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ENCÍAS BASECAS

ESPECIFICIDAD EN LAS REACCIONES ENZIMÁTICAS1*

AÍDA TRAVERSO-CORI3 y OSVALDO CORI2

ESPECIFICIDAD Y NIVELES DE

ORGANIZACIÓN

La especificidad de los fenómenos biológicos se

ünifiesta bajo aspectos tan diversos como la iden-

:!sd celular expresada en la mantención de un

atipo, la capacidad de un anticuerpo de reac

uñar sólo con un determinado antigeno o la rea-

Éi de un tejido frente a un determinado fármaco.

ios fenómenos celulares se explican, de acuerdo

10 el estado de nuestro conocimiento, en función

:? reacciones químicas. Estas son catalizadas por

áms, en las que la especificidad puede ser es

pada en forma más directa que en el organismo

m la célula. El conocimiento de la especificidad

i este nivel relativamente simple de organiza-

a, como es la enzima (en comparación con la

Ma), puede ayudarnos a interpretar fenómenos

■ilógicos mucho más complejos.

En su aspecto más básico, la especificidad se

áce a un fenómeno químico: según su forma y

irga eléctrica, una determinada molécula A reac

ia con otra molécula B a mayor velocidad que

?a una tercera molécula C, pudiendo incluso no

fer reacción de A con C. ¿Diremos que en este

'$ la molécula A es específica para B y no para

'Si A fuera un anticuerpo y B y C fueran dos

ágenos diferentes, el biólogo no vacilaría en

sptar esta afirmación. ¿Pero, qué diríamos si las

b son moléculas orgánicas simples, ó aún iones

pánicos? La afirmación sigue siendo válida pa-

■ti químico, que suele hablar de ''reacciones es-

tircvvaturas: ATP =Trifosfato de adonosina.

ADP -Difosfato de adenosina

AMiP-Monoíclifalo de adünosina o

ácido adenilico.
*'e do los miembros de este Laboratorio citados en

^bibliografía, han participado en los experimentos men

tios on esta revisión los siguientes colaboradores:
^ Cardemil, Guillermo del Campo, Pilar Durruty, Eu-

■;,] Marín. Jaime Rabí y Pablo Valenzue'a.
íJ investigaciones han sido subsidiadas en distintas

f por CONICYT (Chile), Forge, U.S. Departament of

.HüUlture, Comisión de Investigación Cieniilica de la

-'ersidacl de Chile — Universidad de California.

pecíficas'
'

. Intentaremos salvar la distancia que

existe entre el concepto biológico y la base quími

ca de la especificidad enzimática, al establecer pa

ralelos entre reacciones enzimáticas y reacciones

no enzimáticas.

En el curso de esta discusión nos referiremos con

frecuencia a conceptos de la estructura molecular

y de mecanismo de acción de las enzimas. Por ello

hemos creído necesario esquematizar las principa

les características de la estructura molecular de

las enzimas1' 2> 3
en la medida que sean necesarias

para una ulterior discusión.

2. ESTRUCTURA PROTEICA DE LAS ENZIMAS

Una enzima es un catalizador (Ver Sección 3)

de estructura proteica. Todo lo que se diga sobre

proteínas y sobre catalizadores se aplica "a fortio-

ri" a las enzimas, que son proteínas globulares.

a) Aminoácidos y quiralidad. Una proteína es una

cadena polipeptídica lineal, más o menos larga,

constituida por la condensación de 100 a varios mi

les de aminoácidos. Los aminoácidos que se en

cuentran en las proteínas son ácidos a amino y

a carboxílicos. De esto resulta que el átomo de

carbono ce lleva cuatro substituyentes diferentes:

el H, el NHa + ,
el COO~

, y un grupo X o cadena

lateral, que caracteriza a cada uno de los 20 ami

noácidos integrantes de las proteínas. En el ejem

plo de la Figura 1, X es un grupo bencilo

(C5H5—CHa—). Como los cuatro substituyentes son

diferentes (a excepción de la glicina, en que X=H)

el carbono a constituye un centro asimétrico o

quiral (de Xap, mano). Cuando, al igual que nues

tras manos, un objeto no es idéntico a su imagen

en el espejo por carecer de ejes o planos de sime

tría, se jáice que es "quiral"4. Las moléculas qui-

rales tienen la capacidad de rotar el plano de po

larización de la luz, y esta propiedad se usa pa

ra reconocerlas y medirlas (Actividad óptica).

Una pareja de moléculas quirales que guardan

entre sí la relación que existe entre un objeto y

su imagen en el espejo se designa con el término

«abajo enviado directamente para su publicación.

Laboratorio de Bioquímica General, Facultad de Ciencias Químicas, Universidad de Chile, Santiago de

Chile.
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S(=L)

HjN+

A
M
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c X.

R(=D)

COCT

Figura 1. Estructura espacial de los dos enantiómeros

de un aminoácido (Fenilalanina). El átomo de car

bono central es el carbono a con sus cuatro substi-

tuyentes diferentes. El CH2-C6H5 representa el gru

po X a. que se refiere el texto. La relación entre am

bos enantiómeros es la de un cuerpo con su ima

gen especular, estando el plano del espejo represen

tado por La línea punteada. Por ser el objeto di

ferente de su imagen especular, se designa a este

cipo de molécula como un compuesto quiral.

de enantiómetros o enantiomorfos (Figura 1). Nues

tras manos o pies serían enantiómeros. Según la

disposición espacial de los grupos substituyentes se

designa a los enantiómeros como D ó L. Más re

cientemente4-
5
se ha usado una nomenclatura más

racional, designando a los enantiómeros como R

(de rectus) o S (de sinistrus). Todos los aminoáci

dos que forman parte de las proteínas de orga

nismos superiores son enantiómeros L (ó S). Las

nornenclaturas dejan de coincidir únicamente en el

caso de la L cisteína, que es designada por el pre

fijo R.

Una mezcla de cantidades equivalentes de dos

enantiómeros se denomina "mezcla racémica" y

carece de actividad óptica.

Por estar las moléculas proteicas formadas por

aminoácidos, que son unidades quirales, el total

de la proteína o su sitio activo (Párrafo d) son a

su vez quirales. Esto les confiere ciertas caracte

rísticas espaciales que condicionan el fenómeno de

la estereoespecificidad, que se analizará más ade

lante.

b) El enlace peptídico. Para formar la cadena

polipeptídíca, el a COO— de un aminoácido se con

densa con el a NH3+ del siguiente, formando un

enlace peptídico

I !
(OC-NH).

El conjunto CO (CHX) NH se denomina

"residuo" Se ha demostrado que el enlace peptídi

co tiene caracteres de doble enlace, por lo cual

los átomos C y N no pueden girar uno respecto

al otro1, 2. Además los cuatro átomos del enlace

peptídico y los dos carbonos de los (CH-X) adya

centes se encuentran en un mismo plano (Figura 2).

En cambio cada uno de estos planos está unido por

los enlaces simples del

X

I
-C-H

Figura 2. Representación esquemática de una cade-

na peptídica. Todos los átomos de un enlace

tídico, más los dos carbonos K adyacentes se

cuentran en un plano. Cada plano puede rotar res

pecto a los planos adyacentes, dando así infinita;

posibilidades de cambios de conformación. Los án-

•gulos de Ramachandran están representados poi

los ángulos en que un plano se une al siguiente a

través de un carbono tetraédrico.

al plano siguiente y puede rotar libremente. Los

cambios que resultan de estas rotaciones se deno

minan cambios de "conformación", y son los que

confieren flexibilidad a la molécula proteica. Po

dría compararse ésta a la plegabilidad que tiene

una cadena: está formada por eslabones rígidos

(los planos del enlace peptídico) unidos entre sí

en forma flexible. No es comparable a un hilo o

a un alambre, con infinitos puntos de posibles in

flexiones.

c) Niveles de organización en la estructura pro

teica. El orden o secuencia en que se encuentran

los residuos de aminoácidos en una cadena protei

ca es totalmente definido y característico para ca

da proteína. Se denomina estructura primarla de la

proteína y está determinado genéticamente2.

