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EFECTO DE LA N-3-CARBOXI-4- HIDROXI-FENIL) MALEIMIDA
SOBRE LAS ISOENZIMAS DE LA LDH DE RATON

INTRODUCCION

La deshidrogenasa lactica (LDH) es una en-
zima que desempefia un papel muy importan-
te en el metabolismo de carbohidratos. Se en-
cuentra en casi todos los tejidos de vertebrados
y muchos otros organismos. Esta enzima fue
cristalizada y purificada por Straub en 1940.!-

El peso molecular de la enzima es aproxima-
damente de 140 000” y se ha demostrado que
exhibe cinco diferentes formas moleculares lia-
madas isoenzimas, las cuales fueron separadas

¢ identificadas por Markert y Moller en 19593

mediante electroforesis en gel de almidon.3

Las isoenzimas de la LDH son tetrameros
formados por combinaciones posibles de solo
dos cadenas polipeptidicas, Markert4 design6
a estas dos subunidades polipeptidicas con las
letras A y B respectivamente e indicd que el nu-
mero maximo de tetrameros que podia formar-
se seria cinco, lo cual estaba de acuerdo con la
observacion general de que en la mayoria de
estos extractos de tejidos sometidos a electrofo-
resis se habian podido observar cinco bandas
con actividad de deshidrogenasa lactica, que co-
rresponden a las isoenzimas de la LDH que se
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numeran como LDH;, LDH;, LDH3, LDH4
y LDHj5 de acuerdo con su movilidad en el cam-
po eléctrico, comenzando por la fraccion mas
cercana al anodo.>

Lo anterior se confirmé cuando Markert6 lo-
gro la sintesis de las cinco isoenzimas mediante
la disociacion y recombinacion de los polipépti-
dos que forman los tetrameros 4444 y BBBB.

Los polipéptidos A y B difieren en su compo-
sicion de aminoacidos? y por medio de estudios
inmunoquimicos se ha comprobado que son
antigénicamente diferentes’ y se sintetizan en
la célula por genes diferentes.

En estudios posteriores’ se observd que la
LDHg (A4) predominaba en musculos y la
LDH| (By4) en corazon, se propuso entonces
otra nonienclatura: denominar M (de muscle)
a los polipéptidos de la LDH de musculo y A
{de hearr) a los polipéptidos de LDH de corazon;
con esto quedaria Hy4 para la LDH | de corazon
y M4 para la LDH4 de musculo y las restantes
serian hibridos de estas dos isoenzimas.

Estudiando los zimogramas de diferentes te-
jidos, Blanco y Zinkham, en 1963,8 encontraron
una sexta isoenzima de la LDH que aparece ex-
clusivamente en testiculo maduro de algunos
mamiferos y aves, la designaron con el nom-
bre de deshidrogenasa lactica X, que también
es un tetrimero® compuesto por un polipéptido
C, el cual esta codificado por un gene diferente
a los que codifican la sintesis de los polipéptidos
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A y B. En algunos animales se han encontrado
varias LDH,, asi por ejemplo, en rata hay dos
y en toro tres.25 En todos los mamiferos estudia-
dos, en los que se encuentra LDH, , se ha visto
que esta isoenzima aparece simultineamente
con la actividad sexual.

La LDH juega papel muy importante en la re-
gulacion del metabolismo celular. Para que la
oxidacién anaerobica de los carbohidratos (gli-
coOlisis) se lleve a cabo, se requiere la presencia
de diversas enzimas, algunas de las cuales nece-
sitan de coenzimas como ¢l NAD+ para poder
actuar. Como en cualquier célula las reservas
de NAD+ son limitadas, podria pensarse que
la glicolisis cesaria tan pronto como todo el
NAD+ se agotara, y Unicamente continuaria
si existiera un mecanismo de reoxidacion del
NADH+H+* para dar lugar al NAD+. En el
tejido muscular esta reoxidacion se produce
cuando el piruvato, en presencia de la LDH,
se reduce a lactato. Por tanto, puede decirse que
el objeto de esta reaccion es proveer a la célu-
la de NAD+ (en forma oxidada) para que pue-
da efectuarse la glicolisis de manera continua.
Sin embargo, en el citoplasma existen ademas
de la LDH otras dos enzimas que utilizan tam-
bién el NAD+ como coenzima y por tanto
funcionan como sistemas reoxidantes del
NADH +H+; dichas enzimas son la dihidroxi-
acetona fosfato deshidrogenasa (o glicerol fos-
fato deshidrogenasa) (DAPD) y la @ = hidroxi-
butirato deshidrogenasa (HBD).10

Si por algiin mecanismo en un tejido normal
se lograra inhibir la actividad de la LDH, estas
dos ultimas enzimas se encargarian del meca-
nismo de reoxidacion del NADH.

