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INTRODUCCION

A veces, tendemos a contemplar las realidades na-
turales con una visidén excesivamente antropocéntrica,
de modo que cuando nos planteamos preguntas como
la que sugiere el encabezamiento de este articulo,
“;para qué sirven las enzimas?”’, podemos pensar
inmediatamente en dar una respuesta del tipo: “las
enzimas sirven para que el hombre pueda desarrollar
tal o cual operacion”. Ademaés, no es infrecuente que
uno seleccione la respuesta entre aquellas operaciones
que reportan un beneficio inmediato, de modo que a la
perspectiva antropocéntrica se afiada otra de corte uti-
litarista. Es evidente que el hombre tiene pleno
derecho a obtener provecho de la naturaleza, siempre,
huelga decirlo, que esa actividad no perjudique a los
demas ni a la propia naturaleza, lo que seria un modo
indirecto de perjudicar al resto de la humanidad pre-
sente o futura. Pero también es cierto que una men-
talidad pragmadtica a ultranza puede entorpecer la
contemplacion de las realidades naturales en si
mismas; puede impedir descubrir multiples facetas

A+B - C+D

Figura 1. Representacién esquematica de una reacciéon quimi-
ca que pone de manifiesto que en cualquiera de ellas debe
producirse una reorganizacion de enlaces covalentes.

que, tal vez, podrian redundar en un mayor beneficio
para la humanidad. En este sentido, puede ser conve-
niente aproximarse a la comprension del mundo
biologico con una actitud abierta, contemplativa si se
quiere, sin intentar aprovechar inmediatamente las
posibilidades que nos ofrece. Y muchas veces resultara
de esa vision, asombrada y desinteresada, un profundo
conocimiento de las realidades mas intimas de la natu-
raleza que haré posible su aplicacion.

Desde este punto de vista, nos acercaremos al
conocimiento de las enzimas. En primer lugar, para
tratar de comprender su funcionamiento y, ;por qué
no?, para llenarnos de asombro ante su eficacia
catalitica y ante el resto de sus propiedades; después,
para con esa comprension, tratar de entender las bases
sobre las que se asienta el aprovechamiento de esas
propiedades.

POR QUE LAS ENZIMAS SON
CATALIZADORES TAN EFICACES

Una reaccion quimica en la que, a partir de unas
moléculas se obtienen unos productos diferentes,
siempre implica una redistribucion de enlaces. La
organizacion de los atomos que componen los reac-
tivos es distinta de la de los productos y en las
moléculas, los atomos se unen entre si mediante
enlaces. Cuando, por ejemplo, representamos una
reaccion como A+B — C+D, estamos indicando
implicitamente un balance de materia, es decir, que los
atomos presentes en A y B se encuentran también en C
y D, aunque, evidentemente, estan distribuidos de
forma diferente. La figura 1 representa esquematica-
mente esa idea.
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Una reaccion quimica puede considerarse tanto
desde una perspectiva termodindmica como desde un
punto de vista cinético. En el primer caso, lo mas
inmediato es indicar el cambio de energia libre que se
produce al transcurrir la reaccion. Por ejemplo, si la
reaccion A+ B — C+ D transcurre en condiciones
estdndar, la variacion de energia libre es AG°.
Evidentemente, el valor de esta magnitud no repre-
senta la variacion real de energia libre, ya que raras
veces se dara la reaccion en condiciones estandar, es
decir, con todos los reactivos y productos a concen-
tracion 1 M. Pero si aporta un dato valioso: un valor de
AG® negativo, por ejemplo, indica que la reaccioén
tiende a producirse de izquierda a derecha, aunque las
condiciones actuales puedan obligar a lo contrario’.

Para introducir un nuevo concepto, vale la pena
citar ahora un ejemplo, del que luego se hara mas uso.
En las reacciones de hidrolisis AG® es siempre nega-
tivo: el aumento de entropia que implica la escision
hidrolitica de un compuesto quimico es responsable de
ello. Los aceites comestibles, por concretar, son
triésteres de glicerol con 4cidos grasos, luego para su
hidrolisis AG°<0. Si se mezcla el aceite (A) con agua
(B), necesariamente se tendra AG<0. La reaccion de
hidroélisis, en principio, debe producirse con una gran
liberacion de energia, pero todos tenemos experiencia
de que al mezclar aceite con agua, el aceite permanece
inalterado durante mucho tiempo. La razén de esta
aparente paradoja estriba en que en una reaccion
quimica, para que los reactivos se conviertan en pro-
ductos es preciso pasar por un estado intermedio, el
estado de transicion. Como se esquematiza en la figura
2, en el estado de transicion ni se han terminado de
romper los enlaces que hay en A y B, ni se han
acabado de formar los que han de aparecer en C y D.
El estado de transicion representa, pues, una situacion
inestable, de modo que, para pasar de A+B a C+D,
es necesario comunicar a los reactivos la energia nece-
saria para que alcancen el estado de transicion. Esta
energia se denomina energia de activacion, y se repre-

1 Hay que recordar que

AG =AG°+RT In

GO

Figura 2. Perfil energético simplificado de una reacciéon quimi-
ca. Se supone que la reaccién esquematizada en la fig. 1 se
caracteriza por una variacién de energia libre negativa en
condiciones estandar. Para que se conviertan los reactivos en
productos, es necesario pasar por un estado de transiciéon en
el que los nuevos enlaces alin no se han formado totalmente.
Este estado, representado en el centro del esquema, es
inestable, por lo que para llegar a él es p%reciso comunicar a los
reactivos una energia de activacién, AG™.

senta con el simbolo AG* (Fig. 2). Es evidente que la
existencia de un estado de transicion implica una difi-
cultad al progreso de la reaccion y que cuanto mayor
sea el valor de AG*, tanto mas dificil sera que la
reaccion se produzca.

La consideracion de una reaccion desde un punto
de vista cinético es facil si se trata de una reaccion ele-
mental®. Por ejemplo, para una reaccion A— B, la
velocidad,

d[B]
di

v= )
sera proporcional a la concentracién de A, es decir,
v=k[A]. La constante de proporcionalidad, £, recibe
el nombre de constante cinética y, en primera aproxi-
macion, mide la facilidad intrinseca con que los reac-
tivos se convierten en productos. Si la reaccion
elemental, como la de la figura 1, implica dos
moléculas, es evidente que la velocidad dependera de
la concentraciéon de ambas de modo que v=k[A][B].

[€][D]

(4181

con lo que, aunque AG® sea negativo, si C y D estdn mucho mas concentrados que A y B, el segundo sumando de la ecuacion puede hacer

que AG resulte positivo y la reaccion transcurra de derecha a izquierda.

2 De una forma sencilla, se puede decir que una reaccion es elemental cuando transcurre tal como se escribe, sin incorporacién ni salida de

otras especies quimicas.
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Las consideraciones elementales anteriores’ , sobre
cinética y termodinamica de reacciones no son inde-
pendientes. Intuitivamente se ve, por ejemplo, que
debe existir una relacion entre AG* y k, de modo que
una energia de activacion grande, al implicar un mayor
obstaculo al avance de la reaccidn, se correlaciona con
una constante cinética pequeiia. Por otro lado, es
también evidente —y se puede comprobar con un
répido examen de la figura 2— que el valor de la
energia de activacidon no tiene ningiin efecto sobre el
balance energético de la reaccion. Independientemente
de cudl sea la magnitud de AGH, AG® permanece
invariable. En el transcurso de la reaccidon, la energia
de activacién que hay que comunicar a los reactivos
para que alcancen el estado de transicion, es devuelta
al pasar desde éste a los productos.

Un ejemplo concreto puede ayudar a fijar mejor las
ideas que se acaban de exponer y, al propio tiempo, a
introducir el concepto de catalisis. Por seguir con la
linea arriba apuntada, el ejemplo sera la hidrélisis de
un éster. En este caso, A y B son el éster y el agua,
mientras que C y D representan al acido y al alcohol
resultantes. En la figura 3b, el atomo de oxigeno del
agua se ha coloreado, para expresar graficamente
como este atomo acaba incorporado al acido. En el
estado de transicion, que aparece en la parte central de
la figura, el desplazamiento parcial de los electrones
del enlace C=O hacia el oxigeno hace posible que un
par de electrones libres del agua realice un ataque
nucleofilico al carbono del éster. Como consecuencia,
aparece un enlace parcial entre el atomo de carbono,
que pasa a ser tetraédrico, y el oxigeno del agua. Pero
éste queda con una carga parcial positiva y esta es la
causa principal de la inestabilidad del estado de tran-
sicidn, ya que el oxigeno es un elemento electronega-
tivo. De hecho, esta inestabilidad puede implicar una
energia de activacidn tan elevada que en muchos casos
—como el del aceite antes mencionado— la reaccion
de hidrolisis de ésteres, pese a ser exergdnica, no se
produce al mezclarlos con agua.

