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The hepatic lactic dehydrogenase (LDH) of chicken and the renal one in swine
show a very distinctive difference in their isoenzymes composition. The hepatic enzyme
is in the form of an only isoenzyme whilst the renal one contains the five isoenzymes,
their intensity increasing with the anodic movility although boht shown a predominance
in H subunits.

The calculation of the initial reaction rates in the piruvate-LDH-NADH and L-lac-
tate-LDH-NAD systems with the hepatic enzyme in the chicken and the renal one
in the swine, is according the theoretical predictions of Cleland in agreement with a
sequential mechanism in which the addition of all the substrates is prior to the freeing
of the reaction products.

The real kinetic parameters of both systems have been calculated applying the
Vestling-FIorini and Dalziel methods.

When determining the initial reaction rates with piruvate concentrations superior
to the 3X10-4M for both of LDH and those of the L-lactate superior to the
1.66 X 10~aM and 7.5 X 10~3M with the hepatic LDH of chicken and the renal one
of swine respectively, the enzyme of both origins shows an inhibition phenomena due
to excess of both substrates (piruvate and lactate).

The inhibition analysis by the kinetic Dalziel method, shows that in all cases it is
acompetitive, regarding the corresponding cofactors.

The fact that both LDH present a similar behaviour in respect of their kinetic
parameters and inhibition due to their own substrates, suggest that their behaviour
does not depend fundamentally from the organ or species, but from the t\pe of
predominant subunits.

En la mayor parte de las especies ani
mates cxistcn dos tipos principales de lac
ticodeshidrogenasa (LDH); el que sc de
signa por Mt, que se cncuentra en gran
cantidad en el musculo esqueletal. y el H,
quo predomina habitualmente en el muscu

lo cardiaco (1). Existen, ademas. otras
tres formas del enzima. que son hibridas
de las dos anteriores y sc destenan por
M,H. M,.H, y MH„

Las distintas formas isozimicas de la
lacticodeshidrogenasa sc diferencian nota- 
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blemente en su movilidad electroforetica,
en la reactividad inmunologica (9, 14), en
su estabilidad termica (17, 10) y en el
comportamiento cinetico (16).

La asignacion de un papel metabolico
a los distintos isoenzimas es objeto del
maximo interes.

Se ha aceptado hasta el presente que la
distribution de los isoenzimas en los teji-
dos se hallaba condicionada por su sensi-
bilidad frente a la inhibition que ejercen
los sustratos piruvato y lactato sobre aque-
llos (5). Los trabajos de Vesell et al. (23)
sugieren que puedan ser otras las funcio-
nes metabolicas; asi, en el caso del isoen-
zima M4, el que ejerza una funcion regu-
ladora, pues Fritz (7) observo que el pro-
cedente de musculo esqueletico de conejo
se comportaba como un enzima alosterico.

Otros autores (15) han sugerido que el
isoenzima M4 predominc en celulas que se
dividen rapidamente o en tejidos capaces
de una rapida proliferation celular.

Finalmcnte, sc ha indicado que otro pa
pel metabolico podia constituirlo el que
los isoenzimas se asociasen en proporcio-
diferentes en varias particulas subcelula-
res, en particular el M, dentro del nucleo
(18); o bien que ejerzan un papel metabo
lico conservador en cl que un isoenzima
debc ser requerido para mantener la fun
cion enzimatica critica en un tejido en
donde otro isoenzima fuese rapidamente
degradado (8).

En el presente trabajo se comparan el
comportamiento cinetico de las lactico-
deshidrogenasas de higado de polio y de
rinon de suido que. como demostraremos.
presentan una notable difcrencia en su
composition en isoenzimas aunque en am-
bas predominc cl mismo tipo de subuni-
dad (H).

