Regulacién de Ia actividad
emzimitica

CAPITULO

En ¢l capitulp anterior se estudiaron algunos de los factores que influyen sobre la
velocidad de las reacciones enzimaticas, lo cual permitié hacer un estudio detallado
delas caracteristicas cinéticas de las enzimas. Muchos de estos factores son estudiados
in vitroy contribuyen de una manera importante a la profundizacion de nuestro cono-
cimiento sobre las enzimas; pero en condiciones normales en el organismo humano,
tanto en las células como en el espacio extracelular, donde las enzimas realizan su
actividad de manera constante muchos de esos factores pueden tener un menor signi-
ficado.

Los cambios de velocidad observados al variar la temperatura no se perciben en
nuestro organismo que mantiene una temperatura constante; lo mismo sucede con los
cambios de pH, pues cada 6rgano tiene un pH relativamente constante que se corres-
ponde aproximadamente con la zona de pH 6ptimo de sus enzimas; igual ocurre con
los compartimentos subcelulares.

Los inhibidores estudiados son por lo general materiales de laboratorio que sélo
entran al organismo accidenta} o criminalmente. Con excepcion del intestino y el
higado las células presentan un medio de composicién casi constante, por lo cual no
experimentan grandes variaciones en la concentracion de sustratos, éstas y su influen-
ciasobre las velocidades de reaccién son mas manifiestas en dichos érganos; no obs-
tante, existen mecanismos intracelulares que permiten mejor adaptacion de las veloci-
dades de reaccion a las condiciones celulares.

En este capitulo se estudiar:n los principales mecanismos de que dispone la célu-
la para regular la actividad de sus enzimas y se discutiran las ventajas que cadauno de
ellos presenta, asi como las caracteristicas estructurales de las enzimas que los hacen
posibles.

Formas bésicas de la regulacién enzimitica

Cuando un sistema o proceso es capaz de variar su comportamiento como res-

puesta a cambios que se produzcan en su entorno, de forma que la respuesta directa o

indirectamente tiende a modificar el estimulo para volver a la situacién inicial, se dice
que este sistema o proceso estd regulado.

En estos sistemnas existe un patrén estructural o funcional que tiende a mantenerse

estable frente a los cambios que se operan en el entorno. El sistema de regulaci6n esta

encaminado a mantener ese patrén estructural o funcional, que cuando este iltimo se



Respuesta

Fig. 17.1. Componentes de un sistermna de
regulacidn. La sefial (S) existe ge-
neralmente como la concentracién
de una sustancia especifica cuya
variacién la convierte en estimulo
(E) que es captado por el receptor
(R). El transductor (T) convierte
al estimulo en una sefial interna
del sistema que bien puede
trasmitirse al amplificador (A) que
aumenta la intensidad de la sefial o
pasar de manera directa al efector
(E), que da lugar a la aparicién de
la respuesta. Esta respuesta, tarde
o temprano, modifica el estimulo
inicial cerrando el ¢iclo de regula-
cidn.

mantiene, gracias a mecanismos intrinsecos, se dice que el sistema estd autorregulado,
y es el caso de los sistemas vivientes,

En la regulacion tanto el estimulo comeo la respuesta tienen caracter especifico,
estos cambios de comportamiento generalmente se manifiestan por un aumento o
disminucién de la velocidad de algunas etapas que componen el proceso, aunque
pueden manifestarse de otras formas.

La regulacion existe como posibilidad antes que como realidad, o sea, los compo-
nentes del proceso deben poseer caracteristicas estructurales y funcionales que les
permitan responder a los cambios del entorno cuando éstos se produzcan,

La regulacion enzimatica se refiere a la posibilidad que tienen Ias enzimas de
variar la velocidad de las reacciones que ellas catalizan al producirse determinados
cambios en el medio; esa posibilidad viene dada por caracteristicas estructurales de
las enzimas y que son una vez mis manifestaciones del vinculo que existe entre la
estructuray la funcién de las biomoléculas.

Los cambios de velocidad observados durante el proceso de adaptacion son debi-
dos a cambios cuantitativos o cualitativos de los centros activos, y atendiendo a esto
las formas basicas de la regulacién enzimitica se manifiestan por variacion en la
cantidad ola actividad de las enzimas.

Si se considera que el volumen celular no cambia apreciablemente durante el
proceso, un aumento de la cantidad de enzima significa un aumento de su concentra-
cién y ya sabemos que la velocidad de la reaccidn es directamente proporcional ala
concentracion de la enzima. Modificar la cantidad de enzima es variar la cantidad de
cen(ros activos presentes y ésta es la cavsa de los cambios de velocidad.

Existen 2 mecanismos basicos que producen modificaciones en la cantidad de
enzimas, conocidos como induccién y represion. En el primero, la presencia de una
sustancia en la célula puede activar el proceso de sintesis de la enzima y por tanto
aumentar su cantidad. En el segundg, el estimulo determina la disminncién de la
sintesis enzimatica por lo cual la cantidad de enzima disminuye. Estos mecanismos
serin estudiados detalladamente en el capitulo 34. Sila cantidad de enzima no varia,
s6lo es posible modificar su actividad aumentando o disminuyendo la fraccion de
centros activos iitiles, pues el niimero total no cambia; esto se logra mediante 2 meca-

‘nismos conocidos como meodificacidn alostérica y inodificaciéon covalente, respecti-

vamente, que son ohjeto de estudio en este capitnlo. También seran estudiados otros
mecanismos reguladores como: protedlisis limitada, variacion en el estado de agrega-
cién, interacciones proteina-proteina, translocalizacién, cambios en la especificidad e
isoenzimas,

Antes de estudiar cada tipo especifico de regulacion es bueno sefialar que existen
enzimas que estin sometidas a varios mecanismos de regolacién simultaneamente, lo
cual puede ser un indice de su significacion para el metabolismo celuiar.

Componentes de un sistema de regulacion

Aun cuando existen diferencias notables entre un sisterna de regulacién y otro, un
andlisis detallado de todos elios implica qne a pesar de sus diferencias presentan un
grupo de componentes que son esenciales para su funcionamiento (Fig. 17.1). Asf
sucede con los sistemas de regulacion de la actividad enzimatica.

L.a mayoria de las enzimas se encuentra en el interior de la célula y su actividad
puede modificarse como respuesta a un cambio que se produzca en esa célula, en otra
célula del organismo y aun en el medio.

El primer componente de un sistema de regulacion es la sefial, que es un portador
material de informacién. En la célula, el organismo y en el medio existen numerosas
sefales que pueden ser de naturaleza fisica o quimica, cuando esas sefiales varian de
intensidad de forma que son capaces de generar una respuesta, se dice que se han
convertido en un estimulo; esa transformacion sefial-estimulo es el primer componente
de todo sistema de regulacién.
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Para que el estimulo pueda provocar una respuesta debe existir una estructura
capaz de captarlo y ésta es el receptor. Casi siempre las sefiales extracelulares no
pueden directamente provocar respuestas, por lo que se hace necesario convertir esa
sefial-estimulo en otra reconocible por los componentes celulares, esa funcién la desa-
rrolla el transductor. Por tiltimo, debe existir una estructura que genera la respuesta
directamente y ese es el efector. En los sistemas de regulacidn enzimatica el efector es
una enzima especifica; que como resultado de su accidn aparece la respuesta que es el
resultado final del sistema. En muchas ocasiones entre el transductor y el efector existe
un componente que tiene como funcién potencializar la accién del estimulo, de mane-
ra que la respuesta presente una intensidad mucho mayor que el estimulo el cual le dio
origen, esa estructura es el amplificador.

Los receptores y algunos transductores serdn estudiados en el tomo I, aqui sélo se
harin algunos comentarios sobre los demas componentes del sistema.

