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It has been investigated the modifications of the activity of the G6PD by DPD;
the study of the enzimatic kinetics in function of the sustrate concentrations (G6P) has
shown that it’s a competitive inhibitor.

In the experimental conditions we worked, the value of Ki obtained for DPD is
7 X 10-4 M and the grade of inhibition caused by DPD is 15 % for 0.1 mM and
20 % for 0.5 mM.

When we study the kinetics of the reaction in function of various NADP concen
trations, DPD behavies as a non-competitive inhibitor of the G6PD. The obtained values
of Vmax are 0.163AA3lo min-1 in absence of DPD, 0.147AA,lo min-1 in presence of
DPD 0.05 mM and 0.135AAllo min-1 in presence of DPD 0.1 mM.

When the enzimatics kinetics is studied in function of NADP, the value of Ki for
DPD is 5.8 X 10-4 M, the grade of inhibition is 10 and 16 % for DPD 0.05 and 0.1 mM
respectively.

From these experiencies it’s concluded that one of the metabolic actions of DPD
may be to induce a deviation of glucose degradation into the glucolitic pathway, in
creasing ATP synthesis.

Present findings are related to that obtained with this drug wich acts also as a com
petitive inhibitor of adenosin-desaminase.

En trabajos realizados sobre corazoncs
normales y corazoncs somctidos a anoxia
experimental, ha sido demostrado que el
dipiridamol (DPD) tiene una marcada
accion coronario-dilatadora aumentando
cl flujo sanguinco a traves de dicho siste-
ma arterial (1, 5-7, 15-17). Iguahncnte sc ha
comprobado que dicha droga previene las
altcr.”.c:onesclcctrocardiogralicas inducidas
por la vasopresina (6) y la ligadura co-
ronaria (4).

Por otro lado, uno de nosotros (11) ha
demostrado que cl DPD esta dotado de
una inlensa accion bradicardizante. que
no esta mediada por el bloqueo de los
receptores beta-adrenergicos. sino cn parte
por un efeclo vagal reilejo y, en parte, por
tin efeclo de tipo quinidinico.

Los efectos metabolicos del DPD co-
menzaron a sospecharse a raiz de la de-
mostracion de que protege frente a la in-
toxicacion cienhidrica (2, 3) y de la posi- 
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bilidad de una accion regeneradora de los
coenzimas reducidos de las cadenas res-
piratorias celulares (4).

Desde el punto de vista metabolico
hace algun tiempo que viene atribuyen-
dose a la adenosina y sus derivados nu-
cleotidicos el papel de mediadores de la
vasodilatacion provocada por la anoxia,
asi como por diversas drogas antianginosas.
En este sentido, hemos demostrado (9,
12, 13) que el DPD es un inhibidor com
petitive de la adenosindesaminasa, for-
mulando la hipotesis de que la accion co-
ronario-dilatadora sea mediada por el
acumulo de adenosina asi ocasionado. El
papel de mediadores, que se venia atribu-
yendo igualmente a los nucledtidos adeni-
licos, hay que referirlo a la adenosina.
pues aquellos se comportan tambien como
inhibidores competitivos de la adenosin
desaminasa (8, 14).

Pensando que el DPD pudiese manifes-
tar una influencia sobre la actividad de
otros enzimas, se pretende en el presente
trabajo iniciar una serie de estudios acer-
ca de las modificaciones de la actividad
de los enzimas implicados en la degrada
tion de la glucosa. El motivo de que se
haya comenzado por la gIucosa-6-fosfato-
deshidrogenasa (G-6-P-D), no es otro que
la funcion reguladora que ejerce dicho en
zima en las rutas catabolicas de la gluco
sa, maxime si se tiene en cuenla que la
fmalidad primordial de la via glucolilica
es la production de ATP. con todas las
implicaciones energeticas. melabolicas y
fisioldgicas que cllo supone.

Material y metodos

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

I.a actividad enziniatica se ha detcr-
mmado cspectrofotomelricamenle. persi-
•juicndi) cl incremcnto de la absorbancia
o densidad optica a 34 ) m„. corrcspon- 

diente a la reduction del NADP en
NADPHo. Como velocidad inicial de la
reaction enziniatica se ha tornado el valor
de dicho incremento en la absorbancia
ocurrido en el primer minuto de reaction.