No obstante, la Quimica Organica ensefia que en
presencia de sosa concentrada si se produce la
hidrolisis de los ésteres. Desde tiempo inmemorial se
ha empleado este procedimiento para fabricar jabones
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Figura 3. Esquema de una reaccién quimica (a), que se pre-
senta en el panel (b) para el caso concreto de la hidrdlisis de
un éster. Se indica el mecanismo quimico y una estructura
posible para el estado de transicion. En el panel (c) se da el
mecanismo de esa misma reaccién en presencia de una base,
X, que actla como catalizador.

solidos —sales sodicas de los acidos grasos— a partir
de grasas y aceites. Este proceso precisamente ha dado
el nombre, saponificacion, a la reaccion de hidrélisis
de ésteres en presencia de una base fuerte como la
sosa. ¢ Cual es el motivo por el que una base facilita la
reaccion de hidrolisis? En la figura 3¢ la base se ha
representado como :X ; hay que advertir que lo
esencial de una base es que posea un par de electrones
libres capaces de captar un proton. Que posea —como
en el caso del ion hidroxilo, OH — carga negativa o
no la posea es irrelevante. Pues bien, la base puede
ceder parcialmente sus electrones libres a la molécula
de agua reactiva, de modo que compense la carga ne-
gativa que poseeria de otro modo el oxigeno en el
estado de transicion. En consecuencia, la inestabilidad
del estado de transicion —y, con ella, la energia de
activacion— disminuye. Por lo que se ha comentado
antes, la reaccidon se acelera en presencia de la base.
Pero el examen de la figura 3¢ permite anadir otro
detalle: al término de la reaccion, los productos for-
mados son los mismos que si la base no hubiera estado
presente y, lo que es mas importante, la base se

3 Un tratamiento cinético mas completo quedaria fuera del alcance de estas lineas. El lector interesado puede acudir a cualquier texto de cinéti-

ca quimica.
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GO

Figura 4. Perfil energético, analogo al de la fig. 2, que mues-
tra como en presencia de un catalizador se estabiliza el estado
de transicion con la consiguiente disminucion de AG™. En el
casp de que el catalizador sea una enzima, la disminucion de
AG™ puede ser muy importante (véanse los simbolos represen-
tados en verde).

recupera en el mismo estado inicial. De este modo, la
base acelera la reaccion sin consumirse en ella. Este es
el rasgo fundamental de un catalizador quimico:
facilitar cinéticamente las reacciones sin gastarse. Una
unica molécula de catalizador puede participar asi en
la transformaciéon de un nimero muy elevado —en
teoria, indefinido— de moléculas de reactivos. En la
figura 4 se puede observar como un catalizador,
aunque estabiliza el estado de transicion y rebaja, por
tanto, la energia de activacion, no altera el balance ter-
modinamico de la reaccion. El valor de AG® no se
afecta y, como AG°=-RT'InK , el estado final de la
reaccion, el estado de equilibrio termodinamico, no se
afecta por la presencia de un catalizador; simplemente,
se alcanza mas rapidamente.

Una consideracion mas a proposito del mecanismo
descrito en la figura 3c. No hay que olvidar que la
reaccion transcurre en disolucion, y que las moléculas,
por tanto, poseen libertad de movimiento. Teniendo
presente esta circunstancia, es razonable pensar que la
estabilizacion del estado estacionario es un suceso
sumamente improbable. En efecto, exige la concu-
rrencia de tres moléculas, la del éster, la de agua y la
base con una disposicion espacial concreta. No basta
que la molécula de agua se acerque a la del éster; es
preciso que lo haga de modo que uno de los pares de
electrones libres del oxigeno quede orientado hacia el
carbono para poder realizar el ataque nucleofilico. Y la
base debe acercarse a la molécula de agua de forma
que sus electrones libres queden en proximidad de uno

de los atomos de hidrogeno del agua. Por este motivo,
en las reacciones de saponificacion se emplea sosa
muy concentrada: la abundancia de iones OH
aumenta la probabilidad de la formacion de este com-
plejo.

El ejemplo que se ha mencionado corresponde a un
tipo particular de catalisis, la catalisis dcido-base. Pero
los rasgos fundamentales de la catalisis, es decir,
rebajar la energia de activacion por estabilizar el
estado de transicion —y, por ende, facilitar cinética-
mente la reaccidon—, no consumirse en ella y no alterar
su balance termodinamico, son comunes a todos los
mecanismos cataliticos.

Tras las consideraciones anteriores es ya hora de
iniciar el estudio de las enzimas, los catalizadores que
emplean los organismos vivos. En primer lugar, llama
la atenciéon que las enzimas son catalizadores mucho
mas eficaces que cualquier catalizador quimico. Una
experiencia comin permite apoyar este aserto. Se
acaba de hablar de la saponificacion de los ésteres.
Pues bien, para completar la reaccion de hidrolisis de
una grasa en presencia de NaOH concentrada (p. ¢j., 1
M) hacen falta unas 3 h a 100° aproximadamente. Sin
embargo, la digestion de las grasas en el organismo,
que implica su hidroélisis, se completa en mucho menos
tiempo y a 37° C, gracias a la actuacion de unas
enzimas, las lipasas. Y, como se ve en la tabla I, hay
otras enzimas capaces de acelerar las reacciones por un
factor cercano a 10'®. Esto es algo absolutamente
impensable para un catalizador quimico, cuya eficacia
no pasa de 10° o 107 veces. Ademas, las enzimas
poseen otra propiedad de la que carecen los catali-
zadores quimicos: la especificidad. La catélisis que
ejerce la sosa, puede emplearse para la hidrolisis de
cualquier éster, pero también para la hidrolisis de
amidas, de anhidridos, etc. e incluso para otras reac-
ciones no hidroliticas. Sin embargo, una hidrolasa
—una enzima que cataliza reacciones de hidrolisis—
no es capaz de catalizar otro tipo de reacciones. Mas
aun, las enzimas no solo poseen especificidad de
reaccion, sino también de sustrato. Una lipasa no
hidroliza —al menos, no lo hace con eficacia— un
éster distinto de un triacilglicerol, ni una amida, etc. Y
la asparaginasa, enzima que hidroliza el enlace amida
de la asparagina, no cataliza apenas la hidrolisis de la
glutamina, que solo difiere de la asparagina en poseer
un atomo de carbono mas.
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(Cudles son las bases moleculares de una accion
tan eficaz y especifica? La clave para contestar esta
pregunta la dio el trabajo de Leonor Michaelis
(1875-1949) y Maud Menten (1879-1960). El primero
era un joven profesor de la Universidad de Berlin; la
segunda, una, aun mas joven, doctora de origen cana-
diense. Sus nombres han pasado a la historia de la
Bioquimica, hasta el punto que se puede decir que la
Enzimologia comienza realmente con ellos. No
obstante, la mayoria de las veces se malinterpreta el
verdadero significado de su trabajo. Todo el que haya
estudiado una Bioquimica, por elemental que haya
sido, ha oido hablar de la constante de Michaelis, o de
la ecuacion de Michaelis-Menten. Pero asociar el
nombre de estos investigadores a una ecuacion es real-
mente una injusticia. El verdadero alcance de su
trabajo es muy otro. Michaelis y Menten se interesaron
por la reaccidn catalizada por la invertasa, una enzima
que cataliza la hidrolisis de la sacarosa para producir
glucosa y fructosa, reacciéon que se podria abreviar
como:

E
S—P

donde E representa a la enzima y P a los productos de
la reaccion. Como ésta es irreversible, a simple vista,
la velocidad de la reaccion vendria dada por v=~£[S],
en la que k seria la constante cinética. Esta ecuacion
implicaria que, al representar v en funcion de [S], se
deberia obtener una linea recta, que pasaria por el
origen y cuya pendiente seria k. No obstante, la repre-
sentacion era muy diferente. Como ya habia observado
Victor Henri en 1903 (1), se obtenia una curva de pen-
diente continuamente decreciente, que tendia asintoti-
camente a un valor de velocidad que no se podia
superar por mucho que se elevara la concentracion del
sustrato®. Pero Henri no acert6 a comprender la razon
de este resultado que, por el contrario, fue el punto de
partida del modelo de Michaelis y Menten. Supusieron
estos autores que, para que el sustrato se convirtiera en
producto, un requisito esencial era que se uniera pre-
viamente a la enzima, formando un complejo. La pro-
puesta de de Michaelis y Menten se esquematiza pues:

kl k2
E+S—ES—E+P 1]

-1

Hoy en dia estamos tan acostumbrados a ver el
esquema [I] como prototipo de una reaccion enz-
imatica, que puede costar trabajo comprender el ver-
dadero mérito de Michaelis y Menten al proponerlo.
Efectivamente, si el sustrato debe formar un complejo
con la enzima —Ilo que, posteriormente, se ha llamado
el complejo de Michaelis—, la velocidad de la
reaccion, es decir, la velocidad de aparicion del pro-
ducto, vendra dada por v=£k,[ES]. Y es evidente que la
concentracion de complejo ES no puede superar el
valor de la concentracion total de enzima, lo que jus-
tifica que la velocidad tienda asintdticamente a un
valor maximo al aumentar la concentracion de sus-
trato.

