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genoma en donde estan los genes es-

tructurales correspondientes a una via
multienzimética. De esta manera se
sintetizan o dejan de sintetizarse las
moléculas de Acido ribonucléico men-
sajero que llegan hasta los sitios de sin-
tesis de las proteinas. Si la transerip-
cién del genoma es posible se produce
la induccién enzimdtica, mas si se im-
pide su copia el fenémeno se conoce
con el nombre de represion enzima-
tica; los metabolitos que participan en
el primer proceso se conocen con el
nembre de agentes inductores y los que
participan en la represién se conocen
con el nombre de agentes represores.

Hay también un control eficiente de
la sintesis de proteinas al nivel de la
traducecién de la informacién genética.
En efecto, mediante ¢l uso de agentes
como la actinomicina que impide la
transcripcién de la informacién gené-
tica ha sido posible establecer que, en
forma paradéjica, algunas enzimas se
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producen en mayor cantidad lo cual se
ha explicado por la falta de sintesis de
otros inhibideres de la traduccion que
también son proteinas.

Hay que dejar claramente estableci-
do que si bien los fenémenos de induc-
cién y represidn enzimética, actian en
forma negativa, es decir, impidiendo o
permitiendo la transcripcién de la infor-
macién, se ha demostrado reciente-
mente que hay casos en los cuales el
control de la transcripcién puede ha-
cerse por estimulos positivos que actiian
como activadores.

Asimismo en animales superiores se
ha wvisto que un control eficiente de
la actividad enzimdtica se establece
mediante la estabilizacién de ciertas
proteinas al unirse con cofactores y tam-
bién medificando el catabolismo de las
mismas, es decir, alterandeo la veloci-
dad con la que se destruyen y por lo
tante modificando su vida media.
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EL MECANISMO DE LA ACCION ENZIMATICA?

Dres. Josit Lacuna® v Jests GuzMAN-Garcia®

Au\ FECHA se reconoce que la accién
de una enzima depende en rigor,
del arreglo o disposicién en el espacio,

1 Presentado en el simposio sobre “Biolo-
gia y patologia de las enzimas”, durante la
sesién ordinaria del 12 de junio de 1968.

& Académico numerario, Facultad de Me-
dicina, Universidad Nacional Auténoma de
México.

de los aminoacidos que la componen ; no
todos los aminodcidos, por supuesto, in-
tervienen en la determinacién de la es-
pecificidad ni en el acomodo del sustra-
to o de las sustancias atacables por la
enzima, sino sélo aquellos que se dispo-
nen en lo que se denomina centro ac-
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TFic. 1. Secuencia de amindcidos de pan-
creas de bovino, Como la disposicién tridi-
mensional se desconoce, el esquema sélo res-
peta cierta vecindad de los puentes disul-
furo. Las histidinas 12 y 119 son indispen-
sables para la accién y pueden formar par-
te del centro activo.

tivo. La secuencia de los aminoacidos
en el polipéptido que forma la enzima
constituye sélo el primer dato, de tipo
muy general para reconocer y estudiar
el centro activo. Por ejemplo, en la figu-
ra 1 se ha dispuesto el orden en que se
acomodan, uno tras el otro, los 124 ami-
nodcidos que forman a la enzima ribo-
nucleasa, una enzima de peso molecular
bajo lo que ha facilitade su analisis
completo. Sin embargo, dicho esquema
no ilustra tampoce sobre la configura-
cién ni la estructura del centro activo;
una idea més aproximada de esta situa-
cién, pero atn representada en un pla-
no es el esquema de la ig. 2, en que
se sefiala una posibilidad de acomodo
para acercar las zonas que de manera
directa o indirecta forman el centro ac-
tivo. Para que éste funcione se requiere
la integridad de los aminoacidos colo-
cados en los sitios 29 v 46 (dos histidi-
nas) asi como de Ja serina que estd en
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la posicién 183. Desde un punto de
vista tedrico se cree que los puentes de
azufre que se advierten en la figura en-
tre las cisteinas 31 y 47 y entre las 179
y 189 pueden tener gran importancia
para estabilizar ¢l centro funcional,
Aungue esta 1magen constituye un ade-
lanto sobre la méas simplista de la Fig. 1
evidentemente no satisface una serie de
incégnitas que deben plantearse, por
fuerza, en la situacidn tridimensional
que es como debemos imaginarnos el
centro activo y la adaptacién del sus-
trato enzimatico a dicho centro en el
cual, a menudo, puede encontrarse un
grupo prostético o coenzima que con-
tribuiré a la realizacién de la actividad
enzimatica. Hasta la fecha, sélo se co-
noce el caso de una enzima, la lisozima
(presente en las lagrimas donde funcio-
na como un antiséptico suave y que tie-
ne capacidad para atacar a los polisa-
céridos que forman la pared de diversas
bacterias) para la que se ha determinado
la estructura tridimensional por medio
de las técnicas de cristalografia con ra-