Las isoenzimas de la LDH intervienen en for-
ma importante en la regulacion del metabolismo
de carbohidratos, ya que de acuerdo con el tipo
de LDH presente en un tejido, habra acumuila-
cion o consumo del acido piravico. Gracias a los
estudios de Plagemann y cols.!! y Kaplan y
cols.12 sobre la cinética de las isoenzimas de la
deshidrogenasa lactica, se encontré que la
LDH es inhibida por concentraciones de sus-
trato {piruvato) que no afectan notablemente
la actividad de la LDHg; se piensa por ello que
la LDH| no permite una abundante produccion
de lactato, sino que favorece la completa oxi-
dacién de la glucosa al inducir la utilizacion

del piruvato acumulado por la via del ciclo de
Krebs; por tanto, estas diferencias cinéticas en-
tre la LDH| y la LDHj tienen gran importancia
fisiologica.

La cantidad relativa de las diferentes isoenzi-
mas en los tejidos celulares esta de acuerdo con
los requerimientos metabolicos de cada uno. Por
ejemplo, en tejidos con requerimiento energé-
tico elevado y permanente que cuentan ademas
con aporte suficiente de oxigeno, como los teji-
dos cardiaco, cerebral, etc., resulta ventajoso
un predominio de la actividad de la LDH.12

-Por el contrario, los tejidos que requieren en

forma repentina gran cantidad de energia, como
es el caso de los musculos esqueléticos que no
presentan un suministro abundante de oxigeno,
tienen mayor proporcion de LDH. Esta intere-
sante relacion entre la funcion del tejido y el
patron isoenzimatico, fue presentado por Wilson
y cols.13 en un estudio del musculo pectoral
de aves con distintos habitos de vuelo.

Se ha propuesto que la inhibicién de la LDH
puede conducir a la inhibicion selectiva del cre-
cimiento de células cancerosas por interferencia
del metabolismo energético de éstas,10,14,16 pues
se han comprobado que las células de tejidos
cancerosos presentan una actividad glicolitica
incrementada.

Se ha demostrado que en tejidos cancerosos
el nivel de la LDH se encuentra aumentado y
las otras dos enzimas (DAPD y HBD) desapa-
recen o estan en pequeiias cantidades.13

Por tanto, en la célula cancerosa la reoxida-
cion del NADH+H+ se logra exclusivamente
mediante la actividad de la LDH. Esto muestra
la importancia que tiene la LDH en las células
de tejido canceroso, ya que es la Unica enzima
que se encargaria del mecanismo de reoxidacion
del NADH + H+ cofactor, indispensable para
que la célula realice su metabolismo energético
y pueda desarrollarse y reproducirse en forma
adecuada.

De acuerdo con esto, se piensa que si en un
tejido canceroso se logra inhibir selectivamente
la LDH, no habria mecanismo de reoxidacion
del NADH + H+, lo cual lesionaria el metabo-
lismo energético de las células {por su incapaci-
dad para degradar glucosa) y traeria como con-
secuencia una disminucion del crecimiento de
las células cancerosas.!0,14,15 Por tanto, tedri-
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camente la inhibicién de la LDH traeria como
consecuencia una inhibicion del crecimiento de
los tejidos cancerosos. Lograr esto requeriria
de un compuesto capaz de inhibir a la LDH en
forma selectiva, por lo que se han disefiado y
sintetizado algunos inhibidores de la LDH co-
mo el acido 4-yodoacetamido-salicilico y el aci-
do 3-yodoacetamido-oxanilico.20,22,23

