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INTRODUCCION

Objeto del estudio.

Al lado del metabolismo general de un érgano, que lo pro-
vee de la energia necesaric para el mantenimiento de sus fun-
ciones bdsicas, existen frecuentemente otras reacciones quimicas
que facilitan a tal érgano, cumplir funciones especiales tales co-
mo sintesis de compuestos con accién hormonal en glandulas
secretoras, reacciones de detoxificacién en ¢! higado, reacciones
al servicio de lo excrecidn en el rifidn, En verdad es algo artifi-
cial separar, del metabolismo de mantenimiento, otro de funcio-
nes especiales. En la naturaleza ambos estdn estrechamente re-
lacionados. Las vias metabélicas de mantenimiento de los dife-
rentes érganos son similares en su fondo pero pueden exisitir
ciertos detalles que distinguen una de la otra: puede ser que
enzimas de la misma especificidad de diferentes drganos, se dis-
tinguen con respecto a su cinética, con respecto a su afinidad por
sustratos o coenzimas, o debido a su composiciébn por isoenzi-
mas diferentes, fodo lo cual puede tener influencia sobre la con-
centracién estacionaria de metabolitos.

Otra posibilidad que se ha verificado en varios 6rganos es
la preferencia por ciertos ciclos metabélicos. Mencionaremos la
existencia de un ciclo de pentosas muy activo en tiroides (11,16,
23), suprarrenales (31), higado (5], mientras en otros érganos la
glucosa es metabolizada principalmente por la via glicolitica.

El objeto del presente estudio fue el investigar si el ciclo
glicolitico de EMBDEN-MEYERHOF en tiroides se desvia del es-
quema general vdlide paro ofros drganos. Ademds se estudia-
ron las propiedades de una de las enzimas mas caracteristicas
del ciclo, de la dehidrogenasa ldctica, la cual para este fin se
tuvo que aislar o partir de tejido tiroideo.

Concepto de la glicolisis.

El término glicdlisis fue introducido por LEPINE (37) para
indicar la desaparicién de carbohidrates de la sangre, fenémeno
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gue ya habia sido observado por C. BERNARD (4). O. WARBURG
{77) amplié dicho término a la fisién de la molécula de carbo-
hidrato por reacciones enzimaticas encontradas en tejidos o cé-
lulas, que originan productos acidicos, usualmente éacido lactico.

Las primeras investigaciones de FLETCHER y HOPKINS (19),
mostrando que la glicolisis fue mayor en el moisculo en accién
que en reposo, comprobaron asi que deberia existir una relacién
enfre las reacciones quimicas que componen este ciclo y el tra-
bajo efectuado por el misculo y abrieron el camino para los si-
guientes tfriunfos de HILL (24, 25} y MEYERHOF (47} en sus in-
vestigaciones sobre los detalles de dicha relacién. Estos estudios
fueron los fundamentos no sélo de muchos de nuestros actuales
conocimientos sobre el metabelismo muscular, sino sobre [a na-
turaleza de la glicdlisis en general. Que la glicélisis ocurre en
otros tejidos ademds del misculo fue demostrado por SLOSSE
{63), EMBDEN y KRAUS {15) v LEVENE y MEYER (36). Sin embar-
go, nuesitros presentes conocimientos sobre el mecanismo intimo
de la glicélisis y la distribucién del poder glicolitico en los teji-
dos animales se debe principalmente a WARBURG y aquellos
que le han seguido en el estudio del metabolismo celular por
manometria (78, 7%), o por el '"test éptice” de este autor (74).

En las células que normalmente llevan a cabo la glicdlisis,
la presencia de oxigeno usualmente reduce marcadamente la pro-
duccién de dcide lactico y al mismo tiempo o utilizacién de glu-
cosa, fendmeno este conocido como “efecto PASTEUR", por ha-
ber sido observado ya en el siglo pasado por el gran cientifico
francés, en células de levadura. Existen varias hipdtesis [entre
otros 7, 29, 38, 41, 42, 80, 81) sobre el mecanismo de la infer-
relacién entre glicdlisis y oxidacién, el cual se manifiesta como
"efecto PASTEUR", pero todavia no ha sido explicado satisfacto-
riamente,

Glicélisis en tiroides.

CANZANELLI y RAPPORT (8] reportaron ya en el afio 1938
que en cortes de tiroides de acure, lo harmena tirotrépica {TSH)
producia un incremento en la respiracién [aumento de un 389 en
el QO,).

WEISS en 1951 (82), quien estudid “in vitro” por primera
vez la relacidn entre respiracién y metabolismo de carbohidratos
en tejido tiroideo, encontrd que, en ausencia de sustratos anadi-
dos, los cortes de tejido tiroideo de buey fueron capaces de res-
pirar por horas, obteniendo un cociente respiratorio de uno, lo
cual sugiere la oxidacién de carbohidratos, Si afadia al medio
compuestos perfenecienfes al ciclo de EMBDEN-MEYERHOF o de
KREBS, los cortes no los metabelizaron, pero estos compuestos fue-
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ron oxidados si o los homogenizados de tiroides afadia: citocro-
mo ¢, DPN y ATP, Estos resultados hacen concluir que el tejido
enfero disponia de suficientes reservas de intermediarios, los cua-
les fueron utilizados con preferencia.

Segin experimentos realizados por el misme autor (82), el
lactato endégeno de tiroides disminuye durante la incubacién,
mientras que la concentracién de glucosa y de compuestos ca-
paces de formar hidrazonas, no se modificé. Sin embargo, el con-
sumo de lactateo no era equivalente al consumo de oxigeno ob-
servado durante el mismo lapso, indicando que habian sido con-
sumidos, al mismo, ofros metabolitos.

La copacidad de glicdlisis fue demostrado por WEISS (82}
en otra clase de experimentos donde observd la produccién de
4cide lactico a partir de fructosa-6-fosfate y fructosa-1,6-difosfa-
to y la inhibicién parcial de estas transformaciones efectuada
por iodeacetate o fluoruro, inhibidores que actdan casi especifi-
camente sobre la dehidrogenasa del fosfate de gliceraldehido
{55} y sobre la enolasa (39, 75) respectivamente,

SIBLEY Y LEHNINGER (62}, investigaron la conceniracién de
la aldolasa en varies érgancs, entre otros en tiroides, encontran-
do un valor para esta glandula que representa un tercio del
existente en el higado y la vigésima parte de su actividad en-
contrada en el misculo.

PASTAN y col. (52, 53) han determinado recientemente en el
tejido tiroideo, los wvalores para los dinucledtidos de piriding,
compuestos esenciales del ciclo glicolitico, encontrando para DPN+
cifras de alrededor de 1/6 y para DPNH, de un ftercio de las
determinadas en el higado. Ademds han estudiado el efecto que
sobre ellos producen ciertas hormonas, especialmente la TSH que
ocasiona disminucion del DPN+ y elevacidn proporcional del TPN T,
sugiriendo la existencia de una quinasa, la cual transforma el
primer compuesto en el segundo.

Sin embarge, las investigaciones de CANZANELLl y RAP-
PORT (8], WEISS (82}, PASTAN (52, 53} y SIBLEY y LEHNINGER
{62) no demostraron si todas las enzimas del ciclo glicolitico
{Fig. 1) se encuentran en la gléndula tiroidea o si existe sola-
mente un ciclo rudimentario, por ejemplo, a partir del fosfato
de gliceraldehido formado en el ciclo de pentosas (Fig. 2).

