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Crystallized chicken liver H, lactatedehydrogenase with PCBM and DTNB, proved
to have six thiol groups per enzyme molecule. Sulphydryl groups seemed necessary
for activity since the enzyme became inactive when the groups were blocked by PCMB,
DTNB or by Zn (II), Cu (II) or Hg (II).

LDH inhibited by Hg (II) recovered its activity after treatment with /?-mercapto-
etanol.

LDH reversible inactivation, caused by PCMB, was partially impeded by NAD,
NADH hand L-lactate but inactivation caused by DTNB was impeded in any way by
coenzymes or substrates.

PCMB is a competitive inhibitor with the coenzymes but is non-competitive with
the substrates whereas DTNB is a competitive inhibitor with NADH or L-lactate.

Kinetic studies of the DTNB inactivation suggest the possible formation of a DTNB-
LDH-NADH complex.

The formation of LDH-NADH and LDH-NAD pyruvate inactive complexes have
been detected by LJ.V. absorbancy measurements. Such inactive complexes have equally
been observed experimenting with the PCMB of Hg (II) previously treated enzyme.

The results showed that these essential sulphydryl groups are not involved in the
attaching of coenzymes or substrates to the chicken liver LDH molecule, but they seem
to suggest the participation of —SH groups during the reversible hydrogen transfer
between NADH and pyruvate.

El conociiniento del centro catalitico de
las deshidrogcnasas es bastante reducido a
pesar de haber sido ampliamente estudia-
das. La lactatodeshidrogcnasa (LDH) de
diversas proeedcncias y las deshidrogcna-
sas, cn general, contiencn grupos —SH
muy proximos al centro activo (11) que
son esencialcs para su actividad catalitica.

Las LDH de pcces, de aves y de ma-
miferos poseen, por termino medio, entre
16 y 21 grupos tiol por mol de enzima,
aunquc cl numero de los quc exhiben ma­
yor capacidad de reaccion csta compren-
dido entre 1 y 7.

La LDH de musculo pectoral de po­
lio, tratada por p-cloromercuribenzoato



2 C. LLUfS Y J. BOZAL

(PCMB) o por iodoacetato, experimenta
un decrement© en su actividad que es
proporcional al numero de grupos —SH
esenciales que han sido bloqueados (10).
La presencia de los coenzimas, NAD o
NADH (6), impide la reaction de la LDH
con los reactivos de los grupos —SH, pero
los substratos no inducen el mismo efecto.

La destruction de los grupos —SH, por
fotooxidacion (2), ocasiona un decremen-
to correlativo en la uni6n del NADH a la
LDH. Por otra parte, el bloqueo de los
mencionados grupos por los iones Ag (I)
y Hg (II) (17) provoca una inhibition de
la actividad LDH que es mas destacada
que la inducida por el PCMB y el iodo­
acetato. Los hechos sugieren la interven­
tion de los grupos —SH de la LDH en
la union con el coenzima (3) y el que ma-
nifiesten menor reaccionabilidad frente a
algunos de sus reactivos bloqueadores es-
pecificos puede ser indicio de que su ca-
pacidad de union con las moleculas de los
coenzimas y aun de los substratos se halla
limitada.

Los analogos estructurales del NAD,
sustituidos en C4 del anillo de la nicotina-
mida, como son el NAD-CN y NAD-sul-
fito se unen a la molecula de LDH, pero
cuando los grupos —SH esenciales del en-
zima se hallan en presencia de reactivos
bloqueadores de —SH (12), la capacidad
de union de aquellos al enzima se reduce
de 103 a IO4 veces, indicando la posible
relation entre el mencionado £tomo de
carbono y los grupos —SH.

Adams et al. (1) postularon que el gru-
po tiol esencial (Cys 165) se halla situado
a la distancia de 10-11 A del centro activo
de la LDH, correspondiente al substrato,
y a 6 A del resto de Hys 195, que tambien
es esencial.