Se considera que estos inhibidores primero
se combinan con la enzima en su sitio activo
debido a su similitud estructural con el sustrato
normal y posteriormente se unen en forma irre-
versible por alquilacion a un grupo -SH situado
al3 A del sitio catiénico.16.17.18.21 Otro ejem-
plo de este tipo de inhibidores irreversibles lo
constituye la N-(4-carboxi-3-hidroxi-fenil) ma-
leimida.!9 También en este caso se considera
que el grupo maleimida reacciona con el grupo
—SH situado a 13 A delssitio cationico donde
se fija el carboxilato del sustrato o del inhibidor.19

Realizando estudios sobre inhibicion enzima-
tica, se sintetizd la N-(3-carboxi4-hidroxi-fenil)
maleimida, compuesto que logré inhibir in vi-
trola LDH de manera efectiva.24

Como los resultados obtenidos in vitro no
pueden extrapolarse a lo que sucedera in vivo,
el presente trabajo tiene como objetivo estudiar
el posible efecto inhibidor de este compuesto
sobre la actividad y los patrones isoenzimaticos
de la LDH in vivo, pues en caso de presentarse
una inhibicion de la LDHg4 el compuesto ten:
dria una posible aplicacion en la quimioterapia
del cancer. En caso de observarse también una
nhibicion de la LDH, , el compuesto tendria un
posible empleo en estudios sobre fertilidad y el
control de la misma.

MATERIAL Y METODOS

Tratamiento de los animales. Se distribuyeron
los ratones machos de la cepa Cf de la ENCB
{de tres a cuatro semanas de edad) de la siguien-
te manera: cuatro lotes con cinco ratones cada
uno, que constituyeron los lotes problema y un
lote testigo también con cinco ratones.

A cada uno de los lotes problema se les ad-
ministré una dosis diferente del compuesto por
estudiar en la forma siguiente: lote 0, sin tra-
tamiento; lote 1, dosis= 25 mg/kg; lote 2,

dosis= 50 mg/kg; lote 3, dosis= 100 mg/kg;
lote 4, dosis= 150 mg/kg.

El tratamiento se hizo inyectando por via
intraperitoneal solucion acuosa de N-(3-carboxi-
4-hidroxifenil) maleimida diariamente durante
quince dias.

Al terminar el tratamiento todos los ratones
fueron sacrificados, estrayéndoles tejidos y or-
ganos {corazon, higado, musculo esquelético y
testiculos) para observar en ellos los cambios
que presentaban los diferentes patrones isoenzi-
maticos de la LDH.

Homogeneizados. Inmediatamente después
de matar a los ratones se extraen los organos
y tejidos colocandolos en solucion reguladora
a 4 grados centigrados. Se determina el peso
del tejido y se homogeneiza durante cinco mi-
nutos en un homogeneizador Potter-Elvejhem
empleando regulador de fosfatos 0.05 M,
pH = 7.4, en proporcion de 125 mg/ml, utili-
zando un bafio de hielo. En seguida se centri-
fuga a 15 00C rpm durante quince minutos a
una temperatura entre cero y cuatro grados cen-
tigrados, empleando la centrifuga Sorvall RC2-B.

Determinacion de la actividad enzimdtica.?6
En una celda de un centimetro se colocan 2.75
ml de solucion reguladora de fosfatos 0.05 M,
pH = 7.4, 0.05 ml de NADH (5 mg de NADH
en 0.75 ml de la solucidn reguladora de fosfa-
tos) y 0.1 ml de piruvato de sodio 0.031 M. Se
agita y se agrega 0.01 ml de la enzima (homo-
geneizado) diluida aproximadamente con el mis-
mo regulador, de modo que el cambio de densi-
dad dptica por minuto a 340 nm, no sea menor
de 0.030 ni mayor de 0.080. Se sigue el curso
de la reaccion durante cinco minutos haciendo
lecturas cada minuto; el promedio de las diferen-
cias de estas lecturas nos dara el cambio de den-
sidad Optica por minuto.

La actividad se da en unidades Wroblewski.
Una unidad de éstas se define como la cantidad
de LDH capaz de producir un cambio en la den-
sidad oOptica de 0.001 en un minuto a 340 nm
en 3 ml de mezcla y en una celda de un cm de
paso de luz.

