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When working with a purified hepatic lactic dehydrogenase (LDH) of chicken it
has been noticed the formation of binary complexes with NAD and NADH coenzymes.

The cofactors are slowly eliminated through dialysis of LDH-NADH (NAD) mix­
tures, which is an indication of the existence of unions with the enzyme. On the other
hand, the mixtures LDH-NADH show an electrophoretic movility greater than the
one of the free enzyme, whilst tire movility of the mixtures of LDH and NAD is only
slightly superior to the last one. The simultaneous formation of the corresponding
enzyme-cofactor complexes is shown by the electrophoresis of the enzymes and both
cofators, whose movilities coincide with those before indicated.

The NADH behaves as a competitive inhibitor of the L-lactate-LDH-NAD system
regarding the NAD. The Ki values are independent of the duration of the LDH-NADH
contact. NAD (up to 5 X IO-4) displaces NADH from the combination with LDH,
since when putting during 60 min into contact the cofactor with the complex postulate.
LDH-NADH, it is noted a fall in the size of the inhibitions. But, when the NAD
concentrations are greater than the indicated ones, the inhibition phenomena are
produced by the excess of NAD.

This last one inhibits in a competitixe way the piruvale-LDH-NADH system in
respect of the NADH (Ki = 0.78 X 10-4 M) and the value of the constant becomes
greater when it is increased the previous LDH-NAD contact break.

The urea (2M) and the guanidine (0.6 M) reversibly inhibit the hepatic LDH of
chicken and the NADH protects the enzxme only in those actions which are induced
by the urea.

El sistema reversible piruvato + NADH
+ H+ L-lactato + NAD+, catalizado
por la lacticodeshidrogenasa (LHD) pro-
ccdcnte de honiogeneizados de higado de
polio, se rige, de acuerdo con las predic-
ciones teoricas de Cleland (3). por tin
mccanismo secucncial ordenado bi-bi (5),
cn concordancia con lo postulado para la 

LDH de diversos origenes (1. 9). En am­
bos cases el cofactor es el primer sustrato
que se adiciona al enzima.

En el presente trabajo se aporia eviden-
cia experimental de la existcncia de dos
complejos binaries formados por la LDH
purilicada con los cofactorcs NAD y NAD
redncido, enya formacion ya se deduce 
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del mecanismo cinetico establecido cuan-
do se trabaja con la LDH presente en los
homogeneizados de la gl&ndula (5).

El mecanismo indicado implica la com-
petencia del NAD y el NADH por identi-
co «locus» de la molecula enzimatica, de
ello pudiera constituir una confirmation
la adsorcion de LDH por columnas de
NAD y su elution por NADH (2).

Nosotros hemos determinado la cineti-
ca de la inhibition que el cofactor NADH
(NAD) ejerce sobre el postulado comple-
jo binario LDH-NAD (NADH) cuya for­
mation ponemos de manifiesto en el pre­
sente trabajo.

El NAD reducido ejerce un efecto pro­
tector en la inhibition provocada por la
urea sobre la LDH de diversos origenes
(8); el fenomeno puede atribuirse a la for­
mation del complejo LDH-NADH, ante-
riormente indicada, por ello hemos inves-
tigado el efecto protector que dicho co­
factor ejerce en la inhibition inducida por
la urea y la guanidina.

Material y metodos

El preparado enzimatico empleado es
un purificado de lacticodeshidrogenasa de
higado de polio, obtenido de homogenei­
zados frescos de la glandula segun las tec-
nicas de tratamiento termico, fracciona-
micnto con sulfato amonico y cromatogra-
fia con DEAE celulosa ya dcscritas por
nosotros (6) y cuya actividad especifica,
mcdida frcnte a piruvato y NAD reduci­
do, fue de 143,2 U/mgP.

Como sustratos se emplearon piruvato
(Boehringer), acido lactico (U.C.B.),
NADH (Boehringer), NAD (Boehringer).
Los agcnles desnaturalizantes utilizados
son urea (U.C.B.) y clorhidrato de guani­
dina (Schuchardt).

