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Pyruvate related compounds have been tested for their active or inhibitory prop
erties on LDH.

Special structure features were needed for compounds to be bound to the enzyme
active site.

Pyruvate and the LDH molecule were bound by the interaction of the carboxyl
group or its ester derivative, with the enzyme.

Ethyl pyruvate seemed to behave as a substrate of the enzyme whereas acetophe
none, ethyl acetoacetate and /?-oxoglutarate did not act as substrates or inhibitors
of LDH.

Phenyl pyruvate, a-oxoglutarate and L-mandelate are not substrates but inhibitors
of the LDH.

It seems that a structure having a carbonyl group in the a-position to the carboxyl
is required for the binding of a compound to the LDH molecule.

Glyoxylate a-oxobutyrate and a-oxovalerianate appear to be worse LDH substrates
than pyruvate itself. This seems to suggest that the shortening or the extension of the
pyruvate aliphatic chain induces a decrease of the affinity of the enzyme towards their
substrate homologues.

Se describe la actuation de moleculas
cuyas estructuras conservan analogias con
las del piruvato y el L-lactato, substratos
habituales de la lacticodeshidrogenasa
(LDH), con objeto de establecer algunos
de los requerimientos estructurales que
permiten la union de estas ultimas al cen-
tro activo del enzima y su comportamien
to como substratos o inhibidores del
mismo.

Se ha sugerido que el substrate de la
LDH es la forma ceto del piruvato (2,4).
Tienhaara (8) establecio quo el verdade-
ro substrate es la forma ceto no hidratada
con prefcrencia a las formas enolica o hi
dratada; sugiere que esta ultima seria la
responsible de la inhibition provocada
por el piruvato.

Los complejos binaries LDH-NADH se
unen con hidroxiacidos cuyo grupo hidro- 
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xilo en position a debe poseer configura
tion L (9); aunque este sustituyente no es
esencial para la formation del complejo
terciario activo impide que la region del
enzima implicada sea ocupada por un hi-
droxilo que se halle en configuration
opuesta.

La asociacion del isocitrato, del mande-
lato y del a-hidroxiisovalerianato al com
plejo binario LDH-NADH sugiere que la
introduction de grupos voluminosos en
position P no impide la formation de los
complejos ternarios; esta no tiene lugar si
existe un grupo hidroxilo en aquella po
sition, como ocurre con el mesotartrato,
el /Lhidroxibutirato y posiblemente con el
citrato.

Se ha postulado (6) que los compuestos
de estructura R—CO—COOH, en los
que R varia ampliamente (fluoropiruvato,
a-oxobutirato y a-oxovalerianato), pueden
ser substrates poco preferentes o inhibi-
dores de la LDH, pero si desaparece el
grupo carboxilo no son ni inhibidores ni
substratos del enzima.

Los valores de Kin del a-oxobutirato y
el a-oxovalerianato respecto al isoenzi-
ma H, son menores que con el M.,, mien-
tras que la Km del a-hidroxibutirato res
pecto a ambos isoenzimas es practicamen-
te igual (7).

Material y metodos

El enzima es LDH de higado de polio
obtenida segun LluIs et al. (5). La activi-
dad especifica del preparado es 555 U/mg
proteina (1 unidad = AD.O./min). Cada
gramo del purificado conticne 200 mg de
proteina.

Como substratos o inhibidores se han
empleado: fenilpiruvato sodico (Sigma);
acetofenona, piruvato de etilo, los dcidos
glioxilico monohidratado, hidroxinfenil-
acetico y a-oxobutirico, procedentes de
Merck; acetoacctato de etilo y los &cidos
/?-oxoglutarico y 2-oxovalcrianico de pro-
cedcncia Fluka y fenilpiruvato sodico
(Sigma).

(I)

por un
por la

La actividad LDH se midio por lectura
de los decrementos de absorbancia del
NADH a X = 340 nm, en un espectrofo-
tometro Beckman DBGT, provisto de
inscriptor, a 30 ±0,1° C, en cubetas de
3 ml y de 1 cm de paso de luz y en me
dio de tampon de fosfato sodico 50 mM,
de pH = 7,4. La reaction se initio con la
adicion de LDH (5 jug purificado) hasta
completar el volumen de 3 ml. Las mues-
tras en incubation contenian NADH
(1 X 10-4 M) y piruvato (3 X 10-4 M),
que fue sustituido por el analogo estructu-
ral cuando se investigo su comportamien-
to como substrato.

Los parametros cineticos aparentes, K,n
y Vni4x, se han calculado por el metodo
de Lineweaver-Burk (3).