Determinacion de proteina.2’ En un tubo de
ensayo se coloca un ml de extracto proteico y
se agregan cuatro ml de reactivo de biuret, se
agita y se deja reposar a temperatura ambiente
durante treinta minutos. Pasado ese tiempo se



40 E. UHTHOFF B., L. RODRIGUEZ P., MA. . BAEZA R.y C. WONG R.

determina la densidad Optica a 550 nm. Para
saber la cantidad de proteina que contiene un
extracto, se interpola la densidad Optica obteni-
da en una curva tipo de proteina, hecha previa-
mente con diferentes concentraciones de albi-
mina bovina.

Electroforesis en tiras de acetato de celulosa.
Para llevar a cabo la electroforesis, primero se
sumergen las tiras de acetato de celulosa, por
lo menos durante treinta minutos, en solucion
de albiimina al 1% (un gramo de albiimina en
100 ml de solucion reguladora de barbital-bar-
biturato 0.1 M, pH = 8.6). Se llena la cAmara
de electroforesis con 750 ml de solucion regula-
dora barbital-barbiturato pH = 8.6 a 5°C. Se
coloca la tira de acetato de celulosa sobre un
papel filtro grueso himedo y en seguida, con
un aplcador Gelman, se aplican de 10 a 20 uni-
dades Wroblewski de LDH a 5 cm de uno de
los ext.emos de la tira; se colocan éstas en la
camara de electroforesis y se corren. Se utiliza
un voltaje de 48 volts por tira durante 90 mi-
nutos. Pasado este tiempo las tiras se retiran
de la cAmara para revelarse. El revelado debe
hacerse en la oscuridad y lo mas rapidamente
posible.

Solucion reveladora:

a) 0.25 ml de lactato de sodio al 40%

b) 2 mg de metasulfato de fenacina (al mo-
mento de su uso se le agregan 10 mil de
agua).

¢) 7.5 mg de NAD+ + 16 mg de nitro-vio-
leta de tetrazolio.

Se disuelven primero los reactivos del inciso
¢) en 7.5 ml de agua; una vez disueltos lo mejor
posible se agrega el lactato (4) y se agita un po-
co mas. Por separado se disuelve el reactivo del
inciso b) y rapidamente se agregan 0.75 ml del
mismo a la solucién anterior.

Se coloca la solucién reveladora en una caja
de Petri, donde se humedece una tira de aceta-
to de celulosa (tira reveladora) la cual se coloca
sobre la tira que contiene la muestra, eliminan-
do las burbujas dé¢ aire que pudieran formarse
entre las dos tiras. Las tiras se colocan en una
camara humeda y se incuban a 37°C en la os-
curidad durante diez minutos para después fijar
las bandas con una solucion de &cido acético al
5% durante cinco minutos. Pasado este tiempo

se lavan las tiras con agua destilada hasta que
el olor del acido acético desaparezca, se dejan
secar durante doce horas colocandolas entre pa-
pel filtro a presion.

Posteriormente se hace la cuantificacion de
los electroforegramas, empleando para ello un
densitometro.

RESULTADOS

En el estudio realizado con objeto de ver si
la N- (3-carboxi-4-hidroxi-fenil) maleimida pre-
sentaba un efecto inhibidor sobre la LDH in
vivo, se determino la actividad especifica de
dicha enzima previo tratamiento y sacrificio
de los animales; los resultados se presentan en
la tabla 1 y figura 1. En la tabla 2 se muestra
el efecto del inhibidor sobre las isoenzimas de
la LDH en los diferentes tejidos estudiados. En
la figura 2 se hace un estudio comparativo del
inhibidor sobre las diferentes isoenzimas de co-
razon.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Con objeto de ver si la N-{3-carboxi-4-hidroxi-
fenil) maleimida inhibe a la LDH in vivo, se
trataron diariamente 4 lotes de ratones con di-
ferentes dosis de esta sustancia durante 15 dias;
al final del tratamiento se sacrificaron los ani-
males y se les determiné la actividad especifi-
ca de la LDH en diferentes tejidos. Los resul-
tados obtenidos aparecen en la tabla 1. Puede
observarse que el compuesto probado si inhibe
a la LDH in vivo en los diferentes tejidos estu-
diados y ademas existe una correlacion dosis-
respuesta, pues a medida que aumenta la dosis
se observa mayor efecto inhibidor.