El modelo de Michaelis-Menten implica algo que
ahora conviene detallar. La unién de la enzima con el
sustrato no se efectia por una simple adsorcion
inespecifica, sino que tiene lugar a través de una loca-
lizacion concreta de la enzima, llamada centro activo.
El sustrato encaja en el centro activo, en primer lugar
porque sus estructuras son mas o menos complemen-
tarias desde un punto de vista estérico. Pero ademas, y
esto es mas importante, se establecen multiples inter-
acciones entre los aminoacidos que forman el centro
activo y el sustrato. Se trata de interacciones no cova-
lentes, débiles cada una de ellas, pero fuertes en su
conjunto al ser muy numerosas. Tanto la complemen-
tariedad estérica del centro activo y el sustrato como el
establecimiento de multiples interacciones explican la
especificidad de la interaccion enzima-sustrato. Para
ilustrar esta cuestion, se puede usar el ejemplo de la
orotidina-5'-fosfato descarboxilasa, una de las enzimas
cuyas propiedades cinéticas se recogen en la tabla 1. La
enzima cataliza la descarboxilacion de la orotidina-5-
fosfato, la tltima etapa de la biosintesis de las pirimi-
dinas. La reaccion se recoge en la figura 5a. La enzima
esta formada por dos cadenas polipeptidicas de 239
aminoacidos cada una y posee dos centros activos
situados en la interfase entre ambas cadenas. En la
figura 5b se presenta un esquema del centro activo,
elaborado a partir de los datos cristalograficos de
Appleby et al. (3). Se puede ver que, de los aminoa-
cidos que posee la enzima, s6lo 11 intervienen directa-
mente en la unioén del sustrato en el centro activo.
Nueve pertenecen a una de las cadenas y los 2
restantes a la otra. Aunque estos aminoacidos estan

4 Desde hace mucho tiempo, se ha hecho costumbre denominar sustratos a los reaccionantes de una reacciéon enzimatica.
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Enzima beat /K
B-amilasa 7.2%x10"
Orotidina-5'-P descarboxilasa 1.4 %10"
Fumarasa 3,5 x 10"
Ureasa 1,0 «10™
Carboxipeptidasa B 1,3 x 10"
Adenosina desaminasa 2,1 x 10"
Citidina desaminasa 1,2 %10"
Glucégeno fosforilasa 9,0 x10"
Cetoesteroide isomerasa 3,9 x 10"
Hexoquinasa 8,0 %10'"°
Alcohol deshidrogenasa 2.0 ><1o1°
Triosa-fosfato isomerasa 1,0 x 10°
Anhidrasa carbodnica 1,1 % 10°
Creatin quinasa 4,0 x 108
Corismato mutasa 1,9 x 10°
® El cociente indica la relacion entre la constante cinética de la
reaccion catalizada por la enzima y la correspondiente a la
reaccion sin atalizar. El significado de la magnitud &, se
explica con detalle en el texto.

Tabla I. Efecto de las enzimas sobre la velocidad de reaccion.

alejados en la secuencia de la proteina, evidentemente
se encuentran proximos en la estructura terciaria de la
enzima. Se aprecia también en la figura 5b que esos 11
aminodacidos establecen un total de 16 interacciones —
mayoritariamente enlaces de hidrégeno— con los
atomos del sustrato.

Las propiedades del centro activo que se acaban de
mencionar y, especialmente, el ejemplo de la oro-
tidina-5'-fosfato descarboxilasa, justifican la gran
especificidad de sustrato de las enzimas. Es muy dificil
encontrar una molécula que tenga una forma y tamafio
semejantes a los del sustrato orotidina-5'-fosfato y que
ademas posea en la zona adecuada los atomos don-
adores o aceptores para que se establezcan los enlaces
de hidrogeno que retienen al sustrato unido al centro
activo. Pero esas propiedades aun son insuficientes
para explicar el porqué de su eficacia catalitica. Para
ello, hay que afiadir un dato: en el centro activo,
ademds de los aminoacidos que se encargan del
reconocimiento especifico del sustrato hay otros que

desempefian el auténtico papel catalizador. En la oro-
tidina-5'-fosfato descarboxilasa esa mision la realizan
las cadenas laterales de Lys62 y de Asp60. Como se
aprecia en la figura 5b, esos aminoacidos se
encuentran préximos al grupo carboxilo del sustrato,
que ha de perderse en la reaccion, y su funciodn es pre-
cisamente la de estabilizar el estado de transicion. Tras
la pérdida del grupo carboxilo, el carbono 6 queda en
la forma inestable de carbanion (4), representada en la
figura 6, y la carga positiva de Lys62 estabiliza el
estado de transicion, a partir del cual, por protonacion
del carbanion, se obtiene el producto. Por su parte,
muchas enzimas hidroliticas poseen en su centro
activo aminodcidos capaces de actuar como bases,

H

Figura 5. Funcion del centro activo en la catélisis enzimatica.
Se emplea el ejemplo de la orotidina-5-fosfato descarboxilasa.
(A) Descarboxilacion de la de la orotidina-5-fosfato, reaccidon
catalizada por la enzima. (B) Esquema del centro activo de la
enzima, construido a partir de los datos de Appleby et al. (3).
En verde se representan los aminoacidos implicados en la for-
macién del complejo de Michaelis, que establecen los enlaces
sefalados por las lineas de puntos azules. En rojo se sefialan
los aminoacidos con funcion directamente catalitica. Véase el
texto para mas detalles.
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Figura 6. Estructura del estado de transicion propuesto (4)
para la reaccion catalizada por la orotidina-5'-fosfato descar-
boxilasa.

aportando un par de electrones libres, con lo que
cumplen el papel de la base en un mecanismo
catalitico como el esquematizado en la figura 3c.

La figura 5b pone de manifiesto, finalmente, otra
de las propiedades que hacen de las enzimas catali-
zadores tan eficaces. La gran cantidad de interacciones
entre el centro activo y el sustrato no sélo garantiza la
especificidad con la que éste se une, sino que asegura
que los aminoacidos implicados en la catalisis (en rojo
en la figura 5b) queden proximos a la zona reactiva del
sustrato. De esta manera, se soluciona el problema
apuntado al hablar antes sobre la catalisis homogénea,
en disolucion, en la que era necesario utilizar una gran
concentraciéon del catalizador. Evidentemente, la
fijacion del sustrato y su colocacion con la proximidad
y orientacion adecuadas a la accion de los residuos
cataliticos cumple con creces la mision de una elevada
concentracion de catalizador. Naturalmente, la fijacion
del sustrato implica una variacion negativa de
entropia. A la vista de la conocida relacion termodi-
namica entre entropia y energia libre, AG = AH —TAS,
es obvio que un valor de AS<O0 resulta desfavorable
desde un punto de vista energético, pero el elevado
numero de interacciones favorables enzima-sustrato
hace que AH sea lo suficientemente negativo para
hacer termodinamicamente favorable la formacion del
complejo de Michaelis.

Todas las consideraciones anteriores explican la
inigualable eficacia de las enzimas como catali-
zadores. Su papel estabilizador del estado de tran-
sicion, con la consiguiente disminucion de la energia

de activacion, es mucho mas pronunciado que el que
ejercen los catalizadores quimicos. Volviendo al
esquema de la figura 4, se comprende que las enzimas
aceleren las reacciones quimicas mucho mas que los
catalizadores ordinarios.

Si se admite la existencia del complejo de
Michaelis como un intermediario en la conversion del
sustrato en producto (esquema [I]), es posible desar-
rollar la ecuacion que relaciona la velocidad de la
reacciéon con la concentracion de sustrato. Se ha
comentado antes que v=k,[ES] y existen diversos pro-
cedimientos para expresar [ES] en funcion de la con-
centracion de sustrato. Michaelis y Menten usaron uno
aproximado; hoy en dia se suele utilizar otro, pero el
resultado matematico es similar. Se suele partir de la
consideracion, apoyada por la integraciéon numérica de
las ecuaciones diferenciales cinéticas derivadas del
esquema [I], de que la reaccion enzimadtica transcurre
mayoritariamente en el estado estacionario. Se
entiende como tal el periodo de tiempo durante el cual
se puede suponer que la concentracion de ES per-
manece constante, ya que se forma a partir de la
enzima y el sustrato libres a la misma velocidad que
desaparece para disociarse y para formar producto.
Como quiera que el estado estacionario, en la inmensa
mayoria de los casos, comienza antes de 0,1 s tras la
mezcla de la enzima y el sustrato y se prolonga varios
minutos, la suposicion de estado estacionario es habi-
tualmente valida. En el estado estacionario

d[ES]

d[ :05

e imponiendo esta condicion en las ecuaciones
cinéticas, se llega a:

VO — Vmax [ 1 ]

La ecuacion [1], ecuacion de Michaelis-Menten, es
la ecuacion de una hipérbola. Su representacion
grafica, limitada al primer cuadrante, el unico en que
tiene sentido fisico la ecuacion, se puede observar en
la figura 7. Como era de esperar, la representacion sa-
tisface la observacion experimental de que la
velocidad no aumenta indefinidamente, sino que
tiende asintdticamente a V,,,, el valor maximo que
puede alcanzar la velocidad en respuesta a un aumento
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en la concentracion de sustrato. Si la reaccion enzi-
matica se describiera adecuadamente por el esquema
[1], la velocidad méxima seria el producto de k, por
[E]y, la concentracion total de enzima en términos de
centros activos’. Pero, en general, el esquema [I] es
solo una aproximacion, y el mecanismo de la reaccion
enzimatica implica un niumero superior de etapas entre
la formacién del complejo de Michaelis y la formacion
del producto. En general, se puede escribir:

ke [E], [2]
donde £,

<a» CONstante catalitica o niimero de recambio,
es una constante, combinacion de todas las constantes
cinéticas de las etapas comprendidas entre el complejo
de Michaelis y la formacion del producto. Sus dimen-
siones son de (tiempo) ' La ecuacion [2] permite
elaborar una definicion de constante catalitica como el
nimero maximo de moléculas de sustrato que cada
centro activo es capaz de transformar en producto en
una unidad de tiempo. A veces es util otra manera de
expresar esta misma idea. El esquema de reaccion [I]
se puede representar de forma grafica como aparece en
la figura 8. Esta representacion pone de manifiesto el
caracter ciclico de la actuacion de una enzima, ya que,
al no consumirse en la reaccion —cosa que ocurre en

|4

max

[S]

Figura 7. Representacién gréfica de la ecuacion de Michaelis-
Menten.

