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Some information about the lactate dehydrogenase NAD binding site has been
obtained by working with coenzymes analogs of incomplete molecules.

5'AMP, 5'-ADP, ATP, 5'-c-AMP and 3'(2)-AMP inhibit chicken liver LDH activity
competitively with NADH.

5'-AMP and 5'-ADP show a stronger inhibition power than ATP, suggesting that
the presence of one or two phosphate groups at the 5' position of adenosine, is essential
for the binding of the coenzyme analogs at the enzyme binding site.

Ribose and ribose-5'-P do not appear to inhibit the LDH activity, proving that
purine base lacking mononucleotides do not bind to the enzyme.

5'-ADPG inhibits LDH activity in the exactly as 5'-ADP, showing that ribose
moiety may be replaced by glucose, without considerable effects on the coenzyme
analog binding.

Z'-desoxidenosin-S'-phosphate proves to be a poorer inhibitor of the LDH activity
than 5'-AMP, indicating that an interaction between the —OH groups and the amino­
acids of the LDH active center takes place.

Nicotinamide does not produce any inhibition effect, while NMN and CMP induce
a much weaker inhibition than the adenine analogues, thus indicating a lesser binding
capacity to the enzyme. Therefore, the LDH binding site seems to show some definite
specificity towards the adenina groups of the coenzyme.

Las LDHS de organismos superiores son
especificas para el NAD, aunque reaccio-
nan con el NADP en menor extension. El
estudio cristalografico del ccntro active de
la LDH M4) de lija, al grado de resolu­
tion de 2,5 A sugicre que cl cocnzima sc
une con cada una de las subunidadcs en
una forma abierta cn la que la longitud 

comprendida entre los anillos de adenina
y de nicotinamida es de 15 A (5). En la
formation del complejo LDH-NAD-piru-
vato, este ultimo se situa sobre el anillo
de la nicotinamida.

En experiencias efectuadas con analo-
gos del NAD en los que la adenina ha
sido sustituida por diversas purinas (5, 6) 
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o por nicotinamida (10, 14), han permiti-
do establecer que la interaction del coen-
zima y el enzima se establece a traves de
la citada purina y determina que la nico­
tinamida se situe en la region del centro
de la LDH en la que se realiza la trans­
formation catalitica.

Los analogos del NAD, en los que se ha
sustituido la adenina, provocan el incre-
mento del valor de Km, mientras que ape-
nas varia la Vn,ftx, confirmando la inter­
vention de la purina en la union del NAD
y la LDH.

El nucleotido de dinicotinamida actua
como coenzima de la LDH pero solo se
reduce uno de sus dos anillos (9).

Han sido poco estudiados los efectos
provocados por la sustitucion de la por­
tion de D-ribosa, adyacente al anillo de
adenina en el NAD, si bien la sustitucion
de esta D-ribosa por D-glucosa induce la
perdida de actividad como coenzima del
analogo estructural que se origina (3).

Estudios de rayos X (11) efectuados
con analogos del coenzima que no poseen
el anillo de la nicotinamida, ponen de ma-
nifiesto que el 5'-AMP, el ADP o el ADPR
inducen identicas variaciones de confor­
mation en la LDH que las provocadas
por el NAD. La adenosina, el 5'-acetato
de adenosina y la adenina (2) no provocan
efecto alguno, al igual que el mononu-
cleotido de nicotinamida, ya sea en forma
oxidada o reducida. Los mencionados fos-
fatos de adenina se comportan como in-
hibidores de los isoenzimas de la LDH de
tipo H y M (4).

Pucsto que la union de los coenzimas a
la protcfna cnzimatica (1) provoca on ella
notables cambios de conformation, se es­
tud ia en cl presente trabajo la influencia
que cjercen los grupos fosfato, ribosa y
adenina constituycntes del coenzima, en la
mencionada asociacidn. El estudio se ha
efectuado determinando el efecto que pro­
vocan, sobre la actividad de la LDH de
hieado de polio, moleculas analogas al
NAD o al NADH cuya complejidad es-
tructural aumentaba paulatinamente.

Material y metodos

Se ha empleado LDH de higado de
polio obtenida segun Lluis et al. (8). La
actividad especifica del preparado es 555
unidades/mg proteina (1 unidad = AD.O./
minuto). El preparado purificado se con-
serva a 4° C en forma de precipitado por
la action del sulfato amonico y 1 g del
precipitado contiene 200 mg de proteina.