Sc ha procedido en el presente trabajo
a la determination del numero de grupos
—SH que resultan esencialcs para la acti­
vidad catahtica de la LDH de higado de
polio y la influencia que cjcrccn sobre la
misma los reactivos espccificos de los gru­
pos tiol y los cationcs Hg (II), Cu (II) y

Zn (II). Se pretende con ello determinar
la intervention de los grupos tiol en la
actividad catalitica de la LDH de higado
de polio y su posible papel en la inter­
action enzima-coenzima.

Material y metodos

Se ha utilizado LDH de higado de polio
cristalizada por el metodo propuesto por
Llui's (14). La actividad especifica del
preparado es 555 U/mg proteina (1 uni-
dad = AD.O./min). Cada gramo del pu-
rificado contiene 200 mg de proteina.

Como reactivos de los grupos —SH se
han utilizado p-cloromercuribenzoato
(PCMB) (Fluka); 5,5'-ditiobis-(2-&cido ni-
trobenzoico) (DTNB) (Calbiochem); N-
etilmaleimida (NEM) (Aldrich-Europe);
2-mercaptoetanol (Merck); HgCL (Merck)
y CuCL2H.,O, Pb(NO3)2, ZnSQ, 7-H2O
(U.C.B.j.

La determination espectrofotometrica
de los grupos —SH enzimaticos, utilizan-
do el PCMB como agente de valoracion,
se ha efectuado por el metodo de Boyer
(4). La determination colorimetrica de los
grupos tiol con el reactivo DTNB se ha
efectuado por el mdtodo de Ellman (7).

La actividad LDH se midio por lectura
de los decrementos de D.O. a 340 nm del
NADH, en un espectrofotometro Beckman
DBGT, provisto de inscriptor, a la tempe­
rature de 30 ±0,1° C, en cubetas de 1 cm
de paso de luz. Las concentraciones fina­
les de piruvato y de NADH fueron de
3 X 10-4 M y de 1 X 10-4 M, respectiva-
mente, y la reaction se initio por vertido
del volumen de disolucion de LDH, hasta
completar el total de 3 ml. Las determi-
naciones de la actividad LDH se han efec­
tuado en un medio tamponado de fosfato
sodico 50 mM de pH = 7,4, salvo indica-
ci6n especifica.

Resultados

Inhibition de LDH por PCMB. El
PCMB se comporta como inhibidor re’ 
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versible de la LDH, en el sistema NADH-
LDH-piruvato, cuando no se establece
contacto previo entre el enzima y el reac­
tive bloqueador (fig. 1). Sin embargo,
cuando se mantienen en contacto previo
el PCMB y la LDH durante intervalos
crecientes de tiempo, se observa el carac-
ter irreversible o pseudoirreversible de la
inhibition y que esta es progresiva; en la
figura 1 aparecen, tambien, los resultados
obtenidos manteniendo en incubation pre­
via la LDH y el PCMB.

La dialisis durante 24 horas, frente al

Fig. 1. Inhiblcion de LDH por PCMB.
a) Reversibilidad sin contacto previo LDH-
PCMB; PCMB M X 10‘: (O) 2; (□) 1; (A) 0.
b) Irreversibilidad con contacto previo LDH-
PCMB (30 minutos); PCMB M X 10“*: (O) 8;

(□) 2; (A) 0.

tampon de fosfato 50 mM y pH 7,4, de
muestras de LDH (5 /zg en los 3 ml de
incubado) preincubadas con PCMB 1 X
10-6 M, permite la recuperation de un
27 % de la actividad inicial y no se logra
recuperation alguna cuando la concentra­
tion de PCMB es superior, confirmandose
con ello el caracter irreversible de la in­
hibition inducida por el PCMB al estable-
cer contacto previo con la LDH.

El /?-mercaptoetanol no afecta a la acti­
vidad LDH; sin embargo, al actuar du­
rante 30 minutos concentraciones de
/?-mercaptoetanol de 2 X 10-s M y 1 X
10-'1 M sobre muestras de LDH y PCMB
(1 X 10-s M y 5 X 10-5 M) preincubadas
durante 60 minutos, se recupera parcial-
mente la actividad inhibida por el PCMB
en un 43 y 66 %.

