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It has been studied in vitro the inhibition of the adenosin-desaminase by the action
of DPD at different values of pH. The enzimatic inhibition after 45 minutes of incu
bation at 37° of the enzime and the inhibitor is 15, 25, 26, 28, 76 and 78 %, for pH
values of 8, 7.4, 6.6, 6.2, 5.6 and 5.2, respectively. When the pH of the incubation mix
ture is modified from 7 to 5.6, the value of Ki obtained in a previous report (12), is
considerabily descended from 0.16 mM to 0.025 mM. We advance the interpretation of
the dependence of this enzymatic inhibition by the DPD, related to the pH, to certains
modifications of the electronic structure of the DPD what are been resarched now.

De la multitud de trabajos aparecidos
en los ultimos anos acerca del mecanismo
de action del dipiridamol (DPD) y otras
drogas antianginosas, parece desprenderse
la posibilidad de que los efectos desarro-
llados por ellas, se situen a dos niveles.
Por un lado, existen numerosas pruebas
que inducen a pensar en la actuation del
DPD sobre algun enzima o coenzima del
recambio intermediary de la libra muscu
lar cardiaca (3, 6). Por otro lado, se ha
demostrado plenamente su action corona-
rio-dilatadora (1, 2, 4-8, 10, 11, 13-15).

Basandonos en la importancia que se ha
concedido recientemente a la adenosina y
sus derivados nucleotidicos, como media
dores de la vasodilatation coronaria desa-
rrollada por diversas drogas antiangino

sas, iniciamos en un trabajo anterior (12)
una serie de investigaciones destinadas a
estudiar la influencia del dipiridamol so
bre la actividad de la adenosin-desamina
sa, enzima encargado de la desaminacion
hidrolitica de la adenosina a la que trans
forma en inosina. En el mencionado trabajo
(12) demost ramos que el DPD era un inhibi-
dor competitive de la adenosin-desamina
sa, encontrando un valor de K, de 0.16 mM
en las condiciones experimentales alii des-
critas. Apuntabamos. entonces, posibles
modificaciones en dicha inhibicion enzi
matica condicionadas por variaciones del
pH en que se desarrolla la incubation del
enzima con el inhibidor, asi como la reac
tion enzimatica. Elio tend ria gran interes
si se tiene en cuenta el hecho de que. en 
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las situaciones de anoxia, la actividad me-
tabolica miocardica conduce a un acumulo
de metabolitos acidos.

En el presente trabajo, pretendemos es-
tudiar in vitro las modificaciones de la ac
tividad de la adenosin-desaminasa y de su
inhibition por el dipiridamol, en funcion
de las variaciones del pH.

las concentraciones indicadas anteriormen-
te y disuelto en los tampones igualmente
citados. De esta forma, el enzima anadido
a la cubeta quedaba a la misma concen
tration que en las experiencias controls
(0,13 /xgr/ml).

Resultados

Material y metodos
1

El enzima (EC 3.5.4.4) y la adenosina
fueron obtenidos de Boehringer Manheim
y el dipiridamol de Boehringer Sohn In
gelheim.

La actividad enzimatica ha sido deter-
minada mediante espectrofotometro Hita
chi, modelo 101, persiguiendo la absor-
bancia a 265 m/x (9). En las experiencias
controles, se colocaron en una cubeta de
1 cm de espesor, 2,9 ml de una solution
60 /xM de adenosina en diferentes tampo
nes: acetato sodico 0,1 M a pH 5,2 y 5,6;
fosfato sodico 0,1 M a pH 6,2 y 6,6; Tris-
HC1 0,2 M a pH 7,4 y 8. En las reactio
ns desarrolladas a pH 5,6 se empleo tam-
bien una concentration 90 /zM de adeno
sina, con el fin de poder hallar el nuevo
valor de Ki y poder referirlo al obtenido
en nuestro trabajo anterior (12). En todos
los casos, se initio la reaction enzimatica
por adicion de 0,13 /xgr/ml de adenosin-
desaminasa.

