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Capftol IV : RESULTATS

1. ALCOHOL DESHIDROGENASA DE PLACENTA HUMANA

1.1. Capacitat d'oxidació d'etanol de la placenta humana

Es determinà la capacitat d'oxidació d'etanol de la placenta humana,

mesurant l ' a c t i v i t a t ADH en el sobrenedant dels homogenats de 14

placentes di-ferents (Taula XII).

No es varen observar di-ferències notables entre les placentes

estudiades quant a capacitat de metabolització de l'etanol. A pH

•fisiològic i a les concentracions d'etanol que es poden trobar en sang

després de la ingestió d'alcohol (33 mM), l ' a c t i v i t a t per gram de t e i x i t

•fou quasi indétectable, 50.000 vegades menor que l'observada en el -fetge

(106, 190, 197). Quan la concentració d'etanol s'incrementà -fins a 500 mM

o s'emprà un alcohol de cadena llarga, com octanol 1 mM, l ' a c t i v i t a t de

l'ADH de placenta a pH 10,0 -fou encara 500 i 40 vegades, respectivament,

in-ferior a la del -fetge (239).

Com ja s'ha dit anteriorment, els homogenats de placenta presenten un

elevat contingut en sang. Ai x f doncs, es determinà la i n c i d è n c i a d'una

possible a c t i v i t a t ADH de la sang en la capacitat total d'oxidació

d'etanol del sistema placentari (veure III.4.2.). La concentració

d'hemoglobina en placenta es calculà en aproximadament 20 mg/g de t e i x i t ,

el que significa uns 75 ml de sang/placenta. Aquests resultats, d'acord

amb les dades existents sobre sang placentària (44), suposen que una

elevada q u a n t i t a t de la prote'ina dels eritròcits contaminaria els

homogenats de placenta, podent representar entre un 25 i un 50 'À de la

prote'ina soluble total. La mesura de l ' a c t i v i t a t ADH en la sang

d ' i n d i v i d u s sans no revelà a c t i v i t a t amb etanol 33 mM. Amb octanol 1 mM,
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a pH 10,0, l'activitat mitjana de 6 preparacions d'eritrocits di-ferents

•fou de 0,073 mil/mg d'hemoglobina. La màxima contribució de l'ADH

d'eritrocit a l'activitat ADH mesurada en l'homogenat de placenta seria

de l,4ó mU/g de t e i x i t , o un 10 X de l' a c t i v i t a t total. No es va detectar

activitat ADH en el plasma, d'acord amb els baixos valors observats en

individus no afectats per malaltia hepàtica (51, 279).

1.2. A'i 1 lament i pur i-f í caci o de l'ADH de placenta humana

La purificació de l'ADH de placenta es realitza seguint el mètode

emprat per Pari's i Vallée <239) per a la pur i-f icac ió de 1'isoenzim ̂ -ADH

de -fetge, i comporta els passos que s'esmenten a continuació (veure també

III.1.4. i Fig. 11).

- Exemple de purificació'

En una purificació tfpica, es varen homogenitzar 500 g de placenta

1:1 (p/v) en tampó Trïs-HCl 10 mM, pH 7,9 a 4'C, centr i-fugant-se a

continuació a 11.000 x g durant í h. El sobrenedant (700 ml) es filtra, i

es dialitz a enfront de 25 1 del mateix tampó durant 5 h. La mostra

s'aplicà a una columna de DEAE-cel.lulosa (5 x 50 cm) equilibrada amb el

tampó anterior, i l'enzim va ser e l u i t amb un gradient de O a 0,15 H de

NaCl (3.000 ml). Les fraccions actives (300 ml) es varen reunir,

concentrar fins a 25 ml, dialitzar enfront de tampó fosfat

monossòdic-NaOH 10 mM, pH 7,3 i cromatografiar en una columna de

5'AMP-Sepharose (1 x 22 cm), equilibrada amb el mateix tampó. La columna

es va rentar successivament amb aquest tampó (300 ml) i amb Tris-HCl 0,1

M, pH 8,5 (300 ml). L'ADH de placenta va ser elu'ida amb un gradient de O

a 6 x 10-s M de NADH (500 ml) i concentrada fins a un volum de 1-2 ml,

amb una activitat estàndard de 1-2 U/ml, apropiada per als estudis

f fsico-químies i cinètics posteriors. La duració" total de la purificació

fou de 6 dies.

La Taula XIII resumeix les diverses etapes de la'purificació. Seguint

aquest procfs, l'enzim va ser p u r i f i c a t 12.000 vegades a partir de
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FIGURA 19 Perfil d'elució de la cromatografía en DEÄE-cel.lu-

losa a pH 7,9 (veure III. 1.4.4.).

L'ADH de placenta va ser eluida mitjançant un

gradient de 0 a 0,15 M de NaCl ( ): activitat amb

octanol 1,0 mM (-•-); absorbencia a 280 nm (-•-).

El volum de les fraccions fou de 20ml.
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1'homogenat de placenta.

- Cromatoqra-f i a de DEAE-cel . 1 ul osa

En la cromatografía de DEAE-cel . l u i osa, l'ADH de placenta va e l u i r a

una concentració de 40 mM de NaCl , immediatament abans de la -fracció

majoritària de l'hemoglobina, p r i n c i p a l contaminant dels homogenats de

placenta. Sovint, un p e t i t p i c d'activitat amb octanol 1,0 mM seguf al

p i c majoritari en el per-fil d'elucicT, tal com succeeix en la puri-f i cae i ó

de l'isoenzim T[-ADH de -fetge <319) <Fig. 19). L'el ectro-foresi en gel de

midó d'una al fquota d'aquest segon p i c mostrà una banda majoritària de

m o b i l i t a t idèntica a \. -ADH (veure IV.1.4.).

En una ocasió, per tal de detectar la possible presència d'isoenzims

catòdics en placenta, es concentraren exhaustivament les -fraccions

elu'ides en el volum d'exclusió de la columna t es mesura la seva

a c t i v i t a t en-front d'etanol 33 mM. L'activitat obtinguda -fou de 0,0084

mil/g de t e i x i t , i la Km aparent per a l'etanol a pH 10,0, 0,91 mM,

s i m i l a r a la dels isoenzims de la classe I de -fetge <Taula II). Una

mostra del concentrat s'aplica a una electro-foresi de gel de midó,

apareixent una tènue banda catòdica de m o b i l i t a t idèntica a la de

l'isoenzim fiï fa > el me's abundant en el -fetge humà <88) <dades no

presentades). Encara que l'origen d'aquest isoenzim podria trobar-se en

el t e i x i t placentari, no es pot descartar que la seva procedència sigui

el -fetge, havent sigut transportat a través del plasma sanguini -fins a la

placenta <51, 279).

- Cromatopra-f i a en 5'AMP-Sepharose

En la cromatografía de 5'AMP-Sepharose l'enzim el u í espec f-f i cament

mitjançant el gradient de NADH (Fig. 20), assolint-se -finalment un elevat

rendiment (Taula XIII). La pun-ficacio proporcionà quasi 2 mg d'enzim

pur, demostrant-se la seva homogeneïtat per electro-foresi en

pol i acr i lamí da amb SDS, cromatogra-f i a de gel - f i l t r a c i ó i el ectro-foresi en

gel de midó (Figs. 22 i 24). L'activitat especf-fica de l'enzim pur a pH

10,0 resultà de 2,18 U/mg, mesurada amb octanol 1,0 mM, o 0,60 U/mg amb

etanol 0,5 M.
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FIGURA 20 Perfil d'elució de la cromatografía en 5'AMP-Sepha-

rose (veure III I.4.6.).

La columna es va rentar successivament amb fosfat

monossòdic 10 mM , pH 7,3,i amb Tris-HCl 0,1 M ,

pH 8,5 (A). L' ADH de placenta va ser eluida amb

un gradient (B) de O a 6 x 10~5 M de NADH ( ):

activitat amb octanol 1,0 mM (-•-) ; absorbencia

a 280 nm (-•-).

El volum de les fraccions fou de 5 ml.
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1.3. Estabilitat de l'ADH de placenta

L'enzim pur es mostrà altament ¡nestable en absència de NADH o de

DTT. Com s'observa en la Fig. 21, la vida mitjana de 1'ADH de placenta en

presència de NADH (2 mol de NADH/mol d'enzirn) -fou de 20 dies, mentre que

amb DTT 1 mM es perllongà me's en l l à d'un mes sense pèrdua aparent en

l'activitat. L'increment en l'activitat observat durant els primers dies

d'emmagatzement, es podria deure a un e-fecte de reactivació de l'enzim

per part dels agents estabi 1 i tzants, sobretot DTT, afegits en -finalitzar

1 a pur i-f icac ió.

El rendiment de la pur i-f icac i o mi 11 orà quan els tampons emprats també

contingueren DTT 1 mM (dades no presentades), con-firmant la

susceptibilitat general dels isoenzims de 1'ADH humana al medi oxidant,

per raó de l'elevat contingut en residus de ciste'ina (35, 319).

1.4. Anà l i s i dels isoenzims de 1'ADH de placenta

Quan es varen analitzar els homogenats de placenta mitjançant

electroforesi de gel de midó, no s'observà cap banda d'activitat en la

t i n c i ó amb etanol , d'acord amb la baixa a c t i v i t a t detectada amb aquest

substrat. En la t i n c i ó amb pentanol , tots els homogenats de les 14

placentes examinades mostraren una única banda anòdica d'intensitat molt

dèbil.

Quan es varen aplicar simultàniament homogenat de placenta, ADH de

placenta purificada i homogenat de -fetge, l'isoenzim de placenta presentà

una mobilitat idèntica a la de l'isoenzim hepàtic de la classe III,\-ADH

(Fig. 22). Semblantment a la mostra hepàtica, l'isoenzim de placenta es

desdoblava en dues bandes de m o b i l i t a t lleugerament diferent, essent la

me"s intensa la de migració més lenta cap a l'ànode. Aquest comportament

havia sigut ja observat en la][-ADH hepàtica, designant-se

-157-



FIGURA 21 Estabilitat de l'ADH de placenta en tampó Tris-

HC1 0,1 M, pH 8,5, a 4°C.

L'enzim va ser emmagatzemat en presència de

NADH (2 mols/mol enzim) (-•-) o de DTT 1 mM (-•-).

Les fletxes indiquen l'addició de NADH a 1' en-

zim (veure III.1.4.7.)
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FIGURA 22 Electroforesi en gel de midó de 1'ADH humana

a pH 8,6 , 220V, durant 16 h (veure III. 3.1.2.)

a) Tinció amb etanol 69 mM

b) Tinció amb pentanol 74 mM

1 : Homogenat de fetge

2 : Homogenat de placenta

3 : ADH de placenta purificada
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7(¿-ADH les bandes de menor i major m o b i l i t a t , respectivament (5, 239).

Sempre que la t i n c i ó es perllongà durant mes de 30 m i n , es detectaren

en els homogenats <pero no en la preparació d'enzim pur) dues noves

bandes de mo b i l i t a t molt més anòdica. Aquestes també apareixien en

absència de substrat i no es visualitzaven quan s'a-fegia piruvat al tampó

de tinció. En canvi, sf es detectaven u t i l i t z a n t lactat com a substrat,

el que demostrava que les noves bandes corresponien a isoenzims de la

lactat deshidrogenasa, concretament, LDH 1 i LDH 2 (132) <dades no

presentades).

1.5. Caracter ització iTsico-qufmica de l'ADH de placenta

1.5.1. Pes molecular de l'enzim natiu

El pes molecular de l'ADH de placenta puri-ficada es determinà per

cromatogra-f i a de gel -f i 1 trac ió' en una columna de Sephadex 6-200 SF <veure

111.1.4.8.1.). L'enzim eluT en un pic simètric d'activitat que coincidf

amb el màxim d'absorció a 280 nm <dades no presentades), no e x i s t i n t ,

doncs, possibles prote'ines contaminants. Corn es pot veure en la Fig. 23,

el pes molecular obtingut, 74.000 dalton, -fou lleugerament inferior al de

l'ADH de fetge de cavall.

1.5.2. Pes molecular de les subunitats

L'enzim pur va mostrar una única banda en electro-foresi en gel de

poli acr i 1 amida amb SDS i t i n c i ó per prote'ina amb Coomassie Blue, indicant

la homogene'i tat de la preparació'. Aquesta banda, de m o b i l i t a t

lleugerament més ràpida que la de les subunitats de l'ADH comercial de

•fetge de cavall, correspongué a un pes molecular de les subunitats de

37.000 dalton <Fig. 24). Aquest resultat, juntament amb el pes molecular
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FIGURA 23 Determinació del pes molecular (Mr) de l1 ADH de

placenta humana per cromatografía de gel fil-

tració en Sephadex G-200 SF.

Representació de Kav enfront de log Mr (veure

III. 1.4.8.). r2= 0,994 . Vt=370 ml . VQ= 135,6 ml.-

Proteïnes patró: 1. Ribonucleasa A, 1,368 x 10 ;

2. Quimotripsinògen A, 2,5 x 10 ; 3. Ovoalbúmina ,

4,5 x IÓ4; 4. ADH de fetge de cavall, 8,3 x 104;

5. Hexoquinasa, 10,6 x 104; 6. Aldolasa, 15,8 x 104.
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FIGURA 24 Electroforesi en gel de poliacrilamida amb SDS. Tin.

ció amb Cooraassie Blue (veure III. 3.2.)

a) Demostració de la homogeneïtat de l'enzim purify

cat.

b) Càlcul del pes molecular de les subunitats (Mr)

de l'ADH de placenta humana. Representació de

log Mr enfront de la migració relativa (Rf).

4
r2= 0,987.

Proteines-patró : 1. Albúmina de sèrum boví, 6,8 x 10

2. Immunoglobulina G, 5,0 x 10 ; 3. Ovoalbúmina,

4,3 x 104; 4. ADH de fetge de cavall 4,0 x 104.
4

5. Anhidrasa carbónica, 3,0 x 10 ; 6. Inhibidor de
4

la tripsina, 2,1 x 14 .



1-
2

3-
4- ADH placenta

10

0,2 0,4

ADH placenta

5

0,6 0,8 1,0

Rf



/ IM. RESULTATS /

obtingut en condicions no dissociants (veure IM.l,5.1.), suggereix que

l'enzim està composat per dues subunitats idèntiques. Aquestes

característiques só'n comunes a totes les ADH de mamífer (veure 1.3.I.).

1.5.3. Nombre ¿''àtoms de zinc

El contingut mitjà en zinc d'una mostra d'enzim pur» mesurat per

espectrofotometria d'absorc \6 atòmica (veure 111.2.6.), -fou de 4,08^0,38

àtorn-g Zn/mol d'enzim (Taula XIV), o sigui 2 àtoms de zinc per subunitat.

En el mateix experiment es determinà com a control el contingut en zinc

d'una mostra d'ADH comercial de fetge de cavall, el que donà un resultat

de 4,09 Í 0,24 àtom-g Zn/mol d'enzim, d'acord amb les dades publicades,

demostrant-se la f i a b i l i t a t del mètode emprat. El nombre d'àtoms de zinc

de 1'ADH de placenta és, doncs, i d è n t i c al de tots els altres isoenzims

de TADH humana i de mamífer estudiats fins ara (Taula I).N

1-5.4. I n h i b i c i ó de l'activitat ADH amb agents quelants de metalls

Els agents quelants de metalls, 1 ,10-fenantroli na, àcid

p i r idin-2,ó-dicarboxíl i c i àcid 8-hidrox¡quino!ina-5-sulfònic, inhibiren

parcialment l ' a c t i v i t a t de 1'ADH de placenta a pH 10,0, suggerint que al

menys alguns dels àtoms de zinc son essencials per a l ' a c t i v i t a t

catalitica (Taula XV).

1.ó. Caracterització c i n è t i c a p r e l i m i n a r de 1'ADH de placenta

1.6.1. pH òptim per a l'oxidació d'alcohols

Emprant octanol 0,5 mM com a substrat (veure 111.2.2.1.1.), la màxima

a c t i v i t a t es presentà a pH 10,8, decreixent ràpidament per sobre d'aquest
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ô(
4-1
U
cu
a
W
QJ

ÔÎ
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pH, signe de la inactivacio de l'enzim degut al medi alcalí" <Fig. 25). El

pH òptim està comprès dins del rang de pH òptim observat per als

isoenzirns hepàtics de l'ADH humana (pH 9-11) (85, 190, 319). A pH 7,5,

l'activitat -fou només el 3 X de l'activitat màxima, a di-ferència dels

isoenzims me's comuns de la classe I, que a pH neutre encara posseeixen un

40 V. de l'activitat màxima (190). A pH 6,0, l'ADH de placenta -fou

pràcticament inactiva.

Aquest comportament a valors de pH propers a la neutralitat qü'estiona

seriosament el paper d'aquest enzim en l'oxidació d'alcohols en

condicions -fisiològiques.

1.6.2. Espec i-f í c i tat de coenzim

Amb octanol i octanal com a substrats, l'enzim u t i l i t z à pre-ferentment

NAD i NADH com a coenzims, amb una Km de 64 uM i 3,6 ^iM, respectivament,

a pH 7,5 (Taula XX). Quan NADP * 1,2 mM va substituir al NAD*, no es

detectà activi tat ADH.

Quan s'emprà NADPH 0,26 mM, juntament amb octanal 4 mM com a

substrat, l'activitat -fou el 20 '/. de l'observada amb NADH.

1.6.3. Oxidació dels alcohols a l i - f à t i c s de cadena curta

Com es pot observar en la Taula XVI, els alcohols al i-f àtics de menys

de 5 carbonis no saturaren l'ADH de placenta, àdhuc a les elevadfssimes

concentracions de substrat emprades. Aixf, arnb etanol 2,5 M, equivalent a

un 12 '/. (v/v) d'etanol , no es detectà saturació, indicant que l'a-finitat

de l'enzim per a aquest substrat és pràcticament nul.la. En aquestes

condicions, l ' a c t i v i t a t és directament proporcional a la concentraci o de

substrat, no podent-se calcular Km ni kcat, però sT la constant

d'especi i i c i tat kcat/Km (veure III.2.2.2.) (Fig. 26). Aquest peculiar

comportament c i n è t i c reflecteix aparentment una reacci ó bimolecular entre

l'enzim i el substrat.

-160-



FIGURA 25 Perfil d'activitat de l'ADH de placenta enfront

del pH per a l'oxidació dels alcohols (veure

III. 2.2.1.1.).
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FIGURA 26 Cinètica de l'ADH de placenta amb etanol a pH 10,0.

Representació directa de v/ CE] enfront de ES] ,

mostrant-se la manca de saturació de 1'enzim. La

relació kcat/ km es calcula a partir de la gràfica

tal com s'explica a III.2.2.2.
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La baixa a-fin i tat de l'enzim per l'etanol explica l'escassa a c t i v i t a t

detectada amb etanol 33 mM en homogenat de placenta i l'absència de la

banda anodica en 1a tinció" amb etanol de l'electro-foresi en gel de midó

(veure IV.1.1. i IV.1.4.).

1.6.4. I n h i b i c i ó amb derivats del pirazole

L'enzim de placenta resulta totalment insensible a una concentració'

12 mM dels derivats del pirazole, 3-meti 1 pirazole i 4-metiIpirazole,

conservant el 100 '/, de l'activitat i n i c i a l quan octanol 1,0 mM era

u t i l i t z a t com a substrat a pH 7,5 (Taula XV).

1.7. Identitat de les propietats de 1'ADH de placenta amb les de

1'isoenzim t-ADH de fetge

Com s'ha vist -fins ara, les propietats -ffsiques de l'ADH de placenta

eren similars a les de les altres ADH de -fetge, però les propietats

el ectro-f orèt i ques i cinètiques contrastaven marcadament amb les dels

¡soenzims més estudiats de les classes I i II de 1'ADH humana.

En canvi, l'enzim puri-ficat a partir de placenta presentava notables

similituds amb 1 ' i soenzim T(-ADH de -fetge, recentment descobert per Fare's

i Vallée <239) (veure I. 3,5.3.). Aquestes analogies es concretaven en

els següents punts:

a) Un punt isoelèctric extraordinàriament baix, responsable de la

mobilitat electro-forètica netament anòdica, idèntica per als dos

i soenz ims.

b) Un característic per-fil d'activitat d'ox idac lo dels alcohols en -funció

del pH, amb una activitat quasi nul.la a pH neutre.
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c) Manca de saturació amb etanol i altres alcohols alifàtics de cadena

curta com a substrats.

d) Insensibilitat a la inh ibició" per 4-metiIpirazole.

Les propietats observades en aquesta caracterització' preliminar

permetien afirmar que l'únic isoenzira de 1'ADH detectat en placenta era

idèntic a l'isoenzim /(-ADH de -fetge, a la vegada que recolzaven els

resultats obtinguts , primer per Fare's i Vallée (239), i després per

Wagner i col. (319), per a la -forma hepàtica.

Una vegada demostrada aquesta identitat, la recerca es va centrar en

completar, amb l'isoenzim puri-ficat a partir de placenta, el treball de

caracterització de ^-ADH que s'havia i n i c i a t a partir de -fetge, sobretot

en aquells aspectes de l'estudi que presentaven "a priori" mes

complexitat en el t e i x i t hepàtic. La placenta constituïa un sistema

singular per a l'estudi de T[-ADH, al -facilitar tant el seu a'il lament i

purificació com els estudis de local itzacid subcel.lular. L'existència

d'un únic isoenzim excloïa qualsevol possibilitat de contaminació per

part d'altres -formes de l'ADH, presents ineludiblement en el -fetge.

Per altra banda, les peculiars propietats cinètiques de "X-ADH, aixf

com la seva presència exclusiva en placenta, plantejaven importants

interrogants arran de la seva possible -funció" en el metabolisme normal

d'aquest òrgan durant la gestació'. Per aquest motiu es va decidir

investigar amb mfs profunditat l'especifici tat de substrat de l'isoenzim

3[-ADH. Al mateix temps, s'intentà esbrinar el mecanisme cinètic de ̂ -ADH,

estudi que no havia sigut abordat en els treballs previs u t i l i t z a n t

1'i soenz im hepàt i c.
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1.8. Aprofundiment en l'estudi c i n è t i c de 1' isoenz¡m X-ADH

Per a l'estudi cinètic i d'especifici tat de substrat de \ -ADH

s'empraren alcohols i aldehids amb diferents estructures moleculars i

grups -funcionals (Figs. 27 i 28), que serviren de model de les molècules

•f isiològicament actives mes usuals.

1.8.1. Especif i c i tat de substrat

1.8.1.1. Oxidació d'alcohols

L'estudi de l'especi iici tat de substrat es realitzà a pH 10,0, ja que

a aquest pH l'activitat enzimàtica es molt me's elevada que a pH neutre

<veure IV.1.6.1.). Per altra banda, la major part de les dades cinètiques

de les classes I i II havien sigut obtingudes a aquest pH <85, 318).

- Els valors de Km, kcat i kcat/Km de ^-ADH per a l'oxidació

d'alcohols alifàtics primaris, u>-hidroxiàcids i alguns isoprenoides

apareixen en la Taula XVI.