Los inhibidores empleados, relaciona-
dos con el NAD y sus procedencias son:
adenina, adenosina, 3',5'-ciclofosfato de
adenosina, ATP, nicotinamida y D-ribosa,
de Merck; 5'-ADPG, 5'-AMP y NMN, de
Boehringer; Tris-ADP, 5'-fosfato de ribo­
sa, de Sigma; 3'(2')-AMP, 2'-desoxiadeno-
sin-5'-monofosfato, de Fluka, y CMP, de
NCB. Se utilizaron disoluciones de los in­
hibidores en tampon de fosfatos sodico
50 mM, de pH 7,4, ajustados a dicho pH.

La actividad LDH se determine leyen-
do 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 1 cm de paso de luz. Las muestras
contenian tampon de fosfato sodico 50 mM,
de pH = 7,4, NADH (1 X 10"4 M), piru-
vato (3 X 10~4 M) y el volumen de diso-
lucion de inhibidor cuya action se estudia.
La reaction se initio con la adicion de
LDH (5 /j.g del purificado) hasta comple-
tar el volumen de 3 ml.

Resultados

Efecto de la adenina, la adenosina y de
diversos acidos adenilicos en la actividad
LDH. La intervention de los grupos fos­
fato del NAD en la union del coenzima al
enzima, sc ha puesto de manifiesto deter­
minando el efecto inhibidor que la adenina
y algunos de sus dcrivados ejcrccn sobre
la actividad LDH (tabla I).

No sc ha observado incrcmcnto en los
porcentajcs de inhibition al mantener en
contacto previo (120 min.) las sustancias
citadas y la LDH. Por su parte, la adenina
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Tabla I. Efecto sobre la LDH de la adenina
y derivados.

Inhlbldor Inhibicidn
2 x 10-*M %

Adenina 0
Adenosina 10
5'-AMP 66
3'(2')-AMP 16
5'-ADP 71
ATP 40
Adenosin-3',5'-ciclofosfato 52

y la adenosina (ambas 2 X 10-2 M) no in-
hiben a muestras del enzima cuya concen-
tracion es cinco veces inferior a la emplea-
da en las experiencias anteriores; resulta-
do que difiere de lo afirmado por otros
autores (2).

El que la adenina y la adenosina no
provoquen inhibicion, mientras que los aci-
dos adenilicos inhiben al sistema NADH-
LDH-piruvato, indica que la capacidad de
union al enzima, de estas porciones del
NADH, unicamente es significativa en
presencia de los grupos fosfato.

El mayor porcentaje de la inhibicion
inducida por el 5'-AMP, en comparacion
con el 3'(2')-AMP y el 3,,5z-ciclofosfato
de adenosina, sugiere que sea el grupo
5z-fosfato el que posee mayor especifici-
dad. El que ]as inhibiciones provocadas
por el 5'-ADP sean superiores a las indu-
cidas por el 5'-monofostato y el ATP, su­
giere que sean hasta dos los grupos fos- 

fatos unidos al anillo de ribosa adyacente
al anillo de adenina los que ejercen una
interaction adecuada con la molecula de
LDH.

La cintiica de la inhibicion inducida
por el 5'-AMP, el ATP y el 3',5'-ciclofos-
fato de adenosina permite comprobar que
las sustancias se unen a la LDH en el «lo-
cus de union» propio de los coenzimas
(tabla IT).

Efecto de la portion azucar del NAD
en la actividad LDH. El papel desempe-
nado por la D-ribosa, adyacente al anillo
de adenina en la molecula del coenzima,
en la union de este a la LDH, no ha sido
aclarado todavia. Se ha tratado de poner-
lo de manifiesto determinando la action
que inducen sobre la actividad LDH, la
D-ribosa y compuestos relacionados, en
las condiciones experimentales habituales.

La D-ribosa (1 X 10-2 M) y el 5'-fos-
fato de D-ribosa (3 X 10-2 M) no inhi­
ben la actividad LDH, en tanto que el
5'-ADPG (2 X 10-2 M) lo hace en un
63 % y el 2'-desoxiadenosin-5'-monofosfa-
to (4 X 10~4 M) en un 24 %.

Los porcentajes de inhibicion no expe-
rimentan incremento alguno cuando se
preincuba el enzima y las sustancias men-
cionadas durante intervales de hasta 120
minutes.