Las disoluciones de los distintos reacti-
vos se cfcctuaron en tampon de fosfatos
0,05 M de pH 7,4, que se ulilizaron rccien
preparadas.

La determination de las velocidadcs ini­

tiates de reaction se efectuo en un espec-
trofotometro (Beckman D.B.G.) midiendo
los incrementos de D.O. a 340 nm del
NAD reducido, expresdndose en ADO/
minuto. Los ensayos de incubation se efec-
tuaron a 30 ±0, 1° C en medio de tam­
pon fosfatos de pH 7,4 (0,05 M). Las ex-
periencias de dialisis se realizaron frente
al tampon mencionado, a 5° C, prolon-
gandose durante 72 horas como maximo.

Los ensayos electroforeticos se efectua-
ron sobre tiras de poliacetato de celulosa
gelatinizadas (Poliphor) y como revelado-
res se utilizaron el colorante Ponceau S
para proteina y el revelador especifico de
lacticodeshidrogenasa (7) que utiliza como
aceptor al MTT.

El sistema enzimatico que nos ocupa es
birreactante, por ello hemos aplicado los
metodos cineticos de Cleland (4) para
la caracterizacion de las inhibiciones de
acuerdo con las definiciones propuestas
por dicho autor.

Resultados

Formation de complejos LDH-cofactor

La posible formation de combinaciones
binarias entre la lacticodeshidrogenasa pu-
rificada y sus cofactores NAD y NAD re­
ducido, ha sido puesta de manifiesto me-
diante el empleo de tecnicas de dialisis y
electroforeticas.

Experientias de dialisis

Con objeto de comprobar cl efecto que
el contacto previo entre la LDH y el
NAD reducido pueda provocar en la acti­
vidad de la deshidrogenasa se confeccio-
naron sendas muestras que contenian
20 ml de disolucion de LDH (1/100.100);
a una de cllas se 1c adiciono NAD redu­
cido para que su concentration fucse de
3 X IO-4 M, y disolucion del tampon fos­
fatos de pH 7,4 para complctar un volu-
men de 60 ml, mientras que a la muestra 
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control se le adiciono unicamente tampon
de fosfatos.

Despues de transcurrida una hora de
contacto previo LDH-NADH se tomaron
partes alicuotas de las dos disoluciones a
las que se les adiciono, en la cubeta del
espectrofotometro, los volumenes necesa-
rios de disolucion de piruvato y de NAD
reducido de modo que la concentration
final de los sustratos fuese de 3 X IO-4 M
y 1 X 10-4 M, respectivamente, en ambas
muestras. El valor de la velocidad de
reaccion de las dos muestras es de 4 X
IO-2 ADO/min, que indica que el contac­
to previo entre la deshidrogenasa y el co­
factor no induce alteration alguna en la
actividad enzim&tica.

Se sometieron a dialisis frente al tam­
pon de fosfatos habitual tres porciones de
15 ml de cada una de las muestras initia­
tes, estableciendose el espectro de la mues-
tra control, y de la que contiene NADH,
antes y despues de sometidas a los dife-
rentes intervalos de dialisis que fueron
de 24, 48 y 63 horas. El coeficiente de
extincion molar del NAD reducido, calcu-
lado por nosotros, e = 5,2 X 10-3 (DO/M)
permite el cdlculo del NADH remanente
despues de la dialisis, cuyas cantidades
aparecen en la tabla I.

Los valores obtenidos muestran la lenta
elimination del cofactor y, por otra par­
te, las velocidades de reaccion obtenidas
despues de distintos tiempos de dialisis
estan en concordancia con la concentra­
tion de NADH existentc y sugieren la
formation de una combination enzima-
NADH que es enzimdticamente activa, a

Tabla I. Determination del contenido de
NADH residual mediante dialisis

Tiempo de
dialisis
(horas)

NADH residual

D.O. °'o

0 0,429 100
24 0,130 30,3
48 0.030 8,9
63 0,015

diferencia de la union LDH-NAD (Cor­
tes, loc. cit.) que da lugar a un complejo
que es establc despuds de 24 horas de
dialisis y que se muestra como un desta-
cado inhibidor del sistema que utiliza al
lactato y al NAD como sustratos, a dife­
rencia de lo que ocurre sin el contacto
previo LDH-NAD.

