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INTRODUCCION

El estudio de los mecanismos cinéticos de enzimas
y transportadores asi como el efecto de sus inhibi-
dores y activadores sigue siendo una herramienta
util para entender mejor la naturaleza y regulacion
de las vias metabdlicas involucradas en los pro-
cesos bioquimicos de todas las células. El mejor
entendimiento de los mecanismos cataliticos ha
cobrado mayor relevancia biotecnoldgica ya que
nos acerca a un mejor disefio de farmacos en
el caso del tratamiento de enfermedades o para
realizar modificaciones puntuales y obtener asi
una mayor produccion de metabolitos. De esta
forma, para obtener datos que permitan una mejor
entendimiento de la participacion de enzimas y
transportadores en la fisiologia de las células, se
siguen disefiando compuestos cada vez mas es-
pecificos que afecten la actividad (V,..x) o afinidad
(Km) por sus substratos. Sin embargo, en muchos
trabajos de la literatura donde se realizan estudios
cinéticos, en ocasiones el analisis de los resultados
es sobre-interpretado, incompleto o en el peor de
los casos erréneo.

El objetivo de este trabajo es realizar una re-
vision de los métodos utilizados para analizar el
tipo de inhibicidn de un compuesto. Estos métodos
permiten comparar los datos experimentales con
patrones predichos para diferentes mecanismos
cinéticos, utilizando datos de velocidad inicial (es
decir la velocidad de la reaccion durante los pri-
meros minutos o segundos, cuando la formacion
de producto es lineal con respecto al tiempo y la
concentracion de sustrato es mucho mayor que la
concentracion de enzima), experimentalmente el
método para determinar los patrones de velocidad
inicial consiste en variar la concentracion de un
sustrato frente a concentraciones fijas de otros
sustratos y en ausencia de productos.
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Existen dos estrategias para analizar el tipo de
inhibicién de un compuesto, el ajuste por regresion
lineal y el ajuste por regresion no lineal.

AJUSTE POR REGRESION LINEAL

Este andlisis es ampliamente utilizado en cinética
enzimatica, los datos se grafican de tal manera
que en el eje x se representa la variable inde-
pendiente y en el eje y la variable dependiente,
la linea trazada por regresion lineal se elige
para minimizar la suma de los cuadrados de las
distancias de los puntos a partir de esa linea.
Un método para tratar con relaciones curvas es
transformar los datos en una linea recta y des-
pués realizar la regresion lineal. Algunos métodos
de linearizacién utilizados son: Lineweaver-Burk
(I/v versus 1/S), Eadie-Hofstee (v versus v/S),
Hanes (S/v versus S) y Scatchard (v/S versus v)
donde v es velocidad inicial, S la concentracidn
de sustrato. Estos métodos se pueden aplicar a
la ecuacion de Michaelis-Menten v=(V,..x [S])/
(Kn+[S]), para determinar la K, y V. a partir
de la pendiente y el intercepto. Entre ellos, el
método de Lineweaver-Burk (dobles reciprocos)
es el mas utilizado como una herramienta grafi-
ca para calcular los parametros cinéticos de una
enzima, cuyo reciproco es 1/v=K,/(Vimax [S])+1/
Vmax, donde v es la velocidad de reaccién, K, es la
constante de Michaelis-Menten, V...« €s la velocidad
maxima, y [S] es la concentracion de sustrato.
El grafico de Lineweaver-Burk permite identificar
la K ¥ Vmax; @ partir del punto de interseccion
con el eje de las ordenadas es (I/Vina), vy el de
las abscisas al origen se puede obtener (-1/K.).
Realizar el ajuste por regresion lineal sobre datos
transformados tiene algunas ventajas ya que es
muy sencillo y no requiere un software especifico,
ademas resulta facil de evaluar estadisticamente.