La flexibilidad de la cadena proteica tiene limi

taciones. Numerosas interacciones químicas entre

los residuos "X" de la cadena y de ésta con su

medio, hacen que los valores posibles de los ángu

los que forma cada par adyacente de residuos ami-

noacídicos (ángulos de Ramachandran)2 sean bas

tante restringidos. Esto da a las proteínas una con

formación definida. De esto resultan otros dos ni

veles de organización, la estructura secundaria y

terciaria, que definen la forma tridimensional de

una proteína. La secundaria está dada por la su

cesión de ángulos iguales entre sí, como una he-

licoide o los peldaños de una escalera de caracol.

En cambio en la estructura terciaria cada ángulo

de Ramachandran es diferente de los adyacentes.

Ambas estructuras suelen coexistir en diferentes

segmentos de una proteína. Cabe señalar el error

relativamente frecuente, que aparece en algunos

textos, de señalar la estructura helicoidal como

única o predominante en las enzimas. Dos enzimas

proteolíticas, la quimotripsina y la tripsina tienen

43% y 14% respectivamente de porción helicoidal

En el resto de la molécula no hay estructura helí-
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■0. La modificación de la estructura secunda

ba o terciaria (cambio conformacional) induce al

eaciones de las propiedades físicas o catalíticas

'; una proteína. En la mayoría de las proteínas

i; cadenas laterales (X) se orientan de manera

i que las cadenas hidrofóbicas (alanina, leucina,

'ífíilalanina, triptófano) se dirigen hacia el interior

|e la molécula, en tanto que las cadenas polares

aspártico, tirosina, lisina, serina) se orientan ha

la el exterior, o sea hacia el solvente, con el que

fraccionan.

d) Sitio activo de la enzima. Si se compara el ta

caño de la molécula de enzima con la de substra-

% es obvio que aquella es mucho más grande, y

:or lo tanto sólo algunos de los residuos de la ca

lina proteica podrán tomar contacto físico directo

m el substrato. Esta hipótesis ha sido confirmá

is ampliamente1^ 6. 7
y se usa el término "sitio ac-

m" o "centro activo" para designar aquellos re

imos o cadenas laterales de la molécula de en-

üma que ligan al substrato (sitio de unión) y los

fie son responsables de la actividad catalítica (si

ró catalítico). Siguiendo la idea de Emil Fischer,

e creyó durante mucho tiempo que la enzima era

a molde rígido en el que se acomodaba el subs-

lato (teoría de la llave y la cerradura), pero nu

bosos datos cinéticos y cambios de propiedades

'sicas de la enzima al combinarse con el substra

ían llevado a una teoría mucho más amplia, del

íncaje inducido"7. La enzima, dotada de flexibi-

:dad por su estructura proteica, sufriría pequeños

anbios de conformación que le permitirían aco

rdar en su sitio activo envolviéndola, por así

¡(cirio, a la molécula de substrato. Esto se ha de

mostrado directamente por medio de cristalografía

is rayos X, no sólo para las enzimas1- sino que

¿rabien para la hemoglobina, cuya conformación

i modifica al combinarse con el oxígeno2* 8.

Es importante destacar que cambios de confor

mación bastante alejados del sitio activo pueden

facilitar o impedir que éste se pueda amoldar al

substrato8. Este es el probable mecanismo del fe

nómeno de regulación enzimática que se discutirá

más adelante (Párrafo 6).

3. LA CATÁLISIS ENZIMÁTICA

Un catalizador es una substancia que aumenta

¡a velocidad de una reacción química. Forma con

los reactivos un complejo intermediario, pero al fi

nal del ciclo el catalizador se desliga de los pro

ductos y se liga a nuevas moléculas de reactivo.

De ahí que su concentración total (el catalizador

libre más el combinado en forma de complejo) no

se modifique en todo el curso de la reacción.

reactivo catalizador complejo productos catalizador

intermediario

Dos características de la catálisis enzimática la

diferencian en forma cuantitativa y no cualitativa

de la catálisis no enzimática: la alta eficiencia del

proceso catalítico y la especificidad.

La eficiencia catalítica es la capacidad de un

catalizador de acelerar una reacción química, to

mando como punto de comparación la velocidad

de reacción observada en ausencia del catalizador.

A veces esta última velocidad es tan baja, que

puede decirse que no es dable observar reacción

en ausencia del catalizador o enzima.

Es corriente observar que una enzima acelere

una reacción química unas 10G a 1012 veces (Ta

bla 1) por sobre la velocidad de la reacción no

catalizada o acelerada por catalizadores no enzimá

ticos9.

TABLA 1

CONSTANTES DE VELOCIDAD DE REACCIONES CATALIZADAS POR

0 POR OTROS CATALIZADORES.

ENZIMAS

Catálisis enzimática Eficiencia cata

Hí.ica

Reacción Catalizador Constante

de

velocidad

Enzima Constante

de

velocidad

V. enz.

V. no enz.

Hidrólisis

péptidos

de

Acido 10-6 Pcptidasa 3x104 3x1010

Hidrólisis

esteres

de

Acido 2x10—6 Quimotripsina 7x103 3,5x103

Hidrólisis

urea

de

Acido 7x10—7 Urcasa 5x106 7x1012

Hidrólisis

ATP

de

Acido 5x10-6 Miosina 8x106 1,6x1012

2H202 :

0?+2HP0 Ion ferroso 56 Catalasa 3,5x107 6x105
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Es importante destacar, sin embargo, que la

Tabla I compara catálisis intermolecular (ácido o

ion) con el efecto de enzimas especialmente efi

cientes. Cuando substrato y catalizador están li

gados en una sola estructura molecular relativa

mente rígida1. 3- :o: la catálisis es intramolecular

y la proximidad aumenta la eficiencia catalítica.

Los efectos de aceleración logrados en estos casos

alcanzan a valores de 105 veces la velocidad de la

reacción no catalizada. Si se compara esto con el

valor de 106 para algunas reacciones enzimáticas,

se puede decir que la diferencia entre catálisis en

zimática y no enzimática es sólo moderada, y que

el estudio de la catálisis intramolecular es un

modelo muy promisor para lograr comprender el

mecanismo de acción de las enzimas,

Al estudiar la catálisis enzimática con criterio

químico se observó que muchas enzimas reaccio

naban con ciertos substratos a mayor velocidad

que con otros. A este fenómeno se lo denominó

"especificidad"11. La primera enzima que se aisló

y purificó completamente fue la ureasa y resultó

ser altamente específica, es decir reaccionaba só

lo con la urea12. Su descubridor, Summer, ensayó

varios cientos de substratos y de ellos sólo la urea

es atacada por esta enzima.

Se ha insistido mucho, sobre todo en textos de

Bioquimica, en la especificidad de las enzimas, de

finiéndola como la capacidad de actuar sólo sobre

determinado substrato o grupo de substratos estruc-

turalmente muy parecidos. Este concepto es bas

tante más complejo de como lo enunciara Emil Fis-

cher en 18947.

Si se piensa que tanto el catalizador como la en

zima se unen con el substrato y que este com

puesto catalizador-reactivo o bien enzima-substrato

se desdobla dando catalizador o enzima más él o los

productos, parece previsible que ciertos substra

tos reaccionen a mayor velocidad que. otros. El

químico estudia el mecanismo de las reacciones

orgánicas analizando la velocidad de reacción de

moléculas que se asemejan entre sí, pero que difie

ren por la presencia de substituyentes de diversa

naturaleza. La Tabla II muestra la velocidad de

hidrólisis de diversos benzoatos de etilo en presen

cia de base13.