Ensayos electro] oreticos

La existencia de los complejos binaries
LDH-NADH y LDH-NAD se puede po-
ner de manifiesto al estudiar las movili-
dades electroforeticas de las combinacio-
nes enzima-cofactor por comparacion con
la exhibida por el enzima libre.

Se sometieron a electroforesis diversas
muestras de la siguiente composition:

I (control): disolucion de LDH (1/2.000).
Las muestras II y HI contenian, ademas,
NADH G/XIO^M), NAD (5X10~5M),
respectivamente, y la IV, la disolucion de
LDH mas NADH y NAD a las mismas
concentraciones expresadas para las II
y HI.

Las concentraciones de NAD y NADH
son suficientes para la formation del co-
rrespondiente complejo enzima-cofactor y
por otra parte la concentration de NAD
empleada no provoca inhibition de la
LDH y permite poner de manifiesto co-
rrectamcnte el complejo con cl revelador
especifico de LDH.

Las distintas muestras se mantuvieron
en preincubacion durante una hora y a
continuation se aplicaron 5 id de cada
una de cllas sobre liras de poliacetato de
celulosa (Poliphor), cn tampon veronal
pH 8.6 (0.056 M). La electroforesis se
cfcctuo durante 60 minutos con una dife­
rencia de potential de 200 voltios.

En la figura 1 aparecen los ferogramas
obtenidos.

Se observa que la muestra 111 (E4-NAD)
presenta una movilidad ligeramente supe­
rior a la 1 (control); por otra parte, en la
lira que contcnia la muestra IV (E4-NAD
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+NADH) se detectan dos bandas perfec-
tamente separadas que por sus movilida-
des corresponden a los dos complejos en-
zima-coenzima.

La muestra II (E + NADH) presenta
tambien dos bandas y creemos que la de
menor movilidad pertenece al enzima li-
bre, en exceso.

Fig. 1. Ferogramas de mezclas enzima co­
factor.

De izquierda a derecha. LDH-NADH
(1 X 10-M); LDH: LDH-NAD (5 X 10~sM);
LDH-NAD (5 X IO"3 M)-NADH (1 X 10~s M).

Inhibicion POR NAD DEL sistema
L-lacfato-LDH-NAD

Se ha cstudiado el efecto inhibidor cjcr-
cido por el NADH sobrc el sistema L-lac-
talo-LDH-NAD, utilizando conccntracio-
nes variables de NAD y una constante de
L-lactato.

El estudio cinetico se efectud sobrc
muestras que sc someticron a los trata-
mientos siguientes:

a) Sin establecer contacto previo enlre
LDH y NADH; h) Con contacto previo
LDH-NADH de 60 minutos. y c) Contac­
to previo LDH-NADH de 60 minutos y 

preincubacion posterior de 60 minutos de
la muestra con NAD.

a) Sin contacto previo LDH-NADH.
Las concentraciones de NAD empleadas
estaban comprendidas entre 3 X 10~4M
y 1 X 10~2 M y se mantuvo constante la
concentration de L-lactato (1,66X 10-2M);
las concentraciones de NADH fueron
1 X 10“sM y 3,6 X 10~5M, respectiva-
mente.

En la representation de Lineweaver-
Burk (fig. 2a) se observa una perdida de
la linealidad cuando las concentraciones
de NAD son elevadas, lo cual parece su-
gerir que, en estas condiciones, el NAD
ejerce una inhibition de la LDH atribui-
ble al exceso de sustrato.

El NADH es un inhibidor competitive
(Ki = 3,4 X 10-G M) de la LDH, cuando
se trabaja con concentraciones de NAD
inferiores que, como se observa, presen­
tan linealidad.

