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« -DiCARhONlLO REDUCTASA DE HIGADO DE PALOMA:
1) CINETICA DE LA REDUCCIGN DEL PIRUVATO DE ETILO
CON NADPH COMO COENZIMA =~

Por J. Gonzdlez Prieto
A. Bernardo
R. Martin Sarmiento
L Vidal

INTRODUCCION

BERNARDO vy sus colaboradores® han aislado recientemente, a partir de higado
de paloma. una @ -dicarbonilo reductasa [L (+)- @-hidroxicarbonilo: NAD (P)
oxido reductasa]. similar a la descrita inicialmente por PROVECHO et al'* en
higado de bévido. Este enzima habia venido siendo considerado una diacetilo
reductasa especifica’. % pero los estudios de especificidad efectuados por los
autores mencionados pusieron de manifiesto que. ademés del diacetilo, reduce
todo tipo de @-dicarbonilos de mas de tres dtomos de C, entre ellos el piruvato
de etilo. a los correspondientes L (+)-a -hidroxicarbonilos utilizando como
donador de hidropeno NADH o NADPH. >

El presente articulo da cuenta de las experiencias realizadas para determinar
el mecanismo de reaccion y las constantes de afinidad del enzima en la reduccién
del piruvato de etilo con NADPH.

MATERIAL Y METODOS

El NADPH fue obtenido de Boehringer. el piruvato de etilo de Sigma, el
lactato de etilo de Merck y la pentano-3-ona de Spectrix. La acetona (Panreac)
fue purificada siguiendo el método deserito por VOGEL (1964).

Las preparaciones enzimditicas se obtuvieron segtn el método descrito por
BERNARDO y col.”,

Las determinaciones de actividad se efectuaron espectrofométricamente a
partic del descenso en absorbancia a 340 nm producido por la oxidacion del
coenzima en un medio termostatado a 25°C y tamponado a pH 6.1 con fosfato

An. Fae. Vet. Leén., 1983, 29, 343-353.
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bisédico monopotisico 0.1 M. En este trabajo, «v» se refiere a veloeidad inieial,
expresada como nmoles de sustrato reduculns. por minuto. ' et
Para la determinacién de los pardametros cinéticos se midieron las actividades
iniciales a cuatro concentraciones distintas de cada uno de los dos .-uslfa[us.
piruvato de etilo y NADPH. El cilculo de K v K, sellevo a ('il'l"."i"l”' l‘]l ';i(\t\t:fllﬁ
de Hanes en lugar del de Lineweaver-Burk. por su mayor precisién'. 1 -
se obtuvo representando (NADPH)/v en funcion de las distintas mnfurulm.lts l(
NADPH, lo que proporcioné una serie de rectas. una para cada vum-vnlrzu'lmll ’t e
piruvato de etilo, cuyo punto de corte en el segundo cuadrante ('urr{‘spﬂllf.f’ﬂ
—K._. La representacion secundaria de las pendientes de estas l'(‘{'l&.lr‘« en rl.lll( lnl,]
de la inversa de la concentracion de piruvato de etilo correspondiente 'h”/ una
nueva recta, cuyo punto de corte sobre el eje horizontal t'“l""'-“‘["”"‘l" 4 ‘_]i h"_"i
de donde se dedujo el valor de K, para el piruvato de etilo. [)vll Mismo "“-);'.”. la‘
representar (piruvato de etilo)/v en funcion de (piruvato de l't]lﬂ).- la familia H
rectas obtenidas determiné el valor de Ketlpimmate v de Ja representacion secundaria
se obtuvo el correspondiente valor de KNADPH, lizados
Los experimentos para calcular las constantes de inhibicion fueron rea w.ful( ‘-]
a concentracion fija y saturante de uno de los sustratos v variable (l(‘-[ otro _\‘t' t‘
inhibidor. Representando (5)/v en funcion de (S) se obtuvo una serie d.t’ rec ld-‘:
una para cada concentracion de inhibidor: la representacion secundaria de las
pendientes de estas rectas (

acompetitivas)
funcion de

2 s o " v 5 v
en el caso de las inhibiciones no competitivas )
. . IR T T S Litivas) en
o de las intersecciones (en el de las inhibiciones competitiv 18)

