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Capitol 1 : INTROBUCCIC

1. IMPDORTANCIA SOCIAL, MEDICA 1 CIENTIFICA DEL CONSUM D ALCOMOL EN LA
POBLACTE HUMANA

El consum d“alcohet, ja sigui er {forma de begudes fermentades o
destil,lages, #&s un pibit secular ern la naostra civilitzacid, perd
sobretot en els pobles de 1firea mediterrinia. Espanya es el tercer
produector mundial de «i $B4) i ocupa 21 tercer 1lgrp dels paiscs
consumiders o”alcohol a Europa, després de Franga i Luxemborg, amb un
consum de 18,8 1 per habitant i per any (15},

bes propietats dniques de 1‘alcahol, com ser ficilment obtenible |
ser capag oe modificar 1'estat d‘inim 1 el comportament, varen atorgar=1i
ben awviat un gran prestigl social. Les seves propietats heneficioses tals
rom l'apgrtacio caldrica aparent o 17efecte t4nic es posen de manifest
quan £5 consumit en dosis moderades. Malgrat tot, com en totes les
drogues i moltes substincies nutritives comunes, la ingestid d*alcohol en
guantitats gque s’'aproximen o excedeixzen 1a capacitat de la seva
el iminacid metabblica, ='ha mostrat moit perjudiclat, compartant greus

problemes de toxicitat, sensibilitat, tolerincia | dependéncia.

A Espanya, més de la meitat de 'a poblacic adolta consumeix
didriament hegudes alcohBliques (842, calculant-se que existeixen
apraximadament uns  2.000.000 de malaits alcoholics (219, 2930, A
Catatunya, d’un ? a un 11 % de la poblacid de 16 a 43 anys consSumeix més
de &0 g d’alcohel pur per dia, guantitat que es considera altament nociva
per al fetge (¢110). La poblacid infantil (4-14 anys] de Barcelona |
provincia ha consumit alguna vegada alcohel em yn 94,9 X, el que facilita
12 primerenca adquisicid de T habit (2191,

E} cost social dels problemes derivats de 17abds de §i“alcohol €5 malt
elevat, wposant-s#¢ d¢ rellevu com i problema de primera magnitud. Es per
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aquesta rad que l’estudi del metabolisme de l-etanpl § dels seyus siscies
fisloldgics ea J'home &5 avul una irea priocitiaria | muttidisciplindria

d’interés sccial, medic i cientific.

En @15 darrers &nys ha augmentat #1 consum d“alcohol én la dona, en
pert provocat pel canwt del seu paper en Ja societat. Em 20 anys s'ha
pascat d‘uma dona per cada 10 homes alcohdlics a dues o tres dones,
inglde sis er algunes regiona del pais ¢(48), Cal dir que 12 dona apareix
generalment meés susceptible als efectes tdxics de V’alcohel (212), A
Espanya, hi ha unes B00.000 cdones alcoholiques, de les quals les dues
terceres pacrts ss troben en edat Fértil (£B), Les dones aleohiiligques
presenten una  incidéncia menor  d'embarasses  que  Tes  dones  no
alcohdliques, Fer altra banda, €5 corrent que moltes dones prenguin dosis
g‘alcohal que es consideren moderades durant 17embards, confliades en 1a
tnogifitat d‘aguesta ingestid. Diversos estudis realitrats en diferents
paisos, sobretot en els gue tenen uyn index oe consum d”alcohol prow
important, han demostrat gque una ingestid diaria de 1% a 30 g d alcochol
és suficient per a provocar alteracions importants en el fetus, amb

afectacio ulteriop neurulﬁgi:a, intel,lectiva i fisigca (212].

1.1. Sindrome d*alcoholtsme fetal

La sindrome d’alccholisme +etal (F.A.5.), definida per primera vegada
per Janes i col, (151}, constitueix un conjunt d'anomalies gue atecten al
fetus, 1 posteriorment a1l noynat, £i11 d’una mare que hz ingerit dosis
importants d-aleohol durant 1-embaris {253, 2464), Algunes d’aquestes
anormatitats son deficigncles en el creixement, desenvolupament tardi,
retard mental, mlcrocefilia, conducta irritable i hiperactiva duramt l1a
infantesa i un cert nombre de defectes morfoldgics facials, cardiacs i en
les extremitats (14i), Dins del mateix quadre climic sdn freguents també
¢ls avartaments espontanis, parts prematurs | osovint 1a mort perinatal,
Eal afegir que un elevat percentatge de 1es placentes provinents de nens
amb  F.A.S5. presenta també lesions de tipus morfoldgic, amb un
desenvolupament znormal de les microvellositats placentiries {17 Cveurs
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iUn de cada mi! nens neix amb aquesta sindrome (1, 21, constityint una
de les causes principals de supnormalital i apareixent en un 30 ¥ dels
ebarasses de dones alcohtliques £142%. iz variabilitat cbservada en la
patologia de 1la sindrome sembla estar relacionada amb diferéncies en els
estadis critics de 1 embaras, en termes de les concentracions maxzimes
d7starcs!l en sang, frequencia de Ta inge;tiﬁ, tipus de begudes, estat
nutricional i grau de funcionalitat thepatica materns, diferéncies
gendt|gques o adguirides en la susceptibilitat enfront de 17alcohol {243
Cveure 1.94.4.1.3.Y i passiblement en 1a capacttat de metabtolitzar alcohol
per part del 4etus o de la placenta. Entre les setmanes da. i 10a.
després de la concepcid, el sistema nervids central del fetus apareix

especialment vyulnerable a 17accid nociva de 17aleohal €212).

Malgrat +4nt, no es coneix encara amb certesa quin &s 1’agent
teratagenic  directament respansable de la sThdrome ni el paper
desintodicador que poden Jjugar-hi els sistemes enzimatics de la placenta
o del fetus. En estudis realitzats amb animals model, tanmt 1°etangl com
¢! seu derivat metab2lig, 1t’acetaldehid, han demostrat ser compostas
teratogenics (25, 47, 54, 237, 284, 313). La comprensid dels efectes
t8xics i farmacoldpics d’aquestes dues substancies durant la gestacid
requereix 1 estydi a npivell motecular dels enzims que participen en el
seu catzbolisme en el sistema feto-placentari. E1 copeixement dels
mecanismes de proteccid gque afereix l1a "barrera placentaria® enfront de
1"etanol i de 1 acetaldehid podria contribuir a 1’establiment de noves
estrategies terapeutigues i de prevencid.
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2. BIOOUIMICA T FARMACOLOGIA DE E'ETANOL

2.1, #bsorcid, distribucid i eliminacid de 1‘etanal

Ouan &5 consumit, !“etanol &5 ahsorbit rapidament 21 1larg de tot »!
tub digestiu, principaiment a 1-intesti prim, i en menor grau a 1 estomac
i 17intssti gruixgt, L’7absorcid de 1‘etancl varia segons 1 tipus de
beguda alcohdlica ingerida, sssent inferior en el cas de la cervesa | el
vi, comparats amb les begudes destil.lades., També depén de Ta quantitat i
tipus de menjar ingerit, aixi com de la velocitat deliminacid gastrica.
Pespris de 17absorcid intestinal, 1’etancl entra en la vena porta i
travessa el fetge, abans d'assolir la circulacid periférica a traves de

Ta vens hepitica.

L-etancl es wuyna suhstincia polar i miscible amb 1‘aigua en totes les
proporcions. Oegut al gpetit tamany d’aguesta molecula i a la seva
lipasolubilitat, travessa facilment la membrana cel.lular per simple
difusid. L‘etang]l difon també ripidamsnt a traves dels capilars i altres
membranes i £5 distribueiz en els diferents trixits en estretas
proporcionalitat amb 13 quantitat d aigua present en el teixit. Aixi, la
concentracid en sang serd una mica mEs ¢levada que Ja del mdscal, fetge o
cervell., L<etano) passa ‘tambe a) liguid ocular, fluids cersbroespinal i
ascitic, bilis, saliva, orina i al® ¢111). En les dones embarassades,
travessa 1liurement 1a placenta, trobant-ce en e) V1igquid amnidtic, cordd
umbitical i en la szng | teixits fetals en 13 mateixa concentracid que En
iz sang materna ¢ 255, 320, 322). Aquestes observacions coincideixen amb
les realitzades en znimals model gque han sigqut intoxicats amb etanol: 5
min després de J'administracio de 1“etanc], les conceniracions d’aquesta
droga  en  sang materna | sang fetal son identiques (24, 44, 120, 174,
249%. A les 3,5 h de la ingestid, guan 1‘etanol ha sigut practicament
eliminat de la sang materpa, el 1iquid amniotic presenta una concentracio
1t wvegades superior;, amb el que el #etus rectaria exposat als efactes
toxlcs ds  1‘etancl mes temps dr Y esperat (4£). Durant el periode

dalletament, 17etanol també apareix en la 1let materna {249).
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Letanol no €5 un component habitual dels fleids corporals. Hom crev
que les fraces Jetarol  trobades en 1organisme  provenen de les
fermentacions de la flora bacteriana intestinal (1842, L etanol es
eliminat activament per 1’opganisme. D'oun 2 a uyn i0 H és excratat
directament en 173ire expirat pels pulmons, t7orind i la suar (Z61). La
major part del sec metabolisme t€ 1lac en el fetge, respansable de més
del 75 % de la seva #liminacid. E1 valor maxim de capacitat d’exidacid de
1*etanol del {fetige huma és de 2 mmol etanol/min, mentre gque el
metabol isme extrahepiatic s“ha calculat en només 0,4 mmol etanol/min
(197,

2.2. Metabolicme oxidatiu de 1'etancl

{’etandl, com moltes substincies toxiques, &5 eliminat principalment
per oxidacid. La c#1.lula hepatica disposa de tres sistemes enzimitics
per a oxidar 1’etanol. Tada un d’ells esta localitzat en un compartiment
subcel.lular diferent i gepera acetaldehid: 17alcohol deshidragenasa
{ADH} en e! citoplasma, el sistema microsomal dfoxidacid o etanol
{M.E.0.5.) en el reticle endoplasmitic 11ls, i 1a catalasa en els
peroxisomes (200}, €1s dos 4itims no semblen contribuir sigrificativament
al metabolisme de 1 etanal en 1 home, al menrs en situacions normals (&5,
74, 1341,

la via metabdlica que Segueix majoritariament 17etanol s’indica en la
Fige 1. L’etanal s‘oxida primerament a acetaidehid per accio de }‘alcoho?
deshidrogenasa (ADHI, utilitzant #20* com a2 coenzim. A :ﬁntinua:iﬁ.
i‘acetaldenid s’oxida a acetat en reaccic catalitzada per 1°aldehid
deshidrogenasa CALDHY , que tambeé wtilitza MADY . Per accio de
1acetii-Cof sintetasa, 1*acetat s activa a acelil-Coa, que pot sntrar en
¢l cicle de Krebs, on es produiri 1‘oxidacid compiata de la molécula,

obtenint-se energia metabolica.

Dus compostos de la via d'oxidacid de 17etamol s han demostrat toxics
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L'etana]l no #s un componant habitual dels fluids corporals. Hom crey
que les traces d7etanol trobades en 17organisme provenen de  Tes
fermentacions de 1a flora bacterizna intestingl (184}, L etanol es
eliminat activament per 1‘crganisme., Dun 2 a um 10 ¥ Es excretat
directament en 1°aire expirat pels pulmons; 1 orima b la suer ¢(200). La
major part del seu metabolisme t¥ 1loc en el fetge, responsable de més
gel 75 ¥ de Ta seva vliminacid. E1 valor mixim de capacitat d‘oxidacid de
V'etano!  del fetge hem3i &5 de 2 mmol etanel/min, menktre que el
metabolizme extrahepatic s’ha calculat en només 0,4 mmol etanol/min
(1%7),

2.2, Hetaholiame ogxidatiy de 1*etancl

L’etanol, com moltes substincies tdxiques, &5 eiiminat principgalment
per oxidacid, La cél.luta hepitica disposa de tres sistemes enzimitics
per a oxidar §‘etanol, Cada up dells estd localitzat en un compartiment
subcel.lular diferent i genera acetaldehid: 1 alcohel deshidrogenasa
(ADHY an e} citoplasma, el sistema microsomal dfoxidacio d’etanal
tM.E.0.5.) en el reticle endoplasmatic 11is, i Ta catalasa en els
peroxisomes (200}, Els dos {1tims no sembien contribuir significativament

al metabpjisme de 17etanol en 1 home, al menys en situacions normals (43,
74, 1342,

La via metabdlica que segueix majoritiriament 1°etana! s’indica en la
Fig. 1. L’etanal s’oxida primerament a acetaldehid per accib de 1’alcohol
deshidrogenasa (ADH), utilitrant NAD* com a coenzim. A continvacid,
1"acetaldehid s‘oxida a acetat en reaccid catalitzadz per 17aldehid
deshidrogenasa  (ALOHY, que tambd wutilitza Map*t . Per accio de
Tfacetil-Cod sintetass, 1 acetat s'activa a acetil-CoA, que pul entrar &n
el cicle de Krebs, on es produiri 1“oxidacid completa de la meldcula,
obtenint-ce energia metabolica.

Dos compostos de 1a uia d’oxidacit de 1‘etansl s han demostrat toxics
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per a I’home | responsables dels transtorns ocasionats per 17abds de
1'alcobol; et mateix etamol, i J7agetaldehid. La importincia i duracio
dels efectes toxics dependra de ta concentracid d’aguests compostos en la
cang i de Ta velocitat de la seva degradacid en Jes reaccions 1 i 2 de 1a
vla metabolica ¢Fig. 1}, Per altra banda, aquestes rexccions produeixen
elevades quantitats de MADH, canviant el potencial d*oxidacid-reduccin de
}a c@l.lula, &1 que pot comportar importants alteracions metaboligues
2007,

2.3, Efectes bhwics de 17etanal

Els nivells d stanol en sang, 0O alcnhn1imia. tipics de 1-extat
d’membriaguesa s6n de 20-30 mM, si bd es pot arribar a una concentracino de
100 mdM &n casos d7intoricacid mokt qreu (2017, Aquests niveils g etanol
5’ assoleixan entre 20 i 120 minuts després de la ingestid d’alcohol.

Com ja s’ha dit, 1“etanol s una substancia Viposoluble, pel que pot
desestructurar Facilment les membranes cel.lulars, impedint 17 adequada
difusid de nutrients o alterant 1z Funcid dels anzims o receptors de
membrana €119, 248, 273). Aixi, V‘etancl pot afectar 1a correcta absorcig
i digestid dels aliments a nive!l intestinal, provocant diversos graus de
malnutricid en els alcohdlics <¢ld4, B7, 201, 257, En les donss
fhbarassades, pot alterar el traznspart de es substincies necessiries per
al correcte desenvolopament del +etus a traves de les microvetlositats
placentaries {143, 175, 202, 321), L'etanol 5'ha associat amb variacions
en la qualitat | quantitat dels fosfolipids gque constituesixen les
membranes {47, 187, 245, 2Z4¥). La intararcid de Y etanol amb les
membranes  newuronais s'ha postulat com a possible desencadenant de
fenomens tals com la tolerdncia o dels sfectes sedants de 1°alcohal &7,
115, 119, 187, 288).

El <consum crénic d'etanol prodeueix  ademés una proliferactd de les
membranes del reticle endoplasmatic 11is, incrementant-se la capacitat de
metabolitzacid d‘algunes drogues, entre elles ta del propi etano). Aixi,
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en aguest cas, 17etanol seria oxidat, ademés de per 17804, a través duna

tegona viz, la del sistema microsomal d'oxidacid d etanol (M.E.D.S5.3,
constituint una adaptacid metabolica (179).

2.4, Efectes toxics de l‘acetaldehid

L‘acetaldehid es distribueix paralelament a3 1 etanot per tot =l medi
extracel.lular i intracel.lular de 17organiesme, si bé# =ls nivelis
d’acetaldehid que es poden trobar ep la sang dfindividus normals despreés
de la Ingestio de begudes alcoholiques sOn 10,000 cops mées baixns que els
d*etanel. Aixi, dquan la cancentracid d’etanol en sang €5 de 25 mM, els
nivells d’acetaldehid sdn inferiors a 2 PH ¢iol, 2089, 233, 323, vator
5ituat en #1 1imit de deteccid deis mdtodes de determinacid d”acetaldehid
més sensibles. L’acetaldehid s-ha mastrat, perd, de 10 a 30 vegades més
toxic que 1’etanol i amb pader mutagenic i teratogemic {Sé, 1207,

L acetaldehid, Com la maioria dels aldehids, £ un compoat
extremadament reaciiu, wunint-se¢ als grups aming 1 als grups cisteina
1liures de 1le¢s proteines (45}, Dins del metabolisme cel.lular, pot
afectar a la sintesi i secrecid de proteines (140), desencadenar la
formatia de cataractes al cristal.li (&4} i promoure ta paroxidacia de
1ipids a travfs de la seua unid al glutatid reduit €140, 314). lgualment,
s“ha descrit que pot induir alteracions morfoldoiques §i funcionals en els
mitocondris, minvant Tla ceva capacitat r!5pirafﬁria. Lieber i tol. (2017
han postulat un cercle wicids com a mecanisme de delerioracid de la
funcid mitocondrial i dany posterior de la c¢él.luia hepitica en
zlcohdlics, en el gque hi Jjugarien un paper primordial 1faldehidisme
CrERIC | una activital ALDH disminvida (201, 324) (veure 1.4.4.1.4.),

Entre e15 nombrosos efectes fisioldgics de 1 2cetaldehid cal ecmentar
un  conjunt de simptomes dorigen al.lErglc, coneguts amb &1 nom de
“"uermellor facial®™ o *$lushing", com son un suoment de 1a temperatura
dermica, wvascdilatacio periférica, acceleracid del ritme cardiac, niusees
i mal d’estdmac (114).
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Lacetaldehid, +ransportat +int al cervell, podria actuar a dos
nivells 1 inhibint competitivament 1‘oxidacid dels aldshids derivats de
les amines hidgenes i provocant la seva acumylacid, o be reaccianant no
enzimaticament amb 1es amines bidgenes. En ambdds casos es formarien
productes de condensacid anomenats tetrabidroisoguinol ines
(tetrahidropapsverotina | satsalimal}, amb vna estructura malt semblant a
la de substancies psicrpactives o al,lucinfgenes com 1a morfinig. Fenomens
tals com l*addiccic o la tolerancia a }’alcohel i 'a sindrome
d’abstinéncia poden tenir el =ev origen en els efectes neuragquimics da
1acetaldehid, schretot en alcoh@lics cronics, que generaiment presenten
una acetaldehidemia més elevada (veure 1.4.4.1.4.). HMalgrat tot, e's

nivells d“acetaldehid detectats en cervell son molt baixos €303).
Alguns efectes Farmacologics de ' acetaldehid sdn antagonistes dels

efectes directes de 17etannl, com el cas de 1‘alliberacid de
categolemines {3y, contrariestant £ls efectes sedanis de 7alcehol (3242,

2,5, Efectes tdxics de 1’ excessiva generacin de MNADH

Les rearcions catalitzades per §7ADH i 17ALDBH, a) azugmentar la
relacid MNADH # Mab? | produeixen un notable desequilibri en 17estat
red-ox de 1z cél,fula, sobretot en o) fetge dels individus que pateixen
aleohelisme crénic. Per tal de contrarrestar aquest efecte, molts
metabolits wueuen alterades les seves concentracions normals. Dos fenomens
sdn  especialment interessantsy 1 augment de lactat i 1'estimuiacio de la

sintesi de triglicérids.

= L augment de la  relacig lactat /7 piruvst  pedueix 13
disponibifitat de gpirovat per a 13 gluconecgénesi, produint-ss
hipoglucemia. L excessiva  produccld  de  lactat també  causa
hiperlacticemia, que contribueix a 17acidesi. Per altra banda, e} Vactat
interfereix em 17gxcrecio renal de 17acid tric, provocant Riperuricemia,

S'ha postuiat que 1z sobreproduccio de lactat per part del fetge podria

-lu_
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Jugar un paper important en el desenvolupament de fa fibrogenesi
hepatica, Ja gque el lactat &5 un conegut activador ge 1a peptidil prolina
hidroxilasa, enzim implicat en 1la sintesi de col.lagen. La formacid de
dipdsits de col,lagen en el #etge podria trobar-ce en i‘origen de ia
cirrasi alcghdlica.

- Bfsfavoreix la sintesi de &—glicerol-fosfat i d*acids grassns,
precursars dels trigliceérids, propiciant @1 desenvolupament del fetge
gras. L'excés de triglicérids al fetge &t compensat en part per uni
atliberacid de 1lipoproteines de molt baixa densitat (WLDL) a la sang,
causant una lleugera hiperllpdmia. L'excés d“icids ograssos tamhé
contribueix a formar cossos cetonics, unica font d’energia per al cervell
#n  cas de hipng1uc¥mia, els guats al @sser segregats a la sang produsixen
cetosi (2013,

Halgrat @13 dos tipus de mecanismes esmentasts per al manteniment de
1equilibri red-ox, gquan ta prodeccid de MADH &2 massa elevada, la
cel.fula, per tal doxidar e! MADH, entra en estat hipermetabhdlic en ol
que es produgix un gran consum d'oxigen. Si la cél.lula es troba en una
regit deil tejxit poc irrigada, pot sofrir un serids dificit d'oxigen; @
hipoxia, que pot! desembocar en la mort de la cit.lula, o necrosi
cel.Jular €201, Aquest s e] caz de 1es cel.lules hepatiques de 1a zona
perivenular o pericentral, que en wmolis alcohdlics crbonics presentsn
signes de necrosi (4%, Z9¥),

-ll_
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3. ALCOHOL DESHIDROGEWASA  (ADH)

J.1. Propigtats generals de ' ACH

L alcohot dechidrogenasa (alcohol:MNal oxidorreductasa, EC 1.1.1.13
€5 un =nzim MAD(H)-depenent gque catalitza la interconversio de 1”7 atanal |
altres alcohals amb 2ls aldehids corresponents,

ajcchol + HMAD® ——= aldehid (cetona) + MADH + HT

La reduccid dals aldehids e=<ti molt més afavorida termeodinamicament
que no pas lfoxidacic dels alcohols, Malgrat tobt, h3 sigut aguesta
darreras la reaccid mes estudiadz. L-etanol &s oxidat eficientment per
T7enzim "ln wvivo®, gricies a 1a ripida desaparicid del seu producte,
1“acetaldehid, per accid de 1°aldehid deshidrogenasa (1971,

Lactivitat ADH ha sigut detectada en tots els organismes &0 que ha
sigut investigada, havent-se avilat 1°enzim en €ssers vius de diferent
nivel! de complexitat, tals com bacteris, f#ongs, llevats, insectes,
plantes i animals (42, 289>, La majoria de les ADH conegudes, a excepcid
de 1°ADH de  Drosephila  melanngaster , pertanyen a ta familia de les
"deshidrogenases de cadena llarga®™ i sfn metal,toenzims que requereixen
zinc per @ la seva artivitat (145}. En general, son oligbmers amb un pes
molecylar que o=cil,la entre 50,.000-43.000 en les plantes i 150,000 en
els 1levats, contenen un o dos items ds zinc per subunitat i uneixen una
moléculz de MADH per centre actiu.

En els mamf#erE, 1enzim es logcalitza principalment en 21 ferige, on
representa  aproximadament entre mo] 3 i e] J0 X de la proteina soluble
totaxl (51, 74y, el gque suggereix una important funcio de 1CADH, fins ara
desconeguda, en el metabalisme intermediari. L‘ADH tamb& es troba en
altres teixits en conacentracions que no  superen mai e] 10 ¥ de
I“activitat  hepatica (234). En ordre decreixent, els teixits que

presenten més activitat ADH en 1'home son fetge, intesti, ronyd, pulmo,

-] P -
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est&hac, retina, prostata t melse 11383, 2281, Moltes cdl.lules
especialitzades de certs fteixits contenen elevades concentracions d7A0DH
tot | que 1 activitat total del teixzit g5 petita. 57ha suggerit que molis
teixits podrien sofrir dirgctament els efectes toxices de 1 acetaldehid o
de V'increment de MADH, per 1 augment local del metabolisme de 1°stana!,
malgrat que les copcentracions d7acetaldehid en sang 0 en 12 resta de
cei.lules del teixit fossin baixes (294, 324). Aquest fenomen explicaria
1a degeneracid preferent de certs taixits, com «1 fetge, i de certes
regions del teixit, <com les zrones pericentrals hepatiques, en casos

d“sicohalisme greu {49} (yeure [.2.5.}.

En gensral, 1°ADH de mami%ar &5 una proteina dimerica dfuns 80.004
dalton de pes molecylar, amb dues subuynitats idéntiques de 40.000 dalton
unides no covalentment. L7enzim ulilitza MADSHY o a caenzim. Cada
mol2cula d’enzim 2 capag d'unir dues melécules de MADH. Cada subunitat
cont? dos atoms de zinc, un dels quals es troba ep el centre actiu i es
esgencial per a tractivitat enzimitica, mentre que 1‘altre sSembla

intervenir en el mantenimet de 17 estructura tercidria.

L°aDH de fetge de caval)l ha sigut la més estudiada, coneixent-se des
de fa temps la sevi Seqﬁancia d’aminpzcids ¢144) i 1festructura
tridimensional, determinada per cristal.lografia de raigs X (413, Cada
sebunijtat esta formada per urn domini  de fixacio del coenzim {amb una
conformacid similar a la d*altres deshidrogenases MADT-depenents} i un
domint catalitic., E1 domini de fixaci® del coenzim contd el seti d*unio
dets anions o 11gc on interacciona et grup pirofosfat det MART(H). Els
dos dominls de fixacio del coenzim formen conjuntament et nucli de la
molécula | estan separats dels dos dominis catalitics per dues 1largues i
profundes escletxes (Fig, 2a 1 2b). Tuan el cgenzim s uneix a |7enzim, e
centre  3ctiu resta només accecsible a través d'un llarg tdnel hidrofoble
d‘uha longitud de 15-20 A, que pot albergar unz cadena alifitica de 9 a
11 carbonis ¢Fig. 2c? €100, 244). La disminucid de 1a Km dels alcaohols
primaris alifatics i aldehids alifatics al augmentar 1a Tongitud de 1a
cadena carbonada posa de relley ta importincia de les interacgions
hidrofobigues en 1a fixacid del substrat (74, 190},

-]3-



FIGURA £

a) Estructura tridimensional de la molécula di-
mérica de 1"ADH de fetge de cavall. Les flet
Xes representen estructures B. Les esferes
s6n els dtoms de Zn. La molécula és un el.lip
soide de dimensions 45 x 60 x 110 £ .

b} Esquema de 1la wateixa molécula mostrant els
dominis catalitic i de fixacifh del coenzim.
¢} Esquema del centre actiu de 1l'enzim i del to

nel hidrofébic.

Eeproduit de Eklund {1p0) i Piletruszko { 248).
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3,2, HMecanisme ratalitic de= i-A0H

L-%tom de zinc del centre actiu de 1’enzim esti unit per enllagos
coordinats als grups tiol de les Cys-44 § Cys-174 i a 17 imidazole de 1a
His=&7. E1 quart i11gam &5 una molecula d‘aigua ionitzable que
interacciona per un pont d'hidrogen amb i grup hidroxil de 1a Ser-48, 1a
gqual a la vyegada esti wuynida per un altre pont d’hidrogen a ta His-51,
formant un sistema d'aliiberacid de protons (Fig. 2cY. L atom doxigen de
1“alcohol o 1*aldehid es fixa directament a 17id 2n desglagant la
molécula d‘aigua i amb 1la cadena carbonada dirigida cap al tinel
hidrofdbic, E1 coentim actua com a 3cid o base alliberant o captant un
protd {43y,

3.3, Mecanisme cinktic de §-ADH

L-AQH, coem alires deshidrogenases MAD* —depenents, requereix la unio
dge dues molécules per a 1 activitat enzimbtica: alcoho) o aldehid, i el

cCOgFnzim,

La reaccid reversible catalitzada per 1°ADH (& 1loc en cinc passds:

X
€13 E + NADY— E-Mab?
X
K3
{23 E-naD*Y+ alcohot —— E-NaD*-alcohol
LY
K
(3> E-Nal*-a1cohol T——T E-NADH-aldehid
LTIN
{43 E-NADH-aldehid == E-NADH + aldehid
-]
Kj,
(5} EHADH =—€ + NADH
a
Kyv Kev %a) kgy Mgy Kgy Kzy Kgy K i k' son constants de velocitat.
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FIGURA 3 Esquema del mecanisme sequencial ordenat BiBi,
En el cas de 1'ADH, E = enzim, A = NAD®,
B = alcohol, P = aldehid i = NADH.
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L enpzim 5egueix Un mecanicme <ceqiencial ardenat BiBi, eh el que
primer s'upeix el coenzim i després &1 substrat. La unid previa del
coenzim produeix un canvi conformacional que facilita la posterior unid
del substrat Cveure 1.3.1.). Una wvegada realitzat el canvi red-ox, ¢!
producte es dissocia en primer llog seguit pel coenzim (%4, 243, 272,
335y (Fig. 3.

Aamb 1'etanedl 1 1ax majoria dfalcaohols primaris ilif;li:ﬁ, i amb
concentracions saturants tant de substrat com de coeazim, el pas 1imitant
de 1a reaccid €5 13 dissociacio del coenzim {pas H, Es a dir, Keat = ¥q
(29457,

keat = umax / [E])y = constant catalitica

Umax = velocitat maxima

Ky = constant de velocitat de dissociacid del NADH

(Per a wupa definicid mes amplia de les constants cinetiques Km, Kcat )

kcat/Km, weure l11.2.2.2.}.

3.4, Conceple d'isgenzim

Segons les: darreres recomanations de la "TUPAC-TUE Commission on
Biovchemical Homenclature®™, els isoenzims sdn formes multiples d’enzims
gque catalitzen 1la mateiza reaccid bioguitica i que difereixen en la sewa
estructyra primaria com a conceqbencia d7yn arigen genetic diferent, | no
de la modificacid posttraduccional d’una Unica sequencia ¢153),

Efs iscenzlms poden ser at.ielics o no al.lélics, depenent de =i les
diferents Hormex molecylars sdn codificades per un sol locus geniti: a
per mes d’un., En =1 cas deis isoenzims al.lélics, o al.lelozims, es

presenta polimorfisme o diferents wvariants x1.12ligues en Va poblacia
(224).

-1 =
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Maltes vegades, wvariaciuns en la segliencia proteica impliquen
diferéncies en '3 ciarrega eléctrica dels isoenzims, #! gue possibilita la
sevia ceparacit i identificacid per técnigques tals com la cromatografia de
bescanvl iGnic, 1"ejectroforesi o V electrofecalitzacia.

3.5. lsgenrims de | “ADH humanz

L*electroforesi an gel de midd d’un homogenat de fetge humd revela la
preséncia der 9%-18 bandes d-activitat ADH, wvariant el seu nombre |
abundancia relaztiva d’individo a Individu segons la dotacic genbtica,

edat, estat de salut i estat de conservacid de 1a mostra hepatica (Fig.
9.

Smith 1 ewml., (282 1 Adioolfi 1 col. £3) han postulal un model
gendtic en ¢l gue 1‘ADH ve codificada per 21 menys 35 loci gen?tic;,
anohenats ADH,, ADH;, ADHy, ADH;, | ADMg, Els productes dels tres primers
gens, les subunitats o, P iy @5 combinen a 1*atzar +faormant els
isoenzims dimérics <homodimers i heterodimers) fisicldgicament actius de
1a classe 1. ADH; i ADHy presenten ademés varis al.lels #n la poblacio
¢ADHY , ADHZ, ADHZT ADH; i ADHZ), donant 1loc a subumitats By Pas Prd Oy
i Y3 r 4que incrementen notablement 1a complexitat de! slstema. La
fregiléncia dels difereats fenotips wvaria ampliament entre els diversos
grups é&tnics | racials. AlH, i ADHg codifiquen, respectivament, per als
isoenzims de les classes 11 Gr-ADHY + 111 (I-ADH» (Fig. 3).