La action inhibidora ejercida por exce­
so de NAD, ya observada en la figura 2a,
se ha estudiado determinando las veloci-
dades iniciales de reaction en el margen
de concentraciones de NAD comprendido
entre 3 X 10“4 M y 2 X IO-2 M, mante-
niendo constante la concentration de
L-lactato (1,66 X 10"2M).

La inhibition por exceso de NAD apa-
recc cuando sus concentraciones son su­
periors a 1 X (fig. 3).

b) Con contacto previo LDH-NADH
de 60 minutos. La dcmostracion experi­
mental de la existencia del complcjo
LDH-NADH nos ha inducido a estudiar
la posible influencia del contacto previo
cnzima-cofactor en la inhibition provoca-
da por cl mismo sobrc cl sistema L-lacta-
to-LDH-NAD. Las experiencias sc han
cfcctuado operando con concentraciones
de NAD comprendidas entre 3 X 10“4M
y 1 X 10 '‘M. para las que no sc mani-
fiesta cl fendmeno de inhibition de la
LDH por cstc sustrato.

La reaction sc initio por vertido de
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Fig. 2. Inhibition por NADH del sistema L-lactato-LDH-NAD.

2 ml de disoluciones del enzima y del in-
hibidor, cuya concentration era de 3 X
10-5 M y 5,25 X 10-5 M, respectivamente,
y sus actividades se compararon con la
actividad de uria muestra control que
contenia 2 ml de disolucion tamponada
del enzima. Todas las muestras se prein-
cubaron durante 60 minutos.

Los resultados obtenidos (fig. 2b) indi­
can que el NADH despues de un contacto
previo con el enzima ejerce asimismo una
inhibition competitiva.

La constante de inhibition hallada
(Kt = 3,16 X 10“GM) muestra que cl con­
tacto previo E-NADH no ejerce action

Fig. 3. Inhibition por sustrato NAD en el
sistema L-lactato-LDH NAD.

c) Action indutida por el NAD sobre
el co/nplejo LDH-NADH. El que el
NAD y el NADH compitan por cl mismo
locus enzimatico de la LDH y la elevada
estabilidad del complejo LDH-NAD (5),
induce a investigar las condiciones cn que
el NAD puede provocar un desplazamien-
to del NADH unido previamente a la
LDH (vease mas arriba).

Para cllo se ha estudiado la influencia
que un contacto previo de 60 minutos con
cl NAD, cuyas conccntraciones en la cu-
beta espectrofotometrica oscilan dcsde
3 X 10"1 M a I X 10“3 M, ejerce sobre
cl complejo LDH-NADH obtenido con
las conccntraciones de NADH (en cubela
espectrofotometrica) de 2 X 10-5 M y
3.5 X 10~ ’M. Se compararon las veloci-
dadcs iniciales de reaction oblenidas en
estas condiciones, con las de una muestra
de LDH control que se habia mantenido
carcntc de NAD y que se adiciono pos-
teriormcnte para dctcrminar la actividad.

Se observa una disminucion en la inhi­
bition provocada por el NADH al aumen-
tar la concentration de NAD de 3 X
10 ' M a 5 X 10 1 M. de acuerdo con su
compctencia por cl mismo centre active
(tig. 4); sin embargo, conccntraciones de
NAD supcriorcs a 5 X 10’lM provocan 
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un aumento en la inhibition, que creemos
atribuible al hecho de que una vez des-
plazado el NADH, el complejo E-NAD
de lugar a una disminucion de la veloci-
dad inicial.

Fig. 4. Inhibition por NADH del sistema
L-lactato-LDH-NAD.