) obre el eie de abscisas
(O Tetsensing oas recta, cuyo punto de corte sobre el eje de f

corresponde a —K. La constante
Zona en

la inv

de inhibicién para el piruvato de etilo en llil
que aparece inhibicion por exceso de este sustrato s (-alvulc’:ln-ln-p.-(-ntf'lfu o
ersa de la velocidad en funcion de la inversa de la concentracion del mismo
Y tomando como K; la reciproca, ¢
de abscisas de 1a rec
pPresente articulg

Burk,

cinétie

ambiada de signo. del punto de corte en el ()J:I‘
ta obtenida. Para la presentacion de los r(*sultm‘lns en ¢
se ha utilizado la tradicional representacion de ljm.ewawr-
por considerar que resulta mas comprensible para no especialistas en
a enzimitica que la de Hanes.

RESULTADOS

Influencia de I concentracién de piruvato de etilo y NADPH sobre la velocidad

de reaccién

La representacion de la inversa de la velocidad en funcién de la inversa de la
concentracion de piruvato de etilo

cinética michaeliana en todo el
previos de |

o NADPH muestra que la reaccion sigue A
rango de molaridad estudiado. En oshu!u];s
a influencia de la concentracion de sustratos sobre la velocidad de

reaccion pudo comprobarse también que la linearidad se mantiene al menos
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tre 5 v 200 uM de NADPH v entre 40 pM y 10 mM de piruvato de etilo. Las
entre . Pl . l & = . 5 Tl

mstantes de afinidad para esta zona han sido estimadas en: Kethpmae=0.6
conste = < <

mM, KNP =1 uM (figs. la y 1b), Keitpimvato = 1.1 mM y KNAPFH =6, 7iuM.

+ 12,5 uM
/o 25 uM
ID 3 i /l'-/x 50 [JM
B 0 ©100 uM
" +/:// i
> /0/‘/"
o
-:' :,’./
/.,
l—
T I 1 I
. 3 0,4 0,8 1,2
1/(PIRUVATO DE ETILO) mM
T
1,25 mM
2 + *
- /
> +
~ e o 2:5 mM
3 /
/+ o x5 mM
/,,/ /. 10 mM
o x/:/
7 X’/
L~ e
L~
1 =
1 T T I !
I 40 80 120

1/ (NADPH)mM

i i inhibidor i d ustrato).
; ones primarias de nansencia de inhibidores en funeion de 1/ (sustra
Figuras la v 1h.—Representaciones primarias de 1 I\ i !.“ 1'I n.-. o
Las concentraciones expresadas en la figura, al li'llll’ de cada linca. se re al sus
en 1 ay piruvato de etilo en 1 b).
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i i 1 1 " v -1 10 o s Ji b P 3 14« a 14 J -
A concentraciones de piruvato de etilo por encima de 10 mM <e observa que El comportamiento frente al N ADPH se estudié a concentracién fija y no

" : _— ; ; > . . i —— e 9 . vamahkla: entre © 6.25 I\

la velocidad de reaccion disminuve cuando aumenta la molaridad del mismo. saturante del pirovato de etilo (2 mM) variable entre 100 y 6.25 pM del
' - - satrel .25 v 5 s Th wavitaneddeoiig. L renres i

revelando la existencia de inhibicién por exceso de sustrato: la K, para el coenzima v entrel.25 v 5 mM de la pentano-3-ona. La representacion de los

piruvato de etilo en este tramo es de 100 mM resultados demostro. como en el caso anterior. que la inhibicion es acompetitiva

(fi{_ruru 3). l\'!""“"”“""""' ha sido estimada en 6.5 mM.