s

Fic. 2. Esquema de un posible arreglo
del tripsinégeno. El sitio activo requiere la
integridad de las histidinas 29 y 46 asi
como de la serina 183 y de los puentes di-
sulfuro 31-47 y 179-189,
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yos X. Lin la figura 3 se muestra el mo-
delo hecho con los datos cristalografi-
cos: los 129 aminodcidos forman una
larga, pero plegadisima cadena polipep-
tidica con cuatro puentes de disulfuro,
—55—. El grupo del cristalégrafo que
realizd este brillante trabajo,! schre el
sustrato de la lisozima, un azdcar com-
plejo de molécula muy alargada, consi-
dera que éste se adapta perfectamente
a la hendidura o bolsa que se aprecia,
va llena, en la Fig. 4. Fl sustrato queda
unide a la enzima por una complicada
red de puentes de hidrégeno. La enzi-
ma es activa cuando parte el sustrato
en la zona de la linea punteada de la
figura, entre los anillos D y E. Parece
ser muy importante que el sustrato su-
fra una sobretensién, a nivel del anillo
marcade D lo que hace gue cuatro de
sus dtomos se acomoden en un plano ¥
se hagan nas accesibles a la accién de
la enzima.

Como ya es un concepto bien acep-
tado que las enzimas de alguna manera
se combinan al sustrato para formar
compuestos intermediarios, tal como lo

TFra. 3.

Modelo, en un plano, de la mo-
lécula de lisozima, formada por 129 amino-
dcidos con cuatro unionss disulfuro. El sus-
trato de Ia enzima puede acomodarse en la
hendedura formada a lo largo del eje ver-
tical.
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Frc. 4. Modelo que representa, con tra-
zos mas fuertes, el sustrato fragmentado en-
tre los anillos D y . Los anillos superiores,
A, B y C son sostenidos por la enzima por
medic de seis puentes de hidrégeno. Puede
verse la distorsién del anillo D, en la parte
inferior, lo que acomnda sus dtomos en un
plano y hace mas ficil el ataque.

seflalara Arrhenius a finales del siglo
pasade, o de una manera més formal,
expresar dicha situacion en los términos
de la teoria de Michaelis y Menten for-
mulada desde 1913, ante el caso de la
lisozima se presenta la posibilidad de
entender este hecho en una forma muy
objetiva. La teoria en general establece
que una molécula de enzima proporcio-
na un sitio en su superficie en el que
la molécula del sustrato puede unirse
en una forma definida y precisa. Los
grupos reaccionantes del centro activo
de la enzima se encargan, después, de
desencadenar la reaccién quimica que
ataque al sustrato en la forma reque-
rida.? En el caso de la lisozima fue po-
sible afiadir a la enzima una solucién
de azicares del tipo estructural pareci-
do al sustrato, por ejemplo, N-acetilglu-
cosamina, y hacer estudios cristalogra-
ficos de la enzima a la que se habia
unido el sustrato o moléculas muy pa-
recidas que demostraron inequivoca-
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mente (Fig. 4) la hendedura donde se
une ¢l compuesto. Sin embargo, uno de
Jos aspectos més interesantes de la ob-
servacion residié en el hecho de que la
enzima, al recibir el sustrato, cambia su
estructura especial, o dicho de otra ma-
nera, su conformacion, lo que hace que
unas partes de la enzima se muevan con
respecto a otras. Es en rigor, la parte a
la izquierda de la hendedura la que se
modifica mas, dando la impresién de
que tiende a cerrar la hendedura y afir-
mar més la unién con el sustrato.