La sefial mas empleada en el interior del organismo es la concentracion de alguna
sustancia en un liquido o tejido corporat; la variacién de la concentracién puede ser el
estimulo. Hay sustancias que s6lo desarrollan el mecanismo cuando su concentracion
aumenta, unas cuando disminuye y otras tanto al aumentar como al disminuir su
concentracion.

Las enzimas son los efectores de estos sistemas, existen 2 formas fundamentales de
su actuacion: la primera es variar la velocidad de las reacciones que ellas catalizan,
aumentandola o disminuyéndola de manera que toda la via metabdlica en la cual
participan se adapte a la situacion reflejada por el estimulo; la segunda es variando su
especificidad donde sélo se conocen algunos casos que serdn discutidos.

Como el efector es una (o varias) enzima, la respnesta que se obtiene es siempre de
unaintensidad mayor que la del estimulo que dio origen, debido a la elevada capaci-
dad catalitica de las enzimas, pero se ha incluido en el esquema la existencia del
amplificador porgue en ocasiones existe un componente del sistema cuya funcién
fundamental es la de amplificar la respuesta; mas adelante se puede ver un ejemplo en
el acdpite de modificacién covalente.

La caracteristica sobresaliente de la respuesta es que tiende a modificar el estimn-
Io que le dio origen, tratando de que éste vnelva a su situacién inicial, con lo cual el
sistema de regulacidén quedaria desconectado; si el sistema se conecta cuando la con-
centracion de una sustancia en sangre aumenta, la respuesta tiende a provocar la disminu-
ci6én de ese componente en la sangre, con lo cnal el sistema se desconectaria.

En algunas enfermedades metabdlicas el organismo no es capaz de responder de
forma adecuada a un estimulo y pueden aparecer los llamados circulos viciosos, donde
por ejemplo la elevacién de la concentracién de una sustancia genera una respuesta
que tiende a aumentar esa concentracién, lo cual estimula otra vez el mecanismo y asi
sucesivamente,

Regulacién alostérica

Cada vez es mas numerosa la cantidad de enzimas que al estudiarse el comporta-
miento de la velocidad de las reacciones, por ellas catalizadas en funcién de la
concentracion de sustrato, se obtienen curvas diferentes a la hiperbélica de Michaellis
¥ Menten, que en la mayoria de los casos tienen un aspecto sigmoidal (en forma de S
alargada). Estas curvas se desplazan a lo largo del ¢je de las abcisas cuando se afiaden
ala reaccién algunas sustancias especificas como se mnestra en ia figura 17.2 parala
enzima fosfofructogquinasa. Se observa que parala misma concentracion de sustrato
(8,) pueden obtenerse diferentes velocidades de reaccién al variar la concentracién de
Ias sustancias afiadidas, luego uia caracteristica esencial de estas enzimas es presentar

una actividad variable. Las enzimas que asi se comportan reciben el nombre de
alostéricas.
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Fig. 17.2. Modificacién de la actividad de

una enzima alostérica. La fosfo-
fructoquinasa es una enzima alos-
térica como se deduce del com-
portamiento de su velocidad al
variar la conceniracién de sustrato
{en negro). La presencia de ATP
desplaza la curva hacia la derecha
(en rojo)y por tanto actia como
un inhibidor. La conceniracidn de
ADP desplaza la curva hacia la iz-
quierda (en azul}, actiia como un
activador.

A
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Fig. 17.3. Efectos cooperativos. Al cons-

truir la grafica deblemente reci-
proca, si uo existen efectos coope-
rativos se obtiene la recta que apa-
rece en (a). La aparicién de una
concavidad inferior en el inicio de
la curva {b) indica un efecto co-
operative negative, mientras que
la concavidad superior de (¢} in-
dica que el efecto es positivo.

Un concepto muy ligado al fenémeno alostérico es el de cooperatividad aunque
existen diferencias entre ambos; se dice que hay cooperatividad cuando la unién de un
ligando a una enzima (y por extensién a cualquier macromolécula) influye sobre la
unién posterior de otros ligandos. La cooperatividad puede ser positiva cuando la
unidn del primer ligando aumenta la afinidad por otros ligandos, o negativa cuando la
disminuye. La cooperatividad positiva puede identificarse, en los estudios de veloci-
dad en funcidén de la concentracion de sustrato, por la aparicion de una concavidad
hacia arriba en la grafica deblemente reciproca 1/v vs1/[S] (Fig. 17.3). Por el contrario,
la cooperatividad negativa (o anticooperatividad} puede demostrarse por la aparicién
de una concavidad hacia abajo en la grafica doblemente reciproca.

Estas interacciones de los ligandos dan lugar a 2 tipos de efectos, el homotrépico
y el heterotrdpico. Se llama efecte homotrépico cuande la unién de un ligando influye
sobre la unién subsiguiente del mismo ligando a la enzima, y heterotrapico cuando la
influencia se realiza sobre un ligando diferente.

Cuando la unién de una molécula de sustrato aumenta o disinuye la afinidad de
Ia enzima por otras moléculas del mismo sustrato, el efecto es de tipo homotrépico, y
cuando ja union de un activador aumenta la afinidad por el sustrato, entonces el efecto
es heterotrépico.

Se estudiaran ahora los modelos propuestos para explicar el fenémeno del
alosterismo.

Modelo simétrico o concertado

Se han propuesto varios modelos para explicar las causas del comportamiento de
las enzimas alostéricas; desarrollaremos aqui una exposicién sobre los 2 modelos
principales, el siméirico o concertado y el secuencial, El modelo simétrico o concerta-
do fue elaborado en 1965 por Jacques Monod, Jeffries Wymany Jean-Pierre Changeux
del Instituto Pasteur de Parts, fue el primer modelo propuesto en tértninos moleculares
v el mas sencillo.

Segin este modelo, las enzimas alostéricas existen en 2 estados conformacionales
interconvertibles, que denominaron R (relajado) y T (tenso). Estas enzimas son
oligoméricas, estan formadas por varias subunidades (estructura cuaternaria) y todas
éstas se encuentran en ¢l mismo estado conformacional, -de ahi el nombre de simétrico.
El transito de una subunidad, en un estado conformacional hacia otro, se trasmite a las
otras subunidades haciendo que todas ellas adopten la misma conformacién, por lo
que reciben el nombre de concertado, st existen 4 subunidades en una enzima alostérica
pueden darse solo 2 situaciones: la forma RRRR 6 TTTT, ya que las formas hibridas
RTTT, RRTT y RRRT no son posibles segiin este modelo.

A la enzima puede unirse no sélo el sustrato, sinc algunas sustancias especificas
{ligandos), pero la enzima presentara diferente afinidad para cada uno de eilos de
acuerdo con el estado conformacional en que se encuentre. Conwo cada estado
conformacional presenta diferente afinidad por cada uno de los ligandos, puede
simplificarse mucho el andlisis si se parte del supuesto caso que en uno de esos estados
la afinidad para alguno de los ligandos es cero y, por lo tanto, los ligandos podran
unirse a la enzima en sélo uno de sus estados conformacionales; éste es un caso
extremo para adecuar la explicacién alos estudiantes. Si el sustrato puede unirse al
estado R y no al T, entonces R representa la conformacion activa, pues no puede haber
transformacién sin unidn, 1o que indica que en ¢l estade R existe una conformacién del
centro activo que facilita la unién del sustrato, mientras que en el estado T la unién del
sustrato al centro activo no es posible.