Si se toma como punto de referencia la veloci

dad de hidrólisis del compuesto que tiene un ani

llo bencénico no substituido (X = H), se ve que la

substitución del H por grupos que ceden (a, b) o

que captan electrones (d, e, f) conduce a cambios

en la velocidad de hidrólisis (Tabla II). Los grupos

captadores de electrones aceleran y los dadores re

tardan la velocidad de reacción. Como un capta

dor de electrones aumenta la carga positiva del

anillo bencénico y del grupo COO- unido a él, pue-

TABLA 2

EFECTO DE SUBSTITUYENTES (X) SOBRE LA VELOCI- *

DAD DE HIDRÓLISIS DE BENZOATOS DE ETILO Í>ARA ■■

SUBSTITUIDOS, CATALIZADA POR ÁLCALI,

Substituyente X Velocidad reía- ■

tiva de reacción ,¡

a) _0-CH3 oÜB i!

b) —

CH3 0,4S J

c) —H (anillo bencénico

no substituido) i_o

d) -F 3,1
i

e) ^Ci
4i3

i

" -N02 103,0 ;

XCr(H4-C00-C2H5 > X-C6H4-COO- + C2H,OH
:

OH—

I

de concluirse que el mecanismo de la hidrólisis \

alcalina de esteres es un ataque del Orí" (carga i

negativa) al ;:

j
-CO

(carga positiva). Cuanto mayor sea esta última,

mayor será la velocidad de reacción. Lo contra- ;

rio ocurre si se ceden electrones al anillo y por

ende, se hace menos positiva la carga del grupo ;

I
-CO.

Esto sería un modelo simple de la especificidad :

enzimática. ;¡

Más recientemente, el bioquímico está apren-
■

diendo a usar este mismo enfoque químico y logra :

establecer que la mayoría de las enzimas tienen un \

grado muy variable de especificidad9. I0> n. En i

forma análoga al ejemplo citado, de la relación :

entre estructura del substrato y velocidad de reac-
-

ción pueden sacarse conclusiones sobre el meca

nismo de la reacción enzimática y tener ciertos ;

atisbos sobre la estructura de la porción de la mo- i

lécula de enzima que constituye su sitio activo1. :

Pese a su mayor grado de complejidad, la cata- :

lisis enzimática no es otra cosa que una serie de

reacciones químicas en las que uno de los reactivos \

es una proteína, la enzima. Es fundamental desta

car que para cada reacción enzimática conocida

se ha descrito una reacción química análoga14. Es

to disipa totalmente la idea de que las reaccio*
•

nes enzimáticas sean cualitativamente distintas de ;

las demás reacciones químicas y hace especia!- ¡

mente importante el estudio de modelos químicos ¡

para la comprensión de la catálisis enzíraati- ¡

ca1. 10> 15. A medida que conocemos mejor su me- ;

canismo, nos damos cuenta de que hay más se- ■

mejanzas que diferencias entre reacciones no en

zimáticas y enzimáticas.
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Pero el fenómeno de la especificidad no se pre

sta sólo en la reacción de la enzima con el subs-

,a[o, o sea en la catálisis propiamente tal. Un in-

íidor que desplaza al substrato y retarda el pro

al catalítico, puede tener un alto grado de es-

cificidad, como en el clásico ejemplo de la inhi-

jáín de la succinohidrogenasa por el malonato11.

j contraposición a éste, un bloqueador de grupos

3 (paracloromercuribenzoato) inhibirá a todas las

¿mas en las que este grupo participe en la ea-

Isis o en las que sea necesario para mantener

¡conformación catalíticamente más activa de la

fécula de enzima. La especificidad de los inhi-

Jures enzimáticos viene a ser en último término

i base de la Farmacología, de la acción de los

libióticos y de gran parte de la Terapéutica. Un

ate farmacológico ideal sería aquel que logra-

i modificar una función celular sin afectar las

jnás funciones. Traducido al lenguaje del enzi-

iogo, esto equivaldría a actuar en forma espe

jea sobre uno o más sistemas enzimáticos.

Otro aspecto interesante de la especificidad en-

Mtica se refiere a la acción de ciertos metabo-

:os que aceleran o retardan una reacción enzi-

ática en la célula y regulan de este modo la

mación de los productos finales en las cadenas

liabólicas. Este proceso recibe el nombre de re

lación metabólica16.

la interacción entre enzima y agua puede ser

lüficada por compuestos del tipo de los deter

ges. También en este fenómeno hay un grado

i especificidad hasta ahora poco explorada y que

jtiitiremos brevemente, ya que puede guardar

ilación con el paso de metabolitos o iones a tra-

3 de membranas biológicas, que es otro meca

no para poder comprender la acción de fárma-

3 o de hormonas.

Queremos dejar en claro que hay muchos otros

ipectos de la especificidad enzimática y biológi-

\ pero que nos limitaremos a discutir sólo espe-

Icidad catalítica, regulatoria y de agentes tensó

los.

ESPECIFICIDAD EN LA ACTIVIDAD

CATALÍTICA

a) Concepíos operacionales. La velocidad de una

■leción enzimática es función de numerosas va

fe, entre las que merecen destacarse ía con-

Sración de enzima, la concentración de substra-

>. la temperatura, el pll, etc.11. Del descuido de

* hechos resultan algunos errores en la apre

tón de la especificidad de una enzima frente

diversos substratos.

8 método habitual para analizar la especifici-
" de una enzima frente a varios substratos

consiste en medir la velocidad de reacción de una

misma cantidad de enzima con cada uno de los

diversos substratos, en condiciones rigurosamente

controladas de pH, temperatura, tiempo de reac

ción, etc. Se dice que una enzima es muy especí

fica cuando actúa sobre un número muy reducido

de substratos12. Por el contrario, se dice que tiene

un bajo grado de especificidad cuando es capaz

de atacar una muy amplia gama de substra

tos11. ».

La dependencia de la velocidad de reacción como fun

den de la concentración de substrato suele manifestarse

en curvas del tipo A o B de la Figura 3, llamadas curvas

de Michaelis. La velocidad alcanza un valor máximo

(V, máx.), más allá del cual no hay aumento de la velo

cidad de reacción al aumentar la concentrado;"! del subs

trato. La concentración de substrato a la cual se alcanza

50% de la velocidad máx'ma. Se denomina constante di

Michaelis (Km) y es característica para una enzima y

substratos determinados en circunstancias bien especifica

das. Km puede ser modificada por numerosos factores til).

Para comparar la velocidad de una reacción en

zimática frente a distintos substratos será nece

sario hacer el ensayo usando una amplia gama de

concentraciones de cada uno de ellos. Sin embar

go, no es raro encontrar en la literatura17.
18

que

se estudie especificidad ensayando la actividad

enzimática con una sola concentración de substra

to a veces bastante baja.

La interpretación de estos datos incompletos pue

de llevar a conclusiones erradas, como se puede

apreciar en la Figura 3. En ella se esquematiza

el ensayo de una misma concentración de una en

zima con 3 substratos diferentes, A, B, y C. Si la

Concentración de Substratos

Figura 3. Velocidad de una reacción enzimática en

función de la concentración de substrato. Las cur

vas A y B representan curvas típicas de Michaelis3
con sú Km y Vmx para cada una. La curva C es

de tipo sigmoideo. Los símbolos indican lo que su

cedería si se ensayara la actividad enzimática a una

sola concentración de substrato.
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Km de la enzima es diferente para los substratos

A y B o bien si la cinética no es del tipo clásico

de Michaelis (C) es obvio que a valores de con

centración de 10 los substratos B o C serán ataca

dos a mayor velocidad que el substrato A. Este úl

timo, en cambio como consecuencia de su Km más

baja, mostrará mayor velocidad de reacción a una

concentración de 1.

Es comprensible que cuando el substrato o ía

enzima son de difícil obtención, el experimentador

abandone ciertas precauciones, pero entonces las

conclusiones sobre la especificidad de la enzima

deben ser muy cautelosas.