Para cllo hemos cfectuado la determi
nation de los parametros cineticos reales
por aplicacion de los metodos de Vest-
ling-Florjni (6) y de Dalziel (4). y csta-
blccido las condiciones en que ticnc lugar
la inhibition de las LDH de ambos orige- 

nes por exceso de los propios sustratos
piruvato y lactato, con objeto de averi-
guar si la analogia en el tipo de subunidad
predominante implica un comportamiento
semejante del enzima.

Material y metodos

Como fuente enzimatica de lacticodes-
hidrogenasa se han utilizado homogenei-
zados crudos de parenquima hepatico de
polio y de rinon de suido, obtenidos por
trituration de los organos suspendidos en
tampon de fosfatos pH = 7,4 (0,05 M)
mediante un homogeneizador adecuado y
operando a +5° C en camara frigorifica.

La identification electroforetica de los
isoenzimas de la lacticodeshidrogenasa se
realizo empleando tiras de acetato de ce-
lulosa gelatinizadas («CelogeI») y el re-
velado se efectuo con el revelador espe-
cifico de lacticodeshidrogenasa (11).

Las velocidades iniciales de reaction se
determinaron espectrofotometricamcnte en
Beckman D.B.G. provisto de cubetas ter-
mostatadas e inscriptor. Se midieron las
variaciones de densidad optica a 340 nin
al emplear NADH (NAD) como dador
(aceptor) clectronico en tampon de fosfa
tos pH = 7,4 (0,05 M) a 30° C. La activi-
dad enzimatica de los homogeneizados
hepatico y renal se establecio con piruva
to (3 X 10“4M) y NADH (1 X 10~‘M)
y fue de unas 900 y 250, respectivamente,
unidades por gramo de tejido (1 unidad
= 1 A D.O./min).

La determination de los parametros ci
neticos reales para la lecticodeshidrogena-
sa de ambos origenes se ha cfectuado por
aplicacion de los metodos de Vestling-
Florini (6) y de Dalziel (4), aplicables,
ambos, a sistemas birreactantcs. El meto-
do de Dalziel nos ha nermilido. tambien,
caracterizar la inhibition que un exceso
de los sustratos piruvato y lactato cjcrcen
sobre la LDH, asi como cl cstablccimicn-
to de la naturaleza de dicha inhibition
respccto al coenzima corrcspondicntc.
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Resultados

Determination electroforetica de los iso-
enzinias de la lacticodeshidrogenasa he
patica de polio y renal de suido.

Para determinar la composition en iso-
enzimas de la lacticodeshidrogenasa de
ambos organos se obtuvieron sendos ho-
mogeneizados en tampon de fosfatos de
pH 7,4; 0,05 M, de la glandula hepatica
de polio y de la renal de suido en la pro
porcion de 1/25 y 1/5 gramos de tejido
por ml de disolucion, respectivamente, los
cuales se centrifugaron a 5000 r.p.m. y
—3° C durante 30 minutos. Mediante una
micropipeta se aplicaron 10 pl del sobre-
nadante (equivalente a 400 y y 2000 y de
tejido, respectivamente) sobre tiras de
acetato de celulosa sumergidas previamen-
te en el tampon veronal de pH = 8,6
(0,056 M). El ferograma se desarrollo en
el tampon mencionado, por espacio de
3 horas, con una diferencia de potential
de 200 voltios/cm.

Al finalizar dicho intervalo sc extraen
las tiras y se procede a su revelado, me

diante el empleo del reaclivo cspecifico
compuesto por: 1 ml de lactato sodico
1 M; 1 mg NAD; 3 mg sal de tetrazolio
(MTT); 0,3 mg de metasulfato de fenazi-
na y 4,3 ml de agua dcstilada, siguiendo
las tecnicas propuestas por Latner y Ski-
llen (11).

Se observa en los electrogramas (fig. 1)
que la lacticodeshidrogenasa procedentc
de la glandula renal de suido exliibe cinco
bandas, con una intensidad creciente con-
forme aumenta la movilidad anodica. In-
terpretamos, por tanto, que en el organo
existen cinco isoenzimas y se observa el
predominio de las subunidades H.