Inhibicion por NAD del sistema
pi ruvato-LDH-NADH

El efecto inhibidor inducido por el
NAD sobre la LDH, cuando se utilizan
concentraciones variables de NADH y
constantes de piruvato, ha sido puesto de
manifiesto mediante las experiencias que
se describen a continuation:

d) Sin contacto previo LDH-NAD;
b) Tras un contacto previo LDH-NAD de
60 minutos, y c) Contacto previo LDH-
NAD de 60 minutos y posterior preincu-
bacion de 60 minutos con NADH.

de tipo competitivo, caracterizado por
Ki = 0,78 X 10"4M.

b) Con contacto previo LDH-NAD de
60 minutos. Se preincubaron durante 60
minutos a 30° C muestras de LDH y
NAD, a las que se adicionaron posterior-v
mente los volumenes adecuados de diso-
lucion de piruvato y de NADH, necesa-
rios para determinar su actividad, de
modo que sus concentraciones fuesen las
indicadas precedentemente mientras que
las de NAD fueron de 4 y 7 X 10“5 M,
respectivamente. La representaci6n de Li-
neweaver-Burk (fig. 5b) muestra que tam-
bien en estas condiciones el NAD in-
hibe competitivamente a la LDH (Ki =
0,9 X 10"5 M) y que el contacto previo
provoca un aumento en la magnitud de
la constante de inhibicion.

c) Action inducida por el NADH so­
bre el complejo LDH-NAD. Se ha de-
terminado la actividad de muestras de ca-
racteristicas analogas a las descritas ante-
riormente, pero a las que se adiciono, al
cabo del periodo de .60 minutos de con­
tacto LDH-NAD, una cantidad de NADH
y se prolongo el contacto entre el enzima
y ambos cofactores durante 60 minutos
mas. Los resultados obtenidos muestran,
mediante la representation de Lineweaver-
Burk (fig. 5c) que la inhibicion en estas
condiciones sigue siendo de naturaleza
competitiva y unicamente varia la magni­
tud de la constante (Ki = 1,17 X 10~5M)..

a) Sin contacto previo LDH-NAD.
Se determine la actividad de muestras
que contcman concentraciones variables de
NADH. comprendidas entre 2X 10-5M
y 1 X 1()-4M. siendo constante la de pi­
ruvato (3X10~4M) en presencia de
NAD. cuvas concentraciones fueron de
4 X 104M y 6 X 10~4M.

La representation de Lincweavcr-Burk
(fig. 5a) obtenida, muestra que la inhibi­
tion cjcrcida por el NAD cuando no sc
establcce contacto previo con la LDH cs

Acciones inducidas por la urea y la
guanidina sobre la LDH. Homos dcter-
minado las acciones ejercidas.por ambos
agcntcs sobre purificados de LDH hepa-
tica de polio con objeto de obtener un
modclo comparative respecto a los resul­
tados obtenidos con homogencizados de la
glandula (Cortes, loc. tit.).

a) Action de la urea. Las experien­
cias se han cfectuado con concentraciones
de urea crccientcs (1 M-4M), para distin-
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Fig. 5. Inhibition por r/AD del sistema piruvato-LDH-NADH.

tos tiempos de contacto previo entre el
enzima y la urea; asimismo se ha determi-
nado la posible reversibilidad de dicha
action mediante una didlisis de 24 boras
de las distintas muestras, las cuales se ha-
blan mantenido previamente en contacto
durante 2 horas como maximo (tabla II).

De los resultados resenados en la tabla
se deduce que la action que ejerce la urea
se manifiesta ya cuando su concentration
es 2M, el efecto se incrementa notable-
mente al aumentar la concentration del

Tabla II. Variation de la actividad LHD con
la concentration de urea y el intervalo de
incubation previo. Reversibilidad de la action.

[UREA]
M

ACTIVIDAD RESIDUAL ANTES
DE DIALISIS

DIALISIS
24 hTiempo de preinctibacion

LDH + urea (20' C)

0 h ’/2 h 1 h 2 h 24 h

—- 100 100 100 100 100 100
- 1 100 100 100 100 100 100

1,5 100 97 95 93 91 100
2 89 80 78 70 67 77
3 79 46 42 39 40 40
4 46 30 24 22,5 22.5 22

agente y el tiempo de contacto previo en­
tre el enzima y la urea, estabilizandose a
los 60 minutos.

