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A IV RESULTATS

Camikbel 1YW @ RESULTATS

1. ALECHOL DESHIDREOGEH&ZA DE _PLACENTA HUMANMA

1.1, Capacitst d oridacid d’etano! de la placenta humana

Es determina la capacitat d oxidacid d°etanol de la placenta humana,
mesurant bractivitat ADH en el sobrenedant dels homogenats de 14

placentes diferents (Faula 112,

Mo 5 waren observar diferéncies naotables entre les placentes
ectudiades quant 2 cfapacitat de mekabolitzacid de 17etanal. A pH
figinlégic i & lez concentracions d'etanal que £& poden trobar e cang
despres de 1a ingeaiiﬁ d’alcahol 023 mM}, 1activibtat per gram de ezt
fou quasi indetectable, 30.000 vegades menor que ) observada en ¢l fetge
104, 190, 197». Buan 'a concentracid d'etanol s incrementd fins & S00 mM
@ s*smprd un alcohol de radena 1largé, com octanol 1 mM, 1 actiwitat de
1*A0H de placenta a pH 18,0 fou encara SO0 | 40 vegades, respectivament,
inferior a2 la del fetge (2377,

fem Jja c*ha dit anteriorment, els homogenats de plazcenta presenten un
elevat contingut en sang. Aixi doncs, es determina la incidencia d uni
sossible activitat ADH de 1a sang en la capacital total d'oxidacid
d'etanno! del sistema placentari ftweure 111.4.2.). La concentracic
d*hemoglobina en placenta ez calcula en aproximadament 20 mg/g de teixit,
2t nque significa uns 73 ml de¢ sang/placentz. Aquests resullats, d7acord
amb  les dades existents sobre sang placentaria (44), suposen gue yna
elevada quantitat de la proteina dels eritrocits contaminariz els
homogenats de placents, podent representar entre un 23 0 un 30 X de 12
proteing colueble total, La mesyra de 19activitat ADH enm Ta sang

d'individus sans A0 reweli activitat amb etamal 33 mM. Amb octanocl | mH ,
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A 1Y, RESULTATS /

a pH 10,0, llactivitat mitjany ode & preparacions d'eritrdcits diferents
foy de 0,073 mi/mg g hemoglebina, La maxima contribucid de 1ADDM
d'erttrocit a 1 zctivitat ADH mesurada en 1 homogenalt de placenta zeria
de 1,44 mlrfg de teixit, o un 10 ¥ de 1 zctivitat botal. No es wa detleglar
activitat ADH en el plasma, d'acord amb els baixes valors abservats an

individus no afectats per malaltia hepitica (5), 279).

1.2, Ailtlament | purificacid de 1°ADH de placenta humana

Ea purificacid de 1°ADM de placenta es realit:d seguint el métade
emprat per Parés i Vallee (239> per a la purificacid de 17 isoenzim 1 -ADH
de fetoe, i comporta 1% pas=os que s’ecmenten A continuacio {veuyre tambi
TIT.1.4. & Fig. 11Y,

-~ Exemple de purificacio

En una puriticacio Ltipicz, es wvaren homogenitzar S00 g de placenta
1:1 <psu) an tampd Tras-HC1 10 mM, pH 7,7 a 4"C, centrifugant-se a
continuacié a 11.000 x g durant 1 h. El sobrenedant {200 mi} es filira, i
e5 dialitzd enfromt de 25 1 deil mateix tampo durant 3 h. La mostra

27aplicd & una columna de BEAE-cel.luloesa ¢5 « S0 cm) equil ibrada amb el

tampd anferior, ¢ 1°enzim va ser eluil amk yn gradient de 0 a 0,15 M de
MaCl ¢3.,900 mid. Les fraccions actives ¢300 ml1) ee wvaren reunir,
concentrar fins  a 25 ml, dialitzar  enfront  de  tampo Ffosfat
monassddic-Ma0d i0 mM, pH 7,3 i cromatografiar en wuna c<olumna  de

S‘#MP-Sepharose (I x 22 tm}, equilibrada amb el mateix tampd. La columna
&5 wva rentar successivament amb aguest tampd {300 m1 P amb Tris-HCD 0,1
M, pH 8,3 (300 mlY. L'AlH de ptacenta va ser #luida amb un gradient de 0
a 4 x 10-% M de MADH (500 m!) i concentrada fins & un volum de 1-2 ml,
amb una activitat estandard de 1-2 U/ml, apropiada per alc estudis
fisico-quimics { c¢inétics posteriars. La duracid total de ta purificacid
fou de & dies.

La Taula AI1I resumeix les diverses etapes de la purificacid. Sequint

agquest precés, 17enzim va ser purifical 12,000 vegades & partir de

=135~



FIGHRA 19 Pecrfil d'elucid de la cromatografia en DEAE-cel.lu-
losa a pl! 7.9 {veure TIT. 1.4.4.3%,
E'ADN de placenta va ser eluida mit jangant un
gradient de® a 0,15 M de HaCl {---3}: activitat amb
octanal 1,0 M (-®-); absorbancia = 230 nm (-m-}.

El volum de Lles fraccions [ouw de 20ml.
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£ IV, RESULTATS 7

1“homogenat de placenta,

- LCromatografia de DEAF-cel . lufnca

Erm Ja cromatografiaz de BEAE-cel.lulosa, 1°ADH de placenta va eluir a
una concentracio de 40 mM de Hall, immediatament abans de Ta fraccid
mageorstdr+z de 1°hemoglobrna, principal contaminant dels homooenats de
placenta., Sowint, un petrt pic d’activrtat amb actanol 1,0 mM segui al
pic majoritart ep el perfil delucid, tal com succeerx en la purificacio
de 1“ispenzim X -ADH de fetge (319) (Fig, 1¥}. L electrofores: en gel de
midd d uma  al Tquota dranguect seqon pic mostrd una banda magoriticia de
mebilikat idéntica 3 I -ADH Cveyre IV, 1,4,),

En wha ocasid, per ta) de detectar la possible preséncra d*isoenzms
catodics en placenta, es concentraren exhaustivament Jles 4r3ccions
eluides en el wolum dfexcluscd de la eolumna 1 es mésurd la seva
actwwitat endfront dfetancl 33 mM. Lactivitat ebtrhguda fou de 0,00E4
mbk'g de terxat, 1 la Em aparent per 2 l'etancl a pH 10,0, 0,%! mM,
similar 3 la dels Jsgerzims Jde i3 classe [ de fetge (Taula IIJ. Una
mestra del concentrat s apticd a4 una electroforest de gel de midd,
aparerxent wunpa tépue bands caltodicz de mobilitat demtica a1z de
Tiseenzam Bf, el més abundant em et fetge humd  (88) <{dades no
precentadesd. Encara que 1 origen d aquest wsoenzim podria trobar-se en
el te 21t placentart, no es pot descarbtar que la seva procedEncia S1gul
el 4fetge, havent s igut tramgportat 3 través del plasma sanguins fins a 1a
placenta ¢35, 27%).

- Cromatagrafia on S'AMP-Sepharace

Ern la cromatografia de S7AMP-Sepharose 17enzim elui Eapecr{|cament
mitjangant el gradient de WADH {Fi1g. 201, assalint-se finalment un glevat
rendiment <Taula XI!1». L3z puriftCacic praporcioni gquas: 2 mg d enzem
pur, demoskrant-ce la seva  homogenseitat per  electrofores) en
poliacrilamida amb SOS, cromatografira de gel fritracio | electrofores: en
gel de midd (Figs. 22 2 24y, L activrtat especifrca de 17enzmm pur 3 pH
10,0 resultd fde 2,18 UW/mg, mesurada amb eoctanol 1,0 mH, o 8,40 U/mg amb
etanol 0,3 M.
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Frcura 20

Perfil d'elucid de la croematogreafin en 3'4AMP-Seaha-
rose [(veore [ID 1.6.6.0.

La gcalumna a5 va reobar seccessivament amh foslat
morpgssadie 10 M, pH 7,31 amb Trls-HCL 6,1 M,

pH 5,5 {a). L' ADH de placents va ser eluida amh
un pradient (5% de D a B x EG_S M de SABH [-=-3:
agrivicat ambh wctapncl 1,0 oM (-#-) ; ahsorbincia

a IK0 am [-m-).

E1 volum de les Fracoions Tow de 5 ml,
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SOOIV, RESULTATS

[.3, Estabifitat e 'ADH de placenta

Lenzim pur €5 mostra altament ipestable en abséncia de MADH o de
DTY. Com s’'observd en la Fig, 2, 1a vida mitjana de 1°ADH de placenta en
preseacia  de MACH 12 mol de MADH/mol d’enzim) four de 20 dies, mentre gue
amb BFT {1 mM es perllionga més enll3 o'un mes sence perdua aparent em
1"activitat., L'increment en 1*arctivitat pbseruvat ducznt els primers dies
d'emmagatzement, es podria deure a un efecle de reactivacis de 17snzim
per part dels agenmts estabilitzants, sabretot DTT, afegikts en Ffimalitzap

1a purifi:aciﬁ.

£1 rendiment de la purificacid millord gquan els tampons emprats tambe
cantifgueren oIT 1 i tdades no presentades?y, cenfirmant la
sugceptibilitat ogeneral dels isopenzims de 1/ADH Rumana al medi ozidant,
per rad de 1°elguat contingut en residus de cisteina (85, 219).

1.4. Analisi dels isosnzyme de 1°A0H de placenta

Qyan es uaren anatibtzar glz homegenats de placenta mitjangant
electroforesi de gel!l de midd, Ao = obzervi cap banda dactivitat en la
tingid amb etanol, d acerd amb 1a Baixa aglivitat detectada amb aguest
subetrzt. En la tincic amb pentanol, tote el!s hompgenats de les 14
placentes examinades mestraren una dnica banda anddica dfintensitat molt

débil.

Ouan es waren aplicar simultaniament hemogenat de placenta, ADH de
placenta purificada i fiomogenat de fetge, i iscemzim de placenta presentd
unaz mobilitat identica a la de 1 isoenzim hepatic de la classe III, T -ADH
(Fig, 227. SembBlantment a la mostra hepitica, 1 ispenzim de placenta es
desdablava en dues bandes de mobilitat 1leugerament diferent, 2ssent 2
més intensa la @e migracid més lenta cap a 1‘anede, Aquest compartament

havia sigut ja eobservat en la 1-ADH hepatica, designant-se I -ADH i

=157~



FIGURA £ 1

Estabilitac de 1'ADH de placenta en tampo Tris-
HC1 0,1 ¥, pd B,5, a &4°C.

L'enzim va ser emmagatzemal en preséncia de
¥ADH (2 mols/mol enzim) (-#-) o de DTT & mM (-8-).
Les fletxes indiquen 1'addicid de ¥ADH a L' en-
zim (veyre TIT.1.4.7.}
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FIGURA 22 Eleciraforesi en gel de midé de 1'ADH humana
a pH 3,6 , 220V, ducant 16 I
a) Tincid amb etancl 69 mM

B) Tincid amb pentancl 74 mM

1:

2
3

-
a

Homogenat de fetge

Homogenat de placenta

: ADH de placenta purificada

(veure ITI.
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S 1M, RESULTATS ~
X:-ADH les bandes ge menor | major mobilitst, respectivament (5, 239),

Sempre gue ta tincid es perllonga durant més de 30 min, es detectaren
en els homogenats {pErE ne en fa preparacio d enzim puri gueg (oues
bandes de mobilitat molt més anddica. Agquestes també apareixien en
abséncia de substrat i ne es wisualilzaven guan s*afegia piruvat al tampd
de tincid. En canvi, 5¢ es detectaven wtilitzant lactat com a substrat,
el que demostrava aue &5 noves bandes correspanien a isoenzims de la
factat deshidrogemasa, «concretament, LWOH 1 i LDH 2 <132 {dades no

presentades?y.

1.5. Caracteritzacid fisico-guimica de 1°A0H de placenta

1.3.1. Pes molecular ¢ V'enzim natiu

El pes molecular de 1°ADH oe placenta purificada es determina per
cromatografia de gel filiracid en una columna de Sephadex B-200 SF (veure
I1I.1.4.8.1.,3, Llenzim elyi en un pic simeteic d'activitat que coincidi
amb e} m3xim d“absorcid a 280 nm {dades no presentades?, mo existint,
doncs, possibles proteines contaminants., Com £5 pob vedre en 13 Fig. 23,
gl pes molecular cbtingut, 74,000 daiton, fou 1leygeramsnt inferior al de
1°abH de fetge de cavall.

1,%,2., Pes molecular de les subunitaks

L*enzim pur wva mestrad una dnica banda en electroforesi en gel de
potiacrilamida amb SB5 t *incid per proteinz amb Coomassie Blue, indicant
1a homogene’itat da la preparacid. Aguecta banda, de mobilitat
1leugerament mée rapida que 1a de les subunitats de 1°ACH comercial de
fetoe de cavall, corresponguéd a un pes molecular de les subunitats de

37.000 dalton {Fig. 24). Aquest resaltat, juntament amb e) pes molecular

-13d~



FIGURE 23 Determinacié del pes molecular {(Mr] de 1' ADH de
placenta humana per cromatografia de gel fii-
tracidb en Sephadex G=2Q0 SF.

Representacid de Kav enfront de log Mr (veure
IIY. 1.4.8.). 2= 0,994 , v, =370 ml . v _= 135,6 ml,.

Proteines patrd: 1. Ribohucleasa A, 1,358 = lﬂd:

2., Quimotripsindgen a, 2,5 X 104; 3. Cvaalbinina |
4,5 x 10%; 4. ADH de fetge de cavall, 8,3 x 109

5. Hexogquinasa, 19,6 x 104; g6, Aldglasa, 15,8 X 104
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FIGURA 28 Electroforesi en gel de polimcrilamida amb 5D5. Tin

ci6o amb Coomassie Blue {veure TIT., 3.Z.)

a} Demostracid de la hcmﬂgeneitat de 1'eozim purifi
cat.

b} Cdlcul del pes molecular de les subunitats (Mr)
de 1'ADH de placenta humana. Representacid de
log Mr enfront de la migracid relativa {RE).
r2= n,oa7.

Proteines-patré : 1, Albflimina de sérum bovi, 6,8 xlD&:

2, Immunoeplcbulinag &, 59,0 x Iﬂﬁ; 3. Ovcalbimina,

4,3 x 10% 4. ADK de fetge de cavall 4,0 x 18%.

3. Anhidrasa catrbBnica, 3,0 = lﬂ&; 6. Inhibidor de

1
la tripsina, 2,1 x 14",
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A1V, RESULTATES 7
obtingut en coodrcions no dissociants {veure IV.1.3.1.), suggereix que

1"enzim  est3:  composat per  dues  subunitats identiques. Agquestes

caracteriztigques =dnh comunes a totes les ADH de mamifer f{veure 1.3.1.7.

1.5,%, Hombre d items de zinc

El contingut mitid en zinc do'uwna mostra dfenzim pur, mesurat per
especirofotometria d'absorcic atdmica fweure III.Z.&.), fou de a4,08X0,36
atom-g Znsmol denzim (Taula XIVD, o sigui 2 itoms de zinc per subunitat,
En el mateix experiment ez determinid com a gontrol el contingut en Zinc
d'unz mostra d'ADH comercial de felge de rawall, el que dond um resultat
ge 4,09 F 0,24 atom-g Znsmol d'enzim, d"acord amb ies dades publicades,
demostrant-se la fiabilitat del metode emprat. E1 nombre d*itoms de Zing
de 1°ADH de placenta &=, douncs, idéntic al de teots eis altres isoenzims
de 17ADH humana i de mamifer estudiats fins arg (Taula I),.

1.5.4. Inhibicid de 1'activitat &bd amb agents gueiants de metalls

Els agents quelants de metalls, 1, 16-fenantrotina, icid
piridin-2,4-dicarboxilic | acid B—hidrnxiquinulina-5-5u1+an|c, inhikiren
parcialment l1<activitat de 1°4DH de plazcemta a pH 10,0, suggerint que al
menys alguns dels Atoms de zinc san  essencrals per a  17actiuvitat
catatiteca (Taula AV},

1.4. Caracteritrzacid cinétira preliminar de |°ADH de placenta

1.4.1. pH Sptim per 2 1¢oxidacid d”alcahals

Emprant octanol 0,3 mM com & sybstrat Cweyre 1171.2.2.1.1.0, la maxima
activitat es presentd a2 pH 10,8, decreizent rﬁpidament per sohbre d’aguest

=15%-
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S 1. RESULTATE /

pH, signe de 1a inactivacid de 1 enzim degut al medi alcali (Fig. 23x. EI
¢H &ptim estdi comprés dins del rang de pH optim  ohzervat per als
isoenzims hepdtics de 17ADH humana (pH #-11) <85, 190, 319). A4 pH 7,5,
l1“activitat fou nomes el 3 ¥ de 1'actiuvitat maxima, a diferbncia dels
isoenzims mes comuns de la classe I, que a pH neutre encara posseeixen up
40 % de l-activitat miximz (1902, A pH $,0, 1'ADH de placenta fou

practicament inactiva.
Agquest comportament a walars de pH propsers a 12 neygtralitat qlestiona

ceringsament el paper g“aguest enzim en )‘oxidacid o'alcohols en

condicions fistolagigues.

1.4.2. Especificitat Jde coenzia

Amb  octanel t octanal com a substrats, 1 gnzim ustilitzd preferentment
Mab t i NADH com a coenzims, amb una KEm de &4 UM i 3,4 pM, respectivament,
a pH 7,5 (Taula XNJ. Ouan HABP ¥ 1,2 vM wa substituir a0 BA0Y, ne as
detectd activitat ADH,

Juan & empr2z NADPH 0,25 =M, juntament zmb octanal 4 mM com 2
sybstrat, 19activitat fou el 20 ¥ de 1°phservada amb H&ADH.

1.4.3. DBuidacid dels aleahols alifitics de cadena curta

Com es got observar en la Taulz XMVI, els alzohols alitatics de menws
de 3 carbgnis no satupraren 17ADH de placentz, 3dhuc a les elevadissimes
concentracions de substrat emprades, Aixf, amb atanol 2,5 M, equivalent a
un 12 X fwsv) dfetanol, no es detect3 saturacid, indicant que 1 afinitat
de 1‘enzim per a aquest substral &5 practicament nul.la. En aquestes
condicions, lfactivitat €5 directament propercional a la concentracid de
cubstratl, no podent-se calcular KEm ni Kgat, pero si la constant
d’especificitat Xeoat Mm dwvewre TI1,2.2.2.) (Fig. 24&). Aquest pecoliar
compar bament Canetic eceflecteiw aparentment una peaccid bimalecylar entee
V'enzim 3 ¢l substrat,
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FICURA 29 Ferfil d'activitar de L'ADH de placenta enfront
del pH per a 1'oxidacid dels alceohols {(veuvre
III-! Elzll!l-i}l
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FIGURA 28 Cindética de 1'aDH de placenta amb ectancl a pH 10,0.
Representacio directa de vf[Ek enfront de [%],
mostrant-se la manca de saturacid de l'enzim. La
relacid kecat/ ko es calculda a partir de la grafica

tal com s'explica o III.2.2.2.
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La baixa atinitat de 17enzim per 1 7etanod explica 1 escassa activitat
detectada amb etanc] 33 mM en homogenat de placenta i 1 abséncia de 12
banda anddica en la tincid amb etano! de 1 electroforesi en gel de midd
Creure IW.1.10 & IV, 1400,

1,6.4. Enhibicid amb derivats del pirazole

L'enzim de placenta resulta totalment insensible a uma cencentraciog
{12 M1 dels derivats del pirazole, 3-metilpirazole i 4-metilpirazole,
conservant el 100 ¥ de 1 actiwvitat inicial! guan octamel 51,01 mM era

wtilitzat com a substrzt a pH 7,3 (Taula ¥W».

1.7, Identitat de Tes propietats de 1 ADH de placenta amb Tes de
\“isgenzim % ~ADK de fetge

Com s*ha wvist fins ara, lec propietals ficigues de 1“ADH de placenta

eren simitars a les de les alires ADH de {feige, pero tes propietats

electroforetiques i cinetigues contrastaven marcadament amb les deis
isoenzims mfs estudiats de les classes I i 1] de 1°ADH humana.
En Canwi, 1'eénzim purificat a partir ¢ placenta precentsva notables

similitudes amb 17izoenzim J-ADH de fetge, recentiment descohert per Parés
i Walles €23%y {veure 1. 3.35.3.). figuestps analogies es concreiaven en

214 spgients punts:

a) Un punt isoelectric extraordiniriament baix, responcssble ge ta
mobilitat eleciraforética netamen? anodica, idéniice per als dosz
ESORNEims,

B) Un caracteristic perfil dractivitat d’oxidacié dets alcohols en funcid

del pH, amb una activitat quazi nul.la a pH neutre.
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c) Manca de szturacid amb etancl | altres alcohols alifatics de cadena
curts com a substrats.

dl Irnzensibifitat 2 Ta inhibicid per 4metilpirazale.

Les propietats ohservades en aguesta caracteritzacid preliminar
permetien afirmar que Y70pic isoenzim de 1°ADH detectat en placenta era
idéntic a 1 icoenzim I-ﬁDH de fetge, & la vegada que rectlzaven els
reeultats aohtingyts , primer per Pares i Mallee (23%), i després per
Wagner ¥ ¢ol, €319, per a la forma hepitica,

Una wegada demostrada zquesta identitalt, 1a recerca es va centrar en
completar, amb 17isoenzim pyrificat a partir de placenta, el freball de
caracteritzacio de X -ADH que s"hawvia inicizt a partir de fetge, sohretot
en aquells aspectes de Testudi oque presentaven 'a priari" més
complexitat en et teaxit hepitic. La placenta constitura up sistema
singular per a 17estudi de J-ADH, al faciditar tant el sew aillament i
purificacid com els estudis de ocalitzacid subcel. dular, L existdncia
d’un  dnic  isoenzim exclola gualsevol possibilitat de contaminacid per
part d‘altres formes de 1°ADH, presents ineludibltement &#n el {fetge.

Per altra banda, tes peculiars propietals cindtigues de'{-ﬁDH, ajxi
can 1z seva presencia edclysiva en plagenkta, nplantejaven importants
interrogants arran de Ja ceua posaible funcid en el metabol isme normal
d'aquest drgan dorant 13 gestacio. Per aguest motiv es wva dercidir
inugstigar amb més prefunditat 1 especificitat de substrat de 1°isoenzim

{-nDH. A1 mateix temps, s intenti echrinar el mecanisme cinetic de {;ﬁDH.
esturdi que npo havia sigut  abordat en els treballs previs Utilitzanmt

. il = .
1"isoEnzim hepatic.
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1.8. Aprofundiment en 1 pstudi cindtic de 17 isoenzim L-aDH

Per a 1 estudi cinétic | despecificitat de substrat de ¥ -ADH
s‘empraren alcohols 1 aldehids amb diferents estructures molecalars |
grups  funcionals  Figs. 27 1 28, que serviren de model de les molécules
iisinlﬁgi:ament actives més uwsuals,

1.8.1., Especitficitat de substratl

1.2.1.1. O¥idacio d"aleaohnls

L'estudi de 1 especificitat de substrat es realitza a pH 10,0, 1a gue
a aquest pH 1‘activitat enzimatica es molt més elevada que & pH neutre
tyeare IV, 1.é.1.0, Per altra banda, la major pirt de Tes dades cinétiques
de 'es classes I i IT havien sigut obtingudes a agquest pH (E5, 310},

- Efs wvalors de Km, Kcat 1 kcatsHm de J-ADH per 2 1’oxidacid
d’alcahols  alifatics primaris, w-hidroxidcids i aleuns ispprencides

apareixen en la Tauwla AV,

L‘hexznol fou 1’alcohol de cadens més curta per al gual es pogQUE
calcular la Km. Per als alcohals alifdtics primaris de més de 5 carbanis,
la ¥m va disminuvir al augmentar 1a tongitud de 12 cadena carbonads,
arribant a 0,4 @M per al nonanol. Aguest fendmen es comd a les altres
classes de 17ADH humana i de mamifer, | e5 degut & 13 participacio de les
interaccions hidrofdbiques en 13 fixacis del sybstrat. Aixi, 1a molicula
de F-ADH podria presentar vna confrmacif similar a ta de 1°80H de fetge
de cavail, amb un tdnel hidrofdbic en 1°entrads del centre actiu {veure
I.3.1.%, Els wvalors de ¥m de {-ADH foren, perd, d'un a tres ordres de
magnitud més elevats que per als 3ltres isoenzims de 1°ADH humana. Aixl,
1y Em per a 1'octanel fou de 0,4 mM, comparada amb valors de 5 2 17 PH [
7 PH' per a les classes I i 11, respectivament (83, 3tE8).
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FIGURY 21 Estructures moleculars dels alcohols emprats com a
stbstrats de ¥-ADH
octanal (1%, geraniaol (IIY, merol (ITI), tot crans-
reticel (IV), alconol beneilice (WY, 2={(i=-hidroxi=-
-%-mertoxiferilletancl (¥I) , 2-{4-hidroxi=-3-metoxi-
fenil} eccanodiol {YII), aleohel cinndmic (YIIID,
SP-dibidrotestoscerana (IX), dR-hidroxi-SB-andros-
tan-17-cna (X)), l78-cscradiol (XI), l7@-estradiol-
-3-sulfar (XI1), estriol (XIiIl), 2=-(5-hidroxiindol-
-3-illetancl (XIV).
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AW, RESULTATE /

Els valors de Kcat es mantingueren practicament constants (300-309
min=*1  per als millars substrate, independentment de ta seva eztructura,
sugaerint un mateix pas limitant en el mecanisme cinétic, probablement
17ailiberacio del MADH., Aguest comportament s ha obssrval també en les
classes T i II de 1“ADM humana (85, 190, 218Y i en iscenzims anzlegs al

{-ﬁDH ern altres EspEcie& animals {72, 172,

L'octanoy {1}, amb wuna canstant d*especificitat {kcatsEm» 7.000

vegades sSuperior a ta de 17etanol, fou un dels miliors substrats de
I—-AbH, i s'empra en la wmajor part dels estudis realitzats amb 17RDH de
placenta,. Ei mitlor subsirat en termes de Kcat/Km és ¥ icid

12-hidrozidedecanoic, amb wuned Hm de 355 PH, del mateix ordre que les
observsdes gper &ls iscenzimg catodics de 17ADH humana ¢85, 318), Sembla
que 12 preséncia d'un grup hidrofilic a! final d'una cadenz alifdtica
1larga, 1iun¥ del gryp hidrozil, afavereix en tots ets icpenzims la unid
del substrat al centre actiu de 1“enzim. Lz interaccid d’'una cua
carregada negztivament amb el solvent o amb algum residuy amb demsitat de
cirrega positiva, com e! seti de fixacid dels aniens (veure I.3.1.),

podria col.labarar en la fixacid del! subsirat.

