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ENSAYO*

LOS ENZIMAS,
AGENTES DE LA VIDA

Por Alberto Sols

on la investigacidén de las 1lti-
C mas décadas, la Bioquimica
ha tocado fondo al nivel molecular
de la vida. Y a nivel molecular,
en la vida hay dos elementos fun-
damentales: la informacién, conte-
nida en los acidos nucleicos, y la
accion, realizada por los enzimas

ALBERTO SOLS es Cate-

(1). Los enzimas catalizan las reac-
ciones cuya trama constituye la vi-
da en accion. Por ¢llo, bien puede
decirse que los enzimas son los
agentes de la vida.

La vida implica una gran di-
versidad de reacciones quimicas,
cada una catalizada por un enzi-
ma especifico. Y cada célula con-
creta — los microcosmos que
constituyen las unidades béasicas
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mists. Sus investigaciones so-
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de la vida— tiene un millar largo
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de enzimas distintos. La mayor parte de los enzimas —in-
cluyendo los mas importantes— actdan precisamente den-
tro de las células, a lo que alude el nombre propuesto en
1876: «enzima», del griego «en la levadura», primera célu-
la de la que se extrajeron hace s6lo ochenta afios (2).

Los enzimas en los seres vivos son el equivalente a la
diversidad de profesionales en una sociedad muy desarro-
llada. Para completar la analogia diremos que si una ciu-
dad grande, como Madrid, se redujera por arte de magia
al tamafio de una célula epitelial, los hombres que dan
vida a la ciudad, con su millar de profesiones diversas,
pasarian a tener el tamafio de los enzimas. Solo que el
nimero total de moléculas enzimaticas en una célula es
mucho mayor que el de individuos en una ciudad. En
las células se ha conseguido un aprovechamiento integral
del espacio, no aproximado por ninguna colectividad hu-
mana. Y maravillosamente, el apifiamiento de los enzi-
mas en las células no tiene nada de amontonamiento este-
rilizador sino que es compatible con —y en parte contri-
buye a— una eficacisima integraciéon funcional.

Se conocen ya unos dos mil enzimas distintos, y se des-
cubre alguno mas cada semana. Algunos realizan funcio-
nes muy basicas y son comunes a la generalidad de los or-
ganismos vivos. Otros, en cambio, estan en relacién con
funciones especiales limitadas a algan tipo de organismo.
Lo que todavia no podemos calcular, ni siquiera tentati-
vamente, es como cuantos enzimas distintos habra en el
mundo vivo. Probablemente cientos de miles, quizi millo-
nes de enzimas. Por este lado no hay peligro de que se
queden sin trabajo los cientificos de las proximas genera-
ciones (3).

La naturaleza de los enzimas esti perfectamente desen-
trafiada: son proteinas (4), de peso molecular generalmen-
te entre unos 40.000 y 200.000, sin o con un comple-
mento no proteico llamado grupo prostético. Es mas, hoy
dia tenemos conciencia de que la admirable eficacia de los
enzimas solo es posible en las proteinas. Como todas
las proteinas, los enzimas se sintetizan por traduccién de
una secuencia de DNA a una secuencia de aminoacidos,
segun la clasica regla «un gen - un enzima». El inmenso
numero de combinaciones estructurales posibles en las pro-
teinas da base no s6lo para el gran ntimero de enzimas
conocidos y el enorme de los presuntos, sino para el hecho
de que cada enzima dado puede tener multiples variantes
quimicas segun el organismo de procedencia, con nulas o
insignificantes diferencias como catalizador. Incluso con
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frecuencia hay dos o mas variantes de un enzima dentro
de un organismo, en cuyo caso se habla de «isozimas» (0
isoenzimas). Los isozimas —procedentes de duplicaciéon de
un gen con mutaciones posteriores independientes— son
cantera propicia para la eventual apariciéon de enzimas
«nuevos» sin pérdida de los antiguos, en el pasado y —con
toda probabilidad en potencia— en el futuro. La evoluciéon
molecular ha venido perfeccionando y diversificando los
biocatalizadores a lo largo de mas de mil millones de afios.

LO QUE PUEDEN HACER LOS ENZIMAS

Los enzimas son catalizadores fabulosamente eficaces,
muchisimo mas eficaces que los catalizadores no biologi-
cos. Esta eficacia de los enzimas tiene dos notas cardina-
les: una enorme actividad molecular y una exquisita espe-
cificidad, caracteristicas bien individualizables aunque par-
cialmente relacionadas. Con una tercera nota opcional:
la admirable regulabilidad por los efectos alostéricos.

Actividad molecular

Cada enzima puede acelerar millones o billones de ve-
ces la velocidad de una reacciéon, entre las posibles en un
sistema dado; s6lo acelerar, pero la aceleracidén especifi-
ca es tan grande que en la practica suele conducir a apa-
rente creacion de novo. Y, ademds, los enzimas son infa-
tigables.

Aunque se esta progresando rapidamente en el desen-
trafiamiento intimo de las bases fisicoquimicas de la enor-
me actividad molecular de los enzimas, éstas tienen toda-
via bastante de especulativo (Knowles, Koshland). Enzimas
y sustratos reaccionan molécula a molécula (o subunidad
a una de las regiones atacables) dando lugar a la forma-
cion de un complejo enzima-sustrato por ajuste inducido.
Y este complejo conduce a un descenso muy grande de
la energia de activacion normalmente requerida para una
reaccion dada, sin modificar el equilibrio de la reacciéon
catalizada (5).