Otro punto que no debe olvidarse es que una

enzima puede aparecer como poco específica cuan

do su grado de pureza es bajo (Extracto crudo) y

aparezca como más específica a medida que se la

purifica. Esto se debe a que se han logrado sepa

rar dos distintas enzimas que atacan substratos

semejantes, pero a distintas velocidades,

La Tabla 3 ilustra este punto con datos obtenidos en

nuestro Laboratorio con apirasa de papa (19) (20), enzi

ma que cataliza la hidrólisis de ATP, ADP y otros piro-

íosfatos orgánicos liberando fosfomonoésteres y ortofosfa-

to inorgánico.

apirasa

ATP +H20 , > ADP+H^PO^
-

apirasa

ADP+H20 >
AM1P +HZP04

—

¡Se puede apreciar que el cuociente entre las velocidades

de hidrólisis de ATP y fcnilprop i [trifosfato, o entre las de

ATP y ADP (actividad especifica relativa) permanecen

prácticamente constantes a pesar que se ha purificado 51

veces la actividad ATPásica, como se ve en la primera

y: segunda columnas de la Tabla 3. En cambio, el cuo

ciente AMP/ATP o pirofosfato/AT!P decrece paralélame^

te al proceso de purificación. Esto prueba que ATP, fe

nilpropil trifosfato y ADP son atacados por ía misma en

zima, en cambio el AMP y el pirofosfato son hidrolizados

por una fosfomonoesterasa y una pirofosfatasa inorgánica

respectivamente, que se van eliminando en el proceso ds

aislamiento, dirigido hacia la obtención de apirasa pura (21),

b) Especificidad relativa de las enzimas. La api-

rasa cuando está pura se caracteriza por ser muy

específica para una determinada porción del subs

trato e inespecífica para la otra parte del mismo.

Esto se ajusta muy bien al comentario que Kosh-

land6 hace sobre especificidad enzimática: "las en

zimas no son específicas, ni inespecíficas. Una en

zima con una alta especificidad de substrato tolera

grandes variaciones en otras porciones del mismo".

La apirasa no tolera cambios en la parte más polar del

substrato, vale decir, en la cadena pirofosfórica. Los cam

puestos llamados ATP-fosfonatos (Figura 4D. en ci:yc grupa

pirofosfato un oxigeno ha sido reemplazado par un grup:

metileno (—CH2— ). no puede ser hidrolizario por la aspira-

sa. Además los ATP-fosfonatos inhiben la iil.írólisis de ATP

y ADP. La interpretación de este hecho peería ser que el

ATP-fosfonato se combinaría con la enzima modlflcírdo el

sito activo y por lo tanto impidiendo su acción normal robre

el substrato (22).

Otra exigencia de la apirasa, relacionada con la estruc

tura de la cadena pirofosfórica, es que ésta debe eslar es-

terificada por un extremo y libre por el otro- Prueba de es

to es que no hidroliza compuestos como el pin.fosfr.to inc:

gánico o trifosfato inorgánico (Figura 4d!, como timpoiú

substratos cuya cadena pirofosforada es:a esterificada per

ambos extremos (Figura 4g). Estas característica de e?

pecificidad indicarían que en el sitio activo de la apirísa

habría una porción polar que ligaría la cadena pirvf -íforica

y otra porción bastante menos polar a la que se uniría h

porción orgánica del substrato, siendo esta unión iccisper.-

sóab'.e para un enfrentamiento adecuado de la cadena #::■

fosfórica con los residuos aminoácidos polares d:l ;iiia ia-

talítico. Un substrato cuya cad:na pirofosfórica este s;t?:.'

fieada por ambos extremos no reacciona con la apirasa. m

mo de hecho ocurre con compuestos como la M>P grjco;a

(Figura 4g), nicotinamida-adenina dinucleotido, o".c, en .»>

cuales la cadena pirofosforada está esterificada por ambos

extremos. El pirofosfato inorgánico (Figura 4h), qne Une

dos extremos polares libres, es además un fuerte inhibir

de ¡a hidrólisis de los substratos como ATP o ADP !Í3).

TABLA 3

ESPECIFICIDAD DE LA APIRASA DE PAPA EN DIVERSOS ESTADOS DE PURIFICACIÓN.

Etapas de Actividad Puri-

purificación específica ficación

nmoles/min/mg.

Actividad específica relativa para otros substratos, referida

en forma relativa a ATP-1.0

Fenilpropil

trifosfato

Pirofosfato

inorgánico

Precipitado

ácido

11.1 0,21

Calentamiento

+ sulfato de

amonio 61.0 0,25

La actividad específica indica de pureza de la enzima
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5 ;i»ura 4. Substratos y no substratos de la apirasa
í papa (solanum tuberosum). Las estructuras a,

•

¡yesón substratos; d, e, f y h son inhibidores y
"

I compuesto g no es ni inhibidor ni substrato. La
■'

siructtira que aparece en el centro de la figura
''

sume los requerimientos estructurales mínimos que
0 •be tener una molécula para ser substrato de la
r

irasa. Compárese el tamaño del substituyente or

gánico en b y en e.

a

s

i ■! hecho que el adenosintetrafosfato (IB), sólo sea hidro-

,.
An con apenas un 5% de la velocidad de hidrólisis del

i. ¡P, sugiere que la tolerancia de la zona polar del sitio

i. m frente a cambios de la porción po'ar- del substrato

1- i bastante restringida, o dicho en otros términos, que la

v ¿rasa es específica tanto para el largo como la polaridad

a
.: la cadena pirofosforada. Hidroliza preferentemente di-

iS irifosfatos, mucho menos los tetrafosfatos y no actúa

15
¿re los monofosfatos.

,e ¡ti cambio, las modificaciones que se pueden hacer al

■r upo orgánico que csterifica un extremo de la cadena pl-

iosforada, pueden ser muy drásticas, ya que no liay

-juna similitud estructural entre un grupo adenosina y

i metilo (Figura 4a y 4b), pero los derivados pirofosfo-

;to de ambos compuestos son hidrolizados por la api-

a. con variaciones en la Km y Velocidad máxima. Ltl-

'■& la velocidad de hidrólisis del metildifosfato es casi

feces mayor que la del correspondiente substrato "na-

;il", el ADP (22).

2s importante ¡hacer mención del tert-butilpirofosfato

íura 4e) que por el hecho de poseer un grupo tan vo-

'Iiíoso como es el butilo terciario, en alguna forma obs-

;:fc la hidrólisis del grupo pirofosfórico, ya que ésta

ícticamente no se efectúa (24). Este fenómeno, llamado

Mmento estérico, se produce cuando el tamaño de un

W o átomo impide que la molécula reaccione. La exis

ta de impedimento estérico para los substratos de la

;j"sa hace pensar que el sitio activo tenga una geome-

3 análoga a una "zanja", en la que no pueden adap-

■'s moléculas globulosas, como el tert-butilpirofosfato, en

;t° que caben otras más planas, como el fenilpropiltri-

íafo (Figura 4e). Además, el tert-butilpirofosfato inhibe

■hidrólisis del ADP (24).

;i tanto que ATP y feni-propiltrifosfatos son substratos

■

equivalentes para la apirasa de papa (21), se ha vis

to, en cambio, que el fenüpropiltrifosfato no puede subti-

tuir al ATP como substrato desencadenante de la produc

ción enzimática de luz en el sistema luciferina-luciferasa

de la luciérnaga, ni tampoco el feni'propiltrifosfato es in

hibidor de esta emisión de luz (25). La estructura del nú

cleo adenílico es fundamental para que el ATP sea subs

trato de la luciferasa, en tanto que no lo es para el subs

trato de la apirasa.

c) Especificidad en reacciones no enzimáticas.

La hidrólisis no enzimática del ATP no difiere mu

cho de la enzimática. La curva de pH de la hidró

lisis no enzimática de ATP a 95? se asemeja a la

del feniípropiltrifosfato y la de ADP al difosfato

correspondiente, con una meseta entre pH 4 y 6, un

descenso hasta pH 9 y una estabilización hasta pH

10. En cambio, la hidrólisis de di (fenilpropil) piro-

fosfato, molécula análoga a la de adenosin difosfo-

rilglucosa (Figura 4g), que no tiene grupos pirofos-

fóricos terminales, es 2.000 veces más lenta que

la de los di o trifosfatos213.