Aceptado: 12 de febrero de 2013



20

Sin embargo, estos métodos son muy dependien-
tes de la calidad de los datos de velocidad y se
aplican solo para mediciones de velocidad inicial
(4). Los errores en la determinacion de velocidad a
bajas concentraciones de sustrato se amplifican en
el método Lineweaver-Burk y Eadie-Hofstee y en
menor media al utilizar Hanes, debido a que estas
distorsiones se incrementan en transformaciones
que combinan los valores de x y y.

Otra alternativa para determinar los mecanis-
mos cinéticos es realizar ensayos de inhibicion
utilizando productos, altas concentraciones de
sustratos alternos u otras moléculas analogas a
cualquiera de estos. Se busca que los inhibidores
utilizados sean reversibles, es decir deben formar
complejos dinamicos (asociacion-disociacion) con
propiedades cataliticas diferentes a las que tiene
la enzima en ausencia del inhibidor. Los inhibido-
res reversibles pueden ser totales (lineales), es
decir al saturar una enzima con un inhibidor total
la actividad enzimatica se abate por completo y
al realizar los regraficos de la ordenada (1/Viax
versus [I]) y la pendiente (K,/Vn.x versus [1])
del grafico de dobles reciprocos se generan li-
neas rectas o inhibidores parciales (hiperbdlicos)
cuando se observa cierta actividad enzimatica
residual en presencia de una concentracion sa-
turante de inhibidor y en los regraficos de dobles
reciprocos se obtiene una curva hiperbdlica (2).
Ademas existe otra clasificacion para estos tipos
de inhibicion con base en el efecto que el inhibidor
tiene sobre la eficiencia catalitica (V,./Kn) Yy la
velocidad maxima. La inhibicion competitiva se
caracteriza por disminuir la afinidad de la enzima
por su sustrato sin afectar la velocidad maxima
aparente (en presencia de inhibidor). La inhibicion
incompetitiva disminuye la V.. Yy no afecta la
eficiencia catalitica. Y la inhibicidon no competitiva
disminuye el valor de ambos parametros (V,.x Y
VmaX/Krn)'

Para el caso especifico de sistemas con inhibidor
se puede utilizar el método de Dixon, donde se
grafica (1/v versus [I]) y si la cinética se puede
describir por la ecuacion v=(V,.x [S]1)/(Ks (1+[1]/
K)+[S](1+[I]/K; ) ), donde, V... €s la velocidad
maxima, [S] es la concentracion del sustrato, Ks
es la afinidad de la enzima por el sustrato (asu-
miendo equilibrio rapido, ver referencia 2), [I] es
la concentracidn del inhibidor, K; es la constante de
inhibicion (2), el patron de lineas rectas para dife-
rentes concentraciones de sustrato se intersectan
en [11=-K; y lI/v=[I-(K/Ki )/Vm.x para determinar
la K;, pero tiene la desventaja de que solo se aplica
para mediciones de velocidad inicial y no siempre
se puede distinguir entre inhibicion mixta e inhi-
bicion competitiva (4).
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AJUSTE POR REGRESION NO LINEAL