Ademas del centro activo, existen en las subunidades otros sitios de unién especi-
ficos para los ligandos, pero también cada sitio presenta una conformacién adecuada
para cada ligando solo en una de sus 2 conformaciones, nunca en las 2. Estos sitios son
muy especificos, en lo cual se parecen al centro activo pero en ellos no se produce la
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transformacion del ligando; los ligandos se unen a esos sitios por fuerzas no covalentes
y de forma muy reversible; cuando la concentracién de un ligando aumenta en el
medio, se favorece su asociacién, y al disminuir ocurre la disociacion. La existencia de
estos sitios es lo que determing la denominacién de alostérico, palabra que proviene
de las voces griegas allos que significa otro, diferente y estereo que significa espacio,
sitio, lugar; por tanto las enzimas alostéricas son aquéllas que presentan otros sitios
diferentes al centro activo. Como puede colegirse de su descripcion, los sitios alostéricos
al igual que el centro activo son sitios de reconocimiento molecular; un caso bien
sencillo permitira analizar ahora el funcionamiento del modelo: una enzima con 3
ligandos, uno de los cuales es el sustrato (S), los demiis son el ligando A que sélo puede
unirse al estado R y el T que sélo lo hace al estado T.

En ausencia de los 3 ligandos la enzima existe en un equilibrio entre los 2 estados
conformacionales, caracterizados por una constante de equilibrio que recibe el nom-
bre de constante alostérica (1.).

R—»T
L=[T]/ [R}

Al comenzar a anadir el sustrato, éste se une ala forma R formando el complejo
RS, equivalente al complejo ES ya estudiado, en este momento se produce una dismi-
nucion de la concentracién de R y el equilibrio se desplaza, aumentando la concentra-
cién de R y disminuyendo la de T; mientras mds aumenta S, también R y con ello la
velocidad de la reaccién. El paso de T a R significa un aumento de la fraccién de
centros activos iitiles y de ahi el efecto sobre la velocidad; esta situacion explica por
qué la unién del sustrato a la enzima favorece la union sucesiva de los sustratos, o sea,
un efecto cooperativo que es homotrépico positivo.

Si afiadimos al sistema la sustancia A, ésta se une alaforma R formando el comple-
jo RA, que aumenta ¢l desplazamiento del equilibrio hacia la conformacion activa,
Como A y S se unen por sitios diferentes se daran las situaciones siguientes:

R——»T
R +8§ —»RS
R + A—»RA

RA+ § —»RAS
RS+ A —»RAS

Se observa que existen 4 formas para el estado activo y sélo la forma R esti en
equilibrio con T, por lo que los incrementos de velocidad son considerables.

A las sustancias que como A se unen al estado activo y con ello favorecen un
incremento de la velocidad de reaccién se les llaman efectores positivos o activadores
alostéricos.

Sien vez de A, al sistema en equilibrio se le afiade el ligando I éste se une al estado
T, formando €l complejo T1 que provoca un desplazamiento del equilibrio en el senti-
do contrario al observado anteriormente, con lo cual la concentracion del estado T
aumenta y la del R disminuye; mientras mayor sea la concentracion de I afiadido,
mayor sera la fraccion de enzima en estado T, lo cual implica un decremento en la
velocidad de reaccidn, pues es menor el nimero de centros activos con la conforma-
¢ién favorable para la unién con el sustrato.

A las sustancias que como I'se unen al estado inactivo y que provocan una disminu-
cién dela velocidad de la reaccidn, se les conoce como efectores negativos o inhibidores
alostéricos; estos aspectos en forma generalizada aparecen en la figura 17.4.
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Fig. 17.4. El modelo simétrico o concertado. La enzima se presenta en 2 conformaciones (R y T) que
estan en equilibrio segdn la constante L. La adicién del sustrato (S) o del activador (A)
despiazan el equilibrie hacia la forma R, dande lugar a 1a formacién de diferentes comple-
jos. La presencia del inhibidor (I} desplaza el equilibrio hacia la forma T con lo cual
disminuye la velocidad de la reaccién. La velocidad global de la reaccién depende de la
fraccién de enzima que se encuentra en estado R.

Modelo secuencial

No todas las enzimas alostéricas pueden ser explicadas mediante el modelo simé-
trico o concertado, por lo cual se han propuesto otros modelos; uno de ellos es el
modelo secuencial desarrollado por Daniel Koshland, jr. que se basa en los aspectos
siguientes:

1. Existen 2 estados conformacionales (R y T) posibles para cada unade las subunidades
dela enzima.

2. Launi6n del sustrato cambia }a conformacion de la subunidad a #a cual se une, pero
Ia conformacidn dei resto de las subunidades no se altera apreciablemente.

3. La transconformacién ocurrida en la subunidad que haligado al sustrato puede
incrementar o disminuir la afinidad por el sustrato de las demas subunidades de la
misma enzima.

Enla figura 17.5 se muestra la unién del sustrato a una enzima alostérica segiin el
modelo secuencial.

La uni6n es cooperativa si la afinidad de RTTT, RRTT 6 RRRT por el sustrato es
diferente quelade TTTT.
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Este modelo difiere del anterior en varios aspectos, primero, no se postula la
existencia de un equilibrio entre las conformaciones de la enzima, previo a la unién
con el sustrato, sino que la transicion T—R es inducida por la unién del sustrato. El
cambio de conformaciéon T-—R en las diferentes subunidades es secuencial y no
concertado, de forma que los estados conformacionales hibridos inaceptables en el
modelo concertado tienen en el secuencial una funcién predominante.

El modelo concertado supone que la simetria molecular es esencial para la
mteraccion de las subunidades y por tanto requiere que esa simetria se conserve duran-
te la transicion alostérica; por el contrario, el modelo secuencial plantea la posibilidad
de interacciones entre las subunidades aun cuando éstas presenten conformaciones
diferentes.

Por ultimo, este modelo difiere en que las interacciones homotropicas son siempre
positivas en el modelo concertado, pero pueden ser positivas o negativas en el modelo
secuencial, Si Ja segunda molécula del sustrato puede unirse de forma mas o menos
fuerte que la primera, depende de la naturaleza del cambio inducido por la unién de la
primera molécula del sustrato.

Cabe preguntarse entonces cual de los 2 modelos es el correcto. Estudios detalla-
dos con numerosas enzimas han puesto de manifiesto que en algunos casos el modelo
concertado es el aplicable, mientras gue en otros es el secuencial. Sin embargo, existe
un grupo numeroso de enzimas en que no es aplicable ninguno de los 2; esto hace
necesario la aparicion de otros modelos que puedan generalizar los conocimientos
existentes y proporcionar una herramienta cognoscitiva de gran alcance para el estu-
dio de las enzimas alostéricas.

Caracteristicns generales de las enzimas alostéricas

No obstante, independientemente del modelo que se apligue, existen algunas
caracteristicas generales de estas enzimas gue pudiéramos resumir como:

1. Son proteinas oligoméricas de peso molecular elevado y estructura compleja con
raras excepciones.

2. Las enzimas existen en varios estados conformacionales interconvertibles y con un
grado de afinidad diferente para cada uno de sus ligandos.

3.Los ligandos se unen a la enzima en sitios especificos por fuerzas no covalentes y
de forma reversible, afectando el estado conformacional de las enzimas.

4.ILos cambios conformacionales en una subunidad se comunican en mayor 0 menor
grado al resto de las subunidades.

5.La curvade velocidad en funcion de la concentracion de sustrato siempre presenta
una forma diferente a la clasica curva hiperbélica de Michaelis-Menten.

Lo importante de este tipo de modificacién es gue los activadores e inhibidores,
no son materiales de laboratorio como en los casos estudiados anteriormente, sino
sustancias propias de la célula y cuya concentracidn varia como consecuencia de Ia
propia actividad celular. En ocasiones el activador y el inhibidor forman una pareja
cuyas concentraciones varian de manera contraria, cuando aumenta la de uno de ellos,
disminuye la del otro. Estas variaciones de concentracién constituyen estimulos
metabdlicos que adaptan el funcionamiento de las enzimas a las condiciones celulares
€n constante cambio.

La pareja que con mayor frecuencia cumple estas funciones es la formada por el
ATPy el ADP, sus concentraciones relativas controlan un gran nimero de actividades
enziméticas y con ello de rutas metabélicas enteras; para comprender esta situacion es
conveniente recordar el ciclo general dei ATP.