La determination del centro de union
para dos substratos copresentes se ha rea-
lizado por el metodo de Dixon (1) aplica-
ble a mezclas no equimoleculares de am
bos substratos; su competencia
mismo centro activo se expresa
ecuacion:

V ■ a-
Va KV <” = aT a1 + — ,

Ka Kb

. b
b"K?

b

y cuando los substratos actuan sobre cen
tres del enzima independientes entre si
por:

Vt,2) = Va___a_ Vb___b_
Ka + a Kb + b

(H)

Resultados

Efecto de andlogos estructurales del pi-
ruvato que son substratos de la LDH.
Se ha estudiado el comportamiento como
substratos o inhibidores de compuestos
de tipo R—CO—COOH, determinando la
influencia que inducen las variaciones in-
troducidas en la longitud de la cadena del
grupo —R, asi como la intervention del
grupo carboxilo en la union del piruvato
a la LDH.
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La concentracion de LDH fue la indi-
cada salvo en las experiencias efectuadas
con a-oxovalerianato que fue de 50 jug en
los 3 ml de incubado. Por representation
grafica de las velocidades iniciales (3) se
obtienen los valores de K,„ y VmAx de los
diversos compuestos (tabla 1).

Sugieren los resultados que no se pre-
cisa de la existencia del grupo carboxilo
libre para que el substrate se una al en-
zima (piruvato de etilo) y que el alarga-
miento de la cadena alifatica hasta 3 dto-
mos de C (a-oxovalerianato) o la supre-
sion (glioxilato) no provoca la perdida de
la condition de substrates.

El piruvato de etilo (5 X 10-3 M), el
a-oxobutirato (5 X 10-2 M) y el glioxila
to (2,4 X 10-2 M) inducen inhibition de
la LDH por exceso de substrato; la pro-
vocada por el ultimo crece al disminuir
la concentracion de NADH.

En el sistema piruvato (5 X 10-5 M a
3 X IO-4 M)-LDH (5 Mg/3 ml inc.)-NADH
(1 X 10-4 M), el a-oxovalerianato (1 X
10-2 M y 5 X 10-2 M) es inhibidor acom-
petitivo respecto al NADH (Ku = 1,75 X
10-2 M) y no competitivo respecto al piru
vato (Ku = 2 X IO"2 M, Kjp = 3 X 10“2

Tabla I. Substrates analogos de la LDH he-
patica de polio.

Substrato

Concen
tracion
Mx10’

K.u
MxItP

Vviuax
(D.O./
min)
X103

CHrCO-COOCH3CH3 0.1-10 1.3 0.1
CHrCHrCO-COO- 1.0-50 2,0 5.0
CHrCHrCHrCO-COO- 0,5-50 5.7 6,3
HOC-COO- 0.4-80 3,3 6

M); mientras que en el sistema inverse,
con NAD (3 X 10-3 M), L-lactato (5 X
10"3 M a 1,66 X 10-2 M) y LDH (16,6 pg
de purificado/3 ml inc.) inhibe competi-
tivamente respecto al L-lactato (Kip =
3,8 X 10~3 M). Sugieren los resultados
que el a-oxobutirato al actuar como inhi
bidor se fija en un centre distinto que el
piruvato y que es aquel en que se une al
L-lactato.

Cinetica de mezclas no equimolares de
substratos. El piruvato y sus analogos
estructurales compiten por el mismo cen
tre activo de la LDH, tai como ha podido
demostrarse mediante el metodo de Dixon
(1) al trabajar con mezclas binarias no

Fig. 1. Cinetica de mezclas binarias no equimoleculares.
[NADH] = 1 X IO"4 M; [LDH] = 5 /xg en 3 ml; tampdn fosfatos 50 mM pH 7,4; Kn, (pir.) =
5,3 X 10_a M; Vmftx (pir.) = 5,6 X IO-4 AD.O./min; (O) velocidad teorica Vt3; (•) velocidad
tedrica Vt1; (A) velocidad experimental. a) piruvato (3 X 10~a M)-piruvato de etilo; b) piru

vato (3 X 10-a M)-a-oxobutirato; c) piruvato (2,5 X I0~a M) - glioxilato.
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equimolares constiluidas por piruvato y
piruvato de etilo (fig. la), a-oxobutirato
(fig. lb), o glioxilato (fig. 1c).

Las experiencias para la medida de las
velocidades initiates de las mezclas no
equimolares de piruvato y el otro substra
te se efectuaron como habitualmente.

Los valores de Kin y Vin4x del piruvato
ulilizados son: 5,3 X 10“5 M y 5,6 X10-2
AD.O./min; los correspondientes a los de-
mds substratos aparecen en la tabla I.

Andlogos estructurales que no ajectan
o inhiben a la LDH. Se ha tratado de
establecer cuales son las modificaciones
de la estructura general R—CO—COOH,
que provocan en los compuestos la p6r-
dida de su condition de substratos de la
LDH y determinan que la actividad del
enzima reste inalterada o bien sea inhi-
bida.

El comportamiento de los diferentes
compuestos se determine en las condicio-
nes experimentales habituales en el siste-
ma directo o con NAD (3,3 X IO-3 M)
en el sistema inverso (tabla II).

Se pone de manifiesto que la desapari-
cion del grupo carboxilo (acetofenona)
impide la union del compuesto a la LDH
y lo mismo ocurre cuando el grupo car-
bonilo se halla en position /? respecto de
aquel, tai como se observa con el aceto-
acetato de etilo y en el /3-oxoglutarato.