Para el estudio de la inhibition enzima
tica por el dipiridamol, se incubaron du
rante periodos variables desde 5 a 45 mi-
nutos, a la temperatura de 37°, mezclas
conteniendo por ml: 20 /xgr de adenosin-
desaminasa y 0,15 //moles de DPD, en los
tampones antes mencionados y que abar-
can desde un pH de 5,2 a 8. En las expe
riencias a pH 5,6 se empleo igualmente
dipiridamol a una concentration de 0,3
//.moles por ml de incubation. En todos
los casos, muestras de 20 /xl fueron toma-
das de la incubation a di versos intervalos
de tiempo y anadidas a la cubeta del es
pectrofotometro conteniendo el sustrato a

En la figura 1 se relaciona el porcentaje
de inhibition de la actividad enzimatica y
el tiempo de incubation del enzima con el
inhibidor. Puede observarse que, a pH 5,2,
esta inhibition alcanza valores aproxima-
dos del 70 % tras 15 minutos de incuba
tion, valor que posteriormente experimen-
ta un incremento muy ligero a pesar de
progresar la incubation. Para un valor del

Fig. 1. Inhibition de la adenosin-desaminasa
por el DPD a distintos pH.

Las mezclas de incubacion contenian por ml.:
20 /xg de adenosin-desaminasa, 0,15 /zmoles de
DPD y tampon acetato-Na 0,1 M a pH 5,2 \
5,6 o tampon fosfato-Na 0,1 M a pH 6,2 y
o tampon Tris-HCl a pH 7,4 y 8. Tiempo in
cubacion maximo: 45 minutos a 37° C. Para
otros detalles, ver Metodos. Los resultados se
expresan en porcentaje de la actividad enzima
tica sin DPD. O pH 5,2; • pH 5,6; □ pH 6

■ pH 6,6; + pH 7,5 y A pH 8.
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Fig. 2. Curvas de pH-actividad.
Mismas condiciones que las descritas en la figu-
ra 1. Las velocidades de reaction est&n expre-
sadas en porcentajes de la velocidad de pH 7,4,
siempre en las mismas condiciones de concen
tration de enzima, inhibidor y sustrato. • Sin
DPD; O Concentration de DPD en incubation:

0,15 /xmoles/ml.

pH de 5,6 en la mezcla de incubacion, asi
como en la reaction enzimatica, se obtie-
nen resultados muy similares a los descri-
tos, aunque el grado de inhibition al-
canzada es algo inferior a medida que
avanza el tiempo de incubation.

El perfil de la grafica de inhibition a
pH 6,2 es muy similar al de las dos gra-
ficas precedentes, sin mas variation que la
inhibition alcanzada tras 45 minutos de
incubacion, es solo del 30 %, aproximada-
mente. El resto de las graficas de la figu-
ra 1 son expresion de la inhibition enzi
matica investigada a valores de pH de
6,6, 7,4 y 8, observandose como el grado
de inhibition guarda proporcionalidad con
el tiempo de incubacion, obteniendose va
lores del 26, 25 y 15 %, respectivamente.

La figura 2 corresponde a las curvas de
pH-actividad. Habiendose encontrado el
valor de 7,4 como pH optimo de actua

tion del enzima, hemos representado en
ordenadas las velocidades de reaction en
zimatica en porcentaje de la velocidad de
la reaction a pH 7,4, al que hemos dado
el valor del 100 %. Tras la incubacion del
enzima con el DPD, puede observarse
como la inhibition ocasionada por este es
notable a valores bajos de pH, correspon-
dientes a los mas acidos, mientras que di-
cha inhibition va disminuyendo paralela-
mente con el aumento del pH.