Recentment, s’ha inigciat t-anilisi de's gens ADH , 2i!lant-se¢ un civa
que codlfica per a2 'a subunitat ﬁ, (?0, 148), Aquest cCHA b3 slgut

utilitzat per a localitzar 1 gen ADHZ en el brag 1larg de) cromosoma 4
{700,

En J'home, a part dels |soenzims hepatics, existeix un iscenzim

¢“estomac, no detectat en fetge, que migra lentament cap el catode a pH
8,2 ¢13%, 28Z, 28%).
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FIGURA & Esquema de l'electreoforesi en gel de mido dels
igoenzims de 1"ADH humara a2 pll 5,2,
En total existeixen 24 bandes diferents. Ho
s'ha observat mai 1'isecnzim BzBInd.
1. Homodimersa
2. Heterodimers
3, Heterodimers amb BlInd
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£ 1. INTRGDUCCIO £

Yallee i Hazrzone han dividit als isoenzims coneguts de 17ADH humana
en tres classes &1, Il | 111}, d’acord amb 21 seu punt isoelsctric, la
sensibilitat a 1‘inhibidor 4-metilpirazole { les propistats cinetiques
(312} (Taula 1), no descartant-se 1‘axisteéncia de noves classes. Les
analisis g’aminparids, dades dels peptids #riptics (244}, estudis
imunoltgics (4, %, 312, 319 | experiments de dissociacié-recombinacid
de subunitats (¢34, 35, S50, 283) suggereixen zdemeés que les tres classes
difereixern significativament en 1'estructuras primaria, encara que el pes
molecular #3 cimilar. Els astudis clnetics revelen que l*especificitat de
substrat de cada classe €s diferent i probablement indicativa de la seva
funcic metabdlica. Un #et que emergeix de }fandlisi de Tes dades
:in}tiquns és que 1-etanol no apareix com el millor substrat en cap dels
istenzms de les tres classes (318, 319} (Taula 1. Classes d'isoenzime
amb propietats similars als humans s“han observat en altres espécies (10,
aw, 0, 1, P2, 172, 29,

F.3.1. leooenzims de la classe |

Aquests isoenzims migren ripidament cap a) citode en etectrofgoresi en
gel de midd a pH 7,7-8,4 (Fig. 47, tenyint-5& preferentment amb etanaol.
El  seu  punt  isgeléctric &5  syperior & 10, Sdn inhibits per
d4-metilpirazole, inhibidor competitiuv del substeat, a una concentracio de
1‘ordre de 107*M (Ki = 2 pM), el que ha possibilitat la seva purificacid
mitiangant cromatografia d'afinitat en CapGapp-Sepharose (189, 190).

~ fxidarid dele alcahols

Els i0 isoenzims formits per 1a combinscid de les subunitats o, ﬂ,,;,
if,presenten  perdils similars d’activitat d*nxidacid dels azlcohols en

funcid  del pH, amb wun maxim shtuat a pH 10,0-10,F (33}, encara que les
seves constants cinetiques varien de forma desigual amb et pH {35}.

L'especificitat de substrat de la classe I &5 la mes implia, doncs

tots els iscenzims =dn capagos dfoxidar alcchots alifatics primaris,

ciclics, aromitics i w-hidroxidcids. Metamol § 1,2-etancodiol, encara gue

-23~
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pobrament, també son omidats (318) (Tapla 1Il). Les Km per a Petanal,
que &5 un dels pitjors subsirats, sén de i“ordre de 1I0% M i practicamant
idéntiques per a tots els isoenzims, a excepcio dals isoenzims amb
subunitats Pqﬁi (Tayla II). Malgrat tot, els iscehzims de Ja classe
! serien eis principals responsables de < eliminacid de 17etannl en
1“organisme desprds de ta ingestid o”agquesta droga en dosis moderades.

ety By Az s o perd no Jifa 0l Yido , presenten inhibicid per substrat,
ambk yna Hi per a P etancl a pH 10,00 de B3I mM, 440 mH i 340 mM,
respectivament, 21 gue es reflecteix en la corba de saturacid amb etang}
que presenta la barreja d'isoenzims de l1a classe 1| {Fig. &). Els
isoenzims qua conternen la sybynitat « tenen una elevada eficiéncia
catalitica {Kcat/¥m) amb tots els substrats examinats, contririament als
que contenen la subunitat # . Er gensral, els millors substrats sén
1*octangl, 173cid lé-hidroxihexadecanoic, ciclohexanol i alcoho) benzilic
(318), E1 valor de krat es mant® practicament constant enfront dels
alcohols primaris alifitics de diferent Tongitud de¢ .cadema, @1 gue
reflecteix probablement un mateix pas limitant on 17oxidacld g aquasts
alcohels: la dissociacid del NaDH,

- Hedg::i§ dels aldehids
En quant a 'a reduccio dels aldehids, 1‘octanal apareix com el milbor

sithstrat per a tots els isoenzims (Taula IIJJ)., Enrn aguest cas,
1*alliberacid del coenzim sembla ser tambe el pas limitant del mecanicme
cipdtic. La velocitat de dissociacif del HaD' &5 més elevada que 1a oe!
MADH, resuttant normalment més rzpida la reaccio de reduccio de 17 aldehid

que no pas la doxidacic de) corresponent alcohal (74).

- FPropietats ;inEtigyes generals

Les constants cingtigues per 4 un heteradmer detarminat no son
generalment 1a mitjana dels wvalors ghiinguits per als dos homodimers
constituits per cada una de 1es subunitats de 1 heterodimer, ¢1 Gue
indica epfectes cCooperatlus  entre les subunitats. Aquest fenomen
constitueix 13 base d‘una forma de regqulacid del metabalisme per mitji
d‘una gran quantitat d‘enzims dimérics, que podrien tenir funcions

metabﬁtiques diverses i gque es Fformarien per combinacia d7uns pocs

=28



Tauia 111, Constants cinétigques doels tsoepzims de la classe T
de 1"ADH humana

dcohals? ¥m {p#} kcat {min“l) keatf¥m { x 1070 Ml il y
melLanalD 150.000 12 0,0008
etanel” 2.700 240 0,9
pentanolt 40 240 60
actannll ] 26§ AZ0
ciclobexancl” 8 184 230
alcohol benzitich 12 280 230
1,2-etanodicll  350.000 7% 0,01
dcid hidroxibexa-

-decancicP in 100 120
Aldehidsd
formaldenidC @ 24,000 0 0,008
acetaidehid! 1,300 1.100 E.5
pent'dnalb 23 1.800 750
actanalb 1-2 1.200 E.700
ciclohexancna® 120 230 18
bepzaldehidb 30 280 43

A pctivitar mesurada en Latged glicina-HadH 0,1 M . pi 10,0 wADY 2.4 mM.

P aetivitar mesurada amb 1%iscenzim ay; (76 318 ).

“hotivitat mesurada utilitzant una barrcja d'isocenzims, de la classze I, (130},

d Activitat mesurada en tampd TES 50 mM, pH 7,0 , NADH 0,213 md (6],

e . - .
hotivitat mesurada en tamps fosfat monossodic 50 m™, pH 6,8, WADH {1, 26mM,

“TES 1 Agid N-[ tris (hidroximetil) mecil 1-2-aminoetasulidnic.



M

ACTIVITAT (U/mg)

=l

0 T
[ETANOLY | M

Fictas B variacié de 1'activicat d'oxidacid de l'etanel en
funcid de la contentracié de substrat per als isa-
enzims de 1'ADH humanad! l'activitar dels iscenzims
de la classe I (-®-) i de la classc II {-B-) va ser
mesurada a pH 7,5 , mentre que la de ¥-ADH {cla-
sse 111} (-4-) va ser mesurada a pH 10,0 ,
Reproduir de Vallee i Bazzone (2312).



/ 1. INTRODULCIO /
monomers {35, 74, 3@,

Estudis preliminars realitzats amb Fqﬂ1 haviern suggerit um mecanisme
cipgtie segiencial ordenat BiBi per als iscenzims de 1a classe I (885,
Recentment, s’hz confirmat gue els isoenzims &, £,3, i {1.#!.‘ semblen
sequir aguest mecanisme, peroc no St P Faly s qUE A pH 7,3 presanten
topperativitat negativa ¢35, 338},

- Propietats estructurals

Malgrat pertinrer a la mateixa classe d”isoenzims, les subunijtats p,
i 3, difereixer ep 21 posicions e la Seva estructura primiria (93,
13¥y. La Ger~48 del centre actiu de §, d'heme 1 E de cavall és
substituida per yna treonipa en 1a subuni tat ﬁt (Fig. 2}, distorsionant
¢l sixtema d’alliberacic de protons {veure 1.3.2.), alterant-se els
requeriments estdrics del syubstrat, 1eticiencia catalitica (Taula 1} i
el grav d“activacia per clorurs {54, 55). Les diferencies estruocturals
nbservades suggereixen gue les duplicacions giniquti que donaren 11oc als
gens ADHy i ADHx en Y"home i als gena que codifiquen per a les subunitats
E I 5 ean el cavall son dos successos diferents § separats evaigtivament
(54). Per altra banda, cal tenir en compte que 2ncara que yyi E =dn les
formes més properes sstryctyraiment, i per tant evolutivament, les formes
méz abundants <dn fe i E, #! que irdica que 1“expressid relativa dels

gens ha variat en el curs de 17sunlucid (1484,

F.5.1.1. Variabilitat iscenzimatica de !'“A0H

~ Fenotip "ADH atipica®

Més de! 85 ¥ dels homogenats de fetge d” individus orientals (124,
3377 i entre un S i un 25 ¥ dindividus europeus | americans {104, 195,
281, 285 presenten en electroforesi de gel de midd bzndes mes catddiques
que 1 isoenzim ﬁ}P; (Fig,4}, Aqussts homogenats, mostren ademés un pH
Sptim d'oxidacid de  1‘etanal de 8,5-8,8 (334)., Aquests irets
caracteristics conformen ei fenotip "ADH atipica®. Els individus amb una

_2?_



A 1. INTRODULCID ~

ADH atfbica presenten 1°at,lel ﬂDH: s B1 gual codificza per a 1a subunitat

Pa

Estudis rercents han demostrat que, estructuralment, la 5uhunitatfu
nomes difereix e ﬁ, en ol canvi duna arginina {Arg) per una histiding
{His? en l1a posicid 47 de ta cadena polipeptidica, &) gque é5 compatible
amb 1a mytacid d'una sala base en &1 gen ADH,. Aquests Arg es troba també
present en les subynitats y, humana, E i § de cavall, en t7ADH de rata |
en la de poilastre, e! gque suggereix gue 14at.le) mutant &s ﬁDH:, @ sigui
2! que codifica per a1 la His {32, 1473. Aguest canvi ep V'estructura
primaria altera el seti de fizacio dels anions @ 11gc on interacciona #1
grup pircfosfit del cosnzim <{vewre I1.3.1.), expltcant-se totes les
propletats cin?tiques caracteristiques de 1’iEnEn2im-P1Fl| Com ara una Km
per  al MADT 1 NADH 20 vegades més alia que }a dquL y Ui elevada
activitat especi¥ica (82 yegades més alta a pH B,3r (334, 3IIF) (Taula
117, un pH dptim més baix d“acord amb o] pKa inferior del grup imidazole
de 1a Hiw, insensibilitat a 1’activacid per clorurs 49) i una velocitat
d’inhibicio per iodoacetat meés lenta (37, 38).

- Fenotip "ADH lndianapolis”

El 2% ¥ de la poblacid negra d'Indianapolis (E.U.A.) presenta el
tenotip "ADPH Indianipolis®, e} qual no s’ha observat en poblacions
d'erigen racial diferent (34). E1s homogenats de fetge o= caracteritren
per un maxim d°activitat d'oxidacid d etanol a pH 2.0 i 1aparicid de
bandes més catidiques que l’isaenzimfhplen plectroforesi de gel de mida
{Fig. 4. Els individus amb ADH Indianapolis presenten 1*al.le! l"«I}H,:"'d
que codifica per & la subunitat qua. A pH {isin!Eqic, 1 “homodimer i els
heterodimers amb |$a¢ presenten Km per a 1‘etanol entre 54 i A mM (33),
més elevades que }a de T-ADH (34 mM}. Aixi mateix, 1 homodimer posserix
uné activitat especiflca de 7 U/mg (34, 3B, valor que yltrapassa el de
}’iiuen:hnﬁaﬁ.iTauIi 11>,

=2H=
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3.5.1.2, Distribucid tisselar

Els  tres ogens, ADH, , ADH; 1 ADH3 s"expressen diferentment segons
1*Brgin o tefxit i 1*estadi del dessnvolupament consideralts, indicant una

clarz regulacid de 1“expressid genetlca.

Les subunitats o s'han observat an fetge | ronyd d“adult, i en fetge
de fetus (281).

Les subunitats F, i F; , en fetge, ronys, pulmd, pell, fibroblasts |
arret da cabe!]l d’adult, i en fetge i pulmg de fetys. Pell, fibrohlasts |
arrel de cabell permeten determinar comadament la presencia de! fenotip
"A0H atipica’ en 1la poblacid ¢(113Y. Les mostres de pulmd de feius donen
informacio sobre e} locus ADHp quan en 21 fetge encara no ham aparegut
les subunitats 8, o fla (28t),

Les subunitats J; i g es troben en fetge, ronyd, estomac i intesty
d’aduit, | en ronyd i intesti de fetus, EI fetge des fetus no presenta
tsoenzims amb subunitats 2o fin perd 1“analisi dels tseenzims de ronyd o
intest] permet determinar ¢l fenotip ADHy <281, 282) (veure 1.5.21,

3.9.2. Isoenzims de la classe 11 <7-A0H)

#guesta classe esta constituida per 1’isoenzim especific de fetge
m-40H (89}, el gual migra entre | origen i 1 iscenzim=<t en electroforesi
en gel de midd a pH B,2 ¢(Fig. 4). -A0H es detecta en totes les bidpsies
de fetge, p!ra no semar+ #n 1es mostres procedents d’autapﬁhi, degut a 1a
seva inestabilitat {1%5, 241, 281).

La caracteristica mes sobresortint de la ™-ADH 65 la Ki ner al
A-metilpirazole, 2 mM, 1.000 cops més elevada que la dels ispenzims de 1a
Classe I, el que impossibiliti lz seva wnio @ wuna columna de
CapGapp-Sepharose.

La =eva elevadz Km per a 1 etanoc]l a pH 7,5, 34 oM (31}, i 1a seva

- -



TAULA 1, Constants cinétigues dels dsocnzims de 1a classe 11

de 1"ADH humamna.

Alcohols? Kn_fuM) keat (min~l)  keatfan ( x 1070 M) mine? )
metancl n.a. n.a. f.a.
ctanol 120.000 H4T0 0,04
pentanol g0 LB 30
sctanol 7 500 710
citlohexannl 219.000 35 Q,0032
alcohel berzilic 7 550 790
1,2-etanodiol 290,000 45 0,002
acid 16-hddrowi-
hexadecanoic &0 370 60

Aldehidsh

acetaldehid B.3200 650 0.8

pentanal 53 920 170

octanal 6.8 1.200 1.800

cictlohexanona 100 20 2

benzaldehid 10 4530 450

3 petawitat mesurada en tampd glicimacHaOH |, pH 14,0 |, an presinecia de
+

Nap®T 2,4 mM (B,

B mctivitat mesurada oo tampd TES SO oM , il 7.0 , BHADH 0,213 mM (76

O-.a. , N9 &85 detoectd activitat,
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abundincia en fetge han sigut motiu d'especurlacio sobre e) paper gue paot
dugar T -aDH  enfront dfuna intoxicacid severa per atanol. A& una
concentracid 5 mH d'etanol, szturant per a guasi Yotes les formes de Vi
glasse 1, 1 activitat de w-ADH répresenta menys del 135 X de 1 activitat
ADH total del fetge. Perd amb etanol &0 mM pot arribar a contribuir al 40
“ de 1 xctivitat total (194) (Fig. &).w -ADH presenta també& una elevada
KEm per a 1“acetaldehid a pH 7,0 (B,3 mM) (74).

L°expecificitat de substrat és més restringida que Ta dels isoenzims
ge l1a classe 1, jz que ™-ADH no oxida ni metangt ni 1,2-etancdiod, | molt
pobrament el ciclohexansl. En canvi, conserua una elevada eficiéncia
enfront d’alcohols primaris alifatics de cadena 1largz i aromatics (24).
Cal remarcar que 1‘octanal, juntament amb =1 benzaldehid, =on els millars
substrats en la reaccio de reduccia £74) (Tayla VY.

3.95.3. ]lscenzims de la classe JI1 {X-ADH]

L'alectrofores: en gel de midd d*un homogenat de fefge i posterior
tincid del gel amb pentanol revelaz dues bandes, 1,-ADH i X.-ADH, que
migren cap a 1‘dnode entre pH 7,6 i 8,8, 2 diferencia de tots eis altres
isoenzims de 1°ADH que son catodics (23%) {Fig 4). Mo s‘ha observat mai 1,
en absencia de 11, ni cap tipus de polimorfisme, pel que s'ha postulat
que  la  bande minoritdria, {; ,  derivaria de A, per modificacio
posttradyccional <(S). £ baix punt iscelectric de T-ADH, &,4; possihilita
ia seva sceparscid dels isoenzims de les ¢lasses 1 i IT mitjangant una
cromatografia en DEAE-—cet,lulosa ¢31%), La seva concentracid sn fetge és
de prop de 10D mg Kg de teixit fpresc {2397,

Encara gue Y -ADH presenta moltes propietats ¥f5iQUE$ comuns amb les
ctaseas I © 11, també posseetx propietats esiructurals i cinétigues
notables (Tawja 1). La composicld d*aminoicids revela diferencies
importants en 1 gstructura primiria, suficients per a explicar les
diferéncies en carrega i 17elevat valor del coeficient d’extincid molar.

EV perfil dfactivitat d oxidacio d“zlcohels en funcid del pH é€s forga

-3 -
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caracteristic, amb wun pic a pH {g,8-11,0., A pH &,8, 1-activitat 65 NOMes
vl 3 ¥ de Tactivitat maxima.

Fer altra banda, amb ¢lz alcohols primaris i aldehids de cadena curta
{2-4 carbonis), X-ADH an presenta saturacid. Aixi, T’etanol 2,3 M no
saturz !“enzim ni a pH 7,9 ni a pH 10,0. En aquest cas, 17activitat es
directament proporcional a 1a concentracid de substrat (Fig. £y. X-ADH é=
1“yrica ADH humana coneguda que oxida 1’etanol tan pbbrament (Taula I1),
pel que 1“oxidacid d’aguest substrat no sembla ser 1a seva funcid
me tabdlica.

Una altra caracteristica important de X-A0H ¢s la insensibilitat a la
inhibicio per d-metilpirazole. L iggenzim conserva el 100 X de
17activitat amb qd-metilpirazole 12 mM (239}, concentracic que inhibeix
totea les altres formes d°ADH incloint T—ADH,

-3z7-
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4. ALDEHID DESHIDROGEMHASA {(ALDHY

d.1. Prepietats generals de |°ALOH

L*aldehid deshidrogenasa (aldehid: MaD{P» oxidorreductasa, EC

{,2.1.3.) catalitza 1a reaccia irreversible:
Aldehid + HADY + M 0> Acid carboxilic + MADH + HT

E5 un  enzim Ampliament distribuit en 1z naturalesa (327). En els
mamifers, ge  troba principalment en el fetge, on pot arribar a
representar um 1 ¥ de la proteina total {249). RacKer, 1l any 1%4%, va
demostrar per primera vegada la seva existéncia en fetge de bou (233).
Filns 20 azanys després no et publici la pyrificacid dfun dels isoenzims de
fetge de cavall (109), De 1lavors engi, s“ha purificat ALDH & partic del
fetge de diverses easpecies: home (24, L7, 123, 134, 182}, cavall (%7,
104y, xai (49, 81, 133, 214>, rata (204, 205, 229, 275}, ratoli (11}, bow
¢194), canill (94, 2200, babui (9} i gos {270).

Lenzim posseeix en general una implia especificitat de substrat.
Entre els molis substrats de 1'ALDH hi podem comptar, ademés de
| “ascetatdehid, propanal, aldehids allfitics de cadena 1larga, aromatics,

malandialdehid, derivats de neurgtransmissors, Com el
3,4-dihidroxifanilzcetaldehid <DOPALY | indele-3-acetsldehid, precursors
d’icids bitiars i metabolits de corticosteraides {Taula WII1}.

feneralment, wiilitza MOt com a coenzZim, encara  que algunes formes
d’ALDH  poden emprar MADP* . Ademés de les ALOH no especifiques,
1“organisme disposa d’altres enzims que oxiden aldehids especifics, com
1z formatdehid deshidrogenasa, la gliceraldehid-3-fasfat deshidrogenazs o
13 semtaldehid succinic deshidrogenasa (329).

Nombrosos  estudis  en  diverses espBcies demostren 17existEncia
d”iscenzims de 1°'ALDH en diferents fraccions subcel.lulars: citosdlica,

KL
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mitocondrial | microsomal. L’estudi de Ya distribucid subce!.lular de
174LDH ha sigut i #&s encara objecte de controvérsia, degut a la
multiplicitat tant de <formes molecylare com de localilzacions, 1 &

1“evident interds per esbrinac el )loc precis d’oxidacid de 1°acetaldehid
dine de Ja cél.lula hepitica (veure 1,4.5.3,

Els diferents isgenzims de 1°ALDH coneguts e= divideizen en dues
grans classes, <=egons o] valer de 1a seva Km per a's aldehids alifitics
ge cadena curtar icoenrims de baixa Km {micromaiar) (veure T.4.4.1.2 i
teoenzims dfalta Km {milimeolar) (veurs 1.4,4.2.), aGmbdues classes poden

coexiatip en el mateix compartiment subcel.lutar.

4,2, HMecanicme catalitic_de 1'ALGH

L'oxidacid de 1°aldehid t&€ 1lor mitjangant 17atac d un nucteofil,
probablement el grup tio! d‘un residu de cisteina, sobre #1 grup carbonil
(pas 1), donant 1lpc a la formacid del tiohemiagcetal 1. Tot seguit, &3
produeix la deshidrogenacid f{pas 2 i la hidrdtisi del ticester o
desacil.tacid ¢pas 3). En aquest darrer pas podria participar-hi un
residuo d'histidina, actuant coordinadament amb un  segon grup, i
constituint un sistema per a4 la captacio de protens de 1 aigua (328,

1 T a A -
E‘-SH + RCHD—»E’-§-C-R —»E-3-C-R—E%-SH + RCO,
! 11
E‘-SH = E-haD*
E"-5H = E-NADH

Amb  aquest mecanisme, V'ALOH &5 capag d'actuar també com a esterasa,
hidrolitzant esters suficientment reactius com #1s esters del mitrofenol
{23, 274, 307y, L7intermedi §J €5 comu a les activitats deshidrogenasa i
esterasa.

Et mecanisme explica també els walors de Km per a 1 acetaldehid,
extraordinariament més baixos en 1YALDH 50 da comparem amb Y ADH, La

_aq..
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baixa Mm per a Yfacetaldehid seria canaeqﬁin:ia ge la formacid del

compost intermedi covalent [, mentre que en 17ADH les interaccions sdn no
covalents (3273 (peure [.3.2.0.

4,3, Hecanisme cinetic de 1°ALDH

A baixes concentracions d acetaldehid, 17isgenzim ALDH 11 d*home,
aix? com 1'isoenzim citoplasmitic de cavall (98} i =1 de xai (213},
segueixen un mecaniste segifencial  ordenat BiBl en el que s=Tuneix &n
primer  }ioc el NADY (veure 1.3.3.) , essent el pas limitant 17alliberacié
det MaBH (327). A altes congentracions o acetaldehid hi ha una certa

contribucid de mecanisme seqgisncial estadistic (3273,

L isoenzim ALCH T d"home, aixi com 17 ispenzim mitocondrial dr cavall,
seguaixen tamb# un mecanisme seqiencial ordenat BiBi amb unid preferent
del MNab? (274} <ueure I1.3.3.), perd 65 12 desacil.lacid el pas limitant
de la reaccid (310, 3300, AixD estaria d”acord amh o1 fet ds gue ALDH I,
Juntament amb els iscenzims mitocondrials de fetge de cavall (104), fetge
de rata (273) i cervell de bou {102}, incrementen l1a seva velocitat de
catilisi en avgmentar 1 ¢lectronegativitat del grup -R de 17aldehid
(Taula VI13. Alx, en la Tacla V11T, els enzims mitocondrials mostren un
increment er la velocitat d’oxldacid de 1 hidroxiacetaldehid respecte de
17acetaldehid, Lfestabilitzacid de 1a densitat de carrega positiva
suportada pel grup carbonil facilitaria els atacs nucleafilics (passos 1
i3,

4.4, Isgenzims de 1“ALDH humana

Lelectraforesi en gel de mido d’un homogenat de fetgs humi revela la
presencia de, &) menys, 4 o 5 bandes d’activitat ALDH gue, a un pH de
7,6 o superior, migren cap a !‘inode. Les bandes més intenses s anomenen,
d*acord amb 12 mobilitat electroforética, segens 1a nomenclatura de
Harada i col. (1230¢ ALDH 1, ALDH II, ALDH 11T i ALDH IV (Fig. 7. ALDH

_35_
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Il apargix sovint com um doblet <221, 285, JMZ2Z). Un esquema similar

s'obte mitjangant electrofocalitzacio analitica en gels d’agarosa (9?1).

Els dos ispenzims majoritaris, ALDH I « ALDH 11, es troben
principatment en fetge | ronyd. rzpG també en 2itres teixits com pu!m&,
miscul, c¢or, esiomac, intesti, melsa, cervell, pell, fibroblasts, arre!
de  cabelt i 1imfdcits (221), Els erltrocits nomes posseeixen 1°ALOH T1.
Estomar i pulmd, sobretot, i tambe testicles, pell, melsa, cervell, fetge
i ronyo presenien 17isoenzim ALDH III (%1, 221}. €1 quart isoenzim, ALDH
IV, sa'ha observat princlpalment en fetge i ronrd, perd tambe en cor,
intest{, pell, arrel de cabel! | Fibroblasts. En sérum | trombocits no

s’han detectat ispenzims de 14ALDH <113, 114, 247). Aixi doncs, T7ALDH es
present practicament en tots els teixits del cos, de tal manera gque
1‘acetaldehid derivat de 1‘etanol podria dcser ripidament eliminat an
tots els argans.

A difersncia  de 1"ADbH, ®1s jisoenzims de 1°ALDH ham estat  poc
estudiats per la s¢va gran inestabilitat, no havent-se postulat
ceriosamant cap model genetic due expligui la multiplicitat de formes
mzleculars., Tampoc s*hz estudiat exhaustivament la seva especificitat de
sybstrat. Malgrat tot, en els darrers quatre anys s'ha zvangat
considerablement. Fruit o aguest treball sdnp les propietats dels quatre

icpenzims de §°ALDH humana que apareizen resumides en les Taules W, VI,
VIT | WIll.

Com s‘evidencia de 1-analisi de les dades de 1a Tayla ¥, ALOH I i
ALDH 1 s8n iscenzims de baixa Km, mentre que ALDH 11T i ALDH IV
pertanyen al grup d7iscentims d*altz Hm. Tat & aixi, ALOH 1 i &LDH 11
contribueixen al 70 ¥ de !’activitat ALDH total en e] fetge, mesurada amb
una elevada concentracld de propanal, tal com 13,5 mM a pH 9,0 (99}, AIxB
és possible gricies a que ALDH 1 no sembla presentar inhibicid par
substrat a altes concentracions de proparal (3193 | &LDH I1 mostra
activacid per cubstrat a elevades concentracigns d‘acetaldehig | propana)
C125),
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FIGURA § Electroforesi en gel de midd dels iscenzims de L'ALDH humana
a pH 7,6 (reproduit de Soler,?89).
1, 315 : Homogenat de feokge.

2, 4 i f : Homggenat d' escdmac.
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4,4,1, Ilzsoenzims de baixa Em

4.4, 1.1, Isoenzim ALDH I

Es 1’ispenzim de 1 ALDH més abundant an «1 fetge, podent-s& ohtenir
quasi 700 mg d7enzim Kg de fetqe f134). Les preparacions shtingudes per
diferents zutors indiguen que aquest isoenzkm t4  una Km
extragrdinariament baixa per a 1’acetaldehid a pH 7,0 ¢3 My (23, 117,
13&, 182}, Agquest valor de KEm per al producte d oxidacio de 1°etanal
sembla especialment agropiat per a una efectiva eliminacid de
17acetaldehid en Yés concentracions en gque es troba en sang despres de la
ingesti® d*alcohol ¢2 Py (101, 208, 233, 3233,

§i l1a purificacid d’agquest iscenzim no es realitza en abséncia
d'oxigen apareixen wvaris pics en 1a darrera cromatografia (DEAE Bio-Gel
AY, amb diferents activitats especi¥iques, al que podria ser degut a 1a
formacid de ponts disulfur  intramoleculars. Lfactivitat especifica

mitjana obtinguda &5 de 1,3 U/mg, mesurada amb propanal 48 pM 2 pH 7,0
1352,

ET pes molecular d-ALDH 1 és de 225.000 dalton & el de les
sybunitats, 94,200, el gque indica uma estructura tetramérica (243, El seu
punt isoeléctric é&s 4,93 (114), essent el mes anogic dels iscenzims de
1“ALOH conegutls.

Com &% pot wveure en la Fig., 8 , el seu maxim d*activitat es troba a
gH 7,5, A pH 7,0 presenta només &) 15 % de )*activitat maxima,

L’enzim no és completament inhibit par disul$iram 40 M a pH 7,0 (24,
117, 125 {veuyre 1.4.4.1.9.), Lfactivitat de 1YALDH I ¢s vev estimulada
de 2 a 3 vegades en preseéncia d’ions Mgi* o Ca®t (2103, a les
concentracions =n que es5 troben normalment en e&ls mitocondris,

semblantment al que succeeix amb els isoenzima mitecondrials de cavall,
rata, bou i babut (3291,
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TAULA Vi1, ¥Yalors de Em i ¥max relativa per a diferents al-
dehids dels iscenzims ALDH I i ALDH IT a,

Substrat ALDH 1 aLpH TT
Em {}JH]b Vmax relativa® Km {pﬁljh Vroax relativa®

tormaldehid 300 40 - -
acetaldehid 1,0 100 10(2500) 100
propanal G,?. 121 SleDD}d 115
isobutanal ' 1 100 - -
Z-clorcacetaldehid - - 65 60
metoxiacetaldehid - 163 - -
hidrexiacetaldehid 58 155 180 42
IL-gliceraldehid - - 205 62
meeilglioxal - 14 - -
glioxal - 14 - -
acid glioxilic n.a. n.a. - -
bidrat de clorat n.a. Ti-3. - -
crotonaldehid 1 KL - -
benzaldehid 0,52 62 0,65 35
aldehid cinnamic - - 0,55 26
indole-3-acetaldehid 2,1 148 <10 -
DOPAL n.a. n.s. 17 -

a . -
Youre referéncics 24,117%,130,150, 274, 307,310 .
Elg wvalgrs de Em no estan corregits per a la hidratacid dels aldehids
fwoure TTT. 1.1.2.%

“ Vmax per 3 1'acetzldehid = 100

d .. . .
Entre paréntesi, valor omosurat a eleveda concentracid de substrat  {1-20mM)

(=), no determinat
n.i. , no cs detecld activitat

Al = 3.4=dihidroxifenilacctaldehid
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Perfil d'activitat en funcid dez] pH dels isoenzims
ALDH I (-@— , -©-3 1 a&LDI II (-W- , -O-) de fetge
{reproduit de Greenfield i Pietruszko, 117},

hctivitat mesurada en tampd pircfosfar sadic
{-0-.-0-) 0,02 M g fosfar monossddic (-@- , —-H-)
0.02 M, Nal 0,9 M , %¥ab® 0,5 M i propanal 13,6 mM.
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4.4,1.2, 1soenzim ALDH 11

Aquest isoeazim és similar a 1°ALDH I en quant a pes molecular |
nombre de subunitats, ptra presenta caracteristiques cinétiques {forga
notables. ﬁdhuc &n prepdracions hamagﬁnies de 1"enzim, 1a representaci@
de Lineweaver—Bur¥ {20%) per a V1 acetaldehid i el propana) no &és lineal a
pH 7,0 117y, ¢! que indicaria unz aparent activacio a concentracions
elevades de substrat o cooperativitat negativa (180). Aquest comportament
també s’ha observat en cindtiques de 1°ALDH citoplasmatica de fetge de
¥ai {213), postulant-se dos setis de fixacio ern la molécula d“enzim amb
diterent afinitat per al propanz! (20, 23], Com a :nnaequancia dfaquesta
cinktica bifisica, a pH 7,0 1‘enzim presenta dos valors de Km per a
i"acetaldehid, 2,5 pM i 30 uM. A pH #,3, només s‘ha calculat una Km, perd
¢l Seu wvalor (0,12 mH) &3 30 vsgades mes ait que &1 de 17ALDH [ (Tauia
Vi), L"ALDH i sembla 174nic iscenzim actiu amb
Hrd-dihidroxifenilacetaldenhid <(DOPAL), amb wuna HKm de 17 pM a pH 4,8
(130%.