El ferograma correspondiente a la lacti
codeshidrogenasa hepatica de polio pre-
senta una sola banda de baja movilidad.
correspondiente, por tanto, a im unico
isoenzima.

Su cscaso desplazamiento anddico su-
giere exista en su composition un predo
minio de subunidades M. Por otra parte
en la glandula hepatica del hombre (22)
y de la mayoria de mamiferos [rata (20),
concjo (19), mono (21)] el isoenzima M4
es el predominante. Sin embargo, se co

Fig. 1. Isoenzimas de la lacticodeshidrogenasa de rindn de suido (superior) y de higado
de polio (inferior).
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nocen diversas excepciones; tai es el caso
del higado de buey y otros rumiantes (1).

La determination de las concentracio-
nes optimas de los sustratos, de los para
metros cintiicos reales y el grado en que
se manifiesta el fenomeno de inhibition
por sus sustratos nos han permitido emitir
un juicio sobre la composition en subuni-
dades M o H de dicho isoenzima.

Velocidades initiates de reaction del
sistema piruvato-LDH-NADH. Para es-
tablecer el tipo de mecanismo cinetico
general a que ajustan su ciclo catalitico
las LDH objeto de nuestro estudio hemos
procedido, en primer lugar, a determinar

Fig. 2. Velocidades iniciales de reaction del
sistema piruvato-LDH (hepatica de polio) -

NADH.

las velocidades iniciales de reaction. A este
fin hemos estudiado la influencia que dis-
tintas concentraciones de piruvato y de
NADH ejercen sobre la actividad del en-
zima de ambos origenes. Las experiencias
se han efectuado con el sobrenadante ob-
tenido por centrifugation a 5000 r.p.m.,
a —3° C, durante 30 min, de homogenei-
zados de ambas glandulas, siendo la con
centration enzimatica final en la cubeta
espectrofotometrica de 1/45.000 para el
enzima hepatico y de 1/9.000 para el
renal.

Los valores de las velocidades iniciales
de reaction, obtenidas con varias concen
traciones de piruvato y de NADH, condu-
cen a rectas no paralelas en la representa
tion de Lineweaver-Burk (12), tanto
para el enzima hepatico (fig. 2a y b) como
para el renal (fig. 3a y b), en las que se
observa como al variar la concentration
de uno de los sustratos, se modifica la
pendiente y la intersection de las rectas
obtenidas respecto al otro sustrato.

La variation en los valores de KIn(piru-
vato) y Vm(piruvato) aparentes para las
distintas concentraciones de NADH y de
los de Km(NADH) y V?1(NADH) aoaren-
tes con las concentraciones de piruvato
para la lacticodeshidrogenasa de ambos
origenes, aparecen en las tablas I y II, res-
pectivamente.

Fig. 3. Velocidades iniciales de reaction del sistema piruvato-LDH (renal de suido)-NADH.
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Tabla I. Variacldn de Km y de Vm(plruvato) con la concentration de NADH.

LDH hepdtica de polio LDH renal de suido

[NADH] Km (plruvato) M
Vra (plruvato)
(ADO/mln) [NADH]M Km (plruvato) M Vm (plruvato)

(ADO/mln)

2X10-5
4x10“’
7X10-5
1X10-4

3,1X10-
3X10"’

2,9X10“’
2,9x10“’

5,4 X1O“’
6,45x10“’

7X10“’
7X10“’

co
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. i 3,6X10“’

2,8x10“’
2.5X10-5
2,5x10“’

6,6 X10-2
8X10“’

8,69X10-’
8,69 X1O“’

Tabla II. Variacldn de Km y de Vm(NADH) con la concentration de piruvato.