L'hexanol fou l'alcohol de cadena més curta per al qual es pogué"

calcular la Km. Per als alcohols alifàtics primaris de me's de 5 carbonis,

la Km va disminuir al augmentar la longitud de la cadena carbonada,

arribant a 0,4 mM per al nonanol . Aquest fenomen es comú" a les altres

classes de l'ADH humana i de rnamffer, i es degut a la participació de les

interaccions hidrofòbiques en la fixació del substrat. AixT, la molècula

de ~1( -ADH podria presentar una confrmaciò' similar a la de l'ADH de fetge

de cavall, amb un túnel hidrofòbic en l'entrada del centre actiu <veure

1.3.I.). Els valors de Krn de T(-ADH foren, però, d'un a tres ordres de

magnitud mes elevats que per als altres isoenzims de l'ADH humana. A i x í ,

la Krn per a 1'octanol fou de 0,6 mM, comparada amb valors de 5 a 17 uM i

7 uM, per a les classes I i II, respectivament <85, 318).
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CH2OH CH2OH

II

CH2OH

CH2OH

XIII XIV

FIGURA 27 Estructures moleculars dels alcohols emprats com a

substrats de x~ADH :

octanol (I), geraniol (II), nerol (III), tot trans-

retinol (IV), alcohol benzílic (V), 2-(4-hidroxi-

-3-metoxifenil)etanol (VI) , 2-(4-hidroxi-3-metoxi-

fenil) etanodiol (VII), alcohol cinnàmic (VIII),

5|3-dihidrotestosterona (IX), 30-hidroxi-50-andros-

tan-17-ona (X), l7ß-estradiol (XI), 17$-estradiol-

-3-sulfat (XII), estriol (XIII), 2-(5-hidroxiindol-

-3-il)etanol (XIV).
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Els valors de kcat es mantingueren pràcticament constants (300-400

min-1*) per als millors substrats, independentment de la seva estructura,

suggerint un mateix pas l i m i t a n t en el mecanisme cin è t i c , probablement

l'alliberació del NADH. Aquest comportament s'ha observat també" en les

classes I i II de l 'ADH humana <85, Í90, 318) i en isoenzims anàlegs al

en altres espècies animals (72, 172).

L'octanol U), amb una constant d'especi-f ici tat (kcat/Km) 7.000

vegades superior a la de l'etanol, -fou un dels millors substrats de

T[-ADH, i s'emprà en la major part dels estudis realitzats amb 1 'ADH de

placenta. El millor substrat en termes de kcat/Km és l'àcid

12-hidrox idodecanoic , amb una Km de 55 juM, del mateix ordre que les

observades per als isoenzims catòdics de 1 'ADH humana <85, 318). Sembla

que la presència d'un grup hidro-fflic al -final d'una cadena ali-fàtica

llarga, lluny del grup h i d r o x i l , a-favoreix en tots els isoenzims la unió

del substrat al centre actiu de l'enzim. La interacció d'una cua

carregada negativament amb el solvent o amb algun residu amb densitat de

càrrega positiva, com el seti de -f i xacid del s anions (veure 1. 3.I.),

podria col·laborar en la -fixació del substrat.

El geraniol (II) i el seu isòmer, nero! (III), alcohols

pol i insaturats de de la -família dels terpens i components dels olis

essencials, presentaren constants cinètiques similars a les de l'octanol

(I). La presència de dobles enllaços i de ram i -f i cac ions en la cadena de 8

carbonis no semblà massa important en la de-f inició' de l 'espec i i ic i tat

enzimàtica. Tampoc no varen variar Km ni kcat per la presencia d'un doble

enllaç en conformació cis en el nerol .

El tot trans-ret i noi (IV), o vitamina A, é's oxidat e-f ic i entment

pels isoenzims catòdics d'home i d'altres mamf-fers (216, 222, 259), amb

valors de Km de l'ordre de iuM, postulant-se com un dels posssibles

substrats -fisiologies de l 'ADH en el -fetge. Per altra banda, la presència

d'una cadena pol i insaturada llarga semblava una estructura favorable per

a l'acció de 1j[-ADH. D'acord amb això, el ret i n o l , -fou el substrat pel
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qual 7[-ADH presentà una Krn més baixa (80 uM). L'eficiència catalTtica

(kcat/Km) aparegué, però, molt disminu'ida, degut al valor

extraordinàriament baix de kcat <3,5 min-4). Una kcat tant baixa

reflectiria un pas l i m i t a n t mes lent que la dissociació del coenzim, amb

el que el mecanisme cinètic seria probablement diferent de l'exhibit amb

els alcohols al i-f àtics de cadena llarga (veure IV.i.8.2.).

- En la Taula XVII es mostren les constants cinètiques obtingudes per

a l'ox idac ió'd'alcohols aromàtics.

L'alcohol benzflic <V), el mes simple dels alcohols aromàtics

estudiats, no saturà l'enzim, àdhuc a una concentració" de 100 mM,

presentant un comportament i una constant d'espec i-f ic i tat similars als de

Tétano! i alcohols de cadena curta <veure IV.l.ó.3.). Cal afegir que

l'alcohol benzflic e"s un dels millors substrats per a les altres formes

de 1'ADH humana, a excepció* de l'isoenzim ß,ß, (318). Aixf, l'isoenzim

-ADH posseeix per a aquest substrat una Km de 7 jjM i una kcat de 550

min-* (85).

Quan l'anell aromàtic presentà substituents, com en el cas del

2-<4-hidroxi-3-metoxifeni1)etanol (VI) i

2-<4-hidroxi-3-metoxifen i 1)etanodiol (VII), derivats del metabolisme de

les catecolamines, es pogué calcular la Km, encara que el seu valor fou

molt alt i la kcat molt petita. Per analogia amb altres isoenzims de

TADH, el valor de kcat més baix per al compost VII que per al compost VI

es podria explicar per la presencia d'un grup hidrofflic proper al

carboni que soporta el grup alcohol. Aquest es el cas del 1,2-etanodiol

comparat amb Tétano! (Taules III i IV).

El m i l l o r substrat en termes de kcat/Km fou l'alcohol cinnàmic

(VIII), molt bon substrat també per a altres isoenzims de fetge huma i de

cavall (245). La seva Km (0,1? mM) fou però molt més alta que la mesurada

per als altres isoenzims.
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- Donada l'activa participació de la unitat -feto-placentària en la

síntesi d'hormones esteroides durant la gestació" (83) i l'anteriorment

descrita a c t i v i t a t de diferents ADH de mamf-fer en-front d'alguns

esteroides (245), s'investiga la possible oxidació d'aquests compostos

per part de ")[-ADH. Com es pot observar en la Taula XIX, cap dels

esteroides assajats <IX, X, XI, XII i XIII) fou substrat de 1-ADH,

malgrat les elevades concentracions ateses, a diferència dels isoenzims

catòdics de -fetge humà i de cavall que es revelaren actius en un assaig

dut a terme paralelament (els isoenzims catòdics de 1'ADH de cavall

oxiden amb eficiència el grup hidroxil en posició" 3 de molècula

d'esteroide (245». Aixf mateix, ^-ADH de -fetge presenta molt poca o

nul.la a c t i v i t a t en-front d'alcohols cíclics com el ciclohexanol (241),

amb bona correlació' amb la manca d'oxidació'dels grups hidroxil en els

anells de les molècules d'esteroides.

Tampoc es registrà activitat amb el 2-(5-hidroxiindol-3-i1)etanol

(5-hidroxi tripto-fol) (XIV), derivat del metabolisme de la serotonina que,

pel contrari, -fou oxidat eficientment per l'enzim de -fetge de cavall.

1.8.1.2. Reducció d'aldehids

Per a totes les classes d'isoenzims de 1'ADH humana, l'activitat

màxima per a la reducció dels aldehids es detecta entre pH 6 i pH 7 (76).

Ademes, a pH fisiològic, la kcat per a la reduce ió" dels aldehids és en

general de l'ordre de 30 a 100 vegades me's elevada que la d'oxidac ió" del s

corresponents alcohols (317, 243). Aquests resultats impliquen que la

•funció' de l'ADH "in vivo" podria ser l'el iminac ió' d'aldehids o cetones

endògenes, me's que la d'alcohols. Per tant, s'investiga l'especi-f ic i tat

de substrat de ̂ -ADH en-front de diversos aldehids.

Els resultats obtinguts per a la reduce ió" d'aldeh ids a pH 7,5 es

presenten en la Taula XVIII.
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XIX XX XXI

FIGURA 28 Estructures moleculars dels aldehids emprats com a

substrats de x~ADHî

octanal (XV), citral (XVI), retinal (XVII), benzal-

dehid (XVIII), 3-nitrobenzaldehid (XIX), 4-nitroben_

zaldehid (XX), vainillina (XXI).
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Similarment al que succe'ia amb els alcohols al if aties de cadena

curta, 1 'acetaldeh id i els altres aldehids alifatics de cadena curta no

saturaren l'enzim. La poca solubilitat dels aldehids alifàtics de cadena

llarga, unies per als que possiblement es podria calcular la Km,

agreujava la situació", dificultant la caracterització cinètica de

l'enzim. L'octanal <XV) fou T únic aldehid al i fat i c estudiat que mostrà

cinètica de saturació', amb una Km de 2,2 rnM i una de les millors

relacions kcat/Km. Recentment, s'ha demostrat que l'octanal é's també el

millor substrat per a les altres classes de 1 'ADH humana, al posseir la

constant d'espec if ici tat , kcat/Km, me's elevada de tots els aldehids

assajats (76). En el cas de "3[~ADH, però, la kcat per a l'octanal é's me's

baixa si la comparem amb els altres isoenzims (Taules III i

Citral (XVI) i retinal (XVII), productes de 1 'oxidac \o del geraniol

(II) i retinol (IV), respectivament, no foren bons substrats per a ̂ -ADH.

El citral, degut a la seva poca solubilitat, no arribà a saturar l'enzim

i la seva kcat/Km fou 10 vegades més baixa que 1a del corresponent

aldehid alifàtic, octanal . Amb el retinal no es detectà activitat.

Probablement, el doble enllaç situat en el carboni 2 d'aquestes molècules

afavoreix l'oxidació* dels corresponents alcohols, però dificulta la

reducció' dels aldehids per part de T[-ADH. Una observació' similar havia

sigut efectuada per Pietruszko i col. (243) emprant formes catòdiques de

1 'ADH humana enfront d'alcohols de cadena curta. A partir de l'anàlisi de

les kcat dels isoenzims de la classe I per a alguns alcohols i els seus

corresponets aldehids, Deetz i col. (7ó) han suggerit que a un alcohol

que es bon substrat l i correspondrà un aldehid que també es bon substrat

per a la reacció' inversa. Aquesta afirmació' no sembla extrapolable als

isoenzims de la classe III, doncs encara que octanol i octanal compleixen

la regla, no ho fan aixf geraniol i citral.

Amb un aldehid aromàtic, tal com benzaldehid (XVIII) , "¡(."ADH mostra

caràcter fst i ques similars a les observades amb el seu alcohol

corresponent: no saturació i una baixa rel ac i ó kcat/Km, diferenciant-se

clarament dels trets propis dels isoenzims de les classes I i II. Aquests

isoenzims tenen en el benzaldehid un dels seus millors substrats (Taules
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TAULA XIX. Alcohols ialdehids o cetones amb els que no es

detectà activitat ADH.

Substrat3 [S] max (mM)b

Alcohol c

metanol 1.200

2-(5-hidroxi indol-3- i l )e tanol 10

5{3-dihidrotes tos terona 1

3ß-hidroxi -5ß-andros tan-

-17-ona 0,1

17ß-estradiol 0,1

173-estradiol-3-sulfat 10

estriol 1

Aldehid o ce tona

re t ina l 0 , 2

va in i l l ina 33

5ß-dih idrotes tos terona l

a Les estructures moleculars dels possibles substrats apareixen en les

Fig. 27 i 28.

Concentració màxima de substrat atesa en l'assaig. En molts casos vingué

limitada per la solubilitat del substrat.

c Assaig realitzat en tampó glicina-NaOH 0,1 M , pH 10,0, NAD+ 1,2 mM.

Assaig realitzat en tampó fosfat monossodic 0,1 M , pH 7,5 , NAD+ 1,2 mM.
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III i IV).

Per altra banda, 1a presencia de grups nitro en l'anell benzènic, com

en el 3-nitrobenzaldehid <XIX) i 4-nitrobenzaldehid <XX), va afavorir

enormement la reducció del grup carboni!, sobretot quan el grup nitro es

trobi en posició meta. No -fou aixf, però, quan els substituents -foren de

naturalesa mè*s hidrof fi ica, com en el cas de la v a i n i l l i n a (XXI), que

posseeix una estructura similar a la d'alguns aldehids derivats de

catecolamines.

Tampoc es detectà activitat de reducció del grup carbonil en posició"

3 de la cetona 5/3-dihidrotestosterona <IX), que en canvi é"s substrat de

l'ADH de -fetge de cavall (245). Aquest resultat està en consonància amb

la manca d'activitat de [̂-ADH en-front de la ciclohexanona <7ó).

1.8.2. Mecanisme c i n è t i c i constant d'equilibri

Donat que ^-ADH di-feria sign i-f icat i vament dels isoenzims de les

classes I i II en el comportament c i n è t i c , semblà interessant investigar

el seu mecanisme cinètic. L'estudi es realitzà a pH 7,5 per tal d'obtenir

resultats comparables als ja existents per als altres isoenzims. Com a

substrats, s'empraren octanol i el seu aldehid corresponent, octanal ,

parella mes específica per a ̂ -ADH atenent al valor de Kcat/Km. Malgrat

que etanol i acetaldehid havien sigut els substrats mes u t i l i t z a t s en els

estudis mecanfstics de les classes I i II <31, 88), no varen poder e"sser

emprats en aquest cas, doncs mancaven d'una cinètica de saturació'.

S'examinaren les propietats cinètiques de "^-ADH en l'estat

estacionari mitjançant estudis d ' i n h i b i c i ó " creuada i d'inhibi c ió" per

producte, u t i l i t z a n t NAD"*" , octanol, octanal i NADH, tal com s'explica a

III.2.2.5. Les representacions de Lineweaver-Burk dels valors obtinguts

exper¡mentalment apareixen en la Fig. 29. L'anàlisi de l' a c t i v i t a t en

absència de productes, variant simultàniament les concentracions de NAD*" i

octanol, proporcionà la gràfica de la Fig. 2?a, on les rectes
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FIGURA 29 Representacions de Lineweaver-Burk de les cinéti-

ques d'inhibició creuada i d'inhibició per produc_

te de x~ADH amb NAD+, octanol,octanal i NADH.

L' activitat enzimàtica es mesura en tampó

fosfat monossòdic 0,1 M, pH 7,5 a 25oc.

a) Cinètica amb variació simultània de les concen_

tracions d"octanol i de NAD+.

b) Cinètica d'inhibició de la reducció del NAD

pel NADH. [octanoL] =1,5 mM.

c) Cinètica d'inhibició de l'oxidació de 1"octanol

per l'octanal. [NAD+] = 1,2 mM.
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s' intersecten seguint un model de tipus mixte. En quant als estudis

d ' i n h i b i c i ó per producte, la i n h i b i c i ó de la reducció del NAD*pel NADH,

amb una concentració constant d'octanol , resultà de naturalesa

comp e t i t i v a (Fig. 29b) . En canvi, la i n h i b i c i ó de l'oxidació de l'octanol

per l'octanal -fou mixta (Fig. 29c). No va ser possible obtenir la

corresponent representació de la i n h i b i c i ó de la reducció de l'octanal

per acció de l'octanol, a causa de la baixa solubilitat d'aquest últim.

No obstant això, el comportament descrit per a >(-ADH é's consistent amb un

mecanisme seqüencial ordenat B i B i , amb unió' pre-ferent del NAD*, similar a

l'observat en altres -formes de l 'ADH humana (31, 88) i de cavall (9<5,

335).

Basant-se en aquest mecanisme, les dades de la Fig. 29 -foren

utilitzades, segons el mètode descrit per Segel (272) per al calcul de

les constants cinètiques recollides en la Taula XX. Kia i Ka varen ser

calculades de les dades de la Fig. 29a; Ki q , de la Fig. 29b; i Kip

s'extrapolà de les dades de la Fig. 29c . Kq es calcula a partir de la Kq

aparent, obtinguda amb octanal 4 mM (concentració" no saturant),

u t i l i t z a n t l'equació per al mecanisme seqüencial ordenat B i B i (272)

Kq = Kq app . ( l+Kp/[P] )/( 1+Ki q .Kp/Kq . [P])

= concentració d'octanal = 4 mM

Els valors de Kb, Kp , V.) / [E]¿ i V¿/[E]̂  havien sigut obtinguts

anteriorment u t i l i t z a n t NAD*1,2 mM o NADH Q, 26 mM.

Les constants de Mich a e l i s per als coenzims (Ka per al NAD* i Kq per

al NADH), aixf com les constants de dissociació dels complexos binaris

E. NAD4" (Kia = kj/K-f) i E. NADH (Kiq = K7/ke) (veure 1. 3. 3.), que apareixen

en la Taula XX, són del mateix ordre que els valors publicats per als

isoenzims de les classes I i II (31, 35, 88). En canvi, com ja s'ha

comentat, les constants de Michaelis per a l'octanol (Kb) i l'octanal

(Kp) son 1.000 vegades superiors a les dels isoenzims de les altres

classes, que son de l'ordre de 10-6 M (76, 85, 318). Aquest -fet suggereix

una baixa a-f i n i t a t de ">[-ADH per als alcohols a l i - f a t i c s primaris i

aldehids a l i - f à t i c s , el que -fa suposar l'existència de di-ferènc ies en el
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seti de -fixació del substrat respecte als altres isoenzims de l'ADH.

Per altra banda, com es desprèn de les dades de la Taula XX, la kcat

que présenta [̂-ADH a pH 7,5 per a la reducció de l'octanal, 328 min-'', es

nome*s unes 5 vegades superior a la kcat per a l'ox idac \6 de l'octanal, 58

min-4. En canvi, com ja s'ha dit anteriorment, per als isoenzims de les

classes I i II, els valors de kcat per als aldehids son de 30 a 100

vegades superiors als corresponents alcohols. Aquest últim -fet s'explica

perquè el pas l i m i t a n t de la catàlisi en ambdós sentits de la reacció es

la dissociació" del complex enz im-coenz im, i perquè la velocitat de

dissociació del complex enzim-NAD* e's mes ràpida que la del complex

enzim-NADH <7ó). En el cas de ̂ [-ADH, si es suposa que el pas l i m i t a n t de

la reacció és també' la dissoc i ac ió" del coenzim (veure IV. 1.8.1.1.), el

seu peculiar comportament c i n è t i c es podria explicar per la di-ferent

relació" develocitats de dissociació dels complexos enzim-coenzim. Això

indicaria per a 1 ' i soenz im ̂ -ADH una estructura del seti de -fixació del

coenzim diferent de la dels isoenzims de les altres classes, d'acord amb

el que suggereixen Deetz i col. (7<5). Tanmateix, el valor de les

constants de dissociació, Kia i K i q , no revela diferències substancials

amb els altres isoenzims.

Per altra banda, emprant la relació de Haldane <272)

Keq = V< .Kp.Kiq.[H]Vv¿.Kb.Kia

es calculà el valor de 1a constant d ' e q u i l i b r i a pH 7,5 i a 25*C per a la

reacció d'interconversió de l'octanol i l'octanal, que resulti ísser de

1,58 x 10- 4° M. Com en el cas de l ' e q u i l i b r i entre l'etanol i

l'acetaldehid (Keq = 1,0 x lO-^ M (90)), la reducció* de Taldehid és

molt me's afavorida termodinàmicament que no pas l'ox idac ió" de l'alcohol

(veure I.3.I.).
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1.9. Localització intracel . lu i ar de 1 ' i soenz im 7(-

A di-ferencia de l 'ADH hepática que presenta múltiples -formes

i soenz imat iques, l 'ADH de placenta esta constitu'ida per un sol isoenzim,

pel que es pot determinar la seva localització subcel.lular sense

ambigüitats, doncs no hi ha possibilitat de contaminació per part

d'altres -formes amb a c t i v i t a t ADH.

Amb aquest objectiu, 20 g de t e i x i t -fresc de placenta varen ser

homogen i tzats en un aparell Potter S (B. Braun Weisungen AG, Weisungen,

R. F. A.), a 1.000 r. p. m. i amb 10 baixades del pistó, en condicions

isotoniques (veure tambe III. 4. 1.2.). La suspensió' es centri-fugà a

100.000 x g durant 1 h. El 98 '/. de l'activitat ADH i el 90 V. de

l'activitat lactat desh idrogenasa, marcador citosôlic, es varen detectar

en el sobrenedant, mentre que en el sediment varen aparèixer el 80 X i ¿5

'/., respectivament, de les a c t i v i t a t s totals monoamino ox i dasa i

g1ucosa-6--fos-fatasa, marcadors de les -fraccions mitocondrial i

microsomal, respectivament <veure III. 4. 1.4.).

Aquest primer -fraccionament ens indica que X~^DH es localitzava molt

probablement en el citoplasma de la cel. lula placentería. Aquesta

evidència es con-firmà posteriorment quan es va realitzar un estudi mes

exhaustiu, paralelament a la localització subcel.lular de 1 'ALDH de

placenta (veure IV. 2. 7.).

1.10. Desenvolupament de l ' a c t i v i t a t ADH en el fetge

Una vegada determinada la capacitat d'oxidació d'etanol de la

placenta a terme i caracteritzat l'únic isoenzim de 1'ADH present en

aquest òrgan, era necessari obtenir una v i s i ó mes dinàmica del

metabolisme materno—fetal de l'alcohol en el transcurs d'un determinat

période de la gestació. Per una banda era altament interessant completar

el treball e-fectuat en placenta amb estudis paraléis sobre la capacitat
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de metabol i tzac ió del -fetge -fetal durant el desenvolupament. Per l'altra

banda, c a l i a esbrinar si, en les primeres etapes de la gestació', la

placenta podia jugar algun paper en l ' e l i m i n a c i ó de l'etanol,

complementari al del -fetge -fetal. La placenta a terme podria posseir una

activitat ADH disminu'ida respecte a la placenta en altres estadis de

l'embaràs, degut al procés d'envelliment so-fert per aquest òrgan (veure I

1.5.1.).

•v
Òbviament, l'obtenció de t e i x i t s fetals i de placentes normals en

estadis primerencs de la gestació comportava en l'espècie humana

importants problemes ètics. Quan no, el nombre de mostres vàlides per a

l'anàlisi era molt l i m i t a t . Aixf, per exemple, la major part de placentes

provinents de parts prematurs corresponen habitualment a mares

diabètiques, el que les exclo'ia d'un estudi de la població normal. Es va

decidir, doncs, u t i l i t z a r un model animal per a aquest tipus de recerca.

La rata és l'animal u t i l i t z a t en la majoria d'estudis del metabolisme de

l'etanol. Recentment, el nostre grup de treball ha p u r i f i c a t i

caracteritzat els isoenzims de 1'ADH de rata, d i v i d i n t - e l s en tres

classes, cada una amb propietats anàlogues a la classe corresponent de

l'ADH humana (172). Aixf, l'isoenzim ADH-2 de rata posseeix propietats

moleculars i c¡nétiques mol t similars a T[-ADH (172) (veure també V.1.ó.) .

Malgrat que l'home i la rata son dues espècies que arriben al terme de la

gestació amb diferent grau de desenvolupament (269), les comparacions

interespecffiques podien ser de gran ajut per a la consecució del nostre

objectiu. Aixf doncs, s'escoli T la rata com a animal model per als

estudis de l ' a c t i v i t a t ADH en fetge de fetus i en placenta al llarg del

desenvolupament. El treball en rata permeteria ademes l'anàlisi d'un gran

nombre de mostres de t e i x i t d'una forma ràpida i sistemàtica.

S'estudiaren les activitats ADH d'un fetge de fetus humà de 6 mesos,

i de fetges de fetus de rata dels darrers dies de la gestació, aixf corn

de les seves corresponents placentes. En la Taula XXI apareixen els

resultats obtinguts al mesurar l'a c t i v i t a t ADH amb etanol 33 rnM i amb

octanol 1,0 mM, comparant-se amb les a c t i v i t a t s dels fetges d'individus

adults i amb les activitats especffiques dels isoenzims anòdics^-ADH
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d'home i ADH-2 de rata <172). Paral elament, es realitzaren análisis dels

homogenats per el ectro-foresi en gel de midó" (Fig. 30).