Se han realizado tres series de experien-
cias. En una primera serie (testigos), se
han colocado en cinco cubetas del espec-
trofotometro, en un volumen final de 3 ml:
2,58 ml de tampon Tris-HCl 0,1 M a
pH 7,4; 0,20 ml de una solution 0,1 M
de CLMg y 0,10 ml de una solution de
NADP tai que, al anadir la mencionada
cantidad a la cubeta, quedaba a una con
centration final de 0,1 mM. A cada una
de las cinco cubetas se le anadieron
0,1 ml de soluciones de G6P de mane-
ra que quedaba, respectivamente, a una
concentration de 1; 0,5; 0,25; 0,125, y
0,0625 mM. La reaction ha sido desen-
cadenada en todos los casos, por la adi-
cion a cada cubeta de 20 pl de una solu
tion de enzima que contenia 40 pg/ml de
tampon Tris-HCl 0,1 M a pH 7,4. De esta
forma, la cantidad de enzima presente en
la cubeta del espectrofotometro era de
0,26 pg/ml.

Para investigar la modification de la
actividad enzimatica en presencia de DPD,
se han realizado incubaciones conteniendo
por mililitro: 40 pg de enzima, DPD a
una concentration 0,1 mM y tampon
Tris-HCl 0,1 Ma pH 7,4. Las incubaciones
se han efectuado durante 5 minutos a la
temperatura ambiente. Muestras de 20 pl
han sido tomadas de esta incubation, y
anadidas a 5 cubetas del espectrofotome-
Iro con igual contenido que on las tes
tigos.

En la segunda serie de expericncias se
ha procedido de una forma similar a la
dcscrita pcro realizando diversas variatio
n's on lo que sc relierc al tampon, a la
concentration del enzima y a la del DPD.
Se ha emplcado tampon fosfalo-Na 0.1 M
a pH 6.5. con cl fin de favoreccr la solu-
bilidad de las pequenas concentraciones
de DPD utilizadas. basandose cn los eslu-
dios de especlroscopia ultraviolets y visi-
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ble realizados con dicha droga (10). Dado
que el nuevo pH se desvia del pH optimo
de actuation del enzima, se ha intentado
subsanar este defecto aumentando la con
centration del enzima en las incubaciones
a 80 pg/ml. La concentration de DPD ha
sido de 0,1 y 0,5 mM en las incubaciones.

Finalmente, en la tercera serie de ex-
periencias, se ha procedido a investigar la
cinetica enzimatica en funcion de la con
centration de NADP asi como las modifi-
caciones ocasionadas por el DPD. Para
ello, se ha colocado en cinco cubetas del
espectrofotometro en un volumen final de
3 ml: 2,58 ml de tampon fosfato-Na 0,1 M
a pH 6,5; 0,20 ml de una solution 0,1 M
de CLMg y 0,10 ml de una solution de
G6P tai que, al anadir dicha cantidad,
quedaba a una concentration final de
0,5 mM. A cada una de las cubetas se ha
anadido 0,10 ml de una solution de
NADP tai que este quedaba, respectiva-
mente, a una concentration final de 0,4;
0,2; 0,1; 0,05, y 0,025 mM. La reaction
enzimatica se ha desencadenado anadien-
do a cada cubeta 20 pl de una solution
de enzima, en el mismo tampon, que con-
tenia 80 pg/ml. En las incubaciones con
DPD se encontraba igualmente a la con
centration mencionada y el DPD a las
concentraciones de 0,05 y 0,1 mM.

En todas las experiencias se han em-
pleado como bianco cubetas con el mis
mo contenido que los problemas pero sin
enzima.

Resultados

En la figura 1 se represcnta, por el me-
todo de Lineweaver-Burk, la cinetica en
zimatica en funcion de la G6P, asi como
la modification inducida por la previa in
cubation del enzima con el DPD a una
concentration 0,1 mM. El valor de Km
para la G6P es de 7,2 X 10“5 M y el va
lor de la Vniax de 0,230AA34„ min-1. Pue-
de comprobarse quo el DPD se comporta
como un inhibidor compctitivo, ya que no
modilica el valor de Vnl(X pero si el de Km.

[G6P]

Fig. 1. Ginetica de la reaction catalizada
por la G6PD en funcion de la concentration

de G6P.
Las concentraciones de G6P son las indicadas en
la figura. Concentration de NADP = 0,1 mM.
La reaccidn fue desencadenada con 0,26 pg/ml
de enzima. En las incubaciones se empleo DPD
a una concentration 0,1 mM. Tanto las incu
baciones como la reaction han sido realizadas
en tampon Tris-HCl 0,1 M a pH 7,4. Para

otros detalles, ver Metodos.