ALODH 11 s‘uneiy més Fortament que ALDH I a una columna de
3'AMP-Sepharuse, &1 que B% reflex de 13 seva major afinitat pel Man ¥
tTaula V1),

Una altra caractesristica distintiva de 17ALDH I &5 1a inhibicid amb
disulfiram 20 uM, que é= d’un 3§00 ¥ a ph neutre 1 d’un BO 3 3 pH alt
(125 {veure 1.4.4.1.9.). ALOH 11, de 1a mateixa manera que els iscenzims

citoplasmatics de cavall, rata | bou, €5 inhibit per 1a presencia de Mgi*
(311, 329).

L-activitat especiflca i de 0,94 Usmg, mesurada amb propanal 1,3 mM
a pH 9,0 (4], £ pH dptim es situa a pH B,4, conservant ol 46 ¥ de
17activitat maxima a pH 7,0 {($17 (Fig. 6).
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- ALDM d'eritrocit

U enxrm amb actiwitat ALDH ha sigut purificat a partir d'hemplizats
d'eritrocits per lnose | col. (190, mostrant propietats idéntiques 3 les
de 1°isaoenTim hepatic ALOH 11. L-ALDH d-erstrocit tambe presenta una
cingtica bifisica a pH 7,4 amb acetaldehid i propanal, aixi com les
caracterTstiques inhibicions per disulfiram 7 HMg™* {153), Pot uwtilitzar
MNADP * | encara que amh upa Km molt elevada, Es capag d’oxidar
1“indole-3-acetaldehid, amb una Km menor de §0 pM 2 pH 8,3 (303]. Agarwal
bocal. (72 hmen demostrat que I'ALDH d eritrocit posserix una mohilirkal
electrofordtica identica a ALDH II de fetge, amb wvn pl de 5,68-9,3,

El fet de que ALDH 11 ez trobi en eritrdcit suggereix la seva
lacatitzacid enm ol ciioplasma de la cél.lula hepatica, Jja gque els
eritrdcits madurs manquen dé mitocendris, Pencarz gue cansecven alguns

deis enzims caracterTstics o agquests organuls t3330,

La capacitat d'oridacia d7acetaldehsd dels eritrdcits es sitya entre
a,05 i 92,20 nmel/mier/mg d’hemoglabina, depenent de la concentracid del
substrat (234, 304y, Els wvalors de les actiwitats mesurades *ig witro®
concorden  forgz bé amb les velocitats d'eliminacid cbservades "in wivo",
manifestant-se tambe "in wivo* la npaturalesa bifdcica de la reaccio
Ccoapecativitat npegatred), S1 tenim en compls 2} volum totial de sang
circulant en el cos humd, ez eritrdcits paden owidar el 34 ¥ de
i“2cetatdehid que abandona el fetge, explicant-se en part lec diferancies
de  concentracid dacetaldehid eakre la vuvena hepatrca i Ya circulacia
periférica (234). La resta de 1 acetaldehid nque abandona el fetge €3
oxidat en e8ls teixits parifErics o eliminat a traves de reacgcions ng
en;imitiqugs, com €3 1a unic” rowalent 2 1 hemoglobina o a altres
proteings 4133, 2341,
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4.4.1.3. Comparacio entre ALDH I | ALDH 11

E1l pes moltecylar, nombre de subunitats, compeosicio d‘aminn&:idi, punt
igoeldctric, coeficient dfextincie wmolar (117) ¢Taula W), aini com els
estudis immunoiogics (244), mostren similituds estructurals entre ambdos
isoenzims. Malgrat tot, ALDH I i ALDH IT no semblen tenir cap subunitat

en comid, existint npomes com a homote tramers (134).

Per altra %bandaz, les Eeqﬂanciea d'aminodcids dels izoenzims ALDH 11
d*home | citoplasmatic de cavall =&n homologues en un %) ¥ dels 500
residus {14). L°‘hpmologia sequencial £&s molt menor entre els iscenzims

citoplasmatic i mitocondrial d’una mateixa easpecie €49 ¥) (137, 148),

L*homelogia en 17 estructura primaria , juntament amb les prapietats

moleculars, Km per als substrats, interaccito amb caztions divalents,
sycceptibilitat al disulfiram | 1z coincidencia en el pas 1imitant del
mecan i sme cinEtic, permeten afirmar que ALDH 1| i ALDH II d’heme son

aﬁilegs, respectivament, ale igoenzims mitocondrial i citnp1asmiti: de

cavalbf 1 de xat {Tayla WIII).

Davant els estudis paoc concloents de logalitzacid subcel.lylar de
1"ALDH humana fveure T, 4,3.), 17analegia amh els isoenzims de cavall |
de xai i ta manca d'hibrjdacid entre les cubunitats de ALDH I i ALOH i1
suggereixen que aquests isopenzims ocupen compartiments subceli.lulars

diferents: ALDH |, mitocandrial i ALDH 11, citoplasmitic {2441,

Prubablement, ALDM I | ALDH 11 sdn praductes de doc gens diferents
que wvaren divergir en 1“evelucio a partir d'un gfn ancestral comd per
duplicacid genica (134), Aquest esdeveniment fou segurament anterior a la

diu&rgincia gunlutiva entre gspecies com 1“home | el cavall <137, 144,

~48-
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d.4.1.4, HMecaniesme d'inhibicio_de_17AL0H pel disulfiram

E1 disulfiram, disulfur de bisidietiltiocarbamoil) €5 un reactiuy que
modifica el residus de cisteimna ¢ les proteines (2302, E1 mecanisme
general d’aquesta reaccid f@ mostra a la Fig. %a. Ouan el disslfiram
reacciona amb un grup tial, es trenca en dues molecules de
dietilditiocarbamat, una de les guals resta covalentment unida a1 residu
de <¢isteina, mentre 1°altre &s alliberada al medi. L'ALDH &< un dels
enzims  sensibles al disulfiram, degut & 17¢levat contingwt en residus de
cisteina, 32 Crs/molecula d’enzim eh els isoenzims ALGH | i ALDK I
6134, Els isoenzims citoplasmatics de 1°ALDH, com ALDH II, sén
extraordiniriament susceptibles a la reaccid amb e} disuifiram, resulfant
inhibits completament i estequiocmetricament fweure 1,4.4,1.2.),

El mecanisme o inhibicid precis de 17ALBH humana pe! disulfiram s°ha
estudiat wtilitzant 17iscenzim ALDH 11 £308), mostrant-cse'n un esauema aq
1a Fig, #, ALDH I] posseeix un grup tiol sspecialment reactin endfront del

disglfirwm, Gue ademd’s sembla imprescindible per a3 1 actiuitat
enzimitica. En wun primer estadi, el disulfiram s'uneix a aquest grup
tiol, seguint ¢} wmecanisme de la Fig. Pa. Tanmateix, a continuacid, un

segon grup  tiol ataca Yantertor intermedi cowalent, formant-se unm pont
disuifur entre crsteines de la mateixa sybenitat, praperes en 1-eapai,
pera no  necessariament en la Eeqﬁin:ia (Fig. ¥bX. Aixi, 17enzim resuita
modificat sense conserwvar wunida cap moldcula de disulbfiram. Aquesta
inhibicid ¢és revertida "in  witra" per ageats reductors, com
2 ercaptoetanol o DTT, perd tes concentracions de glutatis que ca donen
normalment en el fetge son insuficients per 2 revertir la FRACCID. Aixl,
"in vivo", el g1utati5 hepitic probablement ne podria restabiir
1factivitat de 1°ALDH modificada, regquerint-ce la nova sintesi d ALDH
(308, 30%).

El disulfiram ha sigut profusament emprat en la teripia d’aversid en
el tractamest de 17alcaholisme, sota ! nom de "Antabuse™. La ingestid
d*etanal, conjuentament amb !“administracic de disulfiram, provora

1/augment de 1a cancentracito d“acetaldehid en 1'orgshisme (217) i la
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simultania aparicie de simptomes desagradables com wisid borrosa, nausea
i wermellor Ffacial (123 Cueppe §.2.9.), Com Jja s5'ha dit, 1 enzim
mitecondrial ALDPH I, per la =seva eficigéncia i en analogia amb altres
especies, podria ser 1°0nic responsable del metabolisme de 1"acetaldehid
ern V1 'organisme. Els gfectes del disulfiram semblen reltacionats amb una
inhibicid dfaguezt metabolisme § sOn simitars als e=perimentats per
individes que manguen dALDM I, després d’ingerir alcohol (ueure I.
4.4.1.5.7, Per altra banda, *in witro®, @1 dicglfiram inhibeix
prefecentment 1 isoenzim citoplasmatic ALDH 11, en cantrapﬂiiciﬁra ALOH I
que ©s mds resistent a 1 inhbicid fveuwre §.4.4.1.1.0. Per a explicar
aguesta paradoxa, Harada i col, (i28) proposen gque &s en uUltima instincia
la dietiiamina, producte def degradacio del disulfiram, 13 que inhibaix
|“iscenzim ALDH I “"in wive*. En cas de canfirmar—se aquesta hipotesi, el

mecanisme d° inhibicie hauria d esser revisat.

4.4.t.5. WYariabilitat izmnenzimidtica de 1 ALDH

- Feqaptip "ALEBH oo uswal™

El 50 ¥ de le:s mostres de teidit gd7individus orientals fans no
preseaten 17isoenzim ALDH I guan som examinades mitjancant electroforesi
en gel de midd o electrofocatitzacid {112). La deficidncia en ALDH I
comparta un  fenglip gue <’anomena “ALDH no uvswval®, giferent del *ALDH
usural®, el gqual presenta tant ALDH ! com ALDH II. L hemogenat hepatic
d'individuos amb el 4enotip “ALDH a0 uvswal® revela les propietats de
1“0nic i=oenzim de baixa Hm present, ALDH II, distingint-sa ficilment per
la ceuz mepor artivitat especifica i una Km per a 17acetaldehid mes alta
gue 1z "ALDH wusuzl*. E1 pH optim d'oxidacid de 1 acetaldehid en els
homogenats  hepitics dfindivides amb uns "ALDH no usual® €5 de %,0 en 1loc
de 9.7, mentres que 17activitat &x inhibida en up 90 X amb disulfiram 20
pM a pH 7,0 €123, '

La Ereqﬂ%n:ia ofaguesta deficidngia genittca en 12 pohlacid esti

directament correlaciagnada amb la fregiiencia d7aparicid de =imptomes de
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sensibilitat a 1‘algohol (225, Aguests sTmptomes, dientre els guals el
més euident &5 13 vermellor facial o "flushing”, =dnh molt similars als
exhibits par individus gue ingereixen alcohol coanjuntament amb disulfiram
(weure 1.2.4. i 1.4.4,1.4.>. Després de la ingestic d*alcohel, la
cancentracif mitjana d7acetaldehid en 1a sang dels individus deficients
en ALDH L, i que experimenten "flushing", £s superior a 30 pH, fentre que
la dels individus normals €% menor de 2 FH C127, 194, 224). Aquesta
etevacid sebita dels nivells d’acetaldehid circulant 5 el gue s anomena
"sindrome dfacetaldehidémia agquda® (324, gque estimularca 17alliberament
de catecolamines | provotaria #ls simplomes esmentats. S'ha suggerit que
aquesta defjciénciz podria provocar el rebuig a 1aTcohel per part de
i"individu By per tant, Jugar n papeér protector enfront de
1“alcohplisme, al menys en el Japd ¢129, 131, 340).

E'=z treballs del grup de Yoshida €147, 14%7) mostren gue els arientals
deficients efl ALDH I possesixen @n cahvi una proteina  inactiva
enzimiticament, perd reactiva immunologicament amb  anticozsos contra
17isgenzim ALDH 1. Aquesta protesna 65 ol resyltat dfung mytacid puntyal
gue comporta el canvi d°un residu dridcid gfutimic per uneg lisina en &l
segment E-termingl de 17enzim (138, 337). Ferencz-Birc i Fietruszke (105
sustenen, rantririament a Yochida i col., que els orientidls possesixen
una wvariant artiva de t*iscenzim ALOH I, perd amb una menor activitat
ecpecifica i de mobitvitat slectrafaretica idéntica a 1 isoenzim ALDH 11,
guedant emmascarada per aquest Ultim en 17anilisi dels homogenats per
slectroforesi. En quatsevnl cas, restaria minvada 1a capacitat de

metabolitracid de ! acetaldehid.

Aixi doncs, <=embla que un mateix fet, ta manca diactivitat ALDH, ja
5igui per deficiéncia genetica o per inhibicid amb disulfiram, provoca
resultats simifars: GQreus problemes  &n 12 metabafitzacid de
17acetatdehid., Tot recolza Iz hipotesi de que ALOH [ és inhibida "in

vive® pel disulfiram o algun delts =eus derivais metabolics.
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- ALDH d'individus alecoholics

i{‘alccholisme cranic apareix 1ligat a mivells elevats d acetaldehid
en sang (207, 217, 234y, el gque s’anomena "aldehidisme cronic* €324},
souint  associat amb um mal funcionament de 1CALDH hepiti:a (233, 238r. £
problema  ray en averiguar si aixo 5 el peflex dfuna deficiencia genitica
pree¢sistent o del dapyr hepitic provaocat pel consum d'zlcahel. Per attra
banda, mno existeix wnanmmitat sobre quin dels dos isoen2ims majorifaris
de 17ALDH, ALDH I o ALDH 11 apareix dismineit en 1a malaltia alcohdtica.

E1l grup de Peters 198) va observar und activitat minvada en 1°ALDH
citosBlica de bidpsies d'alcohdlics no cirrdltics respecte dels contrals,
L'activitat ees wva mantenir en nive'ls baixes despréz d'un pericde

g’abstindncia, sugaerint una dediciencia primaria d’ALDH (2943,

D*altres  treballs indiquen ogue la reduccid en 1 activitat ALDH &5
:unseqﬁ;ncia de 1 excessiv cansem d alcohel i que, en alguns casos,
reverteix amb 1 abstinencia. Ricciardi i col. (280, en un estudi dut a
terme amb bidpsies de pacients en diversos estadis de malaltia alcohdlica
{fetge gras, hepatitis alcoholica i cirresi alcohdlicad, observaren una
reduccio selectiva de V1 activitat ALDH 1 {probablement mitocondrial} en
els pacients cirrotics. Els autors atribuiren agquesta deficiéncia al dany
mitocondrial que #s produeix en els estadis  avangats de la malaltiaz
alcohelica, que porta a 17estzbliment d'un cercie vicids de dany
subcel.iylar progressiuy i gue desemboca en 1a necrosi cel.lular f(veure
1.2.4.3. Nilius & col. €231 també cbservaren una reduccid considerable
de 1-activitat ALOH Yatazl en pacients amb cirrosi alechdlica. En un
treball d7Agarwal © col. (&Y, I7activitat especifica de 1”isoenzim ALDH [

apareguF sempre disthinuida en #1s alcoholics respecte dels controls.

En eritracits, 1“ispenzim  ALDPH  F1  mostrd  una  activitat
sigaificativament merot en alcohBlics cronics comparats amb els contrals,
tenyint—se molt débilment en  un gel d'etectrofocalitzacia. L activitat
ALDH  retorni a valers normals després de¢ 12 setmanes d'abstinencia,

regglant—-se com un marcador fiabhle de 1 alcoholisme 7, 217,
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Finalment, Tipton i col. (302) solmoteren a electroforalitracid
mostres de bhiopsies hepitigues d“alcohalics | controls, guantificant les
bandes d'activitat densitometricament. La relacid d”intensitaks dels pics
per a ALDH T i ALDH {1 fou invariable per & totes les mostres.

4.4,2, Jsgenzims_o-alta Hm de !/ALDH

€n general, han sigut menys estudiats que #)s isoenzims de baixa Mm,
ia gue la majoria dels mitodss d7assaig enzimatic i de purificacio
tendien a eliminar-els. Aixi doncs, les seves propietats molecutars 360

fioc canegudes.

Els isoenzims thumans d'alts Hm, ALDH III i ALBH IV han sigut
purificats a homogeneitat recentment. Amhduss formes 00 retingudes per
yra columna ge C(M-Sepahadex a pH &,0, propietat que &s utilitzada per a
Ta purificacid & partir  d’homogenat de  fetge, essent eluits
diferencialment mitjangant wun gradienmt de 6 a 0,5 M de MaCl. Les saves

propietatc conegudes apareixen resumides en la Taula W 1 es deuen als

trebalts  greliminars del grup de Pietruszko (79, 107). La seva
Tocalitzacid subcel.iular i la seva funcid fisiologica son totalment
desconegudes,

4,4,2,1. lzoenzim ALDH 111

Represerta 21 10 ¥ de 1 activitat ALDH total del fetge; mesurada amb
propanal 13,3 m4 a pH 9,0 (%®). Harada i col, (123) el purificaren
parcialment a partir d estomac, i Edson i Pietryszko (P9}, & partir de
fotge. ALDH II} presents un pes molecular de 230.000 dalton, postulant-se
una estructura tetramerica ¢Taula V). E1 seu mixim d activitat es troba a
pH 8,5, ¢censervant el 33 ¥ d7activitat a pH 7,0, A aguest pH, 1a Hm per a2
17acetaldehid es de 3,3 mM, i a pH 7,0, de 7,1 wM. El valar de 1a Km per
als aldehids alifatics disminyeix ripidzment al augmenkar 1la longi tud de
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la cadena carbonada. Aix, 2 pH 9,0, la Hm per a !“hexanal &5 de 14 PH'

L activitat especifica &5 de 0,% U/mg, mesyrads amb propamal 13,5 mM a pH
e.0.

No €5 inhibit per disulfiram i &5 molt termoiibil £125, 227,

4.4.2.2, Isoenzim ALOH IY

Ea majoria de les dade: presemtades per a ALEBH IV en Yes Taules Y
Wl han de ser considerades <om a mpreliminars | necessiten confirmacid
posterior. Han estat presentades recentment al "Second Congress of the
Intérnational Saciety for Biomedical Research om Alcoholizn®™ per
Forte-McRobbye « Pietpoestkoe (10%), Agrs'm  als autors gque  ens hagin

facilitat els detalls gel seu treball préviament a la seva publicacio.

Segons  aguests autors gpresents pecyliars caracteristigues que el
diferencien de ‘tots els isgenzims de 17ALDH humana coneguts fins ara. El
sey pes molecular cembla malt més baix, situant-se entre 13%.00% |
175,000, Les seves <subynitats tenen en canvi un pes molecular molt alt,
&% 200 daltan, suggerint gue e+ tracta d‘un dimer. E1 seu punt
isoeléctric, oprop de la neutralitat ©4,8-4,9), dificulta la seva
purificacid a partir de teixit hepdtic pels metodes clissice de
Cromatografia de bescanvi  fonic, E1 $eu mixim d'activitat es troba 2 pH
g,43. Les Km per a 1'acetsldenid i propanal a pH 2,3 san, respectivament,
2,28 mM b 18,0 md (109,

Eg tarmicament molt shestable, doncs 1a seva activitat deeapareix als

& min d'incubacio a 70L (125).

4.4.2.3., Formes induibles de 1°ALDH en altres espicies

Ademés dela isoenzims constitutius ded fetge narmal, es coneix un

segon grup dfizoenzims dfalta Km  gue poden ser induits per diferents
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tipus de xenobiatics, Com drogues cfenobarkitall, tnsecticiges
(2,3,7,8-tetraclorodibenze-p-dioxina, TCORY o carcinGgens  quimics
(Z-acatilaminofluard | dietitnitrosaminal, Afuests isagnxims, estudiats -

touts ells &n fetge de rata, ps caracteritzen per ser citosolics i posseir
pesos maleculars entre 100,000 § Z200.00Q dalton. Holts dels inductors no
son swbstrats dels iscenzims induits, pel gue aguests pedrien participar
en e] metabolisme dets aldehids produits pel sistema d7exidacid del
citocrom P=430 o attres reaccions de deaintn:i:a:iﬁdgeneral.

L'isoanzim indyit amb  {enobarbital precsenta yn pes molecular entre
FZ2.000 CFEY 0 145.000 dalton <2031, mentres que | 7induit amb TCDPD,
110.800-122.000 dalton (78, 205!, havent-te demostrat en aqueet Gltim cas
que la farma funcionzl es yn dimer. Lindahl i Evces (205} han purificat
recentment wvna ALDH especffica de tumor (110,000 dalton) i una ALDH
rnduida durant l‘hepatncarcinug@niii (145.000 daftony. L'enzim indguit amb
TTDEC i V’enzim especific de tumer sdn especialment actius enfront de
benzaldehid com a substrat t MADPY com a coenzim,

S'ha descrit tamhd una ALDH citoplasmatica de fetge de ratali, amb un

pes molecular ge &0.000 dalton. La =seva activitat s ipcrementa 2 vegades
durant 1‘embaras, el que suggereix algun tipus de control harmonal (2843,

4.5. Qj;trihquﬁ subcepl . fular de | 7ALDH

La matoriag d'estugis reaiitzats en ai ¢etqe de waries espEcies
assenyalen 1 existéncia d”activitat ALDH en tres fraccions subcel.lulars:
citosdlica, mitocendrial § migroacemal (Taula IX¥. En general, lec
fraccions citosdlics | mitocondrial presenten isgenzims de baixa i alta
Kin per als aldehids de cadema curta, mentre gue la fraccio microsomal

només zembla posseir iscenzims daltta ¥m {Tauwla H).

La wutilitzacidé, pele diferentc grups dfinvestigacid, de diferents

condiciens experimentais, com el métode de fraccionament subcel .tular, pH

_56_



A 1. INTRODUECTO /

de 1‘azzaig de 1'activitat enzimitica, substrat emprat i concentracid, |
formes  dfeapressar  |Cactivitat enzimitica, han impedit moltes vegades 1a

comparacin i avatuacid dels treballs ja realitzats,

4,5.1, Distribucid subcel.lular de 1"ALDH humana

Fins a 17actualitat no s"ha reatitzal! cap estudi gque demostei
inequivocament | ascociacid d'un jsoenzim determinat de 1°ALDH humzna amb

un dele rompartiments subcel.lulars.

Quan mostres de fetge humd, obtingudes d’avtdpsies 10-24 h després de
ta mort, s utilitzen per a un fraccionament sobcel.lular, 1a major part
ds I7activitat ALDH apareix assoctada amb la fracciéd citosolica, no
trobant-se pricticament activitat em les 4raccions mitocondrial i
microsomal (125, 244%. En un experiment realitzat amb moctres frecgues de
fetge de rata, Fietruszbo 1 col, (244) demostraren que els nivells d*ALDH
correspenents a Yec diferents  fraccions particolades soh profundament
atectats per Vfemmagatzement a temperatura ambient, el que indica fque en
tes condicions “"postmortem™ té lloc la lisi de les membranes cel.lulars,
albiberant-se =15 enzims de les fraccions particulzdes | aillant-se com

i ¢35 trobessin en la fraccid citosolica {294, 24%).

Utilitzant paralelament una mostea de bidpsia h?pitica per &l
fracctonament i una mostra d autopsia per a  unad purificacio i
caracteritzacig parcials de les formes de 17ALDH, Koivula {127) realitzi
un dels pocs estudis fiables de que es dispesa en fetge humd, anileg al
que Jja havia dut a terme ef malteix autor en rata. Els resultats
agsignaren & la Fraccid mitorondrial el 30 ¥ de 17activitat ALDH totai,
mesuyrada amb propanal #mM, i més del 40 X si era mesurada amb propanal
40 pM. En €1 citoplasma s’observa wufna forMa de Baixa Km similar en
propietats a 1“ispenzim ALBH 1. La preséncia d aquecta forma ep ta
fraccig soluble <7ztribui al trencament dels mitocondris durant ta
homogenitzacid del teixit, com ho mostraren els marcadors enzimitics

emprats. Tambe g5 purifica parcialmet 3 partir del citoplasma una ALDH
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d“atta ¥m, que podria correspondre a 17isoenzim ALDH |] ({recordar 21 zeu
comportament Bifisic), També es menciond 1’existéncia dactivitats d'alta
Km en mitocondris i micrasomes, anilagues 3 tes obsaruades en felge de
rata {178).

Tiptan & eol, (3013, a partir de mostres de bidpsies, mostraren que
la major part de 1°activitat mesurada amb acetaldehid 3 mH s trobava en
els mitocondris, &ncarg que també en detectaren en ta fraccio micrasomal,
i en el citoplasma en menor grau, AixT mateix, suggeriren que 17enzim
mitocondrial fugariz un  paper primordizl en el metabolizme de
1*acetaldehid, al igual que en la rata, ja gue wtilitzant acetaldehid 15

PH com 2 substrat només gbservaren activitat en l1a fraccid mitocondrial.

4,5,2. Dictribucio subcel.lular de 1*ALDH en allres espdcies

E's treballs realitzats en diverses espécies animals, sobretot en
rata, han servit de model per a 1-estudi de la distribucid subeel.lylar
de 1°ALDH humana, extrapolant-se aTguns dels recoltats per comparacid de

les prapietats fisico-quimiques dels isoenzime respectius  {(wveure
I.4.9.1.38.1.
Aix{, en cavall | xai s‘han purificat a homogeneitat dos isocenzims de

1*AhDH, demostrant-se que pertanyen 3 dos compartimente subcel.lulars
diferente: un &5 mitorondrial i 1 altre citoplasmztic. En el cas dels
isoenzims de =xai el fraccionament fou previ a 1°aillament, mentre que en
el cas del cavall, els isvenzims es waren gurificar conjuntament,

estydiant-¢e postericrment 1z seva localitzacid an un fraccionament a

petita escala (4%, 98),

Lindzh! i Ecves ¢(204) han publicat recentment la distribucio
subcel.lular comparativa de 17activitat ALDH en fetge de rata, ratpli i
conill, estudiant simult3niament ¢is soques diferents de raltz, En els

treballs de Lindahl i Ewces (204) 1 Deitrich i Rodney (79), ¢&s

=5H=
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ipteressant observar gue en totes lez  saques de rata examinades, el
citosol presenta molt poca o nul.la activitat ALDH. Com ee pat veure ep
el recyull efectuat en la Tauia IX, existeixen diferencies significatives .
entre eepeLies, enpcira gque en general 1z major part de 17activitat ALDH
&5 mesurada en les fraccions particulades,

Quant a tes formes enzimitigues responsables de tes diferents
activitate npbservades, analisis previes per electrofocalitzacio havien
revelat 1z pre&incia de miltiples isvenzims en fetge de rata (324, Bona
part dels treballs indiguen 17existéncia e, a! menys, 5 isceEnzims.
Freparscions dels isgenzims parcialment purificiats demastren gque aquests
difereixen notablement en 13 KEm per a aldehids de cadena curta (Tayla X},
pes melecutar, punt iEDE!E:tPi:, especiticitit de coenzim, sensibilitat a

inhibiders, termoestabititat i propietats immunologiques {275).

bels cinc isoenzims de rata, dos isoenzims, un de baixa Km i1 un aitre
d*atta HKm, apareixen asspciats ambh els mitocondris {Taula X 3} & han
eigut extensament descrits {143, 178, 275, 304). L iscentim de baixa kKm
(1 FH} ¢ troba an 1a matriv mitocomdroal i seria probablement gl
recponzable de 1°oxidacid de 1‘acetaldenid durant el metabolisme de
Y*atannl ¢273). Ltispenpzim d7alta Em ¢1-2 mM} aparegix azssaciat amb 1a

membrana mitecondrial externa (1435 o amb 1'espar intermembranal (2752,

L“Gnic |spenzim microsomal detectat é€s d7alta ¥m {(Taula X ),
presenta activitat amb NADPY i es trobaria associat a membranes (178,
2271,

En general, doncs, quan s7utilitea teixit fresc o bigpsias per al

fraccionament subcel.lutar, 1'activitat ALDH apareix 1ligada en bona part
a la fraceio mitecondrial, encara que, al menys an home, 1 activitat

continguds en el citosol no seria despreciable (137, 159).
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5. ALCOHOL | FETWS

Una wegada examinat 1festat del coneixement sobre els sistemes
enzimatice de metabolitzacio dfelanal | d'acetaldehid en el fetge huma
adult, e rezlitza una aproximactd als possibles mecanismes de
destoxificacid d‘aguestes drogues en la wunitat feto-placentaria. En
primer 1loc, #5 fa un repas general a 1a fisiologia de la placenta, argan
que relaciona #}s oarganismes matern | fetal, i a través del qual es

produeix el pas d'etanol cap a! fetus dweure 1.2.1.3,

5.1. Fisiclogia de ta placenta humana

La placenta humanz s 1°drgan dfintercanyi metabélic entre les
girculacians materna i fetal, realitzant um  transport actiu  dets
nutrients necessaric per al correcte decenvolupament del fetus, tals com
aminpacids, witamines, carbohidrats, 1ipids i minerals, sintetitzant
hormones i transformant per accid enzimatice moites de les drogues o

farmacs presents en la azng materna abans del sew pas cap al fetus (148).

La placenta == desenvolupa & partir del teixzat embrlonari per
diferenciacid del trofoblast en dues capes diferents, la externa o
sincitiotrofohlast i ta interna o citotrofoblast, definint-se clarament a
partir del +tercer mes de pgestacia. En el moment del paixement, la
placenta pess uns SO0 g, 21 gue significa una si=ema part del pes total

del nounat.

La placenta a terme €5 una estructura discoidal duns 20 cm de
diimetre i 3 cm de gruix en 1z part central. En la periféria s molt mes
prima i ®es continua amb 13 membrana coridnica. La superficie materna de
1a placenta ecti dividida en wuma gran quantitat de ldbuls amb
ramificacions membranoses, Les microvellositats dfaquesta zona invadeixen
els uas0s sanguifins de la pared uterina ftglacenta hemocoriatl,
interdigitznt-se ale tejxits +etal 1 mateersn | fFacilikant 17 intercanud
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a) Esguema de 1l'fiter matern awmb el fetus unit a la

b

placenta a través dcl cordd umbilical i protegit
per les membrenes coridnice i amnidtica.

Seccid transversal del teixit placentari prop
del ¢ordd umbilical, mosctrsnt la penetracid de
les microvellositsts en la pated de 1'Gter, el
que fecilita l'intercesnvi de sang entyre la mare
i el fecus.

Repreduit de Beaconsfield i col., {187,
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mutu de gases | substincies, La guperﬁfcie fetal es 11isa i altament
vasrularitrada. Lesg artErieg i wenes fetals conflueixen en el cordd

umbiTical, que esti implantat en el centre de la placenta ¢I8) (Fig. 103,

El  teiwit placentari posseeix un metabolisme prepi moit  actiu,
exhibint wna gran quantitat dractivitats enzimitiques complémentiries a
les del 4fetus en elc diferents estadis de 1a gestacid i desenvelupant a
1a vegada Juncions nutritives, respirataries, renals, hepitiques i
endrocrings (2443, Lz plagenta a terme sembla que ha perdut algunes de
les seves capacitats metabdliques, presentant segons alguns awtors
smptomes evidents d”envelliment ¢317).