Ya DUMONT (10, 11, 12, 13) y FIELD, {16, 17, 18) indicaron
la existencia de un ciclo de pentosas, aparenfemente muy dactivo
en tiroides, al observar una mayeor produccién de “CO, derivade
de la glucosa-1-C'* que de glucosa-6-C'*. DUMONT (11) obtuvo
una cifra para el cociente “CO, a partir de C, sobre '"CO; a par-
tir de C,, tan alta como 19,5, El autor explica que si la glucosa
fuera metabolizada entercmente por la via glicolitica, el cociente
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Fig. 1: Esquema del ciclo glicolitice (EMEDEN-MEYERHOF). Meta-
bolitos con letras verticales ¥y enzimas con letras inclinadas. Abre-
viaturas, véase p#ags. 38-39.
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Fig. 2: Esquema del ciclo de pentosas (WARBURG-DICKENS-HO-
RECKER). Metabolitos con letra vertical, enzimas con letras incli-
nadas. Abreviaturas, véase pags. 38-39.

seria de uno, valor aproximado que se obtiene para el misculo.
Por eso, DUMONT [11] calcula que en tiroides un 759% del CO,
producide a partir de la glucosa, viene per la via del ciclo de
pentosas. Ambos grupos, los de DUMONT y FIELD, ademés ob-
servaron que la TSH incrementa dicho cociente, de lo que el dl-
fimo deduce (18) que la accidn primaria de ésta hormeona es so-
bre el metabolismo de la glucosa y que como la TSH no estimula
esta via en el higado, probablemente sea un efecto que expli-
que su especificidad sobre tiroides.

Ahora bien, la marcada preponderancia en la generacién de
“CQ,; a partir del C, sobre el “CO; o partir del C, de la glucosa,
no necesariamente indica que el ciclo de pentosas es la via mas
importante del metabelismoe oxidative. KATZ y WOOD (30} «dl
examinar los diferentes métodos para la evaluacién de las rutas
del metabolismo de la glucosa en los cuales se usan moléculas
marcadas en diferentes atomos de carbono, concluyen que cual-
quier método debe abarcar ciertas consideraciones: a) el ciclo de
pentosas provee la sintesis de fructosa-6-fosfato, que por su par-
te puede entrar al cicle glicolitico, b)] ademds del ciclo de pento-
sas y de EMBDEN-MEYERHOF, algunos carbohidratos pueden me-
tabolizarse por las vias que no pdsan por triosafosfatos y ¢} la
oxidacién de los triosafosfatos a CO; usualmente es incompleta.

Por estas razones, antes de pronunciar algo definitivo sobre
la prevalencia del ciclo de pentosas — cuyo estudio no fue ob-
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jeto de la presente investigacién — seria recomendable deter-
minar las concentraciones estacionarias de las enzimas y meta-
bolitos que comprende este ciclo.

ESTUDIOS PROPIOS
Material y Métodos.

El presente estudio se efectud en tiroides de buey obtenidos
en un matadero local. Después de sacrificados los animales, se
extrajeron las glandulas tiroideas en un intervalo lo méas breve
posible, el cual generalmente no sobrepasé los 10 minutos.

Extraccién de metabolitos a portir del tejide. Para la evalua-
cidn de metabolitos se detuvieron todas las reacciones al intro-
ducir inmediatamente el tejide libre de grasa y fibras y cortado
en pequefos trozos, en nitrégeno liquido. Bajo esta forma el ma-
terial fue transportado al laboratorio.

Todos los procedimientos siguientes se efectuaron en cava o
2 — 4°%C o en centrifugas refrigeradas (Spinco, Modelo L; Lourdes,
Modelo LRA) con rotores previamente enfriados a la misma tem-
peratura.

Para la determinacién de las concentraciones de metabolitos
se utilizé el procedimiento de preparacién de extractes adecua-
dos, descritc detalladamente por MICHAL y LAMPRECHT (48B). Los
trozos de tejido, de una consistencia pétrea debido al enfriamien-
to por el nitrégenc liquido, se pulverizaron en un mortero pre-
viamente llevado a la misma bajo temperatura. Al polvoe fino
resultante se afiadié dcido perclérico 0.6 M, preparado a partir
de HCIO, p. a. al 70%, y enfriade o OC en una relacién de 3,0
ml por cada grameo de polvo. Se homogenizé la suspensidn uti-
lizando el aparate de POTTER-ELVEHJEM y se separé el extracto
conteniendo los metabolitos, por centrifugacién (20.000 x g, 30 min).
Se recogié cuantitativamente el extracto y se afadié solucidn 5 M
de ctarbonato de potasio hasta lograr un pH de 7,4. Se mantuvo
la solucién en bafio de hielo para dejor asentar los cristales de
KClO,. Este procedimiento sirvidé para ia obtencién de todos los
metabolitos antes de su andlisis enzimdtico.

Preparacion de homogenizados para la determinacién de en-
zimas. Los firoides obtenidos en el matadero fueron colocados in-
mediatamente después de su extraccidn sobre hielo y transporta-
dos al laboratorio para ser homogenizados segin manera descrita
individualmente.

El andlisis enzimdatico, Para todas las evaluaciones se pudo
aplicar el test éptico simple o el compuesto, o sea, utilizar la
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reaccién enzimdtica en que participa de manera directa el meta-
bolito o la enzima bajo estudio, ¢ en el segundo caso, usar reac-
ciones enzimdticas consecutivas de una de las cuales el metabo-
lito o la enzima en cuestién, forma parte. Naturalmente, se debe
verificar que la cinética del test compuesto de varias enzimas
que catalizan las reacciones consecutivas, favorezea un recombio
cuantitativo y estequiométrico del metabolite o indique cuantita-
tivamente fa actividad enzimatica, respectivamente.

Cumplidas estas condiciones, o causa de su sensibilidad y
especificidad, se debe dar preferencia al andlisis enzimdtico fren-
te o cualquier ofro micrométoda.

Definiciones. Las concentraciones de metabolitos estudiados
se expresaron en mumoles [moeles x 10-% y las concentraciones de
enzimas enconfradas, en unidades de actividad, por gramo de te-
jido fresco. La unidad de actividad enzimdtica se definié de
acuerdo con las recomendaciones de la Comisién de Enzimas de
la Unién Internacional de Biogquimica (57), como aquella canti-
dad de enzima capaz de cotalizar la transformacién de un mi-
cromol de sustrato por minuto bajo condiciones definidas, prefe-
riblemente dptimas y siempre a safuracién de la enzima con sus
respectivos sustratos. En extractos crudos la concentracién de las
enzimas estd suficientemente diluida como para obtener respues-
tas lineales para la velocidad inicial. En el fest compuesto se
afaode la o las enzimas auxiliares en exceso, de manera que la
velocidad de la reaccién total dependa Onicamente de la con-
centracién de lo enzima bajo estudio. Para expresar el grado de
pureza olcanzada en lo preparacién de una enzima se usa el
término *“actividad especifica™, la cual se define como unidades
de actividad por mg de proteina.