Por otra parte se observa que la debil
inhibition provocada por concentraciones
de urea inferiores a 2M se anula total-
mente por dialisis; el efecto causado por
la urea 2M es pareialmente reversible,
micntras que concentraciones superiores
a 2M desnaturalizan al enzima de modo
irreversible.

b) Action de la guanidina. En expe-
riencias analogas a las descritas con la
urea se ha determinado el efecto provoca-
do por el clorhidrato de guanidina. Las
concentraciones de guanidina ensayadas
estuvicron comprendidas entre 0.3 y 2,5 M,
y sc midicron los efectos producidos a dis-
tintos intcrvalos de contacto previo entre
el enzima y la guanidina. La posible re­
versibilidad de las accioncs inducidas se
comprobb sometiendo a una dialisis de
24 horas muestras de LDH-guanidina quo
se habian mantenido 3 horas en contacto
previo, como maximo (tabla III).

Los valores consignados en la tabla
permiten alirmar que la guanidina ejerce



316 C. LLUiS, A. CORTES, S. GUBERT Y J. BOZAL

Tabla III. Variation de la actividad LDH con
la concentration de guanidina.y el tiempo de

contacto previo. Reversibilidad de dicha
action.

[GUANI-
DINA]

M

ACTIVIDAD RESIDUAL ANTES
DE DIALISIS

DIALISIS
24 h

Tiempo de preincubacidn
LDH + guanldina (20° C)

0 h V2 h 1 h 3 h 24 h

. - 100 100 100 100 100 100
0,3 94,5 92 94,5 92 92,5 100
0,6 78,5 80 81 78,5 81 100
1,2 58 51 47 44,5 43,5 67,5
1.5 46,5 27 26 26,5 15,0 40
2 13 15 11,5 4.5 0 11,5
2,5 0 0 0 0 0 0

una action inhibidora superior a la de la
urea y muestra su caracter totalmente re­
versible hasta concentraciones de guanidi-
na de 0,6 M; cuando las concentraciones
estan comprendidas entre 1,2 y 2 M la ac­
tion es parcialmente reversible, mientras
que si las concentraciones de guanidina
son superiores a 2 M, se provoca una des-
naturalizacion irreversible.
Efecto protector del NADH sobre el

SI STEM A DE LA LDH EN PRESENCIA DE
UREA.

Henios investigado el posible efecto
protector inducido por cl NADH en la 

inhibition provocada por la urea sobre
la LDH.

Con dicho objeto se preincubaron mues-
tras del enzima y el NADH durante una
hora, a las que seguidamente se les adi-
ciono el inhibidor, determindndose la ac­
tividad enzimatica inmediatamente des­
pues de afiadida la urea y al cabo de 90
minutos.

Las muestras en estudio contenian 10 ml
de disolucion de LDH (1 g/105 ml), 20 ml
de disolucion tampon, como mdximo, y
los volumenes adecuados de disolucion de
NADH (1,5 X 10-3 M) y de urea (9 M)
para completar el total de 30 ml.

Las distintas muestras se mantuvieron
en un termostato a 30° C±0,l° C durante
una hora antes de la adicion del corres-
pondiente volumen de disolucion de urea
(9 M). Una vez incorporada esta a las res-
pectivas muestras se determino la activi­
dad al cabo de 0 y 90 minutos por verti-
do de 2 ml de las disoluciones anteriores
en la cubeta espectrofotometrica; en todos
los casos la concentration final de piruva-
to y de NADH fue de 3 X 10"4 M y 1 X
10“4M, respectivamente; las concentra­
ciones de urea aparecen en la grafica 6a.

A partir de los valores de las velocida-
dcs iniciales se han calculado las activida-
des residuales de las diversas muestras
(figura 6A).

Fig. 6. Efecto del NADH en la inhibition de la LDH por urea y por guanidina.



