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Dependencia de la velocidad de reaccion de la anhidrasa carbdnica en los
eritrocitos

Dependence of the reaction rate of carbonic anhydrase in erythrocytes
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Abstract:

Carbonic anhydrase is an enzyme that belongs to a family of metalloenzymes, enzymes that contain one or more metal atoms as a
functional component of the enzyme and that catalyze the rapid conversion of carbon dioxide and water to bicarbonate and hydrogen
ions, a reaction that occurs more slow in the absence of the catalyst. Itis a zinc dependent metalloenzyme, it plays an important role
in the reversible catalysis of the hydration of CO, to form HCO; and H *. Of the five families described, AC-a is found in humans, it
is divided into four subgroups and fourteen isoforms. Its wide cell distribution gives it versatile functionality. * Recently reported
studies lead us to question the role that this enzyme plays in the genesis, control and progress of lung diseases, such as asthma, COPD
(Chronic Obstructive Pulmonary Disease) and even atherosclerosis and cancer.
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Resumen:

La anhidrasa carbonica es una enzima que pertenece a una familia de metaloenzimas, enzimas que contienen uno 0 mas atomos
metalicos como componente funcional de la enzima y que catalizan la conversidn rapida de diéxido de carbono y agua a bicarbonato
y iones hidrogeno, una reaccién que ocurre mas lenta en ausencia del catalizador. Es una metaloenzima zinc dependiente, juega un
papel importante en la catalisis reversible de la hidratacion del CO, para formar HCO; y H*. De las cinco familias descritas, la ACa
se encuentra en los seres humanos, ésta se divide en cuatro subgrupos y catorce isoformas. Su amplia distribucion celular, le confiere
una versatil funcionalidad. Los estudios reportados recientemente nos llevan a cuestionarnos acerca del papel que esta enzima juega
en la génesis, el control y progreso de las enfermedades pulmonares, como asma, EPOC (Enfermedad Pulmonar Obstructiva Cronica)
e inclusive la aterosclerosis y cancer.
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1. Introduccién

Anselme Payen, quimico, es conocido por el
descubrimiento de la primera enzimaen 1833, y por sus
trabajos sobre la celulosay el papel. ©

Las enzimas son proteinas que tienen la capacidad de
catalizar una reacciéon. Estas pueden procesar muchas
reacciones a causa de los grupos R en los aminoacidos.
La anhidrasa carbdnica (AC) es una metaloenzima
dependiente de zinc, ya que es esencial para su actividad
catalitica.La AC catalizalareaccion reversible del di6xido
de carbono (COz2) a ion bicarbonato (HCOs") y viceversa:

COz2 + H20 — H2C03 — HCOs + (H*) 0 (HCO3) + (H*) —
COz2+ H20 — H2COs3

Esta enzimase encuentraen los eritrocitos humanosjunto
con la hemoglobina. La cinética enzimatica estudia la
velocidad de las reacciones catalizadas por enzimas. La
velocidad puede determinarse midiendo la aparicion de
los productos o la desaparicion de los reactivos. La
velocidad de reaccion de una enzima se puede analizar
por medio de la ecuacion de Michaelis-Menten.

2. Dependencia la velocidad de reaccion de la
anhidrasa carbonica en los eritrocitos

2.1 Enzimas

Anselme Payen fue el quimico que descubri6 la
primera enzima en 1833.°

Las enzimas son proteinas que tienen la capacidad de
catalizar unareaccion, no obstante, algunos ARN tienen
actividad catalitica, por ejemplo: ribozimas.

Las enzimas pueden procesar muchas reacciones a
causa de los grupos R en los aminoéacidos, también
generan un ambiente idéneo para que estas reacciones
ocurran. Se lleva a cabo mediante la creacién en su
interior de un sitio activo (ambiente idoneo), donde la
enzimarealiza su funcion cataliticay es el lugar de union
con el sustrato. Generar un ambiente idoneo hace
referenciaala orientacién adecuada delos sustratos para
querealicen su funciényla formacion transitoriainestable
que permite la transicion adecuada de sustrato a
producto.

