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Las protefnas con propiedades misteriosas cristalizadas por
Sumner en 1926 (1), resultaban una maquinaria qufmica diffcil de
aceptar por los quimicos razonables. Muchos afios fueron necesa-
rios y muchas otras cristalizaciones, como la de la pepsina por
Northrop en 1930 (2), las de la tripsina, quimotripsina, enzima
amarilla, carboxipeptidasa, ficina, catalasa (por el mismo Sum-
ner), mexicaina (del litex de P.ifeus mexicanus) por Castafieda Yy
colaboradores (3) en 1943 y muchas otras, para que al fin fuese
aceptado el hecho de que una proteina, capaz de cristalizarse,
tuviera la capacidad de llevar a cabo una reaccidn guimica muy
especifica, al romper, como en el caso de la ureasa, s6lo a la u
rea en un proceso catalftico notable. Esta especificidad es tan
extraordinaria, que ni la butil-urea resulta atacada (4).

Para estudiar el mecanismo de accifn de las enzimas, el in-
vestigador Quastel inventd el arte de bloquear el centro activo
de las enzimas con substancias semejantes a las acostumbradas -
en la funcién normal de la enzima, pero con ligeras modificacio-
nes gquimicas que "engaharfan" a la proteina con poderes cataliti
cos. LogrS éxito al emplear &dcido malénico que al poseer dos gru
pos carboxilo no muy lejanos entre sif, semejan la molécula del a
cido succinico, que por tener también dos grupos carboxilo, ale-
jados una distancia de un -CHp mds, realmente quedan a igual dis
tancia que en el &cido anterior si suponemos cierta movilidad y
torsién a las valencias que unen a los carbonos. Se logré el en-
venenamiento de la enzima deshidrogenasa succinica, la cual ad-
sorbe dos grupos idénticos a los rutinarios y al no haber modifi
cacidn qguimica del compuesto, &ste permanece unido impidiendo
las funciones normales de la enzima. El esquema de esta inhibi-
cifn por competencia se observa en la Fig. 1.



12

(a) (B)

l4cido fumarico

dcido malénico NO

2H

&cido succinico

[HZ_IHZ
00H__ COOH

-Fig 1 Accisn de la Deshldrogenasa succ[nlca frente al 5cido
succinzco (A) Yy envenenamiento de la misma con el 5c1do mald—
nico. El centro activo permanece ocupado, al no ser modlfica-‘
do el sustrato y no separarse. (B)._

Este mecanlsmo de enganar a una enzima con moléculas si-
milares abr16 caminos amplisimos en el campo de la qu1mioterap1a‘
y la consecuencia mis conocida ha sido el descubrlmlento de 1as
drogas derivadas de la sulfanilamida, molécula quimica semejante
al dcido p—aminb benzoico que 51rve para confundlr a la félico
sintetasa de las bacterlas pat6genas En general la receta es sim
ple: selecc1onar una enzima .que no exista en el hombre y s{ esté
presente en la bacterla que se desee ellminar- fabricar una molé-
cula de dlmen31ones Y grupos semejantes al sustrato ordlnario pa-
ra esa enzima, pero que tenga un cambio quimlco que la convierta
en molécula no utlllzable. Esto se logra substituyendo un N por.
un .S o v1ceversa, un carboxilo por un oximetilo, un oxigeno por ;
un azufre, un tiazol por una pirldina, una amlda por un acetilo,
un grupo sulfﬁnlco por un carboxilo, etc. La 1ntroduccién de un
dtomo de fluor causara problemas por su electronegatividad y el
punto_ f;nal de la invest1gac16n ser§ el verificar si la nueva dro
ga o molécula 51ntetlzada en el lahoratorio no resulta téxica pa-
ra el organlsmo anlmal. Asi se han preparado diversas moléculas :
novedosas, aunque algunas son perjudlciales al humano. por lo que



ha quedado restringzdo en forma ‘exclusiva para la lnvestlgac16n
cientifica.’ '

"'He menciénado én esta Gltimi parte, a aquellas énzimas
que ‘por formar '‘parte del organismo'de seres vivos indeseables,
deseamos perjudicar y a'las que en forma indirecta tratamos de
usar ' como ‘ayudantes o-colaboradores. Es decir, al eliminar ‘una
bacteria’con "sulfatiazol, ‘estamos empleando’a la enzima bacte-
riana ‘como nuestro cémplice para atacar el interior del germen
invasor. > 180 g 81 ok

‘ Las ‘enzimas son valiosos colaboradores nuestros, pues -ade- '
mis de que la vida no es sino el funcionamiento sincronizado y
regulado ‘de nuestra confederacibn enzimitica, las podemos utili-
zar ‘adem&s en un“sinnmerc de’ activ1dades.