El geranial (117 i el seu isomer, nercl <1ii1), alcehols
poliinsaturats de de 1a familta dels terpens i components dels alis
esgencials, presentaren copstants cinetigues similars & les de 17 actaned
{1». La presencia de dobles enllages i de ramifigacions en 1z cadena de B
carhonis np  semblia masea important En 1a definicio de 1'especificitat
enzimatica., Tampoc no vares variar Km ni kcat per la prezéncia 27un doble

enllag en conformacia cis en el nerol.

Ef tot trans-retinel {IMY, o vitamina A, &% oxidat eficientment
pels  isoenzims catddics d'home i daltres mamifers (2]é, 222, 239}, amb
valors de Km de 17ordre de PH‘ postulant-se  Com wn dels posssibles
substrats +isiu1bgic5 de 1°ADH en 21 fetge. Per altra banda, la presincia
duna cadena poliinsaturada Plarga semblava una estructura favorable per
3 17accia de T-ADH, Dracord amb aixd, el retinal, fou el substrat pel
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qual ¥ -A0H presentid una Hm més baixa (80 pr . L*eficidsncia catalitica
Tkcat Km} aparegué, perﬁ, maolt disminuwida, dequt al valor
extraordinieizment baix de kcat {(3,59 min-1). Una kcat tant baiza
reflectiriz un pac limitant més lent que ta dizsocizeid del coenzim, amb
el que e! mecanisme cinétic seria probablement diferent de 1”exhibit amb

#ls alcohols alifatics de cadena 1larga (veure IW.1.8.2.3,

~ En la Taula ¥WI! es mosktren Jes canstants £instigues obtingudes per

a 1"pxidacid d”alecohols aromatics.

L aleghel henzilic (W), e] més cimple dels alcohpls aromatics
estudiats, no saturd renzim, adhuc 3 wuna concentracid de 10D mM,
presentant  un comportament | upna constant diespecificitat similars als de
1Yetangl 1 slcohols de cadepa curta dvewre JW.1.4,3.). Cal afegir que
1*aleohgl  heazilic 65 uyn dels millorzs substrats per a les altres formes
de 1°ADH humana, 2 excepcid de ifisgenzim P,F* (2183, Aixi, 1" isoenzim
-A0H pozceeix per 2 aguest sybstrat upa Hm de 7 PH i wna Kcat de S50
min=1 (B5}.

Quan 17anell aromdtic presentd substituents, com en el cas del
2-td-hidrozi-F-mebovifenilletanal (1) 1
2-44-hidroxi-Z-metaxifenitletanodial (NIIY, derivats del metabolizme de
les catecolamines, es pogué calcular l1a Em, encara que el seu valor fou
melt alt i 1a Kcat molt petita. Per analogia amb s1tres iscenzims de
1“aD0H, el valor de kcat més baix per al compost V11 que per al compost Wl
¢s podria explicae per la preséncia d'un  grup hidratitre proper al
carboni gQue spoporta el grup alcohol. Agquest e gl cas del 1,Z2=-etanodinol

comparat amb 1‘etanal (Tavles 111 i@ W),

E1 millor substrat en  termes de YcabtsEm +au 17alcohel cinmramic
(U111, molt bon substral tamb@ per 2 altrec isoenzims de fetge huma i de
cavall (245}, La seva Km (0,7 mM) fou perd molt més alta que 1z mesurada

per als altres isoenzims,

=145~



T WTZUD, ] AP PIDEANIES PAIISQO,S OU = "STU
B S A A A

IIL ®anaa) [5] 2p juoijua o 8p ejsaitp CIovjussaiial P 2P JUTITNSD E1023 BT op juspuad [op ITIFEd £ SeTNOTED JOTEA

¢
IBIIBQLE TP 3e3TITAOTOS ey rad vpeitwl] pnbuTs FOSPD SRTOW w3 CDTESSE, T UD BSDIP JEIYSQNS Op PWTAEW QISEITUIDULD

o DTz Er U0 womLdIede SYRERTrLIN SRIgsgQOS STOp SIETDOSTOWN EaANYSINIYSE Ho

q
"It "II1 & mTiosep s supbas ‘o 79T +Diz que ¢ QT B ‘W T'0 HORFR-FuT2T1D  oduey us epraInssw 10ITATIoW B
O0a"agL " 1 g0Z L1 B QlwroRL Jayed 1w
R BT £ ol ToTpouEla {JTUaj

T EXOQIAUW-{-TRCIPTY-4)-F

oGy O TZ 031 Touels (Truag
TIXOlAU-C-YXOIPTIY-n =T

0fs "Sru ‘5l 001 DTIIZuaqg eyodje

1vIYFQNE

UL LD RS FELEL {p_utw) 1eE3y {Ww) wy 5 (Hw) [€] q

T g (QT2enOYUDD)
0'0T K4 B syoyedTe $T® 1ad (NIQY-X} BuBwny ejuadeqd ap gy, #P SenbyIgUTd SAUEISUOD | [AY VIAVL
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- DPonada 1’activa participacio de ta unitat feto-placenidria en la
sintesi g hormones estercides durant 1a gestacig (B3 i 1 znteriorment
descrita activitat de diferents ADH de mam{$er enéront d'alquns
ecteraides (245), s&’inupztigd la possible axidacid d’aquests compostos
per part de 1;-HDH. Com es pot cbservar en ta Taula XIX, cap dels
exteroides assajats £1X, X, XI, XEF i XIIlY +fou substrat de J-ADH,
malgrat les =sleuvades concentracians ateses, & diferéncia dels isgenzims
catédics de fetge humd i de cavall que es revelaren actius en un assaig
dut a terme paraletament <{els isoenzims catodics de I°ADH de cavall
oxiden amb eficiencia el grup hidroxil en posicid 3 de molécula
d esteraide (249)). Aix{ mateix, I-ﬁDH ge fetge precenta molt poca o
nul.la activitat enfront dfalcohols ciclics com =l ciclohexanol (241),
amb bora correlagid amb  la manca d'oxidacid dels grups hidraxil en gls
snells de les molécules d'esteroides.

Tampoc €5 registra activitat amb e) 2-(S=-hidroxiindol=-2-ilYetanol

(S-hidroxitriptofol) (XIV), derival del metabolticme de la serotonina que,

pel contrari, fou oxzidat eficientment per 1°enzim de fetge de cavall.

1.8.1.2. FReduccio d aldehids

Fer a totes Tes classes J°rsgenzims  de 1°ADH humana, 17actiwvitat
maxima per 3 la reduccio dels aldehids es detecta entre pH & i pH 7 (7d4).
Ademés, a pH Fisiofdgic, Iz Kcat per a la reduccid dels aldehids £z en
general de 1-ordre de 30 a 100 vegades més elevada que la g oxidacid dels
corresponents atcohols 317, 2431, Agquests resultats impliguen que la
funcig de 1°ADH "in wuwiuvo® padria ser 17eliminacid d’aldehids o cetones
endogenes, meés que la d’alcohols. Per tant, s’ investigd 17especificitat
de substrat de Y-ADH enfront de diversos aidehids.

Els resultats cobtinguts per & la rceduccid d’aldehids a pH 7,5 es
presenten en 12 Taglta WWITY,
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FIGURA 28 Estructures moleculars dels aldehids emprats com &
substrats e y-abH:
octanal (XV), citral (XVI}, retimal (XVII), benzal-
dehid (XVITII), 3-nitrobenzaldehid (XIX), 4-nitraben
zaldehid (XX], wvainillina (XXT},
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Similarment al que succeia amb els alcohols alifitics de cadena
curta, 17acetaldehid t els altres aldehide alifatics de cadena curta no
saturaren 1 enzim. La poca salubilitat gals aldehids a?iiiti:s de radenz
liarga, dnics per als gque possiblement es podria calcular la Xm,
agreu java la situacio, dificultant la caracteritzacid cinttica de
1“enzim. L occtanmal €3 {fou 17dnic aldehid alifatic estudiat gue mostri
cingtica de szturacid, amb wuna KWm de 2,2 mM | wuna de les millors
relacions ¥cat/Km. Pecentment, s'ha demostirat que 1 octanal €s tambe el
millor subkstrat per a les alires classes de 1“ADH humana, al posseir la
constant dYespecificitat, kcat/Km, mes elevada de tots els aldehids

azsajats {74y, En el cas de -aDH, perd, la Kcat per a 1 pctana)l és més

biaixa 51 ld comparem amb 81s altres ispenzims (Tautes 111 @ (W},
Citral (xM12 & retinal (XWIE), productes de ¥ oxidacid del geramioi
£IIY 1 retinot 414}, respectivament, no foren bons substrats per a l—ﬁDH.

El «<itral, degut a lz seva poca solubilitat, no arribi 2 zaturar 17enzim
i la sevwa kcat/Km fou 10 wvegades més baixa que 'a del correspanent
aldehid &21ifitic, octznal. Amb el retinal ne ©s detectd actiwvitat,
Prohablement, 21 dable enltlag situat en el carboni 2 dfadquestes molécules
afaupreix 1'oxidacid dels corresponents alcohols, pero dificutta la
redquecio dels aldehids per part de T-ADH. Una observacio similar havia
sigut efectuada per Pietruszko i cal. (243} emprant formes catddiques de
1“ADH  humana enfrant d*aleohols de cadena curta. & partir de Yandlisi de
t¢es kcat dels isagenzims de 13 classe ] per 4 alguns alcohols 1 els seus
corresponets  aldehids, DQestz 1 col. ¢74) han suggerit que a un alcohnl
qua f5 hon substrat 1i correcpondrd un aldehid que també es bon subsirat
per a la regccid  fnversa. Aquecta afirmacic no sembla extrapolable als
tsoenzims de la classe [Il, doncs encara que octanmol | octamal compleixen

1a regla, no ho fan aixi geranial @ giiral,

fmb un aldehid aromatic, tal com benzaldehid (XVIIIY, 1-ADH mostra
caracteristiques similars a les  opbservades amb =1 seu  alcohol
corresponent: no  saturaci® i una baixa relacid kcat/Wm, diferenciant—se
clzrament dels trets propis dels isocenzims de les classes 1 0 [I. Aguests
ispenzims tenen en el benzaldehid un dels seus millers subztrats (Taules
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TavLa ATX. Alcoheols ialdehids o cerones amb els gque no o5
decectd activigat ADH,

Substratc?® (5] max {mM)¥
Alconol T
metanal 1.294
2-{5-hidrexiindel-3-illetancl 13
SE-dihidrotestostercna 1

Ag-hidroxi-S5B-androstan-

=17_gna 0,1
17f~agtradioal 0,1
l178-astradiol-3-sulfat 10
estriol 1
Aldehid o CEtDnﬂd
retinal a, 2
vainiltlina 13
SE-dihidrotestosterona |
a

Les estructures maleculars dels possibles subzbrars aparcixen @i les
Figg., 27 1 25,

Conconktracto maxima de substrakb atesa en 1'assaig. En malts casos vingue
limictada per la solubilitat del substrat.

= Assalg realitzat €0 tampe glicina-MNaDH O, M, oH 10,49, mant 1,2 mM,

d assaig realicgat oo tampo fosfat monossodie 9,1 M , pRH 7,5, MADY 1,2 mM.
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E1l ¢ W,

Por altra banda, la preséncia de grups niteo en 1 anel] benzénic, com
en el 3-nitrobenzaldehid (X1X¥} | d-notrobenzaldenid (XX}, va afavorir
encrmement 1a reducgid del grup carbonil, sabretol gquan el grup nitro es
trobi en posicio meta. Me fou 2ixi, pero, quan els substituents foren de
naturaiesa mfs hidrofilica, com en el cas de la vainillina (XX1), que
posseeix  uma eEstructura similar a Ta d'algues aldehids derivats de

catecolamines.

Tampoc o5 detectd activitat de reducc o del grup carbonil en pesicid
3 e la cetaona Ep-dihidruteatuﬁterana CI¥Y, que en canvi Fo zubatrat de
17ADH de detge de cavall €245). Aquest resuttat gsti en consondncia amb
12 manca d’agtivitat de J-ADH enfront de 13z ciclohexansna (74).

1.8,2, Mecanisme cinetic | constant d’egquilibri

Donat que T -ADH diferia significativement dele isoenzims de les
classes 1 | Il #n el comporbament :initicj sembla interessant investigar
e! sgen mecanisme cinétic, L’estudi es realitzd a pH 7,5 per tal d’obtenir
recultats comparables als ja existents per ale altres iscenzims. Com a
sybstrats, s7empraren octanal 0 el sew aldehid correspanent, octanal,
paretta més especifica per a I-ADH atesnent al valor de Keat/Km. Malgrat
gre etano! i acetaldehid havien sigut els substrats més utilitzats en els
estudis mecamistics de les clacsees I i ID ¢35, BE), no waren poder Esser

emprats #n &quest cas, doncs mancaven d'una cinetica de saturacid.

S‘axaminaren les  propictats cinetiques de X -ADH en  17estat
ectacionari mitiangant oestydiz g*imhibicid creuada i d*inhibicid pef
producte, wutilitzant MWAD* |, gctanol, ectanzl | NADH, tal com s’explica a
FI1.2.2.9. Les representacions de Lineweauer-Burk dels valors obtinguts
experimentalment apareixen en la Fig. 27. L7andlisi de Vactivitat en
abséncia de productes, wariant zimult3niament les cancentracions de NaDbi

oC taral, proporciona la grEfica de la Fig. 27a, on les recles
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FIGura 29 fepresentacions de Lineweaver-Burk de les cindti-
ques d'inhibicld crevada i 4'inhibicid per produc
te de yx-ADH amb WADRY, octanol,cctanal 1 NADH,

L' activitat enzimitica es mesvrd en tampd

fosfat monossddice 0,1 M, pH 7,5 a 250C.

a}) Cinética amb wvariacid simultdnia de les concen_
tracions d'ecctanol i de NAD',

b} Cindtica d'inhibicié de la reduccid del Nap’
pel MLDH, [octanol]l=1,5 mM.

c} CinBtica 4'inhibicld de 1'gxidacié de l'octanol
per l'octanal, (NAD1= 1,2 mM.
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s’intersecten segquint un model de trpus mixte. Er guant ats estudis
d*inhibicid per preducte, la inhibicid de la reduccid del MAD®pel NADR,
amhb una carcentracid  constant d‘octanol, resulti de nmaturalesa
competitiva (Fig. 2¥bY, Ea canvi, la inhibicid de 17oxidacid de¢ 1'octancl
per  17octanal Fou mixta (Fig. 2P}, MNo wva ser possible ebienir la
corresponent representacid de la inhibicid de Ta reduccid de Eractanpal
per accidé de 1’ectanpl, a causa de Ta baiva solubiiitat d”aquest gltim,
Wo abstant aixd, 1 comportament deecrit per a -ADH &< consistent amb un
mEcanisme seqitencial orderat BiBi, amb unid preferant del NQD*, similar 2
1"obcervat en altres 4$ormes de 1°ADH humana €31, BAY | de cavall (%5,
335,

HBasant-se en aquest mecanisme, les dades de l1a Fig. 2% foren
utilitzades, segons el métade deccrit per Segel (272} per 2l citeut de
les c¢onstants cinetiques recollides enm la Taula XX. Kia i Ka waren cer
calculades de les dades de la Fig. 2¥a; Hig, de ia Fig. 2%b; i Kip
s‘extrapold de les dades de la Fig. 2%c. Kg es calcula a partir de la ¥q
aparent, gbtinguda amb octanal 4 mM f{concentracid no saturant},
utilitzant 1 equacid per al mecanisme ceguencial ordenat BiBi (2722

Kq = Kg app.¢1¢Kp/LP])/(1+Kiq.Kp/Kq.[F]

[F} = concentracio d'actanatl = 4 mM

Ets wvalars de Kb, Hp, Yy #[E]L i U;f[E]t havien sigut obtinguts
anteriorment utilitzant NADT 1,2 mM4 o MaDH 0,24 mM,

Les constants de Michaelis per a1% coenrims (Ka per al Napt i ¥q per
al HMADHY, aizi ¢com les canstants de diccaciacio delzs complexos binaris
E.MNADY (Kiz = kg/Wed @ EJNADH (Kig = Ky/Kg) (vewre 1.3.3.), que apareixen
en la Taulas X¥, =sdn del mateix ordre que els valpors publicats per als
igoenzims de lps elasses I i J1 {31, 35, BBY. En canvi, com ja s"ha
comeptat, les constants de Michaelis per a Voctanol tkbY i 1octanal
(Kp) son 1.000 uegades superiors a les dels isoen2ims de¢ les altres
rlacsses, gque son de V“ordre de 10-% M {7s, 85, F18). Aquest fet suggereix
una baixz afinitat de T-ADH per als alcohols alifdtics primaris i

aldehids alifatics, el gque fa suposar 17exictencia de diferéncies en ¢!

-14%-
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seti de fixacid del substrat respects ais altres isgenzims de 1°ADH,

Per altraz barnda, com es despren de les dades de la Taula XX, la kKcat
que presenka x-ﬁDH g pH 7,5 per a la reduccid de V1 octanal, 328 min-¥, €5
només wnes 5 wvegades superior a la Xcat per a ) oxidacid de lfectanal, 58
min-1, Emn canvi, <com ja s*ha dit anteriorment, per als isoenzims de les
classes 1 1 11, els wvalors de Kcat per als aldehids son de 30 a 100
uegades superiors als carresponents alcohols. Aquest G1tim fet sexplica
perquié &1 pas limitsznt de ta catilisi on ambdds sentits de la reaccid &5
la dissociacio del complex enZim-caenzim, i pergué la welocital de
dissociacid del complex enzim-MADY €5 més ripida que ta del complex
enzim-NADH (74). En el cas de J-ADH, si o5 suposa que el pas Timitant de
la reaccid &5  tamhé la discociacid del coenzim Cyeyre IV, 1.8.1.1.2, et
seuy peculiar comportament cindtic ec podria explicar per la diferent
relacid develocitats de dissocizcid deis complexas enzim-Coenzim. Aixa
indicariz per a 1'isoentzim {-ADH una estructura del seti de fixacid de!
coenzim deferent oe la dels i1spenzims de les altres classes, d*acord amb
el Que sbagereixen Deetz 1 gol, (74, Tanmateix, @1 waloer de les
constants de disseciacid, Kiz i Kiq, no revelaz diferéncies substanciats

ambk #ls altres 1z02n2ims.

Fer altra banda, emprant la relacid de Haldane (272)
Keg = Yy .Kp.Kig.JH]"A LKb.Kia
s calceld el walor de §a constant drequebibri a pH 7,5 i a 25'C per a 12
rearcid 4’ interconversid de 1 octanel i M octanal, que resgitd decer de
1,58 x 10-" M, Com en el cas de 17equilibri entre |etanol i
1*acetaldehid 4Keq = 1,& x 10-1" M ¢2&)2, 1a reduccid de 1’ aldehid €5
molt més afavarida termodindmicament gue no pas 1'exidacid de 17alcchal

(vaure 1.3.1.3.
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l.%., Localilzacio intrace!.lular de 1*iznenzim I—QGH

4 diferéncia de 1°ADH hepitira nque presenta miltiples dformes
icoenzimdtiques, 1ADM de placenta ectl constituida per un eol issenzim,
pel gue es pot determinar 1a sewva lacalitracif subcel.lylar cence
ambiguitats, domncs no hi ha possibilitat de contaminacid per part
g aktres formes amb activitat ADH.

Aamb aguest obgectiu, 20 g de teixit dfresc de placemnta varen ser
homggeni tzats en un  aparell Potter 5 (B. Braun HMelsungen &G, Melsungen,
R.F.A4.}, a 1.000 pr.p.m. i amh 10 baixadex del pistd, en condicians
isotdniques {veure també I1!1.4.1.2.), La s=suspensid es centrifugl 3
00,000 x g durant ¥ h. E1 F¥B X de V1factivitat ADH i Y Y0 X de
l'activitat tactat deshidrogenasa, marcador citeosdlic, es varen detectar
en el cobrenedant, mentre que en @] sediment varen aparéixer el B0 ¥ i &5
e respectivament, .13 tes activitats totals mancamino oxidasa |
glucosa—&-fosfatasa, Mmarcadars de Ies fraccions mitocondrial i

metrosomal, respectivament fveure 171.4.1.4.3.

Aquest primer f#raccionament ens indici que Y-ADH es localitzava molt
prabablement er el citoplasma de 1a c¢El.lula placentiria. Aquesta
evidéncia es confirmd pasterigrment gquah es va realitzar un estud; mes
exhaustiu, paralelament & 1a Jlocalitzarid subcel.lufar de 1°ALCH de

placenta tweare IV.2.7.2.

1,10, Dezenvalupament de 1 ackiuitat A0H sn 8l faknp

Una yegada determinada la capacitat d‘pxidacio d’etancl de la
placenta & terme i caracteritzat 1-i¥nic isoenzim de 17A0H present en
aquest Srgan, era necessari obtenir wuna visid més dindmica de)
metabolicme materno-fetal de 1 alcohal ep el tranecurs d7un determinat
periode de la gestaci®. Per una hznda era altament interessant completar

el treball efectuat en piacenta amb estudis parziels sobre la fapacitat
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de metabolitzacid del fetge fetal durant el desenvolupament. Per §7altra
bandaz, cali1a esbrinar =i, en lec primeres etapes de la geatacig, Ta
placenta podia Jugar algun paper en 1 eltminacia de 1‘etanci,
complemenkari al del fetge fetal., La placenta a terme podria posseir una
activitat AQDH dismiovida respecte a 13 placenta en altres estadis de
lfemharie, denut al procés d'envelliment sofert per aguest degan (veure I
1.a.l. ),

abuiament. l“obtencid de +teixits Fetals § de placentes normals en
estadis primerents de 1a gestacid comportaua en 1l espdcie humana
importants  problemes Btics. [Ouan ng, 81 nombre de mostres vilides per a
1“andlizsi era molt limitat. Aixi, per exemple, la major part de placentes
provinents de parts prematurs COrresponen habitualment a mares
disbétigques, el gue les egxcloia d’un estudi de 13 pablagié normal. Es va
decidir, doncs, wtilitzar un madel animal per a aguest tipus de recerca.
La rata dg 17znimal utilitzat en la majoria d'ectudis del metabolisme de
1"etanol. Recentment, el nostre qrup de  treball ha puriftcat
caracteritzat els isoPnzims de [ ADH de rata, dividint-els en ires

rlasses, cada una amb propietats analogues a la classe corresponent de

1’ABH  humana (172}, AixT, 1‘isoenzim ADH-2 de rata posseeix proptetats
moleculars i cingtigues molt similars a 1-EEH (i72) tveure tamb€ V.1.4.).
Mzlgrat gque 1°heme i la rata con dyes espécies gue arriben al terme de la

gestacid amb diferent grau de desenvolupament (24%), les comparagions
interespecifiques podien cser de gran ajut per 2@ 13 consecucid del nostre
cbiectiv., Aixi dones, s’escolli” la rata com 3 animal model per als
estudis de 1 activitat ADH en fetge de feius i en placenta al Ylarg del
desenuplupament. E1 treball en rata permetoria ademés 17anilisi d’un gran

pgnbre de mostres de teixit d‘una farma rapida i sistemdtica.

