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We have studied the kinetics of the reaction catalized by the glucose-6-phosphate-
dehydrogenase, in relation to the variations of the concentrations of substrate and
cofactor, in order to get a better knowledge of the mechanism of the inhibitory
effect produced by Dipyridamole (DPD) and described in a previous paper (3). It has
been seen that the DPD modifies the value of the Hill «n» coefficient, in dependence
of the sustrate concentrations, from 1.26 in absence of DPD to 0.94 and 0.80 in
presence of DPD 0.1 and 0.5 mM, respectively. It shows that DPD behaves as a
competitive inhibitor of the glucose-6-phosphate-deshidrogenase in function of the
substrate, and at the same time it causes a change in the apparent order of the reaction.

On the other side, when we have studied the enzymatic kinetics in function of the
cofactor, the DPD behaves as an non-competitive inhibitor, without altering the
apparent order of the reaction («n» = 1.22 in absence and presence of DPD).

En una serie de trabajos anteriores
(1, 2, 3) se inicio el estudio de las accio-
nes metabolicas del dipiridamol (DPD).
Asi se ha demostrado que dicha droga se
comporta como un inhibidor de tipo com-
petitivo de la adenosin-desaminasa, enzi-
ma encargado de la desaminacion hidro-
litica de la adenosina. Como consecucn-
cia de ello se sugirio que el mecanismo
de la action coronario-dilatadora de di
cha droga scria el resultado del acumulo
de adenosina asi determinado. Igualmen-
te se demostro que la action inhibidora
sobre dicho enzima era de mayor inten-

. sidad cuando las incubaciones del enzima
icon cl inhibidor, asi como las reacciones
• enzimaticas, cran desarrolladas en un me

dio acido, lo cual tenia, ademas, como
traduction una disminucion del valor del
K[ en relation con el hallado a un valor
de pH de 7 (1, 2).

Por otro lado se ha estudiado (3) la
infiuencia del DPD sobre la actividad de
los enzimas implicados en la degradation
de la glucosa. De esta forma se ha podi-
do comprobar que el DPD se comporta
como un inhibidor de la glucosa-6-fosfa-
to-deshidrogenasa, de tipo competitive
cuando se esiudia la cinetica enzimatica
en funcion de la concentration de sustrato
(glucosa-6-fosfato) y de tipo no competi
tive cuando se esiudia en funcion de la
concentration del cofactor (NADP).

En el presente trabajo se invesliua el
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mecanismo de dicha inhibition enzim^ti-
ca, estudiando la modification, por el
DPD, del orden aparente de la reaction
catalizada por la glucosa-6-fosfato-deshi-
drogenasa asi como las variaciones del
coeficiente de interaction «n» de Hill.

Material y metodos

El enzima (G6PD (EC 1.1.1.49), la glu-
cosa-6-fosfato (G6P) y el NADP han sido
obtenidos de Boehringer-Manheim. El di-
piridamol (DPD), en su forma pura, ha
sido suministrado por Boehringer Sohn.

La actividad enzimatica ha sido inves-
tigada espectrofotometricamente, persi-
guiendo el incremento en la absorbancia
a 340 m/jL, correspondiente a la reduction
del NADP. Como velocidad initial de la
reaction enzimatica se ha tornado el valor
de dicho incremento en la absorbancia
ocurrido en el primer minuto de la reac
tion.

Se ha procedido con la misma sistemd-
tica experimental que la descrita en un
trabajo anterior (3), sin mas variation que
las modificaciones de las concentraciones
de sustrato y de cofactor, necesarias para
poder estudiar ampliamente la cinetica
enzimatica (figs. 1 y 3).

Las incubaciones del enzima con el in-
hibidor (DPD), asi como las reacciones
enzimaticas, se han efectuado en tampon
fosfato sodico 0,1 M a pH 6,5, por los
motivos citados en otro trabajo (3). To
das las incubaciones se han realizado a la
teniperatura ambiente durante un tiempo
de cinco minutos.

La concentration de enzima empleada
en todas las experiencias ha sido de
80 /zg/ml en las incubaciones, equivalente
a una concentration en las cu betas del
espectrofotometro de 0,53 pg/ml.

Fig. 1. Relacidn del coeficiente v/V frente
a las concentraciones de cofactor (NADP).
Concentration de glucosa-6-fosfato: 0,5 mM.
Concentracidn de enzima en las incubaciones:
80 pg/ml de tamp6n fosfato-Na, 0,1 Ma
pH 6,5. O sin DPD; • DPD 0,05 mM;

+ DPD 0,1 mM.