LDH hepgtica de polio LDH renal de suido

[plruvato] M Km(NADH) M
Vm(NADH)
(ADO/mln) [plruvato] M Km(NADH)M

Vm(NADH)
(ADO/mln)

1,8x10"’ 10,3X10“* 3.1X-102 1,8X10-’ 8,4x10- 4X10“’
3X10“’ 10,2X10“* 4X10“’ 2,4X10“’ 7,8X10"* 4.6 X10-2

4,8X10“’ 10x10“* 5X10“’ 3X10-’ 7,1X10-* 5,1 X1O~2
6X10“’ 9,7X10“* 5,4X10“’ 3,6X10-’ 6,7X10-* 5.5X10"2
9X10“’ 9,7x10“* 6,1X10“’ 4,8X10-’ 5,9X10"* 6.1X10-2

Tabla HI. Variation de Km y de Vm(lactato) con la concentration de NAD.

LDH hepdtlca de polio LDH renal de suido

[NAD]M Km(lactato) M
Vm (lactato)
(ADO/mln)

[NAD] M Km(lactato) M
Via(lactato) M

(ADO/mtn)

2X10"4 9,2 X1O“3 3,1 X10-2 2X10- 3X10-3 2,3X10-’
4X10-4 8.2X10-3 3,8X10“’ 4X10- 2.6X10-3 3,2X10“’

3,3 X10"3 7,2 X10"3 4,7X10-’ 2X10- 1.8X10"3 4,4X10-’
5X10-3 7.2X10-3 4,7X10-’ 3.2X10-3 1.8X10-3 4,4X10-’

Tabla IV. Variation de Km y de Vm(NAD) con la concentration de lactato.

LDH hepatica de polio LDH renal de suido

[lactato] M Km(NAD) M Vnl(AD0/min) [lactato] M KUI(NAD) M VB1(ADCVmin)

5X10"3 1,79X10-* 2,1X10-’ 4,1X10- 3.8X10- 3.8X10-’
8.3X10-3 1,65X10- 2,7X10-’ 5X10-1 3,7X10- 4X10-’
1,3X10-’ 1,6X10- 3,3X10"’ 5.8X10-’ 3.4x10- 4.1X10-’
1,6X10"’ 1,5X10- 3.7X10-’ 6.6X10- 3.3X10- 4.2X10-’
2,6X10“’ 1,4X10- 4X10-’ 7,5X10- 3,2X10- 4.4X10-’

V eloci clades initiates de reaction del sis-
tenia L-lactato-LDH-N AD. Con cl mis-
mo fin quc el indicado en cl parrafo pre-
ccdente sc ha dctcrminado cl efecto pro-
ducido por distintas conccntraciones de

L-lactato y de NAD cn la actividad cata-
litica del cnzima de ambos origcnes. La
dilucion cnzimatica fue de 1 /2000 (cnzi
ma hepatico) y de 1/500 (cnzima renal).

En la representation de Lineweaver-
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Fig. 4. Velocidades iniciales de reaction del sistema L-lactato-LDH (hepatica de polio)-NAD.

Burk se obtienen rectas no paralelas, tan-
to para la lacticodeshidrogenasa hepatica
(figura 4a y b) como para la renal (figu-
ra 5a y b).

De acuerdo con las predicciones teori-
cas de Cleland (2, 3) el hecho de que,
tanto en el proceso directo como en el
inverso, la variation de la concentration
de uno de los sustratos afecte a la pen-
diente y a la intersection de las rectas
obtenidas respecto al otro sustrato, indica
que la reaction enzimatica transcurre se-
gun un mecanismo secuencial en el cual
la adicion de todos los sustratos es previa
a la liberation de los productos de la
reaction.

La variation que experimentan los va-
lores de Km(lactato) y VTO(lactato) aparen-
tes para las distintas concentraciones de
NAD y de las Kra(NAD) y Vm(NAD) apa-
rentes con las concentraciones de L-lacta-
to para el enzima de ambos origenes, se
resumen en las tablas III y IV, respectiva-
mente.