Caleulos. Segin la ley de LAMBERT-BEER se define que

L
E =log—=¢€xcxd
y por eso
1 I,
€= ——1log — .
cxd I

donde E es el logaritmo de la disminucién de la luz o la exfin-
cién; I, e I son la luz incidente y la emergente después dé haber
afravesado.la capa d, de la sclucién de un compuesto absorbente
de concentracién c, respectivamente. Si se expresa ¢ en moles/ml,
entonces € significa el coeficiente especifico molar para tal subs-
tancia,
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Los nucledtidos piridinicos reducidos, el DPNH y el TPNH,

tiene para su extincion molar los valores siguientes:
€ == 622 x 106 y €, = 3,3 x 108

En vista de gue durante el presente trabajo se utilizd en el
test Optico Gnicamente luz monocromdtica de 366 mu, se llego
para el cdlcuio de concentraciones [umoles/ml] a lo ecuacién

umoles 1
€ = A E,
ml 33 xd

donde d es el espesor de la cuveta usada v A E el cambio de la
la extincidn observado durante el test.

Lo concentracién ¢ obtenida de esta manera se debe muiti-
plicar por el ndmero de ml [v) del volumen total del test y por
el factor

ml totales de extracto
f =

ml usados de extracto x gr tejido

La ecuacién final serd entonces

v x f x AE
umoles/gr —
33xd
Anélisis del piruvate. La determinacién se basd en lo reac-
cidn
LDH
Piruvato + DPNH + H+ — 5 lactate -+ DPN+,(I)

la cual a! pH de 7,4 y utilizando coenzima y enzima en exceso
transforma cuantitativamente el cetodcido en factato.

Composicién del test

Buffer TRIS 0,05 M; pH 7,4 4,00 ml
Extracto ' 2,00 mi
BPNH (10 mg/ml) 0,05 ml
LDH 0,05 ml
Volumen total 6,10 ml

AE a 366 mu; d = 40 mm
DPNH fue producto comercial {Boehringer & Soehne).

LDH se prepard en forma cristalizada {Fig. 3) a partir de co-
razén de buey segin el método de STRAUB (67) descrito por
NEILANDS [50) con pequefias modificaciones que se refieren a

— 16 —



la preparacién del gel de fosfato de caicio usado y a la preci-
pitacién de la enzima por acetona,

Fig. 8: Cristales de la dehidrogenasa lictica obtenidos a partir de co-
razén de buey siguiendo el procedimiente descrite por NEILANDS,
magniticados 600 veces por el microscopio y 5 veces por la fotografia.

Como es sabido, preparaciones de un gel de fosfato de cal-
cio de propiedad definida usado en los procedimientos de
purificacién de enzimas, producen dificultades; las propiedades
de una muestra varian con respecto a otra afin siendo prepa-
radas aparentemente por el mismo método. Sin embargo se
lograrcon geles de propiedades constantes de la manera si-
guiente: A 250 ml, de Na,HPO, 0,44 M se agregaron, agitan-
do continuamente, 250 ml de CaCl, 0,66 M, obteniendo un
PH aproximado de 5,0 para esta mezcla. Se afiadié hidréxido
de amonio concentrado, poco a poco, hasta lograr un pH de
8,6. Al formarse y sedimentarse el gel, el plf desciende; se
debe reajustar el pH, por adicién de hidréxido de amonio has-
ta que no varie m&s, por lo menos durante dos horas des-
pués del Gltimo control. En total, se necesitan unos 10 ml de
hidréxido de amonio concentrado. Una vez conseguido el
equilibrio de iones entre el gel y el medio, se afiadieron apro-
ximadamente 10 volimenes de agua destilada, dejando sedi-
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mentar el gel y el sobrenadante claro se descarté por sifona-
cién, Este proceso de lavado se repitié 4 veces mds, Se re-
cogié el gel en 700 ml de agua destilada y se enfri6 a 4°C
antes de usarlo. El gel debe ser preparado, cada vez, el dia
antes de su uso,

La otra observacién trata de la precipitacién de la enzima
por acetona en las ilamadas primera y segunda Dprecipita-
ci6n en el trabajo citado, Seglin la experiencia adquirida du-
rante varias preparaciones de la enzima, se debe afiadir len-
tamente ¥ bajo agitacién, acetona enfriada (—15°C) y en la
cantidad indicada en el trabajo original, a la soluciéon de
enzima mantenida en bafio de hielo. Se deja alcanzar la mezcla
fuera del bafio de hielo la temperatura de +13°C o de
+18°C, respectivamente. Se mantiene la femperatura indica-
da durante 10 min., pasados los cuales se enfria la solucién in-
troduciendo la misma en el medio refrigerante,

Andlisis del lactato. Se usd el mismo sistema enzimdtico
anteriormente descrito {f}, pero en el sentido inverso. La inversién
de la reaccién se logra por elevacién del pH a 9,0 y por el uso
de la hidrazina como captador del piruvate formado. Asf la reac-

cidn es

cuantitativa,

Composicién del test

Buffer glicina {Q,5 M)-
hidrazina {O,4 M);

pH = 9,0 2,00 ml
DPN {20 mg/ml} 0,20 ml
LDH 0,02 ml
Extracto : 0,02 mi
Volumen total 2,24 ml

AE a 366 mu; d = 10 mm

DPN fue producto comercial (Boehringer & Soehne).

Andlisis de Dihidroxiacetona—IP), Se usé para el test la
reaccién:

GDH

Duhrdroxnace’rono——(P]-i— DPNH 4 H+

la cual
(K=75

Gllcerol—{P)+DPN+ (1}

debido al equilibrio favorable al pH utilizado de 7.4

7 x 1077}, es practicamente cuantitativa.
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Composicién del test

Buffer TRIS 005 M; pH 7,4 4,00 ml
Extracto 2,00 ml
DPNH (10 mg/ml) ,05 ml
GDH 0,05 ml
Volumen total 6,10 ml

AE g 366 mu; d = 40 mm

La enzima utilizada para esta determinacién fue una pre-
paracién del grado més alto de pureza segin APITZ y col. {1).

Andlisis del glicerol—{P). Se aplicd el sistema enzimdtico
anterior (I} en el sentido inverso. A pH 9,0 y usando hidrazina
para captar la cetona, el glicerol—(P} es metabolizado cuantita-
tivamente.

Composicién del test
Buffer glicina (0,5 M}-

hidrazina (0,4 M) pH 9,0 1,50 ml
Agua destilada 1,00 ml
Extracto 0,15 ml
DPN (20 mg/ml) 0,05 ml
GDH 0,10 ml
Volumen total 2,80 mi

AE a 366 mu; d = 10 mm

Andlisis de la fructosa 1,6-difosfafo. Se usé un tfest com-
puesto de la manera siguienfe:

ALD

1} Fructosa—1,6—(P) ————— DOAP + GAP uy
TIM

2) GAP ——— DOAP iv)
GDH

3) DOAP + DPNH + H+———— Glicerol—{P}+ DPN+ ({!I)

neto:
Fructosa—1,6—(P)-+ 2 DPNH + 2H+ = 2 Glicerol—(P} + 2 DPN+

Al pH 7,6 empleado para el test, todas las fres reacciones si-
guen la direccidn indicada por la flecha. La diferencia en la ab-
sorcién {AF) observada cuando se ha completado la reaccién, di-
vidida entre 2, permite calcular la concentracién de fructosa
~-1,6—(P} presente en el extracto.

Antes de iniciar la reaccién propia para la determinacién
de la fructosa—1,6—(P) se tiene que agotar la DOAP y el GAP
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presentes en el exfracto por adicién de la GPH y la TIM. Des-
pués de haber transformado estos compuestos en glicerol—(P),
lo que se observa por la detencién de la reaccién, se afade la
aldolasa. La diferencia en la absorcién observada después de la
adicién de la aldolasa, sirve para el calculo.