S'estudiaren les activitats ADH d'un fetge de fetus humz de 4 mesos,
i de fetges de fetus de rata dels darrers dies de la gestacid, aixi com
de les sevwes corcesponents placentes, En Ta Taula XX1 apareixen els
resultats obtiaguts al mesurar ¥ activitat ADH amb etapol 32 mM & amb
getanel 1,0 mH, compirant-se amb Yes activitats dels fetges dindividus

adults & amb les activitats especifiques dels ispenzimz anddics Y-ADH

=172~
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d'home | ADH=-2 de rata (172}, Paralelameni, ec realtitzaren andlisis dels

homogenats per electroforesi en gel de midd (Fig. 2073,

El 4etge de dfetus humia precentd wun 2 ¥ de 1 activitat del fetge
aduit, mesurada amb atano! 33 mM, & un & ¥ mesurada amb octamol 1,0 mM.
L’electrotoresi reveli la pressncia de 1‘isuen1im'¥-ﬁﬂH i dels iscenzims
de la classe 1, o, aﬁﬂii p1ﬁ¢ . La banda corresponent z =#s fou ia mEs
intensa, caracteristica d‘un fetus d‘edat qestacional avangada ¢281)

{dades no presentades).

En  els fetges de fetus de rata, tant 1 agtiwitat etanod
deshidgrogenasa (veyre 117.2.1.1.2.) com octanol dechidrogenasa (wveure
111.2.1.1,1.% sg’ingrementaren notablement els (ltims dies de la gestacid,
sssent del mateix ordre que les trobadees en fetus humans. Aixi,
1"activitat amb etaral 33 mM passa del 3 X de 1*activitat adulta e dia
17, at i% ¥ el dia del nainement fdia 22}, dades gue erstan d"acord amb el
mgdel de desenvolupament proposat per alttres  auwtors Cvewrs J.5.2.).
L' increment en 17activitat etanol deshidrogenasa durant aquest periode
del desenvalupament es carrelacioni directament amb un augment notable de
la intermsitat de les bapdes catodigues en 1 electroforesi dels homoegenats
(Fig. 20». En tanvi, lec bandes anodiques, de mobilitat idéntica a
17 isocenzim AQRH-2 de Fetge adult, es mostraren invariables en ta seua

intenzitzat.

En placenta de rata, només es detectd activitat zmb octanol 1,0 mM,
no havent-se obzervat cap disminucid de 17activitat ADH durant els
darrers dies de la gestacid, que hauria indicat wuna gperduz en la
funcionalitat d’aguest organ fvewre 1.%.1.7. Els homogenats de placemta,
anilogament a1 que succesix en hame, rpuelaren yha unica banda anodica en
l“electoforesi de get de midd i tincid amb pentancl, de mobititat
tdéntica a 1‘iscenzim anddic present en &ls fetges de Fetus | a
1“iscenzim ABH=-2 de fetge adult {171},

La relacid entre 1ss artivitats mesurades amb etancl 33 mM | octanol

- N ' . . . . . .
1,00 mM es revela una mesura indicativa de 'a composicié isoenzimética de
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FiGurs 30

Electroforesi en gel de midd de 17TADH de rata
a pH 7,6, 720 ¥V, durant 5 h {(veure III.4.3.5.).

1 : Homepenat de fetpge adultb.
Homogenat de fevpes de nadons.

114 : Homogenat de fetges de fetus de 20 1 19
dies de pestacidi, respectivament.

5, & i 7: Homogenats de placentes de 19, 20 i 21

diez de gestacid, respectivament.

ADB=-2 1 ADH-3 s5Hn isoenzims aondlegs © ale izocen-

de les clasgses IIT 1 1 4 hopme, respectivament {1727,
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les mostres znalitzades, AixT, en placenta i felges de fetus, 1a relacio
fou  sempre inferior a 1, com succeeix en 1es prepargcions d'enzim pur o
X-ADH humd | ADBH-2 de rata. En els fetges d'individus adults, la relacia
fou sempre superior a 1, indicant el predomini de les formes catbdigues,
Fn el transcars del! decenvolupament, la relacid activitat etanol 33
mifactivitat octamo? 1,0 mM wva anar sSempre en augment, reflectint la
progressiva aparicia dels isoenzims catbdics, malt actius a baixes

concentracions detamal (Taula KXI).
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2. ALBEHID DESHIDROGEHASA BE PLACENTA HUbAHA

2.1. LCapacitat d’oxidacio d acetaldehid i de proganai de l1a placenta
humana

Foren estudiades 11 placentes hymanmes a ferme, mesurant 1 actiwvitat
ALDH dels seus homogenats enfront d acetaldehid | prepanal, a alta i
baixa concentracid de substrat {veure I:}F.2.1.2.2.) i a dos pH diferents,
P30 8,5 (Taula ¥¥II0, Lfactivitat ALDH total per gram de beixit fresc
fou de 14,43 mli/y, mesurada amb propanal 13,3 mM a pH 3,3, el que
significd wunes 30 wvegades menys activitat gue el teixit hepdtic adult,
que present: per terme mitj%: 870 mU-g de teixit (104r. Amb acetaldehid
1B m, T-activitat fou de 7,14 milsg de teixit, valor zprozimat & les 4,14
mU/g de teixit detectades per Kowri | col. (181 també #n placenta
humana.

L‘activitat mitjana mesuradz a baixa concentracid d acetaldehid, 0,74
mUsg de teixit, $ou també similar al valor publicat per Kouri i cal.
(0,B% mUsmg de teixit) {§B1Y, variant dmpliament segans els homogenats |
eacent practicament indetectable en alguns d'ells (Tawla XX11). Amb
propanal 44 M, 1-activitat en placenta 1,10 mihrg g2 teixit) resulta
unes SO0 wvegades menor que en fetge (500 mU/g de teixit) <104}, indicant
un pobre contingut de 1a placenta en isoenzims de baixa Km,

Es determini també !z possiblie contribucid de 17ALDH present en 1a
cang tveure I.4.4.1.2. i II1.4,2.}% a V'activitat ALDH de la placenta. Amb
aquest eobjecte, es wua mesyrar 1 activitzt ALDH e£n el plasma b on els
eritrdcits de la =ang dindividus adults sans. No ¢s wva detectar
activitat en &1 pltasma., L actiwitat ALLDH en eritrocite fou de 0,038 i
1,051 mUsmg d'hemoglobina, mesurada amb propanal 46 uM @ 13,3 mM,

recpectivament, Aguesta artivitat fou deguda a ALDH I, dnic icoenzim
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fURTETINE O"III @ambal wy EXTeY Sp POy, [ 9p SwliUudosST s1Op T¥I1ALI0E, [ ARINEAN B I QOTIFIjuUDDUo0]

(*F £ 1 ¢ "[II @an8a) [910% MLy 1930ATI08, [ A9Insou © J1od 18715Gns 8p DIOrIqU&EIU0T0

iq
SIURIIITER 807
—unag(d [ op Sieudbowot S{f qQUE 5INRUTIAL BIG[CA H]EP PITPUTIRA CIOTIAEIR T rurlitw v ugs SIe31aTioe §27 7 ([TETTF
11T 2dnang puncibyaeq, FRITATION, T JFIQLED QH_IDaTy Ap mwvu_umﬂ.vmu AINIFEQOE [Hp DIDPPT, [ Jue BToTul,E Orooedst vt o oy @
W 50 VA T 00T B "W 10 MOPHN-2TRRS qRjsojeatd o gy qd o N EE KOFN -2 IRpEoua ge3S5og ._m.QEm_u. U PLEInciw JEITAT ISV o
+ d
no'g + 01’1 ZE'nD F no'n L9900 teurdosd
CR'R + Ee'Q] g7 F (otor o tenndoad
QR'Q * BLFO 9z'0 *+ B6%'0 JBLTQ pryapIe1non
cat] ¥ w1ty [2*L + gp'y an YTUSPTC130TC
(s T
g'sg |d oy o CTXRIJUIDIUDY 1E131SqNg

mnuﬁxﬂap ap d/nuw) 1EiTATIOV

*awizl e povuny eduadepd BT ap jeuedord T pIigapTRiILdT, P QIDEPIXo, P iwirieidwng “LIXY ¥InvlL



A IN RESULTATS /

precent &n els eritracits que, en wirtud del seu comportament bifisic pnt
contrikuir a 1 activitst en oo amali rang de concentracions (153) fueure
I.4.4.1.2.0. Lractivitat ALDH total fou de 1 argdre de ! estimada per
altres awtors wutilitzant propanal 20 mtt $0,1 mUsmg d hemaglobinal {132,
304y, Tenint en compte el wvolum de sang present en 12 placenta {veure
IW.1,1.7, 1a contritucio de 17activitat de 1’ isoenzim ALDH II d’eritrocit
a 17agtivitat ALDH de l1a placenta, mesurada &smb propanal 13,3 mM, seria
com oa maxim de 2 mUlg de teawat, o oun 12K de 1factivitat ALDH total.,
LaLBH procedent de la sang podria ser en canvi 1“ogrigen de 1 activitat
ALDH  de Baixa Km mesurada &n homogenat de placenta. E1 diferent contingut
gn  sang dels Hhomogepats explicaria la gran variacio observada en els
vilors daquesta actiwitat (Tauia AKIl).

2.2, Purificacio de 1*&LDH de placenta humana

-~ Exempte de purificacid

bespres g assajar diverses condicions, s adopti un metode de
purificacid {veure ‘tamhe III.1.4. i Fig. 12}, que vz introduir e)
tractament dels tampons per tal de treballar en una atmosfera anaercbia
{yeure 111.1.%.3.7. Es varen homogenitzar D00 g de placents 1:1 {psuwl en
tampd Tris-HCY 10 mM, EDTA 1 eM, OTT 1 mM, pH 8,2 a 4"C. La suspensid
resultant es rcentrifugd despre® a 11.000 » g durant | h. E! sobrenedant
t700 mld es filtrd, | es dialitzd enfrant de 25 1 del mateix tampd durant
S h. La mostra s"aplica a wuna columna de BEAE-cel.luloza (5 x S0 cm)
equilibrada amb el tampd anterior, i 17enzim va ser eluTt amb un gradient
de © a 0,19 M d¢ HaCl {3.000 mt). Les 4raccions actives {340 ml} es varen
reunir, concentrar fins a 20 ml, dialitzar enfront de tampd fozfat
monozsbdic=-NaDH  I0 mM, EDTA 1 mM, DTT 1mM, pH 4,0 § cromatografiar en una
columre de  S°AMP-Sepharose (1 ¥ 22 em) eguilibrada amb el mateix tampd,
Les condigions emprades feren cimilare a les daonades per Pietruzzlo |
Yonetzni ¢(Z4B) per a Ja purificacio o'ALDH I | ALDH 11 de fetge. La
cotumnaz es wa rentar successivament amb  aguest tampd (300 m13 i amb

fosfat monossodic-MNaOH 50 mM, EDTA 1 mM, DTT 1 mM, pH &,0 (300 m1). Buan
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17enzim eluia ineape:f%icament. gra recromatografiat en ung pova columna
en tes mateixes condicions {weugre [I1.1.4.4.4.%. L'ALDH va zer elyida amb
un gradient de 0 2 & x 10=-% M de WADH ¢S00 ml1) i concentrada fins a wn
volum de 1-2 ml. E} grau de purificacia assolit en aguest estadi fou
suftcient per a Ya majoria destudis fisico-quimics 1 cinBtics. fuan
interessa un enzim completament pur, &1 concentrat provinent de la
cromatogratia d“afinitat s‘aplicd a una calumna de Sepharryl 5-300 SF
¢2,3 x 90 ¢m) enquitibrada amb tampd fosfat monossédic-NaOH 30 mM, EDTA
lmd, OBTT 1 mM, pH 7,3. AY final, les fraccions amb activitat ALDH (1020
ml1} varen ser concentrades de tal forme que 17activital estandard os
d'aprozimadanent 1 B/mi. Tois els tampons emprats foren desgasats o
saturats amb nitregen. La purificacit completa es realitza enm & o 10
dies.

= Cromatonratiz en DEAE-cel.lulass

En la cromatografia de OEAE=cel .lulosa s eliminaren les proteines mEs
hESJqUEE i 1a major part de 1"hemoglobina. La Fig. 31 mosira el perdil
d’elucia tipic de la columna de DEAE-cel.lulosa, molt similar al de la
puriticacid de 1°ADH de placenta. L“ALDH de placenta humana va requerir,
perd, wun pH superior 8,7, en comptee de 7,7, utifitzat per a 17ADH) per
a l2 seva unid a ta resinz, d’acord amb =1 seu punt isoelectric més alt
{yeure IV.2.5.3.0.

Lretucid de 1ALDH es va produir a upna concentiacic de 20 mM de MaCl,
itmediatament  abans  de  Y-ADH @ de  la fraccid majoritiria  de
| "hemaglebinz, que quedaren més retingudes en  ta columna, L'Jnic pig
dactivitat ALDH presentz el 84 X de 1 activitat titotal continguda
inicialment en 1“homogenzt d{veure IV .2.1.). Conjuntament amb 17ALDH, wa
eluir um pic dactivitat lactat dechidrogenasa (LODH?, que va carrespondre
a 17 iseenzim LDH 4 {veure IV.2.9.3, el gual posseeix el mateix punt
isoeléctric aque 1°ALDH de placenta (dada no presentadad. De les 3000 U
gractivitat LBH, wmesurades amb lactat 28 mH 2 pH B,3, gque vwa exhibir
1*homogenit de placenta, unes 200 U varen eluir conjuntament amb t-ALDH,

contamifiant sovint les preparacions d'enzim (weure 1V.2.4.7,
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TIGIRA 31

Perfil d'elucié de la cromacografia en DEAE=-cel.lu-
losa a pH8,2 {veure TTL. 1.4.4.3.

L'ALDH de ta placents va ser eluida mitjangant un
gradient de 0 a 0,12 M de Wall (---): activicarc
ALDHR f propapal E3,3 md ) (-@#-} ; accivitat LOH

{ lactat 28 mM )} (-0=): absorbancia a 280nm (-W-).

El volum de les fraccions fou de 20ml.
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Er acabar el gradient, la columna es rentd amb 2,000 mi del tampd
inicial, contenint MNaCl I M, per tal d'eluir ltes protelines més fortament
unides. En les fraccions eluides en aquest rentat no es detectd activiiat
ALDH, amb el que es descarti la presencia d’altres isoemzims de punt
ispelectric més baix, com ALDH I i ALDH 11.

— ECromatografia en S aHP-Sepharose

En el =egon pas de purificacid, la cromatografia d7afinitat en
S3'AHP-Sepharose, s"elimin: la resta de ‘Pfactivitat LDH [ d7aitres
prote’ines contaminants, L'ALDH de placenta va eluir zmb 21 gradient de
MabH., La LDH, exenta dactivitat ALDH, guedi normalment més €ortament
retipguda, essent eTulda mitjangant vna elevads concentracid de NADH (0,7
m) (Fig. 327,

- Cromatonrafia de gel filtracid

El darrer pas de la purificacid, 1a cromatografia de gel filiracia,
va servir per & obtenir up enpzim altament pyrificat i 1hiure de pussibles
restes d'activitat LDH, a la wegada que ens proporciond el pes molecular
de 17enzim twveure IM.Z2.3.1.3,

En 12 Taula X111 <’sprecia el grau de puresa assolit en cada wp dels
passas de la purificacid, Normalment, 1’ALDH de placenta es pyrifici unes
7.000 wvegades, obtenint-<e al Ffinal ! mg d4’epyim altament purificat, amb
un  rendiment glebal del 10 ¥. duan eg desitji un enzim 11iure de
qualseval impuresa, el rendiment baixa ostensiblement faproximadament,
tins al 2 %), degut 2 la labilitat de 1'ALDH de placenta en aquest estadi
de Vi purificacid fueyre [V.2.3.}. La preparacid final d’enzim pur fou
homogenia en electroforesi en gel df poliacrilamida amb 305 | tincic amb
%als de plata, ORn apareguf una sola handa gue ens proporciona ademes e
pes molecular de les subunitats <(Fig. 3I7). L'activitat especifica de
17enzim, 1,43 U’mg, resulta de! mateix ordre gue les publicades per als
altres isoenzims de 1°ALDH humana, ALOH I ¢0,5-2,4 Usmgr i aLDH 11 40,38
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FIGURA 32 Perfil d'elucid de la cromatografia en 5'AMP-Sepharo
se [veure ITI. 1.4.6.%.
La columna es va rentar swuccessivament amb fosfat
mognossbdic 10 oM |, EBTA ] oM, DFT 1 oM , pH 6,0 1
amb fosfav manossadic S0 mM , EDTA | mM , DTT 1 mM,
pH 6,0 (AY, L'ALDH de placenta va ger eluide amb un
aradient (B) de D a 6 ¥ 107° M de NADH (——-): acti
vitat amb propanal 13,3 mM (~@-3. La LUH va ser
eluida aml HADH O,7 mM (C): mctivitat emb lactat
28 mM {(-9-3. Abscrbancia a 280 nm (-m-).

EL volum de les fraccions fou d= 5ml.).
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Usmgr {1343,

2.3, Estzbilitat de 1&L0DH de placenta

L“enzim e3 revela altament inestable en absBncia d'zgents reductors o
d*una atmozfera anaercbia, perdent ta seva activitat rapidament gn el
tramscurs del prockEs de purificacid. Quan el OTT ,en que es conservava
1“ALBH de placenta, era eliminat per dialisi enfront de tampd 1liure de
OTT, durant 24 bk, T enzim perdia aproximadament el 30 X de la seva
activitat inicial, malgrat que el tampd de 12 dialisi ectawa saturat amb
nitrogen (1I1.1.2.5.,1, Aquesta €5 uwna caracteriztica comyna a tots els
isoenzime de T1-ALDH, i #% probablement deguda a 17elewvat contingut en
residus de cisteina suzreptibles dfoxidagié (248 C(veure IV.2.4.5.).
L'‘addicic de OTT 1 mM o 2-mercaptoetancl 20 mM a una aliguota de lenzim
diatitzat no restaura Jfactivitat inicial, indicant gque 1foxidacid
d alguns residus de cisteina padia causar la inactivacid irreversible de
1“enzim. Per altra banda, 1“activitat ALDH va dieminuic notabiement per
pracessas  de  congelacid-descongeltacid, idhuc  en homagenats del teixit,
essent preferible 1’emmagatzement a 4°C per a la seva utilitzacid a curt

kermini.

La  Fig. 33 mostra 1-ectahilitat de 1°ALODH de ptacenta humana
emmagatzemada a 4*C, a pH 7,3, en gresdéncia de OTT 1 mM, Lenzim pur va
perdre la seva activitat rapidament, presentant només el S0 % de
Pactivitat al cap d“uma setmana. En canvi, una preparacid menya pura
d'enpzim, que no havia sigut cromatografiada en 1a rcolumna  de gel
fittracid, conseruyd  més delt B0 ¥ de 1activitat durant un  mes,
probablement degut a  1°pfecte estzhilitzader de les proteines

caontaminants.

2.4, dnatisi dels isoengzims de §1“ALDH de placenta

Les electrofaresis en gel de midd dels homegenats de placenta humana
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FIGURA 88 FEstabilitat de 1'aLDH de placenta en tampd fosfat mo-
nossddic-¥aGH 30 mM, EDTA 1 mM, BTT I md , pH 7,3 ,
gaturat amb nitrogen, a 4°C
Preparacié d'ALDH ahans de la cromatografia en Sepha
cryl (0=}, Preparacld ATALDH després de la cromato-
grafia en Sephacryl {-@-),
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no revelaren cap banda d'activitat ALDH en la tincid amb proparzl (Fig.
34, malgrat 1'activitat detectada per metodes espectrofotometrics (veure
IW.2.1.}. Aixi mateix, gquan s aplici una &lTquota d'enzim purificat & una
elactroforesi en gel de wmidd, juntament amd homogenat de feige
homogenat dfestdmae, dos ferndmens diferents, la temperatyra d7incubacis |
1z preséncia de LDH contaminant, dificultaren 1a deteccid de 1°ALBH de

placenta.

- Efecte de 1a temperatura d'incubacid sabre la ftincid de 1'ALDH de

placenta
Malgrat 17elevada concentracid d‘enzim aplicada {1-2 U/ml>, quan la

tincid es realitzava a 45°C {temperatura usual emprada en zquest tipus
dg'estudi}, no c’observava pricticament cap bands dactivitak ALDH
pravinent de 17enzim purifticat. En el miltor dels cdsos, s”intuia una
tona de tincid mplt débil 21 cap de t b d”incubacid (Fig. 34). En canvi,
quan ta tincid es realitz3 a 20°C, aparegué rapidament uma famitia de
bandes anodiques ben visibles, de menor mobilitat que e#1s iseenzims ALDH
I &t ALDH II de fetge i gue ALDH [I1} d*estdmac, perd de similar mobilitat
al grup de bandes corresponents a 1'icoenzim ALOH IV de felige, Tes guals
tamhé pg tenyiren mes intensament a aquesta temperatura (Fig. 34}, AixT
donce, 1°ALDH de  placenta es tenriz milloe & ung Eemperatura baixa, el
que suggeria la eeya extrzordinidria  termolabilitat ¢ueare IW.2.5.4.7,
explicant=ze també ta débil tincid d7ALDH IV en sle homogenats de fetge,
normalment tenyits a 45°C, Contrariament, ALDH [ 1 ALDH 1! ez tepxien
miller & temperatura alta.

- Efec'e de la LBH contaminant sobre la tincio de Y°ALDH de plscenta

Guan la preparacid d‘enzim possela com a contaminant activitat lactat
deshidrogenasa  dweure 1V.2,2,3, la meitat del gel tenyidz en preséncia de
piruvat <afegit rytinariament per a inhibir ta LDH en les mostres
d*homogenat) no mostrava cap banda, perd si la presentava la meitat
tenyida sense piruvat, en quée molt a prop d‘una ténue banda de 17 iscenzim

LOH 4 apareixiz 1°ALDH de placentz (dades no presentades).

aixi  doncs, s’ investigi 1°efecte conjunt de 1a presiéncia de LDH
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FIGURY 3&

Electroforesi en gel de midd de L'ALDH bhumana a
pH 7,0 , 730 0% , 39-40 w4, durant 8 h [wveure [LIT.
5.1.1. ). '

Tingid per sacbivitar realibeads sab propanal
1l mM i afegint piruvar llrmM: a} a 4539C, bl a 20°C.
1: Homogennat de fetge, 2: Homogenat de estémac,
d: ALDM de placenta purilicada, 4: Homeogenat de pla-
centa, 5,0 1 7:ALDPY do placenta purificada,. amb di-

ferents quantitats de LoH &
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contaminant + de piruvat sohre l1a tincid de 17&lLDH S placenta.
S7azplicaren L un materx gel waries aliguotes d'ALBH de placenta
purificeda, 1¢s quals conteniern Grferents quantitats afegrdes dfuna
presaracid de LDH 3 de placenta. La tincad el med en preséncia da
pirovat fevelld que ba antensitat de les bandes de 1°ALDH de placenta era
tant més dibit rem magor guamtitat de LQOH 4 camteria 1faliquota
caorresponent (Fig. 340, Ez a dir, 17 1s0enzvm LOH 4 emmascarava d'atguna

forma la tincig de 17ALDH de placenta en presencia de pirdwat,

S'estudia a continuacid 1 efecte del piruvat en 17actiwrtal ALDH
mesurada espectrn+ntnm§tr|cament. L“ALDH de placenta purtficada, 11 uwre
de ALDH, no fpu snhibida en precBngia  de piruvat, Tanmateix, en les
fraccions que presentadven LDH contaminant dwegrse TV 2,200, 17activ tat
#L0H wva resultar  aparentment anhibida per 1 addecad de prruvat a la

barreJa de reaccid,.