La actividad molecular varia bastante de unos enzimas
a otros. Ahora bien, una observacién sistematica de las
medias para cada una de las grandes familias en que se
clasifican los enzimas por el tipo de reaccion catalizada nos
llevo a Carlos Gancedo y a mi a la conclusion de que, en
conjunto, tiende a haber un paralelismo entre la actividad
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molecular y la simplicidad de la reaccién catalizada, desde
una media maxima de 36.000 moléculas/subunidad/minuto
para las hidrolasas a una minima de 100 para los enzi-
mas que actuan sobre un sitio determinado de una macro-
molécula. Parece que la generalidad de los enzimas a lo
largo de la evolucion molecular se ha acercado mucho a
las maximas absolutamente posibles en cuanto a actividad
molecular, cosa comprensible en términos de selecciéon na-
tural con tiempo suficiente. Es decir, que los enzimas,
en cuanto a actividad, son no solamente muy buenos sino
que tienden a ser los mejores posibles.

Para que esta gran capacidad potencial de los enzimas
se realice en la practica hace falta que haya sustrato(s)
abundante (cuanto es «abundante» lo describiremos en la
seccion siguiente) y condiciones ambientales favorables
(agua, pH, temperatura, fuerza id6nica y a veces algo
mas). Dando por supuesto que se re(inen estas circunstan-
cias para un enzima, cada molécula de éste trabaja a desta-
jo, generalmente varios cientos de veces por segundo y, al
parecer, sin cansarse. Esta presuncién esta siendo confir-
mada en mi laboratorio por un experimento critico; resul-
tados preliminares indican que los enzimas, aunque como
proteinas en solucién no son inmortales, como catalizado-
res son realmente infatigables (6).

Especificidad... y afinidad

Si la actividad de la generalidad de los enzimas es im-
presionante, la selectiva especificidad de muchos de ellos
es verdaderamente admirable. Arthur Kornberg, el pionero
de la enzimologia del DNA, en un reciente ensayo en ho-
menaje a Severo Ochoa titulado «For the love of enzymes»
cuenta la revelaciobn que fueron para él «the feats of
enzymes... enzymes of astonishing specificity and cataly-
tic potency».

Cada enzima es capaz de realizar una accion elemental
de entre un abanico de posibilidades mas bien modesto:
carboxilar, isomerizar, hidrolizar, deshidrogenar, transferir
grupos (amino, fosfato, metilo...) y pocos mas. Es decir
que, aunque los enzimas son muy eficaces, no tienen na-
da de polifacéticos. La gran complejidad quimica de la vi-
da es la consecuencia de la accién de un gran nimero de
enzimas, cada uno actuando sobre el producto de uno an-
terior. La especificidad de accion de los enzimas es virtual-
mente absoluta (unas pocas aparentes excepciones han si-
do recientemente identificadas como enzimas de dos cabe-
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zas: algo asi como hermanos siameses, s6lo que proceden-
tes de fusion de dos genes en vez de separacion incom-
pleta de dos gemelos univitelinos).

(Sobre quién —qué molécula o moléculas concretas—
puede materializarse la capacidad de acciéon de un enzima?
Es lo que se llama su especificidad de sustrato. El que la
selectividad en materia de sustrato sea precisamente gran-
de o pequenia tiene gran valor bioldgico: los enzimas meta-
bélicos —que son la mayoria— son muy especificos, lo
que hace posible la coexistencia funcional sin interferen-
cias de cientos de enzimas en un compartimiento intrace-
lular en el que cada enzima va a lo suyo sin meterse con
ninguno de los multiples préjimos (los metabolitos sustra-
tos de los otros enzimas). En cambio los enzimas digesti-
vos (extra o intracelulares: lisosomas) son convenientemen-
te poco selectivos, con lo que una numéricamente modesta
bateria de enzimas es capaz de digerir casi todo lo que le
echen (7). La especificidad de los enzimas metabolicos es
producto de la seleccion natural que favorece a los que,
por estorbar menos, permiten una mejor economiia celular.
Por ello pueden algunos actuar facilmente sobre ciertos
analogos del sustrato fisioldgico que nunca —o raramen-
te— tuvieron ocasion de encontrar in vivo. Lo que implica
que si la mayoria de los enzimas parecen muy especifi-
cos in vitro, en la practica todavia lo son mas in vivo.
En cualquier caso, cuanto de especificos pueden ser o no
ser depende en parte del tamafio del sustrato fisiologico,
que puede variar tan ampliamente como de 2 daltones (H.)
a cientos de millones de daltones (gluc6égeno); naturalmen-
te, la posibilidad de cambios tolerables es pequefia para
los sustratos muy pequefios y grande para los sustratos
muy grandes. Es en los metabolitos intermediarios en el
rango de cientos de daltones donde la seleccion biologi-
ca sobre la especificidad de los enzimas ha tenido el mas
amplio margen de operacién.