T5R,
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Fig. 17.5. El modelo secuencial. A diferen-

cia del modelo simétrico tas for-
mas R y T no estan en equilibrio y
fa unién del sustrato se produce de
manera secuencial, pues sélo afec-
ta la conformacion de la subunidad
a la cual se ha unido. El modelo
admite la formacién de hibridos
conformacionales. La velocidad
glohal de fa reaccién dependera
de la Fraccién de subunidades que
estén en Ia conformacién mds ac-
tiva.




: - _

1@

D

A
E

y

G

Fig. 17.6. Ubicacién de las enzimas
reguladoras. La conversion de A
en G requiere ¢l concurse de 6
enzimas, una de ellas tiene propie-
dades reguladoras y se encuentra
ubicada al principio de la via, de
forma que al confrolarse la reac-
cién en que participa de hecho se
estd controlando la via completa.
En el esquema la enzima
reguiadora es E2 (en rojo) y por
tanto todo el funcionamiento de la
via dependera de la velocidad de
formacidon del intermediario C,

Formacion de ATP:

ADP+Pi — 3 ATP + H,0
Formacion de ADP:

ATP+H,0 — 5 ADP+Pj

Como se aprecia en las reacciones, al formarse el uno del otro, las concentraciones
de estos compuestos varian de forma contraria, asi al aumentar las concentraciones de
ATPdisminuyen lasde ADPy viceversa.

En el ejemplo de la fosfofructoquinasa tratado al inicio, el ATP es un efector
negativo (inhibidor) y el ADP es positivo (activador), como las concentraciones de
ambos no pueden aumentar simultineamente, en cada momento la enzima sélo estara
expuesta a elevadas concentraciones de uno de ellos y asi sera su respuesta. Esta
enzima no presentara entonces una actividad fija, por el contrario, su actividad variara
tan amplio como sea la variacion de concentracion de ATP y ADP; pero como las
concentraciones de ATPy ADP varian como consecuencia de la actividad celular, y
cada una de ellas representa situaciones celulares diferentes, la actividad de esta enzi-
ma estard adaptada a las situaciones celulares y podri cambiar cuando la situacién
varie.

Otro aspecto importante de estas enzimas es su ubicacidn en las rutas metabdlicas;
para la transformacién total de un sustrato se reqtiieren numerosas reacciones quimi-
cas, cada una produce un cambio gradual en la estructura del sustrato (Fig, 17.6). Para
la conversion de A en G se necesitan 6 reacciones cada una de ellas catalizada por una
enzima diferente, que van originando los intermediarios B, C,D,EyF.

Las enzimas alostéricas casi siempre catalizan una de las primeras reacciones, con
lo cual estas rutas se regulan desde el inicio, permitiendo que éstas funcionen sélo en
condiciones celulares adecuadas. Esta ubicacién hace posible que la célula utilice la
cantidad indispensable de sustancia y energia para su funcionamiento, sin gastos
excesivos. Esta situacidn que se observa como una regularidad en casi todas las rutas
metabdlicas es la que hemos expresado bajo Ja denominacidn de principio de la méxi-
ma €conomia.

Existen otras formas de manifestarse e] alosterismo en diferentes tipos de enzimas,
hay casos en que los sitios reguladores y cataliticos estdn en la misma subunidad y
otros en diferentes, destacandose la subunidad catalitica y la reguladora; los cambios
provocados por el efector pueden influir sobre ¢l estado de asociacién de las enzimas
que tienen la posibilidad de existir como monooligémeros y polioligdmeros, por lo
que en unos casos puede ser activo el monooligémero y en otros el polioligémero. Hay
otros casos de mayor complejidad que salen de los marcos de este texto,

Por dltimo, es bueno sefialar que el alosterismo no es privativo de las proteinas
enzimaticas y aparece también en proteinas que realizan otro tipo de funciones; la
primera proteina alostérica estudiada fue la hemoglobina, que no es una enzima sino
un transportador de oxigeno en la sangre, Otras proteinas no enzimdticas con propie-
dades alostéricas incluyen a los transportadores de membrana como se estudiard en el
tomo Il y las proteinas represoras que estdn relacionadas conla regulacion de la expre-
sién genética que serdn tratadas en el capitolo 34,

El alosterismo constituye un fenémeno muy difundido en el comportamiento de
numerosas proteinas que realizan funciones diversas, y que desarrollan un mecanismo
basico por el cual la accién de esas proteinas es modulada.

Modificacién covalente

Existe otro grupo de enzimas que se regula de forina diferente a las anteriores;
estas enzimas existen en las células en 2 formas que difieren en su composicién, lo cual




Fig. 17.8. Activacién de la proteimaquinasa

dependiente de AMPc. La enzima
se presenta como un tetrimero in-
activo formado por 2 subunidades
reguladoras (R) (en rojo) vy 2
cataliticas (C)} (en azul). En la
subunidad R se distinguen al me-
nos 4 dominios, 2 para la unién al
AMPc (A ¥ B), uno que es el
inhibidor de 1a actividad catalitica
(I} y el ultimo el de dimerizacion
(D). La unién del AMPc (circulos
verdes) a uno de los sitios de las
subunidades reguiaderas produce
una transconformacién que expo-
ne el segundo sitio que, al ser ocu-
pado por el AMP, provoca la di-
sociaciéon del tetramero de forma
gue las subunidades cataliticas pa-
san a su forma disociada activa,

Existen numerosas proteinas quinasas pero quizas la mejor caracterizada de todas
ellas es ia proteina quinasa A (PK-A) dependiente de AMPc; esta enzima ha sido
localizada en numerosas especies desde la levadura hasta los mamiferos, pero no ha
sido localizada en procariontes y la que estd presente en plantas superiores difiere
notablemente de la de los mamiferos.

La enzima de los mamiferos estd compuesta por 2 tipos de subunidades: la
reguladora (R) y la catalitica (C), cada molécula de enzima contiene 2 de cada una para
una formula subunitaria R,C,.

Existen 2 tipos principales de proteinas quinasas dependientes de AMPe que se
distinguen por las caracteristicas de la subunidad R. Las 2 isoenzimas se diferencian
por su distribucién histica, la secuencia de aminoscidos, la habilidad para autofosfo-
rilarse, Ia union con el AMP¢ y lainteraccién con las subunidades C.

La holoenzima se presenta como una proteina tetramérica inactiva de 150 a 170 kD.
Lasubunidad C tiene una masa molecular de 40,5kD y las subunidades R (R, y R, ) de 42
y 45 kD, respectivamente. Cuando el AMPc se une a la subunidad R, el complejo se
disocia formando R, AMPc, y 2 subunidades C activas; una vez disociada la holoenzima,
la subunidad C es la que cataliza la fosforilacion de las enzimas (Fig. 17.8).

Las fosfoprotefnas fosfatasas también presentan diferente grado de especificidad
de sustrato, por o cual se acostumbra a clasificarlas como especificas e inespecificas;
entre las primeras se encuentra la piruvato deshidrogenasa fosfatasa que es especifica
para esa enzima; por su parte las inespecificas se subdividen en 2 grandes grupos
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denominados 1y 2. Las fosfoproteinas fosfatasas 1 son generalmente particuladas y
pueden ser inhibidas por péptidos especificos, en tanto las de tipo 2 son solubles y no
se les conocen péptidos inhibidores. Estas tltimas se subdividen a su vez en 3 grupos
designados A, B y C, atendiendo al tipo de cationes divalentes que requieren para su
funcionamiento; su funcién es hidrolizar los enlaces ésteres que se forman entre el
grupo fosfato y los residuos de aminodcidos de las proteinas, convirtiendo de ese
modo la forma medificada en no modificada.

Se han identificado 2 protefnas inhibidoras de las fosfoproteinas fosfatasas 1y se
nombran Iy II. La proteina inhibidora I de las fosfatasas existe en 2 formas, una
fosfatada que es activa y otra no fosfatada que es inactiva. Cuando la proteina quinasa
A se activa no sélo fosforila las enzimas sino que, ademds, dificulta su desfosforilacién
al activar al inhibidor de las fosfatasas.