Composicién del test.

Buffer TEA 0,4 M; pH 7.6 2,1t ml
Extracto 2,5 ml
DPNH (10 mg/mi} 0,1 ml
GDH 0,1 ml
TIM {dil. 1:50} 0,1 ml
ALD (dil. 1:50) 0,1 ml
Voiumen total 50 ml

AE a 366 mu; d = 20 mm

TIM y ALD fueron enzimas cristalizadas [Boehringer & Sceh-
nej.

Actividad de la jsomerasa de fosfohexosa {HIM). Cotaliza
la transformacién reversible de la glucosa—6—{P) en fructosa
—&6—(P). Se usé para la determinacién el siguiente test com-
puesto:

HimM
1) Fructosa—-&b—{P}-————> Glucosa—6—(P) V)
GPDH
2) Glucosa—6—(P}+ TPNe° -
6—(P}—Gluconato + TPNH+He (V)

neto:
Fructosa-—6—({P}+ TPN° = 6—(P}-—Gluconato + TPNH 4+ H°

La combinacién de las dos reacciones favorece la forma-
cién del gluconato y por eso el resultado de este test compuesto
reflejo la actividad de la HIM,

Hay el inconveniente que las preparaciones comerciales de fruc-
tosa—6—{P) contienen cantidades notables de glucosa—6&—(P). Por
esta rozén se deja reaccionar la fructosa—&—{P] en presencia de
TPN y GPDH hasta que la reaccién se detenga [aproximadamente
6 min.} antes de agregar el extracto conteniendo la HIM.

La preparacidn de HIM se obtiene homogenizando tiroides con
dos volimenes de KOH 0,02 M, por centrifugacién. El sobrenadan-
te se usd para el test,
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Composicién del fest.

Buffer TRIS 0,1 M; pH 8,0 1,0 mi
Agug destilada 1,2 ml
MgCl; 0,01 M; 0,2 mi
Fructosa—&—(P) (0,15 M) 0,1 mi
TPN (6 x 102 M) 0,2 ml
GPDH 0,2 ml
Extracto 0,1 mi
Volumen total , 3,0 ml

AE a 366 mu; d = 10 mm

GPDH fue una enzima cristalizada comercial {Boehringer &
Soehne] v el TPN, producto de la misma casa. La F—6—{P) fue
la sol bérica de Boehringer & Soehne, que se transformé en la
sal sédica por disolucién en HCl y redccién con Na,50, Es de
suma importancia la neutralizacién de la solucién de esta sal
antes de su uso,

Actividod de la isomerasa de fosfotriosa (TIM). Cataliza la
reaccién {IV) en ambos sentidos. Se usé la reaccidn en direccién
de la formacién de DOAP, la cual energéticamente estd favore-
cida a pH 7.6, acoplandola con la dehidrogenasa del GP:

1) eap — M, boar (V)

2) DOAP + DPNH + H° —(-BPH————) Glicerol—[P)+ DPNe (1)

neto:
GAP + DPNH + He = Glicerol—{P}+ DPN=
Composicidén del test.
‘Buffer TEA-HCI 0,02 M; pH 7,6 2,50 ml

Extracto 0,10 ml
DPNH {2 x 103 M) 0,10 ml
GDH 0,05 mi
GAP [5 x 103 M} 0,03 ml
Volumen total 2,78 mt

AE a 366 mu; d = 20 mm

El GAP fue preparado o partir de la sal bérica del dietilo-
cetal (Sigma Chemical Co.) separando el ion de barie por cro-
matografia con DOWEX 50, forma hidrégeno e hidrolizando el
acetal hirviendo la mezcla durante 3 minutos. Taombién en este
caso se debe neutralizar cuidodosamente la solucién obtenida
de GAP,
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El extracto enzimdtico se preparé por homogenizacién del

tejido con dos volimenes de agua (gr/v) y subsiguiente centri-
fugacién.

Actividad de la dehidrogenasa del fosfato de gliceraldehido
(GAPDH). Esta enzima oxidante de la glicdlisis cuya actividad se
midié segin el método de VELICK (70), cataliza la reaccién:

al GAP + DPN° + (P}—————— 1,3—(P)—glicerato
+ DPNH + He (Vlig)
bl 1,3—[P}—glicerato + ADP————

3—(P)}—glicerato + ATP (VIlb)

neto:

GAP + DPN° +(Pj+ ADP -ZAPRH |

3—(P}—aglicerato + DPNH + H* + ATP (V1)

Para el test se reemplazé el fosfato por arsenato de manera
que se forme, al oxidar el GAP, 1—[As] —3(P)}—gliceratc en forma
andloga a la ecuacién (Vlla). Contrariamente al enlace del anhidri-
do formado entre el fosfato y el grupo carboxilico del glicerato, el
formado por el arsenato con el mismo grupo, es muy labil y fécil-
mente hidrolizable al pH del test. Por esta razén en presencia de
arsenato, la reaccién es irreversible y se desplaza a favor de la
oxidacién del aldehido.

Composicién del test.

Buffer pirofosfate 0,03 M contfeniendo

cisteina {0,004 M); pH 8,4 2,6 ml
DPN (3 x 107 M) 0,1 ml
Arsenato disédico (0,4 M) 0,1 mi
Extracto 0,1 mi
GAP (7,5 x 103 M) 0,1 ml
Volumen total 3,0 mi

AE o 366 mu; d = 10 mm.

El extracto fue preparado por homogenizacidn del tejido con
dos partes de agua y centrifugacién posterior.

Activided de la dehidrogenasa lactica {LDH). Esta enzima
cataliza la reaccidén (I} y su actividad se midié usando un test
basado en la reduccién del cetodcido, ya que el equilibrio fa-
vorece la reaccion en este sentido como se explicé anteriormente
(pbg. 16).

Composicién del test
Buffer TEA pH 7.5; 0,05 M 2,00 ml
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Agua destilada 0,78 ml

Extracto 0,02 ml
DPNH (1,4 x 107 M) 0,10 ml
Piruvato de sodio

(1 x 10 M) 0,10 mi
Volumen total 3,00 mi

AE a 366 mu; d = 10 mm

El piruvato de sodio fue producto comercial {Sigma Chemi-
cal Co.}: el extracto se obtuve homogenizando el tejido con dos
partes de agua y descartando el precipitado por centrifugacién.

Actividad de la dehidrogenasa del glicerofosfato. La GDH es’
la enzima que interviene en la reaccién (ll). Para su determinacién
se usH la reaccién en sentido de la reduccidn de la DOAP debido
a su equilibrio favorable al pH usade.

Composicién del test

Buffer TEA 0,05 M; pH 7.5 25 mi
Agua destilada 0,2 ml
Extracto 0,1 ml
DPNH (1,4 % 102 M) 0,1 ml
DOAP (1,62 x 10F M) 0,1 ml
Volumen total 3,0 mi

AE a 366 mu; d = 10 mm

La DOAP fue una mezcla de cantidades equimolares de és-
teres fosféricos de las dos triosas, pero en la cual el GAP exis-
tente no afecta la reaccién {TPE de Boehringer & Soehne). La so-
lucién comercial debe ser neuiralizada antes de su uso.

El extracto fue preparado a partir de un homogenizado del
- [ ') - Iy
tejide con tres volimenes de KCI al 1%, por centrifugacion.

