-Elvehjem amb pistó de te-fló, rodejat de bany de gel.

L'homogenat es centrifuga a 27.000 x g durant 1 h a 4"C

(centri-fugadora Sorvall RC-5B, 15.000 r.p.m. amb el rotor SS-34, tubs de

pol i propi le de 40 ml).

4.3.4. Mesura de l'a c t i v i t a t ADH

L'activitat ADH en -fetge i placenta es mesura amb octanol 1,0 mM

segons es descriu a III.2.1.1.1. En -fetge, es mesura ademe"s amb etanol 33

mM, tal com es descriu a III.2.1.1.2.

4.3.5. Anàlisi dels isoenzims de l'ADH per electro-foresi en pel de midó"

L'electro-foresi es realitzà a pH 7,6, e-fectuant-se la Unció" amb

pentanol , tal com es descriu a III.3.1.1.
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