Se puede ver también que el compuesto tie-
ne mayor efecto sobre la actividad total de la
LDH de corazdn y de testiculo, lo cual puede
observase mejor en la figura 1. En esta gréfica
podemos ver que la inhibicion maxima se obtu-
vo en corazOn y testiculo, que hubo una inhi-
bicion intermedia en musculo y la- minima inhi-
bicion fue obtenida en higado. Se observa mayor
inhibicién en corazon y testiculo debido a que



TABLA 1.
EFECTO DEL INHIBIDOR SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA DESHIDROGENASA LACTICA EN DIFERENTES TEJIDOS DE RATON

Tratamien ACTIVIDAD (LDH)
1en- T
Lote Nim.de | tocon inhi- CORAZON HIGADO MUSCULO TESTICULO
animales b'g,?{' actividad % de actividad % de Actividad % de actividad % de
(mg/kg) especifica actividad especifica actividad especifica actividad especifica actividad
0 5 437 100 1944 100 7889 100 577 100
1 5 25 391 89.5 1709 87.9 5280 70 531 92.1
2 5 50 168 38.4 1466 75.4 5175 65.6 347 60.1
3 5 100 112 25.6 1446 75.3 4120 52.2 205 35.3
4 5 150 82 18.8 1410 72.5 3578 45.4 108 18.7
TABLA 2.
EFECTO DEL INHIBIDOR SOBRE LAS ISOENZIMAS DE LA LDH DE DIFERENTES TEJIDOS
TEJIDOS ESTUDIADOS
LoT DOSIS CORAZON TESTICULO HIGADO |MUSCULO
E
me/kg LDH, LDH, | LDH3 | LDH4 | LDH; LDH, | LDH, | LDH; | LDH, | LDHg | LDH, LDH; LDH;
o _ 20 25.64 | 2461 14.35 15.38 9.94 8.37 6.80 14.13 16.75 43.97 100 100
(20) {25.6) (24.6) {14.3) 115.3) {9.94) 18.37) 16.80) (1a.1) 116.7) (43.9) ({100) (100)
18.3 21.6 222 19.4 18.3 2.56 14.1 29.6 56.4 100 100
2 50 (.02 829 | 852 | (749 | .02 (.53 | ©4n | a7y (33.8) (75.4) (65.6)
20.58 21.50 | 21.56 17.15 19.11 2.5 8.9 10.1 78.0 100 100
4 150 (3.07) w04 | o5 | 322 | 359 046 | .66 | (1.88) (14.5) (72.5) (45.4)

NOTA: Los nimeros sin paréntesis representan la actividad relativa en %.
Los niimeros entre paréntesis representan la actividad real {especifica).
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Fig. 1. Efccto del inhibidor sobre la actividad de la deshidrogenasa lactica en dife-
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Fig. 2. Efccto del inhibidor sobre las diferentes isoenzimas de la LDH de corazon de raton.
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la actividad total de la LDH en estos tejidos es
mucho menor que en higado y musculo.

Con respecto a la inhibicion observada en hi-
gado y musculo donde es mas ‘abundante la
LDH, se esperaria mayor inhibicion en higado
que en musculo, pues tiene menor actividad to-
tal de LDH; pero como el higado es el 6rgano
donde la mayoria de los firmacos se metabo-
lizan, es probable que en dicho 6rgano la con-
centracion de inhibidor sea mucho menor.

Durante el tratamiento de los animales se hizo
también un control de peso corporal y pudo
observarse que hay disminucion en el peso de
los ratones tratados comparado con el de los
ratones testigo, la reduccion es muy pequeia
con las tres primeras dosis y solamente con la
dosis mas alta se detectd6 mayor disminucion
de peso durante el tratamiento. Se observd que
no existe correlacion entre baja de peso y aumen-
to de dosis, lo cual excluye la posibilidad de
que la inhibicion de la LDH pudiera deberse
a la dismiriucion de peso corporal.