El girywst actua com a arhibidor de 17ascdeced del lactat per 1a LDH
{141, perd 3 barxes concentracsions de MADH g2 sybskral natural de l1a
LOH. Ee molt probable que el MAGH, produrt en 1M oxadacid del propanal per
part de V'ALDH, sigur utpltakzal per 12 LDOM per a 12 reduccio del piruvat,
ng delectsnt-se augment d absorbamcia a 340 nm (Fig. 3%,

promanal ALDH

= Dioponnnt
/,f" \\
MAD HADH
lactat o \\\h .ffj piruvat

L DH

FiGURA 35 Mecanlsme d'acoblament cntre I'ALDHL la LDH, awmb
La recridacid del MNADH prodult, per a explicar la
tnhibicif aporent de l'activitat ALDH pel piruvat
en fraccions parcialment purificades.
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£) materx mecanizme impediria ba reduccid del NBT en la ttncid del gel de
midd, al sobreposar-ce tes bandes de ALDH I ¢ LOH 4, 1 explicariz la
manca de tincid de 17ALEH en els  homagenats e placenta | en les
fraccrens parcialment purificades 1, probabhfement, 12 tincid anormalment

debi 1 d7ALDH 1Y en els homogenats de fetge (2210,

2.5, Caracteritracia #fsico-quimica de 1°ALEH de placenta

2.5,1. Pes mglarglar de V'enzim fnatiyg

El pes molecular de 1°ALDH de placenta, determinat per duplacat
mitjangant crcmatpgrafia en wvna columna de Sephacrxl S-200 <F fou de
E00.000  dalton <Fig. 3d4a?, 1 per cecmatogratia en wna celumna de Sephades
G-z200 5F, resulta de 114,000 dalton ¢Fyg, 3dbY Cweyre III.1.4.3.1.17, En
ambdues columnes, 17enzim wva elurr gn un pic Simetrrc d7actsurtat {dades
fg presentadesty no detectant-se scbhivstat ALDH en les fragcdiens elurdes
en  la reg:E de 200,000 dalton. Aduestas #e3 la pemera wegada gue
s‘ghservava 4n  1sdenzim de V'ALDH humana amb un pes molesgtar anferior 3
200.000 daiton.

2.9.2. Pes meolegular de fes subunitats

L“electrofores: en gel de povracrilamida en condscaoms dissooiants de
diferents preparacions d'ALOH de placenta mostrda un: uUnica banda de
proteina en la tincid amb sals de plata. Aguesta banda correcpongue, en 5
expervments  independents, a4 un pes molecular de Yes subunitats de 33.000Q
dalton <Fig, 37). Conssderant el pes molecular de¢ 17enzam natia C114.000
daltend, prapasérem una estructurs Jiméricy per a la forma funcronal de

1"enz1m, a diferdncia de tfestryctura  tetrambrica gue  semblava  ser
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Determinacié dlal pes maolecular (Me) de 1TALDH do o pla_
centa humara per croamatoegralza de pel [iloeachid, Ro-
presentacid de Kav enfronr de log Mr (veure [21,
l.4.8.7).

Proteines—patrd (Mr) : 1. Eihonucleassz &, 1,368 x

x 10%: Quimoctripsindaen 4, 2,5 x10%; 3., Ovealbémina
.3 x 105; 4. ADH de fetge dc cavall, 5,3 x 10%;

5. Lactat deshidregenasa, 14 x 10%; A, ALDI de llevar
24,5 x 10%; 7. Ferritina, 47 « 104,

a) Cromateprafia en Sephacryl 5-30D S5F.

v, o= 391 ml, Vo =118 ml. r2 = 0,0824
bl Cromatocgrafia en Sephadex G-200 5T.
V. = 390,1 mi, ¥¢ = 127,31 ml. ¢ = 0,%878

¥
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Elgeceraofoaresi e gel poliacriltamida amb SRS, Tincid

amlb sals de glata {vepee IIT1.3.2.)

aj

LY

Demostracio de la homogeneicat de 1'enziam purifi-
eat,

Caleul del pes wmolecular de les subonitars MHe)
de L'ALDH de placenta humana. Eepresentacid de
log Mr enfront de la migracid relaciva [(REQ).

ré a 0,9924.

Proteinag-pated (Mr)., 1. Fosiorilasa h,9,0 x 10%;
2. Allbdmina de sécum bovi, §,8 x lﬂﬁ: 3, Ovoalhfli-
mina, 4,3 % lﬂﬁ; 4, Anhidrasza carbénica, 3,0 x10D%:
%, ILahihider de la veipsina, 2,1 x 10%; 6. Liso-
pim, 1,47 % 109,
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caracteristica de | ALDH humana (249D,

2.5.3. Punt i=celectric

Leetectrofocalitzacid analitica de 1'enzim pur en gels ultrafins de
paliacrilamida reueld dues Jnigues bandes dfactiv i tat ALDH 3 pH 4,75 1 pH
4,70. La tiagrd per proterna amb  $als de plats presenta dues bandes
maJorrtaries de¢ punts soeléctrics cdfntics als de les Bandes tenyiaes
amb  propanal  (Fig., 33, Els punts r1soeléckrics de i°ALDH de placenta,
sengrblement meés elevats gue els dels ssopenzims ALDH | ¢l 4 %5 | ALDH
11 tpl 5,00-5,300, explicarten 1a més lenta mobiVatat electroforética en
gel de midg, a pH 7,4, de 1 enz«m de placenta t la necessitat dfaucmenkar
el pH en la columna de DEARE-cel.lulosa respecte a 1 utilitzat per a ta
unio de 1T7ADH de placenta ¢pl £,4) 319,

2.5.4. Ectabilatat Fermaca

Srestudia 1’estabriitat termica 3 45'C de 17ALDH en hemogenat de
fetge 1+ dé placenta humans, | T estabelatat a 45°C 1 Z25°C de 1°ALDH de
placenty puerificada, seguint 2ls métedes explicats en 1z seccid 100,23,
Er tots els experiments, s-obtingué 13 corba de desnaturalitzacid kirmica
del enzim, por reprecentacid del percontatge dactivitat resideal (100 %

d'activitat a tempc zerpl endfront del temps d encubacia tFigs. 2% ¢ 400,

~133=



FIGLRA 33 Flectrafocalilencid analitioa en qel ulerabl e por -
liacritamida, Rang Jdo pH = 3,5 - 10
a) Comparacid le la tincia per proteina i per activi
tat o'uwna preparacia d'ALDH do placenta humana.
By Feprosoatacid lel gradient de pH. El punt isceléc
tric de 17ALGEH de placonta es calculsa per interpo_
lacifd de les discancics mesurades des del cdto-

de a cada uma Je les handes,
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- Estabibstat térmica de 1*ALDH en homogenat_de fotce | de placenta

En homogenal de  fetge, quan 1factivitat es mesurava amb propanal &3
PM  (ALEH de baixa Wm¥, es conservava encara més del 90 % de 1'activitat
inicial ale 18 min diincubacid, i un 70 ¥ 21 cap de 1 h. En canvi, quan
z'utilitzava propanal 13,3 mM CALDH total), només es detertava el 51 ¥ de
1"activitat imtcial als 10 min. Mé= espectzcular era la dicminugid quan
es considerava 1-artivitat de 1°ALDH 4 alta Em, calculada per diferdngia
entre l1es arctivitate mecurades amb propanal 13,3 mM i amb propanal 46 M
(veurp 1I11.2.1.2.2.). En a2quect 35, #f percentatge d7activitat residual
era del 4,5 ¥ als 10 min d’incubacid (Fig. 3%). Resultats similars 2
1"obeprvat per a 1*ALDH d7alta Km s’obtingueren amb haomogenat de placenta
on, alg 18 min d"incubacid, només restava un 7,2 ¥ de 1 zgtivitat
imicial, amb wun perfil de la corba de deenatural itzacio termica idéntic
al de 17ALOH d zlta Fm <Fig. 37r. Aquast experiment demostrava <larament
ta diferent termolabilitat dels i1scenzims hepatics de 1'4LOH humama: el1s
isoenzims de baixa ¥m aparexien forca resistents a la desnsturatitzacio
térmica, mentre els d°zlta Em perdien rapidament Ya sewva activitat per
accia fde! calar. Les dades aportades concorden amb les abssrvacions de
Harada i cal. €125 i Meier=-Tackman ¢ col. (221, al eskudiar
1“estabilitat teérmica dels i<eenzims de  1°ALDH humna, Segons Harada i
col, (125, contrariament a ALDH I i ALDH [[, ¢l= icoenzims ALDH IIT i
AlLDH IV, wunx wvegada separate per etecltrodoresi en gel de mido, Eren
extremadament ineckablas a ¢0"G. E1 comportament paralel guant a
termoestabilitat, ohservat per g 1 activitat ALDM de placenta i
17actiwitat ALDMH J7alka Km de fetge, suggereix que la placenta posseeix

majoritiriament iscenzims dalta Em.

- Estabilitat termica de 17AL0OH de »larenta purificaca

També es determind la corba de degspaturalitzacid térmica a 45°C |
25°C de 1°ALDH de placenta purificada. A 99°C, s observd unz ripida
inhibicid de 1factivitat enzimatiga, amb menys del 5 3 de 1 activital
imicial als 3 min d'incubaciao (Fig., 40ay. E1 perfil de Y& raorba de
desnatural itzacio Jou  igentic, ademga. a I1/observal en 1" homogenat de
placenta C(Fig. 37). Per altra banda, a 25"C es c<onservava el P06 ¥ de
1“activitat iniciz! als S min d’incubacid (Fig. 40b).
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FIGURA 89 Corbes de desnaturalitzacid tédrmica a 45°C de 1'ALDHI
gn homogenat de [etge i de placenta.

- Homogenat de fetge: Activitat ALDH de baixa Km, me_
surada amb propanal 66pX (-m-) , activitat ALDH to_
tal mesurada amb propansl 13,3 mM (-&-} , activi-
tat ALDH d'alts Km, calculada per diferéneia de
les artivitats ALDW totzl i ALDH de baixa Km{-m=}.

- Homogenat de placenta: sctivicar ALDH, mesurada
amb propanal 13,3wM (-0-) ( veure III. 2.5.4.) .



Ficera 40

Desnatueraliceacid térmica de 1'ALDRN de placents
purificada a 45°C i 25°C {veure IIi. 2.5.4.).
Activitat mesursda awh propanal 13,3 oM.

a) Corbes de desnaturalitzacid térmica a 45°C
de 1'ALDH de placenta: sense agents estabi-
litzants(-#-), amb DDT & mM (-&-), amb NaD’
0,5 mM {-m-3.

b} Corba de desoaturalitzacid térmica a 23°C de

1"ALDH de placenta,
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FIGUR: §1 Desnaturalitzacié rcérmica de L'4LDH de placenta
purificada a 45°C 1 25°C (continuacid),
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temps per a la determinacié de k 1 Ly :

45°C (-@-3 1 25°C (-0-).
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Com ¢ pot weure &n la Fig. 40a, g1 Hab™t 1"agent reductor OTT, &
las contentracians usuilment emprades, procoraren un efecte protector
enfront & la  inactivacio per calor, sobretot derant ele do2 primers
minuts dincobacid a 45, Aguesta prnte:c]ﬁ demastrava Ta impnrtan:ia de

la interarcif del ceenzim amb el zew sebi de fizacid b €& :nteniment

dels recidue de cisteina reduits per 2 13 confermac taliticament
zctiva. Ademé=, suggeria que el MAD* s‘uneix a - zn absencia de
subsirat,

Efectuant unz nowa representacidc de les dades de la Fig. d40a, en
abseéncia d agents ectabilitzamts, i de la Fig. 40b, s obtingud la Fra.
41, on es pogue calcutar K {constant de despaturalitzacid LEemical i b
{temps mitja de desnaturalilzacidg? a partir del pendeni de la rect:
tegure E11.2.3.0, Aixi, a 43*C, k = 0,34 min=-F i tyz= 0,32 thin, A4 25°
1a degnatyralitzacid progressd molt més  lentament, amb vna k de 0,03
¢

min=*, 20 vegades inferior, 1 un tyade 23 min.

2.4, Caracteritzacid eindtica de 17AL0OH e plagenta

Z.4.1. pH_2ptim

Et perfil A'activitat, mesurada amb propanal 13,5 7™ {ueare 111,
2.2,1.2.7, enfront del pH del medi presenti un maxim a pH 8,35, similar
al de les altres ALDH humanes {Fig, 42» (vewrs T.4.4.1,%, E1 mate1z pH

optim havia cigut observat en homogenat de piacenta (dada no presentadar,

A pH ?,U, 1fenzim canservd encara 21 S0 ¥ de 1 activitat mazima. Byan
s empra ‘tampd glicina=MalOH 0,1 M, en lloc de pirafosfat sodic=HC! 33 mM,
per al rzng de pH 9,25-10,0, #5 va prodeir una brusca davzllada en
1"activitat enzimitica, de tal +4orma que & pH #,%9 tactivitat ara

practicament nul.fa, Ep tampd glicina, 1 activitat “background” en



rIGURA #& Perfil 2'activitat de 1'ALDH de placenta cnfyront

TE

pu,
pH 6,0 -~ 7,3 ¢ tampd fosfat monosscdic-daCH 3 Imd
pH 3,0 - 10,0 : tampd pirofosfat sZdic-HCLI 23mM.
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abséncia d’enzim era extraordiniriament glevada, suggerint que §a reaccid

entre el propanal i al HaD¥ s vey accelerads en alguna forma per la

preséncia de glicina {weure III,2.1.5.2.},

2.8,2. Especaticitat de Coenzim

Lenzim wotilitzd gpreferentment b com a coepzim, amb una Km de 17
AH a pH B,5, vna de les mFs baixes entre fes presentades pels isoenzim:
de 1“ALDH humana. Tambe fou zctiu amb MADPY, perd amb una ¥m de 0,4 m:
una wvelocitat maxima Fa meitat de 12 mostrada en preséncia de MADY (Tauia

A

2.6.3, Especificitat de substrat g

Per tal destudiar 17especificital de substrat de 1°ALOH de placents,
s'utifiitzaren els aldehids que apareixen en la Fig. 43, ademes dels
emprats en Ja caracteritzacic cinetica de Y-ADH (Fig. 28). Les mesures
d'activitat es realitzaren a pH 2,5, en 1 qual 17enzim presenta
pricti:ament 1Pactivitat mixima {veure IV, 2.8.1,.3.

7.6.3.1. Oxidacio dels aldehids alifdtics

- [Quasi bE tate els aldehide =2lifitics investigats presentaren
constants de HMichaelis superiors a 1 mM (Taula XXIVY. Especialment, els
valors obcervats per ats aldehids alifatics de cadena curta (20-100 mM)
foren elg més pleuazts de totes tes ALDH estudiades fins €1 present. Aixi
dorncs, cat classificar V'ALDH de placentz com wup iscenzim d'alta Km, tal
com ex reflecteix en les propietate de 1 homogenat Jdel teixit (veure
W.2.1. i IV.2.5.4.7. E1 formaldehid fou oxidat Onicsment 3 elevadissimes
concentracions de substrat. L acetaldehid, amb wna Hm Jde 22 mM, ho es pot

considerar en  absolut substrat fisieldgic de 1 enzithy, malgrat 17elevat

-184~
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valor de Hcat C1B0 min-¥>. E1 propanal ¢XX1{Y fou també un deis millors
substrats en  termes de Kcat, pel que ='utilitza en ta determinacio de

17activitat ectdndacrd i en els estudis d7inhibicid per substral.

- En la cinktica realitzada amb propznal ¢XXIIY, I17enzim presenta
inhibicid per substrat z concentracions superiars a 20 mM, trobant-se el
maxim d7activitat prop de 40 mM, Amb propanal 200 mM g2 detectd el S0 ¥
de T activitat maxima 1 el 20 ¥ de la velocitat mixima tebrica (Umax)
(Fig. 44a). Els wvalors esperimentals de v ; [S] s ajustaren a 17equacid
donada pEr Eteland (&4} per a la inhibicigd per substrat f{yeure
1M1.2.2.3.7¢

v = tumax. [S1) / [tm + [5] + ¢Is3® / k)]
cateulant-se¢ €1s valors de Km, Ki | Vmax, gue foren iguals a 23,4 mit,
ot 3 mM g 4,0 USmg, respectivament, Valore aproximats de Km 1 Umax havien
sigul ohtinguks de 1a representacid de Linerwsaver=Hurk (Fig. 44b).

La inhibicid per substrat observada podiia ser deguda a4 varies
causes (&4): Formacid de complexos abortius del tipus enzim-NADHM-propanat
o enzim-prppanal, inhibicid anespecifica com a consegiencia de ‘Fes
slevades concentracions de substrat emprades (presencia d’inhibidors
contaminants en les solurigns de prapanal, wvariacio de la constant
dielectrica del medi, ete.), Donada !-elevada reactivital guimica del
propanal no es pot decrartar la unig cowvalent | irreuerzible de 1“aldehid
& residus dfaminodcids situats en la superficie de 1°enzim, ni la
jarmacid de complexos amb el MNADY , que podria afectar directament a
Yractivitat enzimdtica. AIXTP, quan 1a roncentracio de propanal fou de 200
mM, la wvelocitat de dFormacid del complex propanal-NADY  fou unes 20
vegades SUPEri@r que an AreESENC | & de propanal 13,3 mM  {weurs
111.2.5.5.2.?, Per altra banda, malgrat 13 preparacid acurada de Jes
solucions de propanalt  f(wveure 111.1.1.2.0, dyrant 1 emmagatzement podien
haver-sg format petites guantitats d73cid carboxilic per oxidacid, o de
la forma hidratada de 1'aldehid, que podrien actuar com a inhibidors dg

17enzim {740,

Aquesta inhibigid de 174AL0OH a elevades concentraciens de substirat
’havia observat anteriorment en homogenats del teixit, i tamb& amb

-1a7-



FIGURA B9 Cinética de L'ALDH de nlacenta amb propanal.
a) Corba de saturacic de bt'enxim aab propanzl.
b} Representacid de Lineweaver-Burk dels valors expe-
rimentals de v i [S] per al cdlewl de Em i ¥V max.

adparents.
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gcetatdehid i Putanal com a szubsirats f{dades no presentades). La
inhibicid per suhstrat es foneix  també en altres formes de 1°ALOH de
mamiter 4158) i en algunes decshidrogenases NADY -depenents, com els
isoenzims %o i Sidy de 1°ADM {33}, i 1a LDH (141>,

- G5S’estudiaren tamheé alguns dels productes resuliants de 17 owidacid
dels subsirals de 17ADH de placenta dvewre IV.1.8.1.1.7. La ¥m per 3
1"octanal ) fou excessivament alta com per a eliminar sficientment el
producte od'un dels millors substrats de 174ADH de placent:. Citral (X3
retinat CHITIY, productes doxidacio  del ger i retine
respectivament, neo foren oxidats en absolut per }rail tacents (Tavla
ARIWY. La preséngia de dobles enllagos en la radena carzonada d7aguests

aldehids no sembla afavaric la seva oxidacid per part de 1¢enzim,

- El maglondialdehid (XZ£II1), producte altament citotoxic resultant de
ta peroxidacid dels 1ipids (veure Y.5.2.3, fou oxidat ambh una kcat de 33
min=1, =egurament per la seva similitud estructural amb el propanal. La
sevy Km 8,8 aM) sembld pers massa glevada per & una efectiva slimingcio
d‘aquest compost, que en tinterior de 1s «cel.lula es troba en
concentracions de 1 ardre de 10-%HM (141).

2.46.3.2. 0Oxidacid del semjaldekid succinic

L“dnic aldehid de tots eis examinats que presenta una Km senciblement
inferior & 10-"M 4ou e) semialdehid de 174rcid suceimie XY, metabolit
de 1z via de 173cid d-aminobutiric {GABAR). Malgrat la seva baixa Keat, 30
vegades menor que 1a del propanal, ) enzim va exhibir una Km de 5 M quan
t“activitat es mesuyra a bar¥s concentracid de subsiral (2.5-14,4 PHJ. ;]
alta concentracio de semialdehid succTnic (0,03-1 mHM) s”observa una
aparent activacid per substral, ol gque resultd en una cinktica bifasica
amb unz segona Km de 49 pM, també forca bzixa (Fig. 45a). Amb tot aiad,
¢l cemialdehid succlfmic fou sl mes ecpecific dels aldehids assajats
{Kcat Km = 336.000 M-4 .min-").

-1EB-



FLGIORA HE Cinética de 1'ALDH de placernta amb semialdehid suc-
cinic.
3} Representacid de Lineweaver-Burk wutilitzada per

al cdalcul de Em i ¥max aproximades o alca i baixa

concentracid de =zubstrat.

b} Eepresentacid de Hill per al calcul de h i [Slﬂ'5i
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S7estuydil, & continuacid, amb més profunditat l1a cindtica no
michaeliang presentads per 1'ALDH de placenta enfront d’aguest cubestrat.
Srposant unr  comperiament cooperatiu eptre les subunitats de 17enzim, es
calcutd o) coeficient de Hill k), que recultd igual 2 0,59, indicant
cogperativitat negativa per a la cinética de saturacid amb cemialdehid
suecinic (Fig., 45b». La constant de semisaturacid ({31qs » fou de 30 pri
(weure  1I1.2.2.4.). E! semialdehid sucgcinic fou 1°dric substrat per al
que 1 enzim mostrd cooperativitat negativa. Altres isocenzims de 17ALDM,
con ALDH IF, presenten un comportament bifdsic, encara que enfrant =
acetaldehid 1 propanal, substrats per als quals 17ALDH de placents mostra
inhibicid per substrat.

Es interessant f{er notar que eis valorz de [5]q5 del zemialdehid
suceinic (MUY i de la Km del cerrezponent aldehid alifitic de 4
carbonis, botanal (XXIVY, difereizen en més de 1.000 vegades, Aguast
fenémen podria reflectir wuna especial configuracio del centre actiu de
1“enzim per a 13 fixacid del subetrat a traves del grup carboxil del
cemialdehid Cweayre tambe IM.Z2.4.3.3.%.

2.4.3.3. Quxidacid dels aldehids grnm%tici

Els wvalaors de ¥m per als aldehids arcmatics foren malt similars entre
i i, en general, menars que per als aldehide alifatics faproximadament,
1 mM), amb wun walor de Kkcat wvariable segons la naturalieza del grup
substituent en  1°anell benzenic (Tauwla ¥V, Per al benzaldehid (XMVITED,
la keat dou  extraordinariament baixa (3,7 min=*), émb aizD, 1 ALDH de
placenta ec distingia clarament dels isoenzims ALRDH T 1 ALDH I1, gue
precenten wvalors de KEm per al benzaldehid de 17ordre de 0,3 uH,
conseryant entre el 30 i el 40 ¥ de la welocitat mixima mesurada amb

acetaldehid (Taula WIIIx.
L oxidactd del geup carbonil resulti afavorida per la presencia d'un

grup nitro en puaicii 3 de 17anell argmatic, €<om en el 3-nitrobenzaldehid

{¥1¥), En canvi, la preséncia d“un cubstituent de naturalesa polar en

-13%-
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TanLa AXVI. Aldehids amb els gque no es detecrd acrtivitat ALDH?.