S

P

Figura 8. Representacion esquematica de un ciclo de catélisis.

todos los catalizadores—, una molécula de enzima es
capaz de catalizar la transformacion de muchas
moléculas de sustrato, es decir, de realizar muchos
ciclos de catdlisis. Pues bien, a la vista de estas consi-
deraciones, la constante catalitica se podria definir
como el nimero maximo de ciclos de catalisis que
cada centro activo puede realizar en la unidad de
tiempo.

En la ecuacion [1] aparece un parametro, K, cons-
tante de Michaelis, que algebraicamente resulta de una
combinacion de las diferentes constantes cinéticas. Su
sentido fisico, como concentracion de sustrato para la
que se alcanza una velocidad igual a V,,,/2, se puede
obtener facilmente a partir de la ecuacion [1] y se
recoge en la figura 7. Es importante, pues, observar
que la constante de Michaelis tiene dimensiones de
concentracion. Aunque no sea tan evidente y tan
general, la constante de Michaelis tiene también el sig-
nificado de constante de disociacion aparente de los
complejos enzima-sustrato en el estado estacionario®.

Finalmente, hay que advertir que la validez de la
ecuacion [1] no se restringe al caso del simple
mecanismo representado por el esquema [I]. Ya se ha

5 Muchas enzimas tienen mas de un centro activo. En ellas, [E], representa el producto de la concentracion total de enzima, es decir, la con-
centracion de enzima libre a =0 por el nimero de centros activos de la molécula de enzima.

6 Este significado es exacto si la reaccién enzimatica puede describirse por el esquema [I]. En caso contrario, no pasa de ser una aproximacion,
valida para obtener muchas conclusiones. Cuando el mecanismo de reaccion incluye otras formas del complejo enzima-sustrato posteriores
al complejo de Michaelis, la expresion aparente de K, como constante de disociacion incluiria Z[ES] en vez de [ES] y por eso se habla de

constante de disociacion de los complejos enzima-sustrato.
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apuntado que puede aplicarse a otros mecanismos mas
complejos; lo que variard en cada caso es la forma de
las expresiones algebraicas que relacionan K, y k.,
con las diferentes constantes cinéticas, pero en todos
los casos son validos los significados fisicos que se
han dado para esos parametros. También es valida la
ecuaciéon de Michaelis-Menten en el caso de que la
reaccion sea reversible, siempre que las velocidades se
determinen en los momentos iniciales del estado esta-
cionario. La notacioén v, que aparece en la ecuacion [1]
significa precisamente velocidad inicial. Incluso es
posible aplicar la ecuacién [1] a reacciones que
impliquen mas de un sustrato —que es lo habitual en
las reacciones de interés bioquimico—, si se expresa la
velocidad de la reaccion en funcion de la concen-
tracion de un sustrato, manteniendo constante la con-
centracion de los demas. Naturalmente, en estos casos
los valores de K, y k., son valores aparentes, depen-
dientes de la concentracion de aquellos sustratos que
no se han variado durante la reaccion.

ALGUNAS PROPIEDADES
SORPRENDENTES DE LAS ENZIMAS

Un estudio detallado de las propiedades de las
enzimas quedaria totalmente fuera del alcance de este
capitulo’. Aun asi, puede bastar la consideracién de los
valores de K, y k., de algunas enzimas para sorpren-
derse ante las consecuencias de que posean esos
valores y no otros. Por ejemplo, la acetilcolinesterasa
posee una constante catalitica de 25 000 s '. De
acuerdo con la definiciéon dada mas arriba, eso sig-
nifica que un centro activo es capaz de realizar 25 000
ciclos de catalisis por segundo, o lo que es lo mismo,
que un ciclo —que implica, no lo olvidemos, captar el
sustrato para formar el complejo de Michaelis, pasar
por el estado de transicion, formar el producto y libe-
rarlo del centro activo— puede llegar a durar tan s6lo
0,04 ms. Pero esa extraordinaria rapidez esta rela-
cionada con la funcidén que desempena la enzima. La
acetilcolinesterasa cataliza la hidrolisis de la acetil-
colina, un neurotransmisor que actda, por ejemplo, en
las sinapsis neuromusculares. La acetilcolina se
almacena en las vesiculas sindpticas, situadas en la ter-
minal de un axo6n (figura 9).

Cuando el sistema nervioso central envia la orden
de contraccion a un musculo, el cambio de polari-
zacion de la membrana presinaptica hace que las
vesiculas sinapticas viertan su contenido a la hen-
didura sinéptica, que separa el axon de la célula mus-
cular. La acetilcolina se difunde asi por la hendidura
sinaptica y llega a interaccionar con un receptor que se
encuentra en la membrana de las células musculares.
Este receptor actia como un canal de sodio, que
permite la entrada de este ion en las células muscu-
lares, con la correspondiente despolarizacién de su
membrana. A su vez, ese cambio de potencial abre un
canal especifico de calcio situado en la membrana del
reticulo sarcoplasmico, lo que permite que el ion alma-
cenado en su interior difunda hacia el citosol. Y es pre-
cisamente la interaccién de calcio con los
componentes de los miofilamentos lo que provoca la
contraccion muscular. Asi pues, la liberacion de acetil-
colina se traduce en contraccion muscular. Pero si el
musculo ha de relajarse de nuevo tiene que existir una
forma de revertir todo ese proceso. La acetilcoli-
nesterasa actuia a este nivel. La enzima se encuentra en
la hendidura sindptica, con lo que continuamente

Vesiculas
. sinapticas
©

Na’ Hendidura sinaptica

/’ Célula muscular

Receptor de
acetilcolina
OO0 70 70 70— Canal de Reticulo
Miofilamentos calcio sarcoplasmico

Bomba de
calcio

Figura 9. Esquema de una sinapsis neuromuscular para ilus-
trar la funcion del neurotransmisor acetilcolina y de la enzima
acetilcolinesterasa. Los detalles se dan en el texto.

7 El lector interesado puede encontrar excelentes descripciones en algunos libros clasicos, como los recogidos en las referencias 5 y 6.
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hidroliza el neurotransmisor y hace descender su con-
centracion. Cuando ésta es suficientemente baja, se
libera de su receptor, el canal de sodio se cierra, se
restablece la polarizacion de la membrana de la célula
muscular, se cierra el canal de calcio y una bomba
especifica para este ion lo introduce de nuevo en el
reticulo sarcoplasmico, con lo que el musculo se relaja.
Pero si los episodios de contraccion y relajacion deben
sucederse rapidamente, como ocurre en los dedos de
un pianista que esta ejecutando una obra de Chopin, o
en los musculos de vuelo de un insecto, que puede
aletear unas 400 veces por segundo, es menester que
todos los procesos implicados en la contraccion-rela-
jacién ocurran a gran velocidad. La elevada constante
catalitica de la acetilcolinesterasa hace que la enzima
pueda desempefiar perfectamente su funcion.

En el extremo contrario, se puede mencionar el
ejemplo de la lisozima, enzima cuya constante
catalitica es tan s6lo de 0,5 s '. A simple vista puede
parecer que la lisozima representa un fracaso
biologico. Pero si se examina con detalle la funcion de
esta enzima, se ve que no es ¢sa la realidad. La
lisozima es una enzima presente en la secrecion nasal,
en las lagrimas y en la saliva. Cataliza la escision de
los enlaces B-1,4 entre el acido N-acetilmuramico y la
2-acetamido 2-desoxiglucosa en mucopolisacaridos o
mucopéptidos. Como éstos polimeros son consti-
tuyentes fundamentales de las paredes bacterianas, la
lisozima ejerce una accion litica sobre las bacterias. Su
presencia en los fluidos corporales indicados tiene pre-
cisamente una funcién de proteccion ante la invasion
del cuerpo por microorganismos. Pero no hace falta
que la lisis bacteriana se produzca a gran velocidad; en
todo caso, lo que requiere la proteccion del organismo
es que las bacterias se destruyan antes de que pro-
liferen. Y como el tiempo de generacion de una bac-
teria es, en el caso mas rapido, de varios minutos, una
constante catalitica del orden de la indicada para la
lisozima es mas que suficiente para que la enzima
pueda desempeiar su funcion a la perfeccion.