COMPLEJOS BINARIOS DE LDH CON NAD O NADH 317

De la figura se deduce que la presencia
del NADH disminuye aproximadamente
en un 27 % a los 0 minutos y en un 18 %
at los 90 minutos, la inhibition ejercida
por la urea 3 M sobre la LDH; por otra
parte, la inhibition ejercida por la urea
2M (13%) se anula por complete en
presencia del cofactor.

Efecto del NADH' sobre el sistema
DE LA LDH EN PRESENCIA DE
GUANADINA

Hemos investigado tambien la posible
action que el NADH ejerce en la inhibi­
tion provocada por concentraciones de
guanidina, 0,6, 1,2 y 1,5 M sobre la LDH
en forma andloga a la descrita con la urea.
La actividad residual de las distintas
muestras aparece indicada en la figura 6B.

De la misma se deduce que el NADH
practicamente no ejerce efecto protector
alguno en la inhibition que la guanidina
provoca sobre el enzima.

Discusion

La lenta elimination por dialisis del
NADH (NAD) de disoluciones de LDH
hepatica de polio que contienen el cofac­
tor correspondiente constituye un indicio
de la formation de complejos binaries en-
tre el enzima y los correspondientcs co-
factores.

En efecto, hemos comprobado que las
disoluciones de LDH a las que se les ha
adicionado NADH 1 X 10~4 M, precisan
tiempos de dialisis superiores a las 48 ho-
ras para la elimination total del cofactor,
lo que sugierc la existencia de una union
entre el enzima y cl NAD reducido. Este
hccho esta de acucrdo con lo establecido
por Cortes (5). en estudios realizados
con la forma oxidada del coenzima.

La caractcrizacion de los complejos se
ha logrado mediante clcctroforcsis de
mezclas de LDH y NADH (NAD); los
ferogramas obtenidos muestran para el 

complejo E-NADH una banda de elevada
movilidad respecto a la del enzima fibre,
mientras que cuando se trabaja con mez­
clas del enzima y de NAD se observa que
el complejo E-NAD presenta una movili­
dad electroforetica ligeramente superior a
esta ultima.

El estudio de mezclas del enzima y de
ambos cofactores pone de manifiesto la
formacion simultanea de los correspon-
dientes complejos E-cofactor, cuyas mo-
vilidades coinciden con las anteriormente
resenadas.

La existencia de estos complejos y el
hecho de que ambos cofactores concurran
en el mismo centre activo de la molecula
enzimatica, de acuerdo con el mecanismo
secuencial ordenado postulado para la
LDH hepatica de polio (5), nos han indu-
cido a determinar las caracteristicas cine-
ticas de las inhibiciones ejercidas por los
cofactores cuando estan unidos previa-
mente al enzima.

Hemos determinado la inhibition que
el NADH ejerce sobre el sistema L-lac-
tato-LDH-NAD con NAD como sustrato
variable, en concentraciones de hasta
1 X 10-3 M, ya que concentraciones su­
periores provocan inhibition de la LDH
por exceso del sustrato, tai como hemos
podido demostrar.

El caracter de la inhibition sc ha deter­
minado sin establecer un contacto previo
entre LDH y NADH y tambien despues
de mantener un contacto previo de 60 mi­
nutos entre ambos: finalnicnte, despues de
mantener un contacto previo entre el en-
zima. el NADH y el NAD.

En los dos primeros casos el NADH se
muestra inhibidor competitive del sistema
L-lactato-LDH-NAD. los valores de las
constantes de inhibition obtenidas, K; =
3.4 X 1O’*M. K. = 3.16 X 10’6M, indi­
can que la preincubacion de 60 minutos
no provoca aumenlos en cl porcentaje de
inhibition inducido por el cofactor.

En cl tercer caso. el posterior contacto
previo con NAD disminuye la magnilud 
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de la inhibition ejercida por el NADH,
hasta concentraciones de NAD de 5 X
10“4 M; mientras que concentraciones su-
periores de NAD producen un aumento
en la inhibition que creemos es atribuible
a la formation del complejo estable
E-NAD.