Tabla II. Distintos efectores de la actividad
LDH de higado de polio.

Estructura del compuesto

Con-
centra-

ci6n
MX
10’

Inhibicldn (%)
siste
ma di
recto

siste
ma In
verso

CHrCO-C.H5 10 NO NO

CH.-CO-CHrCOOCFLCH, 50 NO NO

-OOC-CR-CH;.-CO-COO- 6 25 5

-OCC-CH -CO-CH.-COO- 30 NO NO

C;H -CH -CO-COO- 10 82 96

C H-CHOH-COO- 75 52 49

El que el a-oxoglutarato y el fenilpiru-
vato inhiban la actividad LDH confirma
la necesidad de que los grupos carbonilo
y carboxilo deben hallarse en position
contigua para que se efectue su union a
la molecula enzimatica, y es la naturaleza
de R la que determina, en ambos casos,
la perdida de la condition de substratos.

El comportamiento de L-mandelato su-
giere la necesidad de que los grupos hi-
droxilo y carboxilo se hallen tambien en
position contigua para que se efectue la
union al enzima en analogia a lo obser-
vado con el L-lactato.

Discusion

Se describen en el presente trabajo los
requerimientos estructurales que deben
cumplir los substratos de la LDH para
que se establezca la union efectiva con el
enzima. Para ello se han investigado las
influencias que provocan en la actividad
enzimatica determinadas moleculas, an&-
logas estructurales del piruvato, que con-
servan todavia el caracter de substratos y
tanibien el efecto producido por sustan-
cias que, si bien ya no se comportan como
substratos, muestran aun capacidad de
union a la molecula del enzima.

El piruvato de etilo es substrato de la
J DH, lo que sugiere que la presencia del
grupo carboxilo libre no es imprescindi-
b'e ni para la fijacion del substrato al en
zima ni para que suceda la transforma-
cion catalitica. El efecto que provoca la
variation de la longitud de la cadena ali-
fatica del piruvato se ha observado con el
a-oxobutirato, el a-oxovalerianato y el
glioxilato; todos ellos son substratos de la
LDH y al igual que el piruvato de etilo
poseen valores de K,„ superiores a la del
piruvato y provocan inhibition de la acti
vidad enzimatica por exceso de substrato.

FJ piruvato de etilo, el a-oxobutirato y
el glioxilato se transforman en el mismo
centro activo de la LDH en que lo hace
el piruvato, tai como se ha demostrado al
trabajar con mezclas no equimolares de 
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piruvato y de cada uno de los substratos
citados.

El a-oxovalerianato, que cs substrato
de la LDH, actua tambien como inhibidor
no competitivo respecto al piruvato y
acompetitivo respecto del NADH, siendo
inhibidor competitivo respecto al L-lacta-
lo en presencia de NAD.

El conjunto de los resultados permite
establecer que la supresion de la cadena
alifatica del piruvato o su alargamiento
hasta tres atomos de carbono, no impide
la union de los compuestos a la molecula
de LDH si bien disminuye la afinidad del
enzima por el substrato.

La elimination del grupo carboxilo del
piruvato determina que el compuesto ana-
logo pierda el caracter de substrato o de
inhibidor, como ocurre en la acetofenona.

Por otra parte, el desplazamiento del
grupo carbonilo a la position (3 respecto
del grupo carboxilo, impide la union de
los compuestos a la molecula de LDH y
ya no se comportan como substratos o
inhibidores (acetoacetato de etilo y /3-oxo-
glutarato).

El que el a-oxovalcrianato sea substra
to e inhibidor de la LDH y que el a-oxo-
glutarato y el fenilpiruvato inhiban al en
zima, confirma que se precisa de la pre
sencia de un grupo carbonilo en posi
tion a respecto al carboxilo para la fija-
cion de los compuestos a la molecula de
LDH y dependent de la naturaleza del
grupo —R el que aquellos actuen como
substratos o inhibidores del enzima.

Resumen

Las experiencias efectuadas con diversos
compuestos relacionados estructuralmente con 

el piruvato, con objeto de determinar si son
substratos o inhibidores de la LDH, ponen de
relieve algunas de las particularidades que se
precisan para su union al centro activo del
enzima.

El piruvato se une a la molecula de LDH
a traves del grupo carboxilo, que puede ha-
llarse libre o esterificado. En efecto, el piruva
to de etilo se comporta como substrato, mien-
tras que la acetofenona, el acetoaceto de etilo
y el 0-oxoglutarato y el L-mandelato, inhiben
a la LDH. Se pone de manifiesto que en la es-
tructura de los compuestos que se unen a la
LDH debe existir un grupo carbonilo en po-
sicion x respecto del grupo carboxilo.

El glioxilato, el a-oxobutirato y el a-oxova
lerianato son peores substratos de la LDH que
el piruvato, lo que indica que la supresidn o el
alargamiento de la cadena alifatica del piruva
to induce un decremento de la afinidad del en
zima hacia los homologos del substrato.
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