Fig. 2. Inhibition de la G6PD por el DPD
en funcion de la concentration de G6P.

Mismas condiciones expcrimentales que en la
figura anterior pero empleando tampon fosfa
to-Na 0.1 M a pH 6.5. Las concentraciones de
DPD en las incubaciones han sido de 0.1 y

0.5 mM.
7
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Estas experiencias se han realizado en
tampon Tris-HCl 0,1 M pH 7,4.

Por el mismo mdtodo de Lineweaver-
Burk, se indica la cinetica enzimatica en
funcion de la G6P (fig. 2), y la inhibition
competitiva determinada por el DPD, utili-
zando tampon fosfato-Na 0,1 M a pH 6.5.
La menor actividad enzimatica en esta
circunstancia queda reflejada en el valor
de Km para la G6P (2,5 X 10-4 M), ma
yor que el anteriormente calculado, y en

[DPD]mM

Fig. 3. Inhibition de la G6PD por el DPD.
Mismas condiciones experimentales que en la
figura anterior. El grado de inhibicion alcan-
zada ha sido del 15 y 20 % para concentracio-

nes de DPD de 0,1 y 0,5 mM.

Fig. 5. Inhibicion de la G6PD por el DPD en
funcion de la concentration de NADP, repre-
sentada por el metodo de Lineweaver-Burk.
Las concentraciones de NADP son las expre-
sadas en la figura. Concentration de G6P =
0,5 mM. La reaction ha sido desencadenada
por la adicion de 0,26 pg/ml. • en ausencia
de DPD; B DPD 0,05 mM; O DPD 0,1 mM.
Tanto las -incubaciones como la reaccidn han
sido realizadas en tampdn fosfato-Na 0,1 M

a pH 6,5.

Fig. 4. Representation del valor del K. del
DPD en funcion de la concentration de GGP,

por el metodo de Dixon.
El valor hallado es de 7 X 10'4 M.

el menor valor de la Vm;ix (0,117AA340
min-1).

En la figura 3, se expresa la inhibicion
enzimatica ocasionada por el DPD, al re-
lacionar la concentration de este (absci-
sas) con la velocidad de reaccidn (orde-
nadas), utilizando tres concentraciones de
G6P. Igualmente queda expresada la in
hibition en porcentajc de la actividad en
zimatica en ausencia de DPD, habiendose
cnconlrado cifras del 15 y 20% para las
concentraciones de DPD de 0,1 y 0,5 mM,
respcctivamentc.

Utilizando el metodo de Dixon para el
calculo de K; del DPD sc ha encontrado
el valor de 7 X 10 4 M, al cstudiar la ci
netica en funcion de la G6P (fig. 4).
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Fig. 6. Inhibition de la G6PD por el DPD en
funcion de la concentration de NADP.

Mismas condiciones experimentales que en la
figura 5. La inhibition alcanzada ha sido del
10 y 16 % para concentraciones de DPD de

0,05 y 0,1 mM.

La figura 5 expresa la cinetica enzima-
tica por el metodo de Lineweaver-Burk,
en funcion de la concentration de NADP,
asi como la modification ocasionada por
el DPD. El valor de Km hallado para el
NADP es de 5,9 X 10-5 M y el valor de
Vmax de 0,163AA34O min-1. El DPD se
comporta como un inhibidor de tipo com
petitive, puesto que no modifica el valor de
Km pero si el de Vmax (0,174 A A340 min-1
para una concentration de DPD 0,05 mM y
de 0,135AA34o min-1 para DPD 0,1 mM).

La figura 6 muestra la inhibition oca
sionada por el DPD, al relacionar al con
centration de este con la velocidad de
reaction, utilizando tres concentraciones

Fig. 7. Calculo del Ki del DPD en funcion de
la concentration de NADP. por el metodo de

Dixon.
El valor hallado es de 5.8 X 10~4 M.

de NADP. Igualmente, queda expresado
que, para concentraciones de DPD 0,05
y 0,1 mM, se obtienen inhibiciones del 10
y 16 %, respectivamente.

Utilizando el metodo de Dixon para el
calculo del Kb para estudiar la cinetica
en funcion del NADP, se obtiene un valor
de 5,8 X 10-4 M (fig. 7).