Este cambio conformacional es quizés
una demostracién clara de las modifi-
caciones en la forma de las enzimas
que llevaron a Daniel E. Koshland Jr.
de la Universidad de California a emi-
tir su teoria del “acomodo inducido”?
para reemplazar a la previamente mas
aceptada de la “llave y la cerradura”.
Haremos una ampliacién de este con-
cepto que representa un adelanto de
gran interés en nuestros conocimientos
sobre la actividad enzimatica. En efec-
to, la propiedad catalitica de las enzi-
mas parece depender de 1a facilidad con
la que ayudan a que se pongan en comn-
tacto las sustancias reaccionantes. De
acuerdo con la teorfa de la “llave y de
la cerradura” la adaptacién serfa rigida
y precisa y coineidiria o no la estructura
de un centro active con el de su sustra-
to. En la nueva concepcién de Kosh-
land, quien ha aportado datos experi-
mentales del fenémeno y ha hecho ade-
més un tratamiento matematico tedrico
que apoya en su gran totalidad a di-
cha teorfa, las enzimas pueden sufrir
cambios en su estructura desde que en-
tran en contacto con los reaccionantes,
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sustratos v cofactores; la enzima los pue-
de recibir en un orden determinado y
cada uno de ellos, al unirse a la enzima,
madifica su estructura. La nueva ana-
logia es la del “guante y la mano”: sélo
al introducir la mano en el guante y
darle forma se hace la adaptacién, Esto
permite entender mejor el proceso de
entrada ordenada de los sustratos y de
los cofactores, asi por qué un sustrato
entra a una enzima y es atacado y uno
que no lo es, ain muy parecido a €l
puede quedar excluido del centro acti-
vo. En la figura 5 se muestra en forma
esquemdtica esta situacion.

Fig. 5. Modelo de Koshland para expli-
car el “acomodo inducido™ entre la enzima,
el sustrato y los cofactores. La entrada de
los cofactores (F; y Fo) meodifica la estruc-
tura y estabiliza el centro activo sefialado
por las dos cargas opuestas, (+) y (—).
El sustrato puede ahora entrar y ser [rag-
mentado, dejando la enzima en condiciones
basales.
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Fic. 6. Esquema del efecto alostérico.
En A, la mayor concentracién del sustrato
impide la accién del efector alostérico. En
B, predomina éste que ocupa el sitio alos-
térico, se pierde la simetria y ya no puede
entrar el sustrato natural.

Aungue las alteraciones conformacio-
nales provocadas por el sustrato o los
cofactores en el centro activo parecie-
ran ser el mejor modo de regular la ac-
tividad enzimatica, en los tltimos afios
se ha observade que existen otras posi-
bilidades, también basadas en modifica-
ciones estructurales, de tipo conforma-
cional que operan a distancia del centro
activo, pero que lo modifican en forma
importante. Se trata del fenémeno lla-
mado alosterismo* basado en el hecho
de que en las proteinas enzimas puedan
existir dos (o mas) sitios diferentes des-
de el punto de vista estereoespecifico.
Uno de ellos es el centro activo, donde
estd la actividad funcional propiamen-
te dicha de la enzima. El otro sitio, lla-
mado sitio alostérico tiene capacidad
para recibir a una sustancia de estruc-
tura quimica diversa llamada efector
alostérico. Al efectuarse esta unién, se
produce un cambio conformacional dis-
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creto en la enzima que cambia sus pro-
piedades y actividad, muy a menudo en
sentido de bajar su capacidad de tra-
bajo, la llamada inhibicién alostérica.