En ocasiones entre la proteina quinasa y la enzima que realiza el efecto metabdlico
existen otras proteinas quinasas con un mayor grado de especificidad.

El sisterna de regulacion del catabolismo del glucdgeno es un ejemplo muy ilus-
trativo de como opera la modificacidn covalente en la repulacién del metabolismo. La
enzima glucdgeno fosforilasa (GP) cataliza la ruptura de enlaces glucosidicos del
glucégeno por accion del dcido fosférico; esta enzima presenta una forma fosfatada
(GPF) de elevada actividad y otra no fosfatada pricticamente inactiva; mientras mayor
sea la concentracién de GPF mayor niimero de enlaces glicosidicos seran rotos.

La quinasa que cataliza la conversion de la forma no fosfatada en fosfatada tam-
bién presenta 2 formas de composicion diferentes: una fosfatada y otra no fosfatada.
Esta enzima casi especifica parala glucigeno fosforilasa recibe el nombre de glucégeno
fosforilasa quinasa (GFK), pues ahora su sustrato es una enzima; por tanto para activar
Ia GFK se requiere de otra quinasa y parainactivarla de otra fosfatasa.

Laenzima que activa ala GFK eslaproteina quinasa A (PK-A) dependiente de AMPc,

Elmecanisme funciona de la forma siguiente:

- El AMPc actia sobre PK-A y pasa a su forma activa
CR, + AMPc — » 2C + R,;AMPe, (1)
- Lasubunidad C dela PK-A fosforila la GFK con el ATP como fuente de fosfato
GFK + ATP ——— » GFK-P + ADP (2)

- La GFK-Pfosforila a la GP, también con el uso de ATP

GP + ATP ——» GP-P + ADP (3)

. -La GP-Pproduce la ruptura de los enlaces glicosidicos con 4cido fosférico

[glu], +HPO, — & [gluf,, +glulP (4)

Como conclusién podemos decir que la aparicién del AMPc provoca, a través de
todo el mecanismo, un aumento en la velocidad de ruptura de los enlaces del glucdgeno.




Modificacién por adenilacién desadenilacién

El ejemplo mejor estudiado es la enzima glutamina sintetasa de E. coli, esta enzi-
ma cataliza la formacion de ghitamina a partir de glutimico y NH_, dependiendo de la
hidrdlisis del ATP. La molécula consta de 12 subunidades de 50 kD), cada una forma 2
estructuras hexagonales que se superponen.

¥sta es una enzima central en el metabolismo, pues regula el flujo de nitrégeno
(ue una vez incorporado al grupo amida de la glutamina puede ser utilizado en Ia
sintesis de numerosos compuestos como triptéfane, histidina, carbamil-fosfato,
glucosamina-6-fosfato, CTP y AMP. La enzima es inhibida de forma acumulativa por
cada uno de esos productos y ademas por 1a alanina y 1a glicina; parece ser que posee
unsitio de unidn especifico para cada uno de estos inhibidores, y su actividad cesa casi
por completo cuando esti higada a todos ellos.

Otro hecho significativo es que su actividad también se regula por modificacién
covalente al incorporarse un grupo adenilato (AMP) al grupo hidroxilo de una tirosina
especifica en cada subunidad. La forma adenilada es mucho mas sensible a la inhibi-
cidn acumulativa que la no adenilada. El grupo AMP puede ser retirado de la enzima
por fosfordlisis.

Uno de los hechos mas curiosos de este proceso es que tanto la reaccién de
adenilacién como Ja de desadenilacién son catalizadas por la misma enzima, la adenilato
transferasa. Esta enzima esti controlada a su vez por una proteina reguladora -que
habitualmente se designa como P- que esta formada por 2 subunidades y puede presen-
tarse en 2 formas P, y P, . El complejo de la adenilato transferasa con P, une el AMPa
la glutamina sintetasa y con elle disminuye su actividad, mientras que el complejo de
la transferasa con P, cataliza Ia fosforélisis que elimina el grupo AMP.

Aqui aparece otro nivel de regulacién covalente, pues P, esconvertidaen P por
Ia adicién de uridinmonofosfato (UMP) a cada subunidad en una reaccidn catalizada
por la uridiltransferasa; esta enzima es activada por el ATP y el Acido ot-ceto-glutarico
e inhibida por la glutamina; a su vez los grupos UMP son eliminados de la proteina por
hidrdlisis. Un resumen de las principales caracteristicas de la glutamina sintetasa se
representa en la figura 17.9.

El significado metabdlico de este sistema es que la adenilacion es inhibida y la
desadenilacion activada cuando el aporte de nitrégeno metabdlicamente titil es bajo,
ylo contrario cuando el suministro es adecuado.

2 UTP 2P-P
2UMP 2H,0

c)

Fig. 17.9. Regulacién de la plutaminasintetasa. La enzima esti formada por 12 subunidades agrupa-
das en forma de 2 hexdgonos (a). La adenilacién s¢ produce por la accién del complejo
constituido por la adenilatotransferasa (AT) y la proteina P,, y Ia desadenilacién cuande Ia
transferasa se une a la proteina P, (b). La conversién de P, en P se realiza por la
uridiliransferasa, mientras Ia reaccién inversa se Heva a cabo por hidrélisis {c).
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Otros tipos de modificaciones

Hace mis de 30 afios se conoce que la actividad de algunas enzimas puede ser
modificada por la formacién de enlaces disulfuros en las proteinas enzimiticas; este
tipo de modificacién covalente puede ser resultado de la reaccién con un agente
externo que queda unido a la enzima

E-SH +R-S-S-R ——————»E-§-5-R + R-SH

o por 1a formacion de puentes disulfuro intramoleculares

E-(SH), + R-§-S-R ———»E-§, + 2R-SH

Estas reacciones son similares a las de formacion de los enlaces disulfuro que
estabilizan la estructura terciaria de las proteinas, difieren de éstos en que, en la enzima
nativa los disulfuros involucrados en la regulacién deben estar accesibles a la reduc-
cién por tioles externos, ya que la regulacién por este mecanismo se realiza como
respuesta a los cambios en el estado redox de la célula y sélo puede ocurrir si la
reaccion es muy reversible.

La reaccion de intercambio es catalizada por enzimas que estin presentes en el
citosol y el sistema de membranas de la célula; entre las enzimas reguladas por este
mecanismo se encuentran la piruvatoquinasa, hexoguinasa y glucosa-6-fosfatasa hepa-
ticas y la fosfofructoquinasa y fructosa-1-6-bisfosfatasa del misculo. Aun cuando ha
sido estudiado minuciosamente el significado metabdlico de este mecanismo, no esta
esclarecido de manera convincente.

Otro tipo de modificacion descrito en casi todos los eucariontes se produce por la
transferencia a algunas enzimas del grupo 5’-ribosil-ADP proveniente de] NAD*. El
significado de esta modificacién no est: del todo clare aunque parece estar vinculado
de alguna forma con los procesos de sintesis de las macromoléculas informacionales;
un ejemplo de este tipo se trata en el capitulo 30. Menos estudiado es el caso de
algunas enzimas bacterianas que se controlan por acetilacién y desacetilacion.

Por iltimo, es conveniente afnadir que como el alosterismo, la modificacion
covalente no es un mecanismo de modulacién exclusivo de las enzimas y que se vera
€n otros tipos de proteinas como los transportadores de membrana, etcétera.