Donde la especificidad de sustrato de los enzimas se ha-
ce mas llamativa, en contraste con los catalizadores inor-
ganicos, es en el campo de los estereoisémeros y andémeros
de un compuesto dado. Para el mundo tridimensional
de los sitios activos de los enzimas, la estereoespecifici-
dad es simplemente natural, ya que cada estereoisémero
tiene una configuracion en el espacio netamente distinta (8).
Y basicamente lo mismo vale para la especificidad anomé-
rica en los casos donde es aplicable, aunque aqui la gran
selectividad esté enmascarada por la espontdneamente rapi-
da interconversion entre los anémeros (9).
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Un caso muy interesante de especificidad en accién en
la vida real, en todas las células, es lo que podria llamar-
se la «compartimentacion quimica» en oxidorreduccion,
por especificidad selectiva de los enzimas dependientes
de piridinnucle6tido precisamente para una de dos opcio-
nes: el NAD o el NADP. Esta rigurosa selectividad per-
mite la coexistencia funcional independiente, en un com-
partimiento fisico como es el citoplasma, de vias cataboli-
cas oxidativas con vias anabolicas reductivas. Y no menos
interesante es la excepcion de la glutamato deshidrogena-
sa, que capacita a este enzima para jugar un decisivo pa-
pel ambivalente en el catabolismo nitrogenado en los ani-
males superiores.

Los enzimas suelen alcanzar sus enormes velocidades
maximas a concentraciones moderadas de sustrato, en con-
traste con los catalizadores inorganicos. Esto completa la
posibilidad de su gran eficacia en las células, donde las
concentraciones de los metabolitos sustratos de los enzimas
no pueden ser altas por la sencilla razén de que no cabrian
todos. La cinética de saturacién de los enzimas tiende a
ser hiperbdlica, aunque hay importantes desviaciones sig-
moides de las que se hablara en la seccion siguiente, sien-
do el valor de concentracién correspondiente a la mitad
de la velocidad méaxima (constante de Michaelis, Km, o
su andlogo para las cinéticas sigmoides, S, ) un parametro
fundamental de cada enzima. La Km (o S;.) es general-
mente un reflejo del inverso de la afinidad del enzima
por el sustrato. Por los valores de Km para el sustrato
fisioldgico, los enzimas pueden agruparse en tres niveles:
de Km altas (10— a 10—' M), medianas (10— a 10— M)
y bajas (107 a 10— M), que corresponden respectivamente
a afinidades pequefias, medianas y grandes. Pero no hay
enzimas de Km «buenas» y «malas»: cuando se examina el
contexto bioldgico en que actia cada enzima acaba encon-
trandose que todas las Km fisiologicas son buenas ya que
concretamente corresponden a las afinidades mas conve-
nientes para una buena economia celular. Si en actividad
molecular de los enzimas la seleccion natural tiende a favo-
recer siempre la mayor, en materia de afinidad por el sus-
trato tiende a favorecer la mejor, que a veces debe ser pre-
cisamente pequefia 0 justamente mediana (como por ejem-
plo la glucokinasa del higado, con Km para la glucosa
mucho mas alta que la hexokinasa, aunque es mas especi-
fica que ésta). También aqui cabe hablar en cierta manera,
de «compartimientos de afinidad», como por ejemplo en el
contraste entre los enzimas que movilizan los aminoacidos
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para la biosintesis de proteinas, con afinidades mas bien
grandes (Km alrededor de 10— a 10— M) que les permiten
estar saturados a concentraciones fisiologicamente bajas de
sus sustratos, y los enzimas que inician el catabolismo de
los aminoacidos como fuentes de energia, que tipicamente
tienen-afinidades pequefias (Km 10-2a 10— M), lo que les
mantiene como en reserva para actuar significativamente
solo cuando tiende a sobrar el aminoacido correspondien-
te, pero sin competir practicamente con la mas vital
sintesis de proteinas mientras ese aminoacido escasee.

La afinidad de ciertos enzimas por sus sustratos es tan
grande que parece como si fuesen capaces de cazarlos al
vuelo. Pues bien, en cierta manera lo hacen. Cuando hay
una buena complementariedad estructural entre sitio activo
y sustrato, la contribucion de multiples puntos ligantes
da lugar a una fuerza de atraccion orientada que permite
multiplicar el nimero de encuentros eficaces. Como analo-
gia puede decirse que asi como los gatos tienden a caer
siempre de pie, también las moléculas de sustrato cuando
se acercan a un sitio activo de un enzima tienden a llegar
al mismo precisamente en la orientaciéon conveniente. Po-
dria decirse que si para la formacion del complejo enzima-
sustrato el movimiento térmico de las moléculas es la base,
la afinidad del enzima por el sustrato es un complemento,
y a veces muy importante.

En las encrucijadas metabolicas de la célula la veloci-
dad maxima (cantidad de enzima X actividad molecular a
saturacion) y la afinidad pueden contribuir por igual al
reparto entre las varias opciones, dada la general escasez
de los metabolitos. Analogamente, si un enzima se encuen-
tra con una mezcla de sustratos, repartira su actividad en-
tre ellos por integracion de la actividad maxima y la afini-
dad para cada uno de ellos. Yo he introducido el concepto
de coeficiente de eficacia (Vmax/Km), como se ilustra en
la siguiente tabla sobre la hexokinasa de cerebro (Sols y
Crane):

Vinax Km Coefipieqte
‘ de eficacia
relativa (mM) relativo
Glucosa ..o “1” 0,01 e ¢
Fructosa .........ooviiiiiiiii 1,5 1,6 0,009
Manoheptulosa ............ocooeiiiinln 0,015 0,05 0,003
1,5-Anhidroglucitol ........................ 1 30 0,0003

Este enfoque muestra que, en caso de competencia o
escasez, la glucosa es mejor sustrato que la fructosa y la
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manoheptulosa mejor que el 1,5-anhidroglucitol, pese a
que las velocidades maximas sugieren lo contrario.