Las proteinas que muestran efectos
alostéricos corresponden a menudo a
polimeres, es decir a moléculas com-
puestas de subunidades idénticas con
cjes de simetria definidos, que se alte-
ran con la introduccién del efector alos-
térico, como se muesira en la Fig, 6. En
ella se puede ver cémo la enzima for-
mada por dos subunidades recibe al
sustrato y ejerce su actividad; la baja
concentracién del inhibidor alostérico
no impide su efecto. Por el contrario,
cuando el inhibidor aumenta su con-
centracién, puede entrar en una de las
subunidades, lo que modifica la confor-
macién de toda la molécula e impide
asi que entre el sustrato al centro activo
y sea degradado.

Las uniones y desuniones entre las
subunidades que integran una enzima
completa muy a menudo son la base
de la actividad del sistema. Por ejem-
plo” la deshidrogenasa glutimica, que
tiene un peso molecular vecino a un
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Fie. 7. Activacion de la fosforilasa, La

adicién o la remecién de grupos fosfato, P,
conduce a las formas activas o inactivas. En
la grifica se incluye el efecto de una hor-
mona (adrenalina) que influye sobre el pro-
ceso,
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millén, puede partirse en subunidades
de unes 250,000 cuando es tratada por
diversos agentes, como el ADP, el DPN,
los  estrégenos, la tiroxina y ciertos
aminoacidos. In caso muy bien estu-
diados el de la fosforilasa (Fig. 7) que
pasa de su forma inactiva a la forma
activa al foslorilarse; la forma activa
estd formada por 4 subunidades y la
inactiva por dos. Como se aprecia en
dicho esquema, el paso del fésforo del
ATP a las subunidades sin fésforo tiene
dos efectos, por un lado fosforila cada
subunidad y por otro, permite que se
unan los dos fragmentos de dos sub-
unidades (inactivo) en un fragmento
de 4 subunidades ({activo). Basta quitar
el grupo fosférico de cada subunidad
para que desaparezca la accién enzimé-
tica.®

Desde el punto de vista de la biolo-
gia en general, los mecanismos de ac-
cion enzimatica que dependen de la
estructura de la proteina y de su con-
formacién quizds sean los mds impor-
tantes y los que regulen las actividades
metabélicas en estado natural; sin em-
bargo, desde el punto de vista médico,
por lo que se refiere a las aplicaciones
farmacoldgicas y terapéuticas, uno de
los renglones de las méaximas posibilida-
des es ¢l de las alteraciones de la accién
de las enzimas por medio del empleo de
bloqueaderes o inhibidores de su acti-
vidad.

Un tipo de inhibicién, quizis el pri-
meramente reconocide por la importan-
cla no sélo teérica sino préctica que
tuvo, es el llamado de competencia
en el que el inhibidor no permite la

formacién del complejo enzima-sus-
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trato pues, en estas situaciones, forma
un complejo enzima-inhibidor més fuer-
te que el primero; al ccupar el inhibidor
el centro activo de la enzima, queda de
esa manera bloqueada la actividad de la
enzima schre su sustrato natural. El
inhibidor a menudo tiene parecido es-
tructural con el sustrato natural y de
hecho, en el primer ejemplo conocido,
el del uso de las sulfanilamidas en el
control de la infeccién por gérmenes
patégenas, se reconocid que la estructura
quimica de las sulfonamidas correspon-
de aproximadamente a la del 4cido
p-aminobenzéico, constituyente impor-
tante de un metabolito central en el
funcionamiento bacteriano, o sca el 4ci-
do félico; en efecto, la adicién de sulfo-
namidas impide la formacién del 4cido
félico y de esta manera se bloquea la
sintesis de compuestos indispensables

para la supervivencia de la bacteria.
Este es un ejemplo clasico de inhibicién
competitiva enzimatica que caracteriza
al grupo de sustancias quimicas recono-
cidas en la actualidad como antimeta-
bolitos. Asi, se podria considerar anti-
metabolito toda sustancia con parecido
estructural a un metabolito normal, que
impide su aprovechamiento y utiliza-
cién. Muchos de los antibiéticos de em-
pleo terapéutico pertenecen a este grupo
de sustancias. Otros de ellos se han
disefiado especificamente para bloquear
determinadas actividades metabdlicas
que, en el campo médico, constituyen
las circunstancias que propician la apa-
ricidn de sintomas o enfermedades. Des-
de el punto de vista de la presentacién
de estos conceptos, quisiéramos sefialar
algunos ejemplos escogidos de los cen-