Fenémeno de amplificacién

La presencia de estos 2 mecanismos de regulacion puede ltevar a la pregunta de ;cudl
esmis eficiente para la célula en el control del metabolismo? Los estudios experimentales
han demostrado gue ambos tipos de mecanismos son eficaces; estos resultados conducen
a ofras preguntas jpor qué existe la regulacion covalente si ella representa un gasto
energético mayor y se obtiene la misma eficacia que con el alostérico? ;No podria lograrse
también con un mecanismo alostérico que representa incluse un ahorro de enzimas para la
célula? Realmente asi es, pero este mecanismo presenta una ventaja que no es posible
obtenerla con el alosterismo.

Otra vez Ia regulacion de la glucogendélisis proporciona el ejemplo mas ilustrativo;
suponga que las enzimas involucradas en el proceso son capaces de transformar 1040
moléculas de sustrato per minuto, -lo cual representa un mimero de recambio bajisimo
si se trata de enzimas; suponga ademas, que en una determinada situacién se forman
4 moléculas de AMPc por minuto y observe qué sucede (p. 307): segin la reaccién (1),
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en un minuto se activa una molécula de PK-A, que da 2C, pues se trata de un mecanis-
mo alostérico, pero cada una de las moléculas de C en el minuto siguiente activara
100 moléculas de GFK, dando en total (2 x 100) 200 GFK activas. Cada una de las
GFK activari 100 de GP, pero comao existen 2(} moléculas activas el niimero total
sera (200 x 100) igual a 20 000 moléculas activas de GF-P, Cada molécula de GF-P
rompe 100 enlaces del glucégeno, luego la ruptura total sera de (20 000 x 100)
igual a 2 000 000 de enlaces. En resumen, por cada 4 motécula de AMPc se
rompen 2 millones de enlaces glicosidicos, lo cual no es posible con el mecanismo
alostérico, pues cada efector solo actia sobre una enzima en forma estequiométrica,

Cuando a partir de una sefial metahdélica determinada se produce una respuesta de
intensidad considerablemente mayor que la intensidad del estimulo, se dice que el
sistema posee la propiedad de amplificacién.

La clave de este fendmenc de amplificacion radica en que los intermediarios del
proceso son enzimas, mientras mayor sea el nlimero de intermediarios enzimaticos
mayor seri el grado de amplificacidn.

La amplificacién de sefiales metabdlicas es importante para muchos fenémenos
biolégicos, como la accién de [as hormonas, la contraccion muscular, la coagulacién
de lasangre, etcétera.

Es bueno sefialar que no todas las modificaciones covalente poseen un sistema de
amplificacién, ni toda amplificacion se produce por in mecanismo de modificacion
covalente,

Otros mecanismos de regulacion

Aun cuando los mecanismos de regulacion alostérica y covalente son los mas
ampliamente distribuidos en los seres vivos, existen otros mecanismos que también
contribuyen a la efectividad del metabolismo. En algunos casos tienen rasgos comu-
nes con los mecanismos va estudiados pero por sus caracteristicas singulares merecen
un tratamiento diferenciado. A continuacion se exponen los aspectos mas notables de
€50s mecanismos sin pretender agotar el tema,

Protedlisis limitada

Algunas enzimas se sintetizan en forma de precursores inactivos denominados
zimégenos; [a transformacion al estado activo se logra cuando una enzima proteolitica
cataliza la hidrdlisis de uno o varios enlaces peptidicos en la molécula de la enzima;
como consecuencia de esta protedlisis limitada se produce una transconformacion de
la enzima que la hace activa, este caso no deja de ser una variedad de modificacién
covalente, pues s¢ produce mediante la raptura de enlaces peptidicos, aunque se dife-
rencia por su caricter irreversible, A este tipo de mecanismo est4 asociada una gran
amplificacién, pues a veces basta con la ruptura de un solo enlace peptidico para
provocar la transformacién de un ndmero considerable de moléculas del sustrato. Este
mecanismo resulta de gran importancia en el proceso de la coagulacidn sanguinea
(capituio 63), asi como en la activacién de las enzimas digestivas (capitulo 54),

Variacién en el estade de agregacién

Existen enzimas que se presentan en 2 formas, como mondmero y polimero, pero
sélo presentan actividad en una de ellas, casi siempre el polimero. Este mecanismo de
regulacién consiste en modular la actividad de la enzima variando su estado de agre-
gacidn; de esta forma los factores que promueven la formacién del monémero o la
inhibicion de la polimerizacién disminuyen la actividad enzimaética, en tanto los que
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favorecen la polimerizacién la incrementan. El caso mejor estudiado es la acetil-CoA
carboxilasa, una enzima multifuncional cuya funcién metabdlica se estudia en e}
capitulo 49,

La enzima es inactiva en su forma monomérica, pero es capaz de formar polimeros
de hasta 20 unidades que exhiben una gran actividad catalitica; el Acido citrico se une
ala enzima y promueve la polimerizacion y es por tanto un activador. Los tioésteres de
la coenzima A con dcidos grasos de cadena larga, especialmente el palmitico, favore-
cen ¢l estado monomérice y actiian como inhibidores; es interesante que este estado de
agregacioén también se regule por modificacion covalente del monémero; 1a proteina
quinasa A fosforila a la enzima en un residuo especifico de serina e inhibe la
polimerizacion, en tanto la proteina quinasa sensible a ka insulina (ISPK) 1a fosforila en
otro sitio y estimula la polimerizacién; de esta forma la actividad de la enzima depen-
de de una parte de la concentracion de sus efectores alostéricos (citrico y acil-CoA) y
de otra del nivel de actividad de las 2 quinasas (ISPK y PK-A).

Interaccién proteina-proteina

Cada dia se conoce un mayor niimero de enzimas cuya actividad requiere de su
interaccitn con otra proteina, Ja cual a su vez estd sometida a algiin mecanismo de
regulacién. No se conoce exactamente cdmo esta interaccién protefna-proteina provo-
ca el incremento de la actividad enzimatica, tal vez el caso mas estudiado es el de
algunas enzimas cuya actividad depende de los iones Ca”; este catién puede actuar
directamente sobre algunas enzimas y modular su actividad, pero en muchos casos esta
accién reguladora depende de la calmodulina, La calmodulina es una proteina de 148
aminodcidos cuya secuencia estd muy conservada de forma filogenética, posee un
residuo de lisina en la posicion 115 que esti trimetilado y es portador de una carga
positiva permanente independiente del pH; su estructura terciaria se caracteriza por
presentar 2 dominios globulares, uno en cada extremo, unidos por una hélice a de 7
vueltas. En cada uno de los dominios globulares existen 2 sitios de unidén para el Ca?
como se muestra en la figura 17.10.

Fig. 17.10. Estructura de la calmodulina. Et
diagrama muestra la estructora
tridimensional de la calmodulina
con sus extremos, formando los
dominios globulares (en azul) y la
unién entre ellas (en rojo). Los ci-
lindros representan estructuras
helicoidales y los circulos verdes
los sitios de unién para el Ca*, que
comao se ve son 2 en cada extre-
mo.
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Todo parece indicar que la unién del catién provoca una transconformacion de la
proteina que hace que alguna zona hidrofobica criptica quede expuesta y por esta zona
se produce la interaceion con otras proteinas; esta unidn promueve la actividad de la
enzima.

Se conocen numerosas proteinas enzimziticas o no, cuya actividad depende de la
calmodulina; entre ellas existe un grupo de proteinas quinasas con variado grado de
especificidad, como las proteinas quinasas dependientes de calmodulina 1 y 11,
giucogeno fosforilasa quinasa (capitulo 43), la quinasa de cadenas ligeras de miosina,
eteétera; al menos una de tas isoformas de Ia adenilciclasa depende de calmodulina; un
transportador activo de Ca** que utiliza la energia de la hidrélisis del ATP también es
dependiente de calmodulina, con o cual el cation es capaz de regular su propia con-
cenfracion intracelular.

Otros ejemplos de interacciones de enzimas y proteinas que serdn estudiados
posteriormente son: la proteina G trimérica con Ia adenilciclasa y algunas fosfolipasas,
Ja proteina p21*= con proteinas quinasas y la proteina reguladora de la glucoquinasa
(capitulo 42).