El -fetge de -fetus humà presenta un 2 X de l' a c t i v i t a t del -fetge

adult, mesurada amb etanol 33 mM, i un 6 X mesurada amb octanol 1,0 mM.

L'electro-foresi revela la presència de 1 ' i soenz im Y-ADH i dels isoenzims

de la classe I, o<o( , o(fa i fitfi¡ . La banda corresponent a ̂ ßi -fou la mes

intensa, característica d'un -fetus d'edat gestacional avançada (281)

(dades no presentades).

En els -fetges de -fetus de rata, tant l' a c t i v i t a t etanol

deshidrogenasa (veure III .2.1.1.2.) com octanol deshidrogenasa (veure

111.2.1 .1.1 . ) s'incrementaren notablement els últims dies de la gestació,

essent del mateix ordre que les trobades en -fetus humans. Aixf,

l'activitat amb etanol 33 mM passa del 3 X de l ' a c t i v i t a t adulta el dia

19, al 19 X el dia del naixement (dia 22), dades que estan d'acord amb el

model de desenvolupament proposat per altres autors (veure I.5.2.).

L'increment en l ' a c t i v i t a t etanol deshidrogenasa durant aquest période

del desenvolupament es correlaciona directament amb un augment notable de

la intensitat de les bandes catòdiques en l'electro-foresi dels homogenats

(Fig. 30). En canvi, les bandes anòdiques, de m o b i l i t a t idèntica a

l'isoenzim ADH-2 de -fetge adult, es mostraren invariables en la seva

intensi tat.

En placenta de rata, només es detecta a c t i v i t a t amb octanol 1,0 mM,

no havent-se observat cap disminució de l ' a c t i v i t a t ADH durant els

darrers dies de la gestació, que hauria indicat una pèrdua en la

•funcionalitat d'aquest òrgan (veure 1.5.I.). Els homogenats de placenta,

anàlogament al que succeeix en home, revelaren una única banda anòdica en

l'electo-foresi de gel de midó i t i n c i ó amb pentanol , de m o b i l i t a t

idèntica a l'isoenzim anòdic present en els -fetges de -fetus i a

l'isoenzim ADH-2 de -fetge adult (171).

La relació' entre les a c t i v i t a t s mesurades amb etanol 33 mM i octanol

1,0 mM es revelà una mesura i n d i c a t i v a de la composició isoenzimàti ca de
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FIGURA 30 Electroforesi en gel de midó de 1'ADH de rata

a pH 7,6, 720 V, durant 5 h (veure III.4.3.5.)-

1 : Homogenat de fetge adult.

2 : Homogenat de fetges de nadons.

3 i A : Homogenat de fetges de fétus de 20 i 19

dies de gestació, respectivament.

5, 6 i 7: Homogenats de placentas de 19, 20 i 21

dies de gestació, respectivament.

ADH-2 i ADH-3 són isoenzims anàlegs : als isoen-

de les classes III i I d'home, respectivament (172).
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les mostres analitzades. Aixf, en placenta i -fetges de -fetus, la relació

•fou sempre in-ferior a 1, com succeeix en les preparacions d'enzim pur de

7(-ADH humà i ADH-2 de rata. En els -fetges d'individus adults, la relació

•fou sempre superior a 1, indicant el predomini de les -formes catòdiques.

En el transcurs del desenvolupament, la relació a c t i v i t a t etanol 33

mM/act i v i tat octanol 1,0 mM va anar sempre en augment, re-flectint la

progressiva aparició dels isoenzims catòdics, molt actius a baixes

concentracions d'etanol (Taula XXI).
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2. ALDEHID DESHI DROGENASA DE PLACENTA HUMANA

2.1. Capacitat cToxidació d'acetaldehid i de propanal de la placenta

humana

Foren estudiades 11 placentes humanes a terme, mesurant l' a c t i v i t a t

ALDH dels seus homogenats enfront d'acetaldehid i propanal, a alta i

baixa concentració" de substrat (veure III .2.1 .2.2.) i a dos pH diferents,

7,5 i 8,5 (Taula XXII). L'activitat ALDH total per gram de t e i x i t -fresc

•fou de ló,43 mU/g, mesurada amb propanal 13,3 mM a pH 8,5, el que

significà unes 50 vegades menys activitat que el t e i x i t hepàtic adult,

que presentà per terme mitjà 870 mU/g de t e i x i t (106). Amb acetaldehid

18 mM, l'activitat fou de 7,14 mU/g de t e i x i t , valor aproximat a les 4,Ió

mU/g de t e i x i t detectades per Kouri i col. (181) tambe' en placenta

humana.

L'activitat mitjana mesurada a baixa concentració d'acetaldehi d, 0,74

mU/g de t e i x i t , fou també similar al valor publicat per Kouri i col.

(0,89 mU/mg de t e i x i t ) (181), variant àmpliament segons els homogenats i

essent pràcticament indétectable en alguns d'ells (Taula XXII). Amb

propanal 66 jjM, l'activitat en placenta (1,10 mU/g de t e i x i t ) resultà

unes 500 vegades menor que en fetge (500 mU/g de t e i x i t ) (106), indicant

un pobre contingut de la placenta en isoenzims de baixa Km.

Es determinà també" la possible contr ¡buc ió" de l'ALDH present en la

sang (veure 1.4.4.1.2. i III.4.2.) a l'a c t i v i t a t ALDH de la placenta. Amb

aquest objecte, es va mesurar l'activitat ALDH en el plasma i en els

eritròcits de la sang d'individus adults sans. No es va detectar

a c t i v i t a t en el plasma. L'activitat ALDH en eritròcits fou de 0,038 i

0,051 mU/mg d'hemoglobina, mesurada amb propanal 66 uM i 13,3 mM,

respectivament. Aquesta a c t i v i t a t fou deguda a ALDH II, ú'n i c isoenzim
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present en els eritrocits que, en virtud del seu comportament bifasic pot

contribuir a l' a c t i v i t a t en un ampli rang de concentracions <153) (veure

1.4.4.1.2.). L'activitat ALDH total -fou de l'ordre de l'est imada per

altres autors u t i l i t z a n t propanal 20 mM (0,1 mU/mg d'hemoglobina) (152,

306). Tenint en compte el volum de sang present en la placenta (veure

IV.1.1.), la contribució de l'activitat de l'isoenzim ALDH II d'eritròcit

a l'activitat ALDH de la placenta, mesurada amb propanal 13,3 mM, seria

com a màxim de 2 mU/g de t e i x i t , o un 12 */. de l'activitat ALDH total.

L'ALDH procedent de la sang podria ser en canvi l'origen de l'a c t i v i t a t

ALDH de baixa Km mesurada en homogenat de placenta. El diferent contingut

en sang dels homogenats explicaria la gran variació observada en els

valors d'aquesta a c t i v i t a t (Taula XXII).

2.2. Pur i-f i caci ó de l'ALDH de placenta humana

Exemple de pur i f icac i 5

Despré's d'assajar diverses condicions, s'adoptà un mètode de

purificació (veure també III.1.4. i Fig. 12), que va introduir el

tractament dels tampons per tal de treballar en una atmosfera anaeròbia

(veure III.1.2.3.). Es varen homogenitzar 500 g de placenta 1:1 (p/v) en

tampó Tris-HCl 10 mM, EDTA 1 mM, DTT l mM, pH 8,2 a 4"C. La suspensió

resultant es centrifuga despre"s a 11.000 x g durant 1 h. El sobrenedant

(700 ml) es fil t r a i , i es d i a l i t z à enfront de 25 1 del mateix tampó durant

5 h. La mostra s'aplicà a una columna de DEAE-cel.1 ui osa (5 x 50 cm)

equilibrada amb el tampó anterior, i l'enzim va ser elult amb un gradient

de O a 0,15 M de NaCl (3.000 ml). Les fraccions actives (360 ml) es varen

reunir, concentrar fins a 20 ml, dialitzar enfront de tampó fosfat

monossòdic-NaOH 10 mM, EDTA 1 mM, DTT ImM, pH 6,0 i cromatografiar en una

columna de 5'AMP-Sepharose (1 x 22 cm) equilibrada amb el mateix tampó.

Les condicions emprades foren similars a les donades per Pietruszko i

Yonetani (248) per a la p u r i f i c a c i ó d'ALDH I i ALDH II de fetge. La

columna es va rentar successivament amb aquest tampó (300 ml) i amb

fosfat monossòdic-NaOH 50 mM, EDTA l mM, DTT l mM, pH 6,0 (300 ml). Quan
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l'enzim elu'ia i nespecff ¡ cament, era recromatogra-f iat en una noua columna

en les mateixes condicions (veure III .1 ,4.¿.¿.). L'ALDH va ser elu'ida amb

un gradient de O a ó x IÓ-5 M de NADH (500 ml) i concentrada -fins a un

volum de 1-2 ml. El grau de puri-ficació assolit en aquest estadi -fou

su-ficient per a la majoria d'estudis i fsico-qufmics i cinètics. Quan

interessa un enzim completament pur, el concentrat provinent de la

cromatogra-í ia d'a-finitat s'aplicà a una columna de Sephacryl S-300 SF

(2,3 x 90 cm) equilibrada amb tampó -fos-fat monossòdic-NaOH 30 mM, EDTA

ImM, DTT l mM, pH 7,3. Al -fi n a l , les -fraccions amb a c t i v i t a t ALDH (10-20

ml) varen ser concentrades de tal -forma que l'activitat estàndard -fos

d'aproximadament 1 U/ml. Tots els tampons emprats -foren desgasats i

saturats amb nitrogen. La p u r i f i c a c i ó completa es realitzi en 8 o 10

dies.

- Cromatogra-f i a en DEAE-cel .lulosa

En la cromatogra-f i a de DEAE-cel . lulosa s'eliminaren les proteïnes més

bàsiques i la major part de l'hemoglobina. La Fig. 31 mostra el per-fil

d'elució tfpic de la columna de DEAE-cel .lulosa, molt similar al de la

pur i -f icac \o de l'ADH de placenta. L'ALDH de placenta humana va requerir,

però, un pH superior (8,2, en comptes de 7,9, u t i l i t z a t per a 1'ADH) per

a la seva unió a la resina, d'acord amb el seu punt isoelectric més alt

(veure IV.2.5.3.).

L'elució de 1'ALDH es va produir a una concentració de 30 mM de NaCl,

immediatament abans de X^^H ' de Ia -fracció majoritària de

l'hemoglobina, que quedaren mes retingudes en la columna. L'iTnic pic

d'activitat ALDH presenta el 84 '/. de l' a c t i v i t a t total continguda

i n i c i a l m e n t en l'homogenat (veure IV.2.1.). Conjuntament amb l'ALDH, va

e l u i r un pic d'activitat lactat deshidrogenasa (LDH) , que va correspondre

a l'isoenzim LDH 4 (veure IV.2.4.), el qual posseeix el mateix punt

isoelectric que l'ALDH de placenta (dada no presentada). De les 3.000 U

d'activitat LDH, mesurades amb lactat 28 mM a pH 8,5, que va e x h i b i r

l'homogenat de placenta, unes 200 U varen e l u i r conjuntament amb l'ALDH,

contaminant sovint les preparacions d'enzim (veure IV.2.4.).
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FIGURA 31 Perfil d'elució de la cromatografía en DEAE-cel.lu-

losa a pH8,2 (veure III. I.4.4.).

L'ALDH de la placenta va ser eluida mitjançant un

gradient de 0 a 0,15 M de NaCl ( ): activitat

ALDH ( propanai 13,3 mM ) (-•-) ; activitat LDH

( lactat 28 mM ) (-O-); absorbencia a 280nm (-•-).

El volum de les fraccions fou de 20ml.



o
CD

O
<NJ

01 * [13

o
o

o
ö

O
CD

O
CNJ

O
OO

(NI

0lx HQ1V



/ IV. RESULTATS /

En acabar el gradient, la columna es renta amb 2.000 rnl del tampó

i n i c i a l , contenint NaCl 1 M, per tal d'eluir les proteïnes més -fortament

unides. En les -fraccions elu'ides en aquest rentat no es detectà activitat

ALDH, amb el que es descartà la presència d'altres isoenzims de punt

isoelèctric més baix, com ALDH I i ALDH II.

- Cromatografía en 5'AHP-Sepharose

En el segon pas de pur i-f icac io, la cromatogra-f ia d'a-finitat en

5'AMP-Sepharose, s'eliminà la resta de l'activitat LDH i d'altres

prote'ines contaminants. L'ALDH de placenta va e l u i r amb el gradient de

NADH. La LDH, exenta d'activitat ALDH, quedà normalment mes -fortament

retinguda, essent elu'ida mitjançant una elevada concentració'de NADH <0,7

mM> (Fig. 32).

~ Cromatoora-f i a de gel filtració

El darrer pas de la purificació, la cromatografía de gel filtració,

va servir per a obtenir un enzim altament purificat i l l i u r e de possibles

restes d'activitat LDH, a la vegada que ens proporcionà el pes molecular

de l'enzim <veure IV.2.5.1.).

En la Taula XXIII s'aprecia el grau de puresa assolit en cada un dels

passos de la purificació. Normalment, 1'ALDH de placenta es purificà unes

7.000 vegades, obtenint-se al final 1 mg d'enzim altament purificat, amb

un rendiment global del 10 '/., Quan es desitjà un enzim l l i u r e de

qualsevol impuresa, el rendiment baixà ostensiblement (aproximadament,

fins al 2 "/.), degut a la labil ¡tat de l'ALDH de placenta en aquest estadi

de la purificació (veure IV.2.3.). La preparació final d'enzim pur fou

homogènia en electroforesi en gel de pol i aeri lamida amb SDS i tinciíamb

sals de plata, on aparegué una sola banda que ens proporciona ademes el

pes molecular de les subunitats (Fig. 37). L'activitat especffica de

l'enzim, 1,43 U/mg, resultà del mateix ordre que les publicades per als

altres isoenzims de 1'ALDH humana, ALDH I (0,5-2,6 U/mg) i ALDH II (0,58
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FIGURA 32 Perfil d'elució de la cromatografía en 5'ÁMP-Sephar£

se (veure III. 1.4.6.).

La columna es va rentar successivament amb fosfat

monossòdic 10 mM , EDTÁ 1 mM, DTT 1 mM , pH 6,0 i

amb fosfat monossòdic 50 mM , EDTA 1 mM , DTT 1 mM,

pH 6,0 (A). L'ALDH de placenta va ser eluïda amb un

gradient (B) de O a 6 x 10~5 M de NADH ( ): acti.

vitat amb propanal 13,3 mM (-•-). La LDH va ser

eluïda amb NADH O,7 mM (C): activitat amb lactat

28 mM (-O-). Absorbencia a 280 nm (-•-).

EL volum de les fraccions fou de 5ml.).
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U/mg) (i30)

2.3. Estabilitat de l'ALDH de placenta

L'enzim es revela altament inestable en absència d'agents reductors o

d'una atmosfera anaerobia, perdent la seva a c t i v i t a t ràpidament en el

transcurs del procés de purificació'. Quan el DTT ,en que es conservava

1'ALDH de placenta, era e l i m i n a t per d i à l i s i enfront de tampó l l i u r e de

DTT, durant 24 h, l'enzim perdia aproximadament el 50 Y. de la seva

a c t i v i t a t i n i c i a l , malgrat que el tampó" de la d i à l i s i estava saturat amb

nitrogen Ull .1.2.5.). Aquesta és una caracterTst ica comuna a tots els

isoenzims de l'ALDH, i e's probablement deguda a l'elevat contingut en

residus de cistelna susceptibles d'oxidació <248) (veure IV.2.6.5.).

L'addició" de DTT 1 mM o 2-mercaptoetanol 20 mM a una al fquota de l'enzim

dial i t z a t no restaurà l'activitat i n i c i a l , indicant que l'oxidació'

d'alguns residus de cistelna podia causar la inactivació irreversible de

l'enzim. Per altra banda, l ' a c t i v i t a t ALDH va disminuir notablement per

processos de congel ac io-descongel ac ió*, àdhuc en homogenats del t e i x i t ,

essent preferible l'emmagatzement a 4'C per a la seva ut i 1 i tzaciò" a curt

term i n i .

La Fig. 33 mostra l'estabilitat de l'ALDH de placenta humana

emmagatzemada a 4'C, a pH 7,3, en presència de DTT 1 mM. L'enzim pur va

perdre la seva a c t i v i t a t ràpidament, presentant només el 50 '/, de

l'activitat al cap d'una setmana. En canvi, una preparació menys pura

d'enzim, que no havia sigut cromatografiada en la columna de gel

filtració', conservà mes del 80 '/. de l'activitat durant un mes,

probablement degut a l'efecte estabilitzador de les prote'ines

con t arni nants.

2.4. Anàlisi dels isoenzims de l'ALDH de placenta

Les el ectroforesis en gel de midó dels homogenats de placenta humana
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FIGURA 33 Estabilitat de l'ALDH de placenta en tampó fosfat mo-

nossòdic-NaOH 30 raM, EDTA 1 mM, DTT 1 mM , pH 7,3 ,

saturat amb nitrogen, a 4°C :

Preparació d'ALDH abans de la cromatografia en Sephfi

cryl (-O-). Preparació d'ALDH després de la cromato-

grafía en Sephacryl (-•-).
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no revelaren cap banda d'activitat ALDH en la t i n c i o amb propanal (Fig.

34), malgrat l ' a c t i v i t a t detectada per mètodes espectro-f otóme tr i es (veure

IV.2.1.). A i x f m a t e i x , quan s'aplica una alfquota d'enzim puri-ficat a una

el ec tro-f oresi en gel de midó, juntament amb homogenat de -fetge i

homogenat d'estómac, dos -fenòmens di-ferents, la temperatura d'incubació i

la presència de LDH contaminant, di-f ¡cul taren la detecció de l'ALDH de

piacenta.

- E-fecte de la temperatura d'incubac ió* sobre la tincid'de l'ALDH de

placenta

Malgrat l'elevada concentració d'enzim aplicada (1-2 U/ml), quan la

t i n c i o es realitzava a 45"C (temperatura usual emprada en aquest tipus

d'estudi), no s'observava pràcticament cap banda d'activitat ALDH

provinent de l'enzim purificat. En el m i l l o r dels casos, s'intu'ia una

zona de t i n c i o molt dèbil al cap de 1 h d'incubació (Fig. 34). En canvi,

quan la t i n c i o es realitza a 20°C, aparegué ràpidament una -famflia de

bandes anòdiques ben visibles, de menor m o b i l i t a t que els isoenzims ALDH

I i ALDH II de -fetge i que ALDH III d'estómac, però de s i m i l a r m o b i l i t a t

al grup de bandes corresponents a l'isoenzim ALDH IV de -fetge, les quals

també es tenyiren me"s intensament a aquesta temperatura <Fig. 34). Així

doncs, 1'ALDH de placenta es tenyia m i l l o r a una temperatura baixa, el

que suggeria la seva extraordinària termolabi1 i tat (veure IV.2.5.4.),

explicant-se també" la dèbil t i n c i o d'ALDH IV en els homogenats de -fetge,

normalment tenyits a 45'C. Contràriament, ALDH I i ALDH II es tenyien

m i l l o r a temperatura alta.

- E-fecte de la LDH contaminant sobre la t í n c i o de l'ALDH de placenta

Quan la preparació d'enzim posseïa com a contaminant a c t i v i t a t lactat

deshidrogenasa (veure IV.2.2.), la meitat del gel tenyida en presència de

piruvat (a-fegit rut inar i ament per a i n h i b i r la LDH en les mostres

d'homogenat) no mostrava cap banda, però sf la presentava la meitat

tenyida sense piruvat, en que molt a prop d'una tènue banda de l'isoenzim

LDH 4 apareixia 1'ALDH de placenta (dades no presentades).

A i x f doncs, s'investigà l'e-fecte conjunt de la presència de LDH
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FIGURA 34 Electroforesi en gel de midó de 1'ALDH humana a

pH 7,6 , 720 V , 30-40 mA , durant 8 h (veure III.

3.1.1 .).

Tinció per activitat realitzada amb propanal

111 mM i afegint piruvat llmM: a) a 45°C, b) a 20°C.

1: Homogenat de fetge, 2: Homogenat de estómac,

3: ALDH de placenta purificada, 4: Homogenat de pla-

centa, 5 ,6 i 7 :ALDH de placenta purificada, amb di-

ferents quantitats de LDH 4 .
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contaminant i de piruvat sobre la tmcio de l'ALDH de placenta.

S'aplicaren a un mateix gel varies al ¡"quotes d'ALDH de placenta

purificada, les quals contenien diferents quantitats afegides d'una

preparació de LDH 4 de placenta. La t i n c i ó " del gel en presència de

piruvat revelà que la i n t e n s i t a t de les bandes de 1'ALDH de placenta era

tant me"s d è b i l com major q u a n t i t a t de LDH 4 contenía l'alTquota

corresponent (Fig. 34). Es a di r , l'isoenzim LDH 4 emmascarava d'alguna

•forma la t i n c i ó * de l'ALDH de placenta en presència de piruvat.

S'estudià a continuació l'e-fecte del piruvat en l ' a c t i v i t a t ALDH

mesurada espectro-fotometr icament. L'ALDH de placenta purificada, l l i u r e

de ALDH, no -fou inhibida en presencia de piruvat. Tanmateix, en les

•fraccions que presentaven LDH contaminant (veure IU.2.2.), l ' a c t i v i t a t

ALDH va resultar aparentment i n h i b i d a per l'addició de piruvat a la

barreja de reacció.

El piruvat actua com a i n h i b i d o r de l'oxidació* del lactat per la LDH

(141), perd a baixes concentracions de NADH é"s substrat natural de la
s ^

L D H . Es m o l t p robab l e que el NADH, p r o d u i t en l ' o x i d a c i o de l p r o p a n a l pe r

pa r t d e l ' A L D H , s i g u i u t i l i t z a t p e r l a L D H p e r a l a r e d u c c i ó del p i r u v a t ,

no detectant-se augment d 'absorbanci a a 340 nm ( F i g . 35).

propanai \Îh -L. r p-.-«-»p-nr»~j-

NAD* NADH

LDH
piruvat

FIGURA 35 Mecanisme d'acoblament entre l'ALDH i la LDH, amb

la reoxidació del NADH produit, per a explicar la

inhibició aparent de l'activitat ALDH pel piruvat

en fraccions parcialment purificades.
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El mateix mecanisme impediria la reducció" del NBT en la ti n c i o " del gel de

midó, al sobreposar-se les bandes de ALDH IV i LDH 4, i e x p l i c a r i a la

manca de tinció" de l'ALDH en els hornogenats de placenta i en les

•fraccions parcialment purificades i , probablement, la 11 ne i ó anormalment

dèbil d'ALDH IV en els homogenats de -fetge <221).

2.5. Caracterització f Tsi co-qu única de 1'ALDH de placenta

2.5.1. Pes molecular de l'enzim natiu

El pes molecular de 1'ALDH de placenta, déterminât per d u p l i c a t

mitjançant cromatografía en una columna de Sephacryl S-300 SF -fou de

100.000 dalton (Fig. 3óa>, i per cromatogra-f i a en una columna de Sephade<

G-200 SF, resultà de 114.000 dalton (Fig. 3óbl (veure 111 .1 .4.3.1.>. En

ambdues columnes, l'enzim va e l u i r en un p i c simètric d'activitat <dades

no presentades', no detectant-se a c t i v i t a t ALDH en les -fraccions e l u i d e s

en la regió de 200.000 dalton. Aquesta era la primera vegada que

s'observava un isoenzim de 1'ALDH humana amb un pes molecular inferior a

200.000 dalton.