Actividad de la gliceroquinasa. Esta enzima interviene en la
fosforilizacién del glicerol formando glicerol—({P} (VIll}. Para su
determinacién se usé el test compuesto descrito por WIELAND vy
SUYTER (B4) en el cual se acoplaron las siguientes reacciones:

Glicerol + ATP L GP + ADP (Vi)
GP 4+ DPNe —GDH — DOAP + DPNH + He {n
neto:

Glicerol + ATP + DPN° = DOAP + ADP + DPNH + H°

Se utilizé hidrazina para captar la DOAP formada durante
el test desplazando asi la reaccién en el sentido indicade.
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Composicién del test.

Buffer glicin {0,2 M)— hidrazina (1 M)
conteniende Mg*t+ (0,002 M);

pH 9.8 1,80 mi
ATP (7,5 x 102 M) 0,05 mi
DPN (2 x 102 M} 0,05 ml
Extracto 0,10 ml
Glicerol (0,1 M) 0,10 m!
GDH 0,02 ml
Volumen total 2,12 m}

AE a 366 mu; d =— 10 mm

Ei ATP fue producto comercial {Boehringer & Soehne). El ex-
tracte fue preparade a partir de un homogenizado del tejidoe con
3 wvolimenes de KCl al 19%.

Método de purificacion de la LDH a partir de tiroides de buey.
Los tiroides exiraidos inmediatamente después de sacrificado el
animal son mantenidos a CC durante el transporte al laboratorio y
a su liegada utilizados de inmediate. Se liberaron de grasa y
tejido conjuntivo, se cortaron en trozos y homogenizaron {Wa-
ring-Blendor} con dos volimenes igr/v] de agua conteniendo
EDTA al 0,05%. El homogenizado se agité mecdnicamente por
una media hora y se filtré a través de tela (nylon tipo gasa)
obteniéndose un ligquide turbio rojizo. Se agregé aproximada-
mente medio volumen de gel de fosfato de calcio de prepara-
cidn especial.

Preparacién del gel. Se mezclaron parte iguales de CaCl,
066 M y Na,HPO, 044 M y se llevé la mezcla a un pH de
8,6 con hidréxido de amonio concentrado hasta que el pH
se mantuvo estable por lo menos durante una hora. Se prac-
ticaron entonces lavados repetidos, cada vez con cinco volime-
nes de una solucién de sal disédica de EDTA (p.a.) al 0,05%,
hasta que el gel alcanzé un pH de 6,6 a 6,8. Para lograr esto
fueron necesarios generalmente 4 lavados, El gel se usé in-
mediatamente después de su preparacién y contenia 0,14 gr.
de s6lido por ml.

Lo mezcla del gel con el extracte se agitdé por una media
hora, separande por centrifugacién (10.400 x g; 15 min.) el so-
brenadante el cual apenas contenia actividad, mientras que el
gel adsorbié précticamente toda la actividad enzimdtica, fogrén-
dose asi una purificacién de dos veces. Con buffer fosfato 0,2 M
de pH 7,2 se logré eluir aproximadamente un 509% de lo activi-
dad odsorbida por el gel; se observd que nuevas eluciones no
mejoraron el rendimiento ya que se extraian de esta manera
proteinas extrafas que entorpecian en los pasos finadles, la cris-
talizacién de lo enzima.
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El eluide adn un poco turbio y alga coloreado se llevd a una
concentracién de sulfato de amonic de 1,75 M eliminando el pre-
cipitado obtenido y sometiendo el sobrenadante a un calenta-
miento de 55°C por 15 minutos, pasados los cuales se introdujo
rdpidamente en bafio de hielo para bajar bruscamente la tem-
peratura y evitar la desnaturalizacién de ta enzima. Se consiguid
durante este paso oira purificacién de tres veces

El sobrenadante del calentamiento se llevé con sulfato de
amohio d una molaridad de 2,8, recogiendo cuantitativamente
la actividad enzimatica en el precipitado el cual se disolvié en
solucién de sulfate de amonio 1,9 M para fuego (levarlo a vna
molaridad de 2,6 y recoger de nueve el precipitado obtenido. Este
fue suspendido en solucién 1,9 M de sulfato de amonio, sepa-
rando lo insoluble por centrifugacion. La solucién clara se llevd
ohora a 2,3 M agregande sulfato de amenio en polve muy lenta-
mente. El precipitado obtenido se disolvié otra vez en solucién
1,9 M de sulfato de amonio y se agregaron pequefias cantidades
de sulfate, eliminande por centrifugacién, cada vez, la turbidez
formada. A una molaridad de sulfato de amonio de 2,2 se em-
piezan a formar cristales lo que se nota por la aparicién de un
aspecto nacarado de la solucién. La cristalizacién es completa a
2,4 M,

El agua utilizada durante la preparacién fue agua destila-
da y desmineralizada y contenia sal disédica de EDTA al 0,05%.

El sulfato de amonio utilizade fue la forma “'pura™ {E
MERCK, 1215) recristalizado en el laboratorioc en presencia de
EDTA en concentraciones de 2 gr por litro y con ligero exceso
de hidréxido de amonio; secade y finalmente pulverizado. El
uso de sal de mayor grado de pureza no ofrecié ventaja.

Para conirolar la molaridad de las soluciones de sulfato de
amonio se usé el procedimiento de¥crito por BERGMEYER y col.
{3) el cud! consiste en ung ftitulacidh de lo muestra con clorure
de bario usando rojo de alizaring como indicador,

La concentracién de proteinas; se determind por el método
de LOWRY vy col. (40] — en lo modificacién descrita por EGGS-
TEIN y col. {14} — por su gran sensibilidad.

Estudio de fracciones moleculares de la LDH. Para el frac-
cionamiento de la LDH en isoenzimas se aplicé la microtécnica
de electroforesis en gel de agar descrite por WIEME (87). El gel
se prepord al 0,8% en buffer veronal 0,05 M de pH 8,4. El gel
asi preparado se colocd en capa uniforme de un espesor de
2 — 3 mm aproximadamente sobre laminas de microscopio co-
rrientes de 26 x 76 mm. Se practicd una incisidbn en la regién
comprendida entre el primero y el segunde tercio de la léming,
donde se colocaron de 5— 15 ul de la solucién proteica. Se ce-
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ré la incisidn con una gota de agor, llevandose al aparato de
electroforesis {Fig. 4] y colocando la placa de tal modo que que-
dara sumergida en el éter de petréleo con aquella mitad de la
lamina que contiene la incisién hacia el cétodo. Se le aplicé una
corriente directa de 110 — 150 V y 30 — 40 mA, por 45 minu-
tos, al cabo de los cvales se procedié a la visualizacién de la

actividad enzimdtica utilizando el medio de incubacién descrito
por MARKERT y URSPRUNG (44), que consta de:

Buffer TRIS 0,2 M; pH 8,0 11,25 ml
Llactato de sodio 0,5 M 2,25 ml
DPN {10 mg/ml} 0,50 ml
Metosulfate de fenazina

{1,6 mg/ml} 1,25 mi
Cloruro de difeniltetrazolium

{1 mg/ml) 1,25 ml

Se sumergié la lamina en el medio en una pequeha cama-
ra oscura, para prevenir la accién de la luz sobre la fenazina,
compuesto fotosensible, a 37°C por media hora.