Este método permite ajustar los datos experimen-
tales a cualquier ecuacién, como en la regresion
lineal el procedimiento por regresion no lineal
permite determinar los valores de los parametros
que minimizan la suma de los cuadrados de las
distancias de los puntos de la curva, con el objetivo
de minimizar el residual de la suma de cuadrados.
Este método presenta varias ventajas: se pueden
determinar simultdneamente varios parametros
cinéticos a diferencia de los métodos lineales,
menor restriccion en la eleccion de las variables
controladas comparado con los métodos lineales
donde los datos se limitan a un intervalo lineal y
por lo tanto disminuyen las desviaciones estandar
y aumenta la precision al estimar los parametros
cinéticos, debido a que no se requiere realizar
transformaciones lineales a las variables. Sin em-
bargo el ajuste por regresién no lineal no puede
resolverse en un solo paso, este debe resolverse
de forma iterativa. Realizando iteraciones ma-
tematicas de la ecuacion de velocidad mediante
software especifico. Existen algunos programas
comerciales de computadora que realizan regre-
siones no lineales como Origin, Sigma Plot, Graf fit
y Curve fit. Se debe proporcionar una estimacion
inicial del valor de cada parametro, después se
ajustan estos valores para mejorar el ajuste de
la curva a los datos, a continuacion se ajustan los
valores nuevos para mejorar nuevamente el ajuste
y de esta forma estas iteraciones matematicas
contintan hasta que la mejora es minima. En este
trabajo, el analisis no lineal se realizd6 mediante
el "software” Origin 5.0, el cual, da un valor es-
tadistico de Chi cuadrada (Chi?, distribucion de
probabilidad continua) que ayuda a discernir sobre
el mejor ajuste de los datos experimentales a las
ecuaciones de los diferentes tipos de inhibicidon. Se
puede aplicar a mediciones de velocidad inicial y a
curvas de progreso. Sin embargo, en ocasiones es
necesario realizar la estimacion de los parametros
cinéticos por métodos lineales antes de realizar las
iteraciones, se necesita un “software” especifico y
las consideraciones no tomadas en cuenta en el
modelo pueden causar ajustes poco satisfactorios,
por ejemplo para analizar diferentes tipos de in-
hibicion los métodos lineales son la mejor opcion.
Ademas se debe tener cuidado al analizar y rea-
lizar un ajuste no lineal, debido a que se pueden
producir resultados engafiosos si el programa se
usa de manera inapropiada.

La seleccidon de un método por regresion lineal o
por regresion no lineal para analizar el mecanismo
cinético de un compuesto, debe ser cuidadosa y
tomar en cuenta tanto sus ventajas y desventajas,
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Figura 1. Comparacion de las férmulas estructurales del Citrato, el BTC y el compuesto 792949.

el objetivo del analisis; asi como sus excepciones
para poder predecir de manera precisa el tipo de
inhibicion esperado, se ha descrito que el tipo de
inhibicion se puede modificar si se consideran
concentraciones saturantes o no saturantes de los
sustratos (2).

En este trabajo se hace una revision de los dife-
rentes métodos de analisis cinético para el estudio
del efecto de inhibidores sobre el transportador
mitocondrial de citrato publicado en la Revista
Molecular Pharmacology titulado Inhibitors of the
Mitochondrial Citrate Transport Protein: Validation
of the Role of Substrate Binding Residues and Dis-
covery of the First Purely Competitive Inhibitor, con
esto se pretende exhortar al lector y en especial
al estudiante de posgrado a revisar criticamente la
literatura consultada relevante para su proyecto.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El transportador mitocondrial de citrato (CTP) es
critico en el metabolismo energético y biosintético
de células eucariontes, debido a que el citrato es un
intermediario esencial en el metabolismo de car-
bohidratos y lipidos. Es un antiportador que media
el intercambio de la forma dibdsica de los acidos
dicarboxilicos (malato, succinato) o fosfoenolpi-
ruvato en eucariontes superiores, con los acidos
tricarboxilicos (citrato o isocitrato) en levadura (1).

Los estudios de estructura y funcidén de trans-
portadores de membrana se facilitan en gran me-
dida por la disponibilidad de potentes inhibidores
especificos. Sin embargo, para el CTP se conocen
pocos inhibidores que ademas son de bajo po-
tencial. El mejor inhibidor disponible es el 1,2,3-
benzenetricarboxylate (BTC), el cual muestra una
inhibicion de tipo competitivo (1). Con la finalidad
de encontrar otros inhibidores mas especificos se
analizd el 4-chloro-3-[(3-nitrophenyl)sulfamoyl]

benzoic acid (compuesto 792949); cuyas férmulas
estructurales se muestra en la figura 1.