Ahora es tiempo de contemplar la adaptacion de los
valores de la constante de Michaelis a las necesidades
funcionales de las enzimas. Para ello, tomaremos
como ejemplo la utilizaciéon de los aminoacidos. Su
funcion primordial e insustituible es la de participar
como mondmeros en la sintesis de proteinas. Cuando
hay exceso de algin aminoacido, el organismo es
capaz de degradarlo, con lo que obtiene energia. Es

una forma adecuada de utilizar los aminodcidos
sobrantes, pero en esta funcidon no son insustituibles;
hay otros muchos componentes celulares capaces de
proporcionar energia en su degradacion y algunos que,
como los triacilgliceroles, sélo juegan ese papel en el
organismo. Por tanto, no tendria sentido que una célula
degradara aminoacidos cuando hagan falta para sinte-
tizar proteinas. ;Como se asegura esa dedicacion de
aminoacidos a la sintesis de proteinas y se encamina
solo el sobrante a la degradacion? La respuesta se
encuentra si se contemplan las propiedades de las
enzimas que inician ambos procesos. La primera
reaccion que sufren los aminoacidos para intervenir en
la biosintesis de proteinas es la union al tRNA. La
reaccion esta catalizada por las aminoacil-tRNA sinte-
tasas. Existen sintetasas especificas para cada
aminoacido, pero todas tienen en comun el poseer una
K., pequeia, que puede llegar a ser tan baja como 2,2

UM (7).

La degradacion de los aminoacidos suele empezar
por una reaccion de transaminacion, catalizada por una
aminotransferasa o transaminasa. Aunque estas enzi-
mas son también especificas para los diferentes
aminoacidos, su K, suele ser bastante alta y en algunos
casos, el valor absoluto encontrado es superior a 30
mM (8). Teniendo en cuenta que una constante de
Michaelis baja implica —con las reservas apuntadas
antes— que el complejo de Michaelis se forma con
facilidad, un amino4cido puede unirse muy bien a su
aminoacil-tRNA sintetasa aunque se encuentre a baja
concentracion. Por el contrario, sélo cuando se en-
cuentre en exceso se unira apreciablemente a las
enzimas que van a conducir a su degradacion.

La conclusion evidente de estos ejemplos es que las
enzimas presentan una exquisita adaptacion de sus
propiedades cinéticas a la funcion fisiologica que
desempefian. Con la actitud que se mencionaba en la
introduccion, el asombro que puede producir la cons-
tatacion de este hecho, debe animar al investigador a
profundizar mas y mas en el mecanismo de actuacion
de las enzimas.

EL CONTROL DE LA ACTIVIDAD
ENZIMATICA

Los afios que transcurrieron entre 1940 y 1955
constituyeron, en opinion de algunos autores, una edad



Luis Franco Vera

Rev.R.Acad.Cienc.Exact.Fis.Nat. (Esp), 2007; 101 409

de oro para la Enzimologia. Se descubrieron en esos
anos centenares de enzimas; muchas de ellas se ais-
laron e incluso se cristalizaron; se caracterizaron sus
propiedades cinéticas y se obtuvieron importantes
datos sobre sus mecanismos de actuacion. A finales de
la década de 1950, sin embargo, la Enzimologia
comenzo a experimentar un cambio notable. Se obtu-
vieron los primeros datos sobre enzimas cuya
actividad dependia de algunos metabolitos diferentes
de los sustratos o productos. Una de ellas era la
aspartato transcarbamoilasa, que, pasando el tiempo,
llegaria a constituir un caso paradigmatico. Otra, en la
que vamos a detenernos un momento, la treonina
desaminasa. Esta enzima cataliza la primera etapa de
la biosintesis de isoleucina y atrajo la atencidén de
Francois Jacob y Jacques Monod, que propusieron su
estudio a Jean Pierre Changeux como tema de su tesis
doctoral. La isoleucina actuaba como inhibidor de la
treonina desaminasa. Se trataba de un caso de retroin-
hibicion, inhibicién de una enzima por el producto
final de la ruta metabodlica, que también ocurria en la
aspartato transcarbamoilasa. Changeux obtuvo pronto
unos interesantes datos. En primer lugar, la treonina
desaminasa, que poseia varias subunidades, no seguia
una cinética michaeliana: al representar su velocidad
frente a la concentracion de sustrato, en vez de la tipica
curva hiperbdlica, se obtenia una sigmoide, lo que
sugeria que la unidn del sustrato, treonina, era coope-
rativa. Por otro lado, el calentamiento ligero de la
enzima la hacia insensible a los efectos del inhibidor,
isoleucina, pero no modificaba su capacidad catalitica.
Este fendémeno, que el propio Changeux comenzé a
llamar desensibilizacidn, parecia indicar que sustrato e
inhibidor se unian a sitios diferentes en la enzima. Fue
entonces cuando Monod acuii6 el término alosterismo,
palabra de raiz griega que significa precisamente eso:
otro lugar.

Monod y Jacob (9) por un lado y Changeux (10)
por otro, presentaron sus resultados en la edicion de
1961 de los Cold Spring Harbor Symposia. Cuando el
volumen que recogia sus intervenciones se publico, la
comunidad cientifica tuvo ocasion de leer por primera
vez la palabra alosterismo, que Monod no habia
llegado a pronunciar en publico. En realidad, la posi-
bilidad de que inhibidores y sustratos interaccionaran
con las enzimas por localizaciones diferentes habia
sido sugerida por otros investigadores. La primera vez
que aparece escrita esa idea es en un articulo de Crane

y Sols (11) sobre la inhibicién de la hexoquinasa de
cerebro por su producto, glucosa-6-fosfato, en el que
se lee textualmente: «Los datos indican que la hexo-
quinasa de cerebro posee, ademas de los sitios de
unién para los sustratos y el adenosintrifosfato, un
tercer sitio de union especifico para la glucosa-6-
fosfato». Y, por otro lado, otros autores habian for-
mulado mas tarde afirmaciones parecidas respecto a
las enzimas que experimentan retroinhibicion. Pero el
mérito del grupo del Instituto Pasteur esta en que lle-
garon al fondo de la cuestion. Monod, Changeux y
Jacob (12) definen el mecanismo alostérico con una
condicidén negativa y con otra positiva. La primera
niega la existencia de interacciones directas de
cualquier género entre el sustrato o sustratos de una
proteina alostérica y los efectores, los metabolitos que
controlan su actividad. La segunda establece que el
efecto alostérico se debe totalmente a una alteracion
conformacional reversible inducida en la proteina
cuando se une el efector especifico.

Cuando Monod, Changeux y Jacob propusieron
estos conceptos, se conocian alin pocas enzimas cuyo
comportamiento se pudiera definir como alostérico. En
su articulo (12) se detienen expresamente en 6, pero,
ademas, afaden otra proteina, la hemoglobina, cuyo
comportamiento encaja también dentro del concepto
de alosterismo. Es especialmente importante el caso de
esta proteina —enzima honoraria, la llamarian mas
tarde— que tanto contribuyo al desarrollo futuro de los
modelos alostéricos. Estos modelos intentaban
explicar los mecanismos moleculares por los que esos
cambios de conformacion de las proteinas —la tran-
sicion alostérica— podian modular la actividad enzi-
matica.

El primer modelo alostérico fue también fruto de la
intuicion de Monod, que sigui6é contando con la parti-
cipacion de Changeux e inicié una colaboracion con
Jeffries Wyman. Este tltimo era entonces uno de los
mejores conocedores de la hemoglobina, la enzima
alostérica honoraria. Ya se ha comentado antes que en
la treonina desaminasa el sustrato se une de modo
cooperativo y otro tanto ocurre en la mayoria de las
proteinas alostéricas. Este comportamiento incluye a la
hemoglobina, precisamente la primera proteina para la
que se demostro la union cooperativa de un ligando, en
este caso el oxigeno. El resultado del esfuerzo coor-
dinado de los tres investigadores, fue una publicacién
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en la que se proponia ‘“un modelo plausible” para
explicar la naturaleza de las transiciones alostéricas
(13). El modelo postula que, en las proteinas
alostéricas, existen dos estados conformacionales, T y
R, que pueden interconvertirse libremente y que pre-
sentan distinta afinidad por el ligando, pero no admite
la existencia de estados intermedios con propiedades
estructurales hibridas entre T y R. Los sitios de uniéon
de ligando a las formas R son equivalentes e indepen-
dientes entre si, y otro tanto ocurre con los sitios de las
formas T. Es obvio que, si no fuera por la coexistencia
de Ty R, la unidén de ligando transcurriria sin coopera-
tividad. Pero cuando se tienen en cuenta los pre-
supuestos anteriores, es evidente que, al afiadir
ligando, éste se unira preferentemente a las formas de
afinidad mayor, las formas R. Una simple conside-
racion de las leyes del equilibrio quimico indica que la
presencia de ligando conlleva un desplazamiento del
equilibrio T-R hacia estas ultimas formas, lo que da
lugar a un incremento global de la afinidad. Natural-
mente, si se postula que los inhibidores alostéricos
tienen preferencia para unirse a las formas T y que los
activadores lo hacen predominantemente a las formas
R, las mismas consideraciones sobre el equilibrio
quimico explican el mecanismo de actuacion de los
efectores. Hay que sefalar, no obstante, que esta
misma sencillez ha pasado inadvertida a mas de un
autor, que se ha limitado a constatar que las ecuaciones
derivadas de ese planteamiento conceptual se ajustan
cuantitativamente bien al comportamiento experi-
mental de la hemoglobina. A titulo de ejemplo, se
incluye la ecuacion para la union del sustrato:

n-1

a(1+(x )’H + Lea (1+ca)

}7:
(I+a) +L(l+ca)

[3]

en la que ¥ es la fraccion de saturaciéon®, L la con-
stante alostérica, es decir la constante del equilibrio T-
R en ausencia de ligandos, ¢ es la relacion entre las
constantes de disociacion del sustrato de las formas T
y R, y a es el cociente entre la concentracion de sus-
trato y su constante de disociacion de las formas R.