Esdecir, paraque unamoléculaAreaccione y pase a ser
B es necesario que alcance un estado energético
especifico y de esa forma alcance ese estado de
transicién, ahiradicala importancia de los catalizadores,
ya que, si no hay, la demanda de energia es mayor y
mientras mas energia se requiera, la reaccién tardara
mas tiempo de lo habitual. 2

La presencia del catalizador provoca una disminucién en
la energia de activacion requerida, de manera que la
velocidad de reaccion con la que se desarrollala misma.

Sin embargo, los catalizadores no aportan energia a la
reaccion, sino que desvian la energia para cubrir la
demandaenergéticay éstos no se pierden en la reaccion.

Reaccién no catalizada Reaccién catalizada
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Figura 1. Presencia del catalizador en una reaccion
quimica.*

2.2 Actividad enzimatica

Las reacciones, sean catalizadas o no, dependen de
las leyes termodinamicas, estas leyes permiten deducir si
unareaccion se desarrolla o no, de forma espontanea es
el cambio en la energia libre de Gibbs, (AG) deducido de
la segunda ley de la termodinamica (una reaccién es
espontaneasi la entropia global del universo aumenta),
gue mide la capacidad de un sistema para desarrollar un
trabajo. Para que se realice la transformacion de una
molécula se le denomina sustrato (S), el resultado se
denomina producto (P), si el cambio de energia libre de
Gibbs es negativo, implica que la energia libre del
producto sea menor que la del sustrato.

En unareaccion quimica la conversion de sustrato en
producto requiere una situacién energética intermedia
que se denomina “estadode transicion”,donde el nivel de
energia es superior al del sustrato o del producto.

La diferencia entre el nivel de energia basal y la
correspondiente al estado de transicion se denomina
“‘energiade activacion”y cuantomas alta sea, menorsera
la velocidad de reaccion. Es la determinacion de la
velocidad de reaccion de una enzimay como cambia a
condiciones diferentes. 2

Algunas de las condiciones que afectan ala velocidad de
reaccion son: la temperatura, pH, concentracion de
sustrato (esta es la que méas afecta la velocidad de
reaccion) y por UGltimo tenemos la presencia de
inhibidores.

Algunos ejemplos de los tipos de enzimas son:
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Tabla 1. Clasificacién de enzimas.**

Clase Tipo de reaccion Ejemplo
Oxidorreductasas | Oxido-reduccién Lactato Deshidrogenasa
(22 Subclases)

Transferasas Transferencia de grupos Glutamato Oxalacetato
(9 Subclases) Transaminasa
Hidrolasas Hidrélisis (agua) Quimotripsina

(13 Subclases)

Liasas Adicién o eliminacién de grupos | Fumarasa

(7 Subclases) para formar dobles enlaces

Isomerasas Isomerizacion (transferencia de | Triosa fosfato isomerasa

(6 Subclases) grupos intramolecular
Ligasas Ligacién de dos sustratos Piruvato carboxilasa
(6 Subclases) implicando hidrélisis de ATP

2.3 Cinética enzimatica

La cinética enzimaticaestudia la velocidad de las
reacciones catalizadas por enzimas. La velocidad puede
determinarse midiendo la aparicion de los productos o la
desaparicion de los reactivos.”

Forma en que se analiza el cambio de velocidad de una
enzima:

e Medicién delavelocidadinicialdeunaenzimaen
tiempos cortos (menos de 60s).

e Utilizaciobn de una concentracion de sustrato
elevada respecto a la cantidad de enzima que
hay (generalmente por una molécula de enzima
se utliza entre 100,000 y 1,000,000 de
moléculas de sustrato).

La velocidad de reaccién de una enzima se puede
analizar por medio de la ecuacion de Michaelis-Menten,
quienes explicaron el comportamiento de las enzimas en
1912 por medio de su férmula:

Ec.1 E+SoES<FEP<E+P

E: Enzima

S: Sustrato

ES: Complejo enzima-sustrato
EP: Complejo enzima-producto

P: Producto
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Figura 2: Comportamiento enzimatico segin Michaelis-
Menten.*®

Figura 3: Michaelis-Menten **

Esta trata de explicar que al inicio del proceso de adicién
del sustrato la enzima tendra un cambio muy notorio, ya
que estara libre para unirse al sustrato, conforme se
contindan uniendo se formara el complejo ES, después
pasara al complejo EP, donde ya habra una mayor
cantidad de producto, causando un acercamiento
drastico a Vmax, que es la velocidad maximaque alcanza
unaenzima aproximadamente. Posteriormente se van a
separar.