Discusion

De los resultados descritos en el aparta-
do anterior se deduce que el DPD se com
porta como un inhibidor de la G6PD, tan-
to cuando la reaction se estudia en fun
cion de la concentration de sustrato como
de la concentration de NADP. Sin em
bargo, en el primer caso, la naturaleza
de la inhibition es de tipo competitive,
mientras que en el segundo es de tipo no
competitive.

Estos resultados abren un nuevo cam-
po en el estudio del mecanismo de action
de las diversas drogas antianginosas, y
mas concretamente del DPD, droga con
la que hemos realizado nuestras experien-
cias. En efecto, la idea hasta ahora apun-
tada por muchos autores acerca de la ac
tion metabolica de todas estas drogas,
como un efecto importante de las mismas,
parece desprenderse de estas experiencias.

El hecho de que el DPD determine una
inhibition de la G6PD, significaria, desde
el punto de vista metabolico, una desvia-
cion de la degradation de la glucosa fun-
damentalmente por la via glucolitica, cuya
finalidad no es otra que la sintesis de
ATP (esquema 1).

Elio quiere decir que, ademas de la
action inhibidora de la adenosindesami-
nasa demostrada por varies de nosotros
(9, 12, 13) —como consecuencia de lo
cual se produciria un acumulo de adeno-
sina responsablc de la vasodilatation oca
sionada por el DPD —, esta droga deter
minaria un acumulo de ATP debido a la
mencionada desviacion de la degradation
de la glucosa por la via glucolitica. Este
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VIA GLUCOLITICA

Esquema 1. Inhibition de la G6PD por el
DPD y de la desviadon de la degradation
de la glucosa por la via glucolitica as! de-

terminada.

VIA PENT0SAS

aumento de ATP tendrla, a su vez, una
doble e importante repercusion: por un
lado, el niantenimiento de la reserva ener-
gctica en. zonas sometidas a una situation
de anoxia y, por otro, una inhibition de
la adenosindesaminasa, como ya ha sido
demostrado, igualmente, por varios de no-
sotros (8, 14), colaborando asi a la vaso
dilatation (esquema 2).

Sin embargo, hemos hallado un valor
de K, para el DPD como inhibidor de la
G6PD a pH 6,5 de 7 X 10-4 M. Relacio-
nando dicho valor con el obtenido para
dicha droga (9, 12) como inhibidora de
la adenosindesaminasa a pH 7 (1,6 X
10-4 M), podemos comprobar que la afi-
nidad del DPD por la G6PD es menor
que por la adenosindesaminasa, por lo
que se considera la inhibition de este ul
timo enzima mencionado como el efecto
fundamental de la droga.

Esquema 2. Efectos metabolicos del DPD so-
bre la G6PD y la adenosindesaminasa (AD).

Resumen

Se han investigado las modificaciones de la
actividad de la G6PD por el DPD, demostiln-
dose que se comporta como un inhibidor de
tipo competitive cuando se estudia la cindtica
enzim&tica en funcidn de la concentracidn de
sustrato (G6P). El valor del Ki hallado para
cl DPD en las circunstancias experimentales
mencionadas, es de 7 X IO-4 M, y el grado de
inhibition ocasionado por'el DPD es del 15 %
a una concentracidn 0,1 mM y del 20 % a una
concentracidn de 0,5 mM.

El DPD se comporta, igualmente, como un
inhibidor de tipo no competitivo de la G6PD,
cuando se estudia la cindtica de la reaccidn en
funcidn de la concentracidn de NADP. Los va-
lores de la Vmax obtenidos en dichas circuns
tancias experimentales son: 0,163AA340 min-1
en ausencia de DPD; 0,147AA34O min-1 en pre-
sencia de una concentracidn 0,05 mM de DPD
y 0,135AA34O min-1 en presencia de una con
centracidn de 0,1 mM de DPD. El valor de Ki
para el DPD, cuando se estudia la cindtica en-
zimdtica en funcidn de la concentracidn de
NADP, es de 5,8 X 10-4 M. El grado de inhi
bition, a su vez, ha sido del 10 y 16 %, en pre
sencia de concentraciones de DPD de 0,05 y
0,1 mM, respectivamente.

Se deduce de las experiencias citadas, que
una de las acciones metabdlicas del DPD seria
provocar una desviacidn de la degradacidn de
la glucosa a la via glucolitica, cuya finalidad
es la production de ATP. Se relacionan estos
resultados con los obtenidos con dicha droga
como inhibidor de tipo competitivo de la ade
nosindesaminasa.
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