La pilacenta ofereix una oportunitat dnica d’estudi de les complexes
funcions Ffisiolégiques de que dispasa per a dur a terme la seva especiai
missig: control de la diferenciacid | proliferacid cel.lular, regqultacid
de 1“expressid genética, sistema endocrf, processos de rebeig immunoldgic
i d'envelliment i Ya Biotransformacio de les drogues. En general, les
activitats enzimitiques acostumen & ser d'un © dos ordres de magnitud més
baixes que tes abcervades en &1 4ptge (148). Altres inconvenients per a
1“estudi de 1z placenta sin la seva heterogeneitat, amb wna gran
quantitazt de teixit connectiv i fibrds, | el seu elevat contiagut &n sang

tapraximadament 100 mi} (442,

5.2. Desenuolupament fpkal § postnatal de 1°A0H @ 1°&EDH

Tant 1#DH tom 17ALDH semblen pertanyer al grup d'enzims gQue
incrementen notablement 1a seva activitat Jdurant #1 periode necnatal,
encara qgue alguns igaenxims semblen ja prezents durznl Ta vida felal
(184, 278},

3.2.1. Desenvolupament de 1 ADH

En 1°home, g5 detecta activitat ADH en el fetge dels fetus da H

setmanes de ogestacid, representant menys del 5 % de 1 activitat adubta,

- -
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L'activitat auvgmenta constaniment durant el decenvolupament 4fetzl i
posinatal, gssolint els wvalors adutts i configurant-se la dotacid

isgenzimatica als cinc an¥s de vida ¢250).

Dyrant ele diferents estadis del desenvolupament, apareizen els
diferents isvenzims de 1'ADH 3 mesura gque s“expressen els diverses gens.
El gen ADHg s’expressa molt aviat, apareixent A-A0H en el fetge i tots
els altres organs examinats de fetys de 14 i 22 setmanes de gestacid (3,
2400, En guant als isoenzims de la ¢lasse 7, en el fetge j abans de les
20 sptmanes de gestacid, només hi &5 present 17isoenzimes. Fosteriorment
s‘expressa el gen ADH, , apareixent progressivament els icoenzims o3
els ﬁﬁ . E1 pounat disposa Ja de tats els homodimers i heterodimers que e5
poden  formar amb  les subynitats = iF . Després del naixement apareixen
tes schunitats ¥y en el fetge, encara gue aguestes poden observar-se molt
abans en renyd i intesti de fetus <2017,

Altres espicies, £ Om la rata, semblen seguit un model de
desenuplypament simitar 2 1 huma:r 17activitat és molt baira abans del
part, pero després  augmenta linezlment amb 1°edat. £n e! moment del
naizement, eis wvalors Jd activitzt pugen fins al 20-237 X dels valors
adults, assolint-els definitivament prap dels 20 dies de vida (234, 238,
2787 .

9.2.2. Desenvalupament de VALDH

Ee coneix molt poc sobre el desenvalupament de 1 activitat ALDH en
fetge huma, Sembla que el fetge fetal es capag dfeliminar 1“acetaldehid
amb una wvelocitat de metabalitzacio de 4,4 Pmu1!min!g teixit, mesurada
amb acetaldehid 1 @M, encara que us terg df 1*acetaldehid metabolitzat
seria reduit a etancl per accio de YACDH {251),

Er ratz, les activitats ALDH 273tz Km i de baixa Km es5 detecten a

partir del dia 15 de gestacio, amb un 2-3 ¥ de les activitats adultes,

avgmentant gradualment al 1larg del desenvalupzment | asselint els
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nivells adults als 50 dies de vwida, E! dia del nai=ement sdn del 20 %
(27E).

5.3. aApntecedents sabre 17A0H 1 1'ALDH de placenta

Les pogues dades bibliografiques sobre el metabolisme de 1-etanol i
ge 17acetaldehid enm placenta suggereixen § existéncia Q7activitats ADH |
ALCH, Els enzims responsables d*aguestes activitats en placenta han sigut

molt poc estudiats, no havent estat mai purtficats ni caracteritzats.

Hagerman €122k, 1‘any 194%, detecta per primera vegada activitalt ADH
en la fraccio seluble dun homogenat de placenta humana. En un estudi
pusterior, Krasner 1 col. {1837 presentaren algunes de tes propietats
cinetiques i glectroforétiques  de 17A0H de placenta obtimgudes

directament de 1“homogenat del teixit,

Investigations més recents realitzades en placenta de r3ta ng wvaren
getectar activitat ADH en el sentit de reduccio dels aldehids els dies 15
i 20 de gestacid. El subskrat emprat foy acetaldehid 4 mM, a pH 7,3
L2783,

kKauri & eal. <1811, 1'any 1977, mesuraren les aciivitats ALDH en
homogenat df placenta humana utilitramt acetaldehid com & substrat,
trobant quatre vegades menrys activitat gue en placenta de rata,
L7activitat mesurada amb acetaldehid B mM fou nomes  un 0,1 # de
1"activitat trebada en fetge humd. L activitat de baixz ¥m fou encara
molt més petita comparada amb les zctivitat trobades pormalment al fetge.
Els mateixos autors estimaren que la fraccid mitocondrial de ba cél.lula
placentiria contindria més de 1z meltat de 1‘activitat ALDH total (181},

En placenta de rata, Sippet i Kezaniemi (2771 trobaren un B 4 de
Tractivitat ALDBH de! fetge adult, amb &1 que 1a placenta sencera tindria
una activitat equivalent al 50 ¥ de 17activitat total del fetge de felus,

Aiquects mateixos autors, decprés de 1 administracic dretanol a rates
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embarassades, només trobaren en Ja placenta un 25 % de la concemtracid
g scetaldehid present em la sang materna, i gens dfacetaldebid £n el
fetus 174y, Aquestes dades suggerien que la placenta de rata protegirea
el fatuz enfront de la intedicacid per acetaldehid, impedint 1a seva
1iyre difusid, al contribuwir a la seva metabolitzacid. Resyltats
stmilars foren obtinguts per Guerri | col. (1203 amb rates intoxicades
crdnicament, encara gque detectaren acetaldehid en el fetuz en nivells

sihilar: als de 'a placenta.

—l S



A 1. INTRODDUCCIO

&, IMPORTANCIA I LIMITACIONG DE LEETURY COMJUNT DE L-ADH 1 L ALOH

ADH i ALDH, principals enzims de la via metabdlica de 17etanol, es
dictingeixen per wyna <serie de propietats comunes gue fan interessant el

sev estudi conjunt.

Ambdues  deshidrogenases aparvixen usiversalment distribuides en 13
naturalesa, mostrant una notable canservacic de 1z seva estructura
primairia al! Ilarg de 1l’evolucid de les especies. Els des enzims
exhibeixen multiples formes moleculars © isoeszims amb wariants
al.1éliques &M Ta poblacid, amb diferent distribucid tissular i
propietats gensralc. Els isoenzims de 1°ALDH presenten ademes diferent
locaiitzacic subcel.lular. Tot glegat podrea contribuir a ¢xplicar les
diferencies individuals observades en la capacitat de metabolitzacid de
1-alcohal (177),

Dels estudis de distribocio  tissular  gsembla anferir-se wuna
complemenktarietat metabolicz entre ADH i ALDH, Jja que son precisament els
teixits qQue rconkenen més ADH els que possesixen mes activital ALDH {77,
172, 234). Per altra banda, 13 preséncia d”ambdas enzime en un mateix
teixit podria accentuar lacalment gl dezequilibri gque es prodeeix em el
potencial red-gx després de la ingestid d’aleahol (324) (veure 1.2.5.7.
Cal remarcar que els dos enzims apareixen sincronicament en el feige
fetal t del madd durant el desenuplupament, ne assolint els nivells
adults fins dezprés del naixement,

L elevada concentracio en fetge i I“dmplia especificitat de substrat,
suggereixen un  paper fisiologic de desintoexicacid molt méce  ampli i
important que no la simple eliminacid de 1 etanol i 1 aretaldehid, encara

que &5 indubtable a2 sewa contribucid 2 1’e1iminaciﬁ'd‘aquegts taxics.
L‘elevat nombre de residus de cisteima, alguns d'ells probablement en

el cenltre actiu, explica la inestablitat d”ambdes tipus denzims durant
17aillament, quan s6n exposats 2 1 oxigen atmosferic, adhuc en presénciz
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d'un excés d'agents reductors { 2-meccaptoetanol o OTF2. Per tant, en
alguns casos &5 aconsellable trebsllar en atmosfera ¢ nekrogen (1302,

La complexitat dels scictemes A0OH | ALDH ha dificultat enormement e
seu sstudi. S5i bé els primers trebalfs es realitzaren molt aviat,
sohretot en feige de cavall, no ha sigut finc al desenvolupament de
metodes anal itics i preparztivse més ripids i resociutius, com
i‘electrofocalitzacié i 1a cromatografia o afinitat, i més tard de la
cromatografiz liquida d7altz reselucid, técniques immunoldgigues i de
genetica molecular, que 5’ha asseli! un coneixement més  exacte dp
17estructora @ funcid dfaquests enzims, Per altra band:, 1a manipylacid
dels enzims en condicions anaerdbies ha permes 12 sevd ohiengid amb

elevats rendiments.

Encara que la recerca dels Jos enzwms ki sigut paraleia, per
V*indybtabte interés que <omporta el congixement glaobal de 1a wia
metabblica de 17etanol, 1“ALDH &% actualment un enzim malt menys conegut
que |-ADH.
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Capitol Il : OQBJECTIUS DE LA TESI

L7eleceid de la placenkta humana com a principal drgan &7estudi recspon
a un  interés intrinsec pel congixement del metabolizme d aguesk peculiar
&rgan i, sebretot, dels enzims que podrien oxidar 1°al¢ehol en el seu pas
¢ap al fetus. D*altra banda, 1a utiTitzacid de teixit placentari comparta
gridents auvantatges de tipus metodolidgic: &3 facilment obtenible,
constituint la font mEs  abundant de  teixit humi fresg, el que permet
mesyrar  bes  sctiwitats epzimatigques molt poc temps després de la seua
obtencid, realitzar pctudis de fragccionament subcel.lular sense problemes
de deterioragio del teixit d{weyre T.4.5.1.3 & dicposar de suficient
material bin]Egic per a la purificacid i caracteritzacid dels seus
enzims. Addicionalment, 1 7origen fetal de T3 placenta podria representar
un  ciztema accezeible ner 5 1Canalici de la dotacio sscenzimatica Je!
futur nadd.

Aambh 17abjeckiyv  general d'investigar &1 ia plarenta disposava d'un
sistema propi de destoxificacic enfrant de 1“gtanol, =imilar ai que
poccepix et fetge, ens warem  proposar  fobrir #ls seglenkcs objectius

parcials;

1. Analisi electraforatica dels isoemzims de 17 zlcohol deshtdrogenasa |
de 17alcehid deshiderogenasa presents en placenta humana i comparacid

amb els i1soenzims respectiue Se fetge humi,

ra

. Purificacid a homoneneitat i carackeTitzacid fisice-gquimica | cindtica
de t alcohol deshrdrogenasa 1 de Praldehid deshidrdgenata de placenta
humana, tomparant les seves propietats amb les dels isoenzims de fetge

homd 1+ d7altees poploies de mamifer,

3. Locatibzacid subce.lular de 1°alcohol deshidrogenasa i de 17aldehad

cdeehidroganasa de placenta humana.
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4, Determinacao de la capacitat global de metszbolitzacic de 1 alcahal de
Tx glacenta humana 1 del possible oaper 4i5i¢1$gic de 1falcohol
dethidrogenacss | g 1“aldehid deshidrogenazs de placenta en la

pputecE|5 del fetuz en mares aigcoholiquec.
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Capital Il ¢+ MATERIALS | METODES

1. METODES PREPARATIUS
1.1, Reactius
Tots el reactiys gmprats foren fde 13 maxima puresa {(qualitat "per a

analas ™y

1.1.1. Procedanrra dels roenzims 1 cubctrats

MaD Y (Grade II13, HAOH {Grade 1113, MADPY (Sigma Grader, MADFH (Trpe
1y, tot trans-retinol, Z-id4-hidroxi-I-metozifeniiietanal, 178-aztradinl,
IF[? ~estradinl-3-sul fat, 3 -dihidrofestosterons, ¥ -hldrnxl-ﬁﬁ-
-andraostan-]7-ona, estriol, tot trans-retinal, semialdetid suveceinic,
indole~3-acetaldenid {hisulfit sbdecy, piridoxal, acetat de Y-naftil
geetat de d=pitrofentl provenien de Sigma Chemrcal Co, {5t. Lowrs, MO,
E.b.A,0, E1 fermaldehid es va preparar a partir de paraformaldebid
(31gmal  (veure 117.1,1.2.3.7. £l malondialdehsd es va sintetibzar a
partir de 1,1,3,3-tetrastaxipropa ¢Sigmar fwveure IPT.9.1.2.4.).

Etanal, butangl, aentanol, hexangl, octanpol, alcoheol wenzilic,
atcoho! cimnamic, acetaldehrd, hexanal, octanal, benzaldebid | aldehid
cinnamic varen ser chtinguts de E. Merck (Darmstadt, R.F.A.).

Propanal, butanal 1 3=-nitrabenzaldehid foren de Aldeich Ehemie Gmbk
#nd Co, KG (Steinheim, R,F.A.J.

Geraniol, 4-n1trobenzaldehid, d-glorabenzaldehid,
4-hidroxibenzaldehrd 1+ wvainm1lina waren ger submimiskraks per Fluka AB
tBuchs 506G, Sutrssal.
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Mergl 7 citral foren de Lucta 5.8. CHarcelonar.

fcetaldehid, propanal, butzna] i hexanal wvaren ser dectil.lats abanc

del seuv s, tal com s'explica a continyacia.

1.1.2. Frepararid dels substrate per a 1 anaj ! enzimatica

1.1,2.1, Dectil.lacid dels aldehids

Elz aldehids, per la seva elevada reactivitat guimics, donen 1lar a
reaccions de hidratacid, condensacid aldebica i dioxidacid al sey acid
carbox1ic quan son emmagatzemats <¢74), per molt que la preparacio
comercial sigei od'elevads poresa. Per  tant, cal procedir a la seva
destil.lacid immediatament zbans de la =eva ytilitzacio. Una vegada
destil.lats, | encara que e& Cgncervin a  =-40"C2, =7alteren de  npow
rapidament. Cal, doncs, destil.lar-els cada vegada, sempre gque sigui

possible.

Per 1% aldehids de Bai« pes molecular, com acetaldehid, propanal
butanal < utilitza un equip de destil.lacid simple Afara 302 ‘Afora S.A,
Barcelona), mentre gue per 2ls aldehids 37alt pe=z molecular, com hexanal,

wva caldre ademés yn acceesari de destil.lzcia al burt.

En ambdéz catos la destil.lacid es realitza dins d’una campana de
gasos, L escalfzment del matrzs e fey mitjangant un bany termostatitzat
Univeba 5-401 <Selecta, Martorelld omplart amb silicena “Fluideo 710
fodhorsiT™ (Silicomas Hispaniz S.A., Barcelonal, i recolliatl oi praducte
destit.lat dims d*un matras en bany de gel. £ despreciaren el primer i
gitim gquarts de volum de destil.lat, aprofitant només ¢1 destil.lat en ol
perigde intermedi i no sabrepassant en cap cas la temperatuca diebullicid

de 1 atdehid fTaula X1%.
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ToULA XI. Puntc d ebuliicid dels aldehids decstil.lats.

dldehid p.eb, (T}
acetaldehid 21
propanal 48
butanal s
hexanal 131

1.1.2.2, Congervacid dels aldehids

Previament a 1a s=eva wntililzacid en els estudis cingtics i em les
tingions dels gels de midd, 1 aldehid dectil.lat es conservd dins d“un
maktris Erlenmerer de 38 mi amb tap de rosca, protegit de la |lum amb
paper d alumini, i emmagatzemat a ~40"C. L aldebrd s utilitzs zempre dinc

d“un pericde no superior &2 4 o0 3 dies,
Par als estudis cinetics, es prepacaren splucions aguoses tamponades

al 3 ¥ A4wfvd amb aldehid recent destil.lat, 1es quals g5 concervaren

spnce alteracio 3 4"C mes de 7 dies.

1.1.2.%. Hesura As la concentracia de propanal

Et propanal fou 17aldehid més ampliament utilitzat com a substrat de
1'ALDH, tant en estudis cindtics com per a la mesura de 17actiuitat
estandard. ba seva valatilitat, perd, diticultava 1a mecura carrecta del
yolum en preparar tes dissolucions, Calia, doncs, disposar d“un métode
que ens permetfs en toft moment condixer la concentracid exacta de
propansl  en solocid, aixi com el seguiment de Ta seva deterioracic amb el

temps una vegada destil.lat,

El métode emprat foy el de la reduccid de 1°21dehid per accid de
l*ADH de Llevat (300). La reaccio catalitzada per 17ADH de Ilevat és
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perfectament reversible a pH neutre, on 1equilibryr g:s  desplaga:
complekament cap 2 13 formacid de 1°2lcahol Cweure §.3.1.). En preaEn:ia
d'elevades rconcentracians d7enzem (0,9 PM} i de MADW §n axces respecte a
1"aldehid, 1a reaccid @8 rapida, completa i esteguiometrica. Lz
dismipucid en la concentracid de MADH s mesurd espectrofotomeiricament a
340 nm, tal com sTespecifica a 11l.2.1., 1 fou eguivalent a 1la
cancertracid d aldehid,

En un volum de 3 ml, s*afegiren en aguest ordre:

2,700 F1 de tampo fosfat monepotassic-KOH (Panreac) 50 mM, pH 7,0
100 pl d°una dissolucid de 4,58 mg NADKH/mY de tampd (0,2 mM a

Prassaig?

L]

100 ul d7una solucic de |,74 mg d’AbH de 1levat {Sigmai/mt de tampg

Es prengué npota de 1 absorbancia i s’ zfegiren:

1

100 F1 d*aldehid (aproximadament G,1 m4 a 1¢assaigh
S'anregistri 1 augment d’absorbincia a 240 nm durant 1-2 min fins que

s*assol{ un valor constant.
El métode es revela molt millar gue no pas la utilitzacio 47ALDH de
tlevat (Sigma), ja que les preparacians comercrals d’aguesta J1tima foren

poc &ttives.

1,1.2.4. Matodes de saiubilitzacid de zubstrate i inphibidors

Alguns dels estudis cinetics requeriren 14 utilitzacid de compostos
d'elevada hidrofobicitat, el que impedia 'a seva completa solubilitzacid
¢n ele mediz aguosos comunment emprate. Tres foren els métodes mes usats
er la preparacid dagquectes solucions: la zsaluhilitzacio amb detergents,
la solubilitzacid per hemogenitzacid-dispersia i la solubilitzacic amb

disealuvents nrganici.
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- Solubilitzacid amb detergents

Després dfassazjar diverses técnigues, el metode de solubilitzacid amb
detergents €5 ®)  que va ser escollit en 72 solebilitzacid det retinal i
del retinal, i és e} descrit per Julia £14%, 170}, basat e¢n el de Rewner
C25F).

Per al retinol, es pesaren & mg de tot trans-cetinol 1 e3 waren
dicsoldre en 0,5 ml dfagatona (Merck). P aguesta dissalucid se n'agafaren
r}pidament 350 FI i s"xfeqiren a 00 m1 de tampﬁ glticina-MalH 0,1 M, pH
10,0, contenint Tween 8F (Sigmad al 0,02 X (pswy, per tal d'obtenir uma
cancentracid final de retinol adeguada (300 pHl per als ectudis cingtics.

Tat el procés es realitzi en absdneia de !lum.

L‘espectre d-absorcid del retingl dissaolt d’aquests forma fou idéntic
al publicat per HRewner C€23%), amb un maxim a 228 nm, Utilitzant el
coefigient dfextincid molar per 2! retingl £328 = 29.500 H-.em-4 (2590,
s*gbserul  sempre una concentragid  inferior 2 ¥a calculada per pes.
Malgrat aixd ='wtilitzd el valor ohtingut espectrofotometricament com 3

meeura de la concentracit rezl de retinol.
Far al toty trans-retinal ez 5?guf el matsix métode, perE la
roncentraci® o3 calcul3 a partir de 17absorcid a 400 nm, amb ue €a00 =

29.500 M=4.cm=1 (25%).

~ Splubilitzacid per homogenitzacio-dispersio

Aquest métode fempra en 13 dizsolugié de edlids i 1iguids poc
colubles, amb l-avantatge cobre 1“anterior ce no afegir altres components
al tamp8 de 1‘assaig enzimitic i, per tant, euitant qualsevol pertorbacid

de Yfactivitat enzimatica.
E1l substrat, pesat o mesurat per aconceguir al final una concentracid

de 1'ordre de¢ 0,1-20 mM, £5 va dissaldre mott lentament en on was de 110
m! per addicid del tampd a temperatura ambient, gota a gota, procurant
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evitar la formacid de grumolls, Farmankt-se una  solucid pastosa perd
homogénia, Lentamenk, s°hi  afegi més tampd sence deisar diagitar. La
barreja, d“uns 5 ml i azpecte de discolucid col.loidal, s"afegl a un
matras aforat que contenia uns 100 ml de tampd en agitacio fortz, rentant
daaprfﬁ exhavstivament #1 wvas de 10 ml de les restes de substrat g
arrasant en el matras a 100 m). Periddicament, el matris ec zotmetia a
una agitacid manual malt endrgica.

i al cap de { h d’agitacid no ='obtervava un aspecte homageni, el
contingut del matras es trasvassava & un  recipient de plastic t es
sotmetia & una homogenitzacic mE 5 ENErgica en un

homogeni tzador—dispersadar Ystral ¢Dotbtingen, R.F.AL0.

Lz  solucid s emprava immediatement en els eostudic cinetics |
d*especificitat de substrat, En el eas de substrats sdlids, quan es
formava un  prectprtatl en el fons del recipiemnt per agregacid i
sedimentacid de les particules, 1a selucic e centrifugava a 27.000 ¥ g
durant t0 min en una centrifugadora Soruall RC-SB en tubes de polipropile

de 40 ml, a temperatura ambient per & evilar noues precipitagiong.

Sequidament, Es mesurava |‘espectre dfabsarcio del sebrenedant, per
tzl de c¢alcular la concentracid real de substrat, Sempre que fou possible
es re#alitzaren els controls adegualts diactivitat amb ADRH de fetge de
cavall (Sigmal,

£l métode s‘empr3 amb «it en Ya dissolucid d‘aldehids alifatics de

caderna 1larqgs, nitrobenzaldehids i estergides,

- Solubilitzacio amb dizcalvents organics

- Solubilitzacid del disulfiram 1 de la rotenena

El diculfiram (Sigmar 1 1z rotenona (Sigmat es varen dissoldre
sempre  en metanol  {Merck) a  les concentracions de 12 mM o0 @Q,& &M,

respectivament. En 1 ascaig enzimitic es waren afeqir 10 pl d’aquestes

- -



A 1IT. MATEREALS I METCDES ~

zelucrons a un wvolum total de 3 ml. Es va fomprovar que t addicid de 19
FI de metano]l no afectava 1 activitat emzimatica.

— Splubilitzacio dels esters

= L*acetst de 4d-nitrofenil es prepari immediatament abans del seu
Us en acetona (MercK) 2 una concentracte de 30 mM. La concentracid maxima
d acetona a 17 assary fou del 3 ¥ dofvd, no afectant les mesures
d actiwitalt 11, 713,

Lz concentracid exacta de |”acetat de 4-nitrofenil es determing
mesurant 17increment d/absorbincia & 400 rm degut a 1a hidrolisi alcalina
de lfester en NaOH 0,1 M, emprant-ze yn coeficient d'extincio malar per a
1*ani@ d-nitrofenohat de 19.300 M-1,cm-¥ (274, 3072,

= Lfaretat de l-naftil ee va dissoldre immediatament abans del zey
Ws en etanol (Merck) a una cancentracit de 20 mH, de forma gue la
toncentracic maxima dfetznal & 17assarg fou del 10 ¥ dusud 4193}, Aquesta
toncenptractd d'etanel no va zfectar 1 agkivitat de 17enzim,

La concentracid de 1acetat de l-naftil es determinma DEr
hidrdlrst alcalina en MaOH 0,1 ™ i mesyra de 1*absorbancia a 292 nm,
emprant wn coeficient 4 exkincig malar per at F-naftol a pH 3,3 2e 4,477
M-f.ocm-4 {1243,

1.1.2.5. Preparacid del formaldehid

El formaidehid es wa preparar a partir d’uyna splucid de
paraformaldehid al 1@ ¥ {p/v} en aigua destil.lads, que c'escalfd a &40°C
an un bany termastatitzat per tal de facilitsr-ne la dissolucid, S57ajustd
a pH 7,0 amhb MsDH 0,1 M | es Filtrd (57). La solucid reseltant de

formaldehid es conzervi a A7C,
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1.1.2.4, Preparacid del mylondiaidehid

El mazlondialdehid es va zintetitzer itmediatament sbans del seu U35, a
partir  de 20 F1 de 1,1,3,3-tetractoxipropi, per hidralisi de 1'acetal en
23 ml de HCT 1 M, a temperztura ambient durznt 20 min, S7ajusth el pH a
8,5 amb MalH 0,1 M i s’arraza a4 50 ml amb tampd pirofesfat sodic 33 mH,
pH &,3 ¢i40). El malandialdehid &= altament inestable, polimeritzant moit
ficilment, pel! gue o5 concerul proteqit de 12 1lum a 4'C.

La conceatracid del malondialdehid obkingut es wa mesurar per
gspectrofotometria directa de T3 P—hidrnhiacraleina correcponent en HC1 1
N (245 = 14,900 M-4,cm-") o per reaccio amb }acid 2-tiobarbitdric (4B).
En agquest assaig, 1‘acid 2-tichbarbitdric <(Sigmad ez vz disseldre,
ascalfant syaument, en HC1 0,25 N de forma que la corcentracid final fou
gel 0,275 % ¢prud, A& 2 ml d'agquesta s0lucid s afeqi | ml de 1a soluc:d de
malondialdehid, = agiti 1a barreja i s‘escalfi en un hany termostatitzat
a 100°C durant 15 min. Una vegada refredada, es liegi 1'absorbancia a 535

nm, emprant un caeficient d'eitincid malar de 154.000 M-*.cm-4 (481,

1.2. Salucipns amartidorec

1.2,1. Procedéncia dels reactius utilitzats per a la preparicia de

tampons

EY Triz {tristhidroximetillaminometd), de pKa = 8,3, va zer abtingut
de Merck, 5Sigma o Bic-Rad Laboratories (Richmond, CA, E.U.A.). L acetat
s&dic {pRa = 4,74), 4o5fat monossodic (pHa = &,B), pirofosfat sodic {pHa
= g,2% i glicina {pka = 9,%» provenien de Merck. L°Hepes f{acid
H-E-hidruxietilpiperazina-ﬂ’-eta5u1*3nic), de pka = FaaTy fou

subministrat per Sigma.

El pH fingl de les solucions tampd fou ajustat emprant gquantitats

LT
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apropiades d'3cid clorhidric o acid ortofeséBric, o be hidroxic sodic,

tots ell: de Panreac p,a. (Montplet vy Esteban 5.A., Montcada & Feizacy,

1.2.2, Efacte de la tomperatura zobre el pH da Yampone que cgntenen Tris

E' pH de 'es sglucions de Tric precenta variacions rmportants zmb la
temperatura, 0,03 wunitats de pH/'C C114Y, Aixi, e] pH d’una tolucid de
Tris 1@ e, pH 7,% a 4*'C, passaria a3 ser apraximadament de 7,5 gquan la
temperatura augmentes a !B*C, Els tampons ez prepararen, dopce, a parfir
de Tris ! M | &1 pH #ouw ajustat en fred amb HL) concentrat, o LE a

temperatura ambient pero tenint en compte l“esmentat anteriorment.

1,2.3. Desaasidficacio | saturaced dels tampons amb nitreosn

En 'a purificacid de 1°8L0H de placenkta, es wvwa treballar en
condicions anaerchies per a evitar 1"axidacio dels grups cicteina 1liures
de d°enzim. Tots els tampons ytilitzats varen cer desgasats, una vegdda
refredats a 4'C, mitjangant una trompa d”aigua en un matris de Kitasate
de 3 1 amb agitacid durant 10 min. Tot zegquit es va fer bomboilegar
nitrogen (tipus  “R", Spriedad Eepafiola del Oxigenco, Madrid) en el zi del

tampﬁ'durant uns mindts a 4°C.

1.2.4. Tampons emprakz en la purificacad de 1°40H e placenta

- Tamp2 & 3 Tris-MCY 10 mM, pH 7,9 a 4"C tF = 0,%3 mmhod {239 (tampd

inicial de la cromatografia de bescanui ronich.

- Tampd 2 i Fostat monosstdic-MalH 19 mM, pH 7,3 ¢tampd inicial de 1a

cromatografia A afinikat:,

- Tampd 3 3 Tris-HE1l 0,1 M, pH 3,5 a 4°C.

_?a_
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1.2.5. Yamponc pmprats_en la purificacio de §“AL0H de placenta

Tampd 4 : Teic=HG1 10 mM, EDTA (Titriplex 111, HMerck? 1 mM, ETT (Sigma)
1} mM, pH 9,2 a 4°C (p = 0,43 mmhal (tampd inicial de la

cromatografia de bescanvi idnick.

- Tamp3 5 : Fostat monczeddic-NalH 10 mM, EDTA 1 mM, DTT 1 mM, pH 4,0
{tamp& inicial de 13 cromaltografis 4 afinitat),

- Tampd & : Fosfat monocsddic-MaOH 50 eM, E0TA 1 mM, OTT 1 mM, pH &,0.

- Tampo 7 : Fosfat monoscddic-MaDH 30 oM, EDTA 1 m, BET 1 &M, pH 7,3

{tampé de la cromatagrafia de gel +iltraciod.

£ls tampons es uwaren preparar com 2 maxim un 9 dos dies abans de fa
seva utilitzacio, per tal d evitar la deterioracic gque sofreix el DTT.
Posterigrment, wvaren ser desgazats i saturgts amb nitrogen, tal com
s'explica a IR1.0.2.3.

1.3, fObtencid i conservaced del feiwit

Les placentes, amb yn pes aproximat 500 g, es wvaren abienir del Servei
d“Obstetricia | DGinecalagia de t“Hpospital de Sant Pau 1 de la Sants Creu
de Barcelona, | provenien d embarassos normals, a terme C3E-42 sotmanes
de ogestacid?, Per als estudis rutinaris, varen ser congelades dins de les
2 h seguents al part, transportades ripidament dins d'una ngvera portitil
amb gel i emmagatzemades a -40°C fins a la seva utititzacid. Priviament
s 'havia <comprovat Que una dnica tnngeiaciﬁ i de¢t¢ngeiaciﬁ'del teixit no
gisminui g les activitat: dels enzims objecte d7aquest ectudi. Les
placenktes es processaren sempre dintre dels tres mesos seguents a la seva

ebtencid.

_??_



£ 11T, MATERIALS 1 METODEE ~

1.4, Al lament i« puriticacid dels enzims

La purificacid de 1°ADH i de 1°ALDH de placents comporti una cerie de
mE todes preparztius Cwveyre JII1I1.1.4,%, i segiients) que foOren comuns per
ale dos enzime, a eucepcié de ltgs condicions de pH i forga idnica quEe
vingqueren determinades pel tipus de tampd emprat (IT1. 1.2.4.). Esquemes
generals del precés de purificacid de 17°00H » d¢ 1°ALDH s indiquen &n g3
Figs. $1 1 12, respectivament.

1.4.1. Homogenitzarid det terxit

Ern una purificacio tipicez, uma mostra de teixid placentari gence
descongelar #s  trosseja i se'n pesaren uns SO0 g, Quan el teixil comenga
4 descongelar-se es separaren les restes de les membranss fetals, cordd
wmbilical 1+ tot el teixit wvasc¢ular i connectiu pocscible. E1 teivit es
pesa qovament, e3 trossejd més sxltenzament amb Lisoree § s'hi afegi tampo
1 o tampd 4 <{segons es tractés d'una purificacid de 1“ADH o de 1°ALDH,
respectivament? en la proporcid 1:l tpfued, 3 4L

La mastra es reparti en kres vasos de precipitats que es mantingueren
an bany de gel. Er una primera face, 1 homogenitzacid ec realitza
mitjangant wun  aparell Minipimer <{Braun Espaficla 5.4., Espluguez de
Liobregaty a 1a maxima welocitat, emn ‘tres tandes de 2 min cads una,
Seguidament, la barreja &% passd derant 1 min per  ua
homagenitzador-dispercadar Yetral a una welocitat gde (0.000 r.p.m., per

tal d acabar de trencar 1es cél.lules det teizit.
L*‘homogenat aixi abitingut f{aproximacdament 1000 ml) presenta un
caracteristic color vermell degut a Y hemoglobina provinent de la sang,

aixi com una considerable quantitat de teixit conjuntiu blanguinos.