Subsrrat b !53] max [mH}E
citral 1
retinal .2
4-hidroxibenzaldehid 0,1
rainillina 33
aldehid cionamic 2
indole=3-acetaldehid 10
piridoxal 1

+
Azzaig realitzat en tamos pirofasfat-s6Jdic-HCl 353 oM, pH B,5, HAD 0,9 mM

Les estructures molegulars dels possibles substrats apareixen en les
Figs, 281 43.

o D= ) . -
Concentracic maxima de substrat atesa en l'assaig. En melts cases vingué
limitada per la solubilitat del substrat.
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pesicio 4 no va contribuir particularment 3 la catalisi, com en b ras
del d-clorobenzaldehid OGOMIY, o bé 1a vs impedir totalment, com en o)
cas del d-hidroxibenzaldehid {XxMII} o de la vainillina ¢%¥13 (Taula
W01y, El d-hidroxibenzaldehid é&s substrat daltres formes de 17ALDH de
mamifer (2842), i la wainillinz posceeix una estructura 2imilar a la
d*alguns derivats de neurgtrapsmissors, com el DOPAL, gque €s unm bon
substrat de 1 iggenzim ALDH JI  ¢1301, Per altra banda, no es detecta
activitat enfront de 172ldehid cinnimic CXNJITIY {Tawla XXWIY, producte
d'oxidaci del millor substrat de 1°ADH de placenta, 17alcahol cinnamic
(MITTY Cweure IV.1,8.1.1.),

L7 indole-3-acetaldehid CEEIEY, derivat del metabeloame de la
serotonina, que ha sigut proposat com a substrat fisioldgic d7ALDH T |
ALDH IT i dfaltres formes de 17ALDH de mamifer (77, 305) per 13 zauva
baixa Km | elevada eficidncia catalitica ¢(Taula Wwil}, no +ou oxidal per
Y*enzim. Finalment, el piridozal O}, conpost relacionat directament
amb €] rcofactor +fosfat de piridoxal, tampoc fou substrat de 17ALDH de
placenta, probablement pel cardicter hidrofilic dels grups propers al grup

carbonil (Taula =xUIx,

2.4.3.4. Inhibicid de 1 activitat ALDH amb d-hidroxibenzaldehid

El 4-hidroxibenzaldehid, malarat que na fou oxidat ger 17ALOH de
placenta, actud  en canvi com a potent inhibidor de 1 activitat ALDM quan
s “empraven propanal o semialdehid guccinic coam 2  suhstrats. E1 gray
d’imhibicid wva dependre Jel tipus de cubstrat i de lec cancentracions de
zubstrat | d7inhibidor, perd ne de 1°ordre en que s'afegien a 1a barreja
de reaccid. Aix{, amb 4-hidroxibenzaldehid 100 pM, 17 zctivitat mesurada
amb propanal 12,3 mM rezultd iohibida en un #0 %, mentre que la mesurada
amb semialdehid succinic 0,1 @M wva ser inhibida en un &7 %. No fou
passible, perd, 1a determinacid del tipus d’inhibicid, degut a la
cinetica no michaeliana que apareinm amb aquests substrats (wveure
TV 2.4,3,2.,

-1v8-
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Fer altra banda, tes dade= gxperimentals  suggerien que €]
d-hidroxibenzaldehid es Fixava fortament a 17#nzim, probablement en el
centre activ, en competicid amb gl sobstrat. Aquest fet, Jontament amb
1“analisi de fes estructures moleculars del d-hidroxibenzaldehid <XxXUIID
[ de semialdehid succimic (XXW), recolzaven la suposicié de la
participacid dels grups polars d'aguestes molecules en la seva interaccid

amb el seti catalitic de 17enzim (veure IN.2.4.3.2.2.

2.4.4, Activitat esteraza de 1°AL0DH de placenta

Ademés de 1 activital deshidrogenacsa enfront dels aldehids, 1°ALDH de
placenta mostra activitat esterasa enfront dels esters aromitics, acetat
de 4-nitrafenil  acetat de l-maftil, anilogament als isoenzims de baixa
Em de 1°aLDH <105, 274, 3071, Aquesta caracteristica de 17 icoenzim de
placenta =zuggereix un mecanisme catalitic similar al postulat per a les
ALDH de Dbaixa Km, el qual explica la cuexisténcia o ambdds tipus
dactivitat en el mateix centre actiu., Probablement també en el el cas de
17ALDH  de placenta, 13 hidrdlisi dels esters | 1 axidacid delc aldehids

passarien per la formacid d’un intermedi covalent (veure I1.4.Z2.}.

Els wvalers de Km per als dos esters estudists Caproximadament, 1 mHd
{Taula ¥xU11d, foren molt mes alts que els dels isoenzims ALDH 1 i ALDH
IT enfront de I1’acetat de d-notrofenil, 3,8 gM (274) 1 1,3 pM (307),
respectivament. La wvelocitat mdxima opbservada per a la hidrolisi de
1"acetat de 4d-nitrofenil foy de 0,42 Usmg, vwalor comparable a lec 11,7
U/mg meserades per a la reaccid de deshidrogenacio a gH 7,0 famb propanal
12,2 mHM), Un comportament similar es ddna en els isoenzims ALDH 1 i ALDH
I, en que les wuelocitats maximes d'hidrdlisi sdn de 0,13 U/mg CI05) |
6,04 4Ursmg (3071, recpectivament, lleugerament tnferiors a Tes velocitats
miximes de deshidrogenacio. A diferéncia dels iseenzims de baixa Km,
pera, ! enzim de plzcenta neo wva maostrac actimuiacid de 1-activitat
esteraca gn presEncisz  de MoDY 0,5 mM, el gue indicava diferdncies
substancizle amh leg alires formes de 17ALDH quant 31 seti de fixacio

del MAGT i 1a sova infludncia sobre el centre actiu.

-1%1-
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2.6.5. lphibicid de 1°ALDH de placenta amb disulfiram

Quan &% wa incubar ALDH de placents purificada (17,7 nMd, 1liure de
DTT (weure 111.2.2.4.3.), en preséncia de disulfiram 40 uM, durant 10 min
& 25'C, 17activitat mesyrada amb propanal 13,3 mM va resultar inhibida en
un ¥¥,4 ¥ fweyre 1.4.9.1.4.). En canvi, quan el tampd d*incubacic
tpirofasfat sedic-HC1 33 mM, pH £,5) contenia, ademés, MNADT 0,5 mM o DOTT
1 md, 1 epzim conserva 1 100 ¥ de 17actiwitat imicial. Quan OTT § mM
s‘afegia a Ja barreja de reaccid després de 1a incebacid amb disuléiram

48 PH’ nomes es recuperava et 10 ¥ de Y1 activitat inmicial.

L'efecte protector proporcionat  pel Hapt es podria explicar per la
preséncia d'algen o alguns resides de cisteina , essencials per a
Iactivitat o per al manteniment de ta configquraci& activa, propers al
seti d'interarcid det coenzim. La unio del Habt a 17enzim impediria la
reacciag del disulfiram amb aguests residus. Per alira kanda, ks recolzava
1a hipdtesi de la formacid de) complex enzim-MaD? en abséncia de substrat
fweure IY.2.5.4.1. L efecte protector de | agent reductor OTT, afegit en
Exces atl tampd g’ incubacid, s podria interpretar per la seva rearcin amb
el disulfiram tliure, reduint-el completament a dietilditioccarbamat,
similarment al gque cucceeix en la reatcio dels grups tipl de les

cistelines amb et diculfirzm Cveure 1.4.4.1.4.3,

dl 1l 1 -
EC=H5FE-H-C-S'S"’:-H- l'::”s:'z ':EIHSJ—N-C—E
Alsulfirams Uikrlldy kb ocnrha-ak

E1 dietitditiocarbamat format, a diferencia del disulfiram, seria
incapa; de reaccignar amb els residus de cistelina i, per tant; !“enzim
restaria agtiy {177, Per altra banda, el OTT npo podria reverlir els
complexos covalents Jja formats entre el disulfiram | els ohups tiols.

-1¥Z-
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Par  tal Jd'ifuestigar s la reaccid de 1 enzim amb &f disulfiram
seglia  uynad esteguiometria determinada, s estudiz el grau d'inhibicid stes
en funcid de 1a concentracid de dizulfiram, després de 10 min d’incubacid
a 23'C. Ectudic previs realitzats amb 1'enzim pur havien aconsellat no
perilongar Tes  incubacionz a 253°C mdés de 10 min, degut 2 T3 perdua
d’activitat enzimatica per desnaturatitzacid térmiga C(weyrs IV,.2.5.4.0.
&0 molecules de disulfiram per maolécula denzim (disulfiram 0,5 Lk
causaren un S0 ¥ dfinhibicid en 17activitat (Fig. d44a), o1 que indicava
una mitjana susceptibibstat de 17ALDH de placenta al disulfiram, similar
a la d’alguns icoenzims mitocondrials de 1°ALDH oe manider (97, 117, 177,
27%). En aquest sentit, 1 icoenzim citoplazmatic ALDH IT &2 malt més
censible 3l disulfiram, dencs &5 completament inhibit a una relacicd molar
de diculfiram de 431, En canvi, contririament a 17ALDH de placenta, la
séva activitat ez restaura completament a1  afeqir 1 agent reductor

2-mercaptostznel 12 mM & la barreja de reaccid (20%). Agquest diferent
comportament entre ALDH II & 1°ALDH de placenta indicaria per a aquesta
dttima un mecanizme d ikkibicio per disulfiram diferent del propesat per
Vallari i FietruszkKa €308 per a ALOH II, potser més semblant al
mecanisme general daccid ool digulfiram guan £5 emprazt & elevades
concentracions, postutat per Meims 0 gol. C230Y fwveure I,4.4.1.4.00 E)
desulfiram modificaria 1°ALDH de placenta, quedant anit ¢oualenbment 3
T7enzim, en 1loc de promoure Unicament ta formacid de ponts disulfypr

enkre cisteines properes,

Fer altra banda , donads 13 irceversibilitat de la modificacia,
s‘esturdia la cinetica de 1a inhibicid e 1°ALDH de placeanks amb
disultiram, emprant whna relacid molar constant dfinhibidor de 100:1
tdisylfiram ©0,B4 pM3, obtenint-se la corba de la Fig, 4éb. Paralelament,
s'efectuaren els controls adeguats & Z5'C, en absencia de diswidfiram. La
inactivaci® per disulfiran no fou instantania, perd si Dastant ripida. Al
rap de 49 min d‘incubacio & 25°C, 1“activitat de 17enzim havia dieminuit
Ja en un SO ¥ respecte de 1factivitat econtral. Durant els 10 primers
minuts, ba welocitat de 1a inhikicid #ou molt més ripida que en els
minuts posteriors. Les incubacions a tempe 1larg, padrion facilitar Ta

reaccid del disulfiram amb residus d¢ cistetna normziment inaccessibles,
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Inhibicié de L"ALDH de placenta amb disulfiram

(weure ITT. 2.2.7.73.7

a) Representacid del percentatze d'acrivitat
tesidual enfront de Lla relacid molar disul-
Firam:oncin, despréds ol 'iocebar durane 19 min.

by Cindtica de la inhibicié de L'ALDH de pla-
centa amb disulficam, # una relacid moil disul
firam: mol d'epnzim de 100:1. EL & d'acrivitat
e5 calcula respecte a l'enzim contral, ingubat
en les mateixes condicians, a 253°C, sernse di-

sulfiram.
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3 rcausa de la dezestabelatzacd de 1fenzam pel calar, Aixo explicaria 1a
peErdua progresciva d activatat, fins arrabar 2 1z inbitierg total 2z les 2
h.

Z:6.8, Efecte dels jons divalents sobre 1 activitat ALDH

ta preséncia de deferents concentracions d7ions Hg" en 1a barreja de
reacetd, des de 0,5 aM fins a 4 mM, no va afectar 17actiwitat de 17ALGCH
de placenta, mesurada amb propanal 13,3 e a pH ?,0. Aquest comportament
contrastava oamb el dels spenzims ALDH I 1 ALDH ! de fetge gue, en
pPESEncla de similars copcentracrons de cations divalents, la sewva

activitat es veu esbimulada |+ imhitida, respectivament (3040, 311h,

2.7. Localitzaced intracel.lular de X-40H o de 17ALDH de placenta

Per tal de conkixer la Jocalitzacid precisa en 17 interior de Ta
fEl1.lula dels eng Ims chiecte d*aquest estudi, s aprofitaren els
avantatges de tipus metodoldgie  que camporks el treball  amb beixal
placentar {veurre  JII.4.1. + IW.1.%¥.2. Es realetzaren, dancs, dos
fracciomaments cubcel . lubars ufrtitzant terxob fresc procedent de dues
placentec diferentes, 1 es mesuraren lez actiertats ADH, ALOH | d'enzims
marc sdors espe:f#ucg dele dederente cemparbaments coeheel . lulars Sueure
FEv.d4.1.7. Els resuliats obbiaguts aparerxen en la Taula WHUILL 1 la F:9.
47,

L actruvitat AODH, mesurada amb  octansl 1,0 mM, es tocalstzd
puclusivament en la fracerd citoshlica, amb mes doun T3 Y de 1arbivrtat
total <{Tawla XXWI[I? + una activitat especidica relativa de I,47 {Fig.
47y, comnfirmant el recultat obitingut en 1-experament preliminar {veure
I.1.9.0. X-ADH es revelava com a un exced.lent enzim marcador de la

fraccig spluble.
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Suant a 1 ALDH, méc d un &0 ¥ de 1 agctiuitat mesurads anb propaznal
12,3 mM es mostrd clarament aczociada amb les fraczrons particul ades,
majoritariament mitacondrys. De 1 activitat ALDH mitocondrial, més d-un
40 % @paregue ocluida o 5'hagu5 g alliberar mitagancant tractament amb et
detergent Troton #-100 a1 1 ¥ fen les condicians el fraccronamenty, el
gue podria indicar 1z possible ward de 1tepzim mrtocendrial a membranes
€304}, En Ye:s condicrons rutindries g homegenitzac i d fveure FE1.0.4.1.0,
173ddigrd  de Triton ¥X-100 no 1ncrementava els walors d'ackivitat ALDH, El
citasal  btambé presenti una actiwitat considerable 40,0 %) gue no semBla
provenir de contamingzcid metocondrial, tal com ho oandicd la barxa
recuperac iz dels enzims marcadors glutamat deshidrogenasa (GOH, mate.u
mitocondrialY 1 monazmino oxidasa tHAG, membrana mitocondrial external) en
el sobrenedant final (Taula X¥WIEEY. Malgrat que ef t#rxct placentat €5
rentid amb tampd 1sotdnic per tal dfeliminar en el pazzible la sang
residueal, part de 17activatat citosdlics obceruada podria provenie dels

eritrocits {ueure IW.Z2.01. 0,

La rccmpleta homogenitzacid el terxat 1 puresa de les fraccions
subrtel Jlulars es wey@ dificultada per Dfeievada gquantitat  de terxid
canguntiy  en 13 placenta. @ixi, les activitats anz imitigues getectades en
la +racid nuclear tundrien el sew arigen en fes restes de cel.lfuies a
fracciens  na completament disgregades durant 1 hemogenitzicig. La
toansiderable recuperaci0 dtactivitat GOH, marcador mitocondrsal, en la
fraccid nuclear (14 ¥} demostrd gque els matocandris contaminarien aguesta
fraccio. Amb alxﬁ, podem conclaure que Yfactiwrtat ALCH detectada en 1a

fracerd nuclear 11,9 ¥ t& tambe probablement un origen mitocondrial.,

Ele anteriors resultate sdn comparables als obtinguts també en
placenta humams per Kowrr 1 cob. 41B1), gque trobaren mes del S0 W de
1*activitat ALDH en mttocondris, emcara que otilitzant acetaldehsd com 3
substrat, 51 et redferciven les dades de la Taula X#MI1] 2 concentracid de
proteina, 62 1a §raccdd mitocondrial l1a gue posseerx  una activtat
eepecidica peliativa mes elevada per 3 17AL0OH, amb un valor de 7,71 (Fig.
7.

—yng_



FIGURA &7

Activitat especifica relative de 1' ADH, ALDH i

d'enzims marcadors en les diferents fraccions sub-

ctel.lulars de la c&l.3luls placentaria.

Enzims:

ADH, alcohol deshidrogenasa [x-aATHY ; ALDH,
aldehid deshidrogenasa {ALDH toral) ; GDH,
glutamat deshidrogenassa;: MAD, moneaming

cxidaza; NADPH-citC red, KRADPH-citocrom C

reductasa; LDI, lactat deshidrogenasa.

Fraccions: %, nuclear ; M, mitocondrial; P, micro-

epmal; &, sobrencdant final o citosol.
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L activitat ALDH mesurada amb MaDP' com a coenzim va exhibar la
matersa gistrebrcid gue {“activitat mesuracda amb HaDY {dades no
presentadest. En ba fracc1a microsomal no es detectd actiwrbat amb HﬁDP*,
el que indigh I'absEncia de la tipica ferma microsomal J7alta Km o1 mctivg
amb HADPY | deltectads en altres espicies ¢279%, L actiwitat de baixa Hm,
mesurads amb propanal  &¢& WM, fou pricticament indetectable en totes lec
fraccions, a excepc o de la fraceid citosblica, an representd un 11 X de
1fackiy i tat ALDH total.
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Capitol Y : DISCUSSIG

1. COMPAPACIO DE L°ADH DE FLACENTA AMB L ISOENZIM X -ADH DE FETGE_] AMB
IS0ENZ IMS &NALEGS PRESEMTS =N ALTRES ESPECIES

1.1. L‘ADH de placenta pre=senta propietats simitars als 1sgenzims de
i‘AlH de mamifer

En la Taula 2¥IX e= Ccomparen les propretats observades per a |7ADH de
ptacenta 1 1les propiretats generals de Tes ADH de mamifer, Duant a les
propietats fisico-quimiques de 17enzim de placenta, &1 pes malecular
total, prop de E0.000 galion, i 1 estructura dimérica, altxi cem el
tontingut  en zang o Ta susceptibilitat & la tnhibicid per agents quelants
de metalls, son caracteristiques de totes tes ADH de mamifer ectudiades
fins el gpresent. La anhibicid de 17actiuitat  aob agents quelants d¢
metalls, Juntament amb la presencia Qe 2 3toms de rinc per subunitat,
irdica que &1 menys un dels atgms de 2inc 65 mprescindible per a
1"activitat enzimitica, » que probablement esta umplicat en e} mecanizme
catalitie de 17enzum <weure I.32%. Algunes propretats crnétigues com gl
pH Gptim per a 17oxidamrd dels alcohals, U/especificitat de coenzim, la
participacid d interaccions  hoidrofdbrques  en 13 foxaced del zubstralb, o
Bl mecanisme cinetic zequencial  ardenat BiB1, amb la unad del caenzim
prévia a Ja del eubstrat, sdn  també comones a quass totes les ADH de
mamifer, Maigrat tot, algunes caracteristiques cipdtiques =on peculiars

de 1'ADH de placenta,

1.2. L*&DH de placenta 63 1déntica a 1 izsoenzim X-AlH de fotne

La mobrlitat electrpforeticy de 1°ADH  de placenta, dfacoard asmb un

barz punt |50&1@ctrlt, és malt diferent de 1a maJoria dels (soenzims de

=197=
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mamifer mes estudiats, tots elle catddics, En canve, €% 1déntica a la de
i*1soepzim X -ADH, ditum dels 1cgenzims de 1°ADH descoberts em fetge (239,
%1, L*ABH de placen*a humana presenta ademés propietats cingtigues
diferents de 1z dels 4soenzime de les classes |y 1] de fetge, com 12
mahca dfuna cinktica de satusracid amh etanol, substrat mé's emprat per a
la caracteritzaciéd de i"ADH, o d”inhibicid amb d=metilpirazale, 1nnibidor
tl3ssic de 1'ADH (Taula XA1X). Les sevec prapietatc cén adéntiques, pard,
a les de X-ADH de fetge, descrites per Pards 1 Wallee (2392 1| Wagner 1
col. (319Y, podemt-se afirmar sense dubtes gue e5 fragta del mateix

Isoenzem fveure V1,700,

1.3. 3-aDPH é@s l-unsc iscenzim de E*ABH present on placenta

A diferencia de! fetge, gue possee+x les tres classes d° 1soenzims de
1"ADH, 1a placenta ncomés presenta  1Y1zaenzim [ ~ADH, com ho demoshkren
17andiligr  de 1/homogenat del tecwr® per electroforect en gel de midd r el
perfrl dielucid de la cromategrafia en DEAE-cef . lulosa. Ademés, les
propietats singuiars de T-ADH ee reflectorxen clarament en 1°homogenat de
ptacenta, practicament snactsu a barxes ¢oncentracians d etannl, ¢ =gp
les determimants de Ja practicament ruel.la capaccbat de metabol itzacrd

d’ekanol d’agquest organ a pH fr1sioldgic {vewrs TW.1.1.).

XADH s, doncs, 1*ynic 1soenzem de 17°ADH precsent en placenta humana,
ta concentracid d'aguest 1spenzim en placenta €5 de 5 mg-Kg de teixat
{Tauta %11, molt baiza s+ la comparem amb els 100 mg de J-AOHKQ de
terx1t, apreosimadament, que s'estima hi ha en el detge (Z23F, 2P, Per
altea banda, en cap de les pltarentes estudrades no hem detectat warrants
al.iel ques de {—ﬁDH, d'acord amb el des¢eit #n fetge per altres autors
{9, 23¥). En aquest zeptit, ne s'ha observat mar T;-ADH en abséncra de

A,~ADH, ni wrceverss, el gque 43 syposar  que una handa electroforetica
dertva de 17altra com oa ccn;eqUEncua d una medificac 1 & postiraduccional
£53, Mo existess, dancs, waprsabilitat 1scenzimitica en la poblacsd, pel
qua la plazenta dificiiment podria donar compte de la diferent

susceptibilrtat dels fetus enfront de 1 etanel ngerit per ia mare.

=i FH=-
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Igualment, queden descartadess hrpotetigues analiziz ruticirses de la

placenta, tfeix1t o'origen fetal, per 2 la determinacid cde la dotacid

Ispenzimatica del futur nado.

Cal afegir que Jla placenta no ég 1-0nic &rgan gue conté un soi o
nemés  alguns dels 1soenzims hep3tics, Auxi, els 1soenerms amb subunitats
son els Onics, ademés de {-AO0H, que exazteixen en pulmd, pell 1 arrel de
cabell, mentre que els spenzims amb subunitais gdn unmice, guntament
amb X =-ADH, en ectémac, intesti | roowd de fetus Cyeure E.3.5.1.2.0. J-ADH
§s també probablement 1‘unie  iscenzim present en  fetge  durant les
primerps etapes del dezenvolupament Fetal Cogyre W,1.8,.v, D'altres
Isoenzums, com TT-ADH, sdn especifics d“un organ determinat, en aquest cas
el fetge (8%, Aguesta desigual distribucid tissubar suggereix que elsz
rsaenzums  podrien jupgar papers metabStics especifics en cada un d’aguests

brgans,

1.4. X-aDH &s 1“izcenxim de 3°aDH amb uns ecoscrfecetat de substratb méc

restring da

Er cemparacia als (spenzims de les classes b 1 1] de 17aBY humana, la
Gama de possibles sukctrats de [ -ADH delasse 111} aparery wmolt
restringida. Les Taules ¥ 1 ®¥%l sopn molt reuveladgres  en aguest
gspecte, al recollir les conskants die=pecificrtat, ¥catsEm, de les ires
classes d* 1 zaenzime per 1ls  zubstrate més representativs. Metanol,
1,2=ptanodial o ciclakexanol,y entre els alcohols, @ ¢rclohesandgna, entre
ets compostos carbonilies, no 4dn  substrats de A -ADH en aneoiut, La
di feréncia de compartament més cignificativa entre ele  scenzimz ez
produerx  enféront dele compostos aromatics aleohol benzi11c 1| &enzaldehid.
En tes classes | 1 II, agquests sdn els substrats per als quals lee
relacions %cats/Em sdn de  Ves mes elevades, ¢ per tamt, es iroben entre
ets substrats més ecpecifics. I-ADH, en canvr, els oxida molt pobrament .
L'escazea  activitzt detectada amb aquests compostos po sembla atribuible
a impediments estiérics en la 4izacid de 1 anell arcmdtec en gl set

tataltic, com podria ser ¢l cas dets <compostos ecteroides, Ja que

_]l!;ll?_
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moleculee com 17alechol cinnimic o eis nitrobenzaidehids es complen entre

gls millors subebratsz,

Aixi deacs, de 17estuds de! comportament cinetic de L -ADH enfront de
diferents substrats o5 desprin gue ]-REH &s el més especific dels
isoenzimg e 1'ADH, dencs Jdmicament pot oxidar  zmb certa eficiéncia
alcohels 1+ aldehids alifitics de cadena Viarga, com actanol 1 octanal,
alguns compostos aromatics substiturts, com 17alcehol cinnamic o els
nitrobenraldehids, | els w=hidroxidcids. HNemés por a3 aquests Fltime,
perﬁ, ets vzlors de KEm =4 propers alg mastrats pelbs asoentims de les
tlasses I 1 II, esszent la relacid KcatsKm de 1 ordre de ilec observades
per a afuests Lspenzime. Es srgnofacatio el fat de que, per a cap dels
substrats de T -ADH, 1la relacid Keat/¥m no 65 millor que la dels altres

rspenzams (Taula ¥,

Lz majoria dels 1soemzems de 1°ADH de fetge dels mamifers estudiats
ggh  també, com J-ADH, mes especifics per als alecheis hidrofdbics de
czodena 1larga, perd  les  seves Hm zfn molt mes baises 1, ademés, els
zlcohetes  ali4itics primaris de cadena curta, con 1‘etanol, sdn bons

subetrats (34%, 315,

Una especral conformaced del zet) 47 oteraccid del coenzim 1 del cetl
de fizacio del substrat pedrien explicar les especrals caracteristigues
clnEtnqueﬁ d'aguest zgenzaim, tal com proposen Deetr | ocol. 474 . La
determinac d completa ce  1-estructura primaria de les subunttats de
1“vsoen2im, 1 17acsegnactd dels residus es=encials per a ba catilis)
mrbtyangant estudis dfinhibpcid o de marcatge per afinitat, serveran per a

-
comprendre en up futur prégim les diferéncies observades.

