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IV. — Inhibición competidora de la descarboxilasa tirosí-
nica por la acción de la tiramína. Determinación de la

constante de inhibición.

En una publicación anterior (1), hemos estudiado el efecto
de la concentración de substrato (E-tirosina) sobre la velocidad
de reacción de la descarboxilasa tirosínica, es decir, consideramos
el equilibrio :

Enzima 4- Substrato =* Enzima-substrato —> Enzima 4- Pro
ductos de la reacción y observamos que nuestros datos experi
mentales, . se ajustan a la ecuación de velocidad, dada por Michae-
lis-Menten, calculando a partir de ellos la constante de Mi-
chaelis Ks.

El objeto del presente trabajo es estudiar la. acción de la ti-
ramina sobre el anterior - equilibrio,' o sea, considerar este otro
de carácter más general:

E + S + X^ ES + EX
I w

E 4- Prod. E + X

en donde E, S y X representan el enzima, el substrato y la tira-
mina respectivamente.

Hasta el momento se ha ensayado el comportamiento de
numerosas substancias añadidas a dicho equilibrio a fin de es
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clarecer la naturaleza del cofennento. Así se ha visto que las
descarboxilasas bacterianas de los aminoácidos se inhiben por los
reactivos del grupo aldehido, como la hidrácina, la hidroxilami-
na y semicarbazida (4). Posteriormente se encontró que la hidro-
xilamina es un inhibidor competidor de la descarboxilasá del
ácido glutámico (12), y poco después, al ensayar la acción inhi
bidora de compuestos relacionados estructuralmente con el ácido
glutámico, se ha comprobado que también el ácido a metilglutá-
mico es un inhibidor competidor de dicho enzima (13).

Características generales de la inhibición

Teniendo en cuenta su mecanismo de acción, los inhibidores
se pueden clasificar de una manera general en competidores y no
competidores.

Aquellos compuestos que son análogos en estructura a la mo
lécula de substrato, pueden competir con él para unirse con cier
tos grupos activos del enzima, evitando así la formación del com
plejo enzima-substrato y, por lo tanto, reduce la actividad
catalítica total.

El grado de' inhibición dependerá en este caso de la concen
tración relativa del substrato e inhibidor, así como de la afinidad
del enzima para estos dos compuestos. Un ejemplo bien conocido
lo tenemos en la inhibición de la deshidrogenasa del ácido succí-
nico por el ácido malónico (11).

Pero también se presentare! caso de que el inhibidor y el grupo
prostético o cofermento, puedan competir respecto al ápoenzina.
En este caso el grado de inhibición dependerá de la concentración
relativa de los compuestos competidores y de la afinidad del apoen-
zima respecto a ellos. A este caso pertenece la inhibición del cito-
cromo c por atebrina (6)

Inhibidores no competidores son aquellos que inhiben una
reacción independientemente del substrato o del grupo prosté
tico, es decir, el grado de inhibición depende únicamente de la
concentración del inhibidor, y' por lo tanto, es independiente de
la concentración del substrato o del grupo prostético.

La inhibición no competidora al igual que la inhibición por
competencia, tiene lugar por la acción de substancias análogas
al substrato; pero cuando se presentan las dos formas de inhibi
ción en un enzima, las substancias que dan Tugar a una inhi
bición por competencia son de una estructura más parecida a la
del substrato (9).

La cinética de la inhibición cnzimática está basada en la
teoría de Michaelis-Menten. a quienes se deben los primeros es
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tudios en este campo. Posteriormente ha sido tratada por dife
rentes autores (3, 5, 7, 8, 9, 10, 14, 16).

En el caso de la inhibición por competencia hay que consi
derar dos reacciones reversibles: la formación del complejo en
zima-substrato (ES), y la formación del complejo enzima-inhibi
dor (El).

