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Abstract: This is an electrophoretic study of ALDH isozymes in post-mortem tissue extracts.

Three differente electrophoretic variants of the isosyme ALDH3 were found in the 100 individuals examined.
One liver sample showed lack of ALDHI. activity, but it remains unknown whether this is due to genetic
mechanisms. The other two isozymes —ALDH2 and ALDH4 — did not show any variations.

Alcohol deshidrogenasa (ADH) y aldehi-
do deshidrogenasa (ALDH) catalizan las reac-
ciones enzimiticas iniciales del metabolismo
del etanol. Ambas enzimas presentan comple-
jas caracteristicas bioquimicas y determina-
cién genética. Cinco loci autosémicos parti-
cipan en la determinacién genética de las isoen-
zimas de la ADH humana, las cuales se agrupan
en 3 clases principales definidas por sus caracte-
risticas bioquimicas (Smith 1986). Estudios
de la aldehido deshidrogenasa sefialan la exis-
tencia de al menos 4 formas moleculares de-
terminadas por 4 loci diferentes (Harada et
al. 1980). El cuadro 1 resume las principales
caracteristicas y distribucion tisular preferen-
cial de las isoenzimas. La mayor afinidad hacia
determinados sustratos facilita la identificacion
de las isoenzimas luego de la separacion elec-
troforética. En el hombre los genes que codi-
fican las isoenzimas ALDH1 y ALDH2 han
sido asignados a los cromosomas 9 y 12 respec-
tivamente (Hsu ef al. 1985) y el locus ALDH 3
al cromosoma 17 (Santisteban et al 1985).

Variantes ocasionadas por multiplicidad
alélica en un mismo locus han sido reportadas
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para casi todas las isoenzimas. Asi, el alelo
ALDH; origina una proteina carente de la ac-
tividad enzimdtica que normalmente exhibe
la isoenzima ALDH?2 determinada por el alelo
ALDH! . Esta actividad deficiente se ha asocia-
do con intolerancia al alcohol, postulindose
una funcién protectora contra el alcoholismo
ya que los individuos afectados prefieren abste-
nerse de ingerirlo (Harada et al. 1982). Nin-
guna otra variante de la ALDH hasta ahora se
ha encontrado asociada con trastornos fisiolo-
gicos reconocidos.

La falta de expresion enzimdtica o gran va-
riabilidad de la misma en tejidos y células de
facil acceso hace que el analisis in vitro deba
realizarse con tejidos post mortem. Para este
estudio los tejidos fueron obtenidos a través
del Departamento Médico Forense del Organis-
mo de Investigaciones Judiciales, con la cola-
boracién del personal del Departamento de
Medicina Legal de la Universidad de Costa Rica.
La poblacién analizada comprendié mujeres y
hombres (N = 100) en su mayoria adultos, de
las 7 provincias de Costa Rica, todos caucdsicos
de origen latino.
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CUADRO 1

Propiedades de las isoenzimas de la ALDH humana

Isoenzima Sustratos

preferidos NAD

ALDH1 ald. alif./ +
aromaticos

ALDH2 aldehidos +
alifaticos

ALDH3 aldehidos +
aromaticos

ALDH4 propion- +
aldehido

Las muestras de tejidos se mantuvieron a
49C por un periodo no mayor de 24 horas y
posteriormente a —40°C hasta su anilisis. Los
extractos de tejido se prepararon en un volu-
men igual de Triton—X—100 (0.1% en agua)
utilizando un homogenizador Potter-Elvehjem
y centrifugaciéon a 15000 rpm por 15 minutos
a 40C. La separacion de las isoenzimas se llevo
a cabo mediante electroforesis horizontal en
geles de almidon (11%, Electrostarch) en buffer
TEMK pH 7.4 (5mM Trs, 0.5mM EDTA,
5 mM anhidrido maleico, 8.5mM KCl para el
gel: 15 veces mds concentrado para el puente).
Los geles contenian 50 mg de NAD en un volu-
men final de 330 ml, lo mismo que el buffer
puente en el extremo catddico. La electrofore-
sis se realizd a 49C por 18 horas a 5 voltios/cm.
La actividad de ALDH se puso de manifiesto,
en capa de agar sobrepuesta, utilizando benzal-
dehido o propionaldehido como sustrato
(0.12 M), NAD (3 mM), MTT (metil tetrazolio)
y PMS (fenazin metosulfato). E1 MTT origina
un formazin pirpura por la accién reductora
del NADH generado en la oxidacion del sustra-
to.

El patrén electroforético tipico para extrac-
tos de tejidos hepdtico y estomacal se ilustra
en la figura la. Mientras que en higado se ex-
presan las isoenzimas ALDH1, ALDH2 vy
ALDH4, en estomago se presenta un predo-
minio de ALDH3, y en menor grado ALDHI.

Semejante a lo informado en europeos y
caucdsicos en general (Hopkinson et al, 1985)
no se encontraron variantes a nivel de ALDH2,
Una sola muestra hepatica presentd ausencia
de la banda menos anddica de las 2 correspon-
dientes a la isoenzima ALDHI1 (fig. 1b). Sin em-

Coenzima

Distribucion Estabilidad
NADP Tisular térmica
+ heterogénea alta
— higado, #ifion moderada
corazon
+ estbmago baja
pulmén
- higado, rifion baja

bargo, son necesarios mds andlisis para poder
hacer consideraciones respecto a la naturaleza
del defecto molecular que origina este fenotipo.
Factores no-genéticos, i.e. degeneracion hepati-
ca por alcoholismo, pueden ocasionar reduccién
en la actividad de la ALDHI. La isoenzima
ALDH4 no mostré variacién en la muestra es-
tudiada.