‘Recordaré aquf en forma breve el empleo de determinadas en-"'
zimas microbianas con fines industriales: “Una enzima que’se lo-'
caliza en' bacterias del género Acetobacter es capaz de oxidar ‘al
carbono 2 del ‘sorbitol y producir sorbosa. La reaccibén no es muy
notable ‘en”apariencia, pero ningfin qufmico del mundo puede réa-'
lizar este cambio ‘en el laboratorio. El sorbitol tiene 6 grupos
-OH" (uno por 'cada carbono) y se trata de oxidar s6lo al segundo
para’ formar ‘el correspondiente carbonilo. ¢C6mo se puede oxidar
al 2'sin tocar'los otros cinco?. La bacteria efectfia esta modi-
ficacién qué es muy especifica y cuya consecuencia préctica ‘es
enorme. 'La glucosa se puede reducir con' facilidad a soérbitol y'
1la sorbosa obtenida de 'la accién bacteriana es un precursor in-
dispensable en la actualidad para la sintesis del &cido asc6rbi-"
co que se produce en un 100% por este método.

'Los productos comerciales que se anuncian como detergentes
bioldgicos, capaces de lavar protefnas coaguladas de telas 'y ro--
pas de vestir y que eliminan en forma r&pida huevo, sangre y o-
tros materiales, no son sino simples detergentes (molé&culas con
grupos polares en un extremo y no polares por el otro), del tipo
de los alquil aril sulfonatos alcalinos, pero mezclados' 'con ‘enzi-=
mas bacterianas, fundamentalmente proteasas activas en medio al-
calino, extrafdas de g&rmenes como Bac{flus subtifis y otros. -
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La conversién de esteroides para la obtencién de hormonas,
necesita la presencia de enzimas, a veces de origen animal y las
m&s de origen microbiano. El cambio de progesterona en cortiso-
na oxidando el carbono 11 es una curiosidad carisima y con muy
poco rendimiento en el laboratorio de guimica orgdnica. Mejores
resultados se lograron por perfusiones en gldndulas suprarrena-
les de bovino, empleando sangre adicionada de anticoagulantes,
antibibticos, vitaminas, azficares, substancias minerales y regu-
ladores del pH y de la presibdn osmbtica, empleando como vias a-
ferentes los vasos sangufneos de las gl&ndulas y como caminos de
salida, abundantes cortes con navaja de rasurar por toda la glén
dula. Las gotas gue aparecen en toda la superficie se colectan
en embudos para ser recicladas muchas veces en espera de una me-
jor conversién. Esta fué la via de eleccifn que muchos laborato-
rios emplearon y estuve en contacto con la técnica cuando traba-
jaba en los Laboratorios de Investigacifn de Syntex, S.A.

La efectividad de los hongos microscépicos elimind este com
plicado método y se obtuvo una excelente conversifn disolviendo
la progesterona en etanol, precipitdndola en forma coloidal al
vaciar la solucifn alcohflica en agua destilada, agregando algu-
nas sales minerales y al final el hongo convertidor gque era en
muchas ocasiones Cunninghameffa blfakesleana o Curvullaria Lunata.

Al cabo de 24 horas de agitacifén para proveer el material oxi-

dante (oxigeno atmosférico) habia transformaciones excelentes,
a veces del 80%, contrastando con el método quimico de escasisi-
mo rendimiento y que requeria de 14 pasos sucesivos!

éPor qué un microorganismo transforma a la progesterona en cor
tisona, si aparentemente no posee adrenales ni requiere glucocor-
ticoides para realizar procesos de gluconeog€nesis? La realidad
es muy sencilla: la explicacién es el hecho de que la cortisona
(ya oxidada en posicién 11) es menos t8xica que la progesterona
para el hongo y ademds con la oxidacifn es muy probable que el
metabolismo microbiano tenga una ganancia de hidr8genos utiliza-
bles para oxidaciones fosforilantes y se logre la biosintesis de
ATP.