Fig. 4: Microelectroforesis seglfin WIEME. FP: fuente de poder; CO:

cdmara oscura; CB: compartimiento para buffer (eléctrodo); CG: Com-

parfimiento Nenado con gel; CEP: eompartimiento para éter de pe-
tréleo; LM: Limina con muestra
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Estas soluciones fueron preparadas y mezcladas inmediata-
mente antes de usar preservando la mezcla de la luz.

El lactato de sodio se obtuvo o partir del dcido DL-léctico af
859% (grado il, Sigma Chemical Co.l segin el procedimiento
descrito por NEILANDS (50)

El cloruro de difeniltetrazolium [Nitro BT) y el metfosulfato de
fenazina fueron productos comerciales (Sigma Chemical Co.)

RESULTADOS

Metabolitos: Los metabolitos encontrados en tiroides de buey
se demuestran en la Tabla N° 1, la cual, para fings de compa-
racidén, contiene valores sobre concentracién de los mismos com-
puestos, encontrados en ofros drganos.

motes 7gr 0
AUTORES LACTATO PIRUVA:: DOA:’ &P FDP ORGANO

HOHORST y col. (26) | 1540 | 154 38 253 22 | Higado de rata
HOLZER y col. {27) — 60 | 43 | — 33 oo
THORN y col. (s9) 1490 | 8! 35 | — — L
LE PAGE (343s) 2300 16 — | — 1170 weoowom
LAMPRECHT y col{z3)| — % 60 | — 47 woonow
WIELAND {83) — - - | Hag | — L
MICHAL y col. (s8} | 3040 42 | 37 | 240 | 100 | Corazén deperro
Resuitados del 7100 21 7 800 | — | Higado de buey
Presente Trabajo 6080 | 24 58 | 524 50 | Tiroides de buey

{*) moles % "% por gramo de tejido fresco

Tabla N* 1: Valores de concentraciones estacionarias para varios me-
tabolitos del ciclo glicolitico, obtenidos en diferentes Grganos.

Actividades enzimdticas: Los resuitados obtenides en el es-
tudio de vorias enzimas de la glicdlisis y relacionadas con este
ciclo, estén resumidas en la Tabla N° 2.

Dehidrogenasa Idctica: Por el procedimiento descrito ante-
riormente [pdg. 24) se logré obtener la dehidrogenasa léctica en
forma cristalizada (Fig. 5) con una actividad especifica de 41 a
22°C,
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En vista de que la correspondiente enzima de mudsculo de
conejo tiene una actividad especifica de aproximadamente 300
a 37°C, la enzima tiroidea no se considera completumente pura,

U/qr.

Enzima Tiroides | Higado (eo)
Isomerasa de fostohexosa 1,6 -
Aldolasa 4,863 26
Isomergsa de fosfotriosa 25 -
Dehidrogenasa del gliceraldehido-® 1,5 | 70,8
Dehidrogenasa ldctica 60 224
Dehidrogenasa del glicerofosfato 0,25 11,0
Gliceroguinasa 0,155 | 31500 (s)

Tabla N°* 2: Estudio comparative de las actividades enzimiticas en-

contradas en tiroldes y en higado, expresadas en unidades de activi-

dad enzimitica (U) por gramo de tejido fresco. (Véase para defini-
ciones pdg. 13).

no obstante haber logrado durante los diversos pasos de la pu-
rificacién un enriquecimiento de 372:1 [véase Tabla N 3). Sin
embargo, a la temperatura de 37°C, deberia aumentar o activi-
dad aproximadamente a 120. la diferencia entre las actividades
obsarvadas con la dehidrogenasa lactica del moisculo y la tiroi-
dea no es sorprendente ya que no se recristalizdé la enzima tirei-
dea por escasez de material.

De todos modos, para lo realizacién de estudios comparati-
vos lo pureza de la enzima se puede considerar suficiente.

Estudios cinéticos: Se realizaron experimentos sobre la cons-
tante de Michaelis con respecto al piruvato y sobre la inhibicién
por oxamato con la dehidrogenasa lactica de tiroides de buey y
con lo de musculo de conejo, para fines de comparacién. Llos
resultados son expuestos en las Figuras 6 y 7.
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Fig. 5: Cristales de la dehidrogenasa lactica tiroidea obtenidos a par-
tir de tiroides de buey, sigulendo el procedimiento descrito en el
presente trabajo; magnificados 600 veces por el microscoplo y 5 veces

por fotografia.

roccon | e | eeeees | s
Extracto acuoso 33 2975 o1
Elucidn del ge! 15 1062 0.21
Sobr. colentamiento 52 1040 0.6
Precipitado 28 M 49 688 1.6
Precipitodo 2.3 M 05 210 22
Cristales 04 37 4

Tabla N* $: Rendimiento y pureza logrados durante la purificacién de
la LDH tiroidea. Proteinas determinadas segiin LOWRY (40). Unidad
de actividad enzimética y actividad especifica definidas en pig. 15.
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Componentes moleculares de la dehidrogenasa léctica: La
proteina asociada con la actividad de dehidrogenasa lactica pue-
de aparecer hasta en cinco moléculas diferentes, llamadas isoen-
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Fig. 6 Cinética de la dehidrogenasa lictica de tiroides de buey. Bu-

ffer TEA 0,033 M pH 7,6. [LDH] = 5 ug; variando la concentraci6n

del sustrato piruvato [P] ¥y manteniendo la conceniracién de
[DPNH] fija = 5 x 10* M,

zimas, que se distinguen por su movilidad electroforética (Fig, 8,
D). No obstante que la dehidrogenasa lactica tircidea se com-
pone de cince isoenzimas, por medio del proceso de purificacién
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Fig. 7: Cinética de la dehidrogenasa ldctica de misculo de conejo.

Buffer TEA 0,033 M pH 7,6. [LDH] = 1 ug. cantidad que da a la

reaccién la misma velocldad que los 5 ug de la dehidrogenasa tiroidea

(menos pura), variande el sustrato piruvato [F] ¥ con una concen-
tracion fija de [DPNH] = 5 x 10+ M,

elaborado (véase pdg. 24) se obtuvo una preparacién cristaling,
que se comporta en la electroforesis como un solo componente
(Fig. 8, E.) Este componente representa la iscenzima {H segin no-
menciatura de MARKERT y MOLLER (43).

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Aungue estudios de otros dutores dieron cierta evidencia de
gue la glandula tiroidea glicoliza carbohidratos como otros 6r-
ganos (8, 32, 53, 62, 82), faltuba todavia la comprobacién ine-
quivoca. Ni se investigaron individualmente y o fondo los siste-
temas enzimdticos, ni fueron determinados compuestos interme-
dios, ni se aislaron en forma pura, enzimas del ciclo de EMBDEN-
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Fig. 8: Isoenzimas de varlos Grganos obtenidas por el micrométodo

de eclectroforesis seglin WIEME. B, C ¥ D: extractos acucsos de co-

razén de conejo, higado de conejo y tiroides de buey; E: LDH tiroi-

dea cristaling de buey; A: proteinas plasméticas coloreadas con ami-

do negro. B, C, D y E tueron visualizados segtn método descrito, pag.
26,
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MEYERHOF, a partir de tiroides. Con los resultados del presente
estudio se llena esta vacio de nuestros conocimientos sobre el
metabolisme tiroideo.

El metabolito final de la glicélisis, el Gcido lactico, se de-
termind cuantitativamente en tiroides de buey bajo condiciones
tales que reflejen las conceniraciones que se encuentran en el
drgano en funcidn del animal vivo, concentraciones que por eso
se Hlaman "estacionarias” o de “estado de flujo continuo’' (steady-
state.)