E + S ES —> E + P E + I ¿ El (inactivo)

Aplicando principios cinéticos elementales y el cálculo mate
mático, se tiene:

Tf. [I] Ks

Ks + [S] ( —— 1]L J \ vi /
siendo : Ki = constante de disociación de El

Ks = » » ES
[I] = concentración molar de inhibidor
[S] = » » substrato

v = velocidad de la reacción en ausencia de inhibidor
vi = velocidad de la reacción cuando la concentración

de inhibidor es [I]
V = velocidad máxima de la reacción en presencia de

inhibidor

Hunter y Downs (9) introducen el término «actividad frac
ciona!» (a) en lugar de vi/v, con lo que resulta, después de subs-

Ki
tituir Ki + ------ [S] = C y hacer transformaciones, la siguien-

Ks
te ecuación :

[I] -7—— = C (1)
1 —«

en donde C es una constante proporcional a la concentración de
substrato.

La ecuación anterior se puede escribir como sigue:

^=1+^ [I] (2)
vi Ki Ks + [S] ' ’

Lineweaver y Burk (10) dan la siguiente ecuación de velo
cidad :

1 _ i +h4- Ks [S]--- + p+—j — —
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En la inhibición estrictamente no competidora el inhibidor se
combina con el enzima y el compuesto enzima-substrato (ES) con
igual afinidad. En este caso hemos de considerar los siguientes
equilibrios:

E + S^±ES->E + P
E + I El (inactivo, con constante de disociación Ki)

ES 4- I ESI (inactivo, con constante de disociación Ke-
si = Ki)

Manejando principios elementales de
cálculo matemático, tenemos:

cinética y aplicando el

Ki=Jii—(4);
— vi/v 1 —a V

La ecuación'anterior se puede escribir :

y combinando esta última con la ecuación
en ausencia de inhibidor, tenemos:

1 _L 4-Wi r i , Ks^_r+KiJ |v + v

de Michealis-Menten

(6)

Determinación práctica del Upo de inhibición. — Umbreit y co
laboradores (15) han señalado que la sola observación de la cons
tancia de la inhibición a una concentración dada de inhibidor al
variar la concentración de substrato, no es suficiente para esta
blecer que la inhibición es con competencia o sin ella. Es más
seguro aplicar las ecuaciones derivadas de Liheweaver y Burk.

1. De las ecuaciones núm. 3 y 6 se deduce que si previa
mente hemos determinado la velocidad de la reacción (v), al
variar lo más posible la concentración de substrato (S), para dos
o más concentraciones de inhibidor, y representamos 1/v frente
al recíproco de la concentración de substrato (1 /[S]), obtendre
mos líneas rectas con las siguientes características :

a) En ausencia de inhibidor resultan líneas rectas cuyos co
cientes pendiente/ordenada en el origen es igual a Ks, y son,
por consiguiente, constantes.

b) Si la inhibición es rigurosamente competidora (ecuación
núm. 3) la ordenada en el origen es constante, pero la pendiente
aumenta por ser igual a 1 + [I]/Ki. La Ks aparente ^pen
diente/ordenada en el origen) aumenta.
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c) En el caso de la inhibición no competidora la pendiente
y la ordenada en el origen varían en la misma proporción, de
modo que Ks permanece constante (ecuación núm. 6).

2. Otro método apropiado para distinguir entre inhibición
exactamente con competencia o sin competencia, se basa en las
ecuaciones núm. 2 y 5.

Representando v/vi frente a [I] para dos o más valores de [S],
si el inhibidor es competidor se obtienen líneas rectas con una
sola ordenada en el origen pero diferente pendiente; si es no
competidora, las líneas coinciden en una sola, puesto que en la
ecuación correspondiente no interviene la variable S.

3. Finalmente, con las ecuaciones de Hunter y Downs (ecua
ciones núm. 1 y 4), representando en ordenadas [I] a / (1—u)
frente a [S] en abscisas, los puntos experimentales están sobre
una recta cuya ordenada en el origen es Ki; si la inhibición es
sin competencia la recta es paralela al eje de abscisas, y en la in
hibición con competencia se obtiene 'una- línea recta ascendente.