La manipulacid del teixit, aixi cem de la mostra en els primers

_ED_



HOMOGENITZACIO §:1{p/v) en tampd 1

4

CERTRIFUGACIO a 11.000 x g ,lh*.

y

FILTRACIO

i

DIALISI enfront 25 1 tampd 1 , 5 h.

|

CROMATOGRAFIA DE BESCANVI IONIC en DEAE-cel.lulosa cotampd 1%

f

CONCENTRACIA PER ULTRAFILTRACIO ( 15 vegades ) *

J

DIALTST ™

to

CENTRIFUGALTO

f

CROMATOGRAFTA D'AFINITAT en 5" AMP-Sepharose en tampo 2 #
- Rentat amb tampd 2
- Rentat amb tampd 3
~ Elucid amb gradient de NADH

|

CONCENTRACIO PER ULTRAFILTRACIO {50 vegades 3

f

ENZIM FUR

rrgura 1 Esquema de la purificacid de 1'ADH de placenta humana,
Tot ¢l procés o5 realitzd a 4°C. Per a la composicic

dels tampons veudre 111, 1.2.4.
* En 2] passos indicats es separda uwna aligquuta per a la

determinacit de l'activitat enzimatica i de 18 concentra-
cif de proteines. L' aiiguota s*analitzd immediatament

o &5 congerva a4 —40°C fins al moment de la seva analizi.



HOMGGENITZACIO 1:1 {p/v) en tampd 4

{

CENTRIFUGACIO a 11.000 x £ . 1lh

{

FILTEACIO

'

DIALISI enfront 25 1 tampd 4, 5h

J

CROMATOGRAFIA DE EESCANYI IONIC en DEAE-cel.lulesa en tampd 5%,

t

CONCENTRACIG PER ULTRAFILTRACIG {20 vegades }!.

%

DIALISI™

+

CENTRIFUGACIO

*

*

CEOMATOGRAFIA DTAFINITAT EX 5' aMP-Zepharose con tampd 5*.
i

- Rentat amb campds 5
- REentat amb tanmpd &
= Elucid amb gradient de HADH

. CONCENTRACIO PER ULTRAFILTRACIO (100 vegadeﬁ]*.

CROMATOGRAFIA EN Scphacryl 5-300 S5F en tewpd ™,

}

CONCENTRACIO FER ULTRAFILTRACIO {15 vegades ]

f

ENZIM PUR

FIGUH&]E Esquema de la purificacid de 1"ALDH de placenta hu-
wana.
Tot &l procés es realitzd a 4°C. Tots els tampons
emprats foren desgasats i saturats amb nitrogen. Per
a la compusicid dels tampons vewore ITI, 1,25,

“En cls passos indicats es separa una aliquota per a
la determinacid de l'activitat enzimdtbica i de la
concentracid de preteines.L'aliquota s'analitzd im-
mediatament o &= conserva a —-40%C fins el moment de

la seva andli=i.
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estadic de la purificacid, 2 few amb la proteceid de gquants de plistic o

de cirugia.

1.4.2. Centrifugacid | filtraced

L°homogenat es o3 centrifugar durant 1 0h a 11,000 » g €2.000 r,p.m.2
i a 4'C, en una ceptrifugadora refrigerada Sorvall RC-28  {(Dwpont
Instruments, Hewicwn, EM, E.U.A.), wtilitzant vn rotor 0% 1 4 ampolles
de polipropité de 250 ml cada una. El sabrenedant {aprozimadament 700 ml)
£5 3 decantar acuradament, obtenint-se una solucig wvermella |
translucida. GQuan la solucid #ra térbala, es filtrava tot seguit a kraveés
d‘un embut de placa porpsa que cantenia recind DEAE-cel.lutosa (Whatman,
Matdstone, Regne Unit) (2 »x 10 cmd, equilibrada amb o] tampd de la
cromatagrafia  de bescanvi idnic, per tal dieliminar la grassa i altres

particules incolubles.

£.4,3, Didlisi

1.4.3.1. FPreparacid dels sacs de dialisi

Els sacs foren de cel.lulosa, del tipus 2568-7U0 ¢Gigmad), préuiament
tallats, 4amb una capacitat aproximada de 30 mi, o fbe del tipus Visking
tMedicell fnternational Ltd., Londres, Regne Unmit}.

Per tal d“eliminar poccibles impUreses que poguessin contaminar la
mostra, els sacs ec tractaren de la seguent mamera: E4 bulliren en 400 ml
d’aigua destil,.Vadi quatre vegades successives. Els dos primers cops s3°hi
zfeqgiren, ademés, & g, aproximadament, de bicarbonat sédic (Merck). Una
vegada refredats, els sacs g6 conservaren a 4°C, previa addicic d unes
gotes de  cloroform  (Panreac) per tal dfpustar el creixement de
mMICrOQrganksmes. Immediatament zbhamns  dfutilitzar-els, els sacs es
rentaren  exhaustiovament amb aigua destil.lada 1 s*agafaren sempre pels

extrems o be amb guants de plastic,

=Hd=
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t.4,3.2. Eguilibrarid de la mostra

£! sobrenedant es reparti en 14-15 sacs de didlisi (aprovimadament S0
missac) amb 1%ajut dfen embut petit, tancant-se amb dos nusos a cada un
dels exirems. Els sacs es submergiren en vwasos que contenien tampd 1 {per
a }'ADH} o tampd 4 (per a {’ALDM) 3 4°C, enfront dels vaolums i en els
temps seguents: primer, 2 h en 10 ! 3¢ tampo, | després, I h en 5 1 de

tampd amb 2 canvis.
Lz didlizi e3 realitzi sempre amb agitacic del tampd i & 4°C,
Acabada la di3lisi es mesurd el pH | 1a forga ionica de 1a mostra per

tat de conéizer el grauw d'equilibracid aconseguit.

1.4.4, Cromatografia de bescapvi idnic

1.4.4.1. Preparacid de 13 resina de bescanwi ignic

La resina utilitzada Ffou DERE-cet.lulosa BE 32 microgranular

prehidratads  (Whatman?) ogue possesix grups dietilaminoetil (DEAE} (Fig.
127,

. D Cir
| _'D'Ej"'; e |
LrHy

[

FIGURA 13 Grup dietilamineetil (DEAE)

e
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A1 estar carregals positivament en un ampli rang de pH CpH 2-pR %71,
els grups DEAE wuneixen anions com poden ser els ¢lorurs 4C17) del MWaCl,
gls grups hidrosil d¢ 1 aigua (0H™) o els enzims abjecte daguest estudiy
que en el pH a3l que es realikza 1z cromatogratia estan carregats

negativament., Es tracta, doncs, d7una resina dge bescanvi anidnic.

- Enuilibracid de la restna

B agzfaren 5300 g de ODERE-cel.lelosa 1 s afegiren, agitan! amb una
vareta de wvidre, a I 1 de tampd amb una forga ionica 10 ceps zuperiar
tTris ©,1 ™} al de la cromatagrafia ¢Tris 10 mM), per tal d’arribar més
rdpidament a1 pH desitjat. La suspensid ez deixd sedimentar en un embut
filtrant de 3 1 i o&s rentd amb uns {0 1 del tampd més concentrzt. Una
vegadas assolst el pH, fa resira es renti amb uns 20 1 del tampd de la
cromatografia Ctampd ! o tampd 49, fing gue la forga ibnica de 17eluit
gra identica a la del tampd inicial.

- Eliminacid dels "fynas"®

Elz "fires” o particules de resina més petites del pormal ¢ 10 pmt 1,
per tant, de cedimentacid més lenta, son la causa de malts problemes en
ia cromatografia, com poden ser: distorsic en 17entrada de la mostra,
fruxps disminuits, cal.lapsament de l1a columna, eto.

Els “+¥ines" s’eliminaren &n oh vas de 3 1 per decantacio del tampo
sobrenedant, wupa vegada sedimentzdz la major part de 1a resina previament

equilibrada. Aguest procés a5 repeti 3 cops mes.

- Regeneracto de la recina

Una wvegadz utifitzadz, cal regenerar 13 resina retornant-1i la seva
capacitat de hbescanvi, En un primer tractament, la resida s suspengué
durant 30 min en 5 volums de HE1 (Panreac? 0,5 M. Seguidament, es rentd
exhaustivament amb aigua destil.lada en un embut 4i1trant, fins arribar a

pH 4, €n un cegon tractament, 1a cesina 2% syuspenquéd enm 15 volums de MalH

-FA -
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{Panreac? 0,5 N durant 1 h {332), Es realitzd yn nou rentat amb aigua
dastil.lada fins arribar al pH del tampd de la columna de bescanvi idnic

Ctampd 1 o tampd 4). Una mateixa resinz es regenera fins a un maxim de
tres vegades.
ba resina regenerada s'equilibrava seguint el procediment descrit

anteriaorment .

1.4.4.2. Empaquetament de t3 resina en la celumna

S0 g de DERE-cel.lulosa, preéviament equilibrada | eliminats els
"fines", es suspengueren en 2 1 del tampo de la cromatografia (tampd 1 o
tampd 4 i s‘empaquetaren a temperatura ambient én una columna de 3 x 30
tm, a un fluz de 100 ml/k, 1leugerament superior al de la& cromatografia.
Un rcap empaguetada ta resina, la columna g3 cal.locd dins d'una cambra
freda a 4"C, on atabi de sedimentar Ya resina, qQue oCupd un volum de prop
de 908 mi. Una vegada refredazda, Ya resina es rentd amh ! 1 de tamp® 2z un
flux de 70 ml/h per a acabar-la d'equrlibrar, canprouant-ze finaiment que
el pH 1 '3 ferca ionica del tampo eluit eren identics als del tampd

aplicat,

1.4.4.3. Aplicacid de la moctra

Un cop equilibrada ba mostra (730 ml) per didalisi f¢weure §i1.1.4.3.7,
s'aplicd a la columna amb 17ajut d una pipeta d*&mbal de 10 mi, procuerant
no digtorsionar la superficie 1liure de la resina. La totalitat de Ta
mostra es feuw entrar 2 un flux de 30 ml/h, centrotant 12 possible
formacia d'escletxes laterals en 1a resing per col.lapsament. Les bombes
peristaltiques mes utilitzadee per al cantrel del Flux Hforen la
Yarioperpex C(LHB-Produktier ABE, Bromma, Sueciad i Ja HMicroperpex 2132
{LKBY., Le&s 4raccions, d‘un wolum de 18 ml, Foren recollides amb un
cot.lectar Uttrorac (LKE) o b& amb un Redirac 21i2 ¢LKB), E1 seguimenkt de
1"hempglobina present en la mesktra permetd la continua avaluacid del

desanvolupament de la cromatografia i del gray de rekencid de 1a moctra.

-B7-
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Per tal 4 eliminar les proteioes no unides a la recina, § qus eluien
en el wolum d'exciusid, 1a columna e reptz amb § 1 de tampd 1 o tampé o

a un flux de 70 mlAh.

1.4.9.4, Elucia de “enzim

Lenzim va cer eluit mitiangant un gradiemt sali linez] de 0 2 0,15 M
de HaCl {(Merc¥) de voluom tetal 21, a un flux de &0 mls/h. E1 gradient
s‘actonsegui  amb  dos  wises de precipitate, connectats en sifo,  que
contenien 17un 1,5 1 de tampd, 1 17altee 1,5 1 de Nall 2,15 M en ¢]
mateiz tampd, Una wveaada =Iunk 1enzim, s aplicaren 2 1 de Matl 1 M per a
rentar la resin: de lgs proteines més fortament unides. La resina es
tonservd en azida sodica {Merck) 21 0,04 ¥ {pfur fips oa ba ozewa

regeneracio.

Es mesuri 1 activitat enzimatica i s estimd ta concentracid de
proteina de les fraccions cromatagratiques tal com es descriu en les
secgigns 1II,1.8.40., 1T71.2.1.2.%t., 10i.2.1.4. i 1II.Z.4.1. E0 perdfil de
Ta conductividad del gradient eali EBs wa seguir peér MESUFE &0 UR
canductimetre CDM3 f<Radiometer, Copenhagen, Dinsmarca?. EP pH de les

fraccigns del gradient o5 mesurd en un pHmetre PHM 41 (Fadiometerl.

1.4.5, fLoncentracid per oltrafilicacid

Les 4raccions <que mostrarem activitat enzimdtica ¢3200 ml} es varen
reanie, procurcant MENySprear aguelles que cantinguessin molta
hemoglobina, | es varen concentrar per ultrafiltracid fins a un volum de
20 ml. S°empra un concentrador de 200 m] Amicon tAmicon Corp., Danvers,
Ma, E.U.A.} amb w3 membrana Diafle PM 10 de &2 mm (Amican) gque reté les
preteings de pesos moleculars superiors 4 10.000 dalton., la mostra 5 va
mantenir en agitaci0o suaw, a 9°C i sola una pressio d¢ nitrogen Ctipus

"R*, Sociedad Espafiola del Dxigeno) de 2,5 Kgiem |

=BE=
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Lez membranes &% rentaren en una solucid de KC1 (Panfeac? 2 M derant
? h, oguardanti-se decprés en aigua destil.lada i unes gotes d*etanol, 2

4*C, per a svitar el creixement de microorgani smes,

1.4,4, Cromatografia d”afinikat

Lz resina wtilitzada +ou 57AMP-Sepharose (Sigma), que conké el grup
3'AMP (2 pmols de 37AMPAmL de gel) unit covalentment pel grup Ng‘aminn,
per mitja d‘un Brag esparador de & carbonis, & una mateiy de Egpharoze 4B
fPharmacia Fing Chemigals AB, Uppsala, Sweciay {(Fig, 14ar,

W ;",oq" = ;_ﬁ-z‘:a :@'

Ty
Cngd Or OH

FIGURA ]ﬂ Comparacid de ies estructures el grup adenosinag
5'-monofasfat {3"AMP) i del divusledeid de nice-
namida 1 ademnina (ﬂAD+}.

a) Estructura del grup 3'AMF unit a4 una matriu de
Sepharese 4D micjangant un brag cspaiador
G-aminchexil.

B] Estructura del xab*.
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Eom e3 wew en la Fig., 14, el grup S'AMP presenta cimilityds
estructurzls amb ¢l MADY ., coenzim de moltes deshidrogenases, tals com
1"&fH i 1'8lLDH. Aixd possibilita 1a interaccid d' zquests enzimz amb 1a
resind i la seva unid i elucio especifiques en determinades condicions.

1.4.4.1. Prepsracio de la columna d”afinitat

S g de 5' AHMP-Sepharcse s hidrataren en 100 ml de tampo fasfat
monoscodic=HaOH  (Merck) ©,1 M, pH 7,3, a temperatura ambient. Aguest
tractament uwa serwvir per A eliminar els gfonservants afegits a la resina,
com lagtosa o oliceral, E1 tampd 25 decantd i s afegiren &0 m] de tampa
de 1a cromatografia d'afinitat, Es 21 ¢as duna purificacid d'ADH < emprid
el  tampd 2 {uveure II1.:.2.4.), i en &1 cas d' uns purificacid d'ALDH, =]
tampd 5 fveure ITE.}.2.5.).

La resina <s’empagueti en una columna de dimensions | x 22 ¢m, a un
fluzg de 20 ml/k, emprant upa bomba peristiltica Watsoen-Marlew Ltd, (Regne
Unit) de flux constant. Lz resina ocupa un volum de 20 ml. Seguidament es
deixd refredar en wna cambra freda 2 4'C i s equilibra amb 10-15 volums

del tampd de la cromatografia S°afinitat.

1.4.4.2. Preparacio de la mostra per a Ja cromatoorafia d'afanitat

La mostra procedent de la erematografia de hescanui idnic, una vegada

concentrada, es prepara tal com indigquen els EEQHEHEE gpartats,

- Equilibracia de 13 maztra

Agquest pas #¢ imprescindible per tal dreliminar 17elevat contingut en
sals de 17eluit de la cromatografia de bescanwi idnic. El concentrat de
la «¢rgmatografia de hbescamvi  iDbnic es dialitza en un soi sac cel tipus
250-%U {Sigmay enfront de 2 1 del tampﬁ de la cromatoorafia d afinmitat

{tampo 2 o tzmpd 5) durant 14 1 i b un 301 canvi a les & b,

_?D--
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- Gentrifymqacid

ta diilizi de la mostra concentradz enfront d‘un tampd de haixa forga
ignica provoca la formacid dfun petit precipitat blangquinds que hauria
pogdt cal . lapsar Ja colemna d7afinitat.,

Aixi  dones, la mostra es centrifugd 4 3,000 x g ¢5.000 r.p.m.) durant
18 min g 4'C #n una cenirifugadora refrigerada Soreall RE-SB, rotor
£5-234, uwtilitzant dos tubs de Corex de 15 ml.

1.4,4.3, Aplegacid de la meabra 3 la columna d*afinitat

La mostra ¢20-25 ml) sTaplicad amb l7ajut d“una pipeta Pasteur., E%
rentaren les pareds de 1z columna amb tampd i es feren passar 300 ml de

tampo de ta cromatografia dfafinitat a un flux de 20 mlAR, ET wolum de

les fraccions fou de 15 ml i es recolliren enm won dets col.lectors
deserite a2 111.1.4.4.3, La major part de 1"hemoglobina wa eluir en els
primere 100 ml. E1 procediment eequit fou diferent segonz sc tractes

d'una purificacio d'ADH o b 4°ALDH, 3! com s’indica en elz zeglents
spartats 1 en les Figs. 11 0 1%,

1.4.6.%4. FRentat amb tampd de fuorca ionica més elevada

La columna es rentd amb 300 m1 del tampd seguent:

- En el <cas d'una purificacid d7ADH s'empr3 el tampd 3 f{veure
111.1.2.4.), que implicava un augment tant de forga iGnica com de pH,
respecte al tampﬁ inicial (tampd 20,

- En el cas d’una purificacio 9'ALDH s‘empri o1 tampd & (ueure
IF1. 1.2.3.).

Aquest roentat comportava 1 elucia de protefines unides

inespecificament, tals com 1 hemoglobina residual.

Q1=
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t.4.6.5. Etucid de ¥‘enzim

L enzim wa ser eluit especificament mitiangznt 300 m1 {volum totall
d'un gradient tineal de 0 a 0,04 mt de MADRH, segans el métode de Parés i
Watlee (2372, E1 MADH desplagava ei grup 3S°AMP de 1a interaceio amb
17engim, ©1 qual quedava alliberal de la seva unid amb la resina, E] NADM
era prepecat immediatament abans del seu G5, El wolom de leg fraccions
recotbides fou d8 3 ml.

Per tal d’eluir la LDH, més fortament retinguda gque 1°ALDH,
saplicaren 100 ml de MaADH 0,7 mM (2483,

Ee mecur:z 1“activitat enzimatica i |'absachbancia a 250 nm, tal com ES
descriu RN - I I I IIr1.2.1.2.1., I17.2.1.4, i [11.2.4.1.
Simgltiniament ¢g mesurd |7sbsocbancia a 340 am per tal de seguir el

perfil de concentracid de NADH.

la columna es renta finalment amb 200 ml de MaCl {Hercky 1 M amb

1"obhjecte d'eluir qualseval resta d'enzim retingut.

Foctertorment, per tal de poder wtititzar l& resina novament, aguesta
a5 renta amb 200 ml dfurea (Merck) 2 M en tampd 2 o tampo I, gue

desnaturalitzava | eliminava gualsevol recta de proteing fortament unida,

Seguidament, la resing s'eguilibrfauva amh tampd 2 o tampd 5 | es

concervava a 4°C previa addicié dfazida =ddica tMerck) al 0,04 ¥ (p/ud,
Cap resina d"afin:tat no s'empra mes de 2 wvegades QEer a una

purificacin dAfH, En les purificacions d°ALDH es proceri fer Servar

SEempre una resina nouwa,

1.4.4.4. PFecromatografia en da rolumna de S'AMP-Sepharose

EY metede de recromatografia (1700 s'emprd en els pocs Casos BO que,

-?2-



A 10T, MATERIALS 1 METODES /

per cCauses Jesconegudes, 1 enzim va elwir de la columna d'afinitat durant
21 rentat previ a 17aplicacid del gradient de MADH. En agues=tes acasions,

1*grnzim £'Jia ingspecificament, al*tament contaminat i en velum 2leval gue

feia dificil 13 seva deteccio. Amb 1‘objecte d'cblenir wna preparacid més
purificada, les #racfcions actives es rebpieén, €% Loncentraven, ¢%
diglitzaver | es5 centrifugaven., EI concentrat s'aplicavy novament a 13

columna  dfafinrtat, seguint ¢l procediment Ja ecmentat, Dopat que en la
primera cCromakografia Ja s‘havia eliminat bona part de la proteing
contaminant, e!s rentats podien s=er meays extensos., L7epzim quedava

fortament retingut a la columna i s"ascolia un alt grau de purificacid,

1.4.4.7. Eoncentracid de 1*enzim pur

Les {raccions amb activitat en2zimatica (S0 mi) ez reuniren i es
conceptraren per ultrafdiltracid fins & un wolym de 3 a 2 ml per als
setudis  fisice-quimice | gindtics posteriors. En  aguest cas s'empra
ademés un concentrador de 10 ml Amicon amb unRa membrana Diafio PHM 10 de

79 mm de diametre (&micon).

1.4.7. Emmagatzement de 1'enzim oup
L enzim 5’emmagatzemi sempre en colugid, en tubc Eppendorf, a 4'C,

- L’ADH es conserva sempre en tamps 2, en presencia d'una de Jes
seqients substincies ectabilitzants:
a) HADH, en la relacid 2 mels MADH/mol enzim. £l MNADH s afegia
novament ¢ada 7 dies per tal de restituir g3 gue s"havia alteratl.
By DTT 1 «M,

= L*ALDH es conserva en tampd & o tampo 7 i en atmosfera de
nitrogen.

- -
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1.4.8, Cromatografia de gel filtracio

Fer tal d’zzcalir un gray de poresa més elewzt en ets enzims ADH |
ALDH, i al mateix temps determinar el seu pee molecular, s'utilitza la

cromatografia de gel fittraci® o d’exclusid molecwlar.

Fer 2 cada proteina es defineix
Fav = g - La) # Wt - Uag) |, an
Vs = palum g°flucid de la proteina {valoum de soleent necessart per a
eluir=-la, es prén com a referdrcia la fraccio que presenta mixima
abgorbancia o actiwitat enzimdtica en el perdll d7elucior.
Va = wolum buit de la columna o volum de salvent necessari per a eluir
una proteins gue ne eniri en 17 intertor de la matriu del gel.

Vit = volum total de 1a calumna

Ut = Vo = Ugs = volum de 1a fase estacionariaza o de 1 interior de 12 matriy
del get.
Kav representa 1a fraccié el uplum de la fase ectacionaria gue ES
accessible per a2 la difusic d'una proteina determinada, i e5 independent

det grau d‘empaquetament del gel (242). E! cepu vaipr €s inversament
propercional  al  togaritme del pes molecular en el c¢as de proteiines
globulars, de maneraz gue amb proteines-patrd adequades es pot obtenie una
recta de calibraitge gue, per interpolacio, ens permet calcular e} pes

motecylar dels enzims problema,
S empraren dos tipus de gels, de composicio @ caracteriatiques

hidredinim ques diferents, Sephadex G-200 Superfing {Pharmacial i
Sephacryl 5-300 Super{fine {Fharmagigl,

-
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1.4.8.1., Crematografia en Sephadex G-200 Supertine

- GCarseteristiaues del fqel

£) Sephadex est: constituil per particules esfErigUes poroses, Qque en
el cas del 6=200 Superfine tenem un diametre en zec de 10-40 Hm. Cada
parti{cula Es un reticle format per la unic covalent c¢e cadenes de dextra
per mitya d'epiclorahidrina (Fig. 13a’. E1 Sephadex G200 Superfine
presanta wuns limits dfaxelusic per a proteines glabulars de 5.000 |

250.000 dalton de pes molecular.

Els gels amb wun baix grau d'entrecreuvament, com &1 Sephadex G-200,
presenten cserigsos  inCconuenients, ja que poden compactar=s& PEC UN BNEES
de pressio hidrostatica o de flux. Fer =z una columna de dimensions
cimilars & 1 emprada, i1a pregsiﬁ hidrostitica s'ha de mantenir entre 4 |

14 cm d'aigua, L ! flus mazim €5 de 4,5 mlAh (2423,

- Hidratacid del gel

Es pesaren 20 g de Sephadex G200 Superting 1 es deizsren hidratar en
3 wolums de tampd de la cromatografia de gel filtracid {Tris-HC] 0,1 M,
pH 7,5, o ‘tampd 7, segons s hagueés dfaplicar una mostr: 4°ADH & d°ALDH,
respectivamentd durant 72 h 2 temperaturz ambient (242). Una wegada
hidratat, e! gel ec deixi refredar a 4°C. Immediatament aban:z de
I“empaguetament, =21 gel es desgasd en um Kitasato de 2 1 mitjangany una

trompa d aigua,

— Preparacid de la columna

La columna, de dimensions 2,2 x %0 cm, es deixa refredar a 4'€. Per
tal devitar al maxim 1a formarid de bomboiles diaire durant
1“empaguetament, la columna s ompli de tampﬁ'de ta cromatografia fias a
110 de 1*algads total. Agquest tampd es feu passar varies vegades 2
trauée de Ta placa inferier de¢ 'a columna per tal dralliberar qualzevol

bombolla o atre, | es pin;i V*extrem inferior del tub de sortida

-g4-
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procurant gque quedés ple  de tampﬁ. # 1a columna e 1i acobla un embut
d'un volem equivalent. L2xtrem del tub de zortida es sertd fins 3
1"algada del niwell superiar de 1 embut, per tal de no sobrepassar en Cap

tae 1a preesid hidroctatica permeza.

- Empaquetament del nel en 1a columna

El gel den un volum una vegada | metra el de la columnal, decgasat i
fred, s”'afeqi molt lentament per les pareds de 1z columna amb 1°aziut
d'una wareta de vidre, omplint també 17embut. A1 cap de 5 min, es baixz
Frestrem del tub de sortrda 12 cm per sota del nivel)l superior de 1°embut
i es permetd la 1liure sortida del tampd. L empaguetament es realitzi per
accio de Ya gravetat, sense bomba peristaltica. Peribdicament es uigi!i
que el fiux no sobrepazsfz els 1imits permecos, rectificant també 1a
posicid de 13 zortida a mesura gue Baixava ¢1 nivell del tampd. Aixi gue
s pogué, es retiri 1 embyt i, amp el tub de sortida pingat, es tapa la
calumna, cConnectant 1 entrada a un flasco de Mariatte que contenia tampd
degasat, @1 que proporcions una pressio hidrostatrea censtant, E1 tub de
sartida g2 bBaizi 2 un nivell situat a 14 cm per dessota del flascd g

Maciotte, E1 €1y« obtingut fou de 4 mlrsh,

La columna s’eguilibrd amb dos volums de tampd Tris=HC1 3,1 M, pH
7,5, en &) cas de 1'ADH, o @nb tampo 7, en el cas de 1°ALDH.

El  wolum total det gel (Vtd, fou calculat mecurant 17algada del? gel
dinge dea la columna i ascumint un diametre constant d aquesta, o bé es

calibriz 1a columna previament amb wolums copeguts da tampﬁ.

- Aplicacif de 1a mestra

La mostra s7aplicd per sedimentacif acuorada de 1 ml de solucid,
contenint ademeés glicerol (Panreac? al 10¥ twfw), en una fina capa per
damunt de 1a superficie 1liure del gel, Per a facilitar aguezta aperacid,
cutititzd wuvna petita =aringa de ! ml de capacitat i 3 mn de diimetre,

continrada amb un  tulr capilar de plistic d7uns 30 cm de longitud que es

_?F_
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Submergf per cota del tampf sense arribsr 3 tocar el gel,

La concentracic de les proteines-patrd fou de |0 mgs/m)l com a maxem, |
cada una d'elles s aplici separadament de les altires, Quan fou necescari,
fes mostres de proteines-patrd es dialitzaren enfront de 100 m] del tampo
d*equilibracid per tal d7eliminar 1°exgessiu contingut en sals, com

sulfat ambnic.
L‘ADH peovinent de la cromatogratia d7afinitat 5’ap1ic3 Bf una
concentracid de 0,38 masmlt. LALDH provinent també de la cromatografia

d'afinitat s aplicd en una concentracic de 0,4 mg/ml,

- Elugidg de s #ostra

L’elucid de la mosira es realitzd smb el mateix tampd d’equilibracia,
per accid de la gravetat o amb Y ajut  duma bemba perigtaltica P-1
(PFharmacizl, eempre & wun  Flux ronztznt de 4 mish i unz  pressio
hidrostatica de 4 cm d aigua, E1 voium de lez fracecions fou de 1,2 ml,
recollides amb un col.lector Migracol TOL-BO {Gilzon, Villiers-Te-Bel,
Franga) (40 gotes/tub) o wun Redirac 2112 amb gradeta de 140 tubs <18
minsStubt,

- Protainec-patrd smprades

Foren 1lec mateixes que les emprades per Lsnge i col. {170} per a la
determinacin del pes molecular de 1°ADH de fetge huma: Ribonucleasa A
tBiozymhe Laboratoires Ltd, Elaenavon, South Wales, FRegne UDafl)
repyrificada, 132, 4BD daltan; Guimotripsinogen & <Merck), 23.008;
duoalbimina <Sigma), d45.000; ACH de fetge de cavall (Sigmar, §3.000% i
Aldolasa (3igmal, 159.000. £n una ocasia, s*empra Lactat deshidrogenasa
(Siomar, 140.000, en 1Toc d‘Aldolaza.

-£g-
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1.4.8,2,, Cromatpgradiaz en Sephagrel 5-3068 Syperfineg

- Eargglerfﬁtiques dJet ge!

E1 Sephacry] esta conztituit per particules 95+Eriques d“un diimetre
de 40-105 pm, i es fabritca per 1’entrecrguament covalent d”al.lildextri
amb  H,H’-metilenbigacrilamida (Fig., I5b), Aquesta composicid 1i confereix
unz estructurs forga rigida i estable que permet pressions hidrost3tigques
i fluxos extraordinariament elevats, compazrats amb els de) Sephadex 6-200
Superfine. Ademds, es comercialitza €n forma de suspensic, pel gque no cal
hidratar-el. Aquestes caracteristigqees escurcen enormement e1s temps de

ceparacid f(quaci 5 wegades), on comparacid a la cromatograftia en Sephadex
G-200 Superfing.

E' Sephacry! 5-300 Superfine presenta uns 1imits d7exclusio per a
proteines gtobylars de 10,000 i 1.300.000 dalton de pec malecular.

-

= FRreparacio del _ge!

G060 ml de Sephacryl S=300 Superfing es varen suspencre en 1.200 ml de
tampd 7. E1 gel es deixi zedimentar i es decantd 17excés de tampd. S°hi
xfegi’ un wolum de tampd igqual a la meitat del valum del gel sedimentat |
es= deixd resredar a 4%, Posteriarmeat, e! gel es degasi com s'explica &

ITT.1.4.8.1.

- Preparacid de la celumna

La columma 7 lx Seuwd prepara:iﬁ foren idéatiques a les descrites en
la seccid 1II.1.4.B.1, per a la cotumna de Sephadex G-200 Super{ine,
excepte que en 1a caolumna de Sephacry] no €S CEQUECITEN PREcAVCiONnsg

referents a la pressid hidrostatica.

- Empaguetament del ge] en 1a columna

£l gel s'empaquetd ambd 1 ajyt drupa bombi pericstaltica P-3

-



S IIT. MATERIALS 1 METODES ~

{Pharmacial per  tal  @7assolir els eleauals fluoxes requerite  durant
YViempaquetament 78 mishy, E1 gel dfen gn wolum una vegada | mibtja &l de
14 columrad, desgasat & fred, s'afegqr com descriu la seccid TID.
1.4.B.1., perd <=ense tenir en compte ta pressiﬁ hHidrostitsica. Una vegada
sedimentazt el Sephacryl, 2% connectd 1’entrada de la columna a up flasco
s Marickte, eguilibrant-ce 1a coclumna amb dos volums de tampd. Despres,
gl +41ascad de Mariotte s sitwd de forma gue la pressid hidrostitica $ds
d'unrs 100 cm d'argua, per tal d assolir un flux de 514 mish per accid de
1a gravetat. E1 wolum total del gel Vi) fou calculat mesurant 17algada

del gel dins de la columna i assumint un diZmetre constznt d”zquesta.