La tercera dimensiéon en enzimologia: los efectos alostéricos

Al final de la década de los cincuenta se descubridé una
auténtica tercera dimensién en enzimologia: que algunos
enzimas son, ademas de actores, receptores de sefiales.
Hay mecanismos de control de la actividad de los enzimas
potencialmente capaces de dar cuenta de la maravillosa
regularidad vy eficacia global del funcionamiento de los se-
res vivos a nivel molecular. Volviendo al simil de la ciudad
convertida en célula, imaginese una gran ciudad con calles,
avenidas, puentes y tuneles para un millon de coches, pero
sin sistemas de control de trafico. Si a la gran ciudad se
le suprimieran todos los controles de trafico, desde el
circular por la derecha hasta los semaforos, habria un
caos circulatorio mas que impresionante, ya que seria ab-
solutamente catastrofico. Pues en las células hay muchos
millones de moléculas de enzimas de mas de mil clases dis-
tintas y las células funcionan admirablemente (;mucho me-
jor que el trafico de nuestras grandes ciudades!).

El mecanismo regulador crucial es el llamado alosteris-
mo. Muchos enzimas, virtualmente todos los que son clave
o «marcadores de paso» de vias metabolicas, son enzimas
«alostéricos» (Monod et al.), capaces de responder con
cambios cuantitativos de actividad a sefales quimicas del
medio. Esto puede implicar dos grados distintos de elabo-
racion. El mas simple es la cooperatividad positiva entre
multiples sitios iguales en enzimas oligoméricos que da lu-
gar a las cinéticas sigmoides que multiplican la sensibilidad
a cambios en la concentracion de un sustrato. Mas com-
plejo y mucho mas trascendental es el hecho de que mu-
chos enzimas tienen sitios ligantes, distintos de los sitios
activos, especificos para ciertos metabolitos capaces de
complejarse con el enzima cambiando su conformacién y
modificando con ello su actividad. Estos enzimas, exqui-
sito producto de la evolucion, pueden asi actuar como
transductores quimicos; como deciamos antes, son a la vez
actores y receptores.

El efecto alostérico inducido por la formacién del com-
plejo enzima-efector puede ser activador o inhibidor, y ac-
tuar sobre la actividad molecular, la afinidad, o ambas a
la vez. Un enzima regulador puede tener uno o varios si-
tios alostéricos distintos, siendo capaz, en el ultimo caso,
de efectuar una auténtica integracidn de seiiales de tenden-

10
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cias convergentes o antagoénicas. Un ejemplo sencillo es la
inhibicién no competitiva de la aspartil transcarbamilasa
—primer enzima de la via de la biosintesis de los pirimi-
din nucleétidos— por el citidintrifosfato, producto final de
la via. Otro ejemplo sencillo y clasico es la activacion
de la fosforilasa por el 4cido adenilico (AMP), que permite
regular la movilizacién rapida de las reservas de glucogeno.
Y un caso complejo bien justificado es la fosfofructokina-
sa —enzima clave de la glicolisis— que suele tener cinética
sigmoide respecto a su sustrato, el fructosa-6-P, es alosté-
ricamente inhibida por el ATP vy el citrato, y activada por
el AMP, el NH, v el fosfato inorganico.

La dimension alostérica abre inmensas posibilidades de
regulacion metabolica. También aqui parece que hemos to-
cado fondo. El advenimiento evolutivo de una red de me-
canismos alostéricos de regulacion fue factor decisivo en el
establecimiento del imperio del orden en la economia celu-
lar: la eficaz integracién metaboélica que dio lugar a lo
que podriamos llamar la vida refinada, que es la que ha
prosperado en nuestro planeta.

El metabolismo celular es una gran red de enzimas ac-
tuando en series que conviene agrupar en vias metabolicas
entre encrucijadas, siendo cada una de estas vias una uni-
dad funcional con uno o varios mecanismos de regulacion.
Como ilustracion de la division de un largo camino meta-
boblico en varias «vias metabodlicas» concretas, cada una
con regulacién propia y el conjunto integrable en secuen-
cia, puede citarse la interpretacion actual del mecanismo
del efecto Pasteur, gran enigma pendiente durante varias
décadas cuya probable solucién ha sido posible ahora tras
el advenimiento de «la era alostérica», como resumimos a
continuacion.

Casi todas las células no verdes usan la glucosa como
la principal fuente de energia. La degradacién anaerobia
—a alcohol y CO, en la levadura o a acido lactico en los
animales— se llama fermentacién y libera poca energia. La
degradacion aerobia hasta CO, y agua se llama oxidacion
y libera mucha energia. Pues bien, cuando —por dispo-
ner de O,— las células pueden oxidar la glucosa, consumen
menos de ella, 1o que se llama el efecto Pasteur. Parece
muy natural; pero el como ocurre fue un misterio durante
largo tiempo, a lo largo del cual se formularon docenas
de hipotesis. Pues bien, nosotros hemos llegado a una teo-
ria coherente que da cuenta del fendmeno a nivel molecu-
lar: se trata de la integracion secuencial de una serie de
mecanismos alostéricos «feedback», actuando a nivel de
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una etapa clave en cada una de tres vias metabdlicas suce-
sivas, que de abajo arriba son el ciclo de Krebs, la via
glicolitica comun y la via de la fosforilacion de la glucosa
(Sols, 1977).