El que la D-ribosa y el 5'-monofosfato
de ribosa no inhiban a la LDH, en el sis­
tema NADH-LDH-piruvato, indica que la

Tabla 11. Cinetica de la inhibicion de LDH por acidos adenilicos.
Substrates: NADH MX 10~B (variable): 1 a 10; piruvato MX 10_1 (constante): 3;

NADH M X 10-4 (constante): 1; piruvato MX 10 s (variable): 2,5 a 30.

Inhlbldor M x 10-3 Substrato
variable

Carncter
cinetico

Constantes Inhibicion*
M X 10-3

Kii Kip

5'-AMP 8 y 20 NADH c — 0.72
5'-AMP 8 y 20 Piruvato NC 10 12
ATP 9 y 20 NADH C — 2.6
ATP 9 y 20 Piruvato NC 30 29
Adenosin-3'-5'-ciclofosfato 9 y 20 NADH C — 3.1

• Detertninadas por el metodo de Llneweaver-Burk (7).
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moldcula de D-ribosa del coenzima no es
capaz de inducir, por si sola, ninguna
union estable con la LDH aun cuando
se halle unida a un grupo fosfato. El
5'-ADPG se muestra inhibidor de la LDH
y la inhibition que induce es similar a la
provocada por el 5'-ADP (tabla I). De la
comparacion de ambos resultados puede
deducirse que la sustitucion de la D-ribo­
sa en el 5'-ADP, por D-glucosa, para ori-
ginar el 5'-ADPG, no provoca disminu-
cion notable en la capacidad de union de
los analogos del coenzima al enzima.

Los menores porcentajes de inhibition
inducidos por el 2'-desoxiadenosin-5'-mo-
nofosfato, ponen de manifiesto la interven­
tion de los grupos OH— del azucar en el
acoplamiento de la molecula del coenzima
a la de LDH.

Efecto de la nicotinamida y de otros
nucleotidos en la actividad LDH. Se ha
postulado (2, 13) que el «locus de union»
de los coenzimas no exhibe gran especifi-
dad por el anillo de adenina. Se ha trata-
do aqui de poner de manifiesto si los ani-
llos de la nicotinamida o de la citidina son
capaces de sustituir a la adenina en dicha
union determinando el efecto que sobre la
actividad LDH provocan compuestos re-
lacionados. Mientras que la nicotinamida
(2 X IO-2 M) no afecta a la actividad del
enzima, en las condiciones habituales, el
NMN y el CMP (ambos 2 X 10-2 M) so-
lamente ejercen una ligera inhibition (10
y 11 %, respectivamente).

La nicotinamida (2 X 10-2 M), por su
parte, no inhibe aun despues de preincu-
bacion (60 minutos) y ello podria corres-
ponderse con la action nula de la adenina.

El ligero efecto inhibidor del NMN po­
dria sugerir que la union del anillo de ni­
cotinamida al enzima sea mucho mas labil
que la que se establece con el 5'-AMP,
permitiendo su facil desplazamiento por
el NADH presente en el medio de incuba­
tion. La suposicion no es correcta ya que
al determinar la actividad LDH frcnte a
bajas concentraciones de NADH (1 X

10~s M y 2 X 10-5 M), en ausencia y en
presencia de NMN (2 X IO-2 M), la inhibi­
tion que provoca es baja (12 y 15 %, res­
pectivamente); ello indica que el NMN
no es desplazado por el NADH y pone de
manifiesto la preferencia del «locus de
union» de los coenzimas por la adenina.

Discusion

Puesto que la union de los coenzimas a
la proteina enzimatica provoca en ella no­
tables cambios de conformation, se ha in-
vestigado la influencia que ejercen por si
solas algunas de las porciones de la mo­
lecula de NAD (NADH) en la union a la
molecula de LDH.

La adenina y la adenosina no inhiben
la actividad LDH, aun despues de un pro-
longado periodo de preincubacion con el
enzima, y ello sugiere que ambos no se
unen a la LDH, o bien que su union sea
tan labil que pueden ser facilmente des-
plazados de ella por el NADH presente
en el medio.

Las destacadas inhibiciones inducidas
por el 5'AMP y 5'-ADP sugieren que sea
precisa la presencia de uno o dos grupos
fosfato unidos al anillo de ribosa adya-
cente al de adenina para la union del
coenzima analogo a la LDH, ya que la
inhibition inducida por el ATP es algo
menor, los tres nucleotidos se fijan, sin
embargo, al mismo centro que el NAD y
el NADH dado su caracter de inhibidores
competitivos.