Fig. 2. Representacion de Hill.
Mismas condiciones cxperimentalcs que en la
figura anterior. Valor del coeficiente «n» de

Hill: 1,22.

Resultados

En la figura 1 se expresa la cinetica en
zimatica relacionando los valores del co
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Fig. 3. Relation del cociente v/V frente a
las concentraciones de sustrato (G6P).

Concentracidn de NADP: 0,1 mM. Concentra-
ci6n de enzima en las incubaciones: 80 /^g/ml
de tampdn fosfato Na, 0,1 M a pH 6,5. O sin

DPD; • DPD 0,1 mM; + DPD 0,5 mM.

Fig. 4. Representation de Hill.
Mismas condiciones experimentales que en la
figura anterior. Valores del coeficiente «n» de
Hill: 1,16 en ausencia de DPD, 0,94 en pre
sencia de DPD 0,1 mM y 0.80 en presencia

de DPD 0,5 mM.

ciente v/V (obtenidos al dividir los valo
res de Jas velocidades iniciales de la reac-
ci6n por el valor de la velocidad maxima)
frente a las concentraciones empleadas de
cofactor (NADP). En ella puede compro-
barse que las curvas obtenidas son sig-
moideas, tanto en ausencia como en pre
sencia de dos concentraciones inhibidoras
de DPD.

En la figura 2 se utiliza la representa
tion de Hill con el fin de determinar el
valor del coeficiente «n» de interaction.
Puede comprobarse que, tanto en ausen
cia como en presencia de DPD, el valor
de «n» no se modifica (n = 1,22).

Al representar graficamente el valor de
la relation v/V frente a las concentracio
nes de sustrato (G6P) se puede observar
que la curva obtenida en ausencia de
DPD es sigmoidea, pero se hace hiperbo-
lica en presencia de concentraciones 0,1
y 0,5 mM de DPD (fig. 3).

La figura 4, correspondiente a la repre
sentation de Hill, demuestra que, en fun-
cion de las concentraciones de sustrato
(G6P), el valor del coeficiente «n» varia
desde 1,16, en ausencia de DPD, a 0,94 y
0,80 en presencia de DPD 0,1 y 0,5 mM,
respectivamente.

Discusion

Como se deduce de las experiencias
anteriormente resenadas, el DPD no mo
difica la forma sigmoidea de la curva que
expresa la cinetica enzimatica en funcion
de la concentration de cofactor (NADP),
ni altera el valor del coeficiente de inter
action «n» de Hill, por lo que parece que
dicha droga no modifica cl orden aparen-
te de la reaction, a pesar de determinar
una inhibition de tipo no competitive en
dichas condiciones experimentales (3).

Por el contrario, cuando se ha estudia-
do la cinetica enzimatica en funcion de
las concentraciones de sustrato (G6P), la
forma sigmoidea de la curva obtenida en
ausencia de DPD se transforma en hiper-
bolica en presencia de dos concentracio-
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nes inhibidoras de DPD y, al propio tiem-
po, el valor del coeficiente «n» de Hill
desciende proporcionalmente a la concen
tration de DPD. Elio sugiere que el DPD,
que se comporta como un inhibidor com
petitive en estas condiciones experimen
tales, determina un cambio en el orden
aparente de la reaction.

Resumen

Se estudia la cindtica de la reaccidn catali-
zada por la glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa en
funcion de las concentraciones de sustrato y
del cofactor, con el fin de profundizar en el
mecanismo de la accion inhibidora ejercida por
el dipiridamol. Se demuestra que, en funcidn
de la concentration de sustrato (inhibition de
tipo competitive), el DPD modifica el valor
del coeficiente «n» de Hill desde 1,16, en ausen-
cia de 61, hasta 0,94 y 0,80 en presencia de 

concentraciones del mismo de 0,1 y 0,5 mM,
respectivamente; se deduce de ello que el DPD
determina un cambio en el orden aparente de
la reaccidn.

Por el contrario, cuando la cin6tica enzimd-
tica ha sido estudiada en funcion de la con-
centracidn de cofactor, el DPD se comporta
como un inhibidor de tipo no competitivo y no
modifica el orden aparente de la reaccidn
(«n» de Hill = 1,22, tanto en ausencia oomo
en presencia de DPD).
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