Determination de los pardmetros cineticos
reales de los sistemas piruvato-lactico-
deshidrogenasa-N ADH y L-lactato-lac-
ticodeshidrogenasa-N A D.

Con objeto de alcanzar una mayor pre
cision en la definition de los sistemas en-

Fig 5- Velocidades iniciales de reaction del sistema L-lactato-LDH (renal de suido)-NAD.
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zimdticos que nos ocupan resulta de inte-
res el determinar el valor de los pardme-
tros cineticos reales de la reaction catali-
zada por la lacticodeshidrogenas de ambos
origenes. Para ello se han aplicado los
metodos de Veslting-Florini (6) y de
Dalziel (4).

La aplicacion del mdtodo de Vestling-
Florini permite el cdlculo de los valores

Fig. 6. Inhibition por sustrato en el sistema
piruvato-LDH (hepatica de pollo)-NADH.

Fig. 7. Inhibition por sustrato en el sistema
piruvato-LDH (renal de suido)-NADH.

de los parametros cineticos en forma sen
cilia. En dicha representation se disponen
en ordenadas las inversas de las velocida-
des maximas aparentes para cada sustrato
y en abscisas los valores de las inversas
de las concentraciones de los mismos, los
cuales se deducen de los datos numericos
indicados en las tablas I, II, III y IV.

El metodo permite el calculo de la ve-
locidad maxima de reaction, de las cons-
tantes de Michaelis de los sustratos y de

Tabla V. Parametros cineticos reales de la reaction catalizada por la
lacticodeshidrogenasa.

Vni I -------------- I
\ min /

Kin(piruvato) M
Km(NADH) M
K(piruvato-NADH) M2

SISTEMA PIRUVATO-LDH —NADH

LDH hepatica de polio LDH renal de suido

Vestling-Florini Dalziel Vestling-Florini Dalziel

7,69X10-’ 7.69X10"’ 9.1x10’ 9.1 X 10-’
2,70X10’ 2,69X10-’ 2.22X10-5 2,27x10-’
8.54X10-4 8,46x10“* 3.70X10-* 3.64X10-*
3,11 X1O“” 3,23X10-'° 2.75X10-” 2,81 X10”

SISTEMA L-LACTATO — LDH — NAD

v ( AD0 \V m 1 1
\ min /

Km(lactato) M
Kin(NAD) M
K(lactato-NAD) M2

LDH hepatica de polio LDH renal de suido

Vestling-Florini Dalziel Vestling-Florini Dalziel

4,96X10 2
6,66X10 5
1,10X10 4
1.48X10 *

5X10-’
7X10-’

1.2X10-4
1.48X10*

5X10-’
1.54x10-’
2.38X10 4
0,95X10 *

5X10 ’
1.5X10-’

2.35X10 4
1.05X10-*
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las constantes Kpiruvato-NADH y Kjactato-NAD

que equivalen al product© de la constante
de disociacion del sustrato que se adicio-
na en primer lugar al enzima por la cons
tante de Michaelis del segundo sustrato,
constante que es caracteristica de los me-
canismos secuenciales (en los mecanismos
ping-pong el valor de esta constante es
cero). El metodo de Dalziel permite, tam-
bien, el calculo de dichos parametros rea
les, merced a las representaciones secun-
darias de las inversas de las pendientes e
intersecciones de las distintas rectas, obte-
nidas en la representation primaria de
Lineweaver-Burk (loc. cit.) frente a las
inversas de las concentraciones de los sus-
tratos correspondientes.

Los valores de los parametros cineticos
reales obtenidos por nosotros para la lac-
ticodeshidrogenasa de ambos origenes se
expresan en la tabla V.