Para determinar la naturaleza de inhibicién de un
CTP-Cys (transportador mitocondrial reconstituido
de levadura) por BTC y el compuesto 792949, el
ensayo se realizd en proteoliposomas incubados
por 10 min a 21°C, midiendo el transporte durante
13-50 segundos (parte lineal) e iniciando la reac-
ciéon adicionando citrato marcado radioactivamente
a concentraciones de 0.05-14 mM, (radioactividad
especifica de 43 - 430 x 102 cpm/nmol citrato)
mas concentraciones variables de BTC (0-1.5 mM)
o del compuesto 792949 (0-2 mM). La reaccion se
detuvo por la adicion de un exceso de BTC (9 mM).
Después del transporte, el citrato intraliposomal
marcado radioactivamente fue separado del exter-
no por cromatografia y cuantificado en un contador
de centelleo. La velocidad de transporte sensible a
BTC se calculd restando el valor control del valor
experimental (1). Los datos de velocidad inicial se
muestran en las Tablas 1 y 2.

Con estos valores se determinaron mediante di-
ferentes métodos, el tipo de inhibicion que ejerce el
BTC y el compuesto 792949 sobre el CTP-Cys, los
correspondientes parametros cinéticos (Ve Ks, Ki ),
asi como las diferentes constantes que afectan la V.,
(factor B) vy la afinidad por el substrato (factor o).

Se debe aclarar que la cinética del transporte
facilitado puede analizarse mediante las ecuaciones
utilizadas para una enzima, debido a que este tipo
de transportadores presentan un sitio especifico
expuesto en la cara externa de la membrana al
cual se enlaza la molécula (y posee un valor Ks o
Kqs) y un valor de V. (3).

INHIBICION PARA EL COMPUESTO BTC

Para determinar el tipo de inhibicion del BTC se
debe realizar como primera aproximacion un
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TABLA 1
Determinacion del transporte de citrato en presencia del compuesto BTC
BTC Velocidad (nmol-min!-mg proteina')
(mM) Citrato (mM)
01102 04| 06| 0.8 1 2 3 4 5 6 7 8 9
0| 444 | 481 | 621 | 758 | 877 | 1100 | 1310 | 1111 | 1136 | 1163 | 1250 - - -
0.157 ] 190 | 238 | 290 | 415|641 | 769 | 1054 | 1020 | 1053 | 1111 | 1190 - - -
0.524 | 120 | 125|234 | 250 | 315 | 452 | 599 | 806 | 820 | 1000 | 1125 | 1000 | - -
1.5 116 | 126 | 228 | 243 | 280 | 424 | 510| 375 | 549 | 500 | 529 | 725|741 | 752
TABLA 2
Determinacion del transporte de citrato en presencia del compuesto 792949
Compuesto Velocidad (nmol-min!-mg proteina!)
792949 Citrato (mM)
(mM) 0.1} 02| 03| 04| 05 1 2 3 4 5 6 8| 10 12
0 200 | 385 | 518 | 721 | 800 | 1050 | 1100 | 1220 | 1190 | - - - - -
03 87 | 190|249 | 262|378 | 446 | 749 | 795 | 964 | 900 | 1195 | - - -
09 - 53 | 221 | 289 | 405 | 400 | 490 | 465 | 485|912 | 780
2 - 37 | 189 | 210 | 260 | 361 | 385 | 460 | 492 | 487 | 500
TABLA 3
Parametros cinéticos obtenidos para el compuesto BTC y el compuesto 792949
mediante los métodos por ajuste lineal y no lineal
Inhibidor Compuesto BTC Compuesto 792949