568 Gaceta MEpica pE MEXIco

tenares que ofrece la literatura y que
afio con afp se amplian a nivel prac-
tico, para promover la atencién mds
eficaz, en la medicina, de innumerables
padecimientos y cuadros patolégicos.
Citemos un caso tipico, el del allo-
purinol, potente droga que inhibe de
manera selectiva a la enzima xantina
oxidasa, cuya [uncién metabdlica es la
de la conversién de la xantina y de la
hipoxantina en acido trico, forma habi-
tual de la excrecién de las bases puricas
en los seres humanos. En cases de gota,
cuando el depésito y la formacion de
4cido trico excede los limites de tole-
rancia del individuo, dicho medicamen-
to (antimetabolito) compite con la hi-
poxantina y la xantina para anular el
sitio activo de la enzima xantina oxi-
dasa; la semejanza estructural del allo-
purinol con la xantina es notable (Fig.
8) : la finica diferencia es la de que en
el anillo de cinco miembros, uno de los
N se encuentra vecino al otro, en vez
de estar separade, como en el caso de
la xantina, por un Atomo de carbono.
Lsta diferencia estructural basta para
que la enzima xantina oxidasa quede blo
queada con el allo-purinol y no pueda
actuar sobre la xantina. Se suprime asi
la formacién de dcido trico con lo que
bajan sus cantidades en el suero e in-

OH oH
N.
HO N
H H
ALLOPURINOL XANTINA
Fie. 8. Antagonismo metabdlico entre el

allopurinol y la xantina, producido por la
similitud estructural,
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clusive en la orina de los enfermos goto-
sos. Se logra asi, un efecto adicional,
que es el del control muy eficaz de la
formacién de célculos de acido trico en
las vias de excrecién renales, complica-
cién frecuente en los gotosos y que hasta
la fecha no podia dominarse con nin-
guno de los tratamientos empleados en
la gota.

En un terreno experimental, con po-
sibles aplicaciones practicas, pero cons-
tituyendo en todo caso el camino légica
a la solucién de ciertos problemas meta-
bélicos, quisiéramos hacer mencidn de
dos tipos de antimetabolitos, ideados o
aprovechados, en nuestro medio, con
fines de bloqueo de la formacién del
colesterol, sobre la base de que alguna
medida que afecte la biosintesis de este
esterol pueda beneficiar, de algin mo-
do, el estado de depésito aumentado de
la sustancia en las arterias, en el cuadro
de la aterosclerosis.

Un modelo de esta situacién ha sido
estudiado por nosotros” en animales y se
trata de la diosgenina, sustancia obteni-
da de los tubéreulos de diversas plantas
tropicales abundantes en nuestro medio,
de la familia Dioscoreae, como los cono-
cidos barbasco, cabeza de negro y otras.
La diosgenina es, en rigor, la parte de
aglicona de la dioscina, sustancia for-
mada por dicsgenina y carbohidratos,
como se presenta este compuesto en la
naturaleza. Una vez separada de los
carbohidratos, la diosgenina es objeto de
amplias manipulaciones quimicas que
dan origen, en nuestra industria, a la
elaboraciéon de una diversidad de sus-
tancias hormonales de tipo esteroide.
La diosgenina (Tig. 9) tiene una estruc-
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Fic. 9. La diosgenina como antimetabo-
lito del colesterol. Se ohserva el parecido
de la moléeula excepto en la cadena lateral
que esta ciclizada en la diosgenina.