Material y métodos

Fermento. — Como fuente de la descarboxilasa tirosínica se
utiliza el microorganismo Streptococcus faecalis (A. T. C. C.
8.043).

La composición del medio de cultivo, su preparación, conser
vación, trasplantes y siembra se procede exactamente igual que
en nuestra anterior publicación (1).

Técnica manométrica de Warburg

1. Aparato.—Para determinar la velocidad de descarboxi-
lación se ha utilizado el aparato de Warburg (15).

2. Substrato. — Hemos empleado como substrato soluciones.
sobresaturadas de L-tirosina (B. D. H.) en solución amortigua
dora de acetato sódico M/5 de pH 5’5. Las tres series de expe
riencias que hemos realizado se efectúan, manteniendo constante
la concentración de substrato en cada una de ellas y variando la
concentración de inhibidor (tiramina).

3. Fermento. — El polvo de microbio se disuelve en el tam-
pón de acetatos obteniendo una solución opalescente debido a los
restos celulares. Se coloca un volumen de 0’3 cc. en el brazo la
teral del vaso. Hemos trabajado con una concentración constante
de fermento de 7’5 mg./vaso.

4. Inhibidor. — Utilizamos tiramina (Schuchardt) que pre
viamente pesada se pone en el compartimento principal en estado
sódico antes de añadir la L-tirosina.
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En cada una de las tres series de experiencias que hemos
efectuado, trabajamos con cuatro concentraciones distintas de
tiramina.

5. Descarboxilación. — Todas las experiencias de descarboxi-
lación se han realizado a 30ü C. Hemos trabajado en iguales con
diciones que en nuestra anterior publicación, con la única dife
rencia que después de volcar la tirosina y esperar dos minutos

1
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para que se restablezca el equilibrio térmico y hacer la primera
lectura, las restantes se realizan a intervalos de 1’5 minutos hasta
un total de 9 minutos, a fin de conseguir una mayor densidad de
puntos.

6. Determinación de la velocidad inicial de la reacción. —
A. continuación damos un resumen de las operaciones realizadas
para determinar la velocidad de descarboxilación; para más de
talles, véase (1).

Resultados

Empleando la técnica manométrica de Warburg, hemos deter
minado un conjunto de valores de la función v = g (I, S), va
riando los valores de I, y manteniendo constantes los de S dentro
de cada serie; pero variando dichos valores de S al pasar de una
serie a otra.

La cantidad de fermento es constante en todas las series e
igual a 7’5 mg./vaso.

Hemos realizado tres series de experiencias (véase Tabla I),
siendo la concentración de substrato en cada serie igual a
0’0030 M; 0’0050 M y 0’0112 M.

En cada serie se manejan cuatro concentraciones distintas de
inhibidor (tiramina), que oscilan entre 0’06 — 0’225 M (serie nú
mero 2), y 0’030 — 0’177 M (series núms. 1 y 3).

En la columna 4.a de la misma Tabla I, se ha calculado los
valores v/vi, siendo v la velocidad de descarboxilación en ausen
cia de inhibidor (1 = 0), y vi la velocidad cuando hay una con
centración determinada de inhibidor, cociente que representa el
valor recíproco del grado de inhibición (vi/v).

En dicha columna se observa que v/vi varía con la concentra
ción de substrato para una misma concentración de inhibidor.
Por ejemplo (datos tomados de la Tabla I) :

petidora.

[I] = 0*177
í [S]
1 V/Vi

0-0030
2*10

0*0050
1*67

0'0112
1*37

y para

[I] = 0*060 <
í [S]
l v/vl

0*0030
1*42

0*0050
1*23

0'0112
1,10

Este
con la
ción de

hecho experimental de que
concentración de siibstrato,
inhibidor, nos hizo pensar

el grado de inhibición varíe
para una misma concentra-

que la inhibición fuese com-
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TABLA I

[11 V [S] v/vi x/v
Ki

gráfica
Ki =

Ks (1|
(^-x) (Ks + [S])