2.5.2. Pes molecular de les subunitats

L'el ectro-foresi en gel de pol i acr 11 ami da en condicions dissociants de

diferents preparacions d'ALDH de placenta mostrà una única banda de

proteïna en la tmcíd amb sals de plata. Aquesta banda correspongué, en 5

experiments independents, a un pes molecular de les subunitats de 63.000

dalton (Fig. 37). Considerant el pes molecular de l'enzim n a t i u (114.000

dalton), proposàrem una estructura dimèrica per a la forma funcional de

l'enzim, a diferencia de l'estructura tetramerica que semblava ser

-182-



FIGURA 36 Determinació del pes molecular (Mr) de l'ALDH de pla_

centa humana per cromatografía de gel filtració.Re-

presentació de Kav enfront de log Mr (veure III.

1.4.8.) .

Proteines-patró (Mr) : 1. Ribonucleassa A, 1,368 x

x 10 4 ; Quimotripsinògen A, 2,5 x 10 4 ; 3. Ovoalbúmina

4,5 x 104; 4. ADH de fetge de cavall, 8,3 x 104;

5. Lactat deshidrogenasa, 14 x 104; 6. ALDH de llevat

24,5 x 104; 7. Ferritina, 47 x 104.

a) Cromatografia en Sephacryl S-300 SF.

V = 391 ml. Vo =118 ml. r2 = 0,9824

b) Cromatografía en Sephadex G-200 SF.

Vt = 390,1 ml. V0 = 127,3 ml. r2 = 0,9878
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FIGURA 37 Electroforesi en gel poliacrilamida amb SDS. Tincio

amb sals de plata (veure III.3.2.)

a) Demostració de la homogeneïtat de l'enzim purifi-

cat .

b) Càlcul del pes molecular de les subunitats (Mr)

de 1'ALDH de placenta humana. Representació de

log Mr enfront de la migració relativa (Rf).

r2 = 0,9924.

Proteïnes-patró (Mr). 1. Fosforilasa b,9,O x 104;

2. Albúmina de sèrum boví, 6,8 x 10 ; 3. Ovoalbú-

mina, 4,3 x 10 ; 4. Anhidrasa carbónica, 3,0 xlO4;

5. Inhibidor de la tripsina, 2,1 x 104; 6. Liso-

zim, 1,47 x 104.
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caracterfsti ca de ]'ALDH humana (249),

2.5.3. Punt isoelèctric

L'el ectro-focal i tzac i d analftica de l'enzim pur en gels ultra-fins de

pol i a c r 1 1 ami da revela dues úniques bandes d'activitat ALDH a pH 6,75 i pH

6,90. La tmcícf per proteïna amb sals de plata presentà dues bandes

majoritàries de punts isoelèctri es idèntics als de les bandes tenyides

amb propanal <Fig. 38). Els punts isoelèctrics de 1'ALDH de placenta,

sensiblement me"s elevats que els dels isoenzims ALDH I (pi 4,95> i ALDH

II (pi 5,00-5,30), e x p l i c a r i e n la mes lenta m o b i l i t a t electro-forèt ica en

gel de midi, a pH 7,6, de l'enzim de placenta t la necessitat d'augmentar

el pH en la columna de DEAE-cel . lu i osa respecte a l ' u t i l i t z a t per a la

unió" de l'ADH de placenta (pi ó,4) (319).

2.5.4. E s t a b i 1 ' t a t tèrmica

S'estudià l ' e s t a b i l i t a t tèrmica a 45°C de 1'ALDH en homogenat de

•fetge i de placenta humans, i l 'estabilitat a 45"C i 25°C de l'ALDH de

placenta puri-ficada, seguint els mètodes explicats en la secció III.2.3.

En tots els experiments, s'obtingué" la corba de desnatural itzaci o tèrmica

del enzim, per representac 10 del percentatge d'activitat residual (100 '/,

d ' a c t i v i t a t a temps zero) en-front del temps d'incubació (Figs. 39 i 40).
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FIGURA 38 Electrofocalització analítica en gel ultrafí de po-

liacrilamida. Rang de pH = 3,5 - 10 .

a) Comparació de la tinció per proteina i per activi_

tat d'una preparació d'ALDH de placenta humana.

b) Representació del gradient de pH. El punt isoelèc_

trie de 1'ALDH de placenta es calculà per interpo_

lació de les distàncies mesurades des del càto-

de a cada una de les bandes.
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- Estabilitat térmica de 1'ALDH en homoqenat de -fetge i de placenta

En homogenat de -fetge, quan l ' a c t i v i t a t es mesurava amb propanal ¿6

fjM (ALDH de baixa Km), es conservava encara me's del 90 '/. de l ' a c t i v i t a t

i n i c i a l als 10 min d'incubació, i un 70 '/. al cap de 1 h. En c a n v i , quan

s'utilitzava propanal 13,3 mM (ALDH total), nome"s es detectava el 51 '/. de

l ' a c t i v i t a t i n i c i a l als 10 min. Me's espectacular era la d i s m i n u c i ó quan

es considerava l'activitat de l'ALDH d'alta Km, calculada per di-ferència

entre les a c t i v i t a t s mesurades amb propanal 13,3 mM i amb propanal 66 ¿jM

(veure 111.2.1 .2.2.). En aquest cas, el percentatge d'activitat residual

era del 6,5 '/. als 10 min d'incubació (Fig. 39). Resultats similars a

l'observat per a 1'ALDH d'alta Km s'obtingueren amb homogenat de placenta

on, als 10 min d'incubació, nome's restava un 7,2 X de l ' a c t i v i t a t

i n i c i a l , amb un per-fil de la corba de desnatural ització tèrmica i d è n t i c

al de 1'ALDH d'alta Km (Fig. 39). Aquest experiment demostrava clarament

la diferent termolabi1 i tat dels isoenzims hepàtics de l'ALDH humana: els

isoenzims de baixa Km aparexien -força resistents a la desnatural i tzac i ó

tèrmica, mentre els d'alta Km perdien ràpidament la seva a c t i v i t a t per

acció del calor. Les dades aportades concorden amb les observacions de

Harada i col. (125) i Me ier-Tackman i col. (221), al estudiar

l'estabilitat tèrmica dels isoenzims de 1'ALDH humna. Segons Harada i

col. (125), contràriament a ALDH I i ALDH II, els isoenzims ALDH III i

ALDH IV, una vegada separats per el ectro-foresi en gel de midó, eren

extremadament inestables a 70°C. El comportament paralel quant a

termoestabi1 i tat, observat per a l ' a c t i v i t a t ALDH de placenta i

l ' a c t i v i t a t ALDH d'alta Km de -fetge, suggereix que la placenta posseeix

majoritàriament isoenzims d'alta Km.

- E s t a b i l i t a t tèrmica de 1'ALDH de placenta puri-ficada

També" es determinà la corba de desnatural itzaci ó tèrmica a 45'C i

25"C de 1'ALDH de placenta purificada. A 45'C, s'observà una ràpida

i n h i b i c i ó de l ' a c t i v i t a t enzimàtica, amb menys del 5 7. de l ' a c t i v i t a t

i n i c i a l als 5 min d'incubació (Fig. 40a). El perfil de la corba de

desnatural itzaci ó fou i d è n t i c , ademes, a l'observat en l'homogenat de

placenta (Fig. 39). Per altra banda, a 25'C es conservava el 90 '/. de

l ' a c t i v i t a t i n i c i a l als 5 min d'incubació' (Fig. 40b).
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FIGURA 39 Corbes de desnaturalització tèrmica a 45eC de l'ALDH

en homogenat de fetge i de placenta.

- Homogenat de fetge: Activitat ALDH de baixa Km, me_

surada amb propanal 66jiM (-•-) , activitat ALDH to_

tal mesurada amb propanal 13,3 mM (-A-) , activi-

tat ALDH d'alta Km, calculada per diferència de

les activitats ALDH total i ALDH de baixa Km(-»-).

- Homogenat de placenta: activitat ALDH, mesurada

amb propanal 13,3 mM (-O-) ( veure III. 2.5.4.) .



FIGURA 40 Desnaturalització tèrmica de 1'ALDH de placenta

purificada a 45°C i 25°C (veure III. 2.5.4.).

Activitat mesurada amb propanal 13,3 mM.

a) Corbes de desnaturalització tèrmica a 45°C

de 1'ALDH de placenta: sense agents estabi-

litzants(-»-), amb DDT 1 mM (-A-), amb NAD+

0,5 mM (-•-).

b) Corba de desnaturalització tèrmica a 25°C de

l'ALDH de placenta.
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FIGURA 41 Desnaturalització tèrmica de 1'ALDH de placenta

purificada a A5°C i 25°C (continuació).

Representació de log % activitat enfront del

temps per a la determinació de k i t¿ :

45°C (-•-) i 25°C (-0-).
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Com es pot veure en la Fig. 40a, el NAD* i l'agent reductor DTT, a

les concentracions usualment emprades, procuraren un efecte protector

en-front de la i n a c t i v a c i ó per calor, sobretot durant els dos primers

minuts d'incubació a 45°C. Aquesta protecció demostrava la importància de

la interacció del coenzim amb el seu seti de -fixació i de1 enteniment

dels residus de ciste'ina reduïts per a la conformac'1" tal ft icament

activa. Ademes, suggeria que el NAD+ s'uneix a i ' ¿n absència de

substrat.

Efectuant una nova representació de les dades de la Fig. 40a, en

absència d'agents estabi1 itzants, i de la Fig. 40b, s'obtingué la Fig.

41, on es pogué calcular k (constant de desnatural itzaci o tèrmica) i t V*

(temps mitjà de desnatural ització) a partir del pendent de la rec*-

(veure III.2.3.). Aixf, a 45'C, k = 0,34 min-1* i tyj= 0,32 min. A 25°

la desnatural i tzac i ó* progressa molt me's lentament, amb una k de 0,03

min-*, 30 vegades inferior, i un ty¿de 23 min.

2.6. Caràcter itzacio c i n è t i c a de TALDH de placenta

2.6.1. pH òptim

El perfil d'activitat, mesurada amb propanal 13,3 mM (veure III.

2.2.1.2.), enfront del pH del medi presentà un màxim a pH 8,35, s i m i l a r

al de les altres ALDH humanes (Fig. 42) (veure I.4.4.I.). El mateix pH

òptim havia sigut observat en homogenat de placenta (dada no presentada).

A pH 7,0, l'enzim conserva encara el 50 '/. de l' a c t i v i t a t màxima. Quan

s'emprà tampó glicina-NaOH 0,1 M, en lloc de pirofosfat sòdic-HCl 33 mM,

per al rang de pH 9,25-10,0, es va produir una brusca davallada en

l'activitat enzimàtica, de tal forma que a pH 9,25 l ' a c t i v i t a t era

pràcticament n u l . l a . En tampó g l i c i n a , l ' a c t i v i t a t "background" en
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FIGURA 42 Perfil d'activitat de l'ALDH de placenta enfront del

pH.

pK 6,0 - 7,5 : tampó fosfat monossòdic-NaOH 33mM .

pH 8,0 - 10,0 : tampó pirofosfat scdic-HCl 33mM.
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absència d'enzim era extraordinàriament elevada, suggerint que la reacció

entre el propanal i el NAD es veu accelerada en alguna -forma per la

presència de g l i c i n a (veure III.2.1.5.2.).

2.6.2. Espec i-f ic i tat de coenzim

L'enzim u t i l i t z a preferentment NAD* com a coenzirn, amb una Km de 17

/jM a pH 8,5, una de les me's baixes entre les presentades pels isoenzims

de 1'ALDH humana. També" -fou actiu amb NADPf, però amb una Km de O,ó rnh

una velocitat màxima la meitat de la mostrada en presència de NAD"*" <Taula

XXV).

2.¿.3. Espec i-f i c i tat de substrat x

Per tal d'estudiar l'espec i-f ic i tat de substrat de l'ALDH de placenta,

s'utilitzaren els aldehids que apareixen en la Fig. 43, ademes dels

emprats en la caracterització c i n é t i c a de \-ADH (Fig. 28). Les mesures

d'activitat es realitzaren a pH 8,5, en el qual l'enzim presenta

pràcticament l'activitat rnàxima (veure IV.2.6.1.).

2.6.3.1. Oxidació dels aldehids a l i - f à t i c s

- Quasi bé tots els aldehids ali-fàtics investigats presentaren

constants de M i c h a e l i s superiors a 1 mM (Taula XXIV). Especialment, els

valors observats per als aldehids ali-fàtics de cadena curta (20-100 mM)

•foren els mes elevats de totes les ALDH estudiades -fins el present. Així

doncs, cal classi-ficar l'ALDH de placenta com un isoenzim d'alta Km, tal

com es reflecteix en les propietats de Thomogenat del t e i x i t (veure

IV.2.1. i IV.2.5.4.). El -formaldehid -fou oxidat Cínicament a elevadfssimes

concentracions de substrat. L'acetaldehi d, amb una Km de 22 mM, no es pot

considerar en absolut substrat - f i s i o l ò g i c de l'enzim, malgrat l'elevat
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valor de kcat <180 min-4). El propanai <XXII) -fou també un dels millors

substrats en termes de kcat, pel que s'utilitzà en la determinació de

l ' a c t i v i t a t estàndard i en els estudis d ' i n h i b i c i ó per substrat.

- En la cinètica realitzada amb propanal <XXII), l'enzim presentà

i n h i b i c i ó per substrat a concentracions superiors a 20 mM, trobant-se el

màxim d'activitat prop de 40 mM. Amb propanal 200 mM es detectà el 50 7.

de l'activitat màxima i el 20 X de la velocitat màxima teòrica (Vmax)

<Fig. 44a). Els valors esper¡mental s de v i [S] s'ajustaren a l'equació

donada per Cleland (¿4) per a la inhibició' per substrat <veure

III.2.2.3.):

v = (Umax. [S]) / f Km + [S] + <[S]2 / Ki>]

calculant-se els valors de Km, Ki i Umax, que -foren iguals a 23,4 mM,

50,3 mM i 4,0 U/mg, respectivament. Valors aproximats de Km i Vmax havien

sigut obtinguts de la representació" de Lineweaver-Burk (Fig. 44b).

La i n h i b i c i ó * per substrat observada podria ser deguda a vàries

causes (04): Formació de complexos abortius del tipus enzim-NADH-propanal

o enz im-propanal , i n h i b i c i ó ' inespec f-f ica com a conseqüència de les

elevades concentracions de substrat emprades (presència d'inhibidors

contaminants en les solucions de propanal, variació' de la constant

dieléctrica del medi, etc.). Donada l'elevada reactivitat química del

propanal no es pot descartar la unió covalent i irreversible de l'aldehid

a residus d'aminoàcids situats en la super-ffcie de l'enzim, ni la

•formació" de complexos amb el NAD* , que podria a-fectar directament a

l'activitat enzimàtica. Així", quan la concentrac ió" de propanal -fou de 200

mM, la v e l o c i t a t de •formació' del complex propanal-NAD* -fou unes 20

vegades superior que en presencia de propanal 13,3 mM (veure

III .2.1 .5.2.). Per altra banda, malgrat la preparaci6 acurada de les

solucions de propanal (veure III.1.1.2.), durant 1'emmagatzement podien

haver-se -format petites quantitats d'icid carboxflic per oxidació, o de

la -forma hidratada de l'aldehid, que podrien actuar com a inhibidors de

l'enzim (70).

Aquesta i n h i b i c i ó de 1'ALDH a elevades concentracions de substrat

s'havia observat anteriorment en homogenats del t e i x i t , i també" amb
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FIGURA 44 Cinètica de l'ALDH de placenta amb propanal.

a) Corba de saturació de l'enzim amb propanal.

b) Representació de Lineweaver-Burk dels valors expe-

rimentals de v i [S] per al calcul de Km i V max.

aparents.
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acetaldehid i butanal com a substrats (dades no presentades). La

i n h i b i c i ó per substrat es coneix tambe en altres -formes de 1'ALDH de

mamf-fer (15ó) i en algunes deshidrogenases NAD* -depenents, com els

isoenzims <** i frß* de 1 'ADH <35), i la LDH <141).

S'estudiaren també* alguns dels productes resultants de l'oxidacií

dels substrats de 1'ADH de placenta (veure IV.l.8.1,1.). La Km per a

l'octanal (XV) -fou excessivament alta com per a e l i m i n a r e-f icientment el

producte d'un dels millors substrats de 1'ADH de placents. Citral <XVI)

retina! (XVII), productes d'oxidació" del geran: i retine

respectivament, no -foren oxidats en absolut per l'ALI lacenta (Taula

XXIV). La presència de dobles enllaços en la cadena carbonada d'aquests

aldehids no sembla a-favorir la seva oxidació per part de l'enzim.

- El malondialdehid (XXIII), producte altament citotòxic resultant de

la peroxidació dels ifpids (veure V.5.2.), -fou oxidat amb una kcat de 33

min-*1, segurament per la seva s i m i l i t u d estructural amb el propanal. La

seva Km (8,8 mM) semblà però massa elevada per a una e-fectiva e l i m i n a c i ó

d'aquest compost, que en l'interior de la cel.lula es troba en

concentracions de l'ordre de 10-6 M (141).

2.6.3.2. Oxidació del semialdehid succinic

L'únic aldehid de tots els examinats que presentà una Km sensiblement

inferior a 10-a M -fou el semialdehid de l'àcid succfnic (XXV), metabolit

de la via de l'àcid 4-aminobutTrie (GABA). Malgrat la seva baixa kcat, 50

vegades menor que la del propanal, l'enzim va exhibi r una Km de 5 uM quan

l'activitat es mesurà a baixa concentració de substrat (2,5-16,à jjM). A

alta concentració de semialdehid succfnic (0,05-1 mM) s'observà una

aparent activació per substrat, el que resultà en una cinètica bi-fàsica

amb una segona Km de 49 juM, també" força baixa (Fig. 45a), Amb tot això,

el semialdehid succfnic -fou el mes especT-fic dels aldehids assajats

(kcat/Km = 330.000 M-'1 .mi n-4).
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FIGURA 45 Cinètica de l'ALDH de placenta amb semialdehid suc-

ci nie .

a) Representació de Lineweaver-Burk utilitzada per

al calcul de Km i Vmax aproximades a alta i baixa

concentració de substrat.

b) Representació de Hill per al càlcul de h i [S]Q 5,
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S'estudià, a continuació, amb me's profunditat la c i n è t i c a no

michaeliana presentada per 1 'ALDH de placenta en-front d'aquest substrat.

Suposant un comportament cooperatiu entre les subunitats de l'enzim, es

calculà el coe-ficient de H i l l <h), que resultà igual a 0,59, indicant

cooperat i v i tat negativa per a la cinètica de saturació amb sernialdehid

succfnic <Fig. 45b). La constant de semisaturac ió <[Sl0/s ) -fou de 30 jjM

(veure III.2.2.4.). El semialdehid succfnic -fou l'únic substrat per al

que l'enzim mostrà cooperat i v i tat negativa. Altres isoenzims de l'ALDH,

com ALDH II, presenten un comportament bi-fàsic, encara que en-front z?

acetaldehid i propanal, substrats per als quals l'ALDH de placenta mostra

i n h i b i c i 6 per substrat.

Es interessant -fer notar que els valors de [S]oí del semialdehid

succfnic (XXV) i de 1 a Km del corresponent aldehid a l i - f à t i c de 4

carbonis, butanal (XXIV), di-fereixen en més de 1.000 vegades. Aquest

•fenomen podria reflectir una especial con-f i guració del centre actiu de

l'enzim per a la -fixació del substrat a traves del grup carboxil del

semialdehid <veure també IV.2.6.3.3.).

2.0.3.3. Oxidació dels aldehids aromàtics

Els valors de Km per als aldehids aromàtics -foren molt similars entre

si i , en general, menors que per als aldehids ali-fàtics (aproximadament,

1 mM), amb un valor de Kcat variable segons la naturalesa del grup

substituent en l'anell benzènic (Taula XXV). Per al benzaldehid (XVIII),

la kcat -fou extraordinàriament baixa (8,7min-*>. Amb això, l'ALDH de

placenta es d i s t i n g i a clarament dels isoenzims ALDH I i ALDH II, que

presenten valors de Km per al benzaldehid de l'ordre de 0,5 ¿jM,

conservant entre el 30 i el 60 X de la velocitat màxima mesurada amb

acetaldehid (Taula VIII).

L'oxidació del grup carbonil resultà a-favorida per la presència d'un

grup nitro en posició 3 de l'anell aromàtic, com en el 3-nitrobenzaldehid

(XIX). En can v i , la presència d'un substituent de naturalesa polar en
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TAULA X X V I . A l d e h i d s amb els que no es de tec tà act ivi ta t ALDH a

Subs t ra t b Í S 1 max ( m M ) C

citral 1

retinal 0 ,2

4-hidroxibenzaldehid 0,1

vaini l l ina 33

aldehid cinnàmic 2

Índole-3-acetaldehid 10

pir idoxal 1

Assaig realitzat en tampó pirofosfat-sòdic-HCl 33 mM, pH 8,5, NAD 0,5 mM
b
Les estructures moleculars dels possibles substrats apareixen en les
Figs. 28 i 43 .

c ^
Concentració màxima de substrat atesa en l'assaig. En molts casos vingué
limitada per la solubilitat del substrat.
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posicio 4 no va contribuir particularment a la c a t à l i s i , corn en el cas

del 4-clorobenzalden id (XXVI), o bé la va impedir totalment, com en el

cas del 4-hidroxibenzaldehid (XXVII) o de la v a i n i l l i n a (XXI) <Taula

XXVI). El 4-h idrox ibenzal deh i d és substrat d'altres -formes de 1 'ALDH de

mamrfer (262), i la v a i n i l l i n a posseeix una estructura similar a la

d'alguns derivats de neurotransmissors, com el DOPAL, que es un bon

substrat de l'isoenzim ALDH II (130). Per altra banda, no es detecta

a c t i v i t a t en-front de 1'aldehid cinnamic (XXVIII) (Taula XXVI), producte

d'oxidació" del millor substrat de l'ADH de placenta, l'alcohol cinnàmic

(VIII) (veure IV.1.8.1.1.).

L'indole-3-acetaldehid (XXIX), derivat del metabolisme de la

serotonina, que ha sigut proposat com a substrat -fisiològic d'ALDH I i

ALDH II i d'altres -formes de l'ALDH de mamf-fer (77, 305) per la seva

baixa Km i elevada e - f i c i è n c i a catalftica (Taula VII), no -fou oxidat per

l'enzim. Finalment, el piridoxal (XXX), compost relacionat directament

amb el co-factor -fos-fat de p i r i d o x a l , tampoc -fou substrat de l'ALDH de

placenta, probablement pel caràcter hidro-fflic dels grups propers al grup

carbon il (Taula XXVI).

2.6.3.4. I n h i b i c i ó * d e l ' a c t i v i t a t ALDH amb 4-hidroxibenzaldehid

El 4-hidroxibenzaldehid, malgrat que no -fou oxidat per TALDH de

placenta, actuà en canvi com a potent i n h i b i d o r de l ' a c t i v i t a t ALDH quan

s'empraven propanal o semialdehid succfnic com a substrats. El grau

d'inhibició" va dependre del tipus de substrat i de les concentracions de

substrat i d'inhibidor, però no de l'ordre en que s'a-fegien a la barreja

de reacció'. Aixf, amb 4-h i drox ibenzaldeh i d 100 jjM, l' a c t i v i t a t mesurada

amb propanal 13,3 mM resultà i n h i b i d a en un 90 '/., mentre que la mesurada

amb semialdehid succfnic 0,1 mM va ser i n h i b i d a en un 67 '/,. No -fou

possible, però, la determinació' del tipus d'i n h i b i c i ó, degut a la

cinètica no michaeliana que apareix amb aquests substrats (veure

IV.2.é.3.2.).
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Per altra banda, les dades experimentals suggerien que el

4-h i drox i benzaldeh id es -fixava -fortament a l'enzim, probablement en el

centre actiu, en competició' amb el substrat. Aquest -fet, juntament amb

l'anàlisi de les estructures moleculars del 4-hidrox¡benzaldehid (XXVII)

i del semialdehid succfnic (XXV), recolzaven la suposició de la

participació dels grups polars d'aquestes molècules en la seva interacció"

amb el seti catalytic de l'enzim (veure IV.2.ó.3.2.).