Debido al caracter reversible de la in­
hibition provocada por el PCMB cuando
no se preincuba con la LDH, se ha deter-
minado la naturaleza de la inhibition in­
ducida en estas condiciones, para el sis­
tema direct© e inverso de la reaction
(tabla I). La formation previa del com-
plejo estable LDH-NADH no ejerce nin-
giin efecto protector sobre la inhibition
que induce el PCMB.

El NADH (2 X 10~4 M), el NAD (3 X
10“3 M) y el L-lactato (0,6 M) ejercen un
ligero efecto protector de la inhibition
provocada por el PCMB (IX 10-5 M y
1 X 10-4 M) sobre concentraciones cre­
cientes de LDH (60-100 /xg de purificado

Tabla I. Cinetica de la inhiblcion producida
por el PCMB.

5 g LDH purificada/3 ml incubado.

PCMB
Mx104

Substrate
variable

Cardcter
de la in-
hibicidn

Constantes
cindticas Mx104

Kip Ki I km
1 NADH C 0,3 0,15
2 »
1 Piruvato NC 2,5 3,2 0,9
2
1 NAD C 1.5 2,5
2
1 L-lactato NC 2 6,9 20
2 a
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en los 3 ml de incubado) cuando no se
preincuban el enzima y el inhibidor; el
efecto protector desaparece cuando se es-
tablece entre ambos una preincubacion de
80 minutos.

Valoracion de grupos —SH con PCMB.
La valoracion de los grupos —SH de la
LDH de higado de polio se ha realiza-
do midiendo los incrementos de D.O. a
250 run segun la tecnica de Boyer (loc.
cit.). Las muestras de valoracion contenian
concentraciones crecientes de LDH, com-
prendidas entre 1 X 10-4 y 35,2 X 10-2
mg LDH/ml, siendo la concentration final
de PCMB, en todas ellas, de 1 X 10-5 M.
El contacto previo entre la LDH y el
PCMB se mantuvo durante intervalos de
tiempo de 30 segundos y 15,30 y 45 mi­
nutos, a cuyo final se leyeron las D.O. uti-
lizando como bianco una disolucion que
contiene la misma cantidad de enzima di-
suelto en el tampon de fosfato habitual.
A los 30 minutos se valoran 5,6 grupos
tiol por mol de LDH (fig. 2).

Fig. 2. Valoracion de los grupos —SH con
PCMB.

PCMB = 1 X IO"1 M: incubacion LDH-PCMB:
(C) 15; (■) 30; (A) 45 (minutos).

Efecto del DTNB sobre la actividad
LDH. El DTNB 1,68 X 10~4 M, inhibe
a la LDH (5 /zg de purificado en los 3 ml
de incubado) un 94 % en el sistema NADH-
LDH-piruvato en medio de tampon de
fosfatos 50 mM de pH = 8. La inhibition
es reversible, ya que muestras que con-
tienen LDH y DTNB (2 X 10-4 M) en
preincubacion durante 24 horas y que es-
tan inhibidas un 100 %, recuperan un
73 % de su actividad inicial cuando se
someten a dialisis frente al tampon de
fosfatos habitual.

La cinetica de la inhibition que provo-
ca sobre la LDH, ensayada en el sistema
directo e inverso, muestra caracter no
competitivo respecto al NAD y al L-lac-
tato, mientras que es competitivo respecto
al NADH y al piruvato; los valores de las
constantes de inhibition son los que se
expresan en la tabla II.

La cinetica de dicha inhibition utili-
zando el NADH como substrato variable.
pone de manifiesto la formation de un
complejo inactivo LDH-NADH-DTNB.
cuando la concentration de piruvato es
saturante (3 X 10~4 M) (fig. 3). El incre­
ment© de la concentration de piruvato y
la disminucion de las concentraciones del
inhibidor determina que el fenomeno vaya
siendo cada vez menos acusado y en estas
condiciones se mantiene el caracter de in­
hibidor competitivo respecto al NADH.
No se observan variaciones en los resulta-
dos al trabajar con muestras de LDH y

Tabla 11. Cinetica de la inhibition produdda
por el DTNB.