Serie n.r x 1

0’000 359 0’0030 0’00278 0’045
0’030 299 1’20 0’00334 0’043
0’060 252 1’42 0’00396 0’040
0’130 197 1’82 0’00507 0’045
0’177 169 2’10 0’00591 0’046

Serie n.* a

0’000 389 0’0050 0’00257 0’050
0’060 314 1’23 0’00318 0’050
0’120 268 1’45 0’00373 0’052
0’177 232 1’67 0’00431 0’051
0’225 205 1’89 0’00487 0’049

Serie n.* 3

0’000 477 0’0112 0’00209 0’048
0’031 460 1’04 0’00217 0’075
0’061 430 1’11 0’00232 0’054
0’121 392 1’22 0’00255 0’053
0’177 349 1’37 0’00286 0’046

! 0’048 0’050

Comprobación gráfica

Si representamos en mi sistema de coordenadas cartesianas los
valores experimentales de v en función de [I], tenemos la si
guiente gráfica núm. 1.

Y en ella se observa de una manera indirecta, a la vista de la
pendiente de las tres curvas, que la. variación de la velocidad de
descarboxilación es tanto mayor cuanto es menor la concentra
ción de tirosina.

Sin embargo, una demostración gráfica directa de la depen
dencia-del grado de inhibición con la concentración de substrato,
para un mismo valor de [I], se consigue haciendo la siguiente
representación': en ordenadas tomamos los valores recíprocos del
grado de inhibición (Tabla I, columna IV) l/(vi/v), y en absci
sas concentración de inhibidor [I] (Gráfica núm. 2); los puntos
de cada serie se encuentran distribuidos a lo largo de una recta
de ordenada en el origen 1.
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Si la tíramina fuese un inhibidor no competidor, las tres rectas
deberían coincidir en una sola

v [I]
------= 1 4--------

vi Ki

puesto que el grado de inhibición sería independiente de la con
centración de tirosina.

En nuestro caso, los hechos experimentales demuestran por
sí solos de una manera clara (gráfica núm. 2) que la tiramina es
un inhibidor competidor de la tirosina respecto a la descarboxi-
lasa tirosínica.

v Ks [I]
En la ecuación ------= 1 + ------- --------------  que relaciona

vi Ki Ks + [S]

tf/vi en función de I, cuando el inhibidor es de tipo competidor,
interviene una constante Ki (constante de disociación del com-
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puesto enzima-inhibidor), que se calcula gráficamente midiendo
la pendiente de las rectas obtenidas en la gráfica núm. y tenien-

Ks
do en cuenta que dicho valor es igual a ------------------------ . Estos

Ki [Ks 4- (S)]

valores de Ki están tabulados en la Tabla I, columna 6.a.
Por otra parte, despejando Ki en la ecuación de arriba,

Ks [I]
Ki =----------------------------------- calculamos su valor para cada

(v/vi-1) [Ks + (S)]

par de valores v/vi — I (Tabla I, cohimna 7.a), teniendo en cuen
ta que Ks es igual a 0’0012 M (1).

El examen de los valores de Ki que figuran en la Tabla de
valores, pone de manifiesto que dentro de los errores experimen
tales, se trata de una verdadera constante cuyo valor es 0’050 M.

Discusión

No es posible llevar a cabo un estudio adecuado de los inhi
bidores enzimáticos sin una investigación de la cinética de la in
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hibición, lo cual se lleva a cabo en la actualidad por un número
creciente de investigadores.

Ante nna substancia que actúa como inhibidora de una reac
ción enzimática se plantea la siguiente pregunta: la velocidad
relativa o grado de inhibición vi/v, constante a una concentra
ción dada de inhibidor, ¿¡depende de Ja concentración de subs
trato? Para contestarla, es suficiente un estudio cualitativo, pero
para llegar a conclusiones definitivas son necesarios los méto
dos basados en el mecanismo de la reacción.

Estos métodos tienen las siguientes ventajas:
l.°  Son corrientemente más sensibles y los resultados se con

sideran simultáneamente, lo cual es más efectivo que hacer com
paraciones parciales.