En la figura 3 puede verse igualmente
la inhibition enzimatica ocasionada por el
DPD, en funcion de la concentration de
hidrogeniones. Al relacionar el valor re-
ciproco de la velocidad de reaction con la
concentration de H+, puede observarse,
con mayor claridad que en la figura ante
rior, que la inhibition determinada por el

Fig. 3. Relation entre la concentration de
hidrogeniones y el valor reciproco de la velo

cidad initial de reaction.
Mismas condiciones que en las figuras anterio-
res. • Sin DPD. O Concentration de DPD en

la incubacion: 0.15 nmoles ml.
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Fig. 4. Relation entre la concentration de
inhibidor (DPD) y el valor reclproco de la

velocidad initial de reaction.
Los valores a pH 7 son tornados de un trabajo
nuestro anterior (12). Mismas condiciones que
en las figures anteriores. O Adenosina 60 /xM;

• Adenosina 90 /xM.

DPD es escasa a concentraciones bajas de
H+, pero adquiere grandes proporciones
al ir haciendose estas mas elevadas.

En la figura 4 representamos el valor
de Kt de 0,16 mM obtenido en un traba
jo anterior (12) al realizar la incubation
del DPD con el enzima, asi como la reac
tion enzimatica, a un pH de 7. En la men-
cionada figura puede observarse como, al
descender el valor del pH desde 7 a 5,6, se
produce un marcado descenso del valor de
Ki hasta 0,025 mM. Este resultado con-
cuerda plenamente con los valores de in
hibition enzimatica descritos anterior-
mente.

variaciones de la actividad enzimatica de
la adenosin-desaminasa y su inhibition por
el DPD, en funci6n del pH en que se efec-
tua la mezcla de incubation, asi como la
reacci6n enzimatica. Este interns nace de
la opini6n, generalmente admitida, de que
la adenosina juega un papel importante en
la dilatation coronaria ocasionada por nu-
merosas drogas, m^xime si tenemos en
cuenta que el metabolismo miocardico en
situaciones de anoxia va a determinar un
actimulo de metabolites dcidos.

De los resultados descritos en el aparta-
do anterior, se desprende el hecho de que
la inhibition enzimatica ocasionada por el
DPD es mucho mds marcada a los valores
mas bajos de pH correspondientes a las
concentraciones mds elevadas de H+. De
hecho, esta inhibition enzimdtica alcanza
valores del 15 al 30 % a pH entre 8 y 6,2
y en las circunstancias experimentales des-
critas, pero alcanza valores entre 75 y
80 % en las mismas circunstancias, pero
a valores de pH comprendidos entre 5,2
y 5,6. Esta manifiesta potentiation de la
inhibition enzimdtica por el DPD, se en-
cuentra en plena concordancia con el he
cho expuesto en la figura 4, consistente en
un marcado descenso del valor de Ki al
modificar el pH de la mezcla de incuba
tion y de la reaction enzimdtica.

En definitiva, pensamos como mecanis-
mo que nos explique todas estas modifi-
caciones descritas ’ y comentadas, acerca
de la actividad de la adenosin-desaminasa
y su inhibition por el DPD, una posible
variation de la estructura electronica de
algun cromoforo del DPD, dependiente
de las variaciones del pH. En la actualidad
nos hallamos investigando esta posibilidad
aprovechando la intensa absorcion que
presenta el DPD en las bandas del ultra-
violcta y visible.

Discusion

En un trabajo anterior (12) apuntaba-
mos cl posible interes del estudio de las

Resumen

Se cstudia in vitro la inhibition de la ade
nosin-dcsaminasa por el DPD a diferentes \a
lores de pH. La inhibicion enzimatica tras 
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minutos de incubacion a 37° del enzima con el
inhibidor, es del 15, 25, 26, 28, 76 y 78 %,
para valores de pH de 8, 7,4, 6,6, 6,2, 5,6 y
5,2, respectivamente. Al modificar el pH del
medio de incubacion desde un valor de 7 a
5,6, el valor de Ki obtenido en un trabajo an
terior (12) desciende considerablemente desde
0,16 a 0,025 mM. Se atribuye esta dependencia
de la inhibition de la adenosin-desaminasa por
el DPD, en funcion del pH, a modificaciones
de la estructura electr6nica del DPD que se
estan investigando en la actualidad.
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