El valor de unos 4.000 mumoles por gramo de tejido fres-
co encontrado para el lactato es alto comparado con los valores
en érganos de animales de experimentacién mds pequefios (Ta-
bla N¢ 1). Existe cierta duda si el tiempo transcurrido entre la
muerte y la congelacién de la muestra fue suficientemente corto
para representar, verdaderamente el estado de flujo continue pa-
ra este metabolito. El suprimir lo oxigenacién del tejido durante
cierto tiempo influird sobre la glicdlisis como ya se explicd al
referirse al efecto PASTEUR, manifestdndose como un aumento de
la conceniracién del lactate. Por eso para la obtencién de datos
exactos sobre este metabolito seria quizds conveniente repefir
la determinacién en animales mdas facilmente manejables que el
buey. De todos modos, este resultado y el de WEISS (B2} demues-
tran claramente el lactato come metabolite fisiolégico de los ti-
roides.

Esta afirmacién estd respaldada mds adn en vista de que
el precursor del lactato, el piruvato, se encontré en concentra-
ciones comparables a otros érgancs capaces de glicolizar (Ta-
bla N* 1} v de que se pudo demostrar también la enzima de en-
lace, la dehidrogenasa léctica, la cual transforma reversiblemen-
te estos metabolitos uno en otro.

los valores de la actividad para la LDH (Tabla N? 4] son
bajos sin duda alguna, e inferiores o los de la mayoria de los
otros érganos. Esta divergencia no se debe o propiedades ciné-
ticas diferentes de las enzimas de distinta procedencia ya que
para la LDH cristalizada o partir de tiroides se encontré una cons-
iante de MICHAELIS, Ku aparente, de 3,2 x 10-* M, que es sblo
un poco mds alta que la de enzimas de otros érganos (Tabla
N2 5). También la inhibicidén de la LDH por el oxamato fue
parecida para las dos enzimas estudiadas, bien con respecto
al tipo de inhibicién o al valor de la constante de inhibicién K,
obtenido en el estudio cinético {Tabla N¢ 5).

Como ya se explicd [pdg. 13) debe existir en tiroides un ac-
fivo ciclo de pentosas y por eso no se pudo excluir la posibilidad
de gue el piruvato o el lactate, respectivomente, provengan del
GAP formado por esta via metabélica de la glucosa (Fig. 2).
Lo mayeria de las enzimoas glicoliticas que actdan por encima
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log actividad [umoles/q.hr]

TIROIDES HIGADO MUSCULO
-GQ_
~TIM-
=LDH=]
-GAPDH-
=HIM~
-LDH~
-GAPDH- —ALD~
~GDH-
-GDH-
....L_DH_
-ALD- _ALD-
~TIM- ~PGDH-~
“GarpH- HIM .
-GPDH-DPN”
-GDH-
—PGDH- ~TPNH- __—DPNH-
~6Q=  -GPDH-
-DPNS ~GPDH-
—~DPNH~ N2
=TPNH-
-TPN®

Tabla N+ 4: Representacion en forma logaritmica de las actividades
enzimaticas de tiroldes de buey, higado humano (60) y misculo de

conejo (9).
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Constantes Tiroides de buey | Mdsculo de conejo

KM Piruvorlo 3'2 X 10-4 M 2,5x I0—4M

K  axomoro (4x1075M) | 3,7 x107°M 47x10°°M

KI oxomato (8X]07°M) 5,0 X |0-5M 5,0 X |0'5 M

Tabla N+ 5: Datos cinéticos para LDH de tiroides de buey y de
misculo de conejo. Condiclones: Buffer TEA 0,033 M pH 7.6, 22°C.
{DPNH]: & x 10 M, [piruvato]: 1 a 6 x 10 M y [LDH]; 1 —5ug.

del GAP, se necesitan igualmente como enzimaos auxiliares del
ciclo de pentosas, reciclizando los productos finales, fructosa
—6—fosfato o GAP, al compuesto “inicial’ del esquema, la glu-
cosa-—6—IP). La dnica excepcién seria la quinasa de la via gli-
colitica que a partir de fructosa—6—fosfato, en presencia de
ATP y Mg+~ forma fructosa—1,6—fosfato, ya que durante di-
cha reciclizacién no se necesita la quinasa, Mas bien, para lograr
este fin, la reaccién entre el 6—fosfato y el 1,6—difosfato de
la fructosa debe ser inversa, exigiende una fosfatasa.

Técnicamente no fue posible resolver el problema por este
lado o sea tratando de aislar la quinasa.

Sin embargo, las determinaciones de las enzimas: isome-
rasa de fosfohexosa, isomerasa de fosfotriosa, dehidrogenasa del
gliceraldehido—(P} y la dehidrogenasa léctica (Tabla N 2] y
tos metabolitos: lactato, piruvato, dihidroxiacetono—fosfato y fruc-
tosg-—-1,6—difosfato {Tabla N? 1}, junto con las evidencias es-
tablecidas en trabajos anteriores (8, 52, 53, 62, 82} hacen supo-
ner la existencia de todo el ciclo glicolitico en firoides.

En la Tabla N2 4 se representaron en forma logaritmica, las
actividades de varias enzimas glicoliticas ademés de otras per-
tenecientes al ciclo de pentosas y de enzimos relacionadas con
el metabolismo del glicerol, asi como concentraciones para los
nucledtidos piridinicos. Para fines de comparacién se colocaron
al ladeo de los valores para tiroides de buey, otros para higado
humano (60} y midsculo de conejo (9.

Como se puede notar, existen grandes diferencias enfre las
concentraciones enzimdticas de tiroides y las de los otros drga-
nos de referencia. La LDH y la GAPDH varian aproximadamente

—— 35 —



en proporciones de 1:10:100 en los fres érganos: tircides, higado
mosculo, lo que refleja hasta cierto punto la capacidad glico-
litica de estos érganos. La variacién de la aldolasa es mucho
menor o sea igual a 1:1:10 para los érganos en el mismo orden.
El significado de este hallazgo no es evidente, pues ia GPDH, en-
zima del ciclo oxidativo directo de las hexosas, ciclo que como
se ha expresado en varias oporfunidades pedria necesitar tam-
bién la aldolasa, se encuentra en el higado en concentraciones
dobles y en muUsculo en concentraciones menores a la de tiroides.

Las enzimas del metabolismo del glicerol, la GQ y GDH, las
cuales proveen el érgano de glicerofosfato, precursor de lipidos,
se encuentran en conceniraciones bajas en tiroides. Esto da la
impresién de que el metabolismo de lipidos no tiene mayor
papel en la glédndula; sin embargo, ofros autores {20, 21, 49, 61}
dan gran importancia al metabolismo tireideo de lipidos, y ads-
criben a los fosfolipidos, propiedades de transporte de yoduro
(71, 72, 73, 88).

El hecho de haber logrado, a partir de tircides, el aislamien-
to de la LDH en forma cristaling, ademés de su importancia pa-
ra la comprobacién sobre la capacidad glicolitica de tal érgano,
tiene interés en el campo de la enzimologia comparativa y de
isoenzimas.