5 g LDH purificada/3 ml incubado.

DTNB
Mx10s

Substrato
variable

Cardcter
de la In-
hlblclon

Constantes
clnetlcas Mx104 .

KII Kip

5 NAD NC 1,81 1,73 2.5
8 »
5 L-lactato NC 2,65 0,45 20
8
8 Piruvato C 0,65 0,9

10
8 NADH C 0,6 0,15

10
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Fig. 3. Clnetica de inhibition del DTNB con
respecto al NADH.

d) Piruvato = 3 X 10~4 M; DTNB M X IO"4:
(O) 0; (■) 1; (A) 1,2; (y) 1,6. b) Piruvato =
1,5 X 10-3 M; DTNB M X 10s: (O) 0; (■) 1;

(A) 10.

DTNB preincubadas durante 50 minutos.
Concentraciones superiores a las cineti-

camente saturantes de los coenzimas o de
los substrates no ejercen ningun efecto
protector sobre la inhibition inducida por
el DTNB sobre la LDH.

Valoracion de grupos —SH con DTNB.
Se detectan 6 grupos tiol por mol de LDH
cuando se utiliza el DTNB como agente
de valoracion segun el metodo de Ell-
man (7). Se leyeron los incrementos de
D.O. a 412 nm para muestras de LDH de
concentration comprendida entre 5,65 X
10~7 M y 11,3 X IO'7 M (fig. 4).

Action de cationes divalent es sobre la
LDH. Al investigar la action de cicrtos
cationes sobre la actividad de la LDH sc
obscrva quc cl Pb+2 (IX IO-3 M) no
ejcrce ningun cfccto inhibidor, micntras

quo los iones Cu (II) y Zn (II) (1 X
10~3 M) inhiben la actividad LDH (5 /xg
de purificado en los 3 ml de incubado)
hasia un 80 %; en ambos casos la inhibi­
tion es progresiva.

El Hg (II) es un inhibidor muy potente
de la actividad LDH; a pH 7,4 en medio
de tampon tris-HCl 50 mM, el HgCl,
(1 X 10“6 a 1 X 10-i M) provoca una
inhibition sobre la concentration de enzi-
ma anteriormente mencionada del 90 %.
La preincubacion del enzima con el ca­
tion determina el increment© de los por-
centajes de inhibition; asi, al establecer
un contacto previo de 30 segundos entre
ambos, se obtienen los mismos efectos con
concentraciones del cation diez veces in­
feriors; y al preincubar el enzima duran­
te 50 minutos, si la concentration del ca­
tion es de IO-8 M, se logra una inhibition
completa.

Las muestras de LDH inhibidas por
Hg (II) (10-8 M) apenas recuperan su ac­
tividad al ser dializadas frente al tampon
mencionado y la recuperation es comple­
ta si la dialisis se efectua frente a /3-mer-
captoetanol; el mismo efecto se consigue
por adicion del reactivo en la muestra
que contiene el enzima inhibido.

Fig. 4. Valoracion de los grupos —SH con
DTNB.

LDH M X HF: (O) 5.65; (A) 11,3.
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Formation de complejos binaries y ter-
ciarios en presentia de bloqueadores de
los grupos —SH. Al incubar LDH con
NADH se forma un complejo binario es­
table LDH-NADH (13). Se ha investigado
la posible union del NADH cuando la
LDH se halla en presencia de PCMB o de
Hg (II), agentes que, como se ha demos-
trado, bioquean los grupos tiol de la LDH
de higado de polio.

Muestras de LDH (0,25 pg de purifi-
cado/ml) preincubadas con NADH 1 X
IO-4 M y PCMB 1 X 10-5 M y que se
hallan, por tanto, muy inhibidas, muestran
el mismo porcentaje de NADH remanente
(35 %), al cabo de 24 horas de dialisis,
que las muestras de la misma composition
pero que carecen de PCMB.