Por el contrario, se encontraron 3 variantes
diferentes de la isoenzima ALDH3. Al igual
que el tipo usual de ALDH3 estas variantes se
caracterizan por una mayor afinidad hacia al-
dehidos aromiticos (benzaldehido) y una ex-
presion preponderante en tejido estomacal.
La variante de migracion electroforética mas
anodica exhibe 3 bandas cuya actividad enzima-
tica sigue el patron 1:2:1 propio del heterocigo-
to para enzimas diméricas. La banda mds lenta
es co-migrante con la banda tinica del tipo usual
(fig. 1c). La frecuencia de esta variante fue
2% en la muestra estudiada.

Tres muestras de tejido estomacal presenta-
ron variantes de ALDH3 de migracién electro-
forética menos anddica (mds lenta) que el tipo
usual. En 2 de ellas la tincién enzimdtica re-
vela actividad a nivel de 3 bandas, sin embargo,
el gradiente de actividad en direccién al dnodo
es 2: 1: 0.5 y las bandas mas rdpidas tienden
a disminuir en intensidad al pre-incubar con
2 mercaptoetanol. Esto hace suponer que estas
variantes se encuentran en estado homocigoto
y que las bandas mds débiles son de origen se-
cundario (fig. 1c). La frecuencia de esta varian-
te lenta fue 2%. La otra variante (1% ) exhibio
un claro patrén heterocigoto, hibrido de una
variante lenta (distinta de las anteriores) y el
tipo usual, tanto en tejido estomacal como
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FIG. 1a. Patrones electroforéticos tipicos de extractos de tejido hepatico y estomacal utilizando propionaldehido y

benzaldehido como sustrato. H = higado, E = estdmago. 1b. Electroforesis en gel de almidon de extracto hepatico
(1) con ausencia de actividlad ALDH1. C = control. Sustrato: propionaldehido. lc. Variantes electroforéticas de
ALDH3 en extractos de tejido estomacal antes y después de tratamiento con 2-mercaptoetanol. 28 =variante rapi-
da, 42 =variante lenta, c = control. Sustrato: benzaldehido. 1d. Variantes lentas de ALDH3. Los extractos estoma-
cales 62 y 42 muestran migracion electroforética semejante, compatible con un patrén homocigota. El especimen 84
exhibe un fenotipo heterocigota donde la banda menos anddica presenta mobilidad distinta de la banda principal en
62 y 42. C = control (estdmago). Sustrato: benzaldehido. le. Variante lenta heterocigota en el locus ALDH3 demos-
trada en extractos estomacal y pulmonar del mismo individuo mediante electroforesis en gel de almidon. E = est6-

mago, P = pulmén, C = control (estdmago). Sustrato: benzaldehido.

pulmonar. Las 2 bandas externas representan
moléculas homodiméricas y la central corres-
ponde al heterodimero caracteristico de un in-
dividuo heterocigoto en el locus ALDH3
(figs. 1d y 1e). Este hallazgo constituye eviden-
cia fresca sobre la estructura dimérica de esta
isoenzima.

En contraposicién con los loci de las otras
isoenzimas de la ALDH, el locus de la ALDH3
aparenta ser mds variable. En total, 5% de la
muestra mostrd variacién a nivel de ese locus.
En individuos norte-europeos se ha menciona-
do un 4% de variacion (Hopkinson et al. 1985)

y en chinos e hindues 5.6%y 3% respectivamen-
te (Teng 1981).

Un minimo de 4 alelos diferentes son res-
ponsables de la determinacién genética de los
fenotipos variantes y usual de ALDH3 en el
presente estudio. El porqué de esta mayor
variabilidad relativa a los otros loci no estd
claro pues la funcién especifica in vivo de la
isoenzima ALDH3 atn se desconoce. Asumien-
do que ALDH1 y ALDH?2 son mds importantes
fisiologicamente, es posible pensar que sea
ésta una explicacion a favor de su relativa ma-
yor estabilidad genética. Otro argumento es
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el de tipo estructural, que se enlaza con el
anterior en cuanto estructura y funcién estin
intimamente relacionadas. ALDH1 y ALDH2
son homotetrdmeros y aunque la estructura
de 1a ALDH3 es mds debatida, la evidencia fa-
vorece una estructura homodimérica. Harris
et al. (1977) han observado que la ocurrencia
de polimorfismos enzimaticos sigue una rela-
cién inversa con el nimero de subunidades,
lo cual parece deberse a una menor susceptibi-
lidad a sustituciones en aquellos aminoacidos
que estdn involucrados en contactos inter-uni-
dades y en el mantenimiento de la estabilidad
molecular y funcién enzimatica.

Finalmente es necesario sefialar que el and-
lisis electroforético evidencia una fraccion de
toda la variacién genética posible por locus
debido a que es mds efectivo para reconocer
sustituciones que ocasionan cambios en la car-
ga molecular. Asi, es de esperar el descubri-
miento de polimorfismos en fragmentos de res-
triccion tan pronto se disponga de las “sondas”
(probes) apropiadas que permitan el escrutinio
del ADN mismo.
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