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CONFERENCIA

USO DE INHIBIDORES EN EL ESTUDIO DE LA INTERACCIÓN

ENZIMA-SUBSTRATO (*)

Use of inhibitors in the study of the enzyme-substrate interaction.

Osvaldo Cori

Laboratorio de Bioquímica General, Facultad de Química y Farmacia, Universidad de Chile,

Casilla 233, Santiago, Chile.

El concepto de catálisis enzimática. de- intermediario estable y bien definido; pue-
sarrollado a fines del siglo pasado, adole- de dilucidar la estructura de la porción
ció desde sus comienzos de una predispo- de la molécula enzimática que se combina

sición hacia el vitalismo, resultado de la con el substrato (sitio activo); puede es-

prevalencia de las opiniones de Pasteur tablecer la porción de la molécula de subs-

en su controversia con Liebig. Si bien al- trato que se combina con la E, estudiar

rededor de 19O0 (1) había descripciones la naturaleza del enlace E'-S (covalente,

cuantitativas de la velocidad de inversión iónico, de inclusión, etc.) y los cambios

de la sacarosa o de la fermentación de la eme ocurren al pasar la combinación E-

glucosa, todas ellas se basaban en la pre- S a E-P, (P = producto de la acción en-

misa de que la enzima actuaba "por pre- zimática).

seneia" Barendrecht en 1904, propone ra- Pero no siempre es posible abordar este

diaciones producidas por la enzima (E) y problema con las técnicas de aislamiento

captadas por el substrato (S) o el inhibí- y estudio analítico del compuesto E-S. Si

dor (I). todos los estudios enzimáticos se hubie-

Sólo en 1902 propone Brown (2) la ran postergado hasta haber logrado la pu-

existencia transitoria de un compuesto rificación total de la enzima, creo que sa-

formado por la E y el S. Esto conduce a bríamos muy poco sobre las secuencias

los tratamientos cuantitativos de equili- de reacciones.

brío o de estado estable. Posteriormente Por ello, introducir en un sistema en-

se demuestra la existencia de cambios es- zimático substancias que retarden la velo-

pectroscópicos (3) en la reacción E-S, se cidad de reacción, vale decir usar inhibi-

identifica y aisla un tioéster de la triosa- dores, resulta un método muy fructífero,

fosfato-deshidrogenasa con un grupo aci- sea que se empleen enzimas puras o

lo (4) y se preparan compuestos estables parcialmente purificadas.
de deshidrogenasas con derivados acílicos Los inhibidores pueden actuar en las

de la coenzima A (5). ¡ formas más variadas como se resume en

Hoy puede el enzimólogo, en algunos
"

la Fig. 1, pero me reduciré a analizar sólo

casos, tratar el compuesto E-S como un |j3 de ellas.

'S- I) Modificación permanente de la
—

;. , , , , „. lÉmolécula de enzima (MYA, PCMB, DFP,
( ) Conferencia dictada en la mesa redonda sobre Cr TlÚT-yTvrff'-D TiPPTO

nétka de las Reacciones Enzimátkas, VI Con- T™D- /Y.14-''., ., ,
.

,

g.reso de Ja Asociación Latinoamericana de Cien- M II' Combinación reversible de la enzi-

¿ias Fisiológicas (A.L.A.C.F.) Viña del Mar ima con un inhibidor, producto, segundo
(Chille) 23-28 de Noviembre de 1964. Usubstrato etc
Los experimentos relatados en este trabajo han.jH Tlm TvrrirlifirarMnnM rlp la enn contra ninn
sido realizados en colaboración con A. Traverso, H ln > Ivioailicaciones de la Concentración

M. Tetas, H. Chaimovich, J. Rabí y M. Ro-j jdel solvente.
senblatt. «¿'j En el caso particular de las ATPasas
Estos trabajos han sido financiados con fondos |¡Lropia,mente tales, se tiene bastante in-
de la Ley N? 11 575 y por subvención N9 62121 |f

■ *

qnbrp (A <?itir> activn Hp la min
de la Fundación RockefeMer. ^tormacion

soore el sitio activo de la mio-

», ■
.