En todo laboratorio de biogquimica clinica donde soliciten una
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dosificacién de urea sanguinea, conocen el procedimiento de em-
plear una pildorita y determinar el cambio de color del indica-
dor, sintoma de la concentracién de amonfaco liberado por la en
zima ureasa, presente en la pequefia grajea. Pocos quimicos sa-
ben que la pildorita es la enzima parcialmente cristalizada del
frijol "jack" (Canavafia ensiformis) empleando una extraccién
del frijol molido con acetona al 30% en agua y recogiendo el se-
dimento que se forma en frfo durante 12 horas, tal como lo sugi-
rié Sumner en 1926.

Tambi&n la dosificacién de glucosa se ha facilitado en tal
forma, que el propio paciente puede dosificar la glucosa que e-
xiste en su orina y deducir su situacibn diabé&tica con solo es-
tudiar el color gue varfa del amarillo al café&, en una tira de
papel impregnada en glucosa oxidasa y otros sistemas enzimiticos
acoplados al transporte de electrones. La enzima fundamental se
extrae generalmente del hongo PenicifLium notatum.

Desearfa hacer mencifén especial y con mis detalle, a dos
aspectos muy ilustrativos sobre la importancia que reviste la in
vestigacifn sobre las enzimas.

Hace algunos afios particip& en un proyecto muy ambicioso, en
el Laboratorio de Bioquimica de la Universidad de Duke (Durham,
Carolina del Norte, EE.UU.A.), donde se iba a aclarar una pregun
ta clave: ¢Son las enzimas catalizadores gue obran de presencia,
o realmente participan en la reaccién como tantos otros reactivos
y sufren modificaciones quimicas?

Para contestar a esta pregunta el material de trabajo selec-
cionado fu& la enzima fosfoglucomutasa (FGM) que convierte la -
glucosa-1-fosfato en glucosa-6-fosfato (G-1-P—G-6-P), usando
como coenzima (dato sorpresivo!) a la G-1,6-diP.

Pensando en el mecanismo de la reaccién, lc primero que viene
a la mente es una mudanza o traslado del grupo fosfato del C; al
Cg en la molécula del sustrato, lo cual no queda aclarado ni se
comprende el proceder de la enzima. La verdadera transformacifn
es la siquiente: La enzima FGM posee 2 centros activos, semejan-
tes a moldes especificos en donde se acomodan, en el primer sitio
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la coenzima (la glucosa-1,6-difosfato), 'que-ensla Figura 2-corres
ponde al lado izquierdo; y en el sitio vecino,:el sustrato que a=
caba de llegar, colocdndose en este esquema en la zona derecha y
precisamente en direccibn contraria. Para entendernos dentro de
esta’ similitud-dirfiamos que uno se acuesta.con‘'la cabeza donde el
otro pone:rlos pi&s. Es-decir, dentro de esta simbologia-el Cjique
dar8 cerca del Cg de la otra molé&cula. En:la parte B:.de la Figura
2 se: observa el cambio efectuado: simplemente:la valencia gque u-
nfa al grupo fosfato cambib de una molécula a la vecina y la es-
terificacifn con el oxhidrilo en la coenzima, ahora:se efectfa
con-el oxhidrilo de otra molécula que automféticamente: pasa a ser
una nueva coenzima al poseer dos fosfatos. La coenzima original
nos:-queda como G-6-P o-sea el producto final-de la reaccibn; el:
cual se ir&, dando la impresibn de ser la misma -molécula de sus-
trato que llegb, pero-con el grupo fosfato unido en otro carbono.

~p. d= -P dg=

prod.final coenzima

coenzima sustrato

A
Fig.2 Mecanismo de conversifn de la G-1-P a G-6-P por accibn
de la Fosfoglucomutasa, usando como ‘coenzima a la glu-

cosa-1,6-difosfato.

Esta explicacifn aclara que estas enzimas denominadas mutasas
debido a que cambian un grupo de lugar dentro de la misma molé-
cula, realmente son transferasas en el sentido estricto de la pa-
labra -y de su denominacién bioquimica, 'ya que el grupo ‘transpor=
tado viaja en realidad de una mol&cula A a una molécula B.