Translocalizacién de enzimas

Este mecanismo consiste en trastadar la enzima de una localizacion donde es
inactiva a otra donde es activa y viceversa; los agentes qize favorecen la translocalizacion
actiian como activadores o inhibidores segiin el sentido del desplazamiento, un ejem-
plo muy estudiado es proteina quinasa C (PK-C), esta enzima se encuentra habitual-
mente en el citosol donde es inactiva, en condiciones que promueven el incremento de
Ia concentracién intracelular de Ca*, éste se une a la enzima y favorece su
translocalizacién hacia la membrana plasmatica, donde la enzima es activada por los
diacilgiiceroles producidos por la hidrélisis de algunos fosfolipidos de la membrana;
de esta forma la enzima y su activador sélo pueden entrar en contacto cuando las
concentraciones intracelulares del catién lo permitan.

Otro gjemplo de este tipo es la citidiltransferasa que serd estudiada en el capitulo 18.

Cambios en la especificidad

Se conocen apenas una docena de enzimas cuyo mecanismo de regulacién impli-
ca cambios en la especificidad de accidn, de sustrato 0 ambos. La actividad de estas
enzimas se regula a su vez por diferentes mecanisinos como el alostérico, el covalente
y la interaccion con otras proteinas, en este capitulo sélo se estudiardn algunos a modo
de ilustraeion, pues algunos casos serdn estudiados con mis detalles en capitulos
posteriores.

Lactosa sintetasa

La lactosa es el aziicar de la leche, Ia glindula mamaria sintetiza grandes cantida-
des de este disacdrido durante el perfodo de lactancia y casi nada durante los periodos
intermedios. La enzima galactosiltransferasa estd presente en numerosos tejidos del
organismo que cataliza la transferencia de un grupo galactosilo desde el UDP-galactosa
hacia la N-acetil glucosamina para formar N-acetil lactosamina; mediante esta reac-
cion la enzima participa en la sintesis de oligosaciridos que después seran incorpora-
dos a proteinas en la formacion de glicoproteinas, esta enzima también se encuentraen
1a glandula mamaria y su concentracién se incrementa durante el periodo de gestacion.

En el momento del parto, por la accién estimulante de algunas hormonas, la
glandula marnaria comienza la sintesis de una proteina denominada lactoalbtimina,
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que seune especificamente a la galactosiltransferasa y modifica su especificidad de
sustrato; ahora el monosacirido aceptor pasa a ser la glucosa en vez de la N-acetil
glucesamina y por tanto el producto de la reaccidn es la lactosa; al complejo formado

r la galactosiltransferasa y la lactoalbiimina se le da el nombre de lactosa sintetasa
(Fig. 17.11)(capitulo 46).

A HO-CH, HO-CH, HO-CH,
(¢] O
HO OH
+
i \OH H/ o HO N\OH H OH
H OH H rqu H
CH,-C=0
P —galactosa N- acetilgincosamina
b} HO-CH, HO-CH, HO-CH,
0 0 LS
HO OH H H - HO
+
OH
H \ H/ n no \OH i/ on H
H OH H OH H
P —galactosa a- glucosa

Fig. 17.11. Lactosa sintetasa. En (a) se muestra la reaccién catalizada por la galactosil transferasa en
ausencia de la lactoaliimina y en {b) como la especificidad de la enzima, para el sustrato
aceptor, camhia de 1a N-acetil glucosamina a Ia glucosa al unirse con la lactoalbiimina y
formar la galactosa sintetasa.

Fosfofructoguinasa-2/Fosfolructo fosfatasa-2

Esta es una enzima clave en el control del metabolismo de la glucosa {capitulo
44). Existen por lo menos 5 isoformas de la enzima que se encuentran distribuidas de
manera especifica en los diferentes tejidos, de ellas sélo Ia hepdtica y 1a cardiaca
participan en este mecanismo. A modo de ilustracidn se estudiara la hepatica.

La enzima tiene 2 centros activos que catalizan reacciones opuestas, uno de ellos
transfiere un grupo fosfato del ATPhacia la fructosa-6-fosfato para formar fructosa-2,6-
bisfosfato, o sea, actia como una quinasa; el otro sitio cataliza la hidrdlisis de la
fructosa-2,6-bisfosfato para formar fructosa-6-fosfato, tiene actividad de fosfatasa. Ei
mecanismo de regulacion de esta enzima se realiza haciendo cambiar simultineamen-
te las especificidades de accién y de sustrato, de manera que en un momento determi-
nado s6lo exista un tipo de actividad.

La enzima hepitica estd formada por 2 subunidades idénticas de 55 kD cada una;
hacia el extremo N terminal presenta la secuencia 27-arg-arg-arg-gli-ser-33, por lo que
la serina 32 es el sitio de fosforilacion por Ia proteina quinasa A. Al ser fosforilada la
Km para la fructosa-6-fosfato aumenta de 20 a 30 veces y la Vin disminuye a 50 6 65 %
de la del estado no fosforitado, esto significa que se produce una profunda inhibicién
dela actividad de quinasa; por otra parte, en el estado fosforilado Ia Vn de 1a actividad
de fosfatasa aumenta de 2 a 4 veces sin cambios apreciables en Ja Km para la fructosa-
2,6-bisfosfato.
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®-o-cH, ®-0-CH,

Estos datos indican que la enzima en su estado desfosforilado actiia como una
quinasa y en el fosforilado come una fosfatasa (Fig.17.12).

Estos cambios de especificidad permiten la adaptacion del metabolismo hepético
de la glucosa a las condiciones del organismo.

Otros ejemplas de este mecanismo son: la adeniliransferasa de E. coliestudiada en
este capitulo relacionada con la regulacion de la glutamina sintetasa, las quinasas
dependientes de ciclinas que serdn estudiadas en el capitulo 24 y 1a ribonucleétido
reductasa que se estudiari en el capitulo 57,

CH~0-(P)

CH,0H

PK-A

PPasa

. @—O—CH /——\
P H,0 2
1 2 o

Fig. 17.12. Fosfofructoquinasa-2fosfofructofosfatasa-2. En la figura se esgquematiza la regulacion
de esta enzima hifoncional. En el estado no fosforilada tiene actividad de fosfofructoquinasa
transformando la fructosa-6-fosfato en fructosa-2,6-bisfosfato; al ser fosforilada por la
proteina guinasa A (PK-A) se transforma en la fosfofructofosfatasa que hidroliza el enlace
éster fosférico de la posicién 2 de Ia fructosa-2,6-hisfosfato y la transforma en fructosa-6-
fosfato, Es una de las pocas enzimas conocidas que cataliza 2 reacciones contrarias, en este
caso €l estado de fosforilacion de ia enzima determina tanto su especificidad de sustrato
comg de accidn.

Isoenzimas

En este tipo de enzitnas se presenta una situacion que las diferencian de los casos
anteriores. Las isoenzimas son proteinas que catalizan la misma reaccién, con los
mismos requerimientos pero con propiedades cinéticas y fisicoquimicas diferentes, io
cual permitié su descubrimiento y estudio.

Aungque existen numerosas enzimas que presentan formas isoenziméticas, el pri-
mer caso conocido y el més estudiado es la lactato deshidrogenasa (LDH); esta enzima
existe en todos los tejidos y en todos ellos cataliza la misma reaccion.

COOH COOH
NAD 4 HO—(iZ—H —_—— (':=o + NADH + H'
!
H —(': —H H—C—H
! ;
Acido ldctica Acido pinivico
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En este caso el NAD" es un cofactor que acepta los atomos de hidrégeno separados
del lactato por la enzima {capitulo 19).

La isoenzima presente en el corazén tiene una mayor afinidad por el lactato y esta
favorecida [a reaccion de izquierda a derecha, mientras que Ia isoenzima del misculo
esquelético tiene mayor afinidad por el piruvato, lo que favorece la reaccién contraria.