- aplicacid de 1a mostra

Ec sequi e! procediment descrit a 1I1.1.4.8.1. L'ALDH, provinent de

la cromatografia d'afinitat, s'aplicd en una concentracid de 0,22 mg/ml,

- Flucid de la mostra

L'elwetd de 1a mostra es realitezd omb el mateix bampd d‘equi]ibraciﬁ;
per accid de la agravelat, a un flux conctant de 14 mls/h | una pressid
hidrostatica de 100 em d'aigus. El wolum de lec fraccions fou de 1,7 ml,
recoliides en un <ol.lector Redirac ZH12 amb graceta de 140 tubs 14,4
mindtulzd.

- Protetnes-patrd emprades

Sfampraren ele  zeguents pabtrons: Ribonucteaza A, 13.480 daltong
Dunalbdmina, 45.000; ADH  de fetge de  cavall; B83,000; Lactat
deshidrogenasa, §40.000; Al0H de llevat t(Sigmad, Z45.000; i Ferritina
(Sigma’, 470.000.

1.4.8.2 . Cialeul del valym boi b de 1a ralumea Vol

El volum detuct® del Blue Dextran 2000 (Pharmacral g2 considera com

g1 yolum buit de 12 columna. L aplicacio ¢ aquest compost fou prévia 3 1z
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de qualseval preoteina, en una Concentracia de 2 mosml, sequint el
sracediment  desceit o oa TERLV 48000 El O seguiment oe ba banda de Blue
Dextrsan al 1larg de 1a <¢olumna permeté avatuar la uniformitat de

1 empaquetament del gel,

1.4.8.4, Cilcul del valum d'elucio (Me)

Les proteines e5 detectaren en les fragcions recollides per la sewva
abserbinciz a 2ZB0 nm (o be a 215 nmy. ADM i ALDH de plazcenta humana, ADH
de  fetge de¢ cavall, ALDH de Vlevat & Yactat deshideogenaza (LDH) es
detectaren per mesura de  Yfactivitat enzimitica., E1 Blue Dextran es

detectd mesurant 1-absorbancia a 417 nm.

El wolum delucic e5 calcuwli com a la suma del wolum dels tubs
recollits des de 17apticacio de la mostra $ins al tub ¢inglusiu) de
mixims concentracid en prolteina o de maxima activitat,

Les fraccions corrosponents  als enzime oblecte d7aguest ectud (20

m!} foren reunides i concentrades segoms es descriv 2 I[11.1.4.5.7,
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2. METODES ESPECTROFOTOMETRICS

Z.1. Mesura de 1 activitat snzimatica

La mecyra de  1‘ackivital! enzimatica ec  realitza emn  un
ecpectrofotdmetre M=vis, de doble #$eix, LCary 21% (Marian Associates,
Inc., Pale Aite, €A, E.U.A.}, amb registre grafic, i termostatitzat a
25'C. El1 “period” f{(tempe entre mesuresy., igual 21 s, i la "spectral
band width® {amplada de la banda d‘abgnrciﬁ}, iguat a I,0 nm, faren dos
pardmetres de 1-apareil gque es mantingueren constants en totes les
determinacions. Les cubetes emprades per a !t assaig foren o8 quars
Herasil ] o Suprasil I {(Hellma GmbH and Co., Muliheim, R.F.,A,2, de | cm
de pas Optic i d'una capacitat de 1 o 3 ml. Les cubetez es netejaren amb
barrejz crdmica, rentat extensiu amb aigua corrent, 3 valums d’aigua
destii.lada i 2 wolums @ 3cetona, assecant-les azmb un  assecador de
cabell.

Préviament a 1 inicy de la reaccid, el tampd de 17assaig fou incubat
a 25'C per tal o asscdir méz rapidament la temperatura de reaccio.
Laddicié dels components de la barreja de reaccid i de 1'enzim es feu
per mitja de pipetes aytomatiques de volum wariable Pipetman (Gilsand.
Fer als estudis CInEtics, 1“enzim s’ateqgi sempre per mitja de
microzeringues de 29 pl <Hamilten Co., Reno, ME, E.0.A., o Unimetrics
Corpgration, Anahesim, CA, E.U.A.D.

L activitat enzimaticaz ec calcula per mesura de la velocitat imicial,
fltan la 1linia d’tncrement d7absorbincia no fou rectilinia, es traga ta

recta tangent 3 temps fero.
Lartivitat = expressd en U, Unitate Internacionals. En &1 cas de les

activitats deshidrogenasa HabY -depenents, 1 U equival a ! pamal de HADH

produit & wkilitzat per menut,

=102-



& Lil, MATERTALS T HETODES ~

2.1.1, Mesura de 1 activitat &bH

- Qxidecid d’alechais

L'‘activitat es mesora generalment en tampd glicina-MaOH 0,1
M, pH 16,0, o b en fostat monossadic-MNabH 0,1 M, pH 7,5, amb Al t 1,2 oM

Ccom a caepzim, 17enzim i 17alecokal carresponent.

- Rpdurcia d'aidehids

L7activitat es mesuri sempre en tamph fosfat monossddi c-NalH
0,1 M, gH 2,5, amb MaDH 0,25 wH com a coencim, 7enzim 1 1 aldeh:id

carrespanent.

En ambdés casos, l7activital es determina a 230 nm, maxim ¢’ absorcic
del MaDH, hasant-se en un  coeficient diextincid molar (£3400 de 4.220
M-*.cm=f. En el cas del retinal i del retinal, es mesura a 400 nm,

utiditzant wo £400 de 29.%500 M=1.rm-1 259y,

Z.t.1.1. Mpsura de Il activitat ectandard ge 1“&DH de plicents Mymaha i
de t aisoenzim X-ADH

Lactivitat estindard ez mesur3d com = indica a il 2.1.1., perﬁ
utilitzant octanol 1 mM com a srbstrat. Lfaccaig o realitza, en un volum

total de 3 ml, afegint £ls =equents volums en 17ordre indicat:

1370 p) de tamps glticina-MaOd 9,1 H, pH 10,0

100 p) d7wna dissolucid preparada didriament de 25 mg NAD*/m1 de
tampd, mantinguda a 4'C
- 10 g1 d47enzim
lﬁﬂﬂlﬁ1 groctanol 2 mM, digsalt en tampd de pH 10,0

L

-102-
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2.1.01.2, Hesura de 1 activitat dels icoenzims de lees clas=es T i 1] de

1“A0H de fetge humd § ADH de feige de cawvall

L'activitat es mesuri rom s’indica a 111.2.1.1., pero utilitzant
etarol 33 M com a substrat (190). La barrega de reaccid contedia, en un

volum total de 3 ml:

2750 pl de tampd glicima-MadH 0,1 M, pH 10,8

100 F1 d'una dissolecid preparada diiriament de 25 mg Dt ml de
tampd, mantinguda a 4°C

11 p] d'enzim

L]

100 p1 d7etanaol 1 M dizcalt en tamp& pH 1o,0

Z.1.2. Hesura de 17activitat deshidrogernasa de 1°ALDH

L actiustat dechidrogenasy ee determini mesurant 13 praduccid de MADH
a 340 nm en una barreja de reaccid qué contenia  tampd pirofosfat
sodic-HC! 33 mM, pH 8,5, HaD &,5 m ccm a coenzim, 1'enzim i 17atdehid
corresparent. Faralelament es mesuwra, en  abséncia d’epzim, 1 augment

d”absarbancia per minut tueure II11.2.1.9.2.).

El tampo emprat fou pirofosfat =ddic, segons 1z majoria dels treballs
realitzats amb ALDH (117, 27%). Ho Fs conveninent ta utilitzacid del
tampd Tri=-HC1, ja que estd descrit que els aldshids reaccionen amb el
Tris i pH alt, gbtenint-se actiurtats enzimatiques sensiblement
disminuides (80, 234, 242, 304y, E€s selecciona el pH de B,5, Ja que
1*4LDH de placent:z humana precentz o1 cey mawim dactivitat a pH 2,43
Cweure VJ.2.4.1.0.

-104-
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2.1.2.1. Mesura de !“activitat estandard de 1 ALDH ds placenta humana

B activitat ectindard €2 mesurd  seguint les indicacions de
111.2.1.2,, perd utilitzant propanal 13,3 mM recent destil.lat Cveyre
IIT.1.1.2.7 com a substrat (247, 24B).

L assaig e= realitza, en un valum total de 3 ml, afegint els sepgients

volums en 1°ordre indicat:

2790 p1 de tampd pirnfosfat sodec-HCI 33 mM, pH 8,5
100 p! duna diseolucid preparads didriament de 10 mg bt ml de

bampd, mantinguda 3 4"C

t0 prt dienzim
= 100 pl e propanal 400 mM, dissolt en tampd de pH 8.9

Paralelament #s mesurk, en abséncia d’enzim, 17aucment d°abzarbincia
per  mihut dequt a la fermaeid del comolex HAD-proparal  (ueure
TIT.2.4.5.2.0, Aquest valar es restd de 17augment total ohmseruat,

21,22, Meeyra de 1 activital dels jcnen2ims d7alla ¥m o1 de baixa Km de

1.ALEH

En homegenats i fraccrong parciatment purificades, es meSUT a
Yractivitat en preaancia d”alta | baixa concentracic de propanal, 12,3 mH
i &4 P” respectivament, per t3l d’oblenir informscid sopre lexicténcia
de dJormes d'alta i de baixa Em, tal com descriven Pietruszko i cob. (247,
2447, Leactivitat dels isoenzims de bzixa KEm seria directament
1"abeervada amb propanal  &é& FH' Assumint Que no hi hagués inhibicid per
substrat ®n els ispenzims de baixa Km dveure [.4.4.0, 17activitat dels
izoenzims d*alta KEm s‘obtindria per diferencia entre 17activital amhb
propazral 13,3 mM  fmesura de 1°ALDH total) i 1 activitat amb gropanal 445
pM tindicativa de 1°ALDH de batxa Km),

Sempre que es treballd amb homogenat de fetge, 2quest sincubd 3 min
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ampp d-metilpirazole cAtdeichd | mM per Y3l d7inhibir ets iscenrims de
17ADH, ewitant aixi 13 desaparicic del HADH produit per reduccid del
propanal  {present em <concentracians etevades) a propancl., L'addicid de
d-metilpirazole no es realitzd gquan es  treballd amb homogenat de
placenta, ja gue aguesta no presenta cap isoenzim Jde 1°ADH sencible al
d-metiltpirazole ¢veure IV.1.48.4.7,

2.1.3, Mesura de i7activitat esterasa de 1°ALDH

S*utilitzaren com a substrats 17acetat de d-nitrofenil i 17acetat de
l-naftil. La hidralisi de 1°acetat de d-pitrofenil es determind mesurant
& 400 nm la produccid de 4-nitrofenol Een una barrejz de reaccid gue
contenia tampo +fosfat monossOdic 0,1 M, pH 7,0, 17enzim i diferents
concenkracions  de substrst  Sfveure MDD L1L1.2.400.0 Paralelament, s va
mesurar com a blang 1z hidedlisi espontinia de 1‘ester en abséncia
d'enzim. Ee& wa emprar en caeficient d’extincid malar par al Jd=nitrofenol

a pH 7,0 de¢ %.430 M-{.om=f {23, 103, 307,

La hidradlisi de 1 zcetat de 1-paftil es determini mesurant & 240 om
la produrcid@ de t=naftol en una barreja de reaccid gque contenia tampd
pirgfosfzt sbdic 33 mM, pH B,%, V'enzim i diferents concentraciaons de
substrat fweyre IT77.1.1.2.4.3. Faralelament, ec va mesurar com & blang &
hidrdliei ezpontinia de 1°pster en  abséncia d’enzim. L7 estudi dels
ezpectres dfabsoreid de 1 acetat de i-mattit i del 1-nattol a pH 8,5
atonzella treballar 3 249 nm, emprant-se un coeficient d7extingid molar

de 7,200 H—,.cm-T, gue fou determinal experimentalment,

2.1.4, Hesuyraz de 1‘activitat lactat deshidrogenasza

La rguersibilitat de Ta reaccig ratalitzada per ta lactat
deshidrogenasa <LOH} wva permetre 1a mesura de i actrurtat ap 215 dos
sentits;

L-lactat + MAD* === Piruvat + MaADH + H*
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~ DOxidacid del lactat

Es mezura & 346 rm en unz bacreja de reaccid que contenia
pirofosfat <soadie-HCl 33 mM, pH 8,5, NAD 0,5 mM, i enzim 31 DL-lactat sadic
CFYuXal 26 oM.

- feduccio del pirgvat

E« mesura a 340 nm segquint &1 procediment descrit &l
"Biochemica Catalogue Boehringer® (213, amb 1leugeres modificacions. La
barreja de reaccit conteniaz fosfat monossddic-MagH 0,t M o <Focfat
monopatdssic—KOH (Panrsact SO mM, ambdds a pH 7,5, HADH 0,22 mM, 1‘enzim
i piruvat s3dic (Sigmad 0,74 mM.

2.1.9. Drigen e L'activjtat "backgeound®

Existeixan tres tipus dartivitazt "background®, que per la seva
magnitud poden constituir wha font  important dferrpor en les mesures
dfactivitat enzimitica. Lla seva existéncia obliga a realitzar E©els

adequats controls en absercia de substrat |0 dienTim.

2,1.9.1. Activitat "backoround” dequda 3 subsirate enddnens

Sempre nque es treballd amb  hcomogenat fresc de teixit apareguéd una
elevads activitat enzimitica en sbeencia de substrat, que decapareixia
parcialment per dizlisi, Aguest tipus de “"backgraurd®, Jja referit per
altres autors (308}, té el seu origen en algunes deshidropenases Hab'
-depenents dcom poden ser 13 LDH, molt abundant en placenta, o Ja mateiza
ADHY,  Ja gque no es detecta en absdngig de NAD Y. Aquestes deshidrogenases
ztilikzen cubstrats enddgens presenktz en | hamogemat, com =i lactat

$227y, praduint MNADH, Aquecsta activitat "backoground® augmentz amb et pH,
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i Es pricticament menyspreable al cap de 2 b dfingubacid, a 2B'C, de
}'homagenat en presdncia de MADY, s& trazezig es realifza a pH 10,0, o 30
min, %1 a pH B,3.

Exhaurida 1-activitat "background®, s’ afegi £l substrat corresponent

. . - .
i on cCap Cat es va Creuyre necectaria una nova addiciD de MAD, ja gue s

trobava en exXCes.

2.1.5.2. *Background” dequt a ta formacid de complexnc RAD-zldehid

En  la determinacid d“activitats ALDH amb propanal  apacegué un
“hackgroung® {augment de Y absorbancia a 240 nm en funcid del temps) en
absencia d'enzim, Ja deserit per altres aukors (72, 247, 304). L origen
dfaguest "background® #s la formacid 47un complex cavalent entre el NADY
i el propanal que presenta una banda dabsorcid a prop de 340 nm.
Aparentment, 1z FreacCcic sembl3d de segon ordre, ja gque 1z velocitat de
formacid del complex Fou proporciamal tant a la cancentracic de propanz]

com de MaD®

La reaccid progressk més ripidament quant més elewat fou el pH. Aixi,
amb  propani]l  recent preparat, & pH 2,5, el walor d7aquest "background®
zrriba & 0,00035 unitats d’abserbanciasmin famb propanal 2,3 mM i Mot
0,5 mMy, i seqans Pieltruzzko i col, (2477, a pH 9,5, €5 do 00,0014 unitats

g7 sbsorbancia men.

Un altre aldehid gue tambE presenta aguest “background®  Fou
1" indole—-3-acetaldehid, com ja descriven Duncan @ Tipton (%2},

Com e= rpecomana en les sagcions IIT.2.3.20 %0 111.2.1.2.1., cal

mesurar aquest tipus de "background" cada vegada que sfempra un aldehid

com a substrat, per tal d'efectuar la correccid corresponent.
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2.1.5.3. "Hackpground® degut a3 17 shcacbincia del subshrat o del preducts

Alguns dels subsirats emprats o productes proderits en els ectudis

cingtics presenten compiexos ecpectres o ahsorcid que incipuen regicns ra

TV'ultraviolat | det oizible, absorbint algums en la zona de 340 nm. La
decaparicié del substrat, per inestabilitat o per accid de l'enzim, i de
vegades 12 simgltania zparicio del  producte, podria dopar llec a

complicades interpretacions de lta variacido d'absorbiancia a 30 am,
sabretol guan els coeficients d*absorcid molar sdn superiors als del
MAbH. Sempre que fou possible s*intentd wtititzar una alira Zona de
1“especkre per a Y2 mesura de I7activitat enzimitica. En cas contrari
s*abandond 1 estudi cinétic amb el cubstrat conflictiu. Aguest tipus de
"background® ez pat preveyre determinant I ecpectre d‘absorcid del
substrat | del producte al mateix pH de 17assaig enzimatic, adhuc
estudiant la wvarizcid e 17absorbincia a 340 nm en precencia | oen

h . '
absencia d'enzim.

Z2.1.4. HMecura de l*actijuitat enzimatica en condicions szpecials

2.1.4.1. Earrenqes da rearcid que precenten uan:z absorbanrcia plevada

En les mesures d'activitat en homogenats o fraccions gque presentaren
una elevada concentracid d*hemogtobing , cem sén els de placenta o
eritrocits, o bé amb subhstrats o inhibidars que sxhibiren ena absorbancia
superior a 1,35 wunitats d‘ahcarbancia, s empra un "spectral band width®
famplada de 'a banda d*absorcid? superior 3 1,0 nm. En  aguestes
tondicions sTaconsegeil disminuir Y absorbancia de Ya barreia de reaccio
i, amb e1la, el zoroll de fons de 1 aparetl. £n rada cze es realilbzaren
mesures de contrel per a comprovar que Ja wariacif dfaquest parametre no
inflyia cobre fa uvariacid d”absorbinciz deguda a 1-activitat enzimatica,
Ma es revelaren efectius ni repraduibles 1705 de cubetes de 2 mm de pas

gptic o del "rear beam attenuvataor® (filtre esmorteidor en da cubeta de
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referencial.

2.1.,4.%, Barreges gde resccid de poc volum

Sempre gue el wolum de la barreja de reaccid fou inferior a 2 ml &n
les cubetes de 3 m! o a 0,4 ml en les cubetes de ! ml, s’empri un
alzecador de cubptes, de gue va equipat el Cary 219, per tal de gque &}
feix de Ylum pascés totalment per la part de cubeta ocupada fer la
mastra,

2.1,7, Cilcul de 1*activitat especifica d'una fraccid enzimdtica

L'activitat especifica d’unz fraccid c'expressa en Wmg de proteina o
qu1fmtn*mg de prote’ips i, comparada amb Y azctivitat especifica dialtres
fraccicns, ens dona informacio sobre el grau de purificacid assolit.

Quan es considera 17activitat especidics de 17enzim pur, el seu valor
enes ddma idea de la velpcitat de recanvi de 1°@nzim.

Es caleula coneixent T“activitat estandard  en Ufml Cwegre
1171.2,4.1.1, i ITi.2.1.2.1.% i 1la concentracic de protetna Ben mg-ml
CIT1.2.5.2. i 111.2.5.3.»:

activitat especifica = activitat estandard / fpruteﬁna]

2,1.8, Cilcul de '3 concentracié total denzim

La concentracid toatal d'enzim ([E]t}, eupracsada en FH' es calcula &
partir de 1*activitat estandard, en Usml, i de 1 activitat especifica de

1*enzim pur, en W/mg, utilitzant també ei =eu pes molecular (Mrl:

actiuitat ectindard x 10°

E], =

acbivitat especifica de | enzim pyr. Mo
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2.2. Matodec dectudi rinetic

2.2.1. “ariacia dge 1 artivitat en funcio del pH

Z.2.1.1. Deidacio d’aleghols per 17A0H de placenta humana

Eis diferents pH es varen aconseguir amb eic tampons =egients:
- pH 4,0-4,0 : acetat sodic=MalDH 0,1 M
- pH 4,5-3,5 : fosfat monossodic-HaDH 33 mH

- pH 7,8-11,5 : glicina-MatbH 0,1 H

Com a sybstrat = utilitzs gctane] 0,5 oM & com a2 coenzim HADT [,2 mH,

La concentracid d7entim en 1%assaig fou de 45 nM.

En zcabar la mesurs espectrofotometreca, s mesurid = oM de fa

barreja de reiccida.

2.,2.1.2, DOridacid d“aldehids per 1°AL0H de placenta humana

Els diferents pH &5 varen aconseguir amb g1z tampoms seguends:
= pH &,00-7,30 1 4fosfat monpssodic-NalH 33 mM
- pH B,00-9,00 : pirafosfat sodic-HC1 33 mM

- pH ¥,25-10,00 ¢ pirafosfat eodic=HC1 33 i o glicina=Hagk 0,1 M

Com a substrat s’utilitza proparal 13,2 ®M & com a3 coenzim Mant n,s

mM. La concentracio denzim en 1"az2aig fau Jde 70 nM,

En acabar ¥a mezera espectrofotometrica, es mesura el pH de la

barreja de reaccid.
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2.2.2., Determinacid | significat de les constants cinetiques Em, Kcat i
KcaksKm

Per alt c¢dlcul de les canstants cinetiques de 1“enzim per a un
determinat substrat, s empri el mE tode de representacid  de
Lineweaver—-Burk o dels dobles reciprocs {209). Es reprecenta 17w, on v £s
la wvelocitat inicial, enfront de 17({8] , on 5] é5 1a concentracid de
substrat, opbienint-se, nfquan el comporiament fouw michaelid, uma recta
fajustadz per un programa de regregsiﬂ'tineal}, an gue la interseccid amb
ieix d*abscises doni -1/Km, on Km €5 la constant de Michaelis, i la
interseccid amb 17eix d'ordenades doni 1 /Vmax, on Vinax &5 la velocitat

maxima.

- Km, o constant de Michaelis, s’expressa en unitaks de concentracic
molar ¢M) i equiwal a 1a concentracid de gemisaturacid, i en determinades
condicions pot  donar uvpa idea de 1*afinitat de U9enzim per on determinat
cubstrat £33, Generalment, perd, et copsidera <om una canstankt de
dissociacid aparent, escent wyna funcid complexa de viries comstankts de
velocitat gque relacionen els diferentz complexo2 en que pot frobar-ze
17enzim (108). Fer a obtentr la Em per a un determinat zsubsirat
s'empraren una miktja de 5 concentracions diferents de substrat oscil.lant
antre 9,3 i 10 vegades 1z Em apro<imads, La concentracid de coenzim fou

saturant.

- kecat, o conetant catalitica, s'expressa en min-4. S anomena tambe
*uelocitat de recanvi de !'enzim", ja gue repréesents gl nombre maxim de
molécules de subetrat convertides en producte per mplécyla denzim & per
unitat de temps, Ee calgyla & partir de Vmax, en Uml, b de l1a
cancentracid total d7enzim o [EJt Y, en FH‘ Cvesre III.2.57.8.}. De 1a
definicio

Ymax = kcat.[E]t,

2 nhtér

-1iz2-



A 51, MATERIALS | METODES ~
kcat = “max L'E]t

- keabdKm, o constant diespeciyficitat C108), c'exprecca en M=t.min=T
voequival a la constant de wetocitat de segon ordre  aparent, que
relaciona les contentracions denzim 1liure ([E]> i de substrat quan la
concentraciod de  substrat es molt petita. Aix{, en I’equacit de

Michagliz-Menten:
v = (Umax. [3]2/0kme [5]y = tkeatl [EDL . (STo/ ckme [3 ]
quan [5] << Km,
v = (keatskmy . [E].[s]

ia que [El,= [E].
[E]b = concentracio d’enzim tota)
!.E.] = concentracid d'enzim lhiure

51 dos sovhstrats A& 0 B competerzen per 1 enzam, lec actiuvitats

anzimitiques per a gada yn d'ells, indéevendentment, venen donades per:

v = theatskmy, JJET[AT 0wy = (kestowmng [E]. (8]

quan  [a]l = [B8], 1la relacid d'activitats depdn dnicament |
exclusivamant de la relacia entre lag rezpectives constants

d'especificitat.
Upstg = (HeabsEmY, AlkeakMmby
Aixr donrcs, Kcat Km constituein W garametre indicador de
1"especificitat de diterenks substratls oque compeicizen pet a un mateid
enzim (0B, essent wun criterd Empliament utilitzal er ele estudis de

caracteritzacid cinética d2ls enzims mbjecte d'aguest trehall.

Ea les reagcions gue no presentaren cindtica de saturacid (Cimekica
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de primer ordrel), es considera kcatsEm ] walor del pendent de Fa recta
resultant de 12 representacic directa de UI[E]t enfront de |57, Jja que

¢ls valors de Km 1 de Kcoat foren impaossibles de determinar.

vr[E), = (keatskmd.[5]

2.2,3. lnhibicid per cubstrat

A elevades concentracions de cyubstrat 1 activitat enzimatica pot
resultar inhibida, no podent assolir-se 1z velocitat maxima predita per
la representacid de Lineweaver-Burk. 3Segons Clefand (&4), aguest tipus

d”inhibicio segueix 1*equacid:
v o= (Umax. (S peme [ST40[8T57K00] 1)
Bi = constant 4 inhibicid definida per Cleland {&d?

Els walgrs experimentals de v i [E] sajustaren a 17equacio 1 amb
1'ajut del programa d’ajust de corbes per regressia no linea)l BMDP3R, en
una  terminal Qigital dun ordinador S48X 11048, obtenint-se #)s valors de
¥m, WYmax 1 Ki, Els walorz de Hm | “Mmax aproximate, obtinguts de 1a
representagid de Lineweaver-Burk, s’ empraren com a valors nicisls per a

edectuar ta iteracid del programa.

2,2.4. Determinacio del coeficient de Hill

El rcoeficient de Hill ¢R) e3% calcula en el cas de comportament no
michaelia e 1“enzim + e5 una mesura de 1°al.losteria o oo hipsrbolicytat
enfront d un determinat substrat.

Partint de 1’Equaci6 de Hithael 1s-Menten,

w = (Jmax, [S])/ (Em+ [5]0,
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s"arriba a
h
IE]QS = [8] .tdmax-uswd, o

log  w/ihimax-u)

h.iog [5)-1ag [Sjms y DR R [5]n5 . ta concentracid de
semisaturacid, es poden calcular a partir de ka representacid de log

wAlkmaxs v} endront de laog [E].

Ele possibles valors de h =dn: h» 1, copperativitat positiva, quan 13
unid de les primeres motdcules de  substeat Ffacilita 13 unid de les
subzeglients: h = I, tomportament michaelid; h < 1, cooperabivitat
negativa, on la wunid de Yes primeres molécules dificulta 13 unid de les
subsegiuents. El walor de h pot 4dsser com 2 Mm3% im igual al nombre de
¥ligams que pot fixar 17enzim. Aquesct nimere €t cauint igual al nombre de

subunitats de 1 emzim f3iE0}).

fd
]

.2.5. Determinacid del mecanisme cipndtic @ de 1z constapt &'equidibri

de V'ADH de placents humanx

Es realitzaren els zeguents estudis d'inhibicid creuada i d'inhibicia
per  producte amb MADT | oetanol, octanzl o WabH, emprant tampd fogfat
mangssddic 0,1 M, gH 7,5 a 25"C:

a) Cinética amb variacid de les concentracioans de MADYQ octanol.

b Cindtica d"iphibic'd de la reduccid del HaD' pel MABPH ambd una
concentracid constant doctancl de 1,5 mM.

ey Cindtica d°inhibicid de 1" oxidacid de 17actanal per 1°ockanal amb
una concentracid constant de HADY de 1,2 M (saturant}.

dy» Cinttica dinhibicid de 1a reduccid de 1 octanal per i‘octanol amb

una concentracio constant de MADH de 0,24 mM {saturant),

Les representacions de LiGeweaver-Burk dels walors ohtenguts O31,

2727 permeteren 1'elurcidacio del mecanicme cinetic i &1 caicul de les
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seguents constants cingtiques: Ka (Km per al MaDT 3, Kb (Km per a
I'octanol), Kis o Kea , constant de diccaciacio del MaDT 3, Kib fconctant
d’inhibicid per & lroctanold, Kp f{(Km per a 3 octanald, Kg ‘Km per al
MaDHY, Kip (fenetant dinhibicid per a 1 octanal), Kig f¢ Kgo o cOnstant
de dissociacid del NWADHY, aixi com W /[E]y (velecitat mixima d'oxidacid
de 1 octanatl i Wy [E]t tuelocitat maxima de reduccis de 1-octanalld,
Aquestec constants cinétiques estan dirsctament relacianadec amb les
constante de welocitat Ky , ¥z, ky, Kgy Key Ke Ky 0 Hg (272} fueyre
1.3.3.2, L& nomenciatuyr: emprada fou 13 de Lieland (222,

Igualment es caleyld el walor de 1a constant dfequilibri a pH 7,3 a
partir de la relacid de Haldane:

Keg = ¢, Kp.Xigq. [H) 2 0w .6b.Kra)

2.2.4. Metodec dels estudis d‘inh:b1ci5

?.2.4.1. leohibicia s 1°ADH de plarenta hymana amb derivats del pirazole

la barreia de reacCID, que cantenia el tampd a pH 19,0, 21 NaDT |
Venzim, s'tnacubd durant S mip & 25*C en precencia de F-metilwirzzale o
d-metilpirazale L{Aldrichs, ambdcs a upa conceniracid de 12 mH CEig. 1da i
14kl . Sequidament  s”afegi el cubstrat i et mesurd 1 actiuvitat
espectrofotometricament.,  Paralelament, s determing 1 activitat en

abedneix d'inhibider.

2,2.4.2, Iohibicid de 1°ADH de placenta humana amb agente quelantz de

metatls

S'utilitzaren, en gxperiments diferents, els segiuents  agents

“itdé-
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quelants: acid piridin-2,4-dicarboxTlic, icid

B-hidroxiquinelina=S-sulfdnic t §,l0-fenantrolina.

La barreja de reaccid, que contenia 21 tampd a pH 10,0, e NAD'|
1“enzim, s’ incubd durant 2 h a 25*C en preséncia d'icid
piridin=2,é=dicarbexilic (5] gma) 10 md (Fig, 14c) @ cid
8-hidroxiquinoling=5=cylfdnic {Sigmad) 1 mwHM (Fig., 14d). &l cap d’aguest
temps s"afegi el subsirat i es mesurd ]factivitat.

La 1,10-fenanirolina {Sigma) <(Fig. 1&e) = empra en una concentracia

de 10 oM, afeqgint—se el substrat tot seguit, senss incubzcid prévia.

En  tots els casos es mesura paralelament 1 activitat en abséncia
g inhibidar,

2.2.46.3. Inhibicia de 1°ALDH de placenta humana amb disul4iram

Préviament & 17as=saiq, 200 gl d7enzim pur e3 varen dialitzar, per tal
d’zliminar g1 OTT, durant 24 h a 4*°C, entront de 5 canvis de 120 ml de
tampd Hepes 350 mM, oH 7,0, desgasat i saturat amb nitrogen (307, 3107,
bonst 1 petit wvolum de mostra a dialitzar, s”empraren tel.lules de
microdialisi de 50 i 300 p) de capacitat tCamhridge Repetition Eng. Ltd.,
Cambr idge, Regne Hnitl,

El dizpifiram p¢c va dissoldre segons es deserdp 3 111.1.1.2.4, Ef
fprepararen difereats dissclucions de 17 inhibjdor en metanol, de forma que
les comrcCentrscions de disulfiram en 1°assaig estiguessin compreses entre
8.4 nM i 40 uM., Com 3 mixim, s”afegiren & la barreja de reaccid 10 Fl de

metancl en un volum final de 3 ml,

Ybna aliquota de 1z solucio d’snzim diatitzat (8,4 nM) es deixa
incubar  durant 10 min 3 25°C en tampd pirofasfat sodic 33 mM, pH 2,5, en
absEncia de NADY | en preséncia de les concentracions de disulfiram

gesmentades. Seguidament s"afegiren el MDY i el substrat, mesurant-se
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I*activitat espectrofotomEtiricament.
Fer ale estudic d’imhibicid en funcid del temps d”incubacid, 17enzim
57 incubd  durant diferents periodes de temps en les mateixes condicians

anteriors, perd en preséncia de disulfiram 0,84 pH.