Igual serd la manera de actuar de la fosfoglicéricomutasa, en
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zima importante en glucolisis, ‘especializada en la conversién del
8cido' 3=fosfoiglicérico en el 'dcido 2-fosfo glicérico, utilizando
~como:ya todos hemos' adivinado, al &cido 2,3-difosfo'glicérico’ co-
mo coenzima. 2

Estos 'mecanismos: se pueden resumir'asizcLacfiltima molécula
de sustrato gue entra a la superficie de la enzima no es la“misma
que sale como producto finalj; sino la'quersaletes lapenfiltima.
Ademés, como-el 'sustrato a veces se adsorbe:del-lado."izquierdo"
devld enzima y-a veces del lado "derecho" en' forma alternada; los
bioguimicos han denominado a esto,mecanismo "ping-pong".

Regresando 'a lo que indic&bamosi sobre el Laboratorié de Bio-
quimica en'el Departamento del mismo nombre en la Universidad de
Duke, la investigacidn sobre las fosfoglucomutasas:de diverso ori-
gen fué repartida a tres investigadores, coordinados por el Jefe
del Departamento y actual Presidente de.ia'Academia de Ciencias
de los EE.UU.A., el Dr. Philip Haﬁdler."ﬁaé:eﬁiimés de peces fue-
ron estudiadas por el Dr. Takashi HaShimofo?kjaﬁohés); la enzima
del msculo de conejo por el Dr. Jay Joshi (hinaﬁ)'y-al que habla
le fueron asxgnadas las enzimas de Eache&&ch&a cot&, Bac&tﬂué ce-
neus ¥ Micrococcus Eybadeakticué S

‘En mi caso, ‘con varios kllogramos ‘de ¢élulas bacterianas hu—
bo que purlflcar la enzima casi a punto de crlstallzac16n en un
proceso que 1mpllcaba: trabajar a g° C, romplmlentos ‘celulares con
vibracién ultrasénica, precipitacién de los dcidos nucléicos con
protamina, fraccionamiento con diferentes saturaciones de sulfato
de amonio, centrifugacién y didlisis hasta lograr una altisima ac-
tividad, con poquisima proteina. Con esta enzima se efectuaban
incubaciones con G-1-P* radiocactiva usando como marcador P32 y
suficiente coenzima (G-1,6-DP) durante un minuto, paraliz&ndo la
reaccidn con &cido tricloracético.

"'La enzima muerta fu& sometida a dos degradaciones hidrolfti-
cas, primero con pepsina en medio clorhidrico, cromatografiando
en-papel los péptidos resultantes y seleccionando las fracciones
radioactivas. ' Estas®fueron sometidas a otra degradacién con trip-
sina a sus valores 6ptimos de pH para la segunda hidr6lisis. Los
péptidos radioactivos, ahora mds pequefios, se guardaron y cada
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uno de ellos se sometif por un lado a hidr6lisis total, para co-
nocer todos sus aminofcidos constituyentes, y en forma simult&nea
a la degradacién de Edman para determinar la secuencia de los mis-
mos.

Los resultados obtenidos por este procedimiento fueron sor-
prendentes.

1° Algunos p&ptidos contenfan de 6 a 15 amino&cidos pero to-
dos posefan una serina, o sea un amino&cido con -OH capaz de ser
esterificado con &cido fosférico (P32), causa de su radioactivi-
dad.

2° Al estudiar la secuencia de amino&cidos en cada uno de
los péptidos, aparecié siempre un quinteto de aminodcidos (penta-
péptido) constante:

-==-TREO-ALA-SER-HIS-ASP---

3° El mismo pentapéptido aparecib en colibacilo, en trucha
de rfo o en mfisculo de conejo (5).
De lo anterior resultan las siguientes conclusiones:

a) ﬁi centro activo de la enzima es idéntico en todas las fos-
foglucomutasas sea cual fuere su origen y contiene una serina cu-
yo oxhidrilo resulta esterificado durante el traslado de fosfato
de una glucosa a otra. La investigacién habfa tenido &xito en de-
mostrar que en cierto momento la enzima intervenia en forma acti-
va form&ndose "fosfato de enzima", ya que la habfamos encontrado
con las manos en la masa. Por esto podemos escribir la reaccién
asi:

GLUCOSA-1,6-DIFOSFATO + ENZIMA ~———p GLUCOSA-6-FOSFATO + FOSFOENZIMA

{coenzima) (producto final)

GLUCOSA-1-FOSFATO + FOSFOENZIMA ——= GLUCOSA-1,6-DIFOSFATO + ENZIMA

(sustrato) (coenzima)

suma

= GLUCOSA-1-FOSFAT0O ——»= GLUCOSA-6-FOSFATO
algebraica
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b) Aunque cada fosfoglucomutasa aislada de diferentes organisg
mos constituye una proteina diferente considerando su peso mole-
cular, su pH 6ptimo de actividad, su punto isoeléctrico, sus pro-
piedades inmunolo§icas,etc.; esto se debe a gue rodeando al cen-
tro activo de estructura comfin, se agrupan diferentes aminofci-
dos gue dependen del origen de la enzima.

c) Finalmente, la deduccifn mis importante que derivé de es-
tas investigaciones fué& el establecer el concepto filos6fico de
que no se trata de una coincidencia el hecho de que una enzima
vegetal, animal o microbiana, hayan inventado el mismo centro ac-
tivo pentapeptidal para la reaccibén de acarreo de fosfatos; sino
que todas las fosfoglucomutasas derivan de un antecesor comiin.
Los antiqufsimos antepasados de las bacterias, animales y plantas
fueron los mismos: células que invéntaron la fosfoglucomutasa ha-
ce algunos millones de afios y que desde entonces tenia: (6).

..amino&cidos-TREO-ALA—SER-HIS-ASP—otros aminoicidos...

H
AlgGn dfa, el laboratorio de bioguimica lograri, por sinte-

sis quimica, reunir el guinteto constante’, quiz& con algunos o-
tros aminodcidos acompafiantes y probablemente tengamos asi a es-—
ta enzima fabricada por el hombre en el tubo de ensaye, si es ca-
paz de transformar, aunque sea en minfisculas proporciones la glu-
cosa-1-fosfato en la glucosa-6-fosfato.

Conviene mencionar aqui, otro dato interesante. También estu-
diamos las FGM de Baciffus cereus y de Micrococeus Lysodeikticus,
las cuales mostraron ciertas diferencias en su mecanismo de ac-
cibn, sobre todo al estudiar su cinética enzimitica graficando se
gin las técnicas de Lineweaver-Burk (7) y mostrando variacién al
tratar de inactivarlas con iones berilio, competidor del magnesio
y que deberfa interferir en el manejo de grupos fosfato (8).

Estos datos indican que no hay mecanismo de "ping-pong" y por
lo tanto existe una mayor diferencia evolutiva entre estas dos
bacterias y colibacilo, gue el que existe entre colibacilo y los
seres superiores.

Creo que con esto termino el tema de las fosfoglucomutasas
y mencionaré& el otro tema que encuentro muy interesante:
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‘Lag ‘erizimas “en ‘bioquimica humana ‘estin resultando 'cada vez de
mayor intérés; pues ahora se efectfian en forma rutinaria muchas
dosificaciones ‘de enzimas ‘comolas transaminasas séricas al:sa- '~
berse que “sus-variaciones son valiosos Indices del’ funcionamien="
to hep&tico. ‘Las alteraciones en’'la’presencia de la deshidrogena-
sa lictica permiten asegurdr ‘en forma biogufmica, 'la‘existencia
de “un “infartodel miocardio. Estos datos' indican que’en’el futuro
el ‘médico, "4 pésar-de’'si gran-experiencia y faritdstico’' ojo elini-
co depénderd cada vez mis de la'investigacibn ctialitativa“y" cuan=
titativa del'panorama énzim&tico del enfermo. ! EE

En ‘la ‘parte final de este''trabajo quierc referirme a‘’‘una '1i-
nea ‘deinvestigacién muy importante en la actualidad y' es la que
se refiere“a 'las "enzimas 'inméviles" '

ET ‘némbre ‘de ‘por sf resulta molesto; 'ya que como sabemos es-
tas protefnas no poséen movilidad ni 6rganos de desplazamiento.””
Su designacidn.obedece al hecho de que en vez de utilizarse en -
soluciones coloidales, en las cuales pueden ocupar una ubicacién
indefinida ‘dentro del “1fguido, 'se fijen en materiales sélidos y
afin“allf continfien con sus ‘¢éapacidades catalfticas.