El resultado obtenido con el ATP se
halla en concordancia con el hecho de que
en el NAD existen unicamente dos restos
de fosfato entre las porciones de la ade­
nosina y de la nicotinamida; cabe esperar
que la presencia de tres grupos fosfato en
la posesion 5' de la ribosa adyacente a la
adenina pueda provocar impedimentos es-
tericos que repercutan, de modo desfavo-
rable, en la union del coenzima a la LDH
y de ahi el menor porcentaje de inhibi­
tion.

El caracter inhibidor de la actividad 
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LDH decrece desde el 5'-AMP al 3'(2')-
AMP, lo que permite afirmar que la po­
sition 5' del fosfato es la que facilita pre-
ferentemente la fijacion de la adenosina a
su locus caracteristico, probablemente por
establecimiento de uniones de naturaleza
electrostatica entre los grupos fosfato y los
aminoacidos de la proteina.

Cuando se introducen modificaciones en
el azucar adyacente al anillo de nicotina-
mida se registian efectos muy acusados en
la actividad del coenzima (12). En este
trabajo se ha podido comprobar que la
D-ribosa por si sola o el 5'-fosfato de ri-
bosa no inhiben la actividad del enzima y
ello es indicio de que la portion azucar
del coenzima no se une a la LDH en
ausencia del anillo de adenina. Por otra
parte, la comparacion de los resultados
obtenidos con el 5'-ADP y el 5'-ADPG
muestran que se produce un ligero des-
censo de la capacidad de interaction de la
adenosina-glucosa con el «locus de union»
de los coenzimas, si bien la sustitucion del
azucar adyacente a la adenina no produce
incremento notable del poder inhibidor
de dicha sustancia.

El efecto inhibidor del 2'-desoxiadeno-
sin-5'-monofosfato es menor que el indu-
cido por el 5'-AMP o el 5'-ADPG y ello
indica la intervention de los grupos —OH
en la union de los coenzimas analogos a
la LDH, probablemente por establecimien­
to de uniones por puente de hidrogeno
entre el azucar y los restos de aminoaci­
dos de la proteina.

A pesar de la inespecificidad poslulada
para el anillo de adenina, la prcferencia
por la adenosina es notoria, ya que la ni-
cotinamida o el mononucleotido de nicoti-
namida no provocan efecto inhibidor al-
guno en la actividad LDH. Esto sugierc
que no se ha podido unir el anillo de ni-
colinamida al centro de union de la ade­
nosina, o bien que esta union sea lo sufi-
cientemenie labil, y la base y el NMN
son desplazados inmediatamente por cl
NADH presente en el medio de incuba­
tion. Por otra parte, tampoco se observa 

efecto inhibidor alguno por el cilidin-mo-
nofosfato, lo cual confirmaria la suposi-
cion formulada.

Resumen

El empleo de compuestos analogos del coen­
zima, que carecian de parte de su molGcula,
permite obtener information acerca del centro
de la LDH de higado de polio al que se une
el NAD.

Los 5'-AMP, 5'-ADP, ATP, 5'-c-AMP, 3'(2')-
AMP son inhibidores competitivos de la LDH
respecto al NADH. Los dos primeros son los
mis destacados, lo que demuestra que la pre-
sencia de uno o dos grupos fosfato en la posi-
ci6n 5' de la adenosina es esencial en la union
entre el coenzima y el enzima. La D-ribosa y
el D-riboso-5-P no inhiben a la LDH, se de­
muestra con ello que la adenina es indispensa­
ble en la union de los nucleotidos al enzima.

Las inhibiciones provocadas por el 5-ADPG
y el 5'-ADP son similares; por tanto, la susti­
tucion de la D-ribosa por la D-glucosa no afec-
ta significativamente a la capacidad de union
del coenzima analogo. La ligera inhibition que
induce el 2'-desoxiadenosin-5'-P, comparada
con la exhibida por el 5'-AMP, pone de mani-
fiesto la interaction de los grupos —OH del
azucar del coenzima con los restos aminoicidos
del centro aclivo de la LDH.

La nicotinamida no ejerce efecto inhibidor y
las inhibiciones que provocan el NMN y el
CMP son inferiores a las exhibidas por los
analogos de adenina, ello es indicio de su me­
nor capacidad de union al enzima; se confirma
con ello la especificidad del centro de union del
enzima a dicha purina.
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