Al trabajar con HgCl, 3 X IO-7 M, las
muestras que tambidn estaban totalmente
inhibidas antes y despues de ser sometidas
a dialisis, mostraban el 52 y 55 %, respec-
tivamente, de NADH remanente al ser
dializadas durante 24 horas.

Everse et ah (9) han postulado que el
piruvato y el NAD en medio alcalino for-
man un aducto. En efecto, al determinar
el espectro U.V. de mezclas de piruvato
(1 X 10-2 M) y de NAD (8.4 X 10“4 M). a
pH 10 (tampon bicarbonato NaOH 0.37
M), aparece un maximo a X = 340 nm,

Fig. 5. Formation del aducto Piruvato-NAD.
Tampon bicarbonatado —NaOH 0,034 M,
pH — 10-Preincubaci6n NAD-piruvato: (•) 15;

(A) 30; (y) 45; (O) 120 (minutos).

Fig. 6. Complejos inactivos de LDH.
LDH 3,13 X 10-‘ M; NAD = 7,15 X IO-2 M;
piruvato = 11.9X 10-’ M. a) Complejo LDH-
NAD-piruvato (—); b) Complejo LDH-NAD-

piruvato-PCMB; PCMB = 1,88 X 10"3 (—).

distinto del de ambas sustancias por se-
parado (fig. 5). El fenomeno no ocurre si
el pH se halla proximo a la neutralidad.

Al incubar mezclas que contienen LDH -
(3,13 X 10-4 M) y concentraciones analo-
gas de piruvato y de NAD, a pH 7,6
(tampon tris-HCl 0,095 M) se observa un
m&ximo a X = 320 nm (fig. 6) y su apa-
ricion no depende del interval© de prein-
cubacion de los substrates y del enzima
o de la de este con el NAD. Puede dedu-
cirse que se ha formado un complejo ter-
ciario inactivo LDH-NAD-piruvato.

Cuando se trabajo en las condiciones
precedentes, pero con muestras de LDH
que habian sido preincubadas con PCMB
(1.88 X 10-3 M), tambien aparece un m&-
ximo en el espectro a X = 320 nm (fig. 6),
lo que indica que el complejo binario
LDH-PCMB se une al piruvato y al NAD
para formar el complejo cuaternario inac­
tivo LDH-PCMB-NAD-piruvato.

Discusion
La LDH de higado de polio posee seis

grupos —SH fibres por mol, valorables
con PCMB y DTNB. La actividad LDH
rcsulta inhibida por el bloquco de los grd
pos tiol, tanto por los mcncionados reacti 
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vos como por los cationes Cu (II), Zn (II)
y especialmente por Hg (II), indicando la
necesidad de que se hallen en estado libre
para intervenir en el proceso catalitico.

Cuando el PCMB actua como inhibidor
reversible de la LDH, la inhibition es
competitiva respecto al NAD y al NADH
y no competitiva respecto al L-lactato y
al piruvato, lo que podria indicar que los
grupos —SH intervienen en la union con
el coenzima. Por otra parte, ambos coen-
zimas y el L-lactato protegen debilmente
al enzima de la inhibition reversible indu-
cida por el reactivo; el efecto protector
desaparece cuando la LDH y el PCMB se
preincuban, en cuyas condiciones la inhi­
bition inducida por este es irreversible.

El DTNB inhibe reversiblemente a la
LDH, la inhibition es de naturaleza com­
petitiva respecto al piruvato y al NADH
y no competitiva respecto al L-lactato y
al NAD, resultados que no apoyan la in­
tervention de los —SH en la union del
coenzima al enzima. Por otra parte, ni los
coenzimas ni los substrates ejercen efecto
protector de la inhibition inducida por el
reactivo.

El que el /3-mercaptoetanol no afecte a
la actividad LDH constituye un indicio de
la ausencia de uniones disulfuro.