,
,

n ,., e "'•■*sina, asi como sobre los requerimientos
Abreviaturas empleadas: E = enzima libre; S = &

'
, , . ., ,

substrato libre; ES = compuesto enzima-substrato :,¿flue debe reumr Una molécula para que
I = inhibidor; E-P = enzima-producto; DFP = ^constituya substrato (6). Pero por otra

diisopropil fosfofluoridato; MYA = ác. monoyodo- Kparte no está clara aún la naturaleza de

2LDNFB.= dinitro fluorobenceno; PCMB = I
T comibinación E-ATP (7), y se Suponeparacloromercunbenzoaito: TPCK = toluensulfonilfe- ¡¡M .

.,
. Xió i

"-f^^v,

nilalanLl-clorocetona; NAD = nicotinamida-adeninaTP0T el intercambio de O18 Con el agua,
dinucleptido: ARPPRN = adeninin-difosforiil-ribosa. í«que se forme una fosforil-enzima.
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a)m

p p

O :::W.

FlG. 1. a) Esquema de la reacción de una enzima con

un substrato (S) y solvente (solv) ; b) Productos de

la reacción combinados con la enzima ; c) Inhibidor en

el sitio del substrato; d) Inhibición por producto;
e) Inhibidor incspecífico; f) Inhibidor que ocupa el

lugar del solvente.

Nos ha ocupado desde hace algunos
años, el estudio de una ATPasa de la pa

pa (apirasa) que hidroliza tanto ATP como

ADP hasta AMP y ortofosfato inorgáni
co (P¡) (8, 9). Si bien hemos purificado
esta enzima unas 300 o más veces, cree

mos que aún no se halla totalmente pura.
A pesar de ello, hemos creído útil tratar

de obtener información sobre el sitio ac

tivo de esta enzima.

Los ácidos monohaloacéticos (10) se

cuentan entre los reactivos que más fá

cilmente pueden dar resultados, pues son

agentes alquilantes. Según el pH alquilan
distintos grupos nucleofílicos (SH, fenó-

licos,' imidazol, amino, metil-tio). Por

ejemplo, la histidina de la ribonucleasa

es carboximetilada por el ácido cmonobro-

moacético. Un inhibidor de la RNAasa, el
citidinmonofosfato la protege de la inhi

bición (11).

Barany ha demostrado que la apirasa
no es sensible ni al MYA ni a otros reac

tivos de sulfhidrilos (12).

El diisopropil fluorofosfato (DFP) (13)
es un poderoso inhibidor de colinestera-

sa, quimotripsina, fosfoglueomutasa a con

centraciones que bajan hasta 10~fi y 10~8M

( las fosfatasas, la pepsina o la amilasa no

son afectadas). La reacción es estequeo-
métrica (14, 15) y puede ser invertida

por agentes nucleofílicos (oximas). Se re

cupera de la enzima así tratada una fos-

foserina o un fosfoserin-péptido (16). La

serina libre no reacciona con el DFP. Se

ha visto que es la histidina el aminoácido

que "activa" la serina (fotooxidación).
Este aminoácido fija el análogo de subs

trato TPCK (17), pero esta fijación es

impedida por el DFP.

La hidrólisis del ATP por la apirasa de

la papa no es afectada por el DFP 10~3M,
lo que podría ser la consecuencia de una

protección de la enzima por el substrato

(2 X 10_3M). La incubación de la enzima

durante 20 horas a 0°C no produce cam

bios observables; en este caso la concen

tración de DFP es por lo menos el doble

de la de la enzima.

Contrariamente <a lo' descrito por Wil-

son (18), el efecto del DFP en incubación

durante 30 minutos a 30°C es tanto mayor
cuanto mayor sea la concentración de

proteína (Fig. 2). Esto se confirma en

un experimento cinético a 30°C, en el cual

se observa que el DFP protege transito

riamente a la enzima de la desnaturali

zación térmica (Fig. 3). Podría pensarse

que el DFP se cotmbina con la enzima en

un sitio diverso del activo, y que en ese

lugar se desdobla y pierde su efecto pro
tector. Podría aún pensarse que al desdo

blarse produce un inhibidor, lo que expli
caría el efecto mayor del DFP a concen-

100 Sin DFP

DFP 0.1 M

250 500 750 1000

/xg proteina por mi

FlG. 2. Eíecto del DFP sobre la apirasa de papa a

distintas concentraciones de proteina. Incubación de

la enzima en la concentración indicada, por 1 hora

a 30° a pH 6,0,
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minutos 60 120 180