Como final de este capitulo es importante hacer cons-
tar que las grandes posibilidades de los efectos alostéricos
ya encontrados para ciertos enzimas clave tienen dos im-
portantes reservas: la doble incertidumbre, cualitativa y
cuantitativa, sobre si «estan todos los que son» —o0 queda
alguno importante, quiza mas importante, por descubrir—
y si «son todos los que estan», es decir, si lo encontrado
in vitro valdra realmente in vivo, problema este dltimo que
empieza a estar en vias de solucion como comentaremos
a continuacion.

VOLVIENDO DEL TUBO DE ENSAYO A LA CELULA

Como ya indicamos, la extraccion de los enzimas de las
células fue un paso decisivo que hizo posible la identifica-
cién y estudio de los enzimas metabolicos. Pese a las criti-
cas de fisidlogos chapados a la antigua, la enzimologia de-
bia desarrollarse in vitro. Ahora bien, el gran progreso de
la misma nos ha llevado no s6lo al desentrafiamiento ine-
quivoco de las bases moleculares del metabolismo sino a
las puertas del conocimiento de las bases moleculares de
su regulacion. Con lo que se ha actualizado una inquietud
largo tiempo latente: ;hasta qué punto se comportaran
los enzimas in vivo como vemos que pueden hacerlo in vi-
tro? Nuestro laboratorio ha aportado dos abordajes com-
plementarios en esta direccion: la competencia entre sitios
ligantes en las células y el abordaje in situ, que permite una
observacion directa de la cinética de los enzimas dentro
de las células. Lo que se esta consiguiendo ya permite
decir que en cierta manera estamos volviendo los enzimas
del tubo de ensayo a la célula.

Competencia entre sitios ligantes en las células

El citoplasma celular es una sopa muy espesa en la que
los enzimas, lejos de ser meras fuerzas cataliticas, son el
componente mayoritario. La concentraciéon de muchos en-
zimas supera el rango micromolar. Ademads, la mayoria
de los enzimas metabolicos son oligbmeros con multiples
sitios ligantes, cataliticos o alostéricos. Y frecuentemente
varios enzimas distintos tienen sitios ligantes para el mismo
metabolito. Si frente a todo ello se tiene en cuenta que
la concentracién de la mayoria de los metabolitos en las
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células es bastante baja, resulta que la concentracion de
sitios ligantes puede en ocasiones exceder a la de los meta-
bolitos correspondientes (una especie de enzimologia «a
través del espejo»: jmucho enzima para poco sustrato!).
Y entonces ya no cuentan las concentraciones absolutas de
metabolitos, sino su distribucién entre libres y combina-
dos; v va no cuentan las afinidades absolutas de los sitios
ligantes, sino las relativas segun la competencia que reina
en el complejo mundo intracelular. Nosotros hemos desa-
rrollado un sistema de evaluacién de la distribucion de me-
tabolitos en libres y combinados que ha resuelto ya varios
problemas de regulacion metabolica (Sols y Marco) y pue-
de ayudar a resolver muchos mas. Como ejemplo, citaré
el caso de la piruvato kinasa del higado, capaz de regula-
cion alostérica por el fructosadifosfato, para el que tiene
una afinidad que parecia demasiado grande, hasta que pusi-
mos de manifiesto que era precisamente la que necesita-
ba para poder operar fisiologicamente en presencia de dos
competidores mas potentes, uno por su mucha mayor afi-
nidad (la fructosadifosfatasa) y el otro por su mucha ma-
yor normalidad (la aldolasa). Y como caso extremo es in-
teresante el de los sitios ligantes para el oxalacetato en las
mitocondrias del higado: jhay unos cien sitios ligantes
—entre cinco enzimas distintos— por cada molécula de
oxalacetato!

El abordaje in situ

El micromundo de cada célula esta limitado por una
membrana que s6lo puede ser atravesada por los nutrientes
y productos de desecho, en gran parte por la intervencion
de sistemas especificos de transporte. En la generalidad
de los microorganismos esta membrana celular que limita
y controla las entradas y salidas estd a su vez envuelta
por una pared celular porosa, libremente permeable a mo-
léculas pequefias. Pues bien, se puede desintegrar la mem-
brana celular —atacando su base lipidica— hasta suprimir
la barrera de permeabilidad a micromoléculas, tras lo cual
los enzimas intracelulares pueden ser estudiados cinética-
mente en su propio ambiente macromolecular. Este es el
abordaje in situ introducido por nuestro laboratorio y uti-
lizado ya para el estudio de una veintena de enzimas en E.
coli y levadura. Posteriormente hemos extendido el abor-
daje a células animales, que no tienen pared celular, fi-
jando las proteinas de la membrana con reactivos bifun-
cionales («grapadores») para dar lugar a una pared artifi-
cial, tras lo cual se puede permeabilizar por deslipida-
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¢ion sin que se desintegren las células. Con este método es-
tamos estudiando enzimas en eritrocitos, leucocitos y célu-
las de tumor ascitico.

Después de haber estudiado ya una treintena de enzi-
mas in situ, estd emergiendo una conclusién general: el
comportamiento de los enzimas dentro de las células tien-
de a ser cualitativamente igual al observable ir vitro, pero
tiende a ser cuantitativamente diferente en los enzimas
alostéricos. Por consiguiente, para el estudio de la regula-
cion metabolica a nivel enzimatico, es muy importante
confirmar o modificar por el abordaje in situ los parame-
tros enzimaticos potencialmente reguladores.