2.6.4. A c t i v i t a t esterasa de 1'ALDH de placenta

Ademes de l'activitat deshi drogenasa en-front dels aldehids, l'ALDH de

placenta mostra a c t i v i t a t esterasa en-front dels esters aromàtics, acetat

de 4-n itro-feni 1 i acetat de 1-na-ftil, anàlogament als isoenzims de baixa

Km de 1'ALDH (105, 274, 307). Aquesta característica de l'isoenzim de

placenta suggereix un mecanisme catalftic similar al postulat per a les

ALDH de baixa Km, el qual explica la coexistència d'ambdós tipus

d'activitat en el mateix centre actiu. Probablement també en el el cas de

l'ALDH de placenta, la h i d r ò l i s i dels esters i l'oxidació dels aldehids

passarien per la -formació d'un intermedi covalent (veure 1.4.2.).

Els valors de Km per als dos esters estudiats (aproximadament, 1 mM)

(Taula XXVII), -foren molt me's alts que els dels isoenzims ALDH I i ALDH

II en-front de l'acetat de 4-n i tro-feni 1 , 3,0 ¿jM (274) i 1,5/jM (307),

respectivament. La velocitat màxima observada per a la h i d r ò l i s i de

l'acetat de 4-n i tro-feni 1 -fou de 0,42 U/mg, valor comparable a les 0,7

U/mg mesurades per a la reacció de deshidrogenacio a pH 7,0 (amb propanal

13,3 mM). Un comportament similar es dóna en els isoenzims ALDH I i ALDH

II, en que les velocitats màximes d'hidròlisi són de 0,13 U/mg (105) i

0,0ó U/mg (307), respectivament, lleugerament in-feriors a les velocitats

màximes de deshidrogenaci o. A diferència dels isoenzims de baixa Km,

però, l'enzim de placenta no va mostrar estimulació de l ' a c t i v i t a t

esterasa en presencia de NAD4* 0,5 mM, el que indicava diferencies

substancials amb les altres -formes de TALDH quant al seti de -fixació

del NAD1" i la seva i n f l u è n c i a sobre el centre actiu.
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2.0.5. I n h i b i c i ó de 1 'ALDH de placenta amb dísuHiram

Quan es va incubar ALDH de placenta purificada (17,7 nM), l l i u r e de

DTT (veure III .2.2.6.3.), en presència de disuHiram 40 yuM, durant 10 min

a 25*C, l'activitat mesurada amb propanal 13,3 mM va resultar i n h i b i d a en

un 99,ó '/. (veure 1.4.4.1.4.). En canvi, quan el tampó d'incubació

(piro-fos-fat sodic-HCI 33 mM, pH 8,5) contenia, ademes, NAD* 0,5 mM o DTT

1 mM, l'enzim conservà el 100 X. de l'activitat i n i c i a l . Quan DTT 1 mM

s'afegia a la barreja de reacc ió despre's de la incubac ió" amb disul-firam

40 uM, nome's es recuperava el 10 '/, de l'activitat i n i c i a l .

L'e-fecte protector proporcionat pel NAD* es podria explicar per la

presència d'algun o alguns residus de ciste'ina , essencials per a

l'activitat o per al manteniment de la conf igurac ¡6* act i va, propers al

seti d'interacció" del coenzim. La unió del NAD* a l'enzim i m p e d i r i a la

reacció" del disul-firam amb aquests residus. Per altra banda, es recolzava

la hipòtesi de la -formació del complex enzim-NAD* en absència de substrat

(veure IV.2.5.4.). L'efecte protector de l'agent reductor DTT, afegit en

excé*s al tampó* d'incubaci í, es podria interpretar per la seva reacció* amb

el disulfiram l l i u r e , redu'int-el completament a diet i Idi t iocarbamat,

similarment al que succeeix en la reacció dels grups tiol de les

ciste'ines amb el disulfiram (veure 1.4.4.1.4.).

s s s
2H5)2-N-C-S-S-C-N-(C2H5)2 (CjHj)-N-C-S~

disulfiram dietilditiocarbamat

El dietilditiocarbamat format, a diferència del disulfiram, seria

incapaç de reaccionar amb els residus de ciste'ina i, per tant, l'enzim

restaria actiu (177). Per altra banda, el DTT no podria revertir els

complexos covalents ja formats entre el disulfiram i els grups tiols.
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Per tal d'investigar si la reacció de l'enzim amb el disuHiram

seguia una estequiometri a determinada, s'estudia el grau d ' i n h i b i c i ó ates

en -funció de la concentració de disul-firam, despré"s de 10 min d'incubació

a 25°C. Estudis previs realitzats amb l'enzim pur havien aconsellat no

perllongar les incubacions a 25°C mes de 10 m i n , degut a la pèrdua

d'activitat enzimàtica per desnatural itzaci 5 tèrmica <veure IV.2.5.4.).

60 molècules de disuHiram per molècula d'enzim (disuHiram 0,5 fjM)

causaren un 50 '/. d' i nh i b i c ió" en l ' a c t i v i t a t (Fig. 4óa), el que indicava

una mitjana s u s c e p t i b i l i t a t de l'ALDH de placenta al disul-firam, s i m i l a r

a la d'alguns isoenzims mi tocondr i als de l'ALDH de marof-íer (97, 117, 177,

275). En aquest sentit, l'isoenzim c i topi asmàtic ALDH 11 é's molt mé"s

sensible al disul-firam, doncs é's completament i n h i b i t a una relació molar

de disuHiram de 4:1. En canvi, contràriament a l'ALDH de placenta, la

seva a c t i v i t a t es restaura completament al a-fegir l'agent reductor

2-mercaptoetanol 12 mM a la barreja de reacció (309). Aquest di-ferent

comportament entre ALDH II i 1'ALDH de placenta i n d i c a r i a per a aquesta

última un mecanisme d ' i n h i b i c i ó per disuHiram diferent del proposat per

Val lar i i Pietruszko (308) per a ALDH I I , potser me's semblant al

mecanisme general d'acció del disuHiram quan é's emprat a elevades

concentracions, postulat per Neims i col. (230) (veure 1.4.4.1.4.). El

disuHiram modi-ficaria l'ALDH de placenta, quedant u n i t covalentment a

l'enzim, en lloc de promoure únicament la -formac i 6 de ponts disuHur

entre ciste'ines properes.

Per altra banda , donada la I r r e v e r s i b i l i t ä t de la modi-f icac i ó,

s'estudià la c i n è t i c a de la i n h i b i c i ó de 1'ALDH de placenta amb

disuHiram, emprant una relació molar constant d'inhibidor de 100:1

(disuHiram 0,84 juM), obtenint-se la corba de la Fig. 4ób. Paral el arnent,

s'e-fectuaren els controls adequats a 25"C, en absència de disuHiram. La

i n a c t i v a c i o per disuHiram no -fou instantània, però sf bastant ràpida. Al

cap de 4 min d'incubació a 25'C, l ' a c t i v i t a t de l'enzim havia disminuït

ja en un 50 X respecte de l ' a c t i v i t a t control. Durant els 10 primers

minuts, la v e l o c i t a t de la i n h i b i c i ó -fou molt me's ràpida que en els

minuts posteriors. Les incubacions a temps llarg, podrien - f a c i l i t a r la

reacció del disuHiram amb residus de cisterna normalment inaccessibles,
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FIGURA46 Inhibició de l ' ALDH de placenta amb disulfiram

(veure III. 2.2.7.3. )

a) Representació del percentatge d'activitat

residual enfront de la relació molar disul-

firamtenzim, després d'incubar durant 10 min.

b) Cinètica de la inhibició de 1'ALDH de pla-

centa amb disulfiram, a una relació mol disul^

firam: mol d'enzim de 100:1. El % d'activitat

es calculà respecte a l'enzim control, incubat

en les mateixes condicions, a 25°C, sense di-

sulfiram.
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a causa de la desestabi1 itzaci ó de l'enzim pel calor. Això e x p l i c a r í a la

pèrdua progressiva d'activitat, -fins arribar a la i n h i b i c i ó total a les 3

h.

2.6.6. E-fecte dels ions divalents sobre I n a c t i v i t a t ALDH

La presència de diferents concentracions d'ions Mg**" en la barreja de

reacció, des de 0,5 mM fins a 4 mM, no va afectar l ' a c t i v i t a t de 1'ALDH

de placenta, mesurada amb propanal 13,3 mM a pH 7,0. Aquest comportament

contrastava amb el dels isoenzims ALDH I i ALDH II de fetge que, en

presència de similars concentracions de cations divalents, la seva

a c t i v i t a t es veu estimulada i i n h i b i d a , respectivament <310, 311>.

2.7. Localització intracel.1 uiar de X-ADH i de l'ALDH de placenta

Per tal de conèixer la localització" precisa en l'interior de la

c e l . l u l a dels enzims objecte d'aquest estudi, s'aprofitaren els

avantatges de t i p u s metodològic que comporta e1 treball amb t e i x i t

placentari <veure III.4.1. i IV.1.9.). Es realitzaren, doncs, dos

fraccionaments subcel.1 uiars u t i l i t z a n t t e i x i t fresc procedent de dues

placentes diferents, i es mesuraren les a c t i v i t a t s ADH, ALDH i d'enzims

marcadors específics dels diferents compartiments subcel.1ulars (veure

III.4.1.). Els resultats obtinguts apareixen en la Taula XXVIII i la Fig.

47.

L'activitat ADH, mesurada amb octanol 1,0 mM, es localitzà

exclusivament en la fracció citosòlica, amb mes d'un 93 '/, de l' a c t i v i t a t

total (Taula XXVIII) i una a c t i v i t a t específica r e l a t i v a de 1,49 (Fig.

47), confirmant el resultat obtingut en l'experiment p r e l i m i n a r (veure

IV.1.9.). 3[ -ADH es revelava com a un excel·lent enzim marcador de la

frace i ó sol ubi e.
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Quant a l'ALDH, mes d'un <5Q '/. de l ' a c t i v i tat mesurada amb propanal

13,3 rriM es mostrà clarament associada amb les -fraccions part i culade= ,

majoritàriament mitocondns. De l ' a c t i v i t a t ALDH mitocondri al, me's d'un

40 X aparegué oclu'ida o s'hagué d'alliberar mitjançant tractament arnb el

detergent Triton :<-10Q al 1 7. <en les condicions del -fraccionament), el

que podria indicar la possible unió de l'enzim mi tocondr-1 al a membranes

(304). En les condicions rutinàries d'homogeni trac i 6 (veure III.1.4,1.),

1"addició de Triton X-100 no incrementava els valors d'activitat ALDH. El

citosol també presentà una a c t i v i t a t considerable (40,1 "/.) que no sembla

provenir de contaminació mitocondrtal, tal com ho indicà la baixa

recuperació dels enzims marcadors glutamat deshidrogenasa (GDH, matriu

mitocondri al) i monoamino oxidasa (MAÓ, membrana mitocondrial externa) en

el sobrenedant -final (Taula XXVIII). Malgrat que el t e i x i t placentari es

rentà amb tampó isotònic per tal d'eliminar en el possible la sang

residual, part de l ' a c t i v i t a t citosòlica observada podria provenir dels

entròcits (veure IV.2.1.).

La ccrnpleta homogen i tzac 15 del t e i x i t i puresa de les -fraccions

subcel.luiars es v e i é d i f i c u l t a d a per l'elevada qu a n t i t a t de t e i x i t

conjuntiu en la placenta. Aixf, les a c t i v i t a t s enzimàtiques detectades en

la -fració nuclear t i n d r i e n el seu origen en les restes de cèl·lules o

•fraccions no completament disgregades durant l'homogen i tzac i ó. La

considerable recuperació d' a c t i v i t a t GDH, marcador mitocondri al , en la

•fracció nuclear (16 '/.) demostrà que els mitocondris contaminarien aquesta

•fracció. Amb això, podem concloure que l ' a c t i v i t a t ALDH detectada en la

•fracció nuclear (11,9 %> té" també probablement un origen mi tocondr i al .

Els anteriors resultats són comparables als obtinguts també en

placenta humana per Kouri i col. (181), que trobaren mes del 50 '/. de

l ' a c t i v i t a t ALDH en mitocondris, encara que u t i l i t z a n t acetaldehid com a

substrat. Si es re-fereixen les dades de la Taula XKVIII a concentració de

proteïna, és la -fracció mitocondrial la que posseeix una a c t i v i t a t

especf-fica r e l a t i v a més elevada per a l'ALDH, amb un valor de 7,91 (Fig.

47) .
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FIGURA 47 Activitat especifica relativa de 1' ADH, ALDH i

d'enzims marcadors en les diferents fraccions sub-

cel.lulars de la cel.lula placentària.

Enzims: ADH, alcohol deshidrogenasa (x-ADH) ; ALDH,

aldehid deshidrogenasa (ALDH total) ; GDH,

glutamat deshidrogenasa; MAÓ, monoamino

oxidasa; NADPH-citC red, NADPH-citocrom C

reductasa; LDH, lactat deshidrogenasa.

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

somal; S, sobrenedant final o citosol.
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L'activitat ALDH mesurada amb NADP* com a coenzim va e x h i b i r la

mateixa d i s t r i b u c i ó que l ' a c t i v i t a t mesurada amb NAD1" (dades no

presentades1). En la -fracció microsomal no es detecta a c t i v i t a t amb NADP+,

el que i n d i c à l'absència de la tfpica -forma microsomal d'alta Km i a ctiva

amb NA D P* , detectada en altres espècies (275'i. L'activitat de baixa Km,

mesurada amb propanal 66 juM, -fou pràcticament indétectable en totes les

fraccions, a excepció de la fracció citosblica, on representà un 11 '/. de

l ' a c t i v i t a t ALDH total.
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. DISCUSSIÓ -'

Capftol U : DISCUSSIÓ

1 . COMPARACIÓ DE L'ADH DE PLACENTA AMB L'ISÜENZIM X-ADH DE FETGE I AHB

ISQEN2IHS ANÀLEGS PRESENTS EN ALTRES ESPÈCIES

1.1. L/ADH de placenta presenta propietats similars als isoenzims de

1 'ADH de mamT-fer

En la Taula XXIX es comparen les propietats observades per a 1'ADH de

placenta i les propietats generals de les ADH de mamf-fer. Quant a les

propietats -f Tsi co-qufmiques de l'enzim de placenta, el pes molecular

total, prop de 80.000 dalton, i l'estructura dimènca, aixfcom el

contingut en zinc i la s u s c e p t i b i l i t a t a la i n h i b i c 1 6 per agents quelants

de metalls, són característiques de totes les ADH de mamf-fer estudiades

•fins el present. La i n h i b i c i ó " de l ' a c t i v i t a t amb agents quelants de

metalls, juntament amb la presència de 2 àtoms de zinc per subunitat,

i n d i c a que al menys un dels àtoms de zinc e's imprescindible per a

l ' a c t i v i t a t enzimàtica, i que probablement està i m p l i c a t en el mecanisme

catalftic de l'enzim (veure I.3.2.}. Algunes propietats c i n è t i q u e s com el

pH òptim per a l'ox idac i 6 del s alcohols, l'espec i-f ic i tat de coenzim, la

p a r t i c i p a c i ó d'interaccions h idro-fòbi ques en la - f i x a c i ó del substrat, i

el mecanisme c i n è t i c seqüencial ordenat B i B i , amb la unió del coenzim

prèvia a la del substrat, són també comunes a quasi totes les ADH de

mamPfer. Malgrat tot, algunes característiques c i n è t i q u e s són peculiars

de 1'ADH de placenta.

1.2. L'ADH de placenta é's i d è n t i c a a 1 ' i soenz im X-ADH de -fetoe

La m o b i l i t a t el ectro-forè 11 ca de l'ADH de placenta, d'acord amb un

baix punt isoelèctnc, es molt di-ferent de la majoria dels isoenzirns de
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mamífer mes estudiats, tots ells catòdics. En canvi, es i d è n t i c a a la de

l'isoenzim 7[-ADH, ú l t i m dels isoenzims de l'ADH descoberts en -fetge (239,

319). L'ADH de placenta humana presenta ademes propietats cinètiques

di-ferents de la dels isoenzims de les classes I t 11 de -fetge, com la

manca d'una c i n è t i c a de saturació amb etanol, substrat me's emprat per a

la caracterització* de l'ADH, o d ' i n h i b i c i ó amb 4-met11 pirazole, i n h i b i d o r

clàssic de l'ADH (Taula XXIX1). Les seves propietats són idèntiques, però,

a les de \-ADH de fetge, descrites per Fare's i Vallée (239) i Wagner i

col. (319), podent-se a-firmar sense dubtes que es tracta del mateix

isoenzim (veure IV.1.7.).

1.3. VADH é's l'únic isoenzim de l'ADH present en placenta

A diferència del fetge, que posseeix les tres classes d'isoenzims de

l'ADH, la placenta nome~s presenta l'isoenzim ̂ '̂ H, com no demostren

l'anal i s t de l'homogenat del t e i x i t per el ectrof ore= i en gel de midó i el

perfil d'eluctó de la cromatografía en DEAE-cel . 1 ui osa. Ademes, les

propietats singulars de \ -ADH es reflecteixen clarament en l'homogenat de

placenta, pràcticament i n a c t i u a baixes concentracions d'etanol , i són

les determinants de la pràcticament nul. la capacitat de metabol i tzaci ó

d'etanol d'aquest organ a pH f i s i o l ò g i c (veure IV. 1.1.).

e's, doncs, l 'tin ic isoenzim de l'ADH présent en placenta humana.

La concentració d'aquest isoenzim en placenta e's de 5 mg/Kg de t e i x i t

(Taula XI ID, molt baixa si la comparem amb els 100 mg de 5[-ADH/Kg de

t e i x i t , aproximadament, que s'estima h i ha en el fetge (239, 319>. Per

altra banda, en cap de les placentes estudiades no hem detectat variants

a l . l è l i q u e s de )[-ADH, d'acord amb el descrit en fetge per altres autors

(5, 239). En aquest sentit, no s'ha observat mai 12-ADH en absència de

-ADH, ni viceversa, el que fa suposar que una banda electrof orèt i ca

deriva de l'altra com a conseqüència d'una modificació" posttraducc i onal

(5). No e x i s t e i x , doncs, v a r i a b i l i t a t i soenz imat ica en la població, pel

que la placenta d i f í c i l m e n t podria donar compte de la diferent

s u s c e p t i b i l i t a t dels fetus enfront de l'etanol i n g e r i t per la mare.
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Igualment, queden descartadess h i p o t è t i q u e s a n à l i s i s rutinàries de la

placenta, t e i x i t d'origen -fetal, per a la determinac ió" de la dotació

i soenz imàt i ca del -futur nadó.

Cal a-fegir que la placenta no és l'únic òrgan que conte un sol o

name's alguns dels isoenzims hepàtics. Aixf, els isoenzims amb subunitats(3

son els úYiics, ademsTs de^'ADH, que existeixen en pulmó, p e l l i arrel de

cabell, mentre que els isoenzims amb subunitatsy són unies, juntament

amb ^[-ADH, en estómac, mtestf i ronyó de -fetus (veure 1.3.5.1.2.). 7(_-ADH

es també probablement l'únic isoenzim present en -fetge durant les

primeres etapes del desenvolupament -fetal (veure U.I.8.). D'altres

isoenzims, comTT-ADH, son especf-fics d'un òrgan determinat, en aquest cas

el -fetge (85). Aquesta desigual d i s t r i b u c i ó tissular suggereix que els

isoenzims podrien jugar papers metabòlics especf-fics en cada un d'aquests

òrgans.

1.4. X-ADH e's l'isoenzim de 1'ADH amb una espec i-f i c i tat de substrat mes

restrinqida

En comparació als isoenzims de les classes I i 11 de l'ADH humana, la

gama de possibles substrats de \-ADH (classe III) apareix molt

restringida. Les Taules XXX i XXXI son molt reveladores en aquest

aspecte, al r e c o l l i r les constants d'espec i-f i c i tat, Kcat/Km, de les tres

classes d'isoenzims per als substrats me's representatius. Me t ano 1 ,

1,2-etanodi oi i c i clohexanol , entre els alcohols, i c iclohexanona, entre

els compostos carbon fi ics, no són substrats de X.~ADH en absolut. La

di-ferine i a de comportament me's s i g n i f i c a t i v a entre els isoenzims es

produeix en-front dels compostos aromàtics alcohol benzflic i benzaldehid.

En les classes I i II, aquests són els substrats per als quals les

relacions Kcat/Km són de les roe's elevades, i per tant, es troben entre

els substrats me"s especffics. 7[-ADH, en canvi, els oxida molt pòbrament.

L'escassa a c t i v i t a t detectada amb aquests compostos no sembla atnbu'ible

a impediments estèrics en la -fixació de l'anell aromàtic en el seti

c a t a l f t i c , com podria ser el cas dels compostos e=teroides, ja que
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molecules com l'alcohol cinnlmic o els n itrobenzalden ids es compten entre

els m i l l o r s substrats.

A i x f doncs, de l'estudi del comportament c i n è t i c de 1(_-ADH en-front de

diferents substrats es desprèn que \ -ADH es el me's especf-fic dels

isoenzims de l'ADH, doncs únicament pot oxidar amb certa e f i c i è n c i a

alcohols i aldehids al i-f at ics de cadena llarga, com octanol i octanal ,

alguns compostos aromàtics substituïts, com l'alcohol cinnàmic o els

n itrobenzaldehids, i els o» -hidroxiàcids. Només per a aquests ú l t i m s ,

però, els valors de Km són propers als mostrats pels isoenzims de les

classes I i II, essent la relació kcat/Km de l'ordre de les observades

per a aquests isoenzims. Es sign i-f icat lu el -fet de que, per a cap dels

substrats de \ -ADH, la relació kcat/Km no e's m i l l o r que la dels altres

isoenzims (Taula XXX),

La majoria dels isoenzims de l'ADH de -fetge dels mamf-fers estudiats

so'n també", com ^-ADH, me's específics per als alcohols hidro-fòbics de

cadena llarga, però les seves Km són molt me's baixes i , ademe's, els

alcohols a l i f à t i c s primaris de cadena curta, com l'etanol, són bons

substrats (245, 313).

Una especial conformació del seti d' interacc i ó del coenzim i del seti

de -fi x a c i ó del substrat podrien explicar les especials caràcterTstiques

c i n è t i q u e s d'aquest isoenzim, tal com proposen Deetz i col. (76^. La

determinació completa de l'estructura primària de les subunitats de

l'isoenzim, i l'assignació dels residus essencials per" a la catàlisi

mitjançant estudis d ' i n h i b c i ó i de marcatge per a - f i n i t a t , serviran per a

comprendre en un -futur pròxim les diferències observades.

1.5. X-ADH és un isoenzim de l'ADH humana

Les propietats c i n è t i q u e s iniques de X.-ADH, sobretot la pobra

oxidació de l'etanol, podrien posar en dubte la seva condició d'isoenzim

de l'ADH. Malgrat algunes de les propietats c i n è t i q u e s exposades, ̂ -ADH
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oxida l'etanol i altres alcohols de variades estructures, i catalitza la

reducció d'aldehids, pel que cal considerar-el com a isoenzim de les

altres -formes de l'ADH hepàtica (veure 1.3.4.).

Per altra banda, els estudis immunologies (5) i la inexistència de

•formes hfbrides entre les subunitats de \ -ADH i les subunitats dels

isoenzims de les altres classes de 1'ADH humana (241) suggereixen que

\-ADH di-fereix en la seva estructura respecte als altres isoenzims.