FlG. 3. Efecto protector del DFP sobre la inactivación

térmica de la apirasa de papa a 30° y pH 6,0. Con

centraciones de enzima indicadas en cada gráfica.

traciones más altas de proteína. En todo

caso estos experimentos excluyen la ac

ción concertada histidina-serina del sitio

activo de la apirasa.
Los inhibidores que se fijan en forma

covalente a la enzima ofrecen un medio

de "marcar" un aminoácido del sitio acti

vo; pero para poder iniciar este tipo de

trabajo, es necesario tener una enzima

altamente purificada.
Si por otra parte pensamos que una se

cuencia de reacción enzimática puede ser

representada por:

E + Sf*BS

ES + Z ** ESZ

ESZ *± EPQ

EPQ <=* EQ + P

EQ <=* E + Q

donde S y Z representan los substratos y
P y Q los productos, puede comprender
se fácilmente que Q pueda competir con

S por el sitio activo de la enzima, y que

incluso Z y P pueden modificar la velo

cidad de reacción, que depende de las con
centraciones en estado estable de ESZ y

EPQ.

Wong y Hanes (19) y Cleland (20) han

resuelto las ecuaciones cinéticas que re

sultan de este planteamiento y de otros

equivalentes. Estas ecuaciones de veloci

dad generalizadas permiten decidir si una

secuencia de reacciones es válida o no.

Así, por ejemplo, Morrison y James (21)
demuestran que ATP-Mg y ADP-Mg com

piten por el mismo sitio activo de la crea-

tina-fosfoquinasa, en tanto que no compi
ten entre sí.

Walter y Frieden ( 22 ) han revisado las

inhibiciones por producto, y destacan que
la ecuación que describe el efecto del pro
ducto no es siempre la de una inhibición

competitiva. Por otra parte, el que la in

hibición sea no-competitiva no tiene co

mo corolario que el substrato y el produc
to se combinen en distintos sitios de la

enzima.

Un ejemplo de este planteamiento es la

inhibición no-competitiva de la hidrólisis

de NAD+ por la nicotinamida (23).

k+ i

E + ARPPRN+ +± E-ARPPRN

(NAD+) k-x

k+ 2

E-ARPPRN <=± E-ARPPR + N

k-2

k+ r*

E-ARPPR + FL>0 <=¿ E + ARPPR-OH + H+

k-f-,

Los datos experimentales coinciden con

la ecuación.

Por otra parte, si una misma enzima

(24) reacciona con dos substratos distin

tos a y b, que dan productos diferentes,
la ecuación que describe la velocidad de

reacción para el substrato a es:

1 : v„
= 1 : Va + [Ka (1 + b :kb)] : a Va

análoga a la de una inhibición competi
tiva.

La apirasa de papa actuando sobre el

ATP, desdobla de preferencia el fosforilo

y, de modo que la curva de hidrólisis re

sulta bifásica (8). Puede pensarse que

ambos fenómenos son condicionados por

una represión de la hidrólisis del ADP

formado por el ATP presente.
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Tabla I

Valores de los parámetros cinéticos para

ATP y ADP utilizados como substrato o

inhibidor.

Substrato Inhibidor

Mm (mM) K¡ (mM)

ATP 0,12 0,09 ± 0,02

ADP 0,26 0,24

Esta hipótesis se confirma utilizando

ATP no marcado para reprimir la hidróli

sis del fosforilo (3 del ADP marcado con

P32. El uso de este substrato, así como del

ATP marcado en el fosforilo y, permite

establecer en forma inequívoca los pará
metros cinéticos para ATP y ADP (9).
Las diferencias entre estos valores pa

ra ATP y ADP son relativamente peque

ñas (Tabla I), lo que hace difícil explicar
la inhibición casi total de la hidrólisis del

fosforilo y durante la primera fase de la

reacción. Si comparamos las velocidades

de reacción obtenidas de un registro po-

tenciométrico continuo (Fig. 4), sería de

esperar que cuando 85% de ATP se ha

hidrolizado (cono = 0,75
•

Km) la veloci

dad debería ser 0,42 Vm lo que no coinci

de con los resultados del experimento.
Utilizando ATP marcado en el fosforilo

|5 se observa que durante la hidrólisis del

1,0-

min 2 4 6 8 tO 12

FlG. 4. Titulación potenciométrica de la apirasa de

papa, inscripción directa. Volumen 1 mi; temperatura

34°C; enzima 5,6 mg/ml; ATP 0,4.6 mM.