Enzimas in vivo

El abordaje in situ es algo asi como la mitad del ca-
mino hacia el objetivo final de conocer precisamente el
comportamiento de los enzimas in vivo. Actualmente hay
algunos intentos de,sondeo por distintos caminos, cada
uno con un rango limitado de posibles aplicaciones. El
mas usado depende de refinamientos en el uso de marcajes
isotopicos especificos que, por ¢jemplo, han permitido a
Lardy y colaboradores en Madison evaluar el ciclo «inatil»
del par de enzimas antagdnicos fostfofructokinasa-fructo-
sadifosfatasa y su regulacion como mecanismo termogéni-
co en el abejorro. Otro camino radicalmente distinto se
basa en la aplicacion a tejidos de equipos muy complejos
de resonancia magnética nuclear, en lo que destaca el tra-
bajo pionero de Rada, en Oxford. Los pocos enzimas
con un sustrato muy permeable pueden ser estudiados in
vivo directamente o mediante acoplamiento a un sistema
intracelular capaz de asegurar sus requerimientos coenzi-
maticos. Y cabe prever que en el futuro se idearan otros
abordajes especificos para el estudio de enzimas intracelu-
lares in vivo.

Por su ubicacion fisiologica, los enzimas pueden clasifi-
carse en intracelulares, segregados y enzimas de la super-
ficie celular, siendo estos ultimos enzimas de la membrana
celular que actuan sobre sustratos externos. Naturalmente,
los enzimas de la superficie celular son faciles de estudiar
en su medio ambiente natural en los microorganismos y
células sanguineas. Y con el tiempo podran ser estudiados
in vivo estos enzimas aun en tejidos organizados mediante
trucos especiales, como es el caso de la valoracion de lacta-
sa intestinal por administracién de 3-metil-lactosa y valo-
racion de 3-metilglucosa en orina, que ha sido propuesto
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y estd siendo desarrollado en nuestro laboratorio (Marti-
nez-Pardo et al.).

CUANDO FALTA UN AGENTE: ENZIMOPATOLOGIA

Los genes y su replicacion son muy estables pero no in-
mutables. Mutacion espontanea mas seleccion natural son
la gran cantera de la evolucion. La evolucidon actua a nivel
de grandes poblaciones, porque la mayoria de las mutacio-
nes son desfavorables y sus productos son barridos por
la competencia. Excepto en el hombre civilizado: sociedad
y medicina se esfuerzan —y cada vez lo consiguen mas—
en procurar la supervivencia de todos, incluso los mas
débiles. Por eso abundan cada vez mas las enfermedades
especificamente moleculares. No es s6lo que se reconocen
cada vez mas, sino que estan aumentando por falta de se-
leccion natural.

Disenzimias

Como los enzimas son los agentes de la vida, la mayor
parte de las enfermedades moleculares son precisamente
alteracion en algin enzima, «disenzimias». Veinticinco
anos después de la identificacién de la primera disenzi-
mia (deficiencia en glucosa-6-fosfatasa como base molecu-
lar de la tesaurismosis glucogénica, C. Gerty y Carl Cori,
1951) se conocen ya mas de un centenar de cuadros pato-
logicos cada uno producido por deficiencia de un enzima
concreto. Las deficiencias pueden ser cuantitativas, «anen-
zimias», o cualitativas, principalmente por «disalosteris-
mos». Y como ninguno de los varios miles de enzimas
que tenemos es inmune contra la mutaciéon desfavorable de
su estructura o sintesis, el nimero potencial de disenzimias
distintas es enorme, salvo la limitacion practica de que al-
gunos enzimas son tan esenciales para la vida que una de-
ficiencia severa de los mismos da lugar a organismos no
viables, probablemente la causa de la mayoria de los abor-
tos espontaneos. Pero aun salvada esta limitacion, el nu-
mero de disenzimias posibles -—entre cuantitativas y cuali-
tativas— es muy grande.

Perspectivas terapéuticas

La identificaciéon de un numero creciente de enfermeda-
des como disenzimias es mas satisfactoria intelectual que
practicamente, ya que como la mayoria de los enzimas son
intracelulares, en principio no cabe terapéutica sustitutiva.
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No obstante, el saber exactamente qué es lo que falla es
un gran paso hacia un eventual remedio. Remedio que en
principio puede venir por uno de los siguientes tres cami-
nos: sortear, suplir o reemplazar.

Sortear las consecuencias de una disenzimia se ha con-
seguido ya en varios casos de enzimas dispensables. El
primer caso que se resolvid es muy ilustrativo: la galacto-
semia, una enfermedad congénita severa que depende de
la deficiencia en un enzima intermedio en la utilizacién
de la galactosa, azicar abundante en la leche (en forma
de lactosa), dando lugar a una sintesis toxica si se toma és-
ta. Suprimiendo la leche de la dieta se evitan completa-
mente los trastornos de la enfermedad, aunque no se «cu-
re». Y como el diagnodstico molecular puede hacerse facil-
mente en una gota de sangre del cordéon umbilical, el in-
fante deficiente puede ser eficazmente protegido antes de
«enfermar» por ingestion de un alimento que para él es
toxico por su disenzimia. Una situacion intermedia, tam-
bién clasica, es la fenilcetonuria, dependiente de la defi-
ciencia congénita en el enzima clave en el catabolismo del
aminodcido fenilalanina. Aqui no se puede suprimir la
fenilalanina de la dieta porque es un aminodcido esencial
—no sintetizable por el hombre—, indispensable para la
biosintesis de proteinas. Pero reduciendo su aporte en la
dieta para poder cubrir los requerimientos sin sobrante
importante que resulte toxico, se puede conseguir un desa-
rrollo normal.