Tanmateix, les propietats i fsi co-qufmi ques que de-fineixen l'enzim

puri- f i c a t com una ADH de mamPfer (veure V. 1.1.), les dades de les

composicions d'aminoàcids (319), nombre de ciste'ines (Taula D, i les

dades preliminars sobre l'estructura primària (166), in d i q u e n que les

subunitats de 1[-ADH presenten una homología seqüencial notable amb les

altres subunitats analitzades fins ara (3,, ßt i fa (53, 139).

1.6. Un isoenzim anàleg a %-ADH e"s comú a varies espècies de mamf-fer

Les propietats de {̂-ADH no són exclusives d'un isoenzim de l'espècie

humana. Recentment, s'han descobert isoenzims amb propietats s i m i l a r s a

^-ADH en el -fetge i tots els t e i x i t s examinats d'altres mamf-fers, tais com

la mona (71), el cavall (72), la rata (172) i el ratolTílO). La

m o b i l i t a t el ectro-forèt i ca anòdica, la manca de saturació amb etanol i la

i n s e n s i b i l i t a t al 4-met i 1 p i razóle son també" les constants que de-f ¡neixen

a aquesta nova classe d'isoenzirns. Altres classes d'isoenzims de 1'ADH

humana també semblen tenir el seu corresponent en vàries espècies de

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

En la Taula XXXII, s'han r e c o l l i t els valors de Km de \-ADH i dels

isoenzims anàlegs per als principals substrats, estudiats per di-ferents

autors en cinc espècies di-ferents. Invariablement per a tots e l l s ,

metanol , etanol, c i cl ohexanol , alcohol benzHic i acetaldehid no són

substrats en absolut o son oxidats molt pòbrament. Per als alcohols

a l i - f à t i c s primaris, la Km d i s m i n u e i x al augmentar la longitud de la

cadena h idrocarbonada, demostrant-se novamet la importància de les
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interaccions h idro-fòbi ques en la -fixació del substrat.

Quant a les caracterfstiques moleculars, els isoenzims anàlegs a

-ADH posseeixen les típiques propietats de les ADH de mamífer (veure

1.3.I.). El pes molecular de les subunitats obtingut en aquest estudi per

a ^[-ADH, lleugerament inferior a 40.000, sembla característic dels

isoenzims anàlegs, ADH-2 de rata i ADH-B2 de ratolí, ambdós amb

subunitats de 39.000 dal ton (10, 172).

1-7. La placenta de rata posseeix un isoenzim de l'ADH anàleg al de la

placenta humana

En placenta de rata hem detectat, també" com en placenta humana, un

ú'n i c isoenzim de l'ADH. La seva m o b i l i t a t , anôdica, es idèntica a la de

l'isoenzim ADH-2 de -fetge de rata, descrit per Julia i col. <171). És la

primera vegada que s'observa a c t i v i t a t ADH en placenta de rata. ADH-2 de

rata posseeix propietats anàlogues a 1'isoenz¡m ^-ADH humà <172) (Taula

XXXII). Així, la baixa a-finitat de l'enzim per l'etanol es re-flecteix en

la nul.la a c t i v i t a t dels hornogenats de placenta de rata en-front d'etanol

33 mM, tal com succeeix en la placenta humana (veure l'J.1.1.). Els

estudis realitzats per altres autors no havien detectat mai a c t i v i t a t ADH

en placenta de rata, sense dubte per la u t i l i t z a c i ó * de baixes

concentracions d'etanol o acetaldehid (269, 278). La mesura de

l'activitat amb octanol 1,0 mM ha -fet possible la seva detecció. Per

altra banda, la presència d'ADH-2 en placenta de rata no è's gens

sorprenent, doncs a l'igual que ^-ADH, 1'isoenzim ADH-2 s'ha observat en

tots els t e i x i t s de rata examinats -fins el present (veure V.1.9.) (172).

Aquest resultat, juntament amb altres analogies observades per a les

altres classes d'isoenzims, descobreix pro-fundes relacions

i nterespec í-f i ques quant a tipus, propietats i distribució dels

isoenzims de 1'ADH i ens permet postular l'existència d'isoenzims

similars al \-ADH en la placenta i tots els t e i x i t s de les espècies que

apareixen en la Taula XXXII i , probablement, de molts altres mamífers.
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La placenta podria ser un bon model per a la ràpida detecció

d'isoenzims similars al )[-ADH en altres especies, mitjançant l ' a n à l i s i

electroforètica dels homogenats, o per mesura de la relació a c t i v i t a t

etanol 33 mM/acti v¡tat octanol 1 mM, tal com s'indica a IV.1.10, o

u t i l i t z a n t una concentració de 4-meti 1p¡razóle i n h i b i t o r i a per a totes

les -formes de l'ADH a excepció de 1'isoenzim anàleg a ̂ -ADH . En cas de

con-f irmar-se la presència exclusiva d'aquest isoenzim en la placenta

d'aquests animais, es podria procedir a la seva puri-ficació a partir

d'aquest t e i x i t , i al seu estudi, sense interferències d'altres classes

d'isoenz ims.

1.8. X-ADH e"s el primer isoenzim de l'ADH humana que s'expressa en el

•fetge durant el desenvolupament

Els estudis de desenvolupament de l ' a c t i v i t a t ADH en el -fetge s'han

realitzat, per primera vegada, correlacionant a c t i v i t a t s enfront de

diferents substrats amb l'aparició dels diversos isoenzims en

electroforesi en gel de midó. L'observació de ^-ADH en un homogenat d'un

fetus humà de 24 setmanes, juntament amb la presència majoritària de

l'isoenzim ADH-2, anàleg al \ -ADH humà, en fetus de rata, indiq u e n la

primerenca aparició dels isoenzims de la classe I I I . Aquest resultat ha

sigut corroborat per Adinolfi i col. <5), al detectar I(-ADH en tots els

òrgans examinats de fetus humans de 16 i 22 setmanes de gestació.

Igualment, s'ha observat la progressiva aparició en fetge de rata dels

isoenzims catòdics, anomenats ADH-3 <171), durant els quatre darrers dies

de la gestació', amb una aparent constància dels n i v e l l s d'ADH-2.

La relació a c t i v i t a t etanol 33 mM/activitat octanol 1,0 rnM, juntament

amb l'anàlisi electroforètica, podria ser un bon indicador del contingut

isoenzimàtic d'un òrgan en un determinat estadi del desenvolupament.

Novament es mostren estretes semblances entre 1'ADH de rata, animal

d'experimentació mé"s emprat en els estudis del metabolisme de l'alcohol,
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i l'home, e'sser que pateix directament les conseqüències de l'aous de

l'alcohol. Mantenint les lògiques reserves degut a les diferències

i nterespec ff i ques, pensem que la rata pot constituir un bon model per a

l'estudi del desenvolupament de l ' a c t i v i t a t ADH. Seria molt interessant

extendre l'estudi realitzat a altres òrgans i a l'etapa postnatal del

desenvolupament. La u t i l i t z a c i ó de di-ferents concentracions de

l'inhibidor 4-met i Ip irazole permeteria discernir me's -fàcilment

l ' a c t i v i t a t deguda a isoenzims anàlegs a T[-ADH de la de les altres formes

de TADH.

1.9. Ubiqüitat de X-ADH

L'evidència presentada de que \-ADH e's l'u'nic isoenzim de l'ADH en

placenta humana no sembla un fet casual, ja que recentment s'ha descobert

que ^-ADH é's precisament l'unie dels isoenzims de l'ADH humana que

apareix en tots els òrgans estudiats.

^-ADH s'ha observat en tots els fetges d'adults i d'infants examinats

fins ara, inclo'int fetges de fetus de la setmanes de gestació (5). A i x f

mateix, ^"ADH s'ha trobat en tots els altres òrgans i t e i x i t s humans

d'adult i de fetus estudiats, encara que en menor quantitat que en el

fetge (5). Igualment, un isoenzim s i m i l a r en propietats a ̂ -ADH (veure

V.l.ó.), s'ha mostrat extensament distribuït en tots els t e i x i t s

investigats de tres espècies diferents: ratolí (142), cavall (144) i rata

(172). A i x f doncs, a diferència dels isoenzims de les classes I i II, que

es presenten nome's en determinats t e i x i t s , \-ADH sembla caracteritzar-se

per la seva ubiqüitat i per l'aparició en les primeres etapes del

desenvolupament fetal. Tot plegat, juntament amb el fet probable de la

conservació del gen que codifica per a ^-ADH en diferents espècies,

suggereix que aquest isoenzim podria jugar un paper destacat en el

metabolisme d'alcohols i aldehids (veure V.4.1.).
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1.10. X-ADH e's un enzim c i topi asmàt i c

El punt isoelèctric més baix de t -ADH, juntament amb les seves

peculiars propietats cinètiques, podrien indicar una distribució

intracel . lui ar especT-fica per a aquesta -forma de l'ADH. Aixf,s'ha

suggerit que di-ferències en la carrega entre els isoenzims podrien

a-fectar a la seva localització topogrà-fica en l'interior de la c e l . l u l a

(218). Per altra banda, en la -fracci o microsomal de les cèl·lules de

varis t e i x i t s , s'ha detectat una a c t i v i t a t d'oxidació d'alcohols de

cadena llarga NAD* -depenent i insensible al pirazole (Ió7a). Els

•fraccionaments subcel . lui ars realitzats per altres autors havien sigut

efectuats en homogenat de -fetge que, al contenir la barreja d'isoenzims

de les tres classes, no permet distingir la localització especT-fica dels

isoenzims i n d i v i d u a l s . La placenta, al posseir un ú n i c isoenzim de l'ADH

i poder-se processar poques hores desprens de deixar d'e'sser -funcional, ha

sigut un òrgan idoni per a realitzar aquest tipus d'estudi.

Tots els -fraccionaments subcel . 1 ui ars duts a terme en t e i x i t

placentari han revelat la presència inequívoca de l'ADH de placenta en el

citoplasma cel·lular, el mateix compartiment subce.lular on s'han

detectat les altres -formes de l'ADH de mamf-fer (198, 235, 25ó) .

Aquest resultat ens permet a-firmar que 1'isoenzim \-ADH, tant de

placenta com de qualsevol òrgan, es troba en el citoplasma cel·lular.

Extrapolant aquest resultat a altres espècies, e's molt probable que els

isoenzims anàlegs al ^(-ADH (veure V.l.ó.) es trobin en el mateix

compartiment subcel .luiar.
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2. COMPARACIÓ DE L'ALDH DE PLACENTA AHB ELS ISQENZIMS DE L-'ALDH DE FETGE

I ALTRES ALDH MÉS ESPECIFIQUES

2.1. L''ALDH de placenta presenta propietats di-ferents als altres

isoenzims de 1'ALDH humana

L'ALDH de placenta posseeix algunes de les propietats -f fsico-qu im i ques

de les ALDH de mamf-fer, com l'extrordinàri a i n e s t a b i l i t a t en el si d'un

medi oxidant. Aquesta característica, juntament amb la s e n s i b i l i t a t

en-front del disul-firam, presuposen un elevat contingut en residus de

ciste'ina, anàlogament als isoenzims de -fetge humà ALDH I i ALDH II (13ó).

En quant a les propietats c i n è t i q u e s , 1'ALDH de placenta presenta trets

comuns amb les ALDH humanes conegudes -fins ara, com la capacitat

d'oxidació d'acetaldehi d i propanal (encara que amb una menor

eficiència), la baixa Km per al NAD"1" , l ' a c t i v i t a t esterasa i el pH

òpt im.

Amb tot, la majoria de propietats -f ¡"si co-qu fini ques de l'ALDH de

placenta, so'n inèdites dins del sistema d'isoenzims conegut de l'ALDH

humana, tais com pes molecular i nombre de subunitats (veure U.2.2.),

punt isoelèctric , estabilitat tèrmica i efecte dels metalls divalents.

2.2. L'ALDH de placenta é's un isoenzim de baix pes molecular i

estructura dimèrica

El pes molecular de 1'ALDH de placenta, 114.000 dalton, determinat

per cromatogra-f i a de gel -filtració", així" com la seva naturalesa dimèrica

són caràcterTstiques u'niques en una ALDH humana.

Alguns dels primers treballs publicats sobre els isoenzims de baixa
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Km de l'ALDH humana havien descrit igualment pesos moleculars

sensiblement inferiors a 200.000, obtinguts també mitjançant

cromatogra-f i a de gel -f i 1 trac ió <182) . Tanmateix, estudis posteriors dels

mateixos isoenzims, utilitzant altres tècniques per a la de term i nac ió* del

pes molecular, com l'electroforesi en gel amb gradient de pol i acr i 1 amida,

demostraren que ALDH I i ALDH II posseeixen pesos moleculars de 225.000 i

245.000, respectivament, i una estructura tetramèrica (117, 147). Aixf

mateix, els pesos moleculars d'ALDH III i ALDH IV, observats per Harada i

col. <125) en fraccions molt poc purificades, foren de 252.000 i 257.000,

respectivament, postulant-se per analogia amb els ¡soenzims ALDH I i ALDH

II que la forma activa d'aquests isoenzims seria també" un tetràmer.

Pietruszko (244) demostrà que el pes molecular aparentment més p e t i t

d'ALDH I, observat ocasionalment en la cromatografía de gel f i l t r a c i ó , es

podia deure a interaccions de l'enzim amb la matriu dels gels de

Sephadex, profusament emprats en aquest tipus d'experiments. Tanmateix,

de llavors ençà, s'han determinat molts pesos moleculars d'isoenzims

l'ALDH, entre ells els de ALDH I i ALDH II (310), mitjançant

cromatografía de gel f i l t r a c i ó , amb resultats comparables als aconseguits

per altres mètodes (300).

Per a l'ALDH de placenta, s'han u t i l i t z a t gels de dos tipus diferents

de matriu per a la determinació del pes molecular, obtenint-se un

resultat similar en cada un d'ells (veure III.1.4.8.). Això suggereix que

no han existit interaccions, fora de l'efecte de la f i 1 trac í 6 molecular,

entre l'enzim i la matriu dels gels i que, per tant, el resultat obtingut

es fiable. La precaució que es va prendre per a e v i t a r interaccions fou

l'iís d'un tampó" de força iònica elevada, amb un pH proper al punt

isoelèctric de l'enzim (fosfat monossòdic-NaOH 30 mM, EDTA ímM, DTT 1 mM,

pH 7,3).

Per altra banda, el pes molecular de les subunitats, ¿3.000 (superior

en 10.000 dal ton al dels altres isoenzims de l'ALDH humana), indica una

estructura dimèrica per a l'ALDH de placenta. En oposició' al cas de

l'ALDH humana, on no existien antecedents d'isoenzims dimèrics, han
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aparegut diversos treballs que demostren que varis isoenzims de 1-'ALDH de

di-ferents especies poden presentar-se en -forma dimerica, al menys "in

vitro". Així", Takahashi i Weiner (291), demostraren que l'isoenzim

mitocondrial de -fetge de cavall duplicava l ' a c t i v i t a t especf-fica en

presencia de Mg3* per un mecanisme que i m p l i c a v a la dissociació de

l'enzim tetramèric en dfmers. En el cas de 1'ALDH de placenta, el pes

molecular es va determinar en presencia de -fos-fat i EDTA, pel que la

major part del cations divalents présents en el medi haurien estat

quelats. Ademe's, no es va detectar cap heterogeneïtat en el per-fil

d'elució" de la columna de gel -filtració" ni variació en l ' a c t i v i t a t

especPfica de l'enzim en les -fraccions recollides, pel que no es probable

per a 1'ALDH de placenta un mécanisme de dissociació similar al de

l'enzim de cavall. Ting i Crabbe (300) puri-ficaren una ALDH dimèrica de

cristal·lí de bou amb un pes molecular de 114.000 dalton, determinat en

Sephadex G-200 i per e q u i l i b r i de sedimentació, demostrant que la -forma

dimèrica no era deguda a la presència de metalls divalents.

La major part d'ALDH amb pesos moleculars in-feriors a 200.000 han

sigut descrites en rata i ratol f. Siew i col. (275) purificaren una ALDH

mitcondrial d'alta Km (Enzim II) a partir de -fetge de rata, amb un pes

molecular de 67.000 (veure V.2.7.). Mè~s recentment, Algar i Holmes (11)

han a i l l â t també' una ALDH mitocondrial d'alta Km (AHD-1) en -fetge de

ratol T. L'enzim actiu e"s un dfmer de pes molecular 134.000, amb

subunitats de 03.000 (veure V.2.7.). L'estructura dimèrica proposada per

a AHD-1 es consistent, ademes, amb el pol inur-f i sme observat en els gens

que codi-fiquen per a aquest isoenzim (143). Per altra banda, totes les

ALDH citosòliques indu'ibles en -fetge de rata per di-ferents tipus de

xenobiòtics (veure 1.4.4.2.3.) presenten pesos moleculars entre 110.000 i

165.000, amb Km per a 1'acetaldehid i propanal de l'ordre de 10-* M.

L'existència de -formes dimèriques de baix pes molecular en altres

espècies, juntament amb altres propietats de l'ALDH de placenta anàlogues

a les d'aquests isoenzims (veure IV.2.7.), recolza els nostres resultats

i l'estructura dimèrica que proposem.
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2.3. L'ALDH de placenta presenta una elevada especi f i c i tat de substrat

L'ALDH de placenta posseeix una especi i i c i tat de substrat molt menys

àmplia, comparada amb els isoenzims ALDH I i ALDH II de -fetge, els quals

oxiden una gran varietat d'aldehids a l i f à t i c s i aromàtics amb s i m i l a r

e f i c i è n c i a (Taula Mil). En el cas de l'isoenzim de placenta, els aldehids

ali-fàtics només so~h oxidats a una v e l o c i t a t apreciable a concentracions

molt elevades de substrat, indicant que es tracta d'un isoenzim d'alta

Km. Els aldehids aromàtics son pobres substrats de 1'ALDH de placenta, a

excepció' del 3-nitrobenzaldehi d, que presenta una de les constants

d'espec i-f ic i tat (kcat/Km) mis elevades. En general, els aldehids de

cadena llarga, com citral i retinal no son bons substrats. L'enzim es ,

en ca n v i , -força e - f i c i e n t en la h i d r o l i s i dels esters aromàtics. Això no

obstant, l'examen dels valors de Km que presenten la majoria d'aldehids i

esters revela que difícilment poden ser substrats fisiologies de l'enzim.

L'uhic substrat d'entre els estudiats que e's actiu a baixes

concentracions e's el semialdehid succfnic, el qual presenta la constant

d'espec i f i c i tat me's elevada. L'espec i f i c i tat de l'ALDH de placenta per al

semialdehid succfnic es reflecteix clarament en la Taula XXXIII. En ella

s'observa que a concentracions no excessivament baixes de substrat (0,1

mM), la majoria dels aldehids a l i f a t i c s i aromàtics no superen entre el

20 i el 30 '/. de l'activitat mostrada enfront del semialdehid succfnic. La

cadena carbonada amb un grup polar en el seu extrem, o be en posició 4,

podria ser un dels requeriments estereoqu fmies del substrat f i s i o l o g i c de

1'ALDH de placenta <veure U.5.2.).

És important assenyalar que un mateix enzim, 1'ALDH de placenta,

presenta dos tipus de comportament c i n è t i c ben diferent enfront de

substrats diversos: i n h i b i c i ó per substrat amb els aldehids a l i f a t i c s de

cadena curta, com el propanal (veure IV.2.Ó.3.I.), i cooperat i v i tat

negativa amb semialdehid succfnic (veure 1̂ .2.6.3.2.). Comportaments

similars han sigut observats en diferents ALDH de marnffer (93). El

coneixement dels mecanisme c i n è t i c de l'enzim ajudaria sense dubte a
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TAULA XXXIIJ. Velocitat d'oxidació de varis aldehids a una

concentració de 0,1 mM per part de l'ALDH de

placenta.

o

A l d e h i d s % a c t i v i t a t

s e m i a l d e h i d succ ín i c 100

p r o p a n a l 32

b e n z a l d e h i d 19

b u t a n a l 12

a c e t a l d e h i d 10

f o r m a l d e h i d 2 , 5

4 - h i d r o x i b e n z a l d e h i d O

Activitat mesurada en tampó pirofosfat sòdic-HCl 33mM, pH 8,5 , NAD Q5 mM.
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l'explicació teòrica d'aquest fenomen.

2.4. L'ALDH de placenta posseeixpropietats similars a l'isoenztm

hepàtic ALDH IV

Fins el present, els isoenzims d'alta Km de 1'ALDH humana han estat

molt poc estudiats, no havent-se caracteritzat totalment. El menor

interès despertat per part d'aquests isoenzims, al no jugar probablement

cap paper fistològic en 1'eliminacto de 1 'acetaldeh id, i la di-ficultat de

la seva p u r i f i c a c i ó a partir del t e i x i t hepàtic, expliquen aquest fet.

L'existència d'un ¿Tnic isoenzim en placenta <veure V.2.5.) ha permès la

seva purificació, sense contaminacions per part d'altres formes

isoenzimàtiques. Desprès de la caracterització" d'aquest isoenzim,

considerem que disposem de suficients evidències de la s i m i l i t u d de

1'ALDH de placenta amb un dels isoenzims de fetge, concretament ALDH IV.

A l'aguait de les dades de la caracterització completa de 1'isoenzim

hepàtic, l'estudi comparatiu amb 1'ALDH de placenta s'ha basat en les

propietats observades per a ALDH IV per dos grups d'investigadors de

forma independent (109, 125).

- Propietats estudiades directament en l'homogenat de fetge, mitjançant

electroforesi en gel de midó <125):

La m o b i l i t a t electroforètica de 1'ALDH de placenta, lleugerament

anòdica a pH 7,4, es i d è n t i c a a la del grup de bandes menys anòdic, que

en el fetge es coneix amb el nom de ALDH IV <veure IV.2.4.>. Per altra

banda, 1'ALDH de placenta s'ha mostrat com un isoenzim altament

termolàbil (veure IV.2.5.4.), caracterTsti ca observada també" per Harada i

col. (125) per a 1a banda corresponent a ALDH IV, directament sobre un

gel de midó, despre's de separar els isoenzims per electroforesi .

- Propietats estudiades en l'isoenzim p u r i f i c a t a partir de fetge (109);

A continuació" es comparen les principals propietats de 1'ALDH de
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placenta i de l'isoenzim ALDH IV de -fetge, pun-ficat per For t e-Me Robbie i

Pietruszko <109) en un treball p r e l i m i n a r que ha sigut presentat

recentment al "Second Congress o-f the International Society -for

Biomédical Research on Alcoholism". Encara que les dades aportades per

aquests autors so"n provisionals i necessiten confirmació posterior,

considerem interessant la seva inclusió en la Taula XXXIV per a la

i nterpretaci ó.i discussi o dels nostres resultats.

L'isoenzim p u r i - f i c a t a partir de placenta i ALDH IV de -fetge

posseeixen propietats moleculars molt similars, entre les que destaquen

especialment el pes molecular, inferior a 200.000 i determinat emprant

dues tècniques diferents, i l'estructura dimèrica (Taula XXXIV). Ambdós

isoenzims, ALDH de placenta i ALDH IV, presenten dues bandes de punts

isoelèctrics molt propers quan son analitzats per electrofocal itzaci 5 en

gels de pol tacr 1 1 amida. Les propietats cinètiques so"h pràcticament

idèntiques, compartint ambdós isoenzims un mateix pH òptim, l'elevada Km

per al propanal, l ' a c t i v i t a t amb NAD* i NADP* com a coenzims, l ' a c t i v i t a t

esterasa i una especi f i c i tat de substrat molt restringida comparada amb

els isoenzims ALDH I i ALDH II (veure V.2.3.), amb una elevada e f i c i è n c i a

enfront del semialdehid succfnic (Taula XXXIV).

De tot l'exposat, podem concloure que 1'ALDH de placenta i l'isoenzim

ALDH IV de fetge son isoenzims estretament relacionats, sinó idèntics. La

i d e n t i f i c a c i ó d e f i n i t i v a d'ambdues formes requerirà, però, la

caracterització me's exhaustiva de l'isoenzim hep~àtic i la confrontació"

posterior amb les propietats observades en la forma de placenta.