8-

Lü

h-

LÜ

O

-z.

Lü

o_ 4-

0-1 1 1 L_J

10

[I] mM

FlG. 5. Relación no lineal (20) entre la pendiente
del gráfico de Lineweaver y Burk para la velocidad

de hidrólisis de ADP por la apirasa de papa y la

concentración de ATP agregado (I) .

fosforilo Y se hidroliza hasta un 15% del

fosforilo p. Por otra parte, si se utilizan

los parámetros cinéticos (mencionados más

arriba para calcular la cantidad de ADP

que debería haberse hidrolizado, se obtie

ne discrepancia con los valores experi
mentales (Tabla II). Esto, junto con la

discrepancia en la curva potenciométrica,
indican que el ATP satura a la enzima a

concentraciones más bajas de lo que de

ja suponer su Km.
La participación de la inhibición por

producto no es de mayor importancia, pues
se requiere una concentración de ADP

Tabla II

Hidrólisis del fosforilo beta de ATP (|3-P32).

Datos obtenidos y calculados con la ecuación

de inhibición competitiva.
1

Tiempo Velocidad de hidrólisis de ADP
•

10 3

(^mole/minuto)
minutos Calculada Obtenida

3 0,68 1,8

5 1,29 3,7

7 1,34 8,5
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ATP ADP H,0 P ADP AMP H,0 P

113

E EATP EP E EADP EP

ATP

I

H,0 ADP ADP HP0 AMP

E EATP EADP EADP EAMP E

FlG. 6. Posibles secuencias de reacciones entre la api-
rasa de papa, los substratos y los productos. La doble

línea representa la enzima y las flechas indican la en

trada o salida de substratos o productos (20) .

equivalente a 14
•

Km para inhibir la hi

drólisis de ATP 0,8
•

Km (9).

Tampoco tiene el AMP un efecto no

torio en la hidrólisis de ADP.

No es posible, pues, tratar el efecto in

hibitorio del ATP sobre la hidrólisis de

ADP con ecuaciones simples de cinética,
y la inhibición parece ser de tipo hiper
bólico (Fig. 5).
Si bien la existencia de una inhibición

competitiva sugiere la presencia de un

solo sitio activo para ambas enzimas, aún

FlG. 7. Relación entre pendiente, intersección y con

centración de solvente según Main. Z, «1 agente solvo-

lítico (agua) , k, constantes de velocidad, e, concen

tración de enzima y S concentración de substrato.

a)"

b):

FlG. 8. Esquema de la combinación enzima-substrato-

solvente. a) básico; b) el solvente normal (agua) es

reemplazado por otro que ocupa su sitio, pero que no

interfiere con el sitio del substrato; c) el solvente es

más voluminoso, interfiere con el sitio del substrato

y actúa como inhibidor competitivo.

no queda claro el mecanisimo de interac

ción. Hemos propuesto 2 esquemas para
la secuencia de reacciones (Fig. 6), pero
aún no hemos podido desarrollar las ecua

ciones cinéticas para estos esquemas.

Quiero finalmente referirme al efecto
del solvente. En una reacción de hidróli
sis se suele suponer que el solvente se en

cuentra en tal exceso que su concentra

ción prácticamente no cambia, y que ade

más se combina sólo con el compuesto ES,
atacando directamente a la porción de

substrato combinado con la enzima y sin

combinarse con ésta. Esto se expresa en

la ecuación siguiente:
k+ i k+2-ZH

E + S «s ES -» E + H+ + PZ

k+i

En el tratamiento de Michaelis se in

cluye la concentración de Z en k + a. Kosh-
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FlG. 9. Inhibición no-competitiva de la apirasa de papa por glkerol, con ATP como substrato.

Las cifras junto a las líneas representan la concentración de glkerol.

land (25) ha demostrado que en la hidró

lisis no-enzimática de esteres fosfóricos lá

biles, la constante cinética de solvólisis en

agua es entre 0,4 y 2,7 veces la constante

en metanol. En cambio, en la hidrólisis

enzimática de ATP este cuociente es >100.

De esto concluye que el agua ocupa un

lugar en la enzima, y no actúa simplemen
te como solvente libre.