Suplir un enzima deficiente por enzimoterapia sustitu-
tiva es facil para enzimas extracelulares, pero parecia vir-
tualmente imposible para los intracelulares. Sin embargo,
el emergente complejo mundo de la membranologia esta
imponiendo revisiones drasticas de conceptos. Las mem-
branas celulares son entidades dinamicas que pueden me-
diar importantes trasiegos incluso de macromoléculas, por
«endocitosis» 0 «exocitosis». Pues bien, muy recientes in-
vestigaciones han puesto de manifiesto que algunos enzi-
mas lisosomales administrados parenteralmente son capta-
dos por el higado y algunas otras células en el curso
de pocos minutos. Esto quiere decir que las docenas
de enzimas lisosomales (cuyas deficiencias individuales
son la causa concreta de otras tantas enfermedades mo-
leculares) son ya, en principio, accesibles a terapéutica sus-
titutiva, lo que de hecho se estd ya ensayando con resul-
tados esperanzadores en algunas de las lipidosis mas gra-
ves. Y mas en general, las relaciones dindmicas entre mem-
brana celular y lisosomas abren posibilidades de «terapéu-
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ticas lisosomotropas» como capitulo de grandes perspecti-
vas préximas en ingenieria fenotipica.

Reemplazar un gen averiado era hace apenas media do-
cena de anos un suefio de pura ciencia ficcién. Pero ya
no lo es. En la década de los setenta, la nueva tecnolo-
gia del DNA recombinante —basada en la sofisticada en-
zimologia del DNA— ha abierto un camino fabuloso que
pasa la ingenieria genética de la ciencia ficcion al futuro
previsible... ;Y a no muy largo plazo! El camino practico
de la ingenieria genética en el hombre podra atn estar eri-
zado de dificultades pero, en principio, ya es abordable.
Por consiguiente, es muy interesante investigar en esta di-
reccion puesto que ya sabemos que el problema, aunque
puede ser muy dificil, es soluble en principio. Y con la
posibilidad de solucidén radical de muchas enfermedades
moleculares, el fantastico progreso de la biologia molecu-
lar abre esperanzas de neutralizar —al menos en parte—
la suspension de la seleccion natural en la especie huma-
na, introducida por la Medicina con beneficio del hombre
enfermo pero a expensas de la calidad de la especie.

Y ain mas fascinante que las perspectivas de posibles
reemplazos de genes-enzimas averiados, la introduccidn
aditiva de un gen esta abriendo la puerta para una evolu-
cion artificial, auténtica revolucion tedrica que puede tener
resultados enormemente provechosos. Un caso ya sobre el
tapete es ¢l de los intentos de incorporar los genes nif, que
codifican los enzimas para la fijacién de nitroégeno en cier-
tas bacterias, a la dotacion genética de algunos cereales.
Si se consigue, podria resolverse de raiz el problema de los
abonos nitrogenados, fundamental en la encrucijada actual
de la humanidad, con poblacion creciente y energia men-
guante. Los enzimas, agentes de la vida conocida, pueden
también convertirse en instrumento para una vida mejor (10).
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NOTAS

(1) Los enzimas no tienen sexo en la naturaleza, pero si un problema gra-
matical de género en espafiol. Por el origen etimologico quiza deberia decirse
los enzimos, y cada uno de ellos terminar con el sufijo —aso, pero esto ultimo
requeriria demasiada marcha atras para ser viable. Por ello tiene cierto
peso el argumento de consistencia en favor de fas enzimas. En cambio, el uso
esta mas bien a favor de los enzimas, sucesores recientes de nuestros tradicionales
los fermentos. El diccionario de la Academia dice las enzimas y los fermentos
(jy sin referencias cruzadas!).

(2) Este acontecimiento, que abridé las puertas a la bioquimica dindmica,
fue conseguido casi por casualidad por un joven quimico aleman, Buchner,
en una universidad que podriamos llamar de provincias, la de la ciudad
de Wiirzburg. Materiales: levadura de panaderia, mortero, arena, filtro y azd-
car... y chiripa! («serendipity» ?).

(3) Durante uno de los cotidianos e informales «lunchs» en la biblioteca
del Departamento de Bioquimica de la Washington University, en San Luis,
en los tiempos de los Cori, un becario principiante le pregunté a Carl Cori
que donde podria encontrarse un enzima nuevo (suefio favorito de muchos
enzimOlogos en ciernes). El profesor Cori se encogiéo de hombros y contestd:
«new enzymes, like oil, are where you find them». Aquello lo presencié yo a
comienzos de la década de los cincuenta; veintincinco afios mas tarde cabe
puntualizar que los enzimoélogos tenemos ventaja: los enzimas abundan mucho
mas que el petroleo.

(4) La identificacién de los enzimas como proteinas arranca de la obser-
vacion casual de la cristalizacion de la ureasa, hecha por el americano
Sumner en 1927 cuando en Europa —entonces centro de la ciencia— se daba
por seguro que no eran proteinas y quiza ni siquiera entidades materiales
reales. El complemento, unos cuarenta afios después, fue la elucidacion de la
estructura primaria de un enzima —la ribonucleasa— y su conformacién por
sintesis quimica convencional —muy elaborada, pero convencional— de un en-
zima quimica y cataliticamente indistinguible del de origen biolégico: un impor-
tante golpe de gracia para el vitalismo.