En tots =als cases es realitzaren £1s  adeguats contrels  sense

disylfiram.

2.3, Métodes d’estudi de 1“estabititat térmica de 1‘ALDH

El procés de desnaturazlitzacid dun enzim per accic del calor segueix

sna cinetica de primer ordre (272, del tipus
K.t

v =y .g {2y, an
v = activitat residual de 1eptim &n el temps t
ve = attivrtat anicial de tYenrim
K = constant de decnaturalitzacid térmica
t = temps

E1 temps mitja de deznaturalitzacio, o temps en gue s’ha perdut el 50

¥ de 1activitat enzimatica es tye = [,4737K.

Transformant adequadament 1Yequacid 2, s’srriba a log wiy, =
={¥s2,32.1, an si s”eupressz el gquecient uwfva com a pereentatge
d*activitat residual X activitat) 1 es represerta log X activitat

enfront de t, s*obté una recta de pendent —K/2,3.

Per a 1 estudi de 1°estabilitat tYErmica de 1°ALEH de placenta,
s'afeqi wuna aliquota de 17enzim pur (50 p1Y a2 200 pl ode tampd fosfal
monass3dic-MNaOH 0,1 M, pH 7,5, o pirofosfat =édic-HC1 33 m, pH 8,5,
escalfat préviament 2 25°C o 45°C, La solucid denzim s"incubd en un bany
termostatitzat a 25°C o 45°C, A diferents Ltemps, ="agafaren mostres gue

s afegiren immediatament a la barreja de reacgid per a la determinacid de
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1“actiwitat enzimitica.

2.9, Estudi de 1 efecte dels iens divalents zebre |7AL0OH d¢ placonts

Préviament a 1-assaig, una aliguota de 1°enzim pur es wa dialitzar
per tal d'eliminar 17EDTA, <ceguint el mitode descrit a §11.2.2.4.3,
¢3i0).

La barreja de rraccid contenia tampd Hepes 25 mM, pH 7,0, amb
diferents concentracions de clarur magnisic. des de 0 fins 1 4 mM, Mapt
0,5 mM, Venzim i1 oMY i propanal 13,3 mM,

Tant en la dialisi com en 1“assaig s’emprﬁ tampo Hepes en 1leoc de
tampé pirciesfat =ddic, Ja que €1 primer ne segresta elsz ions HQI* fi14,
310y, L assaig es realitzd a pR 7,0; pH en que els efectes del Hgl* son
més ostensibias en els altres isoenzims de }°ALDH (¥, J29r.

2.5. Determinacid de la concentracid de proteina

2.5.1, Estimacio per mesyra de 17 zbsorbiancia a 280 om

L*abserbincia a 280 nm €5 caractercstica dels residus de tirosina |
triptﬁ{an de les proteines | pot servir per a estimar la concentracid
relativa de protelina en una solucid. La mesura puntuai a 280 nm enfront}
del tampd s’empri en les fraccions crnmatugrifiqu?a per a seqguir 13
proteina contaminant o determinar el volum d'elucid de proteines-patrd.
La lectura es realitzid en un espectrofotometre Cary 21%, un Hitachi 220 §
tHitachi Ltd., Tokre, Japod o b un fecil CE 292 (Cecil Instruments Lid.,
Cambridge, Regne Unity, sempre a 25°C. Aixi, doncs, la mostra freda

5’ hagué de temperar abans de fer ta mesura,
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fuan 1a mostra va absorbir més de 1,5 unitats d’absorbdncia, ze’n

dilui una al "quota.
Quan la concentracia de poroteina  fou massd baiixz com per  a

detectar-ne 1’absorbincia, agquesta sc mesura a 230 nm a 215 am tenilag
peptidic) (298).

2.5.2. [Determinacig guantitativa de proteinec pei metode de Ecwry

El metods es basa en 1a praporcionalitat! que existeix entre la
concentracit de protelina i 17absarbidncia a ¢50 nm, chservada en solucions
de 15 a 110 pg/ml de proteina, 31 tractar-les amb el reactiu de
Folin-Ciocaltew (21%)., L‘absorbincia éc degedz 2 la reaccid prodrida
entre els grups hidroxil de Jes tirocines de la proteina i els grups
fenol del reactio, gque dona el poder reductor capag de recduir jons CulIl)
a Cudl), El tartrat +oema uh complex amb agquest Cudtlr, evitant Y& seva
pracipitacig, Per a tragar la recta patrd s otilitzaren diferents
concentracions d'albiémina de seErum bavi ¢BSA, Fraccia V, Signa), gque
conté 4 meols de tirosina‘meol de  proteina. Aguestes cancertracions es
prepararen a partir d'una dissolucid pated de ESA: 50 mgs/i0 ml d'aigua
destil.lada, | es realitrzaren dildcions apropiades per a obtenir uwna
corba de calibratge des de 12,5 pygs/ml fins a 50 pgsml. Totes les mostres

‘blanc, patrons | problemes) s”anzlitzaren per duplicat.

- Preparacia dels reactiosg

~ Selugld At 2 ¢ de tartrat sddic-potdssic (Panreac) i 100 g de
carbonat =adic (Carla Erba, Hila, Tt3lia) es dizenleren en 500 ml de NaOH
fRanreacy + M i s°arrasi a 1 1 amh aigua destil.lada.

- Solucid B: ? g de tartrat sodic-potdssic i 1 g de sulfat de coure
pentahidratat f{HercK), es dissoleren en 71 ml d7aigqua destit.lada |
s'afegiren 19 ml de MNaldH 1 M.

= Solycis Cr 1 wolym (2 mi} del peactiy de Folin-Ciocalteu {Merek)
fau diluit en 15 veolums (45 mlY J”aigua destil,.lada . Aquesta eolucid es
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prepard en el moment de 1‘andlisi,

= Frocesdimant

Les solucions del blanc, patrons i problemes es tractaren de 1a
seguent marnera:
A 1 ml d'aqueeste= spivcinns, s’ afeqgiren
- 0,7 ml de =20lucid A
- §'escalfd 2 56'C durant 10 min en un bany termostatitzat
- Es deiza refredar a temperatora ambient
- Sfafegiren 0,1 ml de solucic B
~ Es deixa 10 min & temperatura ambient
- Safegiren 3 m! de solycio C i = agiti ripidament, escalfant 2 50°C
durart 10 min
- Es deixa refredar a temperatura ambient t es ilegi | absorbincia a

é30 nm respecte &1 blanc en un espectirofotometre Hitachi 220 § o be
en un Cegil CE 292,

Les concentracions de Ivs mostres problema s="obtingueren  per
interpolacio dels valors dfabscrbancia enm l1a corba de calibratge,

cbtinguda a partir de les solucions patrﬁ.

2.5.3. Determinaci@ quantitativa de proteines pel metode de Bradtord

El métnde es basa en 8l desplagamant del mixim d‘absorbiancia d’una
solurid acida del colorant “Coomassie RBlue G-250" des de 445 a S%3 am
guan el reactiy s‘uneix a proteina (40). La diferencia d’abserbinciz és
lineal per a concentracions de proteina entre 1 @ 25 pa’/ml, Per 2 la
recta patrﬁ S RMpraren !—g1nhu1ina povina © §-Gb, Bio-Rad) o hé BSA

{Fraccio VY, Sipma) a diferents concentracions.

= Procediment

En wua wolum de 8500 F1 de tampd de disselucio de T3 mostra o
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d aigua destit.lada es prepararen diferents copcentracions de la
proteina-patre i de la mestra problema, i s’afegiren 204 pb del reactiv
de Bradford (Big-Rad). Al cap de 5 min ¢s mesurd |’absorbancia a 595 nm
en un especirofotdmetre Hitachi 220 B, Cary 219 o Cecil CE 292, La
linealitat es va mantenic durant | h, E1 procés es realitzi a temperatura
ambient. Totes 1ec mostres s anzlitzaren per duplicat.

Els avantatges del métode de Bradford sabre el de Lowry es paden
resumic ant
- fzcilitat del métode, manys reactius i temps d'assaig més curt
= octzhilitat del complex colorant-proteina
- menor nombre ¢’ interferéncies
= major sensibititat, ¢l que permet treballar amb concentracions de

proteina mes baixes.

2.4, DeterminaciG puantitativa do zinc en 17ADH de placenta humana per

espectrofotomelria dfabsarcid atomica

2.6.1. Tractament del material

Sempre gque fou possible es trebzlla amb material de p155ti:. Quan
fou de¢ wvidre, aquest no havia estat tractat amb dcid nitrac anteriarment
(313},

Tot e} material es tractd amb el detergent descontaminant d’ions
Ausilab 301 (Carlo Erba; al 0,5 ¥ Spswd durant un minim de 12 h.

fosteriorment, es renta renebidament azmb acrgua 'liovre de metalls.

2.6.2, Tractament de 1’aiqua i desl tampd

L zigua Iliere oJe melalls s‘obtingue a partir dzigua desicnitzada
Hilli-R Millipore Carp., Bedford, MA, E.U.A.), posteriorment tractada
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amb resina desmetal.litrant AG-501-X8 (Bio-Rad), Aquest darrer tractament
es feu afegint aproximadament 5 g de resina per cada 51 d7aigua,
deixant=ho en agitacid@ durant 4-5 h i decantant en acabar. La
conductivitat §inal de 17aigua aixi obtinguda fou de 0,45 pmho.

€1 tampo 1liyre de zinc, fosfat manossddic (Merck? 0,1 M, es prepara
and aigua tliure de metalls i fou ajustat a pH 7,5 amb HaOH (Merck) 1 H.
E} seu contingut en zinc s comprova per gspectrofgtometria oabsarcio
atomica, essent inferior a 0,03 ppm Zn (! ppm = } part per mili& = i
Pgwml}; El  tractament dei tampd amb resina quelant de metalls diualents
Chelex 104 (Bio-Rad} no disminui significativament &l contingut en zinc,
pel que decidirem ometre agquest tractament,

2.4.2, Tractament de 17enxim

¢80 w9 d'enzim pur, en 1 ml de tampﬁ Tris~HC1 0,1 M, pH &,5, e=
viren dialitzar enfropt de 250 m) de tampo tlrure de zinc, a 4"C, amb
quatre camrvis de tampd i un minim de dues hores de dialisi entre cadz
canvi, camrservant=se o] tampD de la darcera didliei (10 h). Els sacs de
dizlisi foren del tipus Viczking de 10 mm d”ampiadz (Medicell, RKegne Unit)
i havien estat preparats en aigua 1liure de metalls. La concentracid
d°enzim attiu es mesuri per determinacio de 1 actiwitat emzimatica & pH
10,8 en wna a!Tquota de 1 enzim dialitzat, utvlitzant etanol 0,3 M com &
substrat 1 consicerant una activitat especifica de 9,4 Usmg tveure
FED.2,1.8, i 1W.1,2.5.
Es raalitzaren 2 dilucions diferents de 1 enzim amb tampd de la
darrera diatisy (blanc), per tal d’abtenisr concentracions finals des de
0,a% ab fins a I,%&é nM,

Les mostres dfenzim | el tampo de 'a darrera dialisi es pipetejaren
dins de tubs Pyrex, de B mm de dismetre | 3,5 ml de capacitat, i s’hi
ategiren, lentament | escalfant a la +lama, 0,3 m! dficid nitric

concentrat  tMerck, maxim contingut en Zn: 0Q,0000Q05 %) per tal
g hidrolitzar tota 12 proteina present, S’arrasa a 1,5 ml amb tampo de ta

darcera dialisi.
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2.4.,4. Preparacid de les coluriaons-patrd de zinc

Com a patrons per a i3 recta de calibratge s‘empraren dissolucions
de clarur de zine (112 des de 0,05 ppm fimns a 1,25 ppm Zn, partint d'una
salucig mare de 1,000 ppm 2Zn  {Phaxe). Eis patrons | ¢} blanc es
prepararen  amb tampd 1liure de zine, afegint-hi dcid nitric en la mateixna
proporcid que en 8! tractament de !fenzim (veure 111.2.4.3.),

2,4.5, Estandaritzacia del metode amb ADH comercial de fetge de cauvall

Paratelament, ¢s realitzd la determinacid quantitatiua de zinc en
ADH de fetge de cavall (Sigma), que servi per & comprovar la sensibilitat
i fiabilitat del métpde emprat. El procediment seguit amb 13 mostra fou
el mateix que per a 1°ADH de placenta humana, Les concentracions d’'enzim
activ foren des de 0,45 nM fins 2 7,24 oM, | es determinaren emprant dos
métodes diferents:

-  Mesvra de 1“absorbancia a 2B0 nm, coneixent i coeficient
d'extincio molar a 280 am per a |“AGH de fetge de cavall, 3,7 % 16%
M=4.em=4 (300,

= Meeura de 1-activitat epzimdtica, zegens les condicione de Dalziel
(73 modificades <{tampd glicina-NalH 0,1 M, pH 10,0, MaD* 1,2 mHd, etanpl
8,2 mM) 1 ascymint una activitat especifica de 2 Usmg (13).

2.4.4, Mesura de 1 'gbsorcid atomica sn un espectrofolometre de flama

L apareil mtilitzat for un  espectrofotometre  Perkin-Elmer 703
{Perkin-Elmer, HNorwalk, CN, E.U.A.}, amb flama d‘aire-acetile, limparz de
2123, nm i "slit* de 0,7 nm. E1 flux d*aspiracid de la mostra g5 redut
fins a 0,8 mlfaspiracid per tal de ogastar el minim volum de mostra.
L aparell realitzd 3 lectures en cada aspirascio, essent el temps
g*inkegracid de 0,5 5. #nb aguestes condicions, el limil inferior de
sensibilitat g2 situl en 0,02 ppm de In,
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El tub d’aspiracid de la mostra es rentd entre mesures amb aigua
Miure de metalls. E£s mesuri per duplicat ] absarbancia de totes les
mostree i patrons respecte els blancs respectius. Es representaren les
absorbincies mitjanes  dels patrons a 213,% nm enfront de les
concentrarions de 32inc, ajustant-se 3 una Tecta pel métode deis minims
quadrats. Les cancentracions de zine de YPc mostres s‘obtingyeren per
interpolacid dels valors d‘absorbaEngia.

L*estequiometria molar es ralculi hasant-se en el pes molecolar de

1“ADH de plarenia humana,
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3, METODES ELECTROFQRETICS

- ol

3.i. Electroforesi en gel de mida

3.1.1, Electrotaoresi d“alt valtatoe

Leaplicacid de unltatges elevats en 17andlisi d7iscenzime permet
eacurcar els temps de separacid, | per tant, de difusid de ta mastra en
gl si del gel, awgmentant la resolucid de 'es bandes, Es cequi amb
eugeres modificagions el méicde de Bosron i col, ¢32) recollil en les
narmes de 1°0rganitzacio Mundial de 13 Salut ¢9,M,5,) per a 1 anilisi
gdels ispenzims de 1°ADH humana (227) i desenvolupat al Departament de
Bioquimica per Ferré (104, 107) i Spier (285).

3.1.1.1. Preparacid del motlle per al gel

Utilitzant 4 separadors de teflo de 2 mm de gruix, es construi un
motllo ¢3 x 120 ¥ 240 mm), directament sobre una plara de refrigeracic de
metacrilat dissenvada per Ferrd (10&). Préviament, la placa de
refrigeracid, els separadors i una placa de vidre, destinada a cobrir o
gel, s“havien netejat acuradament amb aigua, sabd, 2igus destil.lada i
hexd.

3.1.1.2. Preparacid del ge!

Es prepard un gel de midd del 13 3 <(ps/vd a partir d*una suspensid
gue conteniad
- 26 g midd hidrolitzat (Sigmad
- 98 mg MDY (Grade AAT, Sigma) (0,45 mn
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- 0,48 g TFrizs (20 mMD

- 32,7 mg E0OT& (0,5 mM)y, =51 &% tractavz d7una electroforesi per a
analitzar els isoenzims de 17ALOH

- digua destil.lada fins a yn wolum taotal de 200 ed?, ajustant a pH B,2
amb HC1 diluit, o hé a pH 7,4 amb icid grtofosédric diluit, csegons ss
tractés d una glectroforesi d isoenzims de 1°ADH o bé de 1“ALDH,

recpectivament,

Lz solucid® s’escatfa e un matras Kitasato (Pyrex) de I 1, pxposat
directament scbre la fiama, mentre <s7agitava ininterrompodament. La
splucid es va espessie gradualment, canviant d7yn aspecte 1letds 2 un de
més trancparant, i es retird del fog aixi que &5 tornd menys visgosa |

comengd a bpllir.

Tot seguit, el gel es desgasa er una trompa d’aigua derant 40 5
5'extengu5 per 1Yiaterior del motilo, cel.locant Yentament ena placa de
widre per  damunt i profyrant gque no et formeéssin bombolles d'aipre. £s
deixa reposar 1,5 h a temperatura ambient | despréz 2 h 2 4°C.

3.1.1.3. Prepara:iﬁ del tampo d'electroforesti

Fer a t‘electroforest 7 isogenzime da 1ADDM es prepararen 2 1 de
tampd Teis-HC! 0,3 M, pH 8,2, Per a 1°glectroforesi d’isoenzims de
1ALDH, el tampd fou Tris—fosfbric 0,2 M, EDTA 10 mM, pH 7,4, En ambdds

casos, el tampd es derxda refredar a 4°C.

3,1.1.4, éApliracid de lec mnetres

S‘aineca la placa de widere que cabria el gel 57eixugd la
superficie del gel amb paper de filtre. Mormalment, les butxaques per 2
ta introduccic de les mostres (10 mm d”ampladal ¢< feren en la zona mitja
det ge!, amb 17ajut d yna espatuia | un regle, deixant una separacid

dyns 3 mm eEntre elies. En @1 cas de 1 electroforesi dfisoengims de

~-128-



£ IFHl. MATERIALS I METODES ~
17ALDH, les butxagues es feren 5 cm més a prop del catode,

S“aplicaren 10 p1 de cada mosirs én papecs Whatman n® 3 ¢3 = 10 mmd,
#les quals s*introduiren dins de Ya butxaca correcponent amb 1 ajut d'unes
pinces. Les cubetes de 17equip Multiphopr 2117 LKB < ompliren amb el tampd
a 4°C, 1 1 en Y“3node i 1 1 en el citode, afegint 200 mg de MAD™ (Grade
AAl, Sipma) al tampo de la cubeta corresponent al citode, E1 gel =s
connectd a les curhetes per mitji de dos paperc Whatmzn n® 1 ¢104 « 253
mm) per electrode. Zeguidament, el gel s’eixuga amb paper de filtre i es
cobri amb uma 1imina transparent de PYC “Reynolon® (Inasa, fzurzun,
Mavarra) procurant no deixar bombolles d‘aire. El conjunt 25 cobri amb
una segona piaca refrigerant de vidre de 17equip Multiphor LXBY}, a2 mode
de capdwitx, connectada a 13 primera i & on banry refrigeralt d7aigoa
cireylant PRWC 50 {Savast Instruments, Inc., Hickewille, WY, E.U.A.}, que
contenia etanal (Panreacl al 1D ¥ {w/vw) & 4*C, Cobrint tet el sistemz, es

col.tord uwna tapa anticomdensacidl.
Els electrodes es connectaren a una fant g°alt voltatge 2197 (LKB}.

Les condicions limitants que es programaren en 17aparell foren:

Ualtatge = LU
Intensitat = &0 mAa
Putincia = A0 1

Les condicions reals d'electroforesi foren:

Ualtatge = EFURY
Intensitat = 23-335 ma
Poténcia = 15-25 w

E1 tempz dfelectrcforesi fou de &-7 h per als isoenzims de 1°ADH, &
de § h per als i1soenzims de 1°ALDH.
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3.1.1.9. Tincid del ge} per actiujlat snzimakica

La tincid del gel es realitzd per actiwitat enzimitica, essent
pepecifica per a diferents deshidrogenases MaD ¥ ~depenents, segons 2l
tipus de scubstrat emprat., Aquest metode permete 1 amalisi dels icoenzims
de 17a40H | 1°ALDH en homogenat de teixit sence necessitat de purificacio

previa.

Un «c¢op acabada 1’electroforsesi, ec decgonnecti Ta font de uoltatge
el gel es col.loca en una superficie Tlisa, on es dividi lengitudinaiment
en dues timines daproximadament 1,5 mm de gruix, mitjangant un tallader
Buchlesr 3-1082 <{Buchler Instruments, Fort Lee, MJ, E.U.A.} que permet
reqular el gruix del tall.

La timeio es realitzd sempre a 45°C, 1levat del cas dels izoenzims
termotibils de 17ALDH (weure 1V,2,d4,2, La solucid tenvidara consistiz en
S00 ml de  tampo Tris-HC1 50 mHi, pH E,&, normalment escalfat a 43 "€, al
que s afeqiren 200 mg de Nab ¥ (Grade #A1, Sigmar, 100 mg de HBT (Sigmad

(Fig, tFar 0 7 mg de PM% (Sigma} (Fig. 17bt. Es coi.locaren 250 ml
d’aquesta solucid en un recipient de plistic i els 250 ml restants em un
alire, afegint 3 cadascun uma de les 13mires del gel i el volum de
subsirat carrespanent. Eis recipients ec taparen herpeticament

s*incubaren en wn bany termostatitzat a2 45"°C {a 20"C, en el cas dels
iscenzims termolabils de 1*aLDHY, en abséncia de }hum, durant un temps
que ascil.li entre 2 i 45 min, depenent del tipus de substrat it de 12
intencitat desitjada de les handes. La Lincid s aturd per decantat de la
splucio tenyidora 1 rentat amb aigua durant 5 min. Agque<t rentat det gel
etimina parcialment la tinci@ inespecifica de fons. Després, el gel es
rentd nAovament amb  aigua | es conservi dins d’um recipient de plistic,
protegit de a 1lem amb paper d'aleminiy a 4°C.

E1 4onament de 13 tincid es el seguent: E1 poder reductor, generat
al transformac—se 21 MADY en MADH + H* per accid enzimitica, s’accbia al
MBT, 9que &5 wyn acceptor delactronse. bLa sal de tetrzzoli es reduida zl

sen  formazan, substinciz de color blau fosc i insoluble gque precipita en
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les  zones del gel on eg troeba 17erzim., E1 PHS actwa <om 2 un

tranzportador d'elecirans que accelera la reaccic anterior (Fig. 17c).

En Jes incubacions 2 temps llarg de mostres d'homogenat o fraccions
parciatmet purificades, aparegueren ademés bandes cerresponents als
isoenzims de ta LOH, malt abundant en placenta. Aixs fou deqult al
substral endogen gue conté 1°“homogenat (weure TII.Z.1.5.1.), L addici& de
A6 mg de piryvat sddic (Sigma) (11 m) o bf $20 mg d’oxalat potassic
{(Flukad (20 mM) per cada 230 m} de solucid tenridora inhibi 1/aparicid de
les bandes de L1DH €139, 173, evitant aix/ paossibles confusions en

1“assigracid de les bandes,

- Tincid dels izoenzims de Tes claczes I ¢ 77 de 174BH

Quan es treballda amh homogenats de fetge es realiltzid una tincio
ecpecifica per 2ls isoenzims ancmenats catadics fen les condicions de pH
emprades en  1°electroforesi). A la solucid tenridora s'hi afegi 1 ml
d‘etannol  abcoiut per cada 230 ml (4% mM) com a cubstrat de 1°ADH,. La

tincid es realitza a 45'C.

- Tincie dele iscenzime de 1z classe 111 de 1°4DH

La wisualitzzeid de 1a X-ADH en 3a part znddica dels gels es
realitza amb 2 m! de peatanal per cada 250 m) de solucid tenyidora (74
m43, La tingic s realitza a 45°C,

~ Tincid dels isoenzims de 1 ALDH

La tincid es realitzi  amb propanal recent destgl.lat (veurs
IIT.1.5.2.0. & 111.1.1.2.2.%, #1 qual es va dissoldre en uwna proporcia oe
2 ml per cada 230 ml de eolucid tenyidora (111 mM), E1 pH d aquesta
barrefa {ou ajustat de nou amb MNaOH diluit, préviament a 172ddicia dels
reactiye especifice de ia tincid, Ademds, s'afegirea 100 p1 duna salucid
de 4-metilpirazole 30 mM per cada 230 ml, per tal drevitar }-aparicid de
les bandes :atadiQUE5 de 1°ADH, Sempre gque fou possible es realitzd una
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tincic amb piruvat {11 mM) i una altra sense, per les raans exposades z
IW.2.4. En alguna ccasid, també s utilitzia tampd pirofosfat sodic 50 nmM,
ajustat a pH 8,8 amb acid ortafosforic diluit, en 1ioc de Tris (veure
i11.2.1.2.), no ebservant-se cap difer®ncia. La tingid es realitza a dues
temperatures diferents, 20*C 1 453"C, per tal de visualitzar els iscenzims
termelabils de 17/ALDH {veure IV.2Z2.4.).

-~ Tincid dels icoenzims de l1a LDH

La tincid, wmolt rdpida (2 mind, es realitza afegint 402 mg de
DL-lactat sadic <¢Fluka) per cada 290 ml de solucid temridora. Buan
s’empri 3cid DL-13ctic (Sigma) (0,5 ml per cadz 230 ml2 £’ajustd de nau
el pH a 8,4,

3.1.2. Electroforesi de baix woltatose

fs wva seguir el métode de Li i Magnes €175}, modificat per Parée i
Vallee (23%.

- Preparacio dgel motllo per al gel

E' motlle per 2l gel fou de metacrilat (Buchler}, de dimensions 5 =
125 x 290 mm, netejant-se previament €)s seus camponents tal com s’ indica
a I171.3.1.4.1,

- Preparacio_del gqe]

E* gel, ds1 13 X fpsul en midd, es prepari com es descrid a
111.3.,1.5.2., pera adequant Tes quantitals dels reartivs 2 les dimensions
gel motllo:

- &0 g midé hidrolitzat
1,4 g MAD  (Grade &A1, Sigmal (0,9 mM)
1,51 g Fris (23 mMd
= aigua destil.lada fins a wn volum total de 430 ml, ajustant a pH &,4
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amb HC1 diluit

Lz szotucid s escalfl en un matriz de Kptasato (Pryrexd de 2 1 de
capaci tat.

- Preparacid del tampd dfelecteroforesi

Es prepard 1 1 de tampo Tris-HC! 0,3 M, pH 8,5, que &5 deixi

refredar a 49"'C.

- @plicacia de les mostres

Es retira Jz pinta metal . Vica formadorz de butzagques, de la qual ve
provist el motllo, 1 s aplicaren 27 91 dé¢ cada mostra en les Dut«=aques
centrals del gel, procurant evitar la difusid d'uma a 17altry, Les
butxagues es segellaren amb vaselina calenta i es connectaren els extrems
del gel 2 cada una de Yes curhetes dets electrades amb wn paper de filtre
Jobtegat,

L“electroforesi eos reazlitzd en pogicid horitzontal, a 230 U, durant

1&-17 h, dins wuna cambrz 4reda a 4°C, eszent la font def vpltatge
17g1imentador Atom 302 {Atom 5.4, Barcelonad,

3.2. Electroforesi en ne] de paliacrilamida_amb SD5

L*electroforeai  vertical discontinua en g¢l de pollacrilamida amb s
detergent dodecil sulfat sddic (505) es basay en e! mBtode descrit per
Leber i Oasborn £323) | meodificat per Laemmti (1BB}, que permet ¢l cilcu!
de! pes malecular de Tes subunitats, a 'a vegada que ent dana informacino

sghre V3 puresa de 17eénzim.
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2.2.1. PregaraciE de 1es solucians

En totes tes solucions emprades per a la preparacid del gel es va
utilitzar aigua desionitzada Milli-R, de conductivitat inferior a1 thu.
La composicid de les salucions va ser la seguent:

-~ Solucid & facrilamida)
— acrilamida {Eastman KWodak Co., Rochester, WY, E.U.A.F 30 4 (pfud
- bis-acritmida ‘Merck) 0,8 ¥ {p ud

S‘afeqi carbd activ {Merck) i s“agiti durant 1-3 h, ultrafilltrant-se
dewpres a través d'una membrana Whatman de 0,2 pm en un tiltre Sartoriuvs

{Sartoriuve GmbH, Gottingen, R.F.ALD,

Solucid B (tampd del gel superior o “stacking get")
- Tris=HEl 0,5 M, 503 {Cambrian, Croydon, Fegne Unitd 0,4 ¥ {(psu), pH
&, 8.

Solucid € (tampd del gel inferior)
— Tris-HET 1,5 M, 505 0,4 X {pfud, pH 8,8,

- Tampd de les cubetes o d'elycid
- 1 1 de Tris=HC1 25 mtd, glicina 0,2 M i SDS 0,1 ¥ {p/u>, pH 8,4,

- Tampd d‘aplicacic de 1e3 mostres
- Blicerol {(farreacy 10 X fusud | S5BS 3 X {psud, Trig=-HC1 40 mM,
Zemercaptoetangl Merckd 3 ¥ (w/vld §oun 2 ¥ (wfvd d'una solucio de

blau de bromaotenel (Carlo Erba) al 0,1 ¥ {pfur, pH &,8, que 2ns
permete seguir l'evolucid de 17electroforesi.

3.2.7. Preparacid de les pilanues

Les dues plagues de widee (170 x 215 amm), separadors | pinta

formadora de but:agues (1 mm de gryix} es netejaren acuradament amb sigua
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i eabd, aigua destil.lada, | hexi o aretona. Entre les plaques Bs
col.iocsren els separadors de I mm de gruix i es mantingueren unides
mitrangant unes pinces, Normalment, les unions laterale es segellaren amb
AQaraosa tBio=-Rad) al 1=1,8 % f{pAfv), Seguidament, les plaques es
tol.locaren en posicid vertical damunt d’una base de metacrilat,

3.2.3. Preparacid dels gels

Els wvolums que s“ecmenten a continuacid foren catculats per 2 un gel

de | mm de gruix.

- fel segellador de Fa bage (27,5 ¥ d°acrilamidal
13 ml de solucio A, 3 ml de sotucid C, 40 pT de TEMED {Merck) i 150

F1 d'una solucio de persulfat amonic {Merck? al 10 ¥ «p/fud, preparada al
moment, €3 barrejaren en un vas d# precipitats @ s‘afegiren per entremig
de les duees plagues. Les wnions laterals tamhd es poden segellar
afegint—hi aquesta barreja smb  una pipeta Paszsteur. Uma wegada
polimeritzat e1 gel, es separi la base amb molta cura i es cnmprnui

1“estanque’itat del matllo amb aigua desionitzrada.

- Gel inferior 11 X d“acrilamidal

2.7 ml de solucid A, 4, ml de splucio C, 11,9 ml d’aigua
desionitzada, 30 pl  de TEMED i 300 pl d’una solucid de persulfat amdnic
al 10 ¥ (pA/v) es barrejaren i safegiren igualment entre los dyes plagques
perfectament  segques fins a3 uns 4 cm del sey  egsltrem  cuperior. A
cnntinuaciﬁ, 5*afﬂgf isobutanal formant una capa fina damuent del gel, per
tal dfaconseguic wna discontinuitat uniforme entre els gels inferror i
cuperior. Una vegada palimeritzat el gel, s eixuga |°isobutanal i 1 aigua

cohrant.

- kel zuperior (4,5 3 d'acrilamidal

1,B ml de salucib A, 3 ml de salucid B, & m! d'aiguas desionitzada,
15 pt de TEMED 1 1350 pl de la cplucid de persulfat ambnic al 10 X {p/u)

es barrejaren i s’afegiren damunt del gel inferior Ja poalimeritzat. Tot
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seguit < introdul 1a pinta formadora de butxaques de 1 mm de gruix,
procurant desplagar les bombolles d7atre gque es formessin,

El gel es canserva entremig de les plagues, tapant l1a part superior
amb  Parafilm "M" f{pmerican Can Cp.; Greenwich, CT, E.U.A.7 @ taolt el
conjunt d4mb  paper d'alumini, deixant-=! duramrt 12 h a temperatura
ambient.