El métods &s simple: 'Sé toma un tubo de vidrio de determinada
longitud, se vacfa en su-interiof un material plastico'al’estado
1fquido y a'punto de polimerizarse. ~Cuando‘faltan pocos ‘segundos
para que esto ocurra Yy siempre girando el' tubo con la inclinacién
adecuada, se hace recorrer dentro del tubo una suspensifn enzimé-
ticalconcéntrada, la ‘cual por supuesto quedard atrapada“en las”
"garras"™ del polimerc. Muchas moléculas enzimdticas resultardn a-
trapadas 'aunque ser&n inactivas por-haber quedado unidas por su
"cara activa"; miéntras que otras estarin en posibilidades de a-
traer, adsorber y modificar 'al sustrato. La solucibén de sustrato
efectuard el mismo recorrido que el pléastico liquido y que la sus
pensién enzimitica y segfin la inclinacién'y velocidad de rotaciédn
que ‘se aplique 'al tubo, se conseguird la salida de los productos
finales por ‘la'parte inferior. Este método equivale 'a la aplica-
cién del ensamblado de autombviles a las modificaciones bioquimi=
cas. : : '

Se puede' ademis conectar el "tubo enzim&tico" a un segundo ©
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tercer tubo .para efectuar varias modificaciones. quimicas .en se-
rie, con.grandes ahorros de tiempo.y de efectividad ya gue se ha;
contribufdo a acercar mis el sustrato al catalizador. -

. Las aplicaciones de este método son muy numerosas-y se ha lo=
grado.combinar esta té&cnica con-procedimientos inmunolégicos para
diagnosticar en forma muy indirecta, la existencia de ciertas.pa-

rasitosis y otros trastornos.

El procedimiento llega casi a los lfmites de la ciencia fic-
cibn: El Dr. Lemmuel Wingard, de la Universidad de Pittsburgh, en
Pennsylvania nos ha comunicado sus Gltimas experiencias en este
terreno (9) : Un mamffero se encuentra con un grave trastorno he
pitico que ameritarfa un transplante de higado (algo que por aho-
ra resultarfa imposible). Imaginemos que es una;cirrosis y este
hfgado no efect@a en forma adecuada el ciclo de la urea y el or-
ganismo ‘est4 siendo intoxicado por las cantidades excesivas de
amonfaco circulante. Esta hiperamonemla ‘provocar8 delirium tre-
mens y otros sintomassemejantes a 10§ de“un“alchohblico.

Se toma -un hfgado sano, “incluso de-.un animal totalmente dife-
rente, ‘cuyas protefnas serfian rechazadas prento por el primer a-
nimal, y se rompe con algfin procedimiento que permita desgarrar
el tejido y reunir c&lulas rotas e intactas. Se prepara entonces
una suspensién hep&tica y se vacifa en el tubo de:Qidrio con el ma
terial polimerizante en el momento oportuno y sehlogra un "tubo
hep&tico“‘-'Sé'éélecciona una vena del“animal para conectar el
flujo sangufneo en una circulacién extracorpbréa ‘que recorra al
tubo enzimédtico y regrese al animal, sin haber sufrido ninguna a-
dicién de proteinas extrafias, .ya que todas estdn "inmovilizadas"
El ‘hfgado sano, desintegrado; realiza afin sus funciones vitales
y detoxifica a la sangre, remov1endo el amonfaco Y formando urea,
la cual se filtra f&cilmente por el rindn y terminando con el sin
drome al ellmlnar la causa. Esta técnlca equivale a un "trans-
plahté'extérho" del 6rgano vital, incluso dé'espécié diferente;
pero sin las posibilidades de un rechazo'inmunclégico.
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De manera que en el laboratorio bioquimico, algunos de nues-

tros mejores colaboradores y ayudantes, aunque con dimensiones

submicrosc6picas, son las enzimas, que si participan en el meca-

nismo Intimo de la reaccifn, como cualquier compuesto quimico ac

tivo y ser&n muy valiosas e insustitufbles si las entendemos y

consentimos, por lo cual les hemos llamado los "magos del cambio

quimico".
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