Poco después de la aparicion del articulo de
Monod, Wyman y Changeux, se publicoé otro con el

germen de lo que seria el segundo gran modelo
alostérico, concretamente el de Koshland, Némethy y
Filmer (14). Para explicar la cooperatividad, Koshland
y sus colaboradores proponian que la union de ligando
a una proteina alteraba exclusivamente la confor-
macion de la subunidad ocupada. Esto puede afectar a
la estabilidad de la estructura cuaternaria, si cambia el
modo de interaccion de esa subunidad con las con-
tiguas. Y como la estabilidad puede aumentar o dis-
minuir, puede resultar cooperatividad positiva o
negativa. Algo maés tarde, Koshland extendio el
modelo para explicar el alosterismo.

Los afios siguientes fueron fecundos, ya que la pu-
blicacion del modelo de Koshland inici6 lo que
Changeux llamé una “controversia creativa” entre las
dos concepciones de cooperatividad y alosterismo. Al
ser simples y generalizadores, como ha de ocurrir con
todos los modelos, es ocioso decir que practicamente
ninguna proteina alostérica se puede definir al 100%
por uno u otro de los modelos. Como consecuencia,
han surgido modelos alternativos, modelos inte-
gradores..., pero en definitiva, cuando han transcurrido
mas de 40 afios desde la propuesta del alosterismo
como un modo de regulacion, todos los modelos se
reducen de una forma u otra a uno u otro de los origi-
nales. El de Monod, Wyman y Changeux tiene el
encanto especial de las ideas geniales, que en su
aparente sencillez encierran un profundo significado.
Por supuesto, es necesario introducir precisiones
matematicas en las ecuaciones simples del tratamiento
inicial, pero el rasgo fundamental del modelo, es decir,
el que la transicion entre dos estados conformacionales
sea concertada, parece resistir los embates del tiempo.
Al menos, eso ocurre en el caso de la hemoglobina. En
un reciente estudio exhaustivo, se han analizado datos
cinéticos muy precisos sobre la disociacion de com-
plejos hemoglobina-monoxido de carbono para con-
cluir que el modelo de dos estados sirve para explicar
satisfactoriamente la cooperatividad en la unién de li-
gandos a la hemoglobina (15). Es necesario, eso si, un
sistema de 85 ecuaciones diferenciales acopladas para
describir adecuadamente los resultados desde un punto
de vista cuantitativo, pero el rasgo fundamental del
modelo ha persistido.

8 La fraccién de saturacion es la fraccién molar de sitios ocupados por ligando.
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Figura 10. Cinética de una enzima alostérica tipo K. La figura
muestra la cinética de la reacciéon en ausencia de efectores
(curva negra), en presencia de varias concentraciones de un
efector alostérico positivo (curvas rojas) o negativo (curvas
verdes).

Hasta ahora, al hablar del alosterismo, realmente
nos hemos limitado a uno de sus tipos, el alosterismo
K, en el que la enzima alostérica presenta coopera-
tividad en la uniodn de sustrato y los efectores alteran la
afinidad de la enzima por el sustrato, pero no modi-
fican la velocidad maxima (figura 10). Existe otro tipo
de alosterismo, menos frecuente, en el que el sustrato
se une a la enzima sin cooperatividad y los efectores
modifican la constante catalitica —y, por tanto, la
velocidad maxima—, pero no alteran la afinidad del
sustrato. Se trata del denominado alosterismo V.

El alosterismo, a pesar de su importancia, no es el
unico proceso del que se valen las células para
modular su actividad enzimatica. Hay también
enzimas cuyos cambios de actividad se regulan por
modificacion covalente. En este mecanismo, la enzima
puede encontrarse en dos estados: uno activo y otro
inactivo. Pero los dos difieren fundamentalmente en
que uno de ellos posee un grupo unido covalente-
mente, mientras que el otro estado carece de ese grupo.
Son numerosos los grupos que modifican las enzimas,
pero la modificacion mas corriente —y la Unica que se
va a considerar en este articulo— es la fosforilacion,
por la que se anade a la enzima un grupo fosfato, que
esterifica un hidroxilo de la cadena lateral de serina,
treonina o tirosina. Como se aprecia en la figura 11, la
transformacion de la forma no fosforilada en la fosfo-

rilada implica una reaccién quimica. En efecto, el
grupo hidroxilo (-OH) de la forma no modificada (E-
OH) tiene que convertirse en un éster fosforico (E-O-
P), cuya estructura se aprecia en el recuadro de la
figura. Pero ello implica la formacién de nuevos
enlaces, es decir, una reaccion quimica. Concreta-
mente, el grupo fosfato procede de otra molécula, que
actia como donadora, el ATP, que se transforma en
ADP. Y la conversion de la enzima fosforilada en la
forma desfosforilada también implica una reaccion
quimica, es decir, la hidrélisis del éster fosforico para
liberar el anidn fosfato. Naturalmente, para que se pro-
duzcan estas reacciones de transformacion de E-OH en
E-O-Py viceversa hacen falta otras enzimas auxiliares,
de modo que se da la circunstancia de que cada enzima
que se regula por modificacién covalente necesita al
menos de dos enzimas auxiliares, para que se puedan
interconvertir las formas modificadas y las no modifi-
cadas. En el caso concreto de la modificacion por fos-
forilacion que se esquematiza en la figura 11, las
enzimas auxiliares que introducen el grupo fosfato a
expensas del ATP se denominan proteina quinasas,
mientras que las que catalizan la hidrdlisis del éster
fosforico de la proteina reciben el nombre de proteina
fosfatasas.

Por otro lado, la regulacién por modificacién cova-
lente puede afectar tanto a la afinidad con la que se une
el sustrato a la enzima regulada, como a su capacidad

ATP ADP
E-OH E-O-P
P )
' E-0-P = E-0-P=0
5

Figura 11. Reacciones de fosforilacion y desfosforilacion de
una enzima. La enzima desfosforilada se representa como E-
OH, para hacer énfasis en el grupo o grupos hidroxilo que se
modifican por transferencia de fosfato desde el ATP. La enzima
fosforilada se representa como E-O-P y la estructura del éster
fosférico se da en el recuadro.
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Mecanismo de regulacion enzimatica
Propiedad
Alosterismo Modificacién covalente

Complejidad Poca Variable. Puede llegar a ser mucha
Velocidad de respuesta Réapida Lenta

Amplificacion Poca Mucha

Sensibilidad Media Alta. Puede llegar a ser muy grande

Tabla Il. Comparacién de algunas propiedades del alosterismo y de la modificacion covalente.

catalitica. Por tanto, la velocidad de la reaccion puede
resultar alterada tanto por variaciones en [ES] como en
k., (ver ecuacion [2]).

No se puede generalizar cudl de las dos formas,
modificada o sin modificar, es la activa, ya que en la
naturaleza existen ejemplos de ambas situaciones.
Centrandonos en un caso en el que la forma fosforilada
sea la activa en la catalisis de una reaccién que con-
vierta un sustrato X en un producto Y, para que se
pueda catalizar la reaccion X =Y se requiere que la
actuacion de la quinasa supere a la de la fosfatasa. Es
decir, el estado de actividad o no de la enzima depende
de la actividad de las enzimas auxiliares. Este proceso
de regulacion por modificacion covalente da lugar,
pues, a lo que se llama regulacion en cascada, puesto
que la actividad de una enzima depende a su vez del
estado de actividad de otras. Con frecuencia, se da
ademas una complicacion adicional: las enzimas auxi-
liares pueden regularse también por modificacion
covalente, por lo que cada una de ellas requiere, a su
vez, otras enzimas auxiliares. Se habla asi de cascadas
de regulacion de dos o mas ciclos. Por supuesto, no
puede multiplicarse hasta el infinito el numero de
ciclos de una cascada de regulacion. De hecho,
siempre existe una primera enzima auxiliar que se
regula por alosterismo, de modo que el efector de esa
enzima es el que dispara toda la cascada de regulacion.