(5) Este hecho, solidamente establecido, puede visualizarse graficamente
con la analogia de las pulgas en un cajén doble. Imaginese un cajén con
dos compartimientos a distinto nivel y separados por un tabique que no llega a
la tapa del cajon. Si se pone en uno de los compartimientos un buen nuamero
de pulgas, éstas empezaran a saltar y algunas veces caerdan en el otro compar-
timiento, donde a su vez saltaran y a veces volveran al compartimiento de
partida. Dando tiempo suficiente se llegard a un equilibrio consistente en un
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reparto: muchas pulgas en el compartimiento bajo y pocas —jpero siempre
algunas!— en el alto, con independencia del punto de partida. Y si se repitiese
el experimento con una previa bajada del tabique, es intuitivo que se llegaria
al mismo equilibrio (que depende solo del desnivel entre los compartimientos),
pero en un tiempo menor. Pues bien, la bajada del tabique en el cajon de las
pulgas equivale al descenso de la energia de activaciéon por el que los catali-
zadores aceleran una reaccidn sin afectar su equilibrio.

(6) Este experimento, realizado en colaboracién con el estudiante de Medi-
cina Alberto Tejedor, consiste en disolver un enzima que cataliza una reac-
cion facilmente reversible en un medio ambiente proximo al fisiologico y en
condiciones asépticas, incubandolo en paralelo sin susirato, con sustrato satu-
rante y con un analogo estructural complejable pero no transformable, valo-
rando periddicamente el enzima residual. La glucosafosfato isomerasa de leva-
dura, escogida por reunir varias circunstancias que facilitan la realizacion y el
valor critico del experimento, ha resultado tener en las condiciones adopta-
das una vida media a 30° de aproximadamente un mes, con completa indepen-
dencia de reposo o trabajo, pese a haber transformado en el ultimo caso unos
mil millones de moléculas de sustrato por molécula (subunidad) de enzima.

(7) Pero no todo. Aan los enzimas digestivos pueden tener algunos requi-
sitos bastante definidos en materia de especificidad. Este es el caso de las
glicosidasas, familia de enzimas que hidrolizan enlaces glicosidicos, en la que
en general cada uno reconoce un azicar glicosidico (el «glicon») y un tipo
de enlace: el @ o el 8. Pues bien, la generalidad de los animales tienen en
el intestino a-glucosidasas que-les permiten aprovechar el almidoén y el glucoge-
no de la dieta, ambos polimeros de la glucosa basados en enlaces a (con
el estadio intermedio de maltosa: O-e-D-glucopiranosil-(1--4)D-glucosa), y todos
los mamiferos tienen f-galactosidasa, que les permite aprovechar la lactosa
de la leche (O--D-galactopiranosil-(1—-4)-D-glucosa). Pero ningun animal tiene
una fi-glucosidasa (o0 una f-glicosidasa que fuese indiferente a la orientacion
del hidroxilo en posicion 4 del glicon, que es la anica diferencia entre la glu-
cosa y la galactosa), lo que les cierra en principio la puerta para poder aprove-
char el producto final mayoritario de la fotosintesis: la celulosa, polimero de
la glucosa basado en enlaces 8 (con el estadio intermedio de la celobiosa:
0-8-D-glucopiranosil-(1-»4)-D-glucosa). Es sorprendente que un objetivo tan
importante no se haya conseguido por una dificultad a! parecer tan pequefia.
So6lo algunos animales han sorteado la dificultad albergando en su aparato
digestivo microorganismos productores de celulasa.

(8) Ahora bien, el que parezca «natural» que los enzimas sean —cuando
ha Jugar— estereoespecificos no quita que el origen de la disimetria molecular
de los seres vivos sea una de las incognitas mdas dificiles dentro de la gran
incognita global del origen real de la vida: la transicion de la presunta «sopa»
producto de sintesis prebi6ticas —que tenia que ser molecularmente racémica—
a un mundo vivo en cuyas proteinas intervienen sélo L-aminoacidos y con
unos carbohidratos basados en la serie D de los monosacaridos, por citar dos
casos sobresalientes y familiares. ;Llegara algin bioquimico de la generacion
actual a concebir una hip6tesis plausible que pudiera dar la clave del origen
de ese mundo de la disimetria molecular en los seres vivos que fue descubierto
a mediados del siglo pasado por el gran Pasteur?

(9) Un ejemplo tan obvio como notorio es la especificidad de la glucosa
oxidasa que al quitar dos hidrégenos del carbono 1 de la D-glucosa requiere
un anoémero ciclico, de los que el enzima prefiere la forma piranosa, y una
determinada configuracion de los sustituyentes del carbono anomérico, de las
que el enzima utiliza s6lo la 8. Por consiguiente, de los diez principales ano-
meros entre los dos isdmeros de una solucién de glucosa racémica —el resul-
tado de la sintesis quimica convencional— la glucosa oxidasa coge s6lo uno:
la f-D-glucopiranosa. ;Y eso ademas de ser completa o virtualmente exclusi-
va para la glucosa entre la docena larga de aziicares abundantes en la natura-
leza!

(10) El manuscrito de este ensayo fue leido criticamente por Gertrudis de
la Fuente, Clotilde Estévez, Carlos Asensio y Carlos Gancedo, cuya cordial
colaboracion agradezco. Sus sugerencias han mejorado este ensayo. Pero como
no todas han sido tenidas en cuenta, este testimonio de colaboracion no im-
plica responsabilidades con Jas tesis aqui expuestas.
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