1.5. X-ADH < un scenztm de 1 "ADH humana

Les propietats gindtigues uniques de X -ADH, sobretot la pobra
gxidagio de 17 etancl, podrien posar en dubie la seva concicsG df 1saemzim

de 1“ADH. Mzlgrat algunes de les propretats cinétiquees expozades, I -ADH

—2gd-
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pzida  tfetannl i altres alcohols de variades ectructures, & catalitza la
feducgid d'aldehids, pel que cal caonsigerar-el com @ isoenzim de lec
altres formes de 17ADH hep3tica fweure 1.3.4,7,

Per aitra banda, els estudis immonaldgics (5% i la inexisténgiz de
formes hibrides entre les cubunitats de T~ACH i les subuynitats dels
ispenzims d¢ les altres classes de 1°ADH humara (2410 =uggereixen que

1-ADH difereix en ia seva estructurz respecte als altees ispenzims,
Tarmateix, bec  prapietats  fisicg-quimiques gque defineixen lenzim
purificat com wna ADH de mamifer {vewre Y.1.1.}, laz dades de les
composicions Jdfaminokcids €31%h, nombre de cisteines {Tavla 1%, 1 les
dides preliminars zobre 17estructura primaria ¢144%, indiguen gue les
subunitats de 3§ -AOH presenten uma homotogia seqlencial motable amb Tes

altrec csubunitats analitzades fins ara ﬁ,, Ba b Fr 133, 1372,

. . - - - o, L
1.4, Un izoenzim analeg a £-A0H €5 coml 3 wakies ~cpecies o Mamifer

Les propietats de {-ADB no ofn exclusives dun isgenzim de 1 espicie
humana. Recentment, =7hMan descobert icagnzims smb propictats similars 3
Y-aDH en ) fetge i tots els teixike examinats d7alkres mamifers, tals com
la wmona (713, el cawall £72%, 1a rata (172} i el ratol i €101, La
mabilitat electrsforBtica amddica, la manca de saturacic amb etanol & ta
insenstbr!itat al 4-metilpirazole =dn també les constants gue definerxen
& &questa nova c¢lasse disoemzims. Altres classes dfisoenzims de 1°A0H
humana també cembler tentr ¢1 seu cOrrESpoOnNENnt #n varies espicies de

mamifer (10, 39, 70, 71, 72, 172).

En Ya Taula ¥¥X]], s'han recocliat els walors de Km de Y -ADH i dels
1sgenzims  analegs per als peimcipals substrats, estudiats per diferents
autors en cine espécies diferents. Invariablement per a tots ells,
metanol, etanol, ciclchezanol, alcohol benzilic i acetaldehid no =én
substrats e2n  absoiut o som oxidats molt pobbrament. Per als alcohals
alifatics primaris, Ta Km disminueix a1 augmenkar la longitud de 1z

cadena hidrocarbonads, demostrant-ze novamet la  impartincia de les

=201~
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tnteraccions hidrofobigues en la fixacid del substrat.

Buant a les caracteristigues molecuiars, ele isoeniims anzlegs a

1 -ADH posseerxen les tipiques prapietats de les ADH de mamifer {veure
1.2.1.0. El pes molecular de les subunitats obtingut en aguest estudy per
a ¥-ADH, 1leugerament inferior a 40.000, <embla caracteriztic aels
I50ENZ (MS analegs, ADH-Z de rata i ADH-B2 de ratoli, ambdds amb

subunitats de 3%.000 dalton (10, 1723,

1.7. La placenta de rata poscesix un jsgenzim de 17A0H znaleg ad de 'a
placenta humans

En placenta de rata hem detectat, tambd com en placenta humana, un
Jnic isoenzim de 17ADH. La seua mabilitat, anOdica, e5 idénkica a la de
I'izsgenzim ADH-2 de folge de rata, descprit per Julia o col. {1710, Es 1a
primera wégada que s'observa activitat ADH en placents de rata. aDE-2 de
rata oosserix propretats  znzlogues a2 1/ isoenzim 1-ADH humi 1722 (Taula
¥AXII)., Aix, la baiza afinitat de Jtenzim per 17etanol es refleckeix en
Ta nyl, 1z activitat dels homogenats de placents de rata enfront d'etanol
33 etd, tal com succeeix en i3 placents humang (wepre IN.1.5.2}. Els
estudis cealitrate per altres avtors ne havien detectat mab artivitat ADH
en plazcenta de rata, sefise dubte per la utilitzacid de  baises
concentracions d'etanol g acetalcehid t24%, 278y, La mesura de
l“activitat amb octamel 1,0 mM ha fet possible ta seva deteccid. Per
altra banda, la preséncia d7A0H-Z en placenta de rata no €5 geENS
sorprenent, doncs a 1igual que Y -ADH, !7isgenzim ADH-Z s*ha observat ¢n

tots eds teixits de rata examimats fins el preosent fuypure W.1.%.0 (172,

Aguest resultat, juntament amb altres analogies observades per a leg

altres classes d’ isoenz ims, descobreix profundes relaCions
interesperc{fiques gquant a *tipus, propietals i distribweid dels
isoenzims de 1'ADH i ens permet postular Y'exiztdncia d”icoenzims

simitars al X -ADH en la placenta i tots &1s teixits de les acpécies que

apareixen e la Taula ¥HXIT t, probablement, de molts altres mamifers.

-20i-
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Lz placenta padria =er uyn bon model per 3 la ripida deteccid
d“icoenzims similars a1 T -ADH en altres esphgies, mitjangant 1< andlisi
electrofordticea dels homogenzte, o per mesura de la relacid actiwitat
etapnol 33 mMfactivitazt octapol 7 mM, tat com s"indica a INLELID, ©
gtilitzant wuna concentracid de 4-metilpirazole inhibitdria per a totes
les formes de  1°ADH a excepcid de 17 isoenzim anialeg a T-A0H . En cas de
conficthgr-se la presencia exclusiva d'aguest iseenziin en la placenta
d”aquests animals, es podria procedir a2 la sewva purificacid a partir
d’aquest teixzit, i al seu estudi, sense interferéncies d'altres classes

d*izoenzims.

b.B. Z-A0H £e el primer iscenzim de 17a0H humana que s’exprésca en el

fetge durant el desenvolupament

Els estudis de desenvolupament de YV actiritat ADH en 2t felge 5 han
realit-at, per primera wegada, correlactonant actiwitats enfront de
diterents substrats amb 1rzparicifé dels diversos IS0ENZ iMs  &n
electroforesi en gel de midd. L observacid de {-ADH en un homogenat d-unm
fetus huma de 2¢ setmanes, junkament 2mb la precBncia majoritiria de
1" iggenzim #ADH=2, anileg al ¥ -ADH huma, en fetus de rata, indiquen la
primerenca aparicid dels ispoenzime de la classe 1§11, Aquest resultat ha
cigqut corroborat per Adinolfi i col. €¢5), al detectar {-ADH en tots els
prgans examinats de felus humaps de 14 1 22 cetmanes de gestac 4.
Tgualment, 5°ha ohzervat la progressiva sparicid en fetge de rata dels
isgenzime catodice, anomenats ADH-3 (1713, durant el guatre darrers dies

de la gestacio, amb una aparent constancia dels nivells d*ADH-2.

Lz retaci0 zctivitat etanol 33 mMractivatat octamol 1,0 =M, juntament
amb 1'anilisi electroforetica, podria ser upn bon indicador det c¢ontinget
igoenzim3tic d'un drgan on wn determinat estadi del decenvolupament.

Hauament et mostrem estretes semblances &ntre 1°ADH de rata, animal

d experimentacid més emprat en els estudis de! metabolisme de V' algohol,
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i VYhome, #=ser oque pateix directamen! les cnnﬁeqﬂanciea de !'“apus de
1"alcahol, Mantenint les ldgicues recerves degul a lec diferéncies
interespecifiques, pensem gque la rata oot copstituir un bon model per a
1"estydi  del de<envalupament de 1-activitat &BH. Seria melt imteressant
extendre  1'estydi realitzzt a alires Organs | oa 17etapa postnatal del
desenvolupament. La utilitzacio de diferents cancentralions de
17 inkibidor 4-mekilpirazole perme beria discernifd mé's facibment
1"activitat deguda a izoenmzims andlegs aT-ADH de Ya de Tes altres formes
de 1*ADH,

1.2, Ubiguitat de %-ADH

L evidéncia precentada de que I -ADH &< 17uhic iscenzim de 17ADH en
placenta humana no sembla un fet caswal, ja gque recentment s"ha descobert
gue T -ADH &t precisament 17dnic dels  jsoepzims de  1'ADH humana que

apareix en tots els Sraans estudiats.

{-AaDH ="ha observat en tots els fetoes dadults i d’infants examinals
fine ara, incloint fetges de fetus de 14 setmanes de gectacid (3). Aixi
mateix, ¥-A0H s°ha trobat en tots elc altres Ergan; i teixits humans
d adutt | de Fetus estudiats, encara que en menor quantitat gue en £1
febge {32. Igualment, un icoenzim =imilar en propietats a I=-ADH Cweure
U,l.4.0, £kt mostralt eutensament dicstribuit en tots els teixits
invectigats des tres espécies diferents: ratelt 1423}, cavall {144y § rata
{172). dAixi doncs, 2 diferéncia dets i1soenzims o8 des classes I i 1D, que
es precenten només en determinsts teixits, T-ADH sembla caractertkzar-sze
per la <©eowa ubigikitat | per Q19aparicid en les primeres etzpes del
desenvalupament fetal, Teot plegat, Juntament amb el fet prebable de la
conservacia del gen gue codifica per a Y -ADH en diferents espécies,
suggereix que 2quest isoeazim podria Jugar un paper destarat en el
metabolisme d'aleohols | aldehids fugure U, 4.1.3,
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1.t0. 3-ADH €= un enzim citoplacmitic

F1 punt isoeléctric més haix de T -ADH, Juntament amb lec ceves
peculiars propietats cinétiques, podrien indicar wuna distribucid
intrazcel,fular especifica per a aquesta forma de 1°AD0H. Aixi,s"ha
suggerit que diferéncies en la cirrepga entre efs isoenzims podrien
afectar a 13 sevs localitzacid topografica en 1'interior de la cel.lufa
{218), Per altra banda, en la Ffraccio microsomal d¢ les cel.lules de
varis teixits, s'ha detectat wma activitat d7oxidacid d'alcohols de
cadena 11arga MADT -depenent i insensible al pirazole (1&Fa?). Els
fraccionaments cubcel. lulars realtitzats per alires awtors havien sigut
efectuats en homogenat de fetge que, al contenir la Darreja d° isogenrzims
de les tres classes, no permet distingir 1z locatitzacio e<pecifica dels
iggenzims  individuals, La placenta, al posseir un dnic¢ iseenzim de 17ADH
i poder-se processar pogues hores decpres de deixar d'dczer funcional, ha

sigut un drqgan ideni per a realitzar aquest Ytipus g estudi.

Tots el:s fracciomaments subcel.lulaes duks a  terme en teicil
placentari han revelat 1a precéncia inequivecy de 1-ADH de placenta en el
citpplazsma el iular, el mateix compartiment <subce,lizlar an s'han

debectat les altres formes de 1°ADH de mamifer €198, 235, Z5&.

Aguest resultat ens  permet  afirmar gque 1 ispenzim {-ADH, tank de
placenta com de gualsevdot érgan, e= troba en el citoplasma cel.lular.
Extrapolank  aquest recultat a altres EEpEcles, gs molt nrabatle que els
izoenzims analegs al Y -ADH d{ueure M,1.4.) es trobin en el mateis

compartiment subcel.lular,
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2, COMPAR&EIN DE L ALDH BE PLACENTA AMS ELS IS0EMZIME DE L ALDH DE FETOE
] ALTEES &LOH ME% ESPECIFIOUES

2,1. L'ALDH de placenta presenta propietats diferents als altres

icoenzmmes de 17ALDH huymana

L ALDH de placenta poscpeix alqunes ge lec propietats fisico-quimiques
de les ALDH de mamifer, com 1“extrardinaria inestabilitat en gl =i d’un
medi oxidant. Aquesta cararteristica, Jjuntament amb ta sensibilitat
#ntrant del diswlfiram, presuposen un €leuvat contingut en residues de
cisteina, analogament als iseenzims de fetoe humd ALDH 1 0 ALDH I[ {£34).
En gquant a les propietats cinétiques, 1°ALOH de placenta presenta trels
crmuns amb legs  ALDH  humanes conequdss  fins  ara, com 13 capacitst
d ' pxidacid dacetaldehid ' propinal tenfara que amb wuna menpor
eficidnciay, 1z baixa ¥m per al MDY |, Vractivitat esterasa i o1 pH

optim.

amb tot, la maJoria de propietstes fistco-quimigues de 17ALDH de
placenta, scon inedites dins del sistema d’ispenzims conegut de FrALDH
tumanz, tals com pes molecular | nombre de cubonitats dwveure V.2.2.0,

punt isgeléctric , estabilitat termica | efecte dels metalls divabents.

7.2, L‘ALDH de plafenta e< yn iscenzim de badix pes molecular ¢

ectrurtura dimerica

El pes molecular de  §°ALDH de placenta, 114.000 dalton, determinat
per cromatografia de gel filiragid, aixi cam la seva naturslesa dimirica

son caracteristiques uniques en una ALDK humana,

Alguns dels primers trebazlls publicats =obre els iscenzims de baixa
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K de 1*ALDH humara  bhavien descrit  igualment pesos molecubars
sensiblement inferiors a  200.000, obtinguts també mitjengant
cromatografia de gel filtracid (1BZ2). Tarmateix, estudis posteriors dals
mateixgs rsgenzims, utilitzant azltres tdcnigques per a ia determinacid del
pec molecular, com 1 electroforesi en gel amb gradient de polracrilamida,
democtrazren que ALDOH T ¢ ALDH Il posseeixzen pesos maleculars de 223.0808 )
235.000, respectivament, 1 unea estructura tetrameérica (117, 1473, Arxi
mateix, els pesos moleculars dALDH IIF 1 ALDH 1V, obserwvat: per Harada i
col. (1232 en fraccions molt poc purificades, forep de 252,000 1 257,000,
respectivament, pestulant-ze per analogia amb ets iscenzims ALDH T 0 ALDH

11 que la forma 2ctiva d“aguests icoenzims ceria timbe un ietriamer.

Pietrvszko {2443 demostrd que el pes molecylar aparentment més petit
d“ALDH I, observat prasionalment en ta cromaztografia de gel 4iltracid, es
padia dewre a interaccigns de l17enzim amb Ta matriuv dels gels de
Sephadex, profusament emprats en agquest tipus d'experiments. Fanmateix,
de  1lavors en;E. 2'han determinat melts pesos maleculars % aicpeénzims
T7aLDH, entre ells els de aALDH I i @ALGH 1T 3148y, metrangant
cromatografia de gel tiVtracidg, amb resultats ccmparables als zconseguils
per aitres métodes (3007,

Per  a 1'ALCHE de placenta, s'han utalitzat gels de dos tipus diferents
de matriu per 2 la determinacid desl pec molecuTar, obtenint=se un
resuttat simibar en cada um d’ells fueure [I11.1.4,B,}. Aix0 suggereix que
no han existit interaccians, fora de {'efecte de Ya filiracic molegular,
entre 17enzim i 12 mateiu dels gels i gue, per tant, el resylblalt obtingut
es fiable. La precaucio que es va prendre per 2 puvitar interaccions fou
1'ds d’up  tampg de forg: idnica elevada, amb un  pH proper al punt
tsoeiBctric de i°enzim (fgsfal morossAdic-FHaOH 20 m#i, EDTA 1md, DIT 1 mi,
pH 7,32,

Fer altrz banda, ei pes molecular de les sybuaitats, S3.000 (superior
en 10.000 daltanm al dels altres isoengims de 17ALDH humana}, irdica una
ectructera dimerica per a P°ALDH de plzcenta. En cppsicid al caz de

1ALDH  humana, o©n no existren antecedents d iseenzims dimérics, han
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aparegut diversos treballs gue demostren que varis isgenzims ge 1 ALDH de
diferents espEctes poden presentar-se &n  forma dimErica, At menx: "in
witeo". Az, TaKahachi | Weiner <2913, demostraren gue 17iscenzim
mitocondrial de Hfetge de cavall doplicava lractivitat ecpecifica en
presencia de Mgt pEr  un mecanicme que implticava la dicssaciacif de
V'enzim tetrameric en dimers, En e] cas de 1°ALDH de placenta, el pes
molecular es wa determinar en presencia  de fosfat @ EDTA, pel que Ta
mator part del cations divalents presents en gl medi haurien ectat
quelats. Ademdés, no es uva detectar cap heterogeneitat on el perfi’
d'eluvcid de 13 columna dJde gel Filtracico ni wvariacid #n Pactivitat
especifica de 1enzim en les fraccions recollides, pel gue no ¢s probable
per 2 17ALDH de placents un mecanisme de dissocizcid simibar al de
1“enzim de cawall, Ting i Crabbe C300) purificaren und ALDH dimerica de
cristal.1i de bou amb un pes molecular de !14.000 dalton, determinat en
Sephadex G-200 | per equilibri de sedimentacid, demostrant que la forma

dimézrica no erz deguda a la pressncia de metails divalents.

La major part o°AL0H  amb  pesos meleculars snferiors a 200,000 han
sigut descrites en rata | rateli. Siew v col. (2732 purificaren una ALGH
mitcondrisl d'alta Km {Enzim JI2 & parbirc de fetige de rata, amb v pes
melecular de &7.000 fveure V.2.7.). MEs recentment, Algar 1 Holmes (113
han aillat també una ALDH mitecondrial d7alta Hm CAHD~§} en fetge de
rateli. Lfenzim actiu €s wun dimer de pes molecular 134.000, amb
subynitats de £3,000 f(veure W.Z.7.7. L estructura dimeérica proposada per
a AMD-1 es consistent, ademés, amb ¢! polimurticzme observat en els gens
que codifiquen per a aguest isoengim (143), Per altra band:, totes les
ALDH citosoliques induibles &n  felge de rata per diderents tipus e
xenobidtiics fweure 1.4.4,.2,3. presenten pezos moleculars entre 1106.990 |
145.000, amb Km per a Y acetaldehid | propanal de F ordre de 10-3M,

L'existancia de formes dimErigues de baix pes molecular en altres
PSpecies, juntament amb alires propietats de 1°AL0OH de¢ placenta anklogues
a lec d'agquects icoenzims {fveure 1V, 2,7.), recolza els nostres resyitals

i 1restryctura dimerica gue proposem,
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2.3. L'ALDH de placenta presenta una elevada espedifigrkal de substrat

L'ALDH  de placenta posses ¥ una ecpeeificitat de substrat molt menvs
implia, comparads amb els i1coenzims ALDH J 1 ALDH II de fetge, els quals
oxiden wna gran warsekat dfaldehids alifdtics 1 aremitacs amb semelar
efegcaBncra (TFauly WILDY. En ! cas de 1 1=penzim de placenta, els aldehrds
alifitics nemés sdn oxidats a upa velpootat aprectable a concentracions
moit elevadec de  zubstrat, sndicant gqus es ftracta <'un 12pen2im d7alta
Km. Els aldehids sremiatics sdan pobres substrats de §'ALDH de placenta, a
excepcid del 3-nitrobenzaldehid, gque presenta uma de Yes constants
d'especificitat (kcats¥md més elevades. En general, els aldehids de
cadena 1larga, com citral ¢ retinal ne =6n bons substrats., L'enzim €5 ,
en  canwl, forga efrcient en la Bidrdlis) dels esters aromiatics. AIXO No
cbstant, 17ewamen dels walors de Km que presenten la maJoria d*aldehids

gsters revely que deficiIment poden ser substrats frsiologics de 17enzim.

LfJoie substeat d'entre els estudizts gue Ffs actiu a batnes
concentracions €3 el semialdehid =uccinmrc, el qual presenta ta tonstant
d'espectficitat mes elevada. L especificitat de FYALDH de placenta pec al
semialdehid succinic es reflecters clarament en Ja Taula X¥¥III. En ella
s‘agbserva gue a Concentracions no excessivament baixes de substeat 0,1
mHM), &a maJorta dels aldehids al1$itics | arcmatics no superen entre el
20 1 et 30 ¥ de 1activitat mestrada enfrant del semialdeh i d succinic, La
cadena carbonada  amb  wn grup polar en el zeu extrem, o hé en posicig 4,
podria  zepr un dels regquer iments ecktereoquimics del substrat Fl;lnlﬁgu: de
1°4LDH de placenta (weure W.5.2.).

Ex important assenyalar que o materx enzmm, 17ALDH de placenta,
presenta oos Ytipus de comportament <ingtic benm dJiferent enfront de
substrats diversas: anhibicid per subskrat amb els aidehids al i fatics de
cadena curta, com el propanal  dweure IVL2.8.F01.7, 1 fuooperativitat
negativa amb  semraidehid cuccimie  Sweure IN.Z,4.3.2.). Comportaments
similars han &igut obheeruvats en diferents ALDH de mamifer (931, El

conelxement dels mecanicme cinetec de 1 enzim  ajudaria zemse dubte a
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1"explicacio tebrica d”agquest fenomen.

2.4, L*ALSH de placenta posseeis propretals cimijars a b icoenzim
hepdtac ALDH By

Fins g1 present; els 1sgenzims d alta Hm de 1°ALDH humana han egtat
meplt poc estudiats, mro havent-se caracteritzak  tatalment. EY mencor
interes despertat per part daquezts 1zoenzims, al no gugar probablement
cap paper f1615ldgie en 1 el menacid de 1facetaldehid, v la dificultat de
la seva purtficacid 3 partir de) terxit hepatic, expliguen agquest fet,
L-extsténcia d°un dnic  1scenzem en placenta fveure Y.2.5.) ha permes Ja
SFUA puri frcacid, ense contamimacions per part d'altres formes
IsoEnzZimat 1 ques. Decprés  de la caracterttzacsd d’agusst 1scenzim,
considerem que disposem de sueficients evidéncies de la simlitud de
V'ALDH de placenta ambk un dels i1saenzims de fetge, concretament ALDH 1V,
A 17aguait de les dades de la caracteritzacid completa de 19 isoenzim
hepdtic, 17estud) cemparatiu o oamb 1FALDOH  de placents s ha basak en ez
propretats observades per 3 ALSH 1Y per dos grups d7ainvestigadors de
forma ndependent C10%, 1253 .

- Proptptate esktydsades direstament en 1'homogenat Se fetge, mityangant

electrofares: en el de midd (1230

La maobiletat electroforética de 1°ALDH de placentz, 1leugerament
anodica a pH 7,5, &5 1déntica a Ya del grup de bandes menys znddig, gue
en el Hetge es coner¥ amb el nom de ALDH TV Adwveure IWZF.4000 FPer oalira
banda, 1"AalDH de placenta ="ha mostrat com wun sgoenzim altament
termolabi]l  Svewre IV.2.5.4.0, caragcteristica oheervada també per Harada |
col, 123y per a la banda corresponent a ALDH IV, directzment sobre un

gel de mido, despres de separar iz 1soenzims per elecirofores:.
- Propietats estudiades en 1 azpenzim purificat a parter de fekge (1093:

A continuacid ps  comparen les prancapals  propeeiale de 10ALDH de
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placenta 1 de 17 1seenzim ALOH IV de #etge, purifigal per Farte-McRobbie |
Fietruszko 189 en un teeball preliminar que ha sSiqut sresentat
receptment a1 "Second Congress of the International Saciety for
Bromedical Research on Alcoholicm™. Encara que lec dades aportades per
aguests avtors son provisionals 1 necessciten <confirmacid  posterior,
considerem ankeressant 1a seva snclusie en 14 Taula X%V per 2 la

interpretacic.r discussid delsnestres resultats,

L isoenzim porificat & partier de placenta 1 ALDH IV de fetge
posseesen propietats moleculars molt simitars, entre les gque destaguen
especialment @1 pes molecular, infertor a 200.000 . determinat emprant
dues teécniques diferents, 1 1’ectructura dimerica {Tanla ¥¥XIV), Ambdis
1soenzimsy; ALOH de pliacenta | ALBH §W, precenten dues bandes de punts
isoeleéctrics malt propers guan son anatytzats per electrofocaisizacid en
gels de polracrifamida. Les propietats cimébtiques son  practicament

1déntiques, rcompartint ambdds 1saoenzims un materx pH optim, 1°elevada Km

per a! propanal, 1factivitat amb Hab® 1 NaDPY com a coenzims, 1 actiwrtat
esterasa 1 uma especificitat de substrat malt resteangida comparada amb
els isoenzims ALDH 1 1 ALDH If fveure W.2.3.), amb una elevada eficiEncea

enfeont del semialdehsd 2uccinic (Taula IV,

De tot }expozat, podem concloure gue 1°ALDH de placenta 1+ 17 1 cscenz:m
ALDH IV de fetge sdm (soenzime estretament relacionats, sing 1déntics. La
identificacig definitiva  d7ambdues  formee  requerrri, pera, la
caracteritzacid meés exhaustiva de 17 isoenzrm hepatic 1 13 confrontacsd

posterior amb les propietats abservades en la form3 de plagenka,

2.%, La placenta humani possee|x ma4nrnt3r1ament un_sol tsmenzem_de
1'AaL0H

La visupalitzacid directa dele coenrims de §°ALDH de placenta per
clectroforest en gel de mide ne ha estat passibTe a partr d homogenat,
cegurament degut 3 1 esgassa actiwatat precent en comparacid ambd el fetge

-211-



A WL RIZCUERIQ S

Cyaure  TWL2.0.Y 0 3 Helevat cantingul en LEH (veuwre IV 2.4.7. Teng
{2943, 3l amalitzar homogehats de placenta amb 1a matedwa técnica, Yampoc
havia pagut detactar cap banda d activitat ALDH. Tanmaterx, 1la
purificzctd de 1°ALDH  de placenta, separant-la de la principal proterna
contaminant, la DM {yeure IV, 2.Z.}, ha permés Y4 viswalitzacid de
1"enzim en els gelsd ‘electroforess 1 drelectrodfocal itzaci o, arxi com
la comparacid ce tes propietats de 1'enzim pur amb les observades en
1" homogenat.