3.2.4. Preparacid de les protrines-patrao

Les proteines-paird es prepararen a una concentracid de 2 mgsm!
d*aigua destil,lada i s rconservaren a -40"C. Quan foren emprades, e5
dituiren amb aigea destil.lada de farma que la concentracid final fds lz
indiczda en 1z seccid 1§1.3.2.5. Les proteines més utilitzades i els Seus
pesos malecdalars foren: Lisozim, 14.700 dalton; Inhibidor de ta tripsina,
21.000; @Anhidrasa carbdnica, 30.000; Oucalbimina, 43.000; Albdmina de
Gerum bowi, &8.000; | Fosforilasa b, 70.000: totes elles subministrades
per Sigma.

3.2.9., aplicacit de les mostres

Es reticd la pinta formadora de butxaques, e= col.lacaren les
plagques amb o1 gel en les cubetes i g5 segellaren les unians amb agarosa.
La tubeta superigr < omplit amb  tampd delucid i es comprovaren 1es
possibles pérdues. A continuacid s'emplT la cubeta inferior,

Previament, 23 p) de mostra o de patrd s havien barrejat amb 23 p
de tampd d'aplicacid de leés mostres. B agquesta barrejs te n’aplicaren 23
P' éen la seva butxaca correcpanent, amb 173jut d7und micraoxeringa
Hamilton, de tal forma <que Yz quantitat de proteina aplicada fos al
woltant de 25 Fg  per a Ta tincid amb Coomassie Blue i de 1 pg per a la
tincid amb sals de plata,

iLes ctubetes es connectaren a una font de voltatge Atom 302, ambk tes
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cegients condicions:

- 100 M, durant la migracid de la mostra a traveés del gei superior, fins
arribar al gel inferior Caproximadament 30 mine.
- 200 M\, durant la migracid de !z mostra a travéz del get tnferior, fins

arribar 21 gel segellader de 1z base faproximadament 3 k.

3.2.4, Tincid del orl per praoteina

Acabada 1'electrofaoresi, 21 gel &2 separa de les plagees de widree
utilitzant gyants de plistic i &5 tenyiren les bandes de proteiing per un
dels <cegients metodes, segons la guantitat de proteina present | la

sensibilrtat desitiada,

3.7.4.1. Tincio amb Coomassie Elye

E1 gel es wa submergir successivament en lec segients colucions:

- Splucio tenyidocar Coomaszzie Brilliaat Blye R=250 (Sigma) 9,1 %
{pred, etanol (Papreac) 25 % dudud i acid agetic {FPanreacy 10 ¥ {uiv}
en xigya desianitrada.

El gel es deixd en 250 m] d”zquesta zolucid z 37°C durant t2 h,

- Solucio destenyidorar Etancl 20 % ¢wroY i Icid acetie § % {uw/ul en
gigua desionitzads,

El gel es rentd repetidament en aquests solucid, amb agitacid svaw,
fins que el fons queda transparent. Finalment, e gel es deixd en
solucid d’acid acétic al 8 % (wivd.

3.2.6.2. Tincig amb sals de plata

El métode de tincid amb =sals de plata piata Bio-Rad, bszat en el
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metade de Merril i col. (223 i descrit en 21 "Rio=-Ragd Technical Bulletin
Mirs g2-108%" <223, permet realitzzr tincions de proteiina  amb  una
sensibifitat de 10 a 358 wvegadez més gran que 13 tincid ambh Coomassie
Bluye, constitutnt un criteri de puresa molt mes eateicte,

Tot el proces de tincid es realitzi eBn una safata de vidre | a
temperatura ambient, EY gel v& ©sser sotmés de mamera seqiencial, durant

els temps indicats, 3 les seguents solucians:
-~ Fixacio

- Metano! (Panreac) 40 ¥ (uwsud | 3cid acetic (Pamreac) §0 ¥ {usu) en
diqua desionitrada, en dps rentats de 30 min cada un,
- Etanol {(Panreac) i0 ¥ {wfud i acid ac%tic 3 % (@ vl en aigua

desionitzada, duramt 12 hy i decprés, 4 rentate de 30 min cada un.
Acabada va Fizacid, el gel e5 rentd dos cops amb aigua destonitiada,
- Tincig

- Oxzidant tBio-Rad} 10 ¥ (w/v), constiteit per dicromat potdssic | acid
nrtric, durant 5 min i agitant ¥leugerament. Després e5 rentad 3 cops
amb aigua desionitzada durant un total de 13 min.

- Reactiu de plata (Bio-Rad) 10 X (w/ul, constitait per nitrat de
plata, durant 20 min an agitacid suvau. Es renta amb aigua
desionitzada durant 1 mrn,

- Revelador (Bio-Rad} 3,2 ¥ (pA/w), conctiturit per carbonat sodic |
paraformaidehid, en dos rentats, un de 30 s § 17altre de 0 min, el
primer amh agitacid constant, Despres es renta amb un now valum de
revelador fins que les bandes waren adquirier la intensrtat desitjada.

- Salucig d"atur, formads per acid acétic (Panreac) S5 % (v/ur, durant 5

min, Es rentd dues vagades ambh 3igua desionitzada.
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5.2.7. bPetermipacid de] pes molecular de les proteines

Es repreﬁenti el ‘ltogaritme del pes molecular de les proteines-patrd
{0 de les seves csubunitats en cas de ser owligdmers) enfront de la
mobilitat electroforética {(Rf), obtenint-s¢ una recta de calibratge. El
pes maiecular de les subunitats dels enzims problema SADH 1 ALDH)

s'obtingué de 1a interpolacic dels seus RY.

3.3, Electrofocalitzacid analitica en gels uitratins de_poliacrilamida

E'electrofocalitzacio permet separar les probeines segons els seus
punts isoel®ctrics al llarg d’un qradient estable de pH, format gricies a
sybetdncise  anomenades  amfdlits. En  aquest  treball  s’utilitzi
1'electrofocalitzacid analitica en gels de poliacrilamida de 0,2 mm,
Aquesta técmica proporziond el punt isoeifctric dels enzims pbjecte

d'estudr a 1a vegada que va coastituir un nou coiteri de pyresa.

3.3.!. Preparacid de |'acrilamida

La composicid de la solucid va ser la segient:
- acrilamida {Eastman Kodak} 29,1 ¥ (p-/v]
- bis=acrilamida ‘Merck) 0,7 ¥ (psfvi

Sfarrasd a 100 ml amb aigua desionitzada. La solucid a5 tragtd com
s’indicta a 1§1.3,2.1. Es conservd 2 4°C durant ur mixim de dues setmanes.

4.3.7. Preparacid de 1ers nlagues de vidree

Per a Ta dormacio del gel de paliacrilamida de 0,2 mm S @MprA un
motllo Uitromauld 2217-200 (LKBY, ceguint les ecpecificacions de lz casa
comercial (210).
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Les plagques d¢ widre de 1*Wtromould es rentaren acuradament amb
aigwa, sabd i aigua destil.fada, sixugant-zs amh un mocador de paper. Efs
tractaments gque sequeizen facilitaren la separacid | manipultacid del gel
una wegqads acabada !7electrofocalitzacid, La placs més curka es mullid amb
2 ml d una solucid de dimetildiclerasild al X fpful en
l,4,i-tricloroeti (Repet-Silane, LKBY, gacampant-za par tota la
superficie amb un mocador de paper. Ec deixd awcecar i es rentd amh aigua
destil.lada. Lz placa mes 1larga es myiid ambp ynes golteg d'aigua
destil.lada 1 s=7"hi wa extendre un fyll de zuport plastic (Gel Bond PAG
Film, LHKB)Y amb la seva cara hideofflica cap amunt, procurant eliminar

qualsevo] bombolla d7aire entre el supgrt © l1a placa.

Sranivelld el suport metal.lic de 17Ultromoutd de formz gue quedés
perfectament horitzental 1 2"hi col.lecaren la placa 1iarga amb &l suport
pliatic adherit, 1“pzpaizdor de 0,2 mm de gewix © les guies de plastic,
La placa curta es deix3i preparada, omb 1z cara tractada amb Repel-Silane
cap avall, em la part no foradada de 1 espaiador,

3.3.3., Preparacic del nel

El gel 4110 x 245 mm) es prepard a una temperatera de 20°C. Per 4 un
gel de 0,2 mn de gruix, s"afegiren & un vas de precipitats: 2,9 m} de la
selucig od'acrilamida, 0,75 wml de &mpholine 1809 <LKB) per al rang de pH
3,9=-10,0 i 4,0 m] d'aigua desionitzada. La barreja es desgacd durant 3
min en un matris de Kitacata de 100 mi. Ee pzesd novament a un vas de
precipitats de 10 ml, on s‘afegiren 7?0 FI de parsultat amonic al {0 ¥
{gsv), preparat al momenk, 1 10 F1 de TEMED, agitamt-se suaument,

Tot seguit, 13 solucid 5’ abock per sobre de la placa 1larga comengant
per  1Textrem proper a la placs curta, Ta qusl 5*ani decplagant al mateix
temps per sobre del get entre Yes quies, procurant no deixar formar cap
bombolla d’aire. La polimeritzacid del gel es produi en | h a Z0°C.
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3.3.4, FPreparacid de 1 aparell d'electirofocalitzacio

S‘empry el =istema Myltiphor 2117 {L¥BY, La placa refrigerant es
connectd 3 un bany refrigerat d'aigua circulant RUC 50, a 4'C, des de 1 h

abans d imiciar 1"electrofocalitzacis,

Es wa extendre un full de paper milimetrat especiat LKB (per 2 ajudar
posteriorment a Ja correcta situacic dels electrodes i de les mostres
dament del gel) per scbre de 1a placa refrigerant, afegint unes gotes de
querosé per les dues cares del paper | procurant #liminar gualseuvo!
bombolla d*aire. A continvacid, es col.lacd al damynt el suport plastic
amb e} ge! de poliacrilamiga adherit, wvigilant tambe i3 formacio de

bomballes.

Es oprepararen 2 electrodes de paper (4 x 290 mm) amb D grutxes de
paper Whatman n* 3 i es mullaren amb 3cid ortofosforic (Panreag) } M,
1“angde, | hidrdeid sddic {Merek) { M, el chtode. Els electrodes de paper
g5 Col,1ocaren damunt del gel, seguint el mode? del paper milimetrat, i
es tallaren ele seus gxtrems de tal forma que aquests no sortissin del
gel £334).

Ee col.loca la tapa amb ele electrodes per z 1'ap1icaciﬁrd‘un camp
eleéctric transversal al gel, &1 que permeté 17aplicacio simultinia de
fins a 15 mostres, Els electiroges 25 connectaren a una font dralt
voltatge 25197 (LKB). El1 ge! es va cotmetra 3 un “"pre-running" de 30 min
per tal dfestablir ¢! gradiemt de pH préviament a VCaplicacid de les
mostres.

tes condicions {imitants que 25 programacen en 1°aparel) foren:

- VUnltatge = 1500 W
- tntensitat = 30 mt
- Poténcia = 19 w
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3.3.5. Aplicacid de les mostres

Després del  *pre-running” es  col.tocaren retalls de 5 x 10 mm de
paper adsorbent especial (LKE) damunt del! gel, deizant uma separacio de 5
mm entre ells, S57aplicaren 20 p1 de mostra directament damunt de cada
paper amb 1 ajut d'una pipeta automatica.

Ez connectaren novament els electrodes durant 1,2 b, &n les mateixes
condicions anteriors, controlant els parametres electrics cada §i9 min.

3.3.4. Determinacio del gradient de pH. C3ilcul de?! punt isoelectric

Per a la determinacid del gradient de pH es varen emprar els dos

metodes gue s‘indiguen a continuacid.

3.%.4.1. Elecirode de nH de superficie

Acabada 1 electrofocalitzacid, es mesurd  immediatament el pH "im
situ", directament sobre la superficie del gel | a 1a mateixa temperatura
de l’electrofocalitzacid, S'empria wun electrode de pH de superiicie
2117-111 (LEB) acoblat z up pHmetre digital Methrom 432 (Metrom, Herisau,
Syissa), gue permeté mesurar et pH en intervals de pors milimetres.

L'electrofocalitzarid es continuz 10-13  min mes per tal de
contrarrestar 12 possible difusid de les bandes durant la mesura del pH.

3.3.6.2. Redissplucid de ] "amfolit

S’agafa wuna porcio central de! gel, des de I'Snode fine al ciatode, |
es talla en 18 quadrats de 5 x 5 mm, utlitzant tisores i paper milimetrat
coh a4 4uia, Cada trds de gel es col.lecd ding d'un Eppendorf, numerats
de! 1 al 18, que contenien 0,7 m! d'aigua destil.lada. ET pH ecs mesura al
cap de 12 h, mitjangant un electrode de pH de diametre petit. Aguest
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metode &% més imprecias i s'utilitzi solament quan no es disposa

d*electrode de superflie.

3.3.4.3, Calcwl del punt isgelfctric

Es representd el pH enfront de la distincia mesurada des del catede.
El punt isceléctric de 174DH i 1°ALDH s obtingué per interpolaci& de les

distancies de les seves bandes respectives al citode.

2.3.7, Tincig del get

L apticacio duna mateixa mostra per duplicat en diferents parts del
gel permeté 1a seua Lipcid simuttdnia per activitat enzimitica | per
proteina, fent palée »! zeu grau ds puresa, .

Per a 'z tincio per activitat, es segui el mateix procediment descrit
& IT1.3.0.1.5. per als gels de midg.

Fer 2 la tincid per proteina, s’emprd la tincid amb sals de plata per
ser meés sensible, segons es descriv z II1.3.2.4.2. perd amb |leugeres
varrants,

- fbans del procéds de Fixacid normal, €1 gel, adherit eacara al

suport plﬁstic, 5 tractd successivament amb les seguents solucions per

tal d“eiiminar les restes d'amfdlits (223

= 1] Matanal CFanreac) 30 X Cwiul, irid tricloroacstic tPanreach 10 X%
tpsud, acid sulfosabicilic (Sigma? 3,5 ¥ (p/u) en aigua desionitzada
durant 1 k.

- 2) Metanol 30 ¥ Cu/y) i acid tricloroacetic 12 % fu/ud en aigua
desionitzada durant un minim de 8 h | varis canvis,

- 33 Fixacig, tal com s'explica & II1.3.2.4.2.
- Per a la tincid, ss sEquiren les esperificacions donades per als

gels de gruix inferior a2 0,5 mm, perd temint en compte que 21 gel recta
adherit 2 un suport plastic (22) fveyre també JI1.3.2.4.2.). Ei gel es
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tractd successivament amb les segients solucions:

= 1Y Deidant: 3 min, seguil de Z rentats amb aigua desionitzadz durant unm
tatal de §i0 min,

= 2} Reactiu de nlata: |5 min, sequit d”un rentat amb aigua desionitzada
durant I min,

= 3) Revelador: Tat com as descriu a 111,.3,2,4.2,

3.4, Fotpgrafia delc gels

Els gels tenyits waren ser fotografiats tan aviat com fou possible
amb wna Polaroid HP-9 Land Camera <Polaroid Cerp., Cambridge, MA,
E.LAGY, emprant un transil.leminador com a font de YTtum. Per ale gels de
midd s’empri zdemes i1.luminzcio directa amb focus.

S’empraren dos tipus de pel.liculas

= Pel,l7icula Polareid Trpe &40 (Positive/Megative Black & White
tand Film)., Generalment, el diafragma es situd a 14, essent &1 temps
d*exposicid de 1 5. E1 temps de revelat fou de 30 5. E! pocitiu ec fixa
immediatament. E1 negatiu es renltd exhaustivament amb aiqus i desprds amb
sulfit eBdic al 12 ¥ d{pfy). Es tracth amb humectador fNegra (Negra
Industirial §.A,., Barcelonal i es deixl zssecar,

- Pet.ticulaz Agfa LITH f{Agfa-Gevaert, Leverkusen, R.F.A.), que
permet  teebaliar amb 1lum vermella, E1 negatiu s adapti 2 un zzssis de 1a
camgra Polaroid. Generalment, el diafragma es situd a 14, essent el temps
d'exposicio de 25 s, controlat per un temporitzador connectat al sistema
d’il.uminaci®d. E1 negatiu es deix3d 2 min en splucid de revelador MNegra
P-121 a1 10 ¥ fw/w) preparat recentment, 30 s en zolucid d°atur (acid
acetic al 5 ¥, v/v) i un minim de 30 = en fizador Negra N-FIX 172 al i0 %
tv/v), Es rentd amb aigua, es mulld  amb humectagor Megra i es deixa
45SECAlr .,

ta fotografia es positivd en paper Agf: n® 5 UTtradur LITH, per

il.luminacid suau & traves d'un vidre que fixd #) negatiu. E1 procés de
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revetat fau ef mateix que per als negatiys, rentant-se només amb aigua.

Per a fotograties de mes gqualitat s'empri una camera Pentax, amb

tripade, provista de pel.)Tcula Agfa PAN 25.

2.5. LConservaci§ dels gels

Ele gels de midd es fixaren amb una £olycid conctituida per metannl
45 ¥ {wswd 0 acid acktic 10 M fwAYd gn oaigua destil.lada 1 oes conservaren
Bn hosses de plastic segellades, en abséncia de 1lum i 2 4°C,

Els gels de poliacrilamida wmés gruixuts es conservaren amb uns
milivitres d aigua destil.bada dins de bosses de plastic segellades, en
abckncia de 1ium i 2 temperatura ambient, Els gels de poliacrilamida mes
prims cimplement e& deixaren azssecar & 1*aire, adherits al  cuport
p1istit.
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4, HETODES ESPECTIALS

4,1, Fracciconament subced.tular

La mzjoria dels teixits humans només poden estudiar-se en profunditat
en mostres exiretes gper autdpsia, de 24 2 48 h després de 1a mort ds
1“individu. Aixd comportaz que o1 teixit a estudiar ha sofert ja QreLs

alterarions en les sayes estructures ticselzrs | cel.lularse.

La placenta s I‘unic drgan huma que pot #sser processat | analitzat
poc  temps després de deixar d’esser fupcional, el gue permet estudiar en
imti11orables condicions aspectes com el de 1a distribucid subcel.lular
dels entims,

4.1.1. Obtencio del teixit per_al fraccionament

Lez ptacentes etz wvaren processar al cap de 1 h del part; svitant en
qualeevol cCas uma congelacid prEvia que pnguEE dan¥ar les estructures

intracel . lulars fveure III.1.32.0.

4.1.2. Homogepitiscid isoionica del teixit

20 g de placenta es netejaren de beixit conmectiu, tal com = explica
a IIl.1.4,1, i es rentaren amb 20 m] de tampd isotdnic a 4°C, que
contenta sSacardsa  {HMerck) 0,23 H, Triz 3 mH, EDTA 1 mM, DTT 1 mM, a pH
7,4, eliminant en el possible 1a zang. El 1iquid del rentat es decanta i

] teixit ec trosceajd minucinsament amb ticarec.

S'ategiren 20 ml del tampo isotonic a 4°C i s homagenitra manuaiment

-144-



20 g de placenta

1

]

Homopenitzacid en Potter-Llveh jem

(1:1 { p/ v ) &n tampd isotdnic )

HOHMOGENAT filerat

94 w o, 10 min

N

scdiaent

+10 ml
tamni
isgrondc

]

fraccid nuclear [N}

Sediment

sobrenedanc {E)

20,384 =, 10 min

N

sobrenedant

+10 ml
Czmod
isctanic 1C6.000 = 2,
60 min
(raccid mitecondrial (M)
gcediaent dobhrenedant

[raccid citosalica {5}

15,6 ml
Eampe
isoonic

fraccid microsomal (P}

FIcika 18 Esguema del fraccignament subcel.lular en mostres

de placontsa,



A 111, MATERIALS 1 METOCES /

eri un homogehitzador Potter-Elvehjem de 30 ml amb pistd de teflo, per tal
d'gvitar el trencament dels orginuls subcel.lutars. L homogenat wa ésser
Filtrat 2 trzuvés de 4 capes de passa quirdrgica (145, 1&1) per tal
d’eliminar les resktes de teixit connectiu, €1 gue permeté realitzar
posteriorment mesures d activitat enzimatica en la fraccid nuclear, Tot

el proces es realitzd en bany de oel.

4,1.3, Centrifuqacid diferencial

Un esquema de les diferents centrifugacions efectuades apareiz ep la
Fig. 8. L homogenat es centrifugi 3 734 x g dyrant 10 min a 9*C
{centrifugadora Sarvall RC-58, 2.5990 r,p.m. 3mb el rotor $5-34, tubs de
palipropilé de &40 ml». El zediment es wa resuspendre, mitjangant un
Potter-Etwvehjem, en 0 ml de tampd isotonic a 4*C, anomenant-se fraccid

ruclear (M), segons la nomenclatura de de Tuve 1 cal. (750,

E1l sobrenedant, anomenal extracte citoplzsmitic (E}, es centrifugh a
20.%89 x g durant 0 min 2 4°C (centrifugadara Sorvall) RC-5B, 13.0G0
r.p.m. amb el rotor 53-34, tubs de pelipropilé de 40 ml), per tal
d*assepgurar Ja sedimentacid de tots els mitacondris. E} nou sobrenedant
es decantd acuradament | es guardd. E]  sediment 3 wva resuspendre
lentament en 18 mil de tampd isotonic a 4'C, repetint Ja centriiugatis a
20.384 x g. El sediment {inal, bBlanguinds, es va resuspendre en 10 ml de
tampo  isotdnic 1 sfanomend fraccid mitocondrial (M), Els sobrenedants es
centrifugaren  separadament a  10&A.000 9 x g durant S0 mim a 4°'C
(ultracentrifugadora preparativa Beckman L8=70, Bec¥man lnstruments,
Ine., Palo alite, CA, E.L.A., 32.000 r.p.m, amb el rotor basculant S-&0,
tubs de polial.idmer de 4,3 m1), Els sediments, rosats, es varen reunir i
resuspendre en 15,4 mb de tampa isntanic, anomenant-se fraccid microsomal
!P)., El¢ sobrenedants reunits constituiren 1a fraccid citosolica (5)
tFig. 183,

Es waren agafar aliquotes de totes les fraccions i S waren conservar
a 4'C, acsajant-se dirtre de 1es hores seglients. Algunes €s varen

congelar a —40°C per & la determinacid de proteines.
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4,1.4, Mesura de 1’activitat enzimatica

Les aliquotes foren tractades amb o] detergent ng idnic Triton X=-100
1 ¥ dp/vy <Serva p.a,, Heidelberg, R.F.A.}, immediatament abans de la
mesura de les zctivitats enzimatiques ¢excepte en @1 cas de 17ADH), per
tal d'alliberar les fraccions d'enzimm ocluides o unides a mambranes
(3tgy.

L activitat ADH o5 mesurd tal com es descriv a II7.2,1.5. Lfactivitat
ALDH BS  MESUra  Segons es descriuoa Lil.2.1.,2., a alta i baixa
corcentracid  de propanal . S ateqgi  ademés rotenona 2 pM  (wewre
I17,1,1.2.4,2 per tal dfirhibkir Ta MNADH oxidasa mitocondrial, evitant
aixi la reoxidactd del MADH produit <305},

4,.1.4.1, HMesvra de P activitat d’'enzims marcadars de Tes fraccions

subrce b, lulars

Tots els aszajog es varen realitzar en tampd fosfat monopntassic-KOH
CPanrgacy S0 mM, pH 7,5, i a Z3"C (3837,

- Lactat deshidrogenaza C(LOMY (EC §.1.1.27)

Srutilitza CCam 2 marcador ritasolic. Es mesura
ezpectrofotometr icament & 340 nm, segons s explica 2 I11.2.1.4., en ¢l
sentit de redurcid del piruval,

- Gluotamat deshidrpgenasz (GOHY (EE 1.4.1.32

Es wa wtilitiar com a marcador de 12 matriu mitocondrial,. L assaig es
fay cepectrofotometricament a 240 nm, segons Schmidt ¢271). La barrgja de
resccio contenia  tampd a pH 7,5, acetat amonic (Merck) 120 mM, NADH 0,15
mi, ADP (Grade L1I, Sigma} 1,5 mM i acid x-pxoglutiric (Baehringer
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Mannheim GmbH, Mannheim, R.F.&.} § mM.
o —grxoglutarat + NADH + H+F=3L(+}-g1utamat + Nan¥ 4+ H,O
- Monoamino exidasa (MAQY {(EC f.4,3.4)

Es wva utilitzar rom 3 marcador de la membrana externg mitocondrial.

Ez mesuri ecpectrofotomitricament 2 250 nm la produccid de benzaldehid

€250 = 12,900 M-*,cm=f3 a partir de clorhidrat de benzilamina 2,5 mM

L2¥00 .,

= MRADPH-citocrom C reductasa (EC 1.4.2.33

Es un erzim microsomat, £s va determinar especirofolometricament, tal
com descriuen Tattmar i coi. (304), seguint 1 aparicid de citocrom C
reduit a S50 nm (E550 = 1H.500 M-4.em=73. Lz barreja de reatcid contenia
#] tampo de pH 7,5, citocrom C oxtdat (77 %, Boehringer) [},05 mH, cianur
potissic <¢Carloc Erba) 9,3 mM, per tal d'inhibir la citocrom C oxidasa de
la cadena respivathria, | MADPH £Sigmad 0,1 mH.
Cit C <oxdr + NADPH + HT—>Cit © (red) + NADP'

= GBlucosa=-Ld—fosfatasa (EC 3.1.3.9)

Es va vtilitrar Com a2 marcador micresomal, ademés de la
MabBPH-ci Yacrom C reductasa. La seva activitat es wa mesurar per
I“a1liberacid de  Ffosfal a partir de glucosa-4-fosfal. La reaccio
enzimitica es realitzd segons el métode de Nordlie | Arion (23232 0,5 ml
de tampd cacodilat {Merck) 0,1 M, pH 4,5, i 0,2 m} de glucosa-d-foasfat
tBeehringerl 130 mH, s'arrasaren a 1,35 ml amb aigua destil.lada i
s’ incubaren a 30°C durant 3 min, S‘afegiren 0,5 ml de mostra i la barreja
es deixik =z 3J0°C durant 20 min més, La reaccid g5 deturk amb 1 ml d'3cid
triclorcacdtic ({Panreacy ab 10 ¥ <pfu), La solucid es centrifuga a 1.800
r.p.m. durant 8 min en wna centrifugadora de sobretaula refrigerada
Heckman o wuna MSE Svper-Minor (M3E Scientific Instruments, Crawler,
Sussex; Regne Unit) per tal d7efimipar les prolteines precipitades.

Per a la determinacid del +osfat inﬂrgﬁnic 3 geguf gl seguent
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mé tade t S agafi una aliguotz de 0,5 m] del sochrenedant de 1 anteriop
cen'crifugac-ic'r' i 5 afegiren 3 ml d’una solucid de =zulfat de
p-metilaminofens] <¢Photorex, HMerckl 21 1 ¥ (pful. Es deixi I0 min 2
temperatura ambient | es llegi 1°absorbincia 2 BOD nm. La quantitat de
tosfat alliberat es calculd a partir d'ura recta de calibratge construida
amb concentracions-patrd de focfat monopoticsic (Merck) degs de 0,123 mM
Fins a 3 mM,

gqlucosa-é-fosfat —3 glucosa + Fi

4.,2. HMetodes dels estudis en sang

4,2,1. Ohtencid i bractament dels erilrdcits

Mosktres de 10 ml de sang, procedent de donants narmals, s waren
regallir en  tubs heparinitzats § e2 varen centrifugar a 1.730 x g durant
1d min & 4"°C f{cenrtrifugadorz Sorvall RC-58, 4.000 r.p.m, amb el rotar
55-3d4, tubs Prrex o Corex de 153 mld (1322, EY plasms es wa eliminar per
succiB amb pipeta Pasteur i es va guardar a part. E1s eritracits se varen
rentar 2 cops amb tampl isotoric Tris-HCI 10 mM, MaCl (Merckl} 0,143 M, pH
744, centrifugant-se cada wvegada a 1.¥30 = g durant 10 min. Els
eritrocits empagquetats % Jlisaren per xopc osmotic en 1 wolum de tampd
fosfat monopotassic (Merckd 20 mM, E0TA 1 nmM, DTT 1 mM, pH &,0, a 4°C,
durapt 20 min,

L'hemolitzat resvltant es va centrifugar a 27.000 x g durant 30 min &
4*C {centrifugadera Sorvall RC-SB, 15.000 r.p.m. amb &1 rotor 33-34, tubs
de polipropil®) segons descriuen Towell @ col. (304), El sobrenedant es
diluT amb el mateix tampd emprat ger al xoc osmdtic en 12 proporcie 1:5
{w/v), abans de 1a mesyra de 1‘activitat enzimatica, ohservant-se les

indicacions decepites 3 II1.2.1.48.1.
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4.2.2. Mesura de la concentracid d hemoglabina kotal

Fer tal de guantificar la contribycid de les formes enzimatiques
presents en ta sang a 1 activitat delg enzims estydiats en placenta,
interescd una mesura del grav de contaminacid <& la ptacenta per part de
la s=ang. Com a parimetre indicador d’aquesta contaminacio s’utilitza la
concentracid d’hemogltobina en el teixit respecte a la concentracid

d*'hemoglobina normal en sang.

Lz concentracid d'hempginbhina total en sang a placenta es calculid per
mesura de |“absorbidncia a 542 nm, longitud dona en que 1es tres classes
A hemoglobinz, oxihemoglobina, desoxihemoglobina i Carboxihemoglabina,
aboorbeixen per  igual, emprant-se wun £542 de 14,200 M-f_cm=-{/mal grup
Hemo. E1 pes meolecular de 1’hemogiohina es concsiderd de 44.000 dalton
(1033,

4.3, Mitndes per als estudis en fetge de Fetys i placenta de rata

4,3.1, dAnimals 1 dieta

Les rates, femeplles verges de la raga Sprague-Dawley, {foren
alimentades ad=1ibitum amh dieta colida. Els animals es deixaren
aparellar amb mascles de la mateixa raga, considerant-se com & dia 0 el
dia de 17 aparellament 1 mantenint-se en observacid fins el dia 13 de
gestacib,

4.2.2. fQbtencid i conservacio dels taixits

Les rates embarassades foren anestessiades amb dter et lic (Panreac)
i sacrificades per decapita:iﬁ. Immediatament es realitzi una ressarea
extreient @1 sac amnidtic, que contenia de 12 2 14 cries per rata. De
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cada un dels fetue s obtinguéd 1z plagents i 8] fetge., Les placentes, per
una banda, i #1s fetges, per una altra, corresponents & up mateix dia de
gestacit, e% reuniren en un =0l gryp i eT canservaren congelats a -4Q°C

finzs el moment de la seva anialisi.

4.3.3. Homogenitracid i centrifugacid dels teinits

Es pesarep de 0,5 a 1 g de cads geup de teixits | es tallaren en
trossos petits, aetefant tes pinces | tisores carde cop per a evitar
contaminacions., S°afegi’ tampd Tris-HC1 10 mM, GTT 0,5 mM, pK 8,4, a 4°C,
en la prnpurci& 2:1 fpsuy i s‘homogenitzd manyalment en un homagenitrador

Fotter-Elvehjem amb pistd de teé15, rodejat de bany de oel.
L'homogenat B5 centrifuga a 22,000 x g durant 1 h a 4%C

tcentrifugadors  Sgrwall RC-5E, 15.000 r.p.m. amb el rotor 55-34, tubs de
poliprapild de 40 m1).

4,3.4. Hesura de T-activikat aDH

L activitat ADH en felge 1 placenta e: meeurd amb octann! 1,0 mit
segons  es descriu a F11.2.1.1.1, En fetge, e mesura ademés amb etanol 33
mM, talt com es deseraiu a J171.2,1,1.2,

4.3,5. @nilisi dels isoenzims de 1'ADH per electroforesi en gel de midd

L'electrofores| o5 realitzd a pH 7,8, efectuyant-ce la tincio amb
pentanal, t3] com e¢s descriv a I1D1.3.2.10.
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