La forma matematica que se utilizé para demostrar este
comportamiento en 1913 fue la ecuacion de Michaelis-
Menten, la cual permite conocer y entender por qué
algunas enzimas llegan a un punto en el que la Vmax
aparentemente yano avanza. ®

Ecuacién de Michaelis-Menten:

Ec.2 Vo = /max®)
Km+(S)

Vo: Velocidad inicial

Vmax: Velocidad maxima

Km: Constante de Michaelis-Menten
(S): Concentracion de sustrato

2.4 La velocidad de reaccion, estructura y
funcién de la anhidrasa carb6nica en los
eritrocitos.

Es una metaloenzima zinc dependiente, esencial para su
actividad catalitica. La AC cataliza la reaccién reversible
del diéxido de carbono (CO2) a ion bicarbonato (HCOs?) y
viceversa:

CO; + H20 — H2CO3 — HCO3™ + (H*) 0 (HCO37) + (H*) —
CO2 + H20 — H2COs3
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Figura 4: Anhidrasa carbénicay la importancia del zinc
que la compone.*®

Su amplia distribucion celular, le confiere una versatil
funcionalidad.

Los estudios reportados recientemente nos llevan a
cuestionarnos acercadel papel que esta enzimajuegaen
la génesis, el control y progreso de las enfermedades
pulmonares, como asma, EPOC e inclusive la
aterosclerosisy cancer.

En este caso vamos a estudiar la anhidrasa carb6nica,
como actta en el eritrocito y de qué depende.

Las isoformas| y Il se encuentran en el eritrocito (célula
sanguinea que posee hemoglobina en su interior y se
encarga de la distribucién de oxigeno en el organismo).
La isoforma | esta presente en un 85% vy en
concentraciones sanguineas de 150 mM; mientras que la
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Figura 5: Estructura de la anhidrasa carboénica. Se observa
la molécula de zinc en el sitio activo, ésta coordina con los
anillos imidazol de histidina 94,96 y 119.*°

isoforma Il se encuentra en menor proporcién, tiene una
mayor actividad y su tasa de recambio es de 106s-1 a
25°CyaunpHde9.5. 1®

Las concentraciones fisiologicas de cloro (80 mM). Esta
enzima contribuye a la excreciéon del COz mediante su
hidratacién y consecuente conversién a HCOs, durante la
hidratacion del CO2 se producen también protones que
son amortiguados por la hemoglobina (Hb), mientras que
los iones HCOs son transportados hacia el plasma via la
proteina de la banda 3. *°

Esta reaccion se revierte a nivel alveolar, donde el HCOs
se deshidrata en el eritrocito produciendo CO2 que es
capaz de difundirse a través de un gradiente de presion
por la membrana alveolocapilar. Unido a dicho
compuesto, el eritrocito favorece el abastecimiento de
oxigeno (0O2) durante su paso a través del lecho capilar
mediante el efecto Bohr.

Actualmente, se sabe que es una de las células mas
especializadas del organismo, en la que mas del 95% de
las proteinas citoplasmaticas corresponde ala Hby cuya
fuente principal de energia es proporcionada por
glucdlisis (rupturade la moléculade glucosaque dacomo
producto dos moléculas de piruvato), la cual mantiene el
glutation en su forma reducida protegiendo de esta
manera a su membrana, asi como a los grupos sulfhidrilo
de la Hb, del dafio generado por las especies reactivas
del oxigenoy nitrégeno.®

Eliminacion de CO: de los tejidos

La mayor parte del (0, se
convierte en bicarbonato

El bicarbonato
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Figura 6: El comportamiento de la anhidrasa carbonica
durante la eliminaciéon de CO:z desde los tejidos.?