La dehidrogenasa léctica, hasta la fecha, se ha podido
obtener, como preparacién cristalina, a partir de corazén de buey
(67), misculo esquelético de rata (32), sorcoma de rata (32),
musculo esquelético de conejo (2, 54) y de cerdo {28), higado de
rata (22}, corazén de rata [88) y corazén humano {51). Aungue
se ha aplicado con éxito el método de STRAUB (67} para la
purificacién de la enzima de corazén de cerdo (45) vy de perro
{58) y para los primeres posos en la preparccién de la LDH de
corazdén humano {51}, no ha sido posible usar el procedimiento
de este autor para la obtencién de la enzima tiroidea.

No son obvias las razones por las cuales se deben aplicar
métodos distintos con el fin de aislar la misma enzima a partir
de érganos diferentes. En primer lugar, se piensa en propiedades
protectoras distintas de las proteinas que acompafan la enzima
en extractos tisulares. Otfro factor a considerar seria el hecho de
que las enzimas existen en forma de isoenzimas distintas con sen-
sibilidades variables al ser expuestas o influencios desnaturali-
zantes. Sin embargo, con el procedimiento descrito (pdg. 24) se
logré aislar fa LDH tirgidea aunque con un rendimiento relati-
vamente bajo. Los pases mds importantes del nueve método estan
representados por el uso de un gel de fosfato especial cuya
preparacién ha sido descrita detalladamente y la aplicacién de
calor a la solucién enzimética, llevada previamente con sulfato
de amonio, casi hasta la concentracién en que precipita fa en-
zima.
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to eliminacién de proteinas inactivas por calentomiento se
usa frecuentemente durante los procesos de purificacién de en-
zimas. Algunos autores (entre otfros 28, 68, 76) calentaron pre-
paraciones enzimdticas en presencia de altas concentraciones de
sales. Lo mayoria, sin embargo, eliminaron las sales antes de ex-
poner las enzimas al calor. Segdn experiencias adquiridas, se
deberian utilizar sales més frecuentemente porque poseen efec-
to protector contra la desnaturalizacién térmica de proteinas y
ofros compuestas macromoleculares, lo que estd perfectamente
de acuverdo con resultados obtenidos efectuados hace muchos
afos (59, 64, 65, 66).

Ademads de estos dos pasos especiales, se usaron en la pu-
rificacién de la enzima tiroidea, varios fraccienamientos con sul-
fato de ameonio.

Ya MEISTER en 1950 (46) observé que la LDH de corazén,
obtenida por el método de STRAUB {67} y cuatro veces recris-
talizada, exhibia dos componentes con constantes de movilidad
diferentes (—2,64 y —1,92 cm? volt' seg’') ol examinarla en el
aparato de electroforesis de TISELIUS. Sin embargo, la misma
preparacién se comporté en la ultracentrifuga como compuesto
vniforme, WIELAND y PFLEIDERER (85) demostraron mas tarde
que la existencia de la dehidrogenasa lactica bajo moltiples for-
mas, es un hecho comin para cosi todas las enzimas de ésta y
otras actividades, provenientes de diferentes érganos y especies.
MARKERT y MOLLER (43} introdujeron para este fendmeno mole-
cular de las enzimas, el término “isoenzima'. Desde esta fecha
se ha estudiado el fenémeno exhaustivamente y estudios sobre
isoenzimas han sido introducidos desde enfonces también en el
diagnéstico clinico.

5i una enzima de un érganc existe en forma de varias iso-
enzimas, la preparacién pura y cristalizada de tal enzima se
compone también de varias isoenzimas, lo que es vélido, por lo
menos para la dehidrogenasa lactica de corazén de buey. El
aislamiento de una de estas isoenzimas en forma pura exige
generalmente procedimientos especiales [58). Sin embarge, por
el método de aislamiento de la dehidrogenasa lactica tiroidea
descrito en el presente trabajo, se logra la obtencién directa de
la isoenzima Il {Fig. 8) de las cinco presentes en tiroides.

RESUMEN

1) Existio cierta evidencia sobre la capacidad glicolitica de
la glondula ftiroidea, pero faltaba todavia un estudio
a fondo sobre el ciclo de EMBDEN-MEYERHOF.

2) En el presente trabajo se determinaron cuantitativamente
en tircides de buey substratos y enzimas de este ciclo y
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se compararon sus concentraciones con las de ofros 6r-
ganos.

3) Se aislé la LDH a partir de tiroides de buey en forma
cristalina, primera enzima obtenida en forma purificada
de esta gléndula.

4) Llas propiedades cinéticas de la LDH tiroidea son pare-
cidas a las de la enzima correspondiente de musculo de
conejo.

5) La LDH tiroidea purificada representa una sola isoenzi-
ma de los 5 existentes en la glandula.

SUMMARY

1) Previous studies have suggested that there may exist a
glycolytic pathway in thyroid gland, however detailed
work on the EMBDEN-MEYERHOF cycle was lacking.

2] The present study deals with the quantitative determina-
tion of substrates and enzymes of this cycle in the thyroid.
The results have been compared with those obtained
from other organs.

3) Crystalline LDH was isolated from cattle thyroids. This
is the first enzyme obtained in a pure form from this gland.

4) Kinetic properties of the thyroidal LDH are similar to
those of the rabbit muscle enzyme.

5) Purified LDH represents one single isaenzyme of the five
ones existing in the gland.
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ABREVIACIONES USADAS

ADP difosfato de adenosing

AlLD aldolasa

— {As) grupo arsenoto

ATP trifosfato de adenosina

DOAP fosfato de dihidroxiacetona

DPN nucledtido de difosfopiridina

DEN+- nucledtido de difosfopiridina oxidado

DPNH nucledtide de difosfopiridina reducido

EDTA etitendiaminatetracetato

E—4-—(P] erifrosa—4—fosfato
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FDP

F—&-——1P)

GAP 6 GA—3—(P)
GAPDH

GDH

G—6—IP)

GP

GPDH

GQ

HIM

HMP
Hu—7—{P}

LDH L 1L L IV, vV

TPNH

TRIS

TSH

XPE
Ku—5—(P}

fructosa—1,6—difosfato
fructosa—o6—rfosfato

fosfate de gliceraldehido
dehidrogenasa del gliceraldehido—(P)
dehidrogenasa de! glicerofosfato
glucosa—6—fosfato

glicerofostato

dehidrogenaso de la glucosa—6— fos-
fato

gliceroquinasa

isomerasa de fosfohexosa

ciclo de pentosas
heptulosa-—7—fosfato

constante de inhibicidn

constante de Michaelis aparente
dehidrogenasa léctica

isoenzimas de la LDH enumeradas des-
de el ancdo hacia el catodo

grupo fosfato

dehidrogenasa del fosgluconato
coeficiente de respiracion
ribosa—5-—fosfato

isomerasa de la ribosa—5—fosfato
ribulosa—5—Fosfato

transaldolasa

transcetolasa

trietanolamina

isomerasa de triosafosfate
nucledtido de trifosfopiridina
nucledtido de trifosfopiriding oxidado
nucledtico de #rifosfopiridina reducido

- tris (hidroximetil) aminometano

hormona tirotrépica
epimerasa de la xilulosa—5—fosfato
xiluloso—5—fosfate
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“El verdadero maestre no
es aquél gque entrega a su
discipulo instrumentos for-
males ya hechos, sino aquél
que sabe guiar al alumno
sin contrariar una originali-
dad innata, aquél que ense-
fia mas por ejemplo propie
que por palabras y que sabe, -
al igual que Sdcrates con su
mayéutica, ayudar a dar a
luz una vocacién”,

Marcel Roche

(IV.IC)
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