Se hizo también un control de consumo de
alimento durante el tratamiento y se observo
que las bajas en el peso corporal en los tres
primeros lotes tratados, pueden ser atribuidas
a la disminucion en el consume de alimento en
estos lotes. Con dosis mas alta se observo la dismi-
nucion mas importante en el consumo de ali-
mento, lo cual explica por qué el lote tratado
con dosis de 150 mg/kg fue €l que disminuy6
mas de peso.

Para saber si la inhibicion fue selectiva sobre
alguna de las isoenzimas de la LDH, se cuanti-
ficaron éstas después de la electroforesis y los
resultados aparecen en la tabla 2.

De los tejidos estudiados el que se presta me-
jor para el estudio del efecto del inhibidor so-
bre las isoenzimas de la LDH es el corazon,
puesto que higado y musculo presentan una so-
la isoenzima y en testiculo también hay predo-
minancia de una de ellas (LDH ), o cual difi-
culta ver el efecto real sobre las isoenzimas
pues como puede verse en la tabla 2, aparente-
mente desaparecen las isoenzimas 1 y 2 en tes-
ticulo por efecto del inhibidor; esto es debido
aque la LDH,, se encuentra en tan alta propor-
cion en los extractos enzimaticos de testiculo,

que tuvo que ponerse una cantidad muy peque-
fia de dichos extractos al hacer la electroforesis
para que pudiera obtenerse una banda corres-
pondiente a dicha isoenzima que pudiera cuan-
tificarse, lo cual disminuy6 la concentracion de
las otras isoenzimas.

En la figura 2 se puede apreciar mejor el
efecto del inhibidor sobre las isoenzimas de la
LDH en corazon de ratéon. Puede observarse que
el inhibidor no presenta selectividad por alguna
de las isoenzimas, ya que todas son inhibidas
mas o menos en la misma proporcion; por tanto,
este inhibidor podria encontrar aplicacion en
estudios en los que se trate de inhibir la activi-
dad total de LDH o como inhibidor de cualquie-
ra de las isoenzimas de la LDH en estudios tan-
to in vitro como in vivo.

RESUMEN

En trabajos anteriores se demostré que in
vitro la N-{3-carboxi-4-hidroxi-fenil) maleimida
es un buen inhibidor de las isoenzimas de la
LDH.24 En el presente trabajo se estudio el efec-
to de dicha sustancia sobre la actividad especi-
fica de la LDH en diferentes tejidos de raton,
encontrandose que esa sustancia in vivo también
inhibe a esta enzima. Se observa que hay mayor
inhibicion en la LDH de corazon y de testiculo
y menor en la de higado, en tanto que en mus-
culo se encontré una inhibicion intermedia. Aun
a dosis de 25 mg del compuesto/kg de peso se
obtuvo inhibicion, observandose que a mayor
dosis mayor efecto inhibidor; la mayor dosis
estudiada fue de 150 mg/kg.

Se estudio también el efecto de este inhibidor
sobre las isoenzimas de la LDH, encontrandose
que no existe selectividad del inhibidor por al-
guna de las isoenzimas, pues todas son inhibi-
das mas o menos en la misma proporcion.

El estudio de peso corporal y del consumo de
alimento durante el tratamiento parece indicar
que las variaciones de peso observadas se de-
ben a la disminucién en el consumo de alimento,
no observandose correlacion alguna entre la dis-
minucion de peso y la disminucion en la activi-
dad enzimatica.
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SUMMARY

Previous works have shown in vitro that
N-(3-carboxi-4-hidroxiphenil) maleimide is an
effective inhibitor of the LDH enzymes. In
this work the effect of such substance on the
specific activity of LDH on different tissues of
the mouse was studied; it was found that this
substance, in vivo also inhibits this enzyme,
greater inhibition is observed on heart and tes-
ticle LDH than of the liver, whereas in the
muscle it is intermediate. Even at a dosis of
25 mg. of the compound per kg of weight,
an inhibition was obtained, and the greater the
dose the greater the inhibition; the highest
dose studied was 150/kg.

It was found also that this inhibitory effect
has no selectivity for any of the isoenzymes,
since all are inhibited more or less in the same
proportion.

Body weight and food consumption studies
during tratment seems to indicate that varia-
tions in weight are due to decrease in food com-
sumption; correlation berween diminution in
weight and that of the enzymatic activity was
not observed.
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