Canady et al. (26) obtienen resultados

en este mismo sentido, al estudiar el efec
to de éteres y alcoholes sobre la quimo-
tripsina. En tanto que el metanol es un

inhibidor no-competitivo, el alcohol amí
lico terciario y el éter dietílico son inhi

bidores competitivos. Esto sugiere dos he

chos importantes: a) el solvente actúa

desde algún punto combinado en la enzi

ma, ya que de otro modo (27) el efecto

inhibitorio debería ser el representado en

la Fig. 7.

b) Solventes más voluminosos "reba

san" hacia el sitio activo del substrato e

interfieren en la combinación de éste con

la enzima (inhibición competitiva). (Fig.
8).

Hemos estudiado este problema dismi

nuyendo la concentración de agua con al

tas concentraciones de glicerol, glucosa o

sacarosa. El primero es un inhibidor no

0,75 M

0,5 M

FlG. 10. Inhibición competitiva de la apirasa de papa

por sacarosa, con ATP como substrato. Las cifras

junto a las líneas representan la concentración de

sacarosa.
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EAMP EATP EADP EATP

EADP

FlG. 1 1 . Dos posibles esquemas de la reacción de la apirasa de papa con el ATP y
ADP. En el mecanismo a) (izquierda) , el complejo central sería la enzima-fosfato

y el AMP formaría un complejo no reaccionante. En el esquema b) (derecha) , el

complejo seria enzima-ADP y el complejo enzima-AMP podría ser reaccionante.

competitivo; los glúcidos son inhibidores

competitivos (Figs. 9 y 10). Esto indica

que estos últimos se combinan de alguna
manera con la enzima, pues si sólo ac

tuaran por disminución de concentración

de solvente, cambiaría sólo el valor de "k2
aparente" y la cinética sería de tipo Main

(27). Puede pensarse que, tal como en los

experimentos de Canady, el glicerol ocu

pa el "sitio del agua", en tanto que la

glucosa y la sacarosa "rebasan" hacia el

sitio del nucleótido. La sacarosa es, por
lo demás, más inhibitoria que la glucosa,
de acuerdo con su mayor volumen.

En resumen, utilizando técnicas de in

hibición estamos tratando de obtener una

imagen de la interacción E-S-solvente pa
ra la apirasa de papa, que podría resumir
se en las dos alternativas del esquema que

aparece en la Fig. 11. Esta enzima repre
senta un modelo de despolimerasa (ribo-
nucleasa, amilasa), pues en la primera re
acción genera el substrato de la segunda.
De su estudio pueden probablemente sa

carse conclusiones que permitan conocer

mejor el mecanismo de acción de otras en

zimas.

SUMMARY

The interaction of the substrate with

the enzime has been analyzed from the che-

mical point of view. When the enzyme
has not been completely purified, the use

of inhibitors or of pH changes may fur-

nish some infonmation regarding the na-

ture of the active site. These principies
are applied to the study of potato apyrase.
Potato apyrase, a phosphoryl-transfer-

ase which splits ATP and ADP to AMP

plus inorganic phosphate, has been shown

to be insensitive to sulphydril group reag-
ents. Diisopropyl phosphofluoridate does

not inactivate the enzyme, except at very
high concentrations. In some conditions,
it may even protect the enzyme from

thermal inactivation (Fig. 3).
ATP is a competitive inhibitor of ADP

hydrolysis and vice-versa. However, if the
inhibition and Michaelis constante are

used to calcúlate the expected reaction

rate for (3-P32 labeled ADP, the experi
mental data do not agree with the calcu-

lations. Potentiometric measurement of

ATP hydrolysis also shows disagreement
with the calculated rate of ATP hydroly
sis (Fig. 4).
A plot of slope versus ATP concentra-

tion in the hydrolysis of ADP is parabolic
(Fig. 5). This shows that the equations
derived from the Michaelis-Menten or

Briggs-Haldane postulates do not accura-

tely describe the effect of ADP and ATP

on potato apyrase. Two alternative reac

tion schemes are presented (Fig. 6 and 9).
The effect of polyhydroxy compounds as

inhibitors of ATP or ADP hydrolysis sug-
gests that water may have a "site" on the

apyrase molecule (Fig. 8).
The relationship between these findings

and those described in other enzymic reac-
tions is discussed.
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