Inhibition por exceso de los sustratos
piruvato y lactato. Las lacticodeshidro-
genasa hepatica de polio y renal de suido
presentan el fenomeno de la inhibition re
versible por exceso de sus sustratos piru
vato y lactato. Hemos estudiado con el en
zima de ambos origenes la magnitud de la
inhibition ejercida por los sustratos men-
cionados a diversas concentraciones de los
cofactores correspondientes, por aplica-

Fig. 8. Inhibition por sustrato en el sistema
L-lactato-LDH (hepatica de polio)-NAD.

cion del metodo cinetico desarrollado ted-
ricamente por Dalziel (loc. cit.) para sis-
temas birreactantes.

Al extender las mediciones de las velo-
cidades initiates de reaction del sistema
piruvato-LDH-NADH se observa que la
representation de Lineweaver-Burk deja de
ser rectilineas cuando las concentraciones
de piruvato son superiores a 3 X 10-4 M
y la desviacion que experimenta la grafi-
ca, debida a una disminucion de la veloci-
dad inicial de reaction, es prueba de que
el enzima presenta entonces una inhibi
tion por exceso del propio sustrato. Puede
observarse la inhibition ejercida por ex
ceso de piruvato sobre la LDH hepdtica
de polio y renal de suido que es cre-
ciente al aumentar la concentration de
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private (figs. 6 y 7). A su vez en ambos
casos, la inhibition por exceso de piru
vato es de naturaleza acompetitiva respec-
to al NADH. .

Resultados an&logos se- obtienen cuan-
do se estudia el sistema L-lactato-lactico-
deshidrogenasa-NAD. La inhibition por
exceso de sustrato se manifiesta para con-
centraciones de L-lactato superiores a
1,66 X 10-2 M (enzima (hepatico) y 7,5 X
10~3 M (enzima renal), respectivamente,
siendo tambien la inhibition por exceso
de lactato de naturaleza acompetitiva res-
pecto al cofactor (figs. 8 y 9).

Discusion

Los ferogramas obtenidos con los ho-
mogeneizados de ambas glandulas ponen
de manifiesto que la lacticodeshidrogena-
sa renal de suido se presenta en forma de
cinco isoenzimas (con predominio de las
subunidades H), mientras que la lactico-
deshidrogenasa hepatica de polio consta
de un unico isoenzima de baja movilidad.
La comparacion de este resultado con los
valores Km(piruvato) = 2,71 X 10-5M y
Km(L-lactato) = 6,83 X 10-3 M, obtenidos
por nosotros, con la lacticodeshidrogenasa
hepatica de polio y con el hecho de que
la inhibition ejercida por los propios sus-
tratos se manifiesta a bajas concentracio-
nes de los mismos, permite concluir que
el enzima hepatico de polio esta consti-
tuido por un unico isoenzima en el que
predominan las subunidades H, cn contra
position con lo que es habitual en cl hi-
gado de los mamiferos (19-22). La escasa
movilidad exhibida por el isoenzima he
patico de polio esta de acuerdo con la que
exhibe el isoenzima H, presente en el co
razon de polio (13), lo cual parece indicar
que los isoenzimas con predominio de
subunidades H. presentan cn el polio un
comportamiento andmalo, dclinido por su
escasa movilidad. en relation con la que
exhiben los mismos isoenzimas cn otros
animates (13).

La cinetica de actuation del enzima de 

ambos origenes, se ajusta, segun las pre-
dicciones teoricas de Cleland (2, 3), a un
mecanismo secuencial, en el cual la adi-
cion de todos los sustratos reaccionantes
es previa a la liberation de los productos
de la reaction. En una proxima publica
tion se dara cuenta del tipo concreto de
mecanismo secuencial implicado.

Las lacticodeshidrogenasas de ambos ori
genes presentan el fenomeno de inhibition
por exceso de sus sustratos piruvato y lac
tato. Asi, la lacticodeshidrogenasa hepati
ca de polio, en presencia de una concen
tration de NADH de 1 X 10-4M, expe-
rimenta dicho fenomeno para concentra-
ciones de piruvato superiores a 3 X10-4M,
en forma analoga a la que Io hace la lac
ticodeshidrogenasa renal de suido; a su
vez, la inhibition por L-lactato se ma
nifiesta a concentraciones superiores a
1,66 X 10-2M para el enzima hepatico y
a 0,75 X 10-2M para el enzima renal y
en ambos casos la inhibition es de natu
raleza acompetitiva respecto al cofactor
correspondiente.