Larespuesta a esta situacién surgié cuando se descubrié que la LDH esta formada
por 2 tipos de cadenas polipeptidicas y que la molécula contiene en total 4 cadenas.

Comuo la isoenzima del corazdn contiene un solo tipo de cadena se le denominé H
(heart=corazon) y al darse la misma situacién en el misculo sus cadenas se designaron M
(muscle=misculo), La férmula subunitaria de estas 2 isoenzimas sexd por tanto H, y M,
respectivamente; fas procedentes de otros tejidos son hibridos que contienen los 2 tipos
decadenas cuyas [érmulas subunitarias serdn H M, H,M, y HM,, y sus propiedades cinéticas
y fisicoquimicas son intermedias entre las otras 2 primeras, lo que permite separarlas en
una muestra donde exista una mezcla de todas ellas (Fig. 17.13).

H,

Lapresencia de determinada isoenzima confiere caracteristicas particulares a eta-
pas metabdlicas en diferentes tejidos, creando un comportamiento diferente ante situa-
ciones similares, esto introduce determinado grado de regulacién en cuanto al metaho-
lisme del organismo como un todo.

Otre ejemplo interesante es la enzima piruvico quinasa de mamiferos, de la cnal
existen al menos 3 isoenzimas, la M del misculo y cerebro, la L del higado y la A que
se encuentra en casi todos los tefidos; esta enzima es un tetrimero de 250 kD y las 3
isoenzimas difieren en sus propiedades cinéticas e inmunoquimicas. El hecho mas

HM,

curioso es que las isoenzimas difieren en su forma de regulacién; la M no parece estar—

regulada, en tanto la A y la L son reguladas de forma alostérica; ambas formas son
inhibidas por et ATP y la alanina y activadas por el fosfoenolpiruvato y la fructo-
sa-1-6-bisfosfato.

La formacion de un niimero creciente de isoenzimas a partir de un nimere reduci-
do de componentes estructurales pone de manifiesto una idea que hemos venido desa-
rrollando a lo largo de estos temas y que pudiéramos resumir diciendo: “En los siste-
mas biolégicos la diversidad tiene como fundamento la simplicidad”.

Resumen

Los organismos vivientes para poder sobrevivir deben ser capaces de adaptar-
se a las condiciones cambiantes del medio natural que los rodea, de esta situacién se
deriva la necesidad de los mecanismos de regulacién.

Fig. 17.13. Isoenzirnas de la lactatodeshidro-
genasa. Las isoenzimas de la LDH
estan formadas por 2 tipos de ca-
denas, H v M, que, de acuerdo con
la proporcién en que aparezca
cada una de ellas en el tetramero,
dardn origen a las diferentes for-
mas de la enzima,
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Cuando un sistema 0 proceso es capaz de variar su comportamiento como
respuesta a los cambios que se producen en su entorno, de forma que la respuesta
directa o indirectamente, tiende a modificar el estimulo volviendo a la situacién
inicial, se dice que este sistema 0 proceso esti regulado. En la regulacién tanto el
estimulo como la respuesta tienen cardeter especifico.

La regulacién enzimitica se refiere a la posibilidad que tienen las enzimas de
variar la velocidad de las reacciones que ellas eatalizan, al producirse determina-
dos cambios en el medio; esa posibilidad viene dada por caracteristicas estructura-
les de las enzimas, que son manifestaciones nnga vez mas de la estrecha vinculacién
entre la estructura y 1a funcidn de las biomoléculas. Los mecanismos que regulan la
actividad de las enzimas son muy diversos pero pueden agruparse en 2 tipos
fundamentales, los que varian la cantidad y los que modifican la actividad de las
enzimas.

Todo sistema de regulacién enzimsitica estd constituido por varios componen-
tes: el receptor que recibe el estimulo, el transductor que convierte el estimulo en
una sefial entendible por el sistema, el amplificador que auvmenta la intensidad dela
respuesta y ¢l efector que realiza el cambio adaptativo directamente.

Entre los mecanismo que modifican la actividad se encuentran la modificacién
alostérica y Ia covalente.

Las enzimas alostéricas existen en varios estados conformacionales
interconvertibles y en cada uno de ellos presentan una afinidad diferente por sus
ligandos. La unién del ligando introduce un cambio conformacional que se trasmi-
te al resto de la molécula, modificando la fraccién de centros activos titiles y con
ello la velocidad de la reaccién. Los principales modelos propuestos para explicar
el mecanismo de las enzimas alostéricas son el simétrico o concertado y el secuencial.

En Ia modificacién covalente la enzima existe en 2 formas de diferente compo-
sicién, motivada por la adicién o sustraccién de un pequefio grupo unido de mane-
Ta covalente a la proteina enzimitica; cada forma de la enzima tiene una actividad
cuantitativa diferente y al pasar de un estado a otro cambia la fraccién de centros
activos titiles. Los tipos més difandidos de modificacién covalente son la
fosforilacién-desfosforilacién, la adenilacién desadenilacién y el intercambio de
sulfihidrilos disulfuros; tanto el alosterismo como la modificacién covalente pue-
den observarse en proteinas que no ticnen cardcter enzimstico.

Casi siempre a los mecanismos de modificacién covalente estd asociada una
gran amplificacién debido a que entre el receptor y el efector existen numerosos
intermediarios enzimiticos.

Otros mecanismos de regulacién menos difandidos en los seres vivos son los de
la protedlisis limitads, en el cual las enzimas se sintetizan como precursores inac-
tivos y se activan por la ruptura de enlaces peptidicos, 1a variacién en el estado de
agregacién de las enzimas que existen como monémeros y polimeros de diferente
actividad, por Ia interaceién de 1a enzima con otra proteina no enzimsdtica que
generalmente la activa, por ¢l cambio de localizacién celular y por cambios en la
especificidad de accién, de sustrato o ambos.

Las isoenzimas son formas diferentes de una misma enzima que se diferencian
en sus propiedades cinéticas y fisicoquimicas y hacen que Ias reacciones que ellas
catalizan presenten caracteristicas diferentes en los tejidos donde s¢ encuentran. El
caso mis conocido es el de 1a enzima lactato deshidrogenasa que cataliza la con-
version reversible del lactato en piruvato.

Ejercicios

1. ;Por qué para poder asegurar que unssistema esti regulado la respuesta debe modi-
ficar al estimulo inicial?

2. ¢ Por qué podemnos afirmar gue los mecanismos de regulacién enzimdtica son una
expresion del principio de mixima economia?
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3. El fenémeno de cooperatividad se asocia generalmente a las enzimas alostéricas.
;Pudiera usted explicar una situacién en que una enzima no alostérica mostrase un
efecto cooperativo?

4. ;Por qué se afirma que el modelo secueucial puede explicar los efectos cooperati-
vos heterotripicos, mientras que el simétrico no?

5. ; Cuil es la razén de que los modelos que tratan de explicar el comportamiento de
las enzimas alostéricas supongan que éstas presentan estructura cuaternaria?

6. Haga un esquema que explique la regulacion de la fosfofructoquinasa por el ATP y
el ADP, segiin el modelo a) simétrico y b) secuencial.

7. Dos procesos metabélicos se regulan por modificacién covalente y por fosfo-
rilacion desfosforilacion, si en uno hay 3 quinasas intermedias con una k_,
de 120 min'!, y en el otro 4 con k_, de80 min, calcule el grado de amplifica-
cién para cada uno de ellos.

8. Existe una ruta metabdélica en la coal la sustancia A puede ser convertida en D
segiin varias reacciones, por otra parte D se convierte en A. ; Pudiera usted disefiar
un sistema de regulacion tal que cuando la célula necesite la sustancia D, la via
funcione sélo en la direccion A —— D, y cuando necesite la sustancia A
fuucione s6lo en el sentidoD ——»  A?

Decomobsconlias
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