2.5. La placenta humana posseeix majoritàriament un sol isoenzim de

TALDH

La v i s u a l i t z a c i ó directa dels isoenzims de 1'ALDH de placenta per

electroforesi en gel de midó no ha estat possible a partir d'homogenat,

segurament degut a l'escassa ac t i v i t a t present en comparació amb el fetge
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(veure IV.2.1.1 i a l'elevat contingut en LDH (veure IV.2.4.). Teng

(294;, al analitzar homogenats de placenta amb la mateixa tècnica, tampoc

havia pogut detectar cap banda d'activitat ALDH. Tanmateix, la

pun-f tcac ió" de l'ALDH de placenta, separant-la de la p r i n c i p a l proteïna

contaminant, la LDH (veure IV.2.2.), ha permès la v i sua! i tzac i ó" de

l'enzim en els gels d 'el ectro-foresi i d'electro-focal i tzac i o, a i x f c o m

la comparació" de les propietats de l'enzim pur amb les observades en

1'homogenat.

Malgrat que l'ALDH de placenta puri-ficada apareix homogènia segons

l'el ectro-foresi en gel de pol i acr 1 1 amida amb SDS (veure IV.2.5.2.) i en

la cromatogra-f i a de gel -filtració" (veure IV.2.5.1.), altres tipus

d'anal i s t han revelat una certa heterogeneïtat en la preparació d'enzim.

AixT, l'el ectro-foresi en gel de midó (veure IV.2.4.) i

Telectro-focal i tzac i 6 en gel de pol i acr 1 1 amida (veure IV. 2.5.3.) mostren

mes d'una banda amb a c t i v i t a t ALDH. L'isoenzim ALDH IV, puri-ficat a

partir de -fetge i s i m i l a r en propietats a l'ALDH de placenta (veure

V.2.3. ), presenta també' com aquest ú l t i m dues bandes mitjançant

el ectro-f ocal i tzac i 6 (109). ALDH IV, juntament amb altres isoenzims de

l'ALDH humana, tais com ALDH II i ALDH I I I , mostren també vanes bandes

quan homogenats de -fetge i d'estómac só'n analitzats mitjançant

electro-foresi de gel de midó" (veure IV.2.4.) (91, 221, 302). Així" com

l 'heterogene! tat d'ALDH III es deu a l'existència de pol imor-f i sme en la

població" (91, 221), la -família de bandes conegudes com ALDH IV

s'atribueix a modi-f i cac ions posttraducc i onal s a partir d'una única

cadena pol ipept Tdica, o be' a la manipulació' de la mostra (91).

L'heterogene'i tat de l'ALDH de placenta podria tenir el mateix origen.

L'estabilitat tèrmica i les propietats cinètiques, tais com el pH

òptim d'oxidació" del propanal, la Km per al propanal, i la inh i b i c i ó * per

substrat a elevades concentracions de propanal, són molt similars en

l'homogenat i en l'enzim purificat. Aixf mateix, la major part de

l ' a c t i v i t a t de l'homogenat e l u e i x en un ifnic p i c en la cromatogra-f i a de

DEAE-cel.lulosa.
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Tot plegat i n d i c a que la placenta humana presenta un sol isoenzim

majoritari, que hem anomenat ALDH de placenta, i que és el p r i n c i p a l

responsable de l ' a c t i v i t a t ALDH en els homogenats. Si es confirme's la

i d e n t i t a t enti é aquest isoenzim i ALDH IV de -fetge, ALDH IV seria r'úYiic

isoenzim de la placenta humana.

En home, 1' isoenzim ALDH IV ha sigut observat en -fetge, ronyó, cor,

pulmó, intestí", p e l l , arrel de cabell i -fibroblasts (113). Isoenzims

anàlegs a ALDH IV en altres espècies, com AHD-1 de ratol\ (veure V.2.7.1,

es troben també' Imp 1 i amè n t distribuïts en tots els t e i x i t s de l'organisme

i presenten també varies bandes quan són analitzats electroforèticament

(2óó). L'aparent u b i q ü i t a t d'ALDH IV i els seus anàlegs en altres

espècies podria justi-ficar la seva més que probable presència en

placenta. ALDH I i ALDH II també han sigut detectats en molts dels òrgans

estudiats (veure I.4.4.). La seva presència en el t e i x i t p l a c e n t a r i ,

però, es altament improbable, degut a l'escassa ac t i v i t a t ALDH de baixa

Km, encara que ALDH II podria aparèixer eventualment en els homogenats

com a p e t i t a contaminació provient de la sang (veure IV.2.1..). ALDH I I I ,

encara que isoenzim d'alta Km com 1'ALDH de placenta, es localitza

solament en alguns t e i x i t s molt determinats, tais com estómac, pulmó i

testicles (91, 113). Altres autors tampoc no l'han detectat en el t e i x i t

placentari (221). Es diferencia clarament d'ALDH IV per la seva major

m o b i l i t a t electro-forèt ¡ca (veure I V.2.4.) i per una gran a c t i v i t a t

enfront del benzaldehid, caracterTsti ca que no presenta l'ALDH de

piacenta.

2.6. L'ALDH de placenta és un isoenzim majoritàriament mitocondrial

Una de les caràcterfstiques més notables observades en 1'ALDH de

placenta humana é's la seva 1 ocal i tzac ió en la f race ió mi tocondr i al de la

cèl·lula, al igual que l'isoenzim de fetge humà de baixa Km, ALDH I

(veure I.4.4.1.3.). No es pot descartar, però, que l'isoenzim de placenta

es trobi també normalment en el citoplasma, encara que en menor

proporció, ja que l ' a c t i v i t a t ALDH d'alta Km detectada en la fracció
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citosòlica no sembla deguda a l ' a l l i b e r a c i ó d'ALDH per part dels

mitocondris durant el -fraccionament subcel.lular (veure IU.2.7.).

Els nostres resultats recolzen en part els obtinguts, tant en

placenta humana com de rata, per Kouri i col. (131), que, realitzant un

•fraccionament molt mé*s simple i sense controlar la puresa de les

•fraccions, mesuraren l ' a c t i v i t a t ALDH u t i l i t z a n t acetaldehid com a

substrat. Aquests autors observaren l'activitat ALDH total repartida

equitativament entre les -fraccions mitocondrial i citosolica. L'activitat

mesurada a baixa concentrac i 6 de substrat -fou, com en el nostre cas, unes

10 vegades menor que la mesurada a concentració elevada, indicant el

predomini en placenta de -formes d'alta Km.

Koivula (179), al investigar la localització subcel.lular de 1'ALDH

en biòpsies de -fetge humà, assignà tambe a la -fracció mitocondrial el 50

'A de l ' a c t i v i t a t ALDH tota!, mesurada amb propanal 9 mM. Ademús , la

suspensió mitocondrial posseïa un 20-30 '/, me's d'activitat quan era

mesurada amb propanal 9 mM que quan s'utilitzava propanal ¿O juM, el que

suggeria l'existència d'un isoenzim d'alta Km. Tanmateix, quan una mostra

de l'extracte mitocondrial s'aplicà a una columna de DEAE-cel.lulosa,

equi l i b r a d a amb Tris-HCl 10 mM, pH 7,6, no es detecta cap pic amb

a c t i v i t a t ALDH d'alta Km. L'autor, però, va observar l'elució , durant el

rentat de la columna amb tampó de pH 7,6, d'una ALDH activa amb NADP* ,

proposant l'existència d'una ALDH mitocondrial d'alta Km activa amb NADP1"

que seria anàloga a la descrita en altres espècies de mamrfer (veure

V.2.7.). És molt probable que l'isoenzim esmentat -fos ALDH IV que, amb un

punt isoelèctric proper a la neutralitat, no restaria u n i t a la resina a

pH 7,6.

En un treball que acaba de ser publicat (juny 1985), Duley i col.

(91) e-fectuen un -fraccionament subcel.lular en biòpsies de -fetge humà,

visualitzant mitjançant el ectro-focal i tzac ió els isoenzims presents en

cada una de les -fraccions. Les bandes corresponents a ALDH IV apareixen

tant en la -fracció mitocondrial com en la citosòlica, encara que no

s'espec i-f i ca la contribució respectiva a l'activitat total en l'homogenat
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de -fetge. La presència de l'isoenzim ALDH IV en el citosol s'atribueix,

contràriament a T'observat per nosaltres per a l'ALDH de placenta, a un

trencament dels mitocondris durant el procés d'homogenitzacio (91).

En el cas del -fraccionament realitzat en placenta no ens ha estat

possible la i d e n t i f i c a c i ó directa per electro-foresi de l'isoenzim o

isoenzims presents en les -fracc i ons mi tocondr i al i citosolica. Malgrat

que els extractes cel·lulars es concentraren exhaustivament per

centri-fugac i ó i ui tra-f i 1 trac ió, no es detectaren bandes d'activitat ALDH

quan s'intentaren visualitzar en el ectro-foresi de gel de midó (veure

V.2.5.). Per tal d'assignar inequívocament l'ALDH de placenta a una o

ambdues fraccions seria necessari realitzar la purificació" a partir dels

respectius extractes subcel.luiars. Disposem, però, d'altres evidències

més indirectes, basades en estudis realitzats en altres espècies, que

apunten que 1'ALDH de placenta i ALDH IV es localitzarien molt

probablement en els mitocondris (veure V.2.7.).

2.7. Un isoenzim mitocondrial anàleg a 1''ALDH de placenta e"s comú a

vàries espècies de mamTfer

Encara que e's arriscat fer extrapolacions entre les diferents

espècies animals, e's important assenyalar que les propietats

ffsico-qufmiques i cinètiques de 1'ALDH de placenta i d'ALDH IV són molt

similars a les descrites per a un isoenzim mitocondrial d'alta Km que des

de fa temps es coneix en altres espècies de mamffer (Taula XXXV). Aquest

isoenzim ha sigut p u r i f i c a t i caracteritzat només parcialment en rata

(275) i ratol f (11). Comparat sovint amb un isoenzim mitocondrial de

baixa Km, anàleg a l'isoenzim ALDH I d'home, no es considera

imprescindible en la regulació dels n i v e l l s d'acetaldehid dins de la

cel.lula.

En fetge de rata, alguns autors havien demostrat que una part de

l ' a c t i v i t a t ALDH mitocondrial estava localitzada fora de la membrana

interna, doncs observaven que es produïa oxidació" d'aldehids NAD+-
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-depenent, no acoblada a la cadena respiratòria (118, 280, 293).

Posteriorment, es detectà un isoenzim d'alta Km, a c t i u amb NADP'V , u n i t a

la membrana mitocondrial externa i que requeria de l'addició de

detergents per a la seva solubi1 i t z a c i ó <145, 178, 304). Siew i col.

<275) puri-ficaren parcialment aquest isoenzim (Enzim II), observant les

propietats que apareixen en la Taula XXXV i demostrant la seva

1 ocal itzacid* en l'espai ¡ntermembranal dels mitocondri s.

A part dels treballs realitzats en rata, Algar i Holmes (11) han

puri-ficat i caracteritzat recentment un isoenzim mitocondrial d'alta Km a

partir de -fetge de ratol f (AHD-1), amb les propietats que es resumeixen

en la Taula XXXV.

Com podem observar en la Taula XXXV, les propietats -f fsi co-qu ími ques

de l'ALDH de placenta són anàlogues a les dels ¡soenzims de rata i

ratal T: un pes molecular de les subunitats proper a ¿0.000, punt

isoelèctric proper a la n e u t r a l i t a t , termolabi1 i tat i s e n s i b i l i t a t íl

d i su H i ram. El mateix succeeix amb les propietats c i n è t i q u e s , > 1

presentar els tres ¡soenzims la mateixa espec i-f ic i tat de coenz*~,

a c t i v i t a t amb NADP* , una elevada Km per als aldehids de cadena curta

poca o nul.la a c t i v i t a t en-front del -formaldeh i d.

La s i m i l i t u d de les propietats generals i l o c a l i t z a c i ó subcel.lular

de l'ALDH de placenta i ALDH IV de -fetge humà amb les de T isoenzim

mitocondrial d'alta Km de rata ens podria suggerir la localització dels

primers en la membrana mitocondrial externa o espai intermembranal. En

can v i , ALDH I podria localitzar-se en l' i n t e r i o r de la matriu

mitocondrial, anàlogament als isoenzims mitocondri al s de baixa Km

observats en rata (145, 178, 275, 304).

Durant molts anys, el coneixement parcial i -fragmentari que es

posse'ia sobre els isoenzims de l'ALDH de diverses espècies de mamí-fer no

ha permès la racionalització de les m ú l t i p l e s dades experimentals de que

es disposava. Aixf, s'ha a-firmat que hi hauria importants di-ferències

entre les espècies quant a nombre, tipus, propietats i l o c a l i t z a c i ó
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subcel.lular deis ¡soenzims (249). En aquesta perspectiva, el nostre

treball c o n t r i b u e i x a completar l'esquema de l'ALDH humana, aportant la

caracterització* d'un nou isoenzim i descobrint importants analogies

tnterespecTfiques.

2.8. L'ALDH de placenta podria consi derar-se una semialdehid succmic

deshidroQenasa

L'extraordinària especi-f ic i tat manifestada per l'ALDH de placenta

en-front del semialdehid succfnic (veure V.2.3.) suggereix que aquest

podria ser el seu substrat natural. El semialdehid succfnic fs un

metabolit intermediari de la v i a de l'àcid 4-aminobutfric (GABA), que

constitueix una v i a alternativa per al pas d'oxogl utarat a succinat en el

c i c l e de Krebs (Fig. 48). Un dels enzims d'aquesta v i a es la semialdehid

succfnic deshidrogenasa < s e m i a l d e h i d suce mat:NAD* -oxidorreductasa, EC

1.2.1.Ió.), a l d e h i d desh i drcgenasa específica que c a t a l i t z a el pas de

semialdehid suc c Truc a succinat ¡ que es activa a molt ba^es

concentracions de substrat (oO).

La comparació de les propietats de l'ALDH de placenta i de la

semialdehid succfnic deshidrogenasa (SSDhD purificada a partir de cervell

huma i de rata per Cash i col. <58, 591, revela importants semblnces mes

enllà de la coincidència en l'oxidació del semtaldehid succfntc a molt

baixes concentracions (Taula XXXVI). Així, la SSDH es locali t z a , com

l'ALDH de placenta, en la -fracc \6 mi tocondr i al de la c è l . l u l a , encara que

tambe es troba en els smaptosomes en les cèl·lules neuronals (276).

L'estructura de la SSDH de cervell es també" s i m i l a r a la de l'ALDH de

placenta, amb un pes molecular de 145.000 dalton, determinat en una

columna de Sephadex G-200, i dues subunitats de 09.500 (27, 59).

Corn es pot veure en la Taula XXXVI, la resta de propietats

i fsi co-qu fmi ques son molt s i m i l a r s entre ambdós enzims. Així', el punt

isoelëctnc proper a la n e u t r a l i t a t , la termol abi l i tat, la i n e s t a b i l i t a t

en absència d'agents reductors i la s u s c e p t i b i l i t a t a là i n h i b i c i ó * per
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transaminasa; SSDH, semialdehid succínic deshidrogenasa; SSR, se -

mialdehid succínic reductasa.
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reactius especf-fics per a cistemes fQ, 59, 173).

Quant a les propietats c i n è t i q u e s , el pH òptim proper a 3,5,

l ' a c t i v i t a t amb NADP * , la baixa Km per al semialdehid succfnic i la

i n h i b i c i ó competitiva del 4-h i drox i benzal den id, són comuns a l 'ALDH de

placenta i a la SSDH de cervell (Taul a XXXVI ) . En aquest sentit, cal

a-fegir que el 4-h i drox i benzaldeh i d, com en el cas de l 'ALDH de placenta,

no e's substrat de la SSDH, a di-ferencia de les ALDH d'àmplia

espec i -f i c i tat de substrat, que sf l'oxiden (262).

Tal com succeeix amb l 'ALDH de placenta humana, que e"*s una ALDH

d'alta Km, la SSDH de cervell de rata presenta també a c t i v i t a t a elevades

concentracions d'aldehids al i -f àtics i aromàtics, encara que la v e l o c i t a t

d'oxidació es molt menor comparada amb la del s e m i a l d e h i d succfnic. Aixf,

amb acetaldehid 0,1 mM, la SSDH presenta el 0,5 '/, de l ' a c t i v i t a t mesurada

amb semialdehid succfnic (58), mentre que 1 'ALDH de placenta en mostra un

10 y, <Tau1a XXXIII).

Ademe"s, com en el cas de 1 'ALDH de pla c e n t a , alguns autors han

observat que la LDH contamina sovint les preparacions de SSDH (262),

inter-fennt també" en la tmcío per a c t i v i t a t dels gels d'el ectro-foresi

Malgrat les estretes semblances que acabem d'assenyalar entre les

propietats d'ambdós enzims, e x i s t e i x e n també" al gunes divergències, entre

les que destaquen una major a c t i v i t a t especf-fica de la SSDH en-front del

semialdehid succfnic, i la i n h i b i c i ó per substrat de la SSDH en-front del

semialdehid succfnic a concentracions superiors a 0,1 mM (262), en

contraposició a l'aparent activació' que mostra 1 'ALDH de placenta amb

aquest substrat (veure IV. 2.6.3.2.). De moment, la i d e n t i t a t entre

l'ALDH de placenta i la SSDH de cervell no passa de ser una especulació

teòrica. Per tal de provar exper imentalment aquesta hipòtesi, caldria

pun-ficar la SSDH a partir de cervell i apro-fundir en l'estudi

estructural i c i n è t i c d'ambdós enzims. L'ALDH d'alta Km pun-ficada per

nosaltres podria , sense ser i d è n t i c a a la SSDH de c e r v e l l , estar

relacionada estructuralment i e v o l u t i v a m e n t amb e l l a o amb algun dels
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seus isoenzims (59). En cas de ser certa aquesta hipòtesi i con-f i rmar-=e

per altra banda la i d e n t i t a t de l'ALDH de placenta amb l'isoenzim ALDH IV

de -fetge (veure V.2.4.}, estaríem en disposició d'assignar una -funció

especf-fica a un dels isoenzims de 1'ALDH humana.
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3. CAPACITAT GLOBAL DE METABQLITZACIO DE L'ALCOHOL DE LA PLACENTA HUMANA

La placenta humana no posseeix pràcticament a c t i v i t a t ADH ni ALDH

a les concentracions d'etanol i acetaldehid que poden aparèixer en la

sang materna desprès de la ingest ió" d'alcohol . Això e's degut a que la

placenta a terme presenta un sol tipus d'isoenzim, tant per a 1'ADH com

per a l'ALDH, amb molt baixa afinitat per a ambdós substrats.

3.1. L'ADH de placenta no pot protegir al -fetus en-front de l'etanol que

es troba en la sano materna

Suposem el cas d'una dona amb alcoholisme crònic, que presenta

n i v e l l s d'etanol i d'acetaldehid en sang permanentment elevats (207, 217,

234). Amb etanol 33 mM, concentració atesa en cas d'intoxicació' severa,

l'activitat de l'ADH de placenta humana en condicions -fisiològiques é's de

0,02 mU/g de t e i x i t (veure IV.1.1.). Si la placenta humana pesa

aproximadament uns 500 g, l'òrgan sencer oxidarà només 10 nmol

d'etanol/min. Per altra banda, si el -flux sanguini a traves de la

placenta e"s de 500-600 ml/min (181) i, donat que Tetanol di-fon

lliurement, travessaran la barrera materno-fetal uns 16 mmols

d'etanol/min, el que excedeix en un milió' de vegades la capacitat de la

placenta.

AixT doncs, la totalitat de l'etanol present en la sang materna

passarà a la circulació' i t e i x i t s fetals. Donat que el fetus no tí

desenvolupada la seva dotació' isoenz¡matica i posseeix majoritàriament

l'isoenzim ^-ADH (veure V.1.8.), tampoc podrà e l i m i n a r l'etanol, si no es

per nova difussió" a trave"s de la placenta i d i l u c i ó ' en la circulació'

materna. Els n i v e l l s idèntics d'etanol en sang materna i fetal, mesurats

per diferents autors, recolzen els resultats obtinguts (255, 320, 322).
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De -fet, inclu's s'ha detectat acumulació' d'etanol per sobre de la

concentració materna en el ifquid amniòtic de rates intoxicades amb

alcohol (46).

3.2. L'ALDH de placenta no pot protegir al -fetus en-front de

1'aceta!dehid que es troba en la sang materna

L'acetaldehid pot atènyer concentracions de 20 /jM en la sang

perifèrica d'una mare alcohòlica (314). Si ademe's existeix una disminució

crònica o temporal de la -funcionalitat hepàtica, o una d e f i c i e n c i a en els

isoenzims de 1'ALDH de baixa Km, la capacitat d'eliminació dels n i v e l l s

d'acetaldehid es pot veure alterada seriosament, podent-se arribar a

concentracions de mes de 100 jjM (314, 233) (veure I.4.4.I.5.). Cal dir

que existeix una correlació" directa entre n i v e l l s d'acetaldehid

anormalment elevats en mares alcohòliques i incidència de la sfndrome

d'alcoholisme -fetal en la seva descendència (314). Ademe"s, en estudis

realitzats amb animals model, 1'acetaldehid s'ha mostrat citotòxic,

mutagènic i teratogènic a concentracions per damunt de 40 uM (314).

En presencia d'acetaldeh i d 0,18 mM, concentració' superior a la que es

pot donar "in vivo", l ' a c t i v i t a t de 1'ALDH de placenta humana es de 0,49

mU/g de t e i x i t (veure IU.2.1.). Efectuant càlculs similars als presentats

en la secció' V. 3.1., el flux d'acetaldeh id a travers de la placenta (10

^imol/min) superaria en 40 vegades la capacitat d'oxidació de l'enzim

placentari (0,25 jumol/min). Aquests resultats indiquen que la placenta

humana "per se" no posseeix suficient a c t i v i t a t ALDH per tal d'impedir el

pas de l'acetaldehi d cap a la c i r c u l a c i ó fetal, tal com ja havien

suggerit Kouri i col. (131).

Per altra banda, donada l'existència d'activitat ALDH en els

eritròcits (veure 1.4.4.1.2.), es podria pensar en la contribució de la

sang que irriga la placenta al metabolisme de 1'acetaldeh¡d en el sistema

feto placentari. Cal tenir en compte, però, que la major part de la sang

present en la placenta es d'origen fetal (44), desconeixent-se si
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posseeix, com la sang d'adult, l'isoenzim ALDH II. La d i s p o n i b i l i t a t de

sang placentària permeteria realitzar aquest estudi en home. En cas de

que la capacitat d'oxidació d'acetaldeh id de la sang -feta) -fos s i m i l a r a

la de l'adult, estimem que podria arribar a o/1 dar com a màxim un 5 '/. de

1'acetaldehid que travessa la placenta.

Al metabolisme oxidatiu de l'acetal deh id, hem d'a-fegir la seva

e l i m i n a c i ó per unió covalent a l'hemoglobina, que a concentracions

d'acetaldehid de 200 jjM es de 0,55 nmol/mg d'hemogl obina/h (153), o 0,1

umol/min per a tota la sang continguda en les proximitats de la placenta.

Tambe cal esperar la unió covalent de 1'acetal dehid a les protéines de

les membranes -feto-pl acentlr íes i microvel1ositats de la placenta,

abundantment regades per la sang.

De tôt l'exposât, no es pot descartar que l'acetaldeh i d pogués ser

eliminat en una petita part per l'ALDH d'entröc11 present en el sistema

•feto-pl acentar i , mes que pel t e i x i t placentari o el -fetge del -fetus, i

tambe per unió a proteïnes pl acentar i es. D'aquesta -forma, els n i v e l l s

d'acetaldehid podrien ser lleugerament me's baixos en la sang -fetal que en

1 a sang materna.