La inhibition de la LDH de higado de
polio por Hg (II) no se anula por dialisis,
pero el enzima inactivado por el ion re-
cupera toda su actividad por tratamiento
con /?-mercaptoetanol, indicando que la
inhibition provocada por el cation no ha
afectado a la estructura de la molecula
enzimatica.

Los estudios cineticos ponen de mani-
fiesto la formation del complejo LDH-
NADH-DTNB. Asimismo, cuando los gru­
pos —SH de la LDH se hallan bloquea-
dos por PCMB o por Hg+a se originan
complejos terciarios con el NADH (LDH-
NADH-bloqueador). Por otra parte, cuan­
do se incuba el complejo LDH-PCMB
con NAD y piruvato se demuestra la for-
maci6n del complejo cuaternario LDH-

NAD-PCMB-piruvato. La existencia de
los complejos comentados confirma que
la union de los coenzimas o de los subs­
trates a la molecula del enzima no se
efectua directamente a traves de los gru­
pos tiol.

El bloqueo de dichos grupos por los
reactivos especificos pudiera determinar
un impedimento espacial que limitase o
impidiese los cambios de conformation
necesarios que debe adoptar la proteina
enzimatica en su actuation catalitica. Se
ha sugerido tambien que los grupos tiol
se hallen involucrados en la transferencia
de iones hidruro desde el coenzima a un
grupo histidina del enzima que se halla
proximo al residuo de cisteina esencial
(16).

La transferencia del ion hidruro desde
el coenzima al substrato, con la interven-
cion de un resto de histidina de la mo­
lecula de LDH, ha sido postulada por
numerosos autores como el mecanismo
quimico de actuation de la LDH (5, 8, 9).

Considerando los resultados que se des-
criben en este trabajo, se ha creido ade-
cuado el proponer un mecanismo igual o
similar al postulado por Rabin et al. (15)
para otras deshidrogenasas, tai como apa-
rece en la figura 7. El mecanismo pro-
puesto estaria de acuerdo con la necesi­
dad de la existencia de una forma proto-
nizada en la molecula del enzima, justifi-
caria ademas la posibilidad de formation
de complejos binarios y ternarios en pre-
sencia de los bloqueadores de los grupos
tiol, a la vez que facilitarfa la transferen-

Fig. 7. Mecanismo de reaction de la LDH
de higado de polio.
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cia del ion hidruro hacia el substrate y
justificaria la necesidad de los grupos
—SH en la actividad LDH.

Resumen

La valoracion de LDH (HJ cristalizada de
higado de polio con PCMB o DTNB demues-
tra la existencia de seis grupos tiol por mol de
enzima que son esenciales para la actividad, ya
que su bloqueo por los citados reactivos o por
Cu (II), Zn (II) y Hg (II) provoca la inactiva­
tion. La LDH inhibida por Hg (II) recupera
su actividad al ser tratada por /?-mercapto-
etanol.

El NAD, el NADH y el L-Iactato protegen
dGbilmente a la LDH de la inhibition reversi­
ble inducida por el PCMB, mientras que los
coenzimas o los substratos no ejercen efecto
protector alguno de la inhibition provocada
por el DTNB.

La LDH es inhibida por PCMB competiti-
vamente respecto a los coenzimas y no compe-
titivamente respecto a los substratos. La inhi­
bition inducida por el DTNB es competitiva
respecto al NADH y al piruvato y no compe­
titiva respecto al NAD y al L-lactato. La cin6-
tica de inhibition del DTNB sugiere la exis­
tencia del complejo LDH-NADH-DTNB. La
formation de los complejos inactivos LDH-
NADH y LDH-NAD-piruvato se ha detectado
por medida de la absorbancia (U.V.).

La existencia de los complejos se ha obser-
vado, tambidn, al trabajar con el enzima pre-
viamente tratado con PCMB o Hg (II).

Los resultados indican que los grupos —SH
esenciales no intervienen en la unidn de los
substratos o los coenzimas a la mol6cula de
LDH y sugieren su participacidn en la trans-
ferencia reversible del ion hidruro desde el
NADH al piruvato.
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