Inhibicién por la pentano-3-ona

Para estudiar la inhibicion por la pentano-3-ona frente al piruvato de etilo se

ili - + 10 mM
utilizaron concentraciones de inhibidor entre 1.25 v 5 mM. del sustrato entre /
0,625 y 10 mM y fija vy saturante de NADPH (100 pM). Representando los 5
valores hallados como 1/velocidad inicial en funcion de 1/(piruvato de etilo) se +/
obtuvo una familia de rectas paralelas (fig. 2). una para cada concentracién del s F. ‘
inhibidor, que ponen de manifiesto que la inhibicion por la pentano-3-ona es m 5 mM

0
acomPEtfliru con respecln a este sustrato. /
o
/ x 2:5 mM
o
6 +©°° ,‘/. 1,25 mM

1/V x 10
\

4 —4 o0
+5 mM /

o 2:5 mM =
x1,25 mM

o
1
\
+
A\
+
+
o +
-
B A
l_.l
” [}
o
[\
|

T T T
40 80 120 160

1/ (NADPH) mM.

1v x 1073

Figura 3.—Inhibicion por la pentano-3-ona respecto al NADPH. Concentraciones de inhibidor expresadas en
la grifica. Concentracion del piruvato de etilo (2 mM).

Inhibicién por la acetona

0,4 0

[ee]

6

La inhibicion producida por la acetona frente al piruvato de etilo, utilizando

concentraciones de acetona entre 50 y 400 mM es competitiva, como demuestra
Bt Bt 1/{PIRUVATO DE ETILO) mM la convergencia sobre el eje vertical de la serie de rectas obtenidas (fig. 4). La
gura Z.—Inhibicion por -l pentano-3-ona a las concentraciones indicadas. respecto al pirmvato de etilo,

. O TP - 5 N | & & 3 s . . il
Concentracion de NADPH (100 ). inhibicion frente al NADPH, siguiendo el mismo procedimiento utilizado al
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inhibir con pentano-3-ona frente al coenzima. resulté de tipo acompetitivo (figura 5).

'K;\r(-mnn resu]t(') ser de 130 m_\l_ / + 400

Rt o 200 mM

mM

(o9}
1
\
g
\
o

) - + 100 mM

M

1/vV x 10
\ \
1 5
+ ]

Vo
o [=]

=]

A
3

o 200 mM | ! ' :

~J
w
[
[¥;]
o

2
1/ (NADE) mM

Figura 5.—Inhibicion por la acetona frente al NADPH. Coneentracion de piruvato de etilo: 2 mM. Concentra-
cion de acetona. las expresadas en la grifica.

100 mM

60
e 50 mM -_1
40

-3
©
l !
\

1/v x 10

o
; /oé: s
v —

e

/.
A
(ap]
30 - °
32
||
1.6 3, 3 - o 0,25 mM

T T
1/(PIRUVATO DE ETILO) mM

/ A
’ e + 0,125 mM
Bura 4 —Patron de inhibicidn por la acetona frente al pirnvato de etilo a las concentraciones indicadas de /
1

1/v x 10

inhibidor. Concentracion «‘(' NADPH: 100 l:lu\l. 10 /A o
- [
+
° /Aéo 5 0
Patrén de jnhibieis /9-/+ ——X
v de inhibicién por los productos Tk —
T T T
. ‘oncentracion fija y saturante del piruvate de etilo (10 mM) y variable del 20 sl 120 il
‘0enz ‘ F S A EH : i
zima (entre 6,25 y 100 pM) se obtiene, inhibiendo con NADP (entre 0,125 1/ (NADPH) mM

y I mM : . ; :
: 1). una serie de rectas que se cortan sobre el eje vertical. poniendo de

maniﬁostu que Figura 6.—Inhibicion por ¢l NADP con NADPH como sustrato variable. a las concentraciones de inhibidor

se trata de una inhibicion (.'OI’HPPH.H‘L’(I (f]g ()) indicadas. Coneentracion del sustrato fijo. piruvato de etilo: 10 mM.
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La inhibicién frente al carbonilo por el correspondiente glicol (lactato de
etilo, entre 1,5 y 12 mM) con NADPH fijo v saturante dio una familia de rectas
(figura 7), cuyo punto de corte en el segundo cuadrante pone de manifiesto que
se trata de una inhibicion no competitiva.