2.°  Nos dan Un criterio definitivo para conocer los diferen
tes tipos de inhibición.

3.°  Finalmente, proporciona la determinación de importan
tes constantes de la reacción.

Basándonos en este criterio y en los desarrollos matemáticos
existentes, nuestros datos experimentales han puesto de mani
fiesto que la tiramina gictúa como inhibidor competidor de la tiro-
sina respecto a la descarboxilasa tirosínica, siendo el valor de Ki,
constante de disociación del complejo tiramina-descarboxilasa ti
rosínica, igual a 0’050 M, o sea, unas 40 veces mayor que Ks
(Ks = 0’0012 M).

En la inhibición por competencia con el substrato, los valores
relativos de Ki y Ks (constante esta última denominada de Mi-
chaelis-Menten, que corrientemente se considera igual a la de
disociación del complejo enzima-substrato), juegan un papel muy
importante para determinar la eficacia de un inhibidor.

El inhibidor ideal por competencia sería aq’.iel cuya afinidad
por el enzima fuera considerablemente mayor que la del substrato,
puesto que de no ocurrir así, la relación de concentraciones in
hibidor/substrato tendrá que ser alta. '

En el caso de la inhibición de la deshidrogenasa succínica por
el ácido malónico, existe urna gran afinidad entre el homólogo
del substrato y el enzima, siendo la relación inhibidor/substrato
del orden de 1/50 para una inhibición del 50 %.

Esta elevada afinidad representa más bien una excepción que
una regla, y en la mayor parte de los casos de inhibición por com
petencia hasta ahora estudiados se ha encontrado que Ks es
menor que Ki, lo cual es de esperar dada la gran afinidad que
presenta cada enzima por su substrato natural.

Recientemente Dixon (2) ha dado a conocer un método gráfico
sencillo para determinar Ki que juzgamos muy instructivo a efectos
de comprobación de nuestros resultados. Consiste en representar 
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1/v frente a [I], manteniendo [S] = constante, para dos o más
valores de la concentración de substrato.

Gráfica núm. 3

En el caso de un inhibidor competidor se obtienen rectas di
ferentes para cada valor de [S] que se cortan en un punto a la
izquierda y por encima del eje de las abscisas, cuya absci
sa es —Ki.

Si el inhibidor es no competidor, las rectas se cortan igual
mente en un mismo punto, pero en este caso está situado en la
parte negativa del eje de abscisas, siendo su valor igual a —Ki.

En la gráfica núm. 3 se ve de una manera clara que.represen
tando 1/v respecto a [I] (datos de la Tabla I, columna 5.a), los
valores experimentales están sobre rectas que se cortan por en
cima de la línea de la base en puntos cuyas abscisas (= —Ki) son
los siguientes:

Ki=0’040; 0’048; 0’056 M.
valores de Ki que coinciden satisfactoriamente con el calculado
anteriormente (= 0’048 M).

Resumen

Hemos estudiado experimentalmente la acción de la tirainina sobre
la velocidad de descarboxilación de la tirosina catalizada por la descar-
boxilasa tirosínica, encontrando que actúa inhibiendo la reacción de des
carboxilación.
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Se demuestra analítica y gráficamente que los resultados experimen
tales corresponden a una inhibición de tipo competidor, cuya ecuación
de velocidad es :

v Ks [I]
------ = i + ----- -------------------

vi' Ki Ks + [S]

Se determina la constante de inhibición, Ki, cuyo significado es la
de una constante de disociación del compuesto descarboxilasa tirosínica-
tiramina, siendo su valor 0’050 M.

Thyramine inhibited thyrosine decarboxylation by thyrosinic de car-
boxylase.

The mathematical analysis of the experimental results showed that
the inhibition was a competitiva one, according to the following equation.

v Ks
----- --- 1 +-----

vi Ki

[I]

Ks + [S]

Inhibition constant Ki amounted to 0.050 M, the meaning of tvhich
being that of a dissociation constant of the complex Thyrosine-Decarbo-
xylase and Thyramine.
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