Llegados a este punto, cabe preguntarse: si la regu-
lacion por modificacion covalente es tan complicada
comparada con la regulacion alostérica, ;qué razones
hay para que exista? O, dicho de otro modo, ¢por qué,
a lo largo de la evolucion, la seleccion natural no ha
eliminado un proceso tan complicado? Para encontrar
una respuesta convincente, hay que profundizar en las

peculiaridades de la regulacion por modificacion cova-
lente y compararlas con las de la regulacion alostérica,
como se hace en la tabla II. En ella se hace mencion a
la complejidad de ambos mecanismos, a la velocidad
de respuesta, a la amplificacion y a la sensibilidad.

La complejidad se refiere, por ejemplo, al nimero
de enzimas requeridas, una s6lo en el caso del
alosterismo, y, por lo menos tres en la regulacion por
modificacion covalente. La velocidad de respuesta
indica el tiempo que tiene que transcurrir desde que el
efector que dispara el proceso aparece o cambia de
concentracion hasta que se advierta el cambio final en
la reaccion catalizada por la enzima objeto de regu-
lacion. La regulacion alostérica es virtualmente instan-
tanea, ya que las interacciones enzima-efector, como
todas las interacciones proteina-ligando, son muy
rapidas. Por el contrario, en la regulaciéon por modifi-
cacion covalente desde que se activa la primera enzima
auxiliar hasta que lo haga la enzima final puede pasar
un tiempo de varios minutos, ya que es preciso que se
vayan completando las reacciones de modificacion
catalizadas por las enzimas auxiliares.

La amplificacion hace referencia a la concentracion
minima de efector que puede actuar. Hay que tener en
cuenta que, de ordinario, las enzimas se encuentran a
concentracion bastante mas baja que la de sus sus-
tratos. Pues bien, las enzimas auxiliares tienen como
sustrato a otra enzima, por lo que su concentracion
puede ser bajisima. Y si la cascada tiene varios ciclos,
la primera enzima auxiliar puede tener una concen-
tracion, por ejemplo, del orden de 10 '#-10 > M. En
estas condiciones, no es raro encontrar efectores
capaces de actuar a concentracion de 10 10 2 M.
Se dice que hay entonces una gran amplificacion,
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porque una concentracion minima de efector puede
tener una consecuencia importante. Esto seria impen-
sable en una regulacion alostérica.

El concepto de sensibilidad, aunque parezca a
simple vista semejante al de amplificacion, es distinto.
Se refiere al cambio en la concentracion de efector que
se requiere para lograr un determinado cambio en la
actividad de la enzima final. Casi siempre, se mide la
variacion de concentracion de efector necesaria para
aumentar la actividad de la enzima final del 10 al 90%
(si se trata de una activacion) o del 90 al 10% (si se
trata de una inhibicidn). En la regulacion alostérica, en
el mejor de los casos, para lograr ese cambio hay que
multiplicar por 5 o 6 la concentracion de efector,
mientras que en la regulacion por modificaciéon cova-
lente puede bastar multiplicar la concentraciéon de
efector por un factor menor que 1,1.

Hormona + Receptor .- Complejo

ATP
Adenilato A Adenilato
-
cAMP Fosfo-
es(erasa

AMP

PPasa 2B Fosforilasa
quinasa

/\ \_ Fosforilasa
quinasa-P
— PPasa 1
\_/ /\ Glucsgene,

Glugdgeno Glugégeno
fosforilasa b, fosforilasa a

\/ Glucégeno, , + G1P

@ ﬁ—|

PPasa 2B

Figura 12. Cascadas de regulacion de la actividad de la
glucdgeno fosforilasa. Se recogen las etapas esenciales de la
regulacion de la actividad de la glucdgeno fosforilasa muscu-
lar en respuesta a la descarga de adrenalina. Para mayor sen-
cillez, se han omitido algunos pasos, como la participacién de
las proteinas G. Las enzimas se representan en rojo, mientras
gue aparecen en negro las proteinas reguladoras no enzimati-
cas. Se emplea la convencién de representar como rectangulos
las formas activas de las enzimas o proteinas reguladoras y
como elipses las inactivas. En el caso de enzimas, la forma acti-
va se representa junto a la flecha que indica la reacciéon catali-
zada.

Asi pues, en los organismos vivos coexisten ambos
tipos de regulacion. El alosterismo se prefiere cuando
se necesita una respuesta rapida y no se requiera gran
amplificacidn ni sensibilidad. Pero en los casos con-
trarios, se prefiere la regulacion por modificacidon
covalente, aunque eso implique una mayor comple-
jidad del sistema. En muchas enzimas, ademads, se
pueden dar simultineamente ambos tipos de regu-
lacion, apareciendo lo que Sols denomind multimodu-
lacion enzimatica (16). Un ejemplo bien documentado
en el que interviene la multimodulacién es el del
metabolismo del glucégeno. La figura 12 muestra el
complejo proceso de la regulacion de la glucdgeno fos-
forilasa, la enzima que cataliza la degradacion del
glucogeno. Sin necesidad de entrar en detalles —que
se han expuesto en otro lugar (17)—, se puede decir
simplemente que la actividad de esta enzima, sujeta a
modificacion por fosforilacion, depende en ultimo
término de la actuacion de una hormona, que actia
como efector inicial. Se trata, pues, de un proceso en el
que una sefial hormonal se convierte, en ultimo
término, en una sefal catalitica. Con toda propiedad,
se puede, por tanto hablar de una transduccion
mediante la cual un tipo de sefial se convierte en otro
distinto. En esa cascada de transduccion interviene el
receptor hormonal y proteinas G, la proteina quinasa A,
la glucogeno fosforilasa quinasa, las correspondientes
proteina fosfatasas y, ademads, inhibidores de las fosfa-
tasas que, a su vez, pueden modificar su actividad por
fosforilacion. Es evidente que el entramado de la regu-
lacién posee una elevada complejidad que permite
afinar hasta lo indecible el control de la actividad enzi-
matica.

;COMO PODEMOS APROVECHAR LAS
PROPIEDADES DE LAS ENZIMAS?

Ahora estamos en condiciones de plantear el ;para
que sirven? del titulo. Una vez que hemos pasado
revista a las propiedades mas sobresalientes de las
enzimas —aunque por razones de brevedad haya sido
necesario pasar como de puntillas por la mayoria de
ellas—, estamos en condiciones de comprender las
posibilidades de su aprovechamiento practico.

En primer lugar, nuestra atencidon se concentra
sobre la especificidad de sustrato. Ningun reactivo
quimico posee una especificidad comparable a la de
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las enzimas que, como se ha visto, se basa en una
exquisita organizacion del centro activo. Esta especifi-
cidad es un atractivo desde el punto de vista analitico,
ya que permite determinar cualitativa y cuantitativa-
mente un analito en mezclas complejas, sin necesidad
de separacion previa. Hay que tener en cuenta que para
seguir facilmente el curso de la reaccion, es conve-
niente que en la misma se produzca un cambio en las
propiedades fisicas —ordinariamente absorbancia o
fluorescencia—de los sustratos o productos que
permita la determinacién cuantitativa del progreso de
la reaccion. Cuando esto no ocurre, de ordinario se
recurre a una reaccion enzimatica acoplada. En este
contexto, una reaccion acoplada es la que utiliza como
sustrato uno de los productos de la primera y que, a su
vez, conduce a un producto de facil detecciéon. Son
muy numerosas las posibilidades de empleo de reac-
ciones acopladas, por lo que actualmente es posible la
utilizacion de ensayos enzimaticos para la determi-
naciéon de una amplisima variedad de analitos de
interés quimico, clinico o industrial.

Cuando se trata de llevar a cabo determinaciones
cuantitativas —la situacion mas frecuente—, se
pueden utilizar dos tipos de métodos: el del punto final
y los cinéticos. El primero, posible si la reaccion prin-
cipal y, en su caso, las acopladas, pueden transcurrir de
modo practicamente irreversible, consiste en dejar pro-
gresar las reacciones hasta su finalizacion. La determi-
nacion cuantitativa del producto valorable permite —a
través del conocimiento de la estequiometria de todas
las reacciones— evaluar la concentracion del analito
problema. El fundamento del los métodos cinéticos
requiere una explicacion previa. En la ecuacion de
Michaelis-Menten [1], si se multiplica numerador y
denominador por [S]/K,,, se llega a:

~

= 4]
41

—

g

Cuando la concentracidon de sustrato es muy pequefia
comparada con la constante de Michaelis, el término
[SV/K,, es despreciable frente a la unidad en el denom-
inador y la ecuacion [4] queda entonces como:

V
VOZ%[S:L [5]

que corresponde a una ecuacion de primer orden. La
velocidad en esas condiciones es directamente propor-

cional a la concentracion de sustrato, lo que permite,
tras la calibracién correspondiente con concentra-
ciones conocidas de sustrato, la determinacion cuanti-
tativa de ese sustrato en muestras problema. Hay que
insistir en que este método implica la validez de la
ecuacion [5], que so6lo ocurre cuando [S]/K,,<<1. Es
pues, necesario, conocer previamente no solo K,
—cosa que no entrafia ninguna dificultad— sino
también tener una idea aproximada del intervalo de
concentracioén en que se va a encontrar el analito en el
problema. Pero atn en el caso en que esa concen-
tracion sea demasiado grande para suponer que
[SVK,,<<1, el método puede seguirse empleando si se
trabaja en presencia de un inhibidor competitivo de la
reaccidn, ya que estos inhibidores tienen como efecto
la elevacion de la constante de Michaelis.