Estas resultados permiten sugerir que
una production exacerbada de los sustra
tos mcncionados pudiera determinar la
regulation de la actividad de la lacticodes
hidrogenasa. Sin embargo, trabajos efec-
tuados por Vesell et al. (23). con los
isoenzimas H, y M4 de corazon de cerdo
y rinon de rata, han pucsto de manifiesto
que existe una marcada diferencia en la
inhibition ejercida por exceso de los sus
tratos del enzima in vitro o in vivo, la
cual parece depender de la concentration
intracelular de la lacticodeshidrogenasa.

Por todo ello parece aventurado el afir-
mar que la inhibition por exceso de los
sustratos, que hemos detectado in vitro,
tenga lugar en las condiciones fisiologicas
y creemos que dicha inhibition no depen-
de tanto de la concentration del sustrato
sino de la relation de concentraciones en-
tre los distinios constituyentes del sistema
enzimatico, es decir. cl sustrato. y el co
factor y la lacticodeshidrogenasa.

5
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El conjunto de los resultados obtenidos
de los estudios in vitro con el enzima de
ambos origenes muestran que, aunque su
composition en isoenzimas es notable-
mente diferente (un isoenzima en el higa-
do de polio y cinco en el rinon de suido),
en ambos organos las subunidades H son
las predominantes, no observandose dife-
rencias fundamentales en su comporta-
miento cinetico, en el valor de sus para-
metros reales ni en la inhibition ejercida
por exceso de sus propios sustratos, lo que
sugiere que el comportamiento de las lac-
ticodeshidrogenasas pueda depender ex-
clusivamente de que los isoenzimas pre-
sentes en los distintos organos exhiban un
predominio de las mismas subunidades.

Resumen

Las lacticodeshidrogenasas hepaticas de polio
y renal de suido exhiben una acusada diferen-
cia en su composition en isoenzimas; el enzima
hepatico se presenta en forma de un linico
isoenzima, mientras que el renal contiene los
cinco isoenzimas, en intensidad creciente al
aumentar la movilidad anodica, aunque ambos
muestran un predominio en subunidades H.

La determination de las velocidades iniciales
de reaction de los sistemas piruvato-LDH-
NADH y L-lactato-LDH-NAD, con el enzima
hepatico de polio y renal de suido esta de
acuerdo, segun las predicciones tedricas de
Cleland, con un mecanismo secuencial en el
cual la adicion de todos los sustratos es previa
a la liberation de los productos de la reaction.

Por aplicacion de los metodos de Vestling-
Florini y de Dalziel a ambos sistemas se han
calculado sus parametros cineticos reales.

Al determinar las velocidades iniciales de
reaction con concentraciones de piruvato su-
periores a 3X 10~* M, para ambas lacticodes
hidrogenasas, y de L-lactato superiores a
1,66 X 10“’ M y 7.5 X IO-3 M, con la de higa-
do de polio y rinon de suido, respectivamente,
el enzima de ambos origenes experimenta el
fendmeno de inhibition por exceso de sus sus-
tiados piruvato y lactato. El analisis de la inhi
bition, por el metodo cinetico de Dalziel,
muestra en todos los casos que es de naturale- 

za acompetitiva respecto a los cofactores co-
rrespondientes.

El hecho de que ambas lacticodeshidrogena
sas presenten un comportamiento semejante en
cuanto a sus par&metros cindticos e inhibicidn
por sus propios sustratos sugiere que su com
portamiento no dependa fundamentalmente del
6rgano o especie de procedencia, sino del tipo
de subunidades predominantes.
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