Esto hace pensar que la "especificidad" de la

apirasa pueda explicarse en función de la suscep

tibilidad del substrato a un ataque por ácido, con

dicionado por un grupo dador de protones en el

sitio activo de la enzima, que tomaría contacto con

los grupos P—O—P terminales sólo si el resto de

la molécula de proteína tiene la conformación ade

cuada,

¡En la hidrólisis no enzimática de ATP, catalizada a pH

5,0 se ha encontrado que el Cu+ + , que forma complejos

con los grupos fosforilo # y ¡3 es mejor catalizador que

los demás iones metálicos, como Mg+ + , Ca+4- o Zn+ + .

que forman con los fosforitas p y
y.

Además la hidró

lisis de ATP es más rápida que la de ADP, lo que se ex

plica porque posiblemente el pirofosfato, por ser un acide

más fuerte, tiene más tendencia a salir del resto de la

molécula que el ortofosfato (27).

Otro paralelo interesante entre especificidad enzimática

y no enzimática es que la hidratación de piridinfi-aldehldc

y de piridin-4-aldehÍdo es catalizada por Zn+ + , Co-t-H-

o por anhidrasa carbónica, enzima que tiene Zn++ en su

molécula (28).

La enzima reacciona a velocidades 10 veces mayores que

los metales con el piridin-2- al debido y 10.0DO veces más

rápido que los metales con el piridin-4-aldehido. En cam

bio, los metales catalizan la hidratación en forma al pare

cer más específica que la enzima: La enzima hidrata el

2 aldehido y el 4 aldehido casi a la misma velocidad; en

cambio el Co + + hidrata al primero a una velocidad 1.0-0

veces mayor que el segundo.

Esto se debe probablemente a que el Co + + puede hi

dratar más fácilmente en posición 2 que en posición 4.

Algo parecido ocurre con el Zn+ + .

Estos ejemplos de especificidad en reacciones no

enzimáticas recalcan que la especificidad en la ca

tálisis no es una propiedad exclusiva de las enzi

mas, sino que es posible explicarla en función de

las propiedades (forma y carga) de las moléculas

de catalizador y substrato.

La enzima, por su mayor complejidad, puede te

ner una estructura tal, que pueda en ciertos ca-
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sos catalizar sólo ía reacción con un.i. forma mo

lecular única, como es el caso do la especificidad

absoluta de la ureasa. Es lo más frecuente, sin

embargo, que la especificidad enzimática se re

fiera sólo a ciertas porciones de la molécula de

substrato, y que la enzima sea indiferente a mo

dificaciones de otras partes de la molécula, como

la apirasa o las peptidasas6.

d) Especificidad de enlaces. Las esterasas y pep

tidasas tienen grados intermedios de especificidad,

llamada "de enlace"11. En general para muchas

esterasas basta que una molécula tenga una estruc

tura del tipo X—CO—O—Y para que ésta sea hi-

drolizada dando el ácido X—COO- y el alcohol

HO—Y. Para las peptidasas el fenómeno es seme

jante, y muchos compuestos de estructura X—CO—

NH—Y son substratos de las distintas peptidasas.

Más aún, algunas peptidasas (quimotripsina, trip

sina) hidrolizan esteres11. De hecho, la estructura

del enlace hidrolizado no difiere mucho en un és-

ter CO—O—— de la de un pcpiido
- ——CO—NH . En ambos casos la enzima

podrá atacar un carbonilo (CO) unido a un átomo

que tiene electrones no compartidos (—0— o bien

—NH—). Precisamente estas enzimas que atacan

una gran variedad de substratos han sido las más

adecuadas para estudiar mecanismos de reacción29.

5) ESTEREOESPECIFICIDAD

Ciertas formas de levaduras fermentan sólo uno

de los enantiómeros del ácido tártrico, el dextroro

tatorio, en tanto que no atacan al compuesto levo-

rotatorio. Esta observación hecha por Pasteur en

1858 es la primera noticia que se tiene de una catá

lisis enzimática estereoespecífica.

Dakin observó en 1904 que una esterasa de híga

do de cerdo hidrolizaba esteres racémicos (Ver

Párrafo 2?) del ácido mandélico, formando ácido

(+) mandélico, en tanto que en la hidrólisis no en

zimática, catalizada por HC1 se formaba el ácido

ópticamente inactivo, mezcla de dos enantióme

ros30.

a) Ejemplos y posible mecanismo. Son muchas

las enzimas descritas que, o bien reaccionan exclu

sivamente con un solo miembro de un par de enan

tiómeros (el otro puede incluso ser inhibidor, como

en la gliceraldehido-3-fosfato dehidrogenasa), o

reaccionan preferentemente con uno de los dos4.

Las enzimas estereoespecíficas pueden reaccionar

con el enantiómero opuesto sólo si la estructura de

la molécula de substrato no ofrece impedimento

estérico. Algunas peptidasas30 y la glutamina sin

tetasa31 son específicas para enantiómeros S. Pue

den, sin embargo, utilizar algunos derivados del

enantiómero opuesto (R), según sea el tamaño y

posición de los substituyentes. Estos pueden ser pe

queños y no interferir con la unión de la enzima

con el substrato; si son abultados impedirán esta

unión, como se discutió al analizar el impedimen

to estérico en los substratos de la apirasa,

La interacción enzima-substrato ocurre con una

configuración espacial muy definida. La dehidro

genasa alcohólica puede diferenciar entre los dos

H metilénicos de un —CH2OH que son aparente

mente simétricos. Esto se ha visto usando alcoho

les marcados estereoespecíficamente con deuterio

o tritio32. La enzima, como molécula extremada

mente quiral, confiere quiralidad al combinarse con

ella, a una molécula simétrica (Figura 5, ESa).

Como consecuencia de la quiralidad de la enzima,

si el substrato se combina con ella en una geome

tría diferente, el complejo enzima-substrato (ESb)

será también distinto y no sufrirá los cambios que

conducen finalmente a la formación de producto

(Figura 5). Si bien los sitios h' y h" de la enzima

son equivalentes, y los H' y H" del substrato puí

den reaccionar indiferentemente con uno u otro,

el total de la molécula ESb es geométricamente

muy diferente de ESa, como puede verse por la

posición diferente de los grupos OH e Y. Por lo

tanto habrá reacción (deshidrogenación) sólo si la

configuración es la de la Figura 5A4,

b) Estei'oespecifícidad en la biosíniesís de este-

roles. La capacidad de las enzimas para distinguir

entre átomos de hidrógeno (protones) aparente

mente iguales, ya que están situados a ambos la

dos de un plano de simetría, tiene importarles

consecuencias en la biosíntesis de colesterol33- 34> 3Í

y en compuestos homólogos denominados terpenoi-

y Ni— ,/Cnv

h'- ._

p

oh~ ~
-

■--.

"~~lí'-t-
^h'~ K |

—

--
. «Jo
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(n,

Tpuesto

o reactivo 1

Figura 5. Diferentes geometrías de combinación de
.

un substrato simétrico con una enzima. En 'el com-
;,

pueusto enzima - substrato ESa, hay correspondencia
^

entre los grupos h', h" y oh con H', H y ^ '

Este compuesto es reactivo y se transforma en

^
*

zima más Producto. En el compuesto ESb esEa c •'

rrespondencia no existe, ya que oh y OH no ¡¡

enfrentan. Este compuesto es químicamente
(¡1

"

,¿

rente de LSa y no reacciona.
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¡es o isoprenoides, como las resinas naturales, los

nótenos, el caucho y otros que abundan en el rei-

j vegetal36.