Malgrat gque V- ALDH de placentz purifrcada apareix homogénta cegons
1electrofores: en gel de polraceilamida amb SBS {weure IV.2.3.2.7 1 en
la cromztografia de gel  frlbraced  tweure TV, 2.5.01.k, altres  bipus
d”anatisi han revelat una certa helerogeneitat en V3 preparacio d'enzim,
ArxE, 17electrofares BN ge de  midd  (veupe V2.4, I
1“electrofocalvtzacia en gel de polyacrilamida <weure IY. 2.5.3.% mostren
més o wna  banda amb  actiwitat ALDH. L icoenzim ALDH IV, purificat a
partir de  fekge 1 simelar en prapietats a 17ALOH de plagenka fueure
v.2.3.y, precenta Lambé  com  zquest Giiim duee bandez mitjangant
siectrafecatatzac i d (t0%1. ALDH 1Y, Juntament amb altres csoenzims de
I*4L0H &numana, tals com &ALOH 1T o ALEH 111, mostren tambe waries bandes
quan homogenats de fatge I dfeckdmac san  amalitzats mitjangant
electrofares: de gel de midd fweure 1U.2.4.3 (%1, 221, 302r. Ar«i com
1"heterogensitat d7ALDH 111 ec deu a 1 exictencia de polimorfisme en la
poblacia {71, 221, la familra de bandec conegudes com ALDH IV
sfatribuerxy a4 madifrcacions  posttraduccionals a partir d'unz ¥nica
cadena palipeptidica, o bé a Ya memipulacio de Ja mostea (FQ).
L heterogene tat de V°ALDH de placenta podria tentr e} materx origen.

L‘eskabilitat térmica 1 les propietsts cinétiques, tzls com ef pH
opt'm d‘oxigacid del propanal, ta Km per al propsnal, 1 la inhibictd per
substrat a elevades concentracions de propanal, =dn malt similars en
1“homogenat 1+ en 1 enzim pursficat. Aixi mateex, 13 major part de
1T'actwitat de 1 bhemeogenat eluerx en un Unic pic en la coomatogratia de

OESE=cel , 1ulasa,
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Tat plegat indica que la placenta humana presenta un =0l 1soenzim
majorttari, que hem znemenat ALDH de  placenta, i quse 5t pl principat
responsable de 1 activitat ALDH en els homogenais. Sioes confirmés la
identitat enti: agquest isoenzim § ALOH IV de fetge, ALDH [V =eriz 1'udnic

isgenZim de la placenta humana.

En home, 17iseenzim ALDH IV ha sigul obzervat en fetge, ronyd, car,
pu1nn5r inte;tf, pell, arrel de cabell 1 fibroblasts (1131, Jcoenzims
anilegs a ALDH IY en altres espécies, com AHD=1 de ratpli dweyre U.2.7...
¢£5 trobep també dmpliament distribuils en tots els teixits de 17organizme
i prezenten també waries bandes guan son analitzats alectroforeticament
$3443. LTaparent ubigditat d'aLOH 1Y i els ssv2s snalegs en altres
espicies podria  Jjustificar la sewva mEs gue probable gpresénciz en
placenta. ALDH 1 i ALDH F1 també han sigut detectats en molts dels drgans
ectudiate {weure 1.4,.4,), La sevwa oreséncia en 2] tegixilt placentari,
perd, es altament improbable, dequt a l-escasca activitat ALDH de baixa
Em, <ngara que ALDH 11 podeia apareixer eyentualment en e#1s hcmogemats
ccm a3 petita cantatminacia provient d2 Yg fang dweure I, Z2.1.1, ALDH III,
emcara  gque  isdenzim d3lt: Km <om 17ALDH de placenta, ee localitza
solament en  2lguns teixits molt determinats, tals com estémac, pulmd |
testicles (%1, 113, Altres autors tampod no 17han detectat en el teixil
placectar: (2213, E£5 diferencia <cltarament d°ALDH IV per la sewa major
mobititat electroforetica fweure IV, 2.4.) 0 per una gran  activitat
enfront del Benzaldehid, caractericstica gque ne presenta 17ALDHE de
placenta.

2.6, L’ALDH_de placenta &5 un ispenzim majoritiriament mitocondrial

Una de les caractericstigues méz notables observades en 17ALDH de
placenta humana &5 13 seva loralifzacid en la fraccid mitacandrial de la
cBi.luta, &1 igual gque 1*iscenzim de fetge huma de baixa Km, ALLH |
Cveure 1.4.4.1.3.3. Mo es pob descartar, perd, que {7 1sgenzim e placenta
Bs trobi tambfé rmrormalment en gl citoplasma, encara qQue =0 mergr

proparcid, Jja gque 1Tactivitat ALODH d47alts Em detectads 2o 12 frzccis
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citosolica no  sembla deguda a 1 attiberacid d*ALDH per part dels

mitocondris durant el fraccionament sybcel.lular fuedape iW.2.7.70.

Eis nestres resultats recalzenm en part els obtinguts, tant en
placenta humina <ot de rata, per ¥ouri 1 Cal. 81, que, realitzant un
fraccionament molt més semple | sense tontrolar la puresa de les
fracciang, mesoraren 1 activitat ALDH utilitzant acetaldehid com a
substrat. AQuests sutors observaren 1 activitat ALOM  total repartida
pquitztivament entre les fraccians mitocondriazl | citosblica. L7activitat
mesurada @& baiza concentracio de substrat fov, com en et nostre cas, unes
10 wvegades menar gque la mesurzda a concentracid elevada, indicant =1

predomini en placenta de formes d zlta Hm.

Keiwula (179, al investigar la localitzacid <ubcel. Yular de 1°ALDH
en bidpsies de fetge humd, assigna tambe a la fraccid mitocondrial el S0
¥ de 1 activitat ALDH total, mesurada amb propanal % mM. Ademés , la
suspensig mitocondrial posseia wn Z20-3¢ ¥ més d'ackivaitat quan eTa
mesurada amb propanal ¥ omM o gue guan $'utilitzave propanal &0 phy el que
suqaeria  Y'existéncia diun izoenzim d'ait: Km. Tanmateix, guan una moskra
de 1'extrazcte mitocondrial =aplici & wvna coblumna de DEAE-cel.lulosa,
eguilibrada amb Tris-HC1 10 wM, pH 7,4, no es detecta cap pic amb
activitat ALOH d“alts Em. L’ autor, perd, va observar 1°elucia , durant el
rentat de la columna amb tampo de pH 7,4, d7una ALDH actjua amb Mapet |
proposant  1‘existéncia d'una ALDH mitocondrial d9alta Km activa amb HaDPY
gque s&hia analogs 3 12 desceiba en altres espécres de mamifer {veyre
W,2,7.}. Es molt probazble que 1 ispenzim ecmenkak fgs ALDH IV que, amb un
punt icoelectric proper a la neu®ralitat, pro rectariz umit a la resina a

pH 7,4.

En un treball que acaba de ser pubttical {juny 17530, Duley i col.
(%1 ofectuen wun fraccicnament subcel.lular en bidpsies de fetge huma,
wisualitzant mitiangant electrofocalitzacid els icoenzims precents en
cada unaz de lec fraccions. Les bandes carrecponents 3 ALDH IV apareixen
tant @an la fraccid mitocondrial com en Ja citosdlica, Encara qgue AQ

s especifica la conbribucid cespectiva a Tfactivitat total en 1 homooenat
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de fetge., La proeszénciz de Y icoenzim ALDH [V en el citosol o' atribueisx,
contrariament a  17abzarwval per nozalices per 3 1°ALDH de placents, a un

trencament dels mitocondris durant el procde d*homogenitzacid 4715,

En el «caz del fragcionament rcealitzat en placenta no @ns ha estat
possible la identificacid directa per electroforesi de 1 isoenzim a
isoenzims presents en lec #raccions mitocondrial i citosBlica, Malgrat
gue els estractes cel.lytars gt congentraren exhaustivament per
centrifugacia i wultrafilbracif, no es detectaren bandes dactivitat ALDH
guan s‘intentaren wisypalitzar en electroforezi de gel de midd (weure
Y.2.5.). Per tal d*acszignar ineguivocament 1°ALDH de placenta a una o
ambdues fraccions seria necessari realitrar la purificacic a partir dels
respectius extractes sgubcel,.lulars. Dicpozem, perd, d’alires evidéncies
més indirectes, bagadecs en estudis realitzats en altres EEpE:iEE, que
apunten que 1“ALDH de placenta + ALDH IV es  tocalitzarien molt
probablement #n els mitocondris {veure Y. 2.7.0.

2.7, Un izoenzrim mitocondrial anabeg & i ALDH de mlacenta &3 comu a

- . - . -
VAL FES aapacias e mamifer

Ensara que EB< arriscat fer ewtrapelzcians entre lec diferentc
eEpecies animals, gs impartank accenyxlar que lec propietats
$izice~quimiques 1§ cinetigques de 1'ALDH de placenta i d“ALDH IV edh malt
similars 3 les descrites per a wa izoenzim mitocondrial d721ta Em que des
de {§a temps B2 condix en altres espécies de mamifer (Taula XMWY, Aguest
izscenzim ha sigut purificat 1 caracteritzat nomes parcialment en rata
(2750 1 rabeld (11, Comparat savint amb un isoenzim mitocordrial de
baixa Em, anileg a 1“1sgenzim ALDH I d*home, no es considera
imprescindible en la regulacid dels nivells d acetaldehid dins de la
el lula.

En fetge de rata, algunrs autors havien dempsira! que uyna part de

Yfactivitat A&LDH mitecondrial estava locali1izada Fera de 13 membrana

Interna, doncs  observaven que e3% prodeia oxidac:d d'alcehids Heab -
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~depenent, no acoblada a Y12 cadena respiratoria {112, 230, 2931,
Posterigement, &3 deébecti up iscenzim d'alta Km, actu amb HaDp™t y unit a
Ya  membeana  mitecondrial externa v que requeria de  17addicio de
datercents per a 13 gzewa sglubilitzacié 4149, 179, 3043, Siew i cal.
(273} purificaren parcialment aquest isoenzim (Enzim i1}, observant les
propietats que apareixen en la Taula G 1 demastrant 1a seva

localitzacio en 1 espai intermembranal dels mitoacondris.

A part dets trekalls realilzatz en rata, Atgar | Halmes C1§Y han
porificat i caracteritzat recentment un isgeniim mitocondrial g alks Mm 3
partir de fetge de ratolil CAHD-1Y, amb les propietats que es resumeixen
en Ta Taula M¥¥Y,

{cm podem observar en ta Taula X¢xY, les propietats fisico-quimiques
de 1'ALDH de gplacenta son anilogues a les dels jsoenzims de rata |
ratolis wn pes molecular de les subunitats proger & 40,000, puat
isoeléctric proper a la neutralitat, termelabilitat i sensibifotat ol
dicyléiran. El matesy sufceeix amb Yes propietats cionetigues, -7
presentar els treds isoenzims la makerxd especifreortal de cosng. o,
activitat ambh MNAGP ¥ | yna elevaca Em nec als aldehids ge cadena curta
aoCa g rub.ia 2ctivetat endront del formaldehid.

La =imilituyd de lgs propietats generals i tecalitzacio sobcel.lubar
de 17ALDH de pliacenta i ALDH IV de fetge humd amb lec de 17 i=oenzim
mitocondrial d’alta Km de rata ens padria suggerir la locatitzac1d dels
primere en  la membrana mitacondrial externa o espad sntermembranal. En
CEOVE AL OH i podria focalitzar—ce en I*jinterior <e l1a matrio
mitoecondrial, anilogament als i1szaenzime mitocondrizle de Daixa Km

aberrvats en rcata (145, 178, 273, 204},

Curant molts anrys, €1 coneixement parcial 10 fragmentari que es
posseia sebre els isoenzims de 17ALDH de diverzes eepicies de mamifer no
ha permés la racionalitzacid de les multiples dades experimentals de que
&5 disposava, ﬁixi’1 s'ka afremalt que ki hayeia importants diferencies

entre les eapE:ieﬁ quant a nombee, tipus, propietats i localitzacia
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AN DISCUSSIO

subeelJular dels isoenzims (24931, En  aguesta oorcpectiva, 1 nostre
trebsl!l  contribueix a completar 1fesquema Ze 1°ALDH humana, apertant 1a
caracteribzacid d'un nou  1soenzim 1 descabrint mportarts  anaiogiles

interespecidigues.

2.8, L'ALDY de placenta podeva considerar=se una semialdehid sueeinic

geshidrogenasa

L extracrdindria espectficitat manrfestada per T7ALDH de piacenta
enfront del semialdehid sugginig  (veare 4.2.3.% cfggere|® que afguesgt
podria =er ®! <2y sybstrat nmatyral. B! cemialdehed succinic &g oun
metabalit wntermediart Jde ia wia de 1°3cid d-aminohutiric ¢GABAY, gue
constituers wma wvia alternativz per al pas d'oxogluktaral a seccinat en et
cicle de HKrebs (Fig. 4By, Un dels enztms d'aguesta via es Ta semialdehid
guccinic deshidrogenasa  f{semiaidehid succinat:Hab ' -pi (darrecductasa, EC
1,2,1.,16.), aldernd deshidrogenses eipecifice que cataletza el paz de
semialdehi g sypcimic 3 succainat ¢ ogue 65 activa 4 molt Dav.ei

cgncentracions de substrat (402,

Ly comparac i d de les propietats de 1CALODH de placenta 1 de la
semialdebid  syccinie deshidrpgenasa (SSCHY puridecada a pactie de ceruell
humd +  de rata per Cash 1 col, (58, 5%, revela mpoctants sembinces més
enlld de la coipcrdéncia en 179xidscié dedl semialdehid succinie a malt
Baixes concenktracions (Taula G0OMI). Aixi, la S5DH ez localitza, tom
174L0H de placenta, en la fraceid mitocondrizl de 13 £al.%ula, encara que
tamté es troba en els srnapiesomes eén les cel.tubes neurocnals 2741,
L estructura de lta 550H de cervell ee tamhé 2 ymilar a 13 de 17ALDH de
placents, amb un pes molecwlar de 145.000 Satteon, determinzt en una
celumng de Sephadex G5-200, | dues subunitats de 47,500 427, 593,

Com ¢s5 pot vewre en 13 Taula M1, 1a resta de propietats
fsico-guimigques sdn molt similars entre  ambdds enzims. Aixl, e) pont
1eoeldetrac proper & ba newtral tabt, Ta termolabilobat, Ta inestabilrtat

en abséngia d agents refducters 1 la susceptubilitat a 13 wnhibicid per
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FIGURA 48 Via alternativa de 1'3cid d-aminehutiric i la seva rtelacis amkb el

cicle de Frebs.
GABA, Acid d-amimobutiric; 558, scmialdehid suecinicz; GUE, d-hidrg
wibutirat; GADR, glutamat Jdessarbeoxilasa; CABA-T, d-aminohutirat

transaminasa; 550H, semialdehid suceiniec deshidrogenasar: 55K, s o«

mialdehid suceinies reductaszz,
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Teactius ezpech|c5 per 3 coisteenes 73, 39, 1730,

Ruant a leg propretats combtiques, el pH Sotem praper 3 3,5,
17activitat amb MADPY | la baixa ¥m per al cemialdehid swccinic o la
rnhibictd  competrtrva del d-hrdroxibenczaldehid, sdn comuns 2 1CGLDOH de
placentd 1 & la S830H de cervell (Taula XW¥MI»., En aquest sentit, cal
afeqir que &) d-hredroxibendaldehid, com en el cas de §'ALDH de placenta,
0o g3 substrat de Ja S50H, a drferencia de les aLbH damplia

especifrortat de substrat, gque si i“oxiden (2427,

Tal com succeetx amb  17ALDE #e placenta humana, que s una ALDH
d alta Km, la SEQH de cervell de rata presents bambé agtivitat a elevades
cancentracions d‘aldehids alifat:cs o arnm5t|c5, gngara que la welocatat
d*oardac i d €2 molt menot comparada amb 1a de! cemialdeh i@ zuccinic, Aixi,
émb acetaldeh.d 0,1 nMf, Ta EE0H precenta el 0,3 ¥ de 17activitat mesurada
amb  cemiatdehid succintc £5EJ, mentre que Y'ALDH de placenta en mostra un
19 % {Taela X111,

ﬁdemé%, com &a el cas de 1°SLDH de plzceanta, alguns aotors han
obserwat gque la LOM contamina  sewinl  les preparagions de S50H (252,
interferant també en 13 bingeg per 2ctiuvitab dels gels dielactroforec
1173,

Halgrzt les estretes czemblances que  acabem d'azsenralar entre les
propietats d* ambdds enzims, gxrsterxen tambd alogunes dlu&rgén:les, Bntre
tes gue destaquen wuna mafor actiwrtat especifica de 1a S30H enfront del
gemialdenid suceinic, | Ta snhibicid per substrat de 1a 350 enéront del
semialdehid succinic & concentracions superiors 3 0,1 M {242y, en
contraposicie a |7 aparent actiyacid que mostra 1°ALDH ce ptacenta amb
aquest substrat  {vewre 1Y, 2.4.3.2.7. De moment, ta adentitat entee
P“ALDH ce  placenta 1 Ya 55DH de cervell no passa de ser una especulaci g
tedrica. Per tal de provar experamentalment aguesta hipotes:, caldria
purdficar la E30H a partir de cervell | aproafunder en 1 estudy
estructural | cwnetic d'ambdds enzims. LYALDH d'alta Em purificada per
nosaltres padria , sense  ser tdentica a la SSDH de cervell, estar

relacsonada  estructursglment + puplytivement  amb ella o amb algun dels
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seus  soenzims (5P, €n ras de ser rcerta aguests hipdtes: 1 cenfirmar-ce
per altra bamda Ya 1demtitat de 1'ALOKH de placenta amd t :soenzim ALDH IV
de  fetne (weure WV.2.4,%, estariem en dreposicid S7aszignar una funcid

ecpecifica & un dels 1 soehzims de 1°ALDH humana,
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3. CAPACITAT GLOBAL DE METABOLITIACIA DE L/ALCOMOL DE LA PLACENTA PL™ANA

La placenta hymana no posseeix pricti:ament activitat ADH ni ALDH
a les concentracions d’etanot i acetaldehid que poden apardiser en 13
sang materna després de l1a ingestio d'alcohol, Aixd €z dequt 2 que la
placenta & terme presenta un sol tipus d”isoenzim, tint per a 17ADH com

per 2 1°ALDH, amb molt baixa afinitat per a ambdds substrats,

4.1, L'ADH d¢ nlarents no pot proteqir al fstue prfrant de 1'ctanal que

ge traka en la cang materna

Supasem #1 cas d‘una dons  amb  alcoholisme crdnic, que precenta
nivells detanol | J7acetaldehid en sang permanentment elTevals 1207, 37,
234y, Amb etanal 323 mM, concentracid atesa en cas dintoxicacid sewera,
1factivitat de 174DH de placenta humana #n condicions fFisioldgigues €5 de
4,02 mlsg de teixit Cveure IV.3.1.3. 3i la placenta humana peESa
aproximadament wns 500 g, l‘argan sencer oxidari apmés 10 nmol
d'etanol/min. Per altra banda, si e! flux sanguini 2 traves de la
placenta &% de S00-400 ml/min 181} 1, dormat gue 1'etanol difon
TTiarsment, travessaran 1a barrerz materno-fetal une 14 mmals
d'etanotsmin, el que excedeix en un milid de wegades 1a capacitat de 1a
placenta,

At dongs, la ‘totalitat ge 1 etanot present en la sang materra
passard a la circulacid i feixits fetals. ODonal que el fetus no té
desenvolupada Ta seva dotactd icoenzimatica i posse¢ix majeritiriament
17 isoenzim T-ADH {veere V.1.8.}, tampoc podrd eliminar 1'etanol. si no és
per noua gifussid a través de la placenta i dilucid en la circulacid
materna. Els nivells idemtics d*etana] en sang materna i fetal, mesuratc

per diferents autors, recolzen els resultats obtinguts (233, 320, 32Z).
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De #el, inclus 5°ha detectat acumylacid d’etanpl per sobre de 13

concentracid materna en el 1fquid ammidtic de ratee intexicades amb
alecohol (447,

3.2, L'ALDH de plarentz no pet protenjr al debys enfront de

1“aretaldehid que ez troba en 1a =ang makerna

L'acetaldehid pat atémrer comcentracions de 20 pH en la  sang
periferica d’una mare aleaohalica (314}, Si ademés existeix una disminucid
crdnica o temporal de la funcignalitat hepiticar o una deficitncia en els
isoenzims de 1 ALDH de baixa ¥m, 1a capacital d'eliminacid dels nivells
dg'acetaldehid es pot weyre alterada serigsament, podent-ce zrribar a
concentracions de més de 100 gt (314, 233} (ueure 1.4.4.1.3.). Cal dir
que eiisteln wna correlacid directa entre nivells dracetaldshid
anormalment elevats en mares alcohdliques § incidencia de la sindrome
d'alcohalicme 4fetal en Va zewa dezcendénciaz (3141, Ademés, en estudic
realitzats amb animale model, 1‘acekaidehid s ha moztrat citotbxic,
mutsgénic i terateginic a concentracions per dununt de 40 M (3143,

En preséncia d'acetaldehid 0,13 mM, concentractd superior a la gue s
pot  donar "im wive®, 1fzctivrtbat de 17ALDH Jd2 placenta humana &3 de 0,47
mlfg de teizit fueure I1Y.2.1.), Efectuvant cileuls zimilars als precentats
en la seccio V.3.1., e} flux d7acetaldehid & travds de 1a placenta {10
Fma1fm|n} superaria en 40 wvegades 13 capagitat d'axidacid de 1”enzim
placentari 10,29 Fmolfmini. Aguects rocultats indiquen gue la placenta
huymana “per se* no possesix suficient activitat ALDH per tal dfimpedir &l
pas de 1 acetaldehid cap a Ila circulacio fetal, ta! <com ga havien
sugger:t Houri i cal. (1812,

Per altrz banda, donada 1 existencia d activitat ALDH en els
eritrécits (veurse I1.4.4.1.2.3, es podria pensar en la contribucid de la
5ang que irriga Ta placentz al metabolisme de 1 acetaldehid en el sictema
feto placentari. Cal tenir en compte, perd, gue la major part de la sang
present en la placenta es dforigen fetal 44}, descanerwenk-te Ei
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posseelw, com la  sang fadullt, 1Y =sgenzem ALOH IT. La dvzporibrl:tat de
gzng plagemtirva permeberia realitzar aguest setudi en home, En cas de
que la capacikal d'oxidac1d g acetaldenrd de 1o s3ang fetsl fdp simriar a
Ta de 1 adult, sebimem aog podrra arribar g osfedar com 4 mixim un 5 ¥ de
1"acetaldehid qua Yravessa §a placenta,

Al metabolssme oxidatiu de 1 acetaldehid, hem drafegir la seva
etminacid per unid covalent a 1°hemoglabina, gque a concemtracions
d‘acetaldehnd de 200 pM &2 de 0,55 nmols/mg d°hempglobinash (1533, o 0,1
Pmﬂifm!n per a tota la sang continguda en les proximitats de 1a placenta,
Tambe cal esperar la unid covalznt de 1faretaldehid 2 les proteinece de
les  membranes feto-placentiries | macravellositaks de 13 plarcenta,
abundantment regades per l& sang,

De tot 1 expesat, mo oc pob deccartar que i1'acetaldehid pogués cer

elimimat on una petita part per LYALDH d'epitedcit present en ol sictoma
feto-placentart, més que pei teixi1t placentari o gl fetge del fotus, |
tambe per umid a proteines ptacentidries. Dfagquesta forma, els nivells
d acetaldebid podrien ser lleugerament més barxos en la fang fetal que en
la sang materna.
En home, no gs coneix 5 ba barrers fete-placentdria resktrangeix el pas
d acetaldelid, En prangipe,  Ta naturaleza boposoioble de 1 acetaldehid
CE74Y  fa pensar en ta seva 1liure difusid a traves de la placenta. Fel
contrar:, experiments realikzalc amb rates cotmeses a ntosrcacid zguda o
Lronica, ASSERY3len que en placenta | fetus els mivells d acetaldehd =én
inferiors  als de la sang materna 120, 174), Avz6 s'atriboaix 3
1“e41stdnera en rats d'una ALDH placentir.a que oxidaria | acetaldehid
ducant &1 Seq  pas cap al fatuc {277). Divercos estudis recoltzen aguesta
Idea cdemgstrant gue Ya rata posceerx una ALDH de placents d'orcgen
mitocondrial  forgz: activa a haiues concentracians dfacetaidehid (181,
278) . Aguest no  sembta, perﬁ, ¢l Ccas de 1a placenta humanz, en la que
predomina wuna ALDH activa només a elevada concentractd de substrat {uveurs
IV.2.1.7,

Per altrz banda, Guerrr 1 coi. (120 han ebeervat diferfngies an la
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concentracid relativa g acetaidehid en e} felus | en 1a placenta respegte
a la =ang makerna, depenent del diz d& gestacid. Aixi, 1a congentracin
d acetatdehid en placenta &5 i 230 % i S0 %, respecte de fa materna, els
gies 135 i 1% de gesbaciB, recpectiuament, Aquesta variacid podria cer
deguda a3 una dicminecid del metabalisme de 1 acetaldehid en ta placenta a
mesura que awvanga ta gestarid. $Sjdblom § col. C278) havien trobat que
1factivitat ALDH en placenta de rpata 1 dia 20 de gestacia era una
tercera part de 1 obcervzda el dia |4, mentre que lactivitat ALDH en
fetge de felus s”incpementava guitre vegades en el mateis periode. Agquest
fet estaria d'acord amb el postulat segons #1 gual la placenta
funcionaria com yn felge auxiliar el fetus en les primeres etapes de la
vida Feta), deixant d zseomir algunz papers metabblice 3 mesura que &l
fetge andz adquirint noves capacitats (317, Per tal de comprovar aguest
punt, caldrd aprofundir en  un Fuetur en }festudi de 1 activitat ALDH en

placentess humames sbtingudes en diferents pericdes gestacionrals.