Esdecir, quecuandoelCOz quese hallaen los tejidos se
va a eliminar, este pasara al plasma y el eritrocito lo va a
capturar por medio de la transformacién en el que la
anhidrasa carbonica lo va a transformar en &cido
carbénico. El 20% de este se unira a la hemoglobina
(proteina de estructura cuaternaria que es afina al O2)
como barmino (cuando ya se ha unido con la
hemoglobina el CO), después se va a ionizar en
bicarbonatoy H*, posteriormente el bicarbonato se va a
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expulsar al plasma y un ion cloruro va a entrar
(desplazamiento de cloruro).

Una vez sucedido esto, el eritrocito se va comenzar a
acidificar, por ende, la hemoglobina (que contiene
histidinas) va a capturarlos H* y va a regular el pH.

2.5 Eliminacion del (di6xido de carbono) CO:2
con la espiracion

La hemoglobina liberarda al cation hidrégeno (HY)
capturado, este ion H* se uniracon el bicarbonato para
formar el &cido carbdnico. La anhidrasa carbdnica los va
a transformar en CO2 y H20, de esa manera se va a
liberar el CO2 en los pulmones. Cuando se liberan los
iones H*, puede alcalinizarse el eritrocito, pero esto no
ocurrird porque se van a liberar en el plasma.®

Excrecion de CO2 en el aire expirado

“ En los
pulmones la

Aire mayor p02
espirado facilita la
disociaciéon
del CO2de la
Hb (efecto
Haldane).

La Hb libera
H'yllevaa
producir CO2

HY s—- Hb Pulmones  + H20.

Funste Bogumes Vodes 3 (S Repnes L Oumo 100

Figura 7: El comportamiento de la anhidrasa carbénica
durante la eliminacién de COz desde el aire espirado.?

2.6 Inhibidores de Anhidrasa Carbdnica (IAC)

Se unende unamanera tetraédrica al ion de zincen su
estado desprotonado por medio del atomo de nitrégeno
del motivo amida de la sulfonamida, mientras que las
cadenas aromaticas laterales forman puentes de
hidrégeno que involucran los aminoacidos Thr199 y
Glu106 del sitio activo de la enzima.

La parte aromatica heterociclica de los IAC tipo
sulfonamidas interactia con residuos hidrofilicos
(residuosque poseen afinidad porel agua) e hidrofobicos
(residuos que no poseen afinidad por el agua, ejemplo,
lipidos) del sitio activo, pero también puede unirse de una
manera tetraédrica con el ion metal. *

\ Pre-202
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Figura 8: Sulfonamida inhibidora de anhidrasa carbonica
humana, las cadenas aromaticas laterales forman puentes
de hidrégeno, involucrando los aminoacidos Thrl99 y
Glul06 del sitio activo de la anhidrasa carbonica,
interactuando con residuos hidrofilicos e hidrofébicos del
sitio activo. °
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DEPENDENCIA DE LA VELOCIDAD DE a

REACCION DE LA ANHIDRASA
CARBONICA EN LOS ERITROCITOS

¢{QUE ES UNA ENZIMA?

Las enzimas son proteinas que
tienen la capacidad de catalizar una
reaccion. Estas pueden procesar
muchas reacciones a causa de los
grupos R en los aminoicidos.

:QUE ES LA ANHIDRASA
CARBONICA?

La anhidrasa carbénica (AC) es una
metaloenzima dependiente de zinc,
ya que es esencial para su actividad
catalitica.

La AC cataliza la reaccion

reversible del didxido de carbono (COy)
a ion bicarbonato (HCO; -} v viceversa:
00z + HaD — H 0035 — HCO1 « + {H+} 0 {HCO>| + {H*}
— €Oz + HiO — HCOs

Esta enzima se encuentra en los

eritrocitos humanos junto con la

hemoglobina.
Edminacion de CO, fende loe ptos

Emrvone o ‘—
> |
C2;

ri~

i

CINETICA
ENZIMATICA

La cinética enzimatica estudia
la velocidad de las reacciones
catalizadas por enzimas. La
velocidad puede determinarse
midiendo la aparicion de los
productos o la desapariciéon de
los reactivos.

La forma matemaitica que se
utilizé para demostrar este
comportamiento en 1913 fue
la ecuacién de Michaelis-
Menten.

1§

g4 Mchaohs-Menten y 34 ecuacon para B

representatdn de b Ondtica ensimlitica
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