La utilizacién practica de las enzimas supera con
creces su empleo analitico. Su especificidad y su
enorme eficacia catalitica han atraido la atencion desde
hace mucho tiempo con el fin de emplearlas como
catalizadores en reacciones de interés industrial. De
hecho, se emplean profusamente en la industria farma-
céutica, en la alimentaria, etc. Pero el factor econo-
mico puede ser, evidentemente, decisivo a la hora de
programar un proceso industrial y, desde esa pers-
pectiva, las enzimas presentan varios inconvenientes.
En primer lugar, su costo elevado frente al de los cata-
lizadores convencionales. Por otra parte, las enzimas
son inestables a altas temperaturas, a valores extremos
de pH, etc., lo que eleva el costo al reducir la vida util
de la enzima. Finalmente, al realizarse la catalisis en
disolucion acuosa, se presenta la dificultad de recu-
perar la enzima después de la reaccion, lo que puede
reducir su uso a una sola operacion.

Por otro lado, dejando aparte los problemas econo-
micos, existen muchas reacciones quimicas de interés
industrial para las que no hay enzimas, ya que parten
de sustratos que no son naturales, y hay también reac-
ciones de interés industrial cuyos sustratos son escasa-
mente soluble en agua, el medio en que se llevan a
cabo las reacciones enzimaticas en los organismos. La
tecnologia de enzimas, una rama emergente de la
Enzimologia, intenta superar todas esas dificultades.

La inmovilizacion de enzimas es un método bien
conocido, que en muchos casos da excelentes resul-
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tados’. Se trata que la enzima quede retenida por una
matriz solida, lo que permite recuperarla al término de
la operacidon. La enzima se puede asi reutilizar. Hay
varios tipos de inmovilizacion: por adsorcidon sobre
soportes adecuados (por ejemplo, perlas de vidrio), por
unién covalente a polimeros naturales o artificiales o
por encapsulacion en una matriz que permita el acceso
a sustratos y productos e impida la salida de la enzima.
En cualquier caso, hay que evitar que la inmovi-
lizacion impida la aproximacion de los sustratos al
centro activo. Cuando se emplea la unién covalente,
suelen usarse reactivos bifuncionales, que se unen por
un extremo a la enzima y por otro al polimero, de lon-
gitud de cadena suficientemente larga, para que la
enzima quede a distancia del polimero. La inmovi-
lizacion tiene la ventaja adicional de que aumenta la
estabilidad de la enzima. El dispositivo esquematizado
en la figura 13 representa un caso particular de inmovi-
lizacion por encapsulacion, que permite una operacion
continua. La enzima se sitia en este caso, en el interior
de fibras, ordinariamente capilares para aumentar su
superficie total, formadas por membranas permeables
a los sustratos y productos pero no a la enzima. Si por
el espacio exterior a esos tubos se hace fluir una diso-
lucion de los sustratos, €stos pueden penetrar al lugar
ocupado por la enzima y, alli, convertirse en los pro-
ductos, que difundiran hacia el exterior de los tubos. Si
la relacion entre la velocidad del flujo y la longitud del
dispositivo se ajusta convenientemente, se puede con-
seguir que los que a la entrada era una disolucion de
sustrato lo sea a la salida de producto. Este es el funda-
mento de los reactores enzimaticos, que se emplean
tanto en procesos industriales como para las finali-
dades analiticas a las que se ha aludido antes.

La inmovilizacion de enzimas constituye una meto-
dologia clasica para su utilizacion practica y, como tal,
viene utilizandose desde hace bastante tiempo. Otra
posibilidad, si bien menos utilizada en general, es el
uso de enzimas en disolventes no acuosos (19). Es
posible preparar las enzimas para que al exponerlas a
esos disolventes mantengan la estructura nativa y, por
tanto, su actividad. El empleo de disolventes orga-
nicos, ademas de la obvia ventaja de que pueden
emplearse enzimas como catalizadores de reacciones
que transcurren en medios no acuosos, presenta otra

Figura 13. Esquema de un reactor enzimatico. Las fibras semi-
permeables que contienen la enzima se representan en rojo.
Véase el texto para los detalles de funcionamiento.

peculiaridad. Hay muchas reacciones, como por
ejemplo las de hidrolisis a las que se aludia al prin-
cipio, que en medio acuoso son irreversibles. Real-
mente, en estas reacciones el agua actia como reactivo
nucledfilo y si la reaccion transcurre en medio acuoso,
la elevada concentracion de agua (55,5 M), junto con
el valor de AG°<0 propio de toda reaccion hidrolitica,
hace que el valor actual de AG sea tan negativo que la
reaccion se dirige indefectiblemente en el sentido de
hidroélisis. Pero en medios anhidros, sélo queda el agua
estructural de la enzima; la concentracién de ese
reactivo es ahora muy pequefia y la reaccion puede
producirse en el sentido de sintesis mas que en el de
hidroélisis, si existe un nucleofilo adecuado. De esta
manera, se han podido utilizar, por ejemplo, lipasas
para sintetizar triacilgliceroles. La reaccion transcurre,
pues, justo en el sentido contrario al habitual. Hay que
recalcar que este comportamiento no constituye una
transgresion a los principios termodinamicos: simple-
mente es una consecuencia de realizar la reaccion en
unas condiciones en las que la concentracion de agua
es varios ordenes de magnitud inferior a la habitual.

Pero, la mayor potencialidad de modificar las
enzimas para emplearlas con eficacia en procesos
industriales y —al mismo tiempo— las grandes espe-
ranzas cara al futuro vienen proporcionadas por la
posibilidad de alterar la secuencia de las enzimas
mediante técnicas proporcionadas por la Biologia
Molecular. La creciente facilidad para provocar
mutagénesis dirigida, de modo que se altere a voluntad
la secuencia de las enzimas, asi como el perfec-
cionamiento de todas las técnicas requeridas para la
produccion de proteinas recombinantes a gran escala,
ha dado lugar al nacimiento de la denominada inge-

9 El articulo de Cao (18) contiene una util revision sobre inmovilizacion de enzimas.
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nieria de enzimas. La mutagénesis dirigida se puede
emplear, por ejemplo, para aumentar la estabilidad
térmica de las enzimas. Para realizar la mutagénesis
sobre una base racional, es util el conocimiento de los
mecanismos de desnaturalizacidn térmica, la termodi-
namica y cinética del plegamientolo. También ayuda el
disponer de datos comparativos con enzimas de orga-
nismos termofilos. Pero también se puede emplear
mutagénesis con el fin de aumentar la estabilidad de
las enzimas frente al pH, o bien para modificar su pH
optimo de acciéon. Normalmente se lleva a cabo cam-
biando aminodcidos por otros similares con pK
diferente.

En los dos casos que se acaban de mencionar se han
obtenido avances interesantes, y las aplicaciones son
ya en muchos casos una realidad (ver, por ejemplo, ref.
20). Pero también caben otras opciones, que permiten
sofiar a los investigadores en posibilidades que hasta
hace poco parecerian ciencia ficcion y que la inge-
nieria de enzimas puede convertir en algo alcanzable.
Por ejemplo, es posible cambiar la especificidad de
una enzima, de modo que pueda aceptar algunos sus-
tratos diferentes del natural. Los resultados obtenidos
en esta linea son tangibles a nivel académico desde
hace tiempo. Por ejemplo, hace ya dos décadas que se
demostré que es posible con una simple mutacion,
concretamente cambiando la glutamina 102 por una
arginina, convertir la lactato deshidrogenasa en malato
deshidrogenasa (21). Pero aun no se han obtenido en
esta linea resultados utilizables con finalidad aplicada.
Lo mismo puede decirse de la posibilidad de mejorar
los parametros cinéticos de una enzima.

Recoger todas las lineas de actuacion en el campo
de la tecnologia de enzimas habria sido una tarea
tediosa y de dudosa utilidad en el presente contexto.
Sirvan los anteriores ejemplos como muestra de la
enorme potencialidad que el conocimiento teodrico
sobre el funcionamiento de las enzimas tiene sobre sus
aplicaciones practicas.

CONCLUSIONES

Las lineas precedentes han constituido, aunque de
forma sucinta, un recorrido por el mundo de las

enzimas. Desde el primer contacto con ellas, ha
surgido posiblemente el asombro ante la perfeccion
catalitica que poseen. Y, posiblemente, sea ese
asombro el que ha permitido a tantos cientificos aden-
trarse en un conocimiento mas y mas profundo de la
arquitectura y funcionamiento de esos catalizadores.
Solo desde la base de este profundo conocimiento esta
siendo posible el inicio de una segunda edad de oro en
la Enzimologia: una edad en la que el hombre puede
sofiar con aplicar las reacciones enzimaticas a tantos
problemas de la vida ordinaria sin que se le tache de
visionario. Pero hay que reconocer honradamente que
el haber iniciado un camino no significa que ya se haya
recorrido. Alin son necesarios muchos esfuerzos vy,
posiblemente tenga que pasar bastante tiempo, para
que todos esos suefios vayan cristalizando en reali-
dades.
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