12 - *

4 12 mM
16
m / o BW

1/V x 10
(o]

+
=]

T T T T T T T
0,4 0,8 1,2 1,6

1/ (PIRUVATO DE ETILO) mM

Figura 7.—Inhibicién, a las concentraciones indicadas en la grafica, por el lactato de etilo. Sustrato fijo.

NADPH: 100 uM.

]' ‘]‘Jus vf]lnres de K, obtenidos en estos experimentos fueron los siguientes:
Ki..u tato de etilo — 4 l]]Nl y K?-'\I)I' = 70 pM-
DISCUSION

Para el dlagnﬁsticn del mecanismo de reaccion de la reduccion del piruvato
de etilo por el NADPH catalizada por la o.-dicarbonilo reductasa de higado de
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paloma se ha partido de los siguientes datos: a) la forma de las representaciones
de la inversa de la velocidad en ausencia de inhibidores en funcién de la inversa
de la concentracién de sustrato a que corresponde (figs. la y 1b): b) el
patrén de inhibicion por la pentano-3-ona y la acetona, dos monocarbonilos
que pueden ser considerados anilogos estructurales de los dicarbonilos que el
enzima acepta como sustratos a reducir; ¢) el patrén de inhibicién por los
productos de la reaccién. NADP vy lactato de etilo.

La convergencia de las rectas de las figs. 1a y 1b pone de manifesto que se
sigue un mecanismo secuencial, descartando los sistemas ping-pong, y su linearidad
que. de los secuenciales. quedan también eliminados los esquemas al azar de
equilibrio lento. que deberian dar representaciones no lineales, ©, . Restan
pues en discusion el Ordenado Bi-Bi, el de Theorell-Chance, el al azar de

equilibrio ripido y sus respectivos «[so» mecanismos (para nomenclatura, véase
CLELANDY).

Por otra parte. la pentano-3-ona inhibe la reaccién acompetitivamente para
ambos sustratos. De acuerdo con las normas de CLELAND para inhibidores de via
muerta’, este patrén pone de manifiesto que dicha cetona se fija exclusivamente
a formas del enzima distintas de aquellas a las que lo hacen el NADPH y el
piruvato de etilo; es decir, a E-NADP, a E-lactato de etilo o a ambaS'.En
consecuencia, cabe destacar también los mecanismos al azar de equilibfio rapido.
en los que. por ser la etapa limitante de la velocidad la interconversion de los
complejos ternarios®, °, M. la concentracién de estado estacionario de las formas
del enzima que siguen a éstas en la secuencia de reaccién (en nuestro caso._}?-'
NADP y E-lactato de etilo) es. a efectos précticos, cero. Asi pues, laffcaceiyl
sigue un esquema de orden obligatorio de fijacion de los sustratos, sea Ordenado
Bi-Bi o Theorell-Chance, con o sin isomerizacién de las formas estables del
cnzima.

Para decidir a partir de estudios de inhibicion por los productos cudl de los
cualro mecanismos ain posibles sigue la reaccion, es preciso identiﬁ(far pre-
viamente al sustrato conductor del sistema. el primero en fijarse al enzima. L2
inhibicion por la acetona results ser compelitiva para el piruvato de etilo. lo que.
por aplicacién de las ya citadas normas de CLELAND?, pone de manifiesto que
reacciona con la misma forma del enzima con la que lo hace este compuesto Y
tnicamente con ella. Como la fijacion de un inhibidor de via mllerl.il en “’"ﬂ
forma del enzima distinta de aquella a la que se fija el sustrato variable s6lo
modifica la pendiente de las graficas si la forma en cuestién estd situada en la
secuencia de reaccion delante de la de adicién del mencionado Sustr.aml“ 2
inhibicion de la acetona respecto al NADPH deberia resultar no compeliliva, con
efectos sobre la pendiente, si el orden de fijacién al enzima fuese pil'll.\’ﬂt(’ de
etilo-NADPH y acompetitiva, sin ellos, de ser NADPH-piruvato e vetib L
datos obtenidos por nosotros mostraron que la inhibicién es acompetitiva y, por
tanto. que el NADPH es el primer sustrato en incorporarse al enzima.
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El NADP inhibe la reaccién competitivamente para el NADPH. Siendo éste
el sustrato conductor, tal patrén es incompatible con los dos mecanismos «Iso»
atin en discusiént, 3, que, por otra parte, son muy poco frecuentes (los autores no
conocen ningin caso en que hayan sido demostrados dv. forma {‘()ll(:lll_\;(‘llt‘(.‘).. y
deja como tnicos posibles el de Theorell-Chance y el Ordenado BITBI. Final-
mente, el lactado de etilo inhibe a su sustrato de prn('edmu-ia no competitivamente,
lo que descarta el esquema de Theorell-Chance. - _ '