El colesterol se forma a partir de ácido niévalo-

jeo, por un proceso de alargamiento de la cade-

i de carbonos de cinco en cinco átomos33. En este

::oceso se forman compuestos con dobles enlaces

¡efanil pirofosfato y farnesil pirofosfato) . Los di-

írsos grupos de átomos se distribuyen en torno

i doble enlace en una geometría que se denomina

lians, vale decir, los grupos mayores se encuen-

lan en lados opuestos del doble enlace. La forma-

:ín de estos dobles enlaces requiere la pérdida

i un protón, para pasar de un compuesto saturado

-XC+—CHz—Y a uno no saturado

I 1

) XC = CH.

1 el proceso de síntesis del colesterol en hígado o

1

indura, se elimina de los precursores, siempre el

jsmo protón, el designado por la configuración

?, En cambio, el caucho tiene la geometría opues-
'

i a la de los precursores del colesterol37- vale de-
"

i, los substituyentes mayores están al mismo la-

i si doble enlace (geometría cls) . En este or-

psmc, el protón eliminado es el del "otro lado

:¡ la molécula" del precursor, vale decir, el pro-

i R. En resumen, la salida del protón de uno u

lo lado de la molécula define la geometría del

aducto final35. Esto es un fenómeno condieiona-
'

a por la quiralidad de la enzima, y no por la es-

aictura o reactividad del substrato. Prueba de

i: i son datos recientemente obtenidos en nuestro

¡.
Jboratorio38- 39-

que muestran que en sistemas en-

uticos de Pinus o de Citrus la salida de un pro-

i S conduce a la formación tanto de productos

«como ¡rans. Las relaciones espaciales entre en-

4 ira y substrato no son universales, y bien pue-

i haber diferencias entre las que catalizan las

ismas reacciones en el hígado, la levadura, la

iranja o el pino.

c) Proyecciones farmacológicas. Estas caracterís-

as estereoquímicas de las enzimas podrían pa

ra: filigranas muy alejadas de la práctica médi-

iPero no nos dejemos engañar: ningún principio

ssico deja de tener importancia para quien usa

! ciencia. Bien saben los farmacólogos que con

«uencia sólo uno de los dos enantiómeros de un

imaeo tiene actividad biológica.
^e Si se prepara oxitocina sintética, cuyos S-amino-

"¡iidos han sido totalmente substituidos por sus

H. aantiómeros R, la hormona carece totalmente de

n- Svidad. Substituciones parciales producen hor-

°" Unas con actividades parciales y diferentes para
ffi

5 distintas actividades de la hormona. Por ejem-

k reemplazo de la S tirosina por R tirosina en

el 8' lugar de la cadena polipeptídica de la oxito

cina disminuye la actividad de eyección de leche a

8% de la hormona natural, en tanto que la activi

dad oxitócica baja a 1.4%'°. Sólo el enantiómero

R del pipradrol (a hidroxy a (2-piperidil) dife-

nil metano) es estimulante del sistema nervioso

central. En cambio ambos enantiómeros poseen ac

tividad anticonvulsivante*.

Los ejemplos podrían multiplicarse. Basten estos

pocos para recordar que todo fármaco reacciona

en último término con una proteína celular, y que

por ser ésta una molécula quiral, es evidente que

la estructura espacial del fármaco no puede ser

indiferente para su efectividad4.

d) Estereoselectividad en reacciones no enzima-

ticas. Los fenómenos químicos no enzimáticos tam

bién presentan cierto grado de discriminación fren

te a la estructura espacial de los reactivos. Cuan

do hay diferencias de reactividad, se habla de

estereoselectividad, para diferenciar este fenóme

no del caso más absoluto, en el que sólo uno de los

enantiómeros reacciona. Se han descrito numero

sas síntesis quírneas en las que predomina en ma

yor o menor c:adu uto de los dos enantiómeros

en el producto final"- ,2. Se han logrado sintetizar

alcoholes primarios en los que uno sólo de los hi

drógenos del CH2OH es substituido por deuterio. Es

tos alcoholes son quirales y presentan actividad

óptica43.

Los mecanismos de la estereoselectividad son

muy diversos. Si uno de los reactivos es quiral, y

el otro tiene un sólo plano de simetría, la situa

ción es muy semejante a la que ocurre con las

enzimas (Figura 5). En general, ios mecanismos

para explicar la estereoselectividad química se ba

san en el efecto orientador que tiene una parte

de la molécula de un reactivo sobre el curso de

la reacción. Un grupo voluminoso puede condicio

nar un impedimento estético para la entrada de

un substituyente por un lado de la molécula. El

substituyente entra preferentemente por el otro

lado, dando así un producto quiral42. Esto vuelve

a ilustrar la semejanza entre reacciones enzimáti-

cas y no enzimáticas. Esta similitud permite al

bioquímico conocer el mecanismo de acción enzirná-

tica y al químico orgánico usar estos principios

para sintetizar fármacos con la estructura espa

cial que tenga mayor actividad biológica.

6) ESPECIFICIDAD EN EL CONTROL

ENZIMATICO

La velocidad de una reacción enzimática depen

de de variables como la concentración de substra

to, temperatura, pH, etc.11. Sin embargo, la poca

sensibilidad de las enzimas frente a fluctuaciones
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de estas variables hacen difícil explicar sólo en

función de ellas la notable constancia de la com

posición química de la célula. El concepto de con

trol o regulación enzimática ha surgido del estudio

del comportamiento de enzimas frente a moléculas

que son estructuralmente muy distintas de los subs

tratos, pero que forman parte de una misma se

cuencia metabólica.

a) Efectores alostéricos. La glucosa es transfor

mada en ácido pirúvico en una gran variedad de

células. En este proceso, llamado glicolisis, se for

man más de una docena de compuestos interme

diarios fosforilados. En 1942, Z. Dische demostró

que uno de estos intermediarios, el ácido 3-fosfo-

glicérico, inhibía la utilización de la glucosa en

levadura, e interpretó este efecto como un meca

nismo de regulación del proceso glicolítico44. Esta

idea pasó desapercibida y más de 15 años después

volvió a reactualizarse con el concepto de regu

lación por retroalimentacióri14' 45- 4G.

El concepto puede esquematizarse como sigue:

Supongamos que un producto Z se biosintetiza a

partir de los substratos A y X por una serie de

reacciones catalizadas por las enzimas Ea, Eb, Ec,

etc. Si Z inhibe algunas de las enzimas que inicia

la secuencia (por ejemplo, Ea) esto frenará la

producción de un exceso de Z y el total del proce

so contará con un mecanismo de regulación.

Ea Eb Ec En
X + A > B > C > > Z

t (-)

En este proceso de control por retroalimentación

la estructura de Z generalmente es muy distinta

de A y de X, substratos de la enzima Ea. Por ello

Monod ha designado este tipo de inhibición con el

nombre de "alostérica" (de ctXXoo distinto, dife

rente, y azjjpzo sólido, estructural). Estas molécu

las capaces de producir este tipo de inhibición o

activación se han designado con el nombre de

"efectores alostéricos". Se ha demostrado que su

unión con la molécula de enzima ocurre en una re

gión de ésta totalmente diferente del sitio activo

o sitio catalítico donde reaccionan los substratos

para transformarse en productos. Esta porción de

la molécula, llamada "sitio alostérico", puede en

contrarse en una distinta sub-unidad dentro de la

estructura cuaternaria de la enzima (Ver Párrafo

2c), y se ha logrado incluso separar físicamente

las subunidades catalíticas de las subunidades re

guladoras de la enzima47.