En resum, dele estudis reslitzats en Romogerats de feadit placentari
i de les propietats cindtigques de 1°ADH i de 17ALDH de placenta, o3 pot
afirmar gque 1a placenta humanz a terme 0D poszeeix cap sistema enzimatic
de metabolitzacid de 1 aicohal rcapag de protegir al fetus de manera
aficient enfrgnt de Tee concentracions d etanol § acetaldehid que e
troben en 1a sang materna després de la ingestid de begudes alcaholiques,
El fetus apareixeria desproteqit, especialment gn les primeres thapes del
desenvolupament al! no dispasar tampoc de cap rsoenzim hep3tic de !7ADH
spficrentment ackiv  amb  etanol  {veure V.1, B.} i, prabkablosment, al no
pouseir complets V2 dotacio iscenzimatica e 1°ALDH (veure I1.3.2.3. Tot
plegat explicaria la 1livre difusid de 17etangt i d“una part important de
17acetaldehid cap al fetus i podria contribuic a 1’elfevada incidencia de
la sindrome g”aleccholicme fetal en $ills de mares alrohBligues.
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4. POSSIBLE PAPER_STCINLOGIC OF L°ADH I DE 4 °ALDH EM Si HZTABOLISME DE
LA FLACENTA

Etannl i acetaldshid apareixzen entre els cubstrats més peorament
oxidats per part de J-ADH | de §‘ALDH de placenta, respectivament, pe!
que ec evident que la funcid dfaguests enzims en ia placenta ho s
1'eliminacio d aquests taxics fueure Y.3.).

En genscal, donada 1°3mpliz especificitat de substrat ce PUADH
1"A4LDH de fetge de mamifer, =gn moltes Jes funcions gue els han eskatl
assignades, des de 13 mateir«a eliminacia de 17etamel & 1'acetaldehid finsg
a la metabpolitzacid dels alcahols i aldehids precentz en els atiments
d'origen wegetal, passzant per 12 interconversid d°algune metabelits com
retinol | petbinal, 1 abires alcohels i aldehide scopreanoidesz 2450,
L'unica certesa es QuUE no @5 ¢onelx Encara la funcid especifica d*aguecte
enzims, =i ¥a tenen, ni molt menys 1a de rada gna de les seves farmes
Lgnenzimitiquea. Fer alira hbanda, &1 nembee J¢ possibles substirats es
pricticameat inabastable, dancs la majoriz dels compostos intermedis de
ies wies metabdliques tenen grups hidroxils o carbonils suscephibles de
participar en reaccions d'oxidagid-reduccid. Per aiip s ha treballat amb
substrats-model amb diferents estructurec moleculars representatives dels
cempostos fretologicament  acltius, ja sige enddgens o Exﬁgens, mee Comune

en 17 arganisme,

En general, hem «constatat que prodecies resuftants de 1*axidacid
gels millors substrats de §y-ADH, com octanal i aldehid cinnamic, no Son
bons subskrats de I“4L0H de placenta. E¢ més, els regquertments
ectructuralc dels scubstirats per a ambdps epzims semblen forga diferents.
Mentre ¥ -ALH #s més actiu enfront de substrats hidrofdbics de cadena
11arga, com pctanal i w=hidraxidcids, ALDH de placenta €% més eficient
amb  substrats de cadena rcurta com propamal @ semialdehid succiric.

Malgrat oue nt s'han assajat iots els miltiples possibles substrats, aixo
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pagcia Indicar QuE ambdds  1soenzime no agtuen coordinadament en
T*alamimatid dels ateeshols o, ger kant, mo formarien part en principl de
la mateix¥a via metabdtica, La manca de complementarietat metabbiica entre

Y-ADH 1 t*ALDH en l1a placenta contrasta amb la s1tuactd observada en olc
teaxi1is rics en actiwitat ADH, els guals btambe posseerxen una activitat
ALDH elevada 1+ d7amplia especsficitat de substeat, el que permet, al
men¥s en tearia, una eficag ebwminacid dels aldehids peodurts per 17ADH
(254, FIN.

Una altra possibrietat és gue ¥=A0H 1 1-ALDH de placenta tinguessin
funcions catabbligues em w:es alterpatrwes, actuant com & redustaza .
deshidrogenasa, respectovament, enfront de diferents tipus d'aldehrds . Cal
recordar aque, a pH fisiologie, la kcat de I-ABH enfront de 17octanal es
urnes S wegades superior a la mostrada endront de 173lcchal corresponent,
wctamal  fyeore IV.1.B.Z2.'. HMentre alguns substrais, com 1-otkanal 1 el
S-nitrobenzaldehid, poder zer reduiis per ¥ -ADH 1+ tambe oxrdats per
1'ALDH de placenta, aitres mostren preferéncia per una de les Zues vies
ezmentades. Aixi, el cemiatdehad zuceimie Es oxidat ner 1CALDH e
pilacenta, perd mro &5 redurt per Y{-ADH (74), mentre que el crtral &
redy t pel praner enzim t no s%  oxidat pel seqan, En aguesta
especificitat padrien anfleir decisivament la tongited de 1a cadens
hideocarbonada, la preséncia de dobles enliagos | 1a pasicrd de grups

polars respecte del grup carbamil.,

En agueat sgntat, hem oheeruat gue petikes modifiCacions  en
1'esteuctura de Ya moldcyls ce subskrat comporten =ovint canvis notables
en les rconstanks cinétiques 1, per tamt, en 1 ecpecificitat, B, en el
caz de la 'T-QDH, vartacions com la posicid del geup hadroxi1 al frngid o
enmig de la cadena carbonata, 1 aparicid da'yn grup hidrefilee proper o
allunyat dei qrup aleohol, la presencia d’un doble enliag en postcsd 2 o
sls substituents de 1¢anell aremitic, poden fer wariar considerablement
les constants cinmetigues. En el cas de 1°aL0H ce placenta , um important
exemple del que icabem de dir €s I7efecte =obre Yes constants Cinetigues
de la prestacia del grup carboxil en el Semialdensd Sutcinic respecte del

butanal. E¢ descanerx, perd, el significat real d'agestes observacions
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per a la determinacid del weritable substrat o substrats daguests
1soenTims "o vaup™. En general, g5 remarcable 17elovada especificeiat de
cebstral ge  TUADH “SLOH  de placenta comparsdes amb Yes respzctives
famili1es g7 isoenzims, el que recalzaria la hipdtesy d’una funzid

fizialégica ben definida.

4.1. FPopzzible Fyncad de 171 ecenzim 1 -A0H

En el cas concret de 1isgenzim Y-ADH, es tracta d'un iscenzim
stngular quant a que es troba en tots efs teixits e I organisme, pel que
sembta difict) assignar-1r una funcid especifica en ¢l teix:t placentars.
La presdacra o aguest enzom en la placenta podia fer pensar “a priora™ en
un  possible paper en &1 metabalisme hormonal, extraacdcniriament acteu En
aquest drgan, Tammateix, 13 manca d activitat enfront dels ecterordes més

comuns ha dempstrat que no ES arxi.

L*axidacd del retinol per part  de 1 -ALH podria suggerie B3 seua
participagi @ &h al metabolisme d aguesta important 91 kamind,
impreccendible per al correcte desenvolupament i creixement cel fetus,
Amb tot, 1a barxa activitat enfront dizquest substrat i ta manca
dacttvitat amb retinal posen en dubte la zignificasid real daguesta

hipatesi.

La poca o nwl.la actrweitat amb dersvats del mebtabolisme de les
catecalamines, Com el Z=fa=-hidroxy=3=metax | fenttretanal, el
2-fd=hidrogi-3-metox fenilletangdial 1 1a vaimillina, o de l1a serotonina,
com el 2-¢S-hidrozi indel-3=11%etannl, exclou una passible participacid en

21 metzbglizme d aquests nouratransmissors.

La presencia uhigua de J-ADH meés avial padria relacionar=se amb
funcions generales del metabolisme o de defenza cel . lular, en processos
tals fom el precanvi dele constituents de les membranes, com alcohols de
cadena llarga o derrvate d7acids grasses, ¢ en 17eliminated dels

productes de 1a perorxrdacid dels 1ipsids tveure tambe Y.4.2.2, En aguest

—ad4-
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sentit, @3 molt revetadora 1 especificitat mostrada enfront d alcokals
ildehids de cadena 1larga, com 1 getsne] @ Voctamal & Yrelewada atinitat

pels w-hidroxidcids.

4.2. FPossible funcid & 1°4L0H de placents

Domada 1 especificitat de substrat de 1°ALDH de plagenta, =dn dues
les fungions gque padem  atribuir a aguest enzim 2o #1 metabolizme de 1a
placenta, i, per extensid, a molts teixits de 1“organicme si es confirmes
la identitat smb 17 iscenzim ALDH IV,

- En primer 1ler, l“especificital de substrat mostrada per 1°ALDH de
ptacenta enfront del semiaidehid succinic (veure Y. 2.4, | la seuva
similitud amb 1a SSO0H de cerwell Cueure V.2 2.) suggereixén un paper de
!"enzim en ) oxidacid d aquest subsktrat. De mcmen! es descaneix, perd, ol
significat metabGlic que apdria tepir Ya preséncia d’una  SSOK  en
placenta, a diferencia del cervell, on se §1 atribueix una furcia
definida dine de la wvia del GABA (Fig. 98Y. Aixt, en &) cervell dels
mami fers, el GABA , precursor del semialdehid succimic, participa
activament en el subministre d'¢érérgia | e4% Cred que  actux Ccom a
neurotransmissor inhibidor de la teesnemizsid sSindplica en 21 sisiema
nervigs central. La concentracid de GABA en el cervell & molk glevada
(2=10 mM) €215, mentre que la de zemizldehid succinic §c da nomes 0,1
FH, el que ta SSDH de cervel! ha de s artiva a melt baixes

concentracions de substrat t&0),

Mo ps disposa de daces sobre els nivells de GABA ni de semialdehid
syccinte  en altres teixits diferenis del ceruell, tals com ta piacenta,
encara que €5 Crew gue serien molt baixes, €n el plaema, no ="ha detecktatl
GrBA (2157, Em cznvi, tractivitat S550W s"hy observat extencament
distribyids en wvaris organs de rata, entre =ls que destaquen per ordre
d importincia, ceruell & fetge, cor, romyd | melca, descongixent-ce,
perﬁ, el seu gignifigat {]73). Mentrectant no s investigui la preiﬁncla

en placenta g aitres icoenzims de la wia del GABA, com 13 Jlutamat
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descarbodtlaca CBADF o 12 GABA transaminaza {GABA-T? ¢Fig. 48Y 1 na es
ccnequin  les concenteaciane de GAPA 0 del  zed derauvat en o2l heexai
placentari, mno ez padrd azsignar definitrvament 2 1°ALDH de placenta ei

PapEr metsbolsc que Suqoerim.

= Un altre paper de 17ALDH de placents podrra consisbar gn
l'eliminacid de! malondialdehid 1 altres aldehids citotoxics, com els
4-hidroxtalkensls, que es produeixen com z consequencia de la peroxidacid
dels lipids, La perovidacto dels 1ipids % un proces complez gque implica
13 formacid 1 propagacid de radicals 1ipidics, amb un consum elevat
d'oxigen, icomeritzacid de dobies enllacos en 1ipids insaturates |
destruccid  dels 17p1ds constituents de lec membranes cel.lulars,
produint«se¢ upna gran varietat de compastos toxics, com zlcohols, cetones,
aldehids | Eters. L'especial susceptibifitat de les membranes cel.lulars
a ta peroxidacid dels 1ipids 48, Justameny amb 1fexisténgera d'ALDH en
diferents compartiment  subcel.lulars, ha zuggerit a diferents autors la
possible particapacid dAels seus 1saeazimd en T"eliminacrd dels aldeh:dsg
tBz1cs produrts  urant  aquest  procss. En fetoge e rata, $'han obserwat
diferents ezoenz ms  Je 1'ALDH, capagos dfoxidac el malondialdedod,
L*i1soenzrm mitocondreal d7alta Em SEnzem 117, anilnq a 17ALOH de placenta
tveure W24 presenta una Km o de 7,2 @M per al malendialdehad (140, molt
nrAXima A T'abkenguds  per mosalbres per 3 17 3¢en2om de placents humans
(B B mHr,

Tuant 215 A=-hidroxialkenals {19, es coneix molt pac cebep g1 cey
metabal cme, pera s'ha demgsteat repetidament que plis mitacandris poden
oxidar alguns d*aquests aldehrds, amb produccid de MADH, 2 un pH cptim de
8,8, suggerint la participacid d*alguna ALGH ¢252), L’existencia d'un
grup polar en la posicid 94 de 1a cadena carbonadz d agquests aldehids,
Juntament amb els requer iments estereoguimics dels substrats de 1°ALDH de
placenta fwveure M. 2.3.), suggereizen gue €ls 4-hidroxialkenals podrien
ser bpns substrats de 1 enzwm. En un proxwm futur, tenrm planegat
sintetitzar BN el nostre laborator:  aguest tipus de  compastos
assajar-els com a substrats, no solament de 1°ALDH de placenta sind tambi

de {-QDH. En  fat de ser oxidats, podriem contriboir al cone:sement 3°un
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nou sistema de defensa cel. lular enfront 1a peroxidacio dels lipids.

Finalment, no podem deixar d'esmentar da hipotesi Z¢ gue eis enzims
AOH i ALDM, amk totes les sewves formes iscenzimatiaues, inglaint les
detectades en placenta, tenen una funcid amplia de deeinbaxicacid enfraont
d alecobhois i aldehids de moll wariades gatructures, Podrien constituir
sistemes de proteccid de 1forganisme, i &5 podrien contemplar de maners
canjunta amb els sistemes oxedalives microsemals, els sistemes de control

de 1'equilibri red-ox citep!aematica. etc,
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L4 placenta humana s ha revslat cem un Ergan de gran ver=za%ti1litat per
g 1"estudi A alguns dels izoenzims hepatics. El taixit placentari es
pat processar peoc tomps després de deiuar d'Fezer funcional, el que
possibilita i’anilisi d°un alewvat nombre de mostres i facitita els

processos de purtficacio d'enzims | 28 fraccionament subcel,lular,

Totss les placentes humanes a terme analitzades pr2senten un dnic
izoenzim de 17ADH, de mobilitat anddicz en slectroforesi en gel do
Mmidd | molt pae actiu a bBaixes concentracions dietanol, no exiztint

mariabilitat genetica e=n 13 scolacia estudisda.

S'ha purifizat 1°ADM de placenta mitjangant cromatogratia de bescanyi
idnic en DEAE-cel.lulasa | cromatogradia d adfinitat en

S eMP-Sepharose, L enzim ha resultat hcomogeni en electroforesi en gel
de¢ peliacrilamida amb dodecil sulfiat sddic i en gromatografia de gel

$iltracis en Sephade: G-200 Superfine.

Les propirtats fisico-guimiques de 17ADH de placenta, tals com un pes
molecular aproximat de 36.000, 2 subunifats identigues, ? itoms de
zinc per subunitat, i+ algunes de les seves propietats cindtigues,
tals com 1z capacitat d'oxidar etancl § alcohols alifidtics primaris,
pH optim d'oxidacid dels alcohals entre 10 | 13, especificitat pel
coenzim NADCHY i el mecanisme seguencial ordepat BiBi, =30 simifars a
leg dels isgenzims hepitics més caneguts de 1°ADH. Fodem af irmar,
doncs, que 1°ADH de placantka dz un izoenzim de 1°'ADH Ae fotge.

De bes propietats electrofor®tigues i cindtigues, » de la resisténcia
2 1"inhibici@ amb a-metilpirazole, podem Concloure que 1°ADH de
placenty &5 icdEntica a 17 ispcenzim de la ¢lasse IID, T-ADH, purificat
a partir de fetge per Parfs i Valiee,
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6. X-ADH presenta una especificitat de subsiratl més restringida que els
isoenzims de tes ¢tasses T i 11, transformant només amb certa
eficiencia alcohols i aldehids alifatics de cadena 1larga

w-hidroxiacids, A pH fisiolBgic 1 enzim 5 més eficiant on ka2 raduceid
d aldehids, erncara que 185 seves constanisd especificitat sin mait

baises comparades amb les dels altres isoenzims,

#. S7ha detectat per primera vegada ackivitat ADH an placenta de rata,
1550Ci4nt-se com en placenta humana a un dnic iscenzim, ADH-2, que
posseeix ademde propietats znalogues a Y-APH i a altres isosnzims de

varies especies de mamifer,

8. Dels estudic realitzats en placenta | fetge de fetus humans,i en =ls
mateixos teinits Jo rata, podem conclgure que T“iscenzim ¥ -ADH, en
heme, 1 ADH=2, en rata, =dn els primers isgenzims de 1°ADH gue

s espressen durant el desenvdlupament fFetal,

?. 5°ha determinat per primera vegada la lacalitzacio ssbcel.lular de
1"ksaenzim {~ADH de 1°ACH humana. La Y~AOH de placenta, com
probaulement tots els altres iscenzims ode 17ADH humana, es localitza

en 1z fraccid citoplasmatica soluble.

1. La placents humzna % terme precenta wna ALODH d7z21ta Em enfront dels
aldehids alif3tics de cadenma curta rom acetaldehid i propanal. La
major pirt g°aquesta activitat =hz docalitzat en 12 fraccid

mitocandrial de la ¢Bl.luls placentiria,

11. 5"ha desenvaolupat un métode ds purificacio per a 1°ALDH de placenta
humara, gque comporta fres cromatografies successives: de bescanvi
idnic an DEAE-cel.tuinsa, d’afinitat en S'AMP-Sepharase i de gel
filtr2cid en Sephacey)] S5-300. L enzim obtingut apareix homogeai
segona ] eriteri Jde puresz d'electroforesi en gel de porracrifamida

amb dodecil zulfat sddic.
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. L'ALDH de placenky humang s'ha mostrat altament insstable en o) si

d7una atmasfera vricdant, | susceptible a la inhibicid per Sisulfiruwm,
La introducc1d de comdicions anaerobies | fa wtilitzacia d agents
redguctcors durant 17aitlament | ommzgatzement de 17enzim han comportat

un notazble augment en T72stabilitat de ]17&nzim,

L'ALDH de placenta presenta algunes propietats simeiars 1 les
d*altres igoenzims de PFALDH homanz, kals com ta sensibilitat zl medt
oxidant i at digylfiram, T3 capacitat d7oxidar acetaldehic i
oropanal, el pH oatim proper 3 ? 1 17activitat esterasa. Per zltea
banda, la major part de Tes propietats moleculars de 17ALOH de
olacenta, tals com un nes molecylar de 114,000, estructura dimérica,
aunk jseeldciric prop de la paukralikat i 1 extragerdinaria
inestabilitat térmica, no havien sigut descrites anteriorment en una
ALDH bumana, diferint notablement ce les dels isgenzims hepltic: més
sctudiats, ALDH I 1 ALEH II.

L#s propiestals Fisico-quimigues i cinftiques de 1°ALOH humana z8n
similars a les observades recentment per Forte-McRobbie 1+ Fistruszko
per 3 TCisoenim ALDH W de felge hum&, suggerint ona identrtat entre
ambdos formes que, ademés, serien probablemert analngUEE auyn
iscenzim mitocandrial d7altz ¥m present en 21 fekge d7altres espeCies

de mamifer.

L'ALDH de pliacents humana presents ung etevada especificitat per als
aldehids de cadena curta, especiaiment per 21 semialdehid succimic.
La simifitud de les propistats moleculsrs @ cingtiques de 1°ALDH de
glacenta amb les de 13 semialdehid succinic deshidrogenasa de cervell
podria suggerir que t°enzim de placenta €5 un isoenzim de 1a

cemialdehid succfnic dechidrogenasa.

-233-
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La veritable funcid fisiologica de {-AbH i de 17ALDH de placenta ens
as desconeguda. Malgrat tot podem afirmar que:

Ea ubiguitat de ¥-ADH, 1a seva presencia exclusiva en placentz i ia
seva primerenca aparicio derant el desenvelupament fetal, juntament
amb T especifrcitat de gzubstrat, suggereizen un important paper
metabalic 4 aguest isoenzim, que podria ronsistic en 1°eliminacio

2 3lenhels o aldehids alifitics de cadana Ttarga.

Lespeceficitat de substrat de 17ALDH de placenta suggereix que
squest enxim podria participar en 1“mzidacid del cemialdehid succinic
o d’altres aldehids amb un crup pelar en posicid 4 recpects del grup

carbonil, com els S-hidrotizlienal s,

Lastudy de 1'especificitat de substrat indica que #ls requeériments
estereoquimics dels das enzims estudiats =on diferents, el que +a

improbable la ceva participacid 2n uina mateize via metabdlica.

D2is ectudis realitzats en homogenat de placenta i de les propietats
cinEtiques delg enzims pyrificats, e3 oot afirmar que ta placenta
huomana & terme no posseeix cap Sistema enzimatic de metabolitracid de
1'41¢ohol capag de protegir al fetus 2nropt de tetanol 0 de
1“acetaldehid gque es poden itroebar en la sang materna, ET fetus
spfriria directament els efectes dOxics @' aquesies subsidncies, on 12
mateixa concentracid aproximadament en gue es troben en 13 thare
expligant=ce 1°etevada incidéncia de la sindrome d’alcohalisme fetal

en la poblacid.
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