Se concluye, por tanto, que la reduccion con NADPH (lvll piruvato de .t‘[lll)
catalizada por la @-dicarbonilo reductasa de higado de paloma sigue un mvc-a.uusum
Ordenado Bi-Bi, en el que el NADPH opera como sustrato conductor. un Slsl(’ft’ta
bastante habitual en reacciones catalizadas por oxidoreductasas. Para la r(-(hu‘.('um
del diacetilo con NADH por este mismo enzima se ha propuesto un mecanismo
de Theorell-Chance, también con el coenzima como primer sustrato en fijarse?.
Esta conclusién no es incompatible con la sugerida aqui. puesto que los dos
mecanismos difieren anicamente en que en el de Theorell-Chance la concen-
tracion de estado estacionario de los complejos ternarios ex practicamente eero,
por ser las constantes de velocidad de disociacion de los mismos mucho miés
altas que las de su formacion'®, 3. Dado que el valor alcanzado por (*:-'tzls
constantes cuando un enzima acepta varios sustratos alternativos (:s distinto
(salvo por azar) para cada una de las reacciones catalizadas. cabe ]wrfvc.‘lzunvnl(*
en lo posible que un mismo enzima siga uno u otro mecanismo dependiendo de
los compuestos que estd utilizando. _ e

a reaccién sigue una cinética michaeliana normal en un u'lnp]ln rangj) ;(l
concentraciones de piruvato de etilo y NADPH. pero a 111.(;'_lau-ulml(-.s E’lll‘ilr {-;\
primero aparece inhibicién por exceso de sustrato. El ngl.lfh(-urlu [).lnl(lg:lt‘ll ((.
este fen(mlenu, que ya habia sido observado en la reduceion del diacetilo por

este mismo enzima®, se desconoce.

RESUMEN

La reaceign sigue una cinética michaeliana normal en el rango de 40 pM a

. i - N D n st o : ‘
10 mM de piruvato de etilo v de 50 a 200 pM de NADPH. En esta zona. la
convergencia de las rectas en las representaciones primarias de 1/v en funcidén

dis ]/(S) y los patrones de inhibicién por la Pentano-3-ona v la acetona v por los
productos de 13 re

aceion demostraron que la reduccion del piruvato de etilo por
la a

~dicarbonilo reductasa de higado de paloma con NADPH sigue un meca-
nismo Ordenado Bi-Bi con el coenzima como sustrato conductor.

A concentraciones de piruvato de etilo por encima de 10 mM se ha encontrado
inhibicion por exceso de sustrato.

Se han calculado también las constantes de afinidad para la reaceidn.
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o -DICARBONYL REDUCTASE FROM PIGEON LIVER:
1) KINETICS OF ETHYL PIRUVATE REDUCTION WITH NADPH
AS COENZYME

SUMMARY

Reactions shows a Michaelis-Menten kinetics in the range 5-200 uM NA_DPH
and 40 M - 10 mM ethyl pyruvate. In this range. convergence of the primary
plots of 1/v rversus 1/(8) and the patterns of inhibition by pentane-3-one and
acetone and by the reaction products, showed that the @-dicarbonyl reduct:fse
from pigeon liver catalyzes the reduction of ethyl pyruvate by NADPH following
an Ordered Bi-Bi mechanism with the coenzyme as the leading substrate. _

Inhibition by the substrate was observed at ethyl pyruvate concentrations
higher than 10 mM. '

Affinity constants for the reaction have been calculated too.
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