En home, no es coneix si la barrera -feto-pl acentar i a restringeix el pas

d'acetaldehid. En p r i n c i p i , la naturalesa liposoluble de 1'acetaldehid

(176) -fa pensar en la seva l l i u r e d i-f us ió" a traves de la placenta. Pel

contrari, experiments realitzats amb rates sotmeses a i n t o x i c a c i ó aguda i

crònica, assenyalen que en placenta i -fetus els n i v e l l s d'acetaldehid són

in-feriors als de la sang materna (120, 17ó). Això s'atribueix a

l'existència en rata d'una ALDH placentana que oxidaria l'acetal deh i d

durant el seu pas cap al -fetus (277). Diversos estudis recolzen aquesta

idea demostrant que la rata posseeix una ALDH de placenta d'origen

mitocondnal -força activa a baixes concentracions d'acetaldehid (181,

278). Aquest no sembla, però, el cas de la placenta humana, en la que

predomina una ALDH activa només a elevada concentració de substrat (veure

IV.2.1.).

Per altra banda, Guerri i col. (120) han observat di-ferències en la
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concentració relativa d'acetal deh i d en el -fetus i en la placenta respecte

a la sang materna, depenent del dia de gestació. Així, la concentració

d'acetal deh i d en placenta és el 30 7. i 50 '/., respecte de la materna, els

dies 15 i i? de gestació, respectivament. Aquesta variació podria ser

deguda a una disminució" del metabolisme de 1'aceta!dehid en la placenta a

mesura que avança la gestació. Sjoblorn i col. (278) havien trobat que

l'activitat ALDH en placenta de rata el dia 20 de gestació era una

tercera part de l'observada el dia 14, mentre que l'activitat ALDH en

•fetge de -fetus s'incrementava quatre vegades en el mateix période. Aquest

•fet estaria d'acord amb el postulat segons el qual la placenta

•funcionaria com un -fetge a u x i l i a r del -fetus en les primeres etapes de la

vida -fetal, deixant d'assumir alguns papers metabòlics a mesura que el

•fetge ane"s adquirint noves capacitats <317). Per tal de comprovar aquest

punt, caldrà aprofundir en un -futur en l'estudi de l ' a c t i v i t a t ALDH en

placentes humanes obtingudes en diferents périodes gestacionals.

En resum, dels estudis realitzats en homogenats de t e i x i t placentari

i de les propietats cinètiques de 1'ADH i de 1'ALDH de placenta, es pot

afirmar que la placenta humana a terme no posseeix cap sistema enzimàtic

de metabolització' de l'alcohol capaç de protegir al fetus de manera

eficient enfront de les concentracions d'etanol i acetaldehid que es

troben en la sang materna despre's de la ingestió" de begudes alcohòliques.

El fetus apareixeria desprotegit, especialment en les primeres etapes del

desenvolupament al no disposar tampoc de cap isoenzim hepàtic de 1'ADH

suficientment actiu amb etanol (veure V.1.3.) i, probablement, al no

posseir completa la dotació isoenzimatica de 1'ALDH (veure I.5.2.). Tot

plegat e x p l i c a r i a la l l i u r e difusió de l'etanol i d'una part important de

1'aceta!dehi d cap al fetus i podria contribuir a l'elevada inci d è n c i a de

1a sfndrome d'alcoholisme fetal en f i l l s de mares alcohòliques.
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4. POSSIBLE PAPER FISIQLQGIC DE L'ADH I DE L'ALDH EN EL METABOLISME DE

LA PLACENTA

Etanol i acetaldehid apareixen entre els substrats me's pòbrament

oxidats per part de 1[-ADH i de l'ALDH de placenta, respectivament, pel

que es evident que la -funció d'aquests enzims en la placenta no es

l'eliminació d'aquests tòxics <veure U.3.).

En general, donada l'àmplia espec i-f i c i tat de substrat de l'ADH i

l'ALDH de -fetge de mamífer, son moltes les -funcions que els han estat

assignades, des de la mateixa el iminac ió" de l'etanol i l'acetal dehid -fins

a la metabolitzaci 6 dels alcohols i aldehids presents en els aliments

d'origen vegetal, passant per la interconversid" d'alguns metabolits com

retinol i r e t i n a l , i altres alcohols i aldehids isoprenoides <245),

L'única certesa e's que no es coneix encara la -f une i ó" espec f-f i ca d'aquests

enzims, si 1a tenen, ni molt menys la de cada una de les seves -formes

isoenz¡mat iques. Per altra banda, el nombre de possibles substrats es

pràcticament inabastable, doncs la majoria dels compostos intermedis de

les vies metabòliques tenen grups h i d r o x i l s o carbonils susceptibles de

participar en reaccions d'oxidacio-reducció. Per això s'ha treballat amb

substrats-model amb di-ferents estructures moleculars representatives dels

compostos -f i si oi ògi camen t actius, ja s i g i endògens o exògens, me's comuns

en l'òrgan i sme.

En general, hem constatat que productes resultants de l'oxidació"

dels millors substrats de T[-ADH, com octanal i a l d e h i d cinnàmic, no són

bons substrats de 1'ALDH de placenta. Es mes, els requeriments

estructurals dels substrats per a ambdós enzims semblen -força di-ferents.

Mentre "Ï-ADH e's més actiu en-front de substrats hidrofòbics de cadena

llarga, com octanol i u»-h i drox i àc ids, ALDH de placenta é's més e f i c i e n t

amb substrats de cadena curta corn propanâl o semialdehid succínic.

Malgrat que no s'han assajat tots els m ú l t i p l e s possibles substrats, això
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podría indicar que ambdós isoenzims no actuen coordinadament en

1 "el iminac ió dels alcohols i , per tant, no -formarien part en p r i n c i p i de

la mateixa v t a metabòli ca. La manca de complementar i état metabòli ça entre

)(_-ADH i 1'ALDH en la placenta contrasta amb la situació observada en els

t e i x i t s rics en activitat ADH, els quals també posseeixen una a c t i v i t a t

ALDH elevada i d'amplia espec i-f ic i tat de substrat, el que permet, al

menys en teoria, una eficaç el iminac i 6 del s aldehids produïts per l'ADH

<25a, 71).

Una altra p o s s i b i l i t a t es que ^-ADH i 1'ALDH de placenta tinguessin

•funcions catabòliques en uies alternatives, actuant com a reductasa i

deshidrogenaba, respectivament, en-Front de di-ferents tipus d'al deh ids.Cal

recordar que, a pH - f i s i o l ò g i c , la kcat de ^-ADH en-front de l'octanal es

unes 5 vegades superior a la mostrada enfront de l'alcohol corresponent,

octanol <veure IV.1.8.2.K Mentre alguns substrats, com l'octanal i el

3-n i trobenzaldeh id, poden ser redu'its per "£-ADH i també oxidats per

l'ALDH de placenta, altres mostren preferència per una de les dues vies

esmentades. A i x T , el semialdehid succfnic és oxidat per 1'ALDH de

placenta, pero no és reduït per í[-ADH <76>, mentre que el citral e's

r e du'i t pel primer enzim i no e's oxidat pel segon. En aquesta

espec i-f i c i tat podrien in-fluir decisivament la longitud de la cadena

hidrocarbonada, la presència de dobles enllaços i la posició" de grups

polars respecte del grup carboni 1.

En aquest sentit, hem observat que petites modificacions en

l'estructura de la molècula de substrat comporten sovint canvis notables

en les constants cinètiques i , per tant, en l'espec i-f i c i tat. A i x T , en el

cas de la 3f-ADH, variacions com la posició' del grup h i d r o x i l al -final o

enmig de la cadena carbonada, 1'apar ic i o d'un grup hidrofílic proper o

allunyat del grup alcohol, la presencia d'un doble enllaç en posició" 2 o

els substituents de l'anell aromàtic, poden fer variar considerablement

les constants cinètiques. En el cas de 1'ALDH de placenta , un important

exemple del que acabem de dir e"s l'efecte sobre les constants cinètiques

de la presencia del grup carboxil en el semialdehid succfnic respecte del

butanal. Es desconeix, però, el s i g n i f i c a t real d'aqestes observacions
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per a la determinació del veri t a b l e substrat o substrats d'aquests

isoenzims " i n v i vo". En general, e's remarcable l'elevada espec i-f i c i tat de

substrat de 1'ADH i 1'ALDH de placenta comparades amb les respectives

•íamflies d'i soenz irns, el que recolzaria la h i p ò t e s i d'una -funció

•fisiològica ben de-finida.

4.1. Possible -funció" de 1 ' isoenz im X-ADH

En el cas concret de l'isoenz¡m \-ADH, es tracta d'un isoenzim

singular quant a que es troba en tots els t e i x i t s de l'organisme, pel que

sembla d i f í c i l assignar-li una -f une i o" espec ff i ca en el t e i x i t placentari.

La presència d'aquest enzim en la placenta podia -fer pensar "a p r i o r i " en

un possible paper en el metabolisme hormonal, extraordinàriament actiu en

aquest òrgan. Tanmateix, la manca d'activitat enfront dels esteroides mes

comuns ha demostrat que no e"s així*.

L'oxidació"' del ret i n o l per part de "\-ADH podria suggerir la seva

p a r t i c i p a c i ó en el metabolisme d'aquesta important v i t a m i n a ,

imprescindible per al correcte desenvolupament i creixement del fetus.

Amb tot, la baixa a c t i v i t a t enfront d'aquest substrat i la manca

d'activitat amb retina! posen en dubte la s i g n i f i c a c i 6 real d'aquesta

h ipòtesi .

La poca o nul.la a c t i v i t a t amb derivats del metabolisme de les

catecolamines, com el 2-<4-hidroxi-3-metoxifen 1 1 > e t a n o l , el

2-<4-h idrox i -3-metox i f en i Uetanodi oí i la v a i n i l l i n a , o de la serotonma,

com el 2-<5-hidroxiindol-3-i1)etanol, exclou una possible p a r t i c i pac i o en

el metabolisme d'aquests neurotransmissors.

La presencia ubfcua de 1(-ADH mes aviat podria relacionar-se amb

funcions generals del metabolisme o de defensa cel·lular, en processos

tais com el recanvi dels constituents de les membranes, com alcohols de

cadena llarga o derivats d'àcids grassos, o en l'el iminac i ó dels

productes de la peroxidació dels 1fpids (veure també V.4.2.). En aquest
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sentit, e's molt reveladora l'especi f ici tat mostrada enfront d'alcohols i

aldehids de cadena llarga, com l'octanol i l'octanal i l'elevada a - f i n i t a t

pels u/-n i drox i à c i ds.

4.2. Possible funció* de 1'ALDH de placenta

Donada l'especi f¡c i tat de substrat de l'ALDH de placenta, son dues

les -funcions que podem a t r i b u i r a aquest enzim en e1 metabolisme de la

placenta, i, per extensió, a molts teixits de l'organisme si es confirmes

la i d e n t i t a t amb l'isoenzim ALDH IV.

En primer lloc, l'espec i-f ic i tat de substrat mostrada per l'ALDH de

placenta enfront del semialdehid suecfni c (veure U.2.4.) i la seva

s i m i l i t u d amb la SSDH de cervell (veure V.2.8.) suggereixen un paper de

l'enzim en l'oxidació d'aquest substrat. De moment es desconeix, però, el

s i g n i f i c a t metabòlic que podria tenir la presència d'una SSDH en

placenta, a diferència del cervell, on se li atribueix una funció

def i n i d a dins de la via del GABA (Fig. 48). A i x T , en el cervell dels

mamTfers, el GABA, precursor del semialdehid succfnic, p a r t i c i p a

activament en el subministre d'energia i es creu que actua com a

neurotransmissor inhibidor de la transmissió" sinàptica en el sistema

nerviós central. La concentració de GABA en el cervell e's molt elevada

(2-10 rnM) (215), mentre que la de semialdehid succfnic es de només 0,1

LiM, pel que la SSDH de cervell ha de ser activa a molt baixes

concentracions de substrat (¿0).

No es disposa de dades sobre els n i v e l l s de GABA ni de semialdehid

succinic en altres t e i x i t s diferents del cervell, tais com la placenta,

encara que es creu que serien molt baixos. En el plasma, no s'ha detectat

GABA (215). En canvi, l'activitat SSDH s'ha observat extensament

distribuïda en varis òrgans de rata, entre els que destaquen per ordre

d'importància, cervell i fetge, cor, ronxó i melsa, desconeixent-se,

però, el seu s i g n i f i c a t (173). Mentrestant no s'investigui la presència

en placenta d'altres isoenzims de la via del GABA, com la glutamat
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descarbox11 asa <GAD; o la GABA transaminasa <GABA-T) <Fi g . 48) i no es

coneguin les concentracions de GAEA i del seu derivat en el t e i x i t

p l acentari, no es podrà assignar d e f i n i t i v a m e n t a 1'ALDH de placenta el

paper metabòlic que suggerim.

Un altre paper de 1'ALDH de placenta podria consistir en

l'el i m i nac i ó* del mal ondi al den i d i altres aldehids citotòxics, com els

4-hidroxialkenals, que es produeixen com a conseqüència de la peroxidació

dels l i p i d s . La perox i dac i o del s ifpids e's un proce's complex que i m p l i c a

la -formació i propagació de radicals lipfdics, amb un consum elevat

d'oxigen, i somer ització de dobles enllaços en 1 fpids insaturats i

destrucció dels 1fpids constituents de les membranes cel·lulars,

produint-se una gran varietat de compostos tòxics, com alcohols, cetones,

aldehids i èters. L'especial s u s c e p t i b i l i t a t de les membranes cel·lulars

a la peroxidació" dels 1 fp i ds (48), juntament amb l'existència d'ALDH en

diferents compartiment subcel.1 uiars, ha suggerit a diferents autors la

possible p a r t i c i p a c i ó dels seus isoenzims en l ' e l i m i n a c i ó dels aldehids

tòxics produïts durant aquest proce's. En fetge de rata, s'han observat

diferents isoenzims de l'ALDH, capaços d'oxidar el malondial den id.

L'isoenzim mitocondnal d'alta Km (Enzim in, anàleg a l'ALDH de placenta

(veure V.2.4) presenta una Km de 7,3 mM per al malondial den i d (140), molt

pròxima a l'obtinguda per nosaltres per a l'iscenzim de placenta humana

(8,8 mM).

Quant als 4-hidroxialkenals (19), es coneix molt poc sobre el seu

metabolisme, però s'ha demostrat repetidament que els mitocondris poden

oxidar alguns d'aquests aldehids, amb producció de NADH, a un pH òptim de

8,8, suggerint la participació" d'alguna ALDH (252). L'existència d'un

grup polar en la posició' 4 de la cadena carbonada d'aquests aldehids,

juntament amb els requeriments estereoqufmics dels substrats de l'ALDH de

placenta (veure U.2.3.), suggereixen que els 4-hidroxi alkenals podrien

ser bons substrats de l'enzim. En un pròxim futur, tenim planejat

sintetitzar en el nostre laboratori aquest tipus de compostos i

assajar-els com a substrats, no solament de l'ALDH de placenta sino tambe

de X-ADH. En cas de ser oxidats, podríem contribuir al coneixement d'un
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nou sistema de de-fensa cel·lular en-front la perox idac ió dels l i p i d s .

Finalment, no podem deixar d'esmentar la hipòtesi de que els enzims

ADH i ALDH, amb totes les seves -formes i soenz imat i ques, inclo'int les

detectades en placenta, tenen una •funció' àropl ia de desintox icac i 6 en-íront

d'alcohols i aldehids de molt variades estructures. Podrien constituir

sistemes de protecció' de l'organisme, i es podrien contemplar de manera

conjunta amb els sistemes oxidatius microsomals, els sistemes de control

de l ' e q u i l i b r i red-ox c i topiasmatics, etc.
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Capítol VI : CONCLUSIONS

1. La placenta humana s'ha revelat com un organ de gran v e r s a t i l i t a t per

a l'estudi d'alguns dels isoenzims hepàtics. El t e i x i t placentari es

pot processar poc temps després de deixar d'ésser -funcional, el que

p o s s i b i l i t a l'anàlisi d'un elevat nombre de mostres i - f a c i l i t a els

processos de pur i f icaci ó d'enz¡ms i de -fraccionament subcel . 1 ui ar .

2. Totes les placentes humanes a terme analitzades presenten un únic

isoenzim de l'ADH, de m o b i l i t a t anodica en el ectro-foresi en gel de

mido i molt poc actiu a baixes concentracions d'etanol, no e x i s t i n t

v a r i a b i l i t a t genètica en la poblaci o estudiada.

3. S'ha puri-ficat l'ADH de placenta mitjançant cromatogra-f i a de bescanvi

i ò n i c en DEAE-cel . 1 ui osa i crcmatogra-f i a d'afinitat en

5'AMP-Sepharose, L'enzim ha resultat homogeni en electro-foresi en gel

de pol iacri 1 ami da amb dodecil sulfat sòdic i en cromatografía de gel

f i l t r a c i ó en Sephadex G-200 Superfine.

4. Les propietats ffsico-qufmiques de l'ADH de placenta, tais ccm un pes

molecular aproximat de 80.000, 2 subunitats idèntiques, 2 àtoms de

zinc per subunitat, i algunes de les seves propietats cinètiques,

tais com la capacitat d'oxidar etanol i alcohols al i f à t i c s primaris,

pH òptim d'oxidació dels alcohols entre 10 i 11, especi f i c i tat pel

coenzim NAD<H) i el mecanisme seqü'encial ordenat B i B i , són similars a

les dels isoenzims hepàtics mes coneguts de l'ADH. Podem afirmar,

doncs, que l'ADH de placenta es un isoenzim de l'ADH de fetge.

5. De les propietats electroforetiques i cinètiques, i de la resistència

a 1 ' i nh i bi c ió" amb 4-met i 1 p i razol e , podem concloure que l'ADH de

placenta és idèntica a 1"isoenzim de la classe III, ̂ -ADH, pu r i f i c a t

a p a r t i r de fetge per Fare's i Vallée.
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6. \-ADH presenta una espec i-f i c i tat de substrat mes restringida que els

isoenzims de les classes I i II, transformant nomé's amb certa

e f i c i è n c i a alcohols i aldehids a l i f a t i c s de cadena llarga i

u>-h i drox i àc i ds. A pH -fisiològic l'enzim e's mes e f i c i e n t en la reducció

d'aldehids, encara que les seves'constantsd'espec i-f i c i tat són molt

baixes comparades amb les dels altres isoenzims.

7. S'ha detectat per primera vegada a c t i v i t a t ADH en placenta de rata,

associant-se com en placenta humana a un ú'n i c isoenzim, ADH-2, que

posseeix ademé"s propietats anàlogues a \-ADH i a altres isoenzims de

varies espècies de mamffer.

3. Dels estudis realitzats en placenta i -fetge de -fetus humans;i en els

mateixos t e i x i t s de rata, podem concloure que 1"isoenz¡m ̂ -ADH, en

home, i ADH-2, en rata, son els primers isoenzims de 1'ADH que

s'expressen durant el desenvolupament -fetal.

9. S'ha determinat per primera vegada la 1 ocal itzaci o subcel.luiar de

1 ' i soenz im ̂ [-ADH de l'ADH humana. La "^-ADH de placenta, com

probablement tots els altres isoenzims de l'ADH humana, es localitza

en la -fracció c i topi asmàt ica soluble.

10. La placenta humana a terme presenta una ALDH d'alta Km en-front dels

aldehids ali-fàtics de cadena curta com acetaldehid i propanal . La

major part d'aquesta a c t i v i t a t s'ha localitzat en la -fracció

mitocondrial de la cèl·lula placentària.

11. S'ha desenvolupat un mètode de p u r i f i c a c i ó per a 1'ALDH de placenta

humana, que comporta tres cromatogra-f i es successives: de bescanvi

i ò n i c en DEAE-cel . lui osa, d'a-fin i tât en 5'AMP-Sepharose i de gel

•filtració en Sephacryl S-300. L'enzim obtingut apareix homogeni

segons el c r i t e r i de puresa d'el ectro-foresi en gel de pol i acr i 1 ami da

amb dodecil sul-fat sòdic.
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12. L'ALDH de placenta humana s'ha mostrat altament inestable en el si

d'una atmosfera oxidant, i susceptible a la i n h i b i c i ó per disuHiram.

La introducció de condicions anaeròbies i la u t i l i t z a c i ó d'agents

reductors durant l'a'M lament i emmagatzement de l'enzim han comportat

un notable augment en l ' e s t a b i l i t a t de l'enzim.

13. L'ALDH de placenta presenta algunes propietats similars a les

d'altres isoenzims de 1'ALDH humana, tais com la s e n s i b i l i t a t al medi

oxidant i al disul-firam, la capacitat d'oxidar acetaldehid i

propanal, el pH òptim proper a 9 i l ' a c t i v i t a t esterasa. Per altra

banda, la major part de les propietats moleculars de 1'ALDH de

placenta, tais com un pes molecular de 114.000, estructura dimèrica,

punt isoelèctric prop de la n e u t r a l i t a t i l'extraordinària

i n e s t a b i l i t a t tèrmica, no havien sigut descrites anteriorment en una

ALDH humana, d i - f e r i n t notablement de les dels isoenzims hepàtics mes

estudiats, ALDH I i ALDH II.

14. Les propietats -f fsi co-qu ¡"mi ques i cinètiques de l'ALDH humana son

similars a les observades recentment per For te-MeRobb i e i Fietruszko

per a l'isoenzim ALDH IV de -fetge humà, suggerint una i d e n t i t a t entre

ambdós -formes que, ademé's, serien probablement anàlogues a un

isoenzim mitocondrial d'alta Km present en el -fetge d'altres espècies

de marof-fer .

15. L'ALDH de placenta humana presenta una elevada espec i-f ic i tat per als

aldehids de cadena curta, especialment per al semialdehid succfnic.

La s i m i l i t u d de les propietats moleculars i cinètiques de l'ALDH de

placenta amb les de la semialdehid succfnic deshidrogenasa de cervell

podria suggerir que l'enzim de placenta es un isoenzim de la

semialdehid suec ui i c deshidrogenasa.
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lé. La veritable funció i isiològica de ̂ -ADH i de 1'ALDH de placenta ens

e"s desconeguda. Malgrat tot podem a-f i rmar que:

a) La ubiqüitat de ^-ADH, la seva presència exclusiva en placenta i la

seva primerenca apar ic ió durant el desenvolupament -fetal, juntament

arnb l'especi f i c i tat de substrat, suggereixen un important paper

metabòlic d'aquest isoenzim, que podria consistir en l'eliminació

d'alcohols o aldehids al i-f àtics de cadena llarga.

b) L'especi í i c i tat de substrat de l'ALDH de placenta suggereix que

aquest enzim podria participar en l'oxidació del semialdehid succmic

o d'altres aldehids amb un grup polar en posició 4 respecte del grup

carbonil, com els 4-hidroxialkenals.

c) L'estudi de l'especi f i c i tat de substrat i n d i c a que els requeriments

estereoqu fmi es dels dos enzims estudiats son di-ferents, el que -fa

improbable la seva part i c i pac i ó en una mateixa v i a metabòli ca.

17. Dels estudis realitzats en homogenat de placenta i de les propietats

cinètiques dels enzims puri-ficats, es pot afirmar que la placenta

humana a terme no posseeix cap sistema enzimatic de metabòlització de

l'alcohol capaç de protegir al fetus enfront de l'etanol i de

1'aceta!dehi d que es poden trobar en la sang materna. El fetus

sofriria directament els efectes tòxics d'aquestes substàncies, en la

mateixa concentració aproximadament en que es troben en la mare ,

explicant-se l'elevada i n c i d è n c i a de la sfndrome d'alcoholisme fetal

en la població".
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