tura con gran parecido a la del coles-
terol, pues aun en esta representacidn
grifica en un plano, logra apreciarse
la gran similitud que tienen entre si;
el nimero de carbonos es el mismo; el
OH en posicién 3 coincide en ambas
moléculas, asi como la doble ligadura
de los C5 al C6. La tmica diferencia es
la estructura de la cadena lateral que
en el caso de la diosgenina forma el
anillo espivosténico en que a través de
dos puentes de oxigeno, por cierto bas-
tante inertes, da una estructura ciclica
en vez de la ablerta encontrada en la
cadena lateral del colesterol. Al probar
esta sustancia en pollos se encontré que
actuaba como un inhibidor de la absor-
cién del colesterol a mivel del intestino
tanto del colesterol dietético como del
reexcretado por el intestino en la circu-
lacién enterohepatica del colesterol, con
lo que la diosgenina se convirtié en un
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arma biequimica que nos ha permitido
estudiar ¢l metabolismo del colesterol
en condiciones en que no existe ningtn
aporte o sea cuando se abandona la
biosintesis del colesterol a sus propios
recursos sin el freno del aperte externo.
En los pollos, los conejos y las ratas
estudiados hasta ahora, la diosgenina
ha probado ser un agente hipoceleste-
relemiante siempre que se administre en
condiciones de exceso de colesterol
dietético y no modifica el metabolismo
cuando s¢ da a animales en los que la
ingestion de colesterol es normal, lo que
refuerza aun mas su actividad como
blequeadora de la absorcién intestinal.
Queda por averiguar si este efecto se
debe a un bloqueo de las enzimas invo-
lucradas en la absorcién intestinal del
colesterol como podria ser la propia
colesterol esterasa o si se trata de un
efecto menos bien definible en la forma-
cién de los quilomicrones intestinzles o
alglin otlro paso metabdlico.

Un 1ltimo ejemplo de antimetabolito

disefiado para bloquear especificamente
un paso metabdlico es el ideado por

ol o i

Fie. 10. La sustitucién de dos hidrége-
nos por dos dtomos de flior convierte a la
sustancia en el difluoracetoacetato, podero-
so inhibidor de la sintesis de sustancias deri-
vadas del isopreno.
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Carvajal® el difluoroacetato, (Fig. 10)
producto halogenado ebtenido por la
sustituciéon de dos H del acetoacetato
por dos dtomos de flior. Por analogia
con el caso del fluoroacetato que es ma-
nejado por la maquinaria metabélica
como si fuera acetato pero que unos
pasos mas tarde da origen al acido fluo-
rocitrico que ya no puede degradarse
como si fuera el dcido citrico y bloquea
asi el ciclo de Krebs y por lo tanto, las
capacidades oxidativas y degradativas
de las células, se pensd que el fluoro
acetoacetato podria impedir de alguna
manera ciertos pasos metabdlicos en el
complicado proceso que llevan el ace-
toacetato a la formacién de las unidades
isoprénicas, intermediarios caracteristi-
cos del nicleo esteroide (para formar
colesterol, hormonas esteroides, 4cidos
biliares, vitamina D), etc.) o de estrue-
turas isoprenoides (carotenos, vitamina
A, cadenas laterales, de las vitaminas
E v K, etc.) sustancias todas de gran
interés biolégico o médico.

En estudios con microorganismos, la
adicién del difluoroacetoacetato al me-
dio de cultivo impedia la formacién de
los derivados isoprénicos de tipe pig-
mentario caracteristicos de los gérmenes
usados, asi como de ciertos compuestos
del tipe de los esteroles.

Estos lincamientos y derroteros, ana-
lizados con gran brevedad en este tra-
bajo, nos colocan, no obstante, ante el
estado de cosas actual y futuro por lo
que se refiere a los posibles progresos
de la terapéutica hasada en el disefio de
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sustancias que afectan de manera exclu-
siva y especifica la formacién de meta-
bolitos cuya presencia puede ser perju-
dicial para los seres vivientes y el
hombre. Todo este esfuerzo, en princi-
pio, concurre a la idea del dominio de
la actividad metabélica a través del
empleo de sustancias que regulan, en un
sentido o en otro, las caracteristicas mas
especificas de la accién enzimética.
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