Analogamente se ha determinado la ac­
tion inhibidora ejercida por el NAD so-
bre el sistema piruvato-LDH-NADH.

En todos los casos la inhibition se
muestra competitiva diferencidndose sola-
mente en el valor de su constante.

Asi, cuando no hay contacto previo
E-NAD la constante de inhibition (Ki =
0,78 X 10“4 M) es superior a la observada
despues de 60 minutes de contacto enzi-
ma-coenzima (Kt = 0,9 X 10-5 M) y a la
que se obtiene cuando ademas se adiciona
NADH (Ki = 1,17 X 10~5M).

El hecho de que al aumentar el tiempo
de contacto entre LDH y NAD se obser­
ve un incremento en la inhibition ejercida
por el coenzima indica que el complejo
E-NAD no se forma de modo instantaneo
y que precisa de un tiempo de contacto
para completar su formation.

La urea y la guanidina se muestran in-
hibidores de la LDH, y dicha action se
incrementa nctablemente con la concen­
tration de inhibidor y el tiempo de con­
tacto previo entre el enzima y ambos
agentes.

Las concentraciones de urea inferiores
a 2M inhiben reversiblemente al enzima,
la urea 2 M ejerce una action parcialmen-
te reversible, mientras que con las con­
centraciones superiores el efecto desnatu-
ralizante es de caracter irreversible. El
NADH protege al enzima de la inhibition
inducida por la urea, la cual depende
tambien del tiempo de contacto LDH-
urea; asi, mientras que a los 0 minutos
provoca un descenso del 27 % de la ac­
tion inhibidora de la urea 3 M, a los 90
minutos su action protectora es solamei>
tedc!18%.

La guanidina presenta difcrcncias de 

comportamiento en relation con la urea;
en efecto, los porcentajes de inhibition
son superiores a los mostrados por aque-
11a. La inhibition ejercida es de caracter
reversible si la concentration de guanidi­
na es 0,6 M; es parcialmente reversible
para concentraciones de guanidina de 2 M,
y si son ya de 2,5 M el efecto es totalmen-
te irreversible; a su vez el NADH no ejer­
ce efecto alguno en la magnitud de dicha
inhibition.

Resumen

Trabajando con un purificado de lacticodes-
hidrogenasa hepitica de polio se observa la
formacidn de complejos binaries con los coen-
zimas NAD y NADH.

Por diilisis de mezclas de LDH-NADH
(NAD) se eliminan muy lentamente los cofac-
tores, Io que constituye indicio de la existencia
de uniones con el enzima; por otra parte, las
mezclas LDH-NADH exhiben una movilidad
electroforitica que es mayor que la del enzi­
ma libre, mientras que la de las mezclas LDH-
NAD es s61o ligeramente superior a esta Ulti­
ma. Por electroforesis de mezclas del enzima
y ambos cofactores se pone de manifiesto la
formaci6n simultinea de los correspond ientes
complejos enzima-cofactor, cuyas movilidades
coinciden con las indicadas anteriormente.

El NADH se comporta como un inhibidor
competitivo del sistema L-lactato-LDH-NAD
respecto al NAD. Los valores de Ki son inde-
pendientes del tiempo de contacto LDH-
NADH. El NAD (hasta 5X 10"4M) desplaza
al NADH de su combination con la LDH ya
que al poner en contacto durante 60 minutos
el cofactor con el postulado complejo LDH-
NADH se observan descensos de la magnitud
de las inhibiciones; pero si las concentraciones
de NAD son superiores a la indicada se pro­
ducen fenomenos de inhibici6n inducidos por
el exceso de NAD.

Este ultimo inhibe competitivamente al sis­
tema piruvato-LDH-NADH, respecto al NADH
(Ki = 0,78 X 10-4 M), y el valor de la cons­
tante crece al aumentar el intervalo de contac­
to previo LDH-NAD.

La urea (2 M) y la guanidina (0,6 M) inhiben
reversiblemente a la LDH hepatica de polio y
el NADH protege al enzima solamente frente
a las acciones inducidas por la urea.
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