En el fenómeno de control alostérico puede haber tanto

inhibiciones como activaciones. Muchas enzimas que indi

rectamente conducen a la formación de ATP (güco'lsis,

ciclo de Krebs), pero para las cuales éste no es substrato,

son inhibidas por el ATP y activadas por el ácido adení-

Iico (AMP). Por el contrario, las enzimas que consumen .

directa o indirectamente ATtP (síntesis de componentes

celulares) son activadas por ATP e inhibidas por AMP
'

(16). í

b) Especificidad del efecfor alostérico. Cabe pre

guntarse cuan específica es la repuesta de la enzi- >

ma frente a un efector alostérico. También en este
'

caso nos encontramos frente a diversos matices

de especificidad, pero en términos generales pue- :;

de decirse que la gama no es tan vasta como la i

que se observa en la especificidad catalítica. No ;l

se han descrito en este caso enzimas con el tipo i

de la especificidad ele enlace de las peptidasas o i

esterasas, y las moléculas de efectores alostéricos :¡

se asemejan bastante entre sí47. ;

í

La síntesis de compuestos tan diversos como el trlptola-

no, el citosintrifosfato, la histidina, el AMiP o c'. carbam;;-

fosfato en la Escherichia coli se inicia en u::a etapa co-
"

niún: la glutamina sintetasa que transforma e: gimana-
'■•

to en glutamina, en presencia de ATP y NH .
-

. la glu- :-;

tamina sintetasa es relativamente poco especifica en ;o

que se refiere al substrato (31). En camb:o, el tteetc de
.

los productos finales como inhibidores es allamer.te cas

eifico. Compuestos cuyo nitrógeno no proviene ir.etatóli '

camente de la glutamina no son inhibidores. Por otra ¡j.ií i

te, ninguno de los productos finales aislados es capaz de

inhibir totalmente la enzima, ni se observa acciür. poten- ..

dadora de uno de ellos sobre el otro. En cambio, la su-

'

ma de todos los productos finales produce un 93% de !.■
•'

hibíción (44). Esta gran complejidad en ¡a reguiaciór. se '.'.

interpreta como debida a la existencia dt: varíe; si los -

alostéricos. De hecho, la enzima se ha podi¿c úso.i" ^
.,

14 subunidades (48).

Otro ejemplo de especificidad para el efector alos:er.;o

es el de la hexoquinasa, que es inhibida por su produ:iu. \

la glucosa 6-fosfato y no por otros esteres (44) (49), es-
j

truc tu r-almente semejantes. j
La fosfofructoquinasa, enzima clave de la glicolisis y

cuyo substrato es la fructosa 6-fosfato, puede fosforilar
■'■

también otras celosas como la tagatosa-6-íosfato o la se- .3

doheptulosa-7-fosfato usando ATP, ITP, GTP o CTP como 5|

dadores de fosforilo. Su especificidad catalítica no es de- ¡

masiado rígida. El ATP, a la vez que substrato es un

inhibidor alostérico. En cambio, ninguno de los otros da

dores de fosforilo mencionados actúa como inhibidor. El ;(

5'AMP suprime la inhibición por ATP, pero no asi el 3 ~

o 2' AMiP, el 3'5'AMP cíclico, ADP u otras bases (50).
,{

Algo parecido ocurre con la fructosa 1,6 diioslatasa

que es inhibida en forma absoluta por el AMP (51) a P6"

sar de que la enzima hidroliza otras cetosas, mostrando l

así una especificidad catalítica relativa. i

La lista de ejemplos en los que la especificidad de la
^

regulación es más estricta que la de la catálisis Podría

prolongarse. Hay enzimas en las que la especificidad del

sitio alostérico es algo menos rigurosa, como la aspartai i

transcarbamilasa (47), que es inhibida por trifosfato de j,|

citidina o de deoxicitidina y en menor grado por los co-
j

[■respondientes nucleotidos de guanina. En general, la '"
.

teratura sobre especificidad del sitio alostérico es bastan-
^

te menos abundante y explícita que la que se refiere a 10

sitio catalítico. I

\

c) Comparación entre especificidad catalítica y ¡|(

de regulación. Los ejemplos presentados sugieren s
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■oe la respuesta de una enzima frente a un efec-

H alostérico presenta en muchos casos un mayor

jado de especificidad que su acción catalítica so

is el substrato. Dado que substrato y efector se

:«an con distintos sitios de la molécula de enzima41

emos pensado que esta diferencia de espeeifici-

ád podría tener interpretación evolutiva.

Un alto grado de especificidad frente a un efec-

:jr alostérico parecería ser un requisito impor-

snte para que una enzima pueda ser regulada

lucientemente por los productos finales de una

germinada secuencia metabólica. Contrariamen-

2 con lo que ocurriría con la catálisis, una baja

upeeificidad haría el mecanismo menos eficiente.

loa enzima que fuera poco específica frente a

iectores alostéricos respondería a "mensajes"
'

::sde puntos metabólicos muy distintos. Las cade-

:is biosintéticas se verían frenadas o activadas

:or compuestos totalmente ajenos a un delermina-

■ 3 camino metabólico, y sería imposible un fun-

1 imamiento coordinado de la maquinaria celular.
'

i respuesta alostérica altamente específica en es-

i caso tendría valor adaptativo y la evolución la

abría conservado.

1 En cambio habría ventaja evolutiva en una me-

:sr especificidad del proceso catalítico. La catáli-

¿i por una enzima no es sino el refinamiento

i ¡e un proceso que ocurre en la catálisis no enzi-

s ática15. La adecuada complementación entre for-
1

ía y carga de catalizador y substrato permite la

,
imación del complejo activado y su desdobla-

. liento en productos. Importa en este caso la es-

'

incurra de la molécula cerca del enlace atacado

labia I). Esta interacción es, por decirlo así, po-

. 3 exigente en el catalizador de estructura simple.
• » complejidad de la molécula de enzima impone
' lis impedimentos de forma y carga en porciones

i la molécula de substrato alejadas del enlace ata-

. ado. Estos impedimentos excluyen a muchas mo-

i aulas de posibles substratos, con lo que la catá

is se hace más específica (Sección 46). Podría

ínsarse, sin embargo, que la conservación de

B cierta inespecificidad en el fenómeno de la

' slálisis enzimática mantiene un mayor grado de

daptabilidad del sistema biológico y podría ser

Ja ventaja evolutiva. Esta relativa tolerancia en

i i utilización de substratos permitiría a la célula

> splotar un espectro más amplio de ellos para
'
líener materias primas.

U baja especificidad de muchas enzimas diges-

. -ras (Párrafo 4d) parece apoyar esta interpreta-

i :ín.

Es difícil en este momento poner a prueba esta

¡Pótesis. No se han descrito para la regulación

-nstérica modelos no-enzimáticos adecuados, como

1
< lia hecho para la actividad catalítica. Los

principales estudios sobre el mecanismo del control

alostérico son hasta ahora cinéticos14- 46. Es posi

ble, que como la regulación alostérica requiere de

varios puntos de acción en la molécula, sea nece

sario para que ésta se manifieste, de un grado

de complejidad molecular que se puede obtener só

lo en la molécula proteica y no en un modelo16.

Atkinson ha comparado la enzima a un sistema elec

trónico miniaturizado, en el que se pueden obtener

funciones muy diversas (catálisis, regulación) gra

cias a una adecuada distribución espacial de di

versos elementos funcionales o circuitos.

7) ESPECIFICIDAD DE MODIFICADORES

DE LAS INTERFASES

Se ha descrito el efecto inhibidor de acil deriva

dos (palmitílico, oleílico) de la coenzima A sobre

muy diversos sistemas enzimáticos44. Por esta baja

especificidad se les asigna escaso valor como men

sajeros de regulación (Ver Párrafo 6c). Estes com

puestos intermediarios de la biosíntesis y de la de

gradación de ácidos grasos tienen una extensa por

ción hidrofóbica en el grupo acilo (palmitilo u otro)

y una porción polar en el enlace pirofosfórico entre

ribosa y ácido pantoténico y en el fosfomonoéster

del carbono 3' de la ribosa1. 3 de la coenzima A.

Esto les confiere carácter de detergente, y posi

blemente deba a esta propiedad sus efectos inhibi

torios inespecíficos.

Esto nos lleva a considerar un último tipo de

especificidad: substancias que puedan modificar

la interfase, y con ello modificar la conformación

de proteínas y, por ende, la actividad enzimática

(Ver Párrafo 2c).

Se sabe que las porciones polares de las proteí

nas (Mioglobina, Hemoglobina) están orientadas

hacia el exterior y las hidrofóbicas hacia el inte

rior de la molécula1. 2- 8. ¿Puede un detergente

cambiar esto, y de este modo cambiar la actividad

enzimática?

Se han descrito varias enzimas, en especial par

ticuladas, que son activadas por detergentes52. En

tre los detergentes naturales estudiados se encuen

tran los fosfolípidos y se sabe desde tiempos de

Morawitz que las "cefaliñas" activan la transfor

mación de protrombina en trombina. Rouser53 ha

reestudiado este problema y ha visto que la capa

cidad de la fosfatidiletanolamina para activar la

transformación de protrombina en trombina depen

de de la integridad de la molécula de fosfolípido,

de su grado de instauración y de la presencia de

NH2. Muchos análogos de este fosfatido no son ca

paces de activar la protrombina.

Muchas enzimas son activadas específicamente

por fosfolípidos. En nuestro Laboratorio se ha po-
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dido activar con fosfatidil-Serina una ATPasa de

cerebro. En cambio, el agregado de detergentes

sintéticos la inhíble54.

Fiemos estudiado también en nuestro Laboratorio el efec-

lo de fosfolípidos sobre un sistema enzímático hid:oso!uble

do Pinus radíala que transforma ácido meva!ó:iieo en pre

ñóles e hidrocarbui-os. Este sistema multienzimático es ac

tivado hasta en un 100% por la fosfatidiletano- amina ex

traída dü cerebro de vacuno (55). El efecto es bastante

específico. Hay activación sólo si la base del fosfatido es

etanolamina y si hay por lo menos un acidj graso no sa

turado en su molécula. Los llsoderivado?, los ácidos íos-

íatidicos o los triglicéridos carecen de efecto actlvadcr o

soi inhibidores. Detergentes sintéticos como los huriUu'-

ia'.t*s, cloruros de benzalquilamonio o deoxicolato son inhi

bidores; detergentes neutros (Tween, Tritón) son inacti

vo-. Finalmente, hemos observado que fosfolípidos bacte

rianos o vegetales, que tienen ácidos grasos con meros de

14 o más de 20 átomos de carbono son inactivos (56),

Nos encontramos ante un nuevo aspecto del fe

nómeno de la especificidad: un activador, cuyo

efecto físico-químico como detergente no cambia

mucho con su estructura, se comporta frente a un

sistema enzímático en forma bastante específica.
La especificidad de compuestos detergentes en

la modulación de procesos enzimáticos, si bien co

nocida desde antiguo en la coagulación de la san

gre, aún no se ha analizado desde el punto de vis

ta químico. Tal vez los estudios de la catálisis mi-

celar puedan ofrecer un camino promisor57.

Puede pensarse que la interacción proteína-fos-

folípido también requiere de una adecuada distri

bución espacial de cargas y zonas hidrofóbicas pa

ra producir la forma más activa de enzima. ¿Po

dría ser éste un mecanismo más de mantención de

la estructura terciana de la enzima en la célula?

Los primeros estudios enzimológicos hicieron pen

sar que la catálisis enzimática era un fenómeno

muy específico. La comparación con modelos de

catálisis no enzimática indica que hay entre am

bas sólo una diferencia de grado. Un mejor cono

cimiento de la estructura y función de las enzi

mas alostéricas o de las interacciones solvente-en

zima nos llevarán a comprender mejor estas for

mas de especificidad.

No quisiéramos dejar la impresión de que la es

pecificidad enzimática es la única explicación de

los fenómenos biológicos. No menos importante que

ella es la distribución espacial de enzimas, subs

tratos, productos e iones. La separación y trans

porte por membranas biológicas, la compar timen-

talización de actividades enzimáticas en partículas

subcelulares, pueden muchas veces explicar fenó

menos fisiológicos o farmacológicos que no obe

decen a la acción directa de la substancia efecto-

ra sobre una enzima. Pero aún así, la formación

de membranas y de organelos celulares es produc- ;

to de la acción organizada de enzimas. ¿No será i

acaso dable suponer que esta acción pueda ser

afectada específicamente por determinadas mo

léculas? El avance de la bioquímica de los procs-
■■

sos de citogénesis podrá algún día contestar esta

pregunta.

Se ha procurado presentar un panorama ele di

versos aspectos de la especificidad enzimática. La i.

revisión dista mucho de ser completa, ya que no ,

hemos discutido problemas como la especificidad

de compuestos que inducen la síntesis de enzima o

la especificidad de bases en la duplicación de los
'

ácidos nucleicos8. Las razones de esta limitación :

han sido por una parte el procurar discutir aspec

tos de la especificidad en los que tenemos expe-
(

riencia personal, y por otra analizar aquéllos en

los que hay cierto grado de paralelismo entre sis- .

temas enzimáticos y modelos químicos.

Esperamos que esta esquemática revisión sirva

para presentar los aspectos químicos de la especi- ■

ñcidad a quienes manejan a diario este concepto v

desde el punto de vista biológico.

RESUMEN
'

Las enzimas son proteínas que presentan activi

dad catalítica. Por la complejidad de su estructu

ra molecular reaccionan con diferentes velocida

des frente a distintos substratos, fenómeno cono- ,

cido con el nombre de especificidad.

Se discuten distintos grados y tipos de especifi- ,

cidad, sobre la base de la experiencia de los auto

res y de la literatura existente. Muchas enzimas ,

pueden tolerar grandes cambios en una porción de

la molécula de substrato, en tanto que pequeñas

modificaciones de carga o forma de otra porción
:

del substrato hacen que éste pierda su calidad de

tal, como se ilustra con el ejemplo de la apirasa

de Solanum tuberosum.

Hay enzimas capaces de distinguir entre distin

tas caras de una molécula, lo que lleva al ferió-

meno de la estereoespecificidad. Se presentan mo

delos no enzimáticos con el objeto de analizar el

mecanismo de acción catalítica de las enzimas des- s

de el punto de vista estrictamente químico.

La velocidad de reacción de una enzima puede

estar sujeta a un tipo de regulación llamada aios-

térica. En esta interacción suele aparecer la espe

cificidad para el efector alostérico como más n- k

gurosa que en la catálisis. Se discute una posible

ventaja evolutiva en la alta especificidad de re-

gulación y en la menor especificidad de catálisis.

Detergentes naturales, como los fosfolípidos, mo-
__

difican la actividad enzimática en forma mas o

menos específica, lo que se discute en base a ob-
;
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■ ovaciones en la co::.gulacijn de la sangre o en

i Id síntesis de isoprenoides,
■

Se recalca la importancia de la especificidad en-

■

jimática en la comprensión de fenómenos como la

■ inmunidad o la acción de fármacos.
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ABSTRACT

SOME ASPECTS OF ENZYME SPECIFICITY

Some aspects of enzyme specificity are re-

viewed. Specificity in enzyme catalysis covers a

wide spectrum, ranging from bond specificity
to the absolute specificity of urease. Potato

apyrase exhibits an intermedíate degree of spe
cificity. Parallels are drawn betdeen the speci
ficity of enzymic and non-enzymic reactions,

and some stereochemicái aspects of enzime ae

tion are discussed. :¡¡

The more stringent specificity of the olios- -

teric site is presented for several enzymes. This

may be considered advantageous from the evo-

lutionary point of view} since a low specificity
in catalysis may allow an organism to exploit
a mider variety of substrates. On the othei

hand, regulation is betler achieved if the en

zyme responds to a unique allosteric signal.
A certain degree of specificity has been ob-

served in the enhancing effect of surface active

substances, such as phsopholipids. Examples are
,

given from the fields of blood coagulation
^

and isoprenoid biosynthesis.
The importance of enzyme specificity in oui

™

understanding of immunity, drug aetion ana
'

other biologicat phenomena is stressed.
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