[citrato] <2 mM

[citrato] > 2 mM

Tipo de Inhibicién

Mixta parcial

Competitiva simple

Competitiva simple

Método Lineal No Lineal No Lineal No
lineal lineal lineal
Vax (nmol-min-!-mg proteina-!) 1031 1500 1369 1505.5 1545 1370.9
Ks (mM) 0.15 0.5 0.72 0.49 0.38 - 0.66 0.41
K; (mM) 0.06 0.47 0.07 - 0.15 0.21 0.064 - 0.080 0.095
o 6.5 0.8 -—- -— -—- -—-
B 0.51 1.03 - -— -—- -—-
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grafico de Dixon, el cual consiste en graficar el
inverso de las velocidades iniciales a diferentes
concentraciones de citrato versus la concentracion
del inhibidor BTC (Fig. 2). Se pueden observar
dos comportamientos: a concentraciones bajas se
observan hipérbolas lo que sugiere una inhibicién
parcial, es decir que el complejo transportador-
sustrato-inhibidor es cataliticamente activo; mien-
tras que a concentraciones altas se observan lineas
rectas lo que sugiere una inhibicidon simple. Por lo
que el analisis de estos dos comportamientos se
debe realizar de manera independiente: a) concen-
traciones de sustrato < 2 mM y b) concentraciones
de sustrato > 2 mM.

a) [Citrato ] <2 mM

Se grafica el inverso de las velocidades iniciales
contra el inverso de la concentracién de sustrato
a diferentes concentraciones de inhibidor (grafico
Lineweaver-Burk) para el BTC (Fig. 3a). En la figura
3a se observa que el BTC modifica tanto el valor
de la ordenada al origen (inverso de la velocidad
maxima) como las pendientes (Ks /Vmax). En este
grafico el punto de interseccion de todas las rec-
tas esta en el 2° cuadrante, lo que indica que es
una inhibicién de tipo mixto y en este caso, mixto
parcial (Fig. 4).

Un regrafico mys versus [1] o bys versus [I] (a
partir del grafico Lineweaver-Burk) ayuda a dife-
renciar un inhibidor simple de un inhibidor parcial,

debido a que con éste Uultimo se obtiene una hi-
pérbola (2), lo cual se aplica para el inhibidor BTC
(Fig. 5).

El esquema cinético para un inhibidor mixto
parcial, se muestra a continuacion:

kp

s

E+S < > ES
+ +

I K,

k
E|+5<—°{K-ﬁ--—>ESIL>E+p

> E+P

ak;

1

Donde: E es el transportador CTP-Cys, I es el
inhibidor, S es el sustrato, P es el producto, Ks es
la afinidad de la enzima por el sustrato (asumiendo
equilibrio rapido), K; es la constante de inhibicion,
k, es la constante catalitica, o es el factor que
indica cuantas veces se modifica la Ks cuando la
enzima o transportador estd saturada (o) con inhi-
bidor, mientras B expresa el cambio en la constante
catalitica en presencia de inhibidor saturante. En
este caso, para el inhibidor BTC la interseccion en
el segundo cuadrante indica que o > 1 y B entre
0 y 1. La ecuacion de velocidad para un inhibidor
mixto parcial es:
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Figura 3. Grafico Lineweaver-Burk para el inhibidor BTC a) [Citrato] < 2 mM, b) [Citrato ] > 2 mM.
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3a (grafico de Lineweaver-Burk). La V.. corres-
El inverso de la ecuacion general 1 es: ponde al inverso de la ordenada de la recta sin
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inhibidor, que en este caso fue 1/0.00097 = 1031
nmolemin-temg proteina-l. La Ks es el valor nega-
tivo del inverso de la abscisa de la misma recta sin
inhibidor, en este caso Ks = -1/-6.46 = 0.15 mM.

Debido a que el regrafico de mys 6 bys versus
[I] son hiperbdlicos (Fig. 5), para calcular los va-
lores de K;, B, o es necesario obtener Ab (cambio

1.0 12 14 1.6

0.6

0!8 I
[BTC]

de las rectas con BTC se le resta la ordenada de la
recta sin BTC y el mismo procedimiento se aplica
a las pendientes y se grafica 1/Ab o 1/m versus 1/
[BTC] (Fig. 6). A partir de la ecuacion 2 se obtienen
las siguientes ecuaciones:

1 [1] + ok, 1

en las ordenadas) y Am (cambio en las pendientes) Ab = _ (3)
de las rectas con inhibidor con respecto a la recta Vinax B[I] + ak; Vinax
sin inhibidor. Es decir, a cada una de las ordenadas
| — 71 . Tr 1 T T 1 T T T T T
7000
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aKs [I]+K; K

- (4)
Vma.x B[I] + ':IK:; I[’r'r.‘v'.',a:::

Am =

A partir de las ecuaciones 3 y 4 se obtienen los
inversos:

1 _ Vinax @K; 1 ﬁVmax

A~ 1-8 m 1-g @
1 Vnax 0K; (1 B Vinax
Am ~ Ks(a—B) (m)* Ksa—p)

Las ecuaciones 5 y 6 definen las rectas obtenidas
al graficar los inversos de los cambios en la ordenada
y en la pendiente contra el inverso de la concentra-
cién de inhibidor, como se muestra en la figura 6. A
partir de los valores obtenidos en estos regraficos,
y conociendo los valores de V., y Ks determinados
en la grafica de dobles reciprocos, es posible deter-
minar el resto de los parametros cinéticos.

El factor B se despeja de la ordenada obtenida
de la recta 1/Ab versus 1/BTC y se obtiene:

b 1074
Vioax + b 1031+ 1074

B = =051 (7)

Lo que significa que la velocidad con la que el
complejo ESI efectua la catalisis disminuye un 50
% respecto al complejo ES.

El factor o se puede calcular utilizando el valor
de la ordenada de la recta 1/Am versus 1/BTC,
la cual despejando y sustituyendo se obtiene lo
siguiente:

1031 ) Ces
5884015/

v
’"a”) = 0.51 (1 +

a=ﬁ(1+bf(5

(8)

Lo que significa que la afinidad del transpor-
tador por el sustrato (Ks) disminuye aproxima-
damente 6.5 veces cuando el transportador esta
interactuando con el inhibidor (EI) para formar
el complejo (ESI). Finalmente se obtiene el valor
de la K; a partir de la definicién de la abscisa para
cualquiera de las dos rectas utilizando los valores
ya determinados de o y B, recordando que debe
ser igual en ambos casos.
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0.51
KJ.‘, = —Ez

aa - 12665 206mM (8

Con base en el analisis realizado se puede decir
que el BTC a concentraciones de citrato < 2 mM,
es un inhibidor de tipo mixto parcial cuya unién al
complejo transportador -sustrato (ES) aumento
aprox. 6.5 veces la K;, es decir disminuye la afini-
dad con la que el inhibidor se une al complejo (ES)
para formar el complejo productivo (ESI) cuya k,
se alterd y disminuyd un 50% (B = 0.51).

b) [Citrato ] > 2 mM

En la figura 3b se grafica el inverso de las veloci-
dades iniciales contra el inverso de la concentra-
cion de sustrato a diferentes concentraciones de
inhibidor (grafico Lineweaver-Burk). Se observa
que el BTC modifica las pendientes (Ks /Vpax)
conforme aumenta la concentracion de inhibidor,
mientras que el valor de la ordenada al origen
(inverso de la velocidad maxima) permanece
constante. También se observa que conforme
se incrementa la concentracién de inhibidor, el
intercepto sobre el eje 1/S se acerca al origen,
esto es la K,, aumenta. Este patrdon sugiere que
el BTC a concentraciones de citrato > 2 mM pre-
senta una inhibicion de tipo competitivo simple.
El regrafico de las pendientes del grafico de Dixon
(Fig. 7), el cual parte del origen, confirmd este
tipo de inhibicion.

El esquema cinético para un inhibidor compe-
titivo simple es:

k
E+S <« >ES—2 > E+P
_!..

1

]

El

Donde: E es el transportador CTP-Cys, I es el
inhibidor, S es el sustrato, P es el producto, Ks es
la afinidad de la enzima por el sustrato (asumiendo
equilibrio rapido), K; es la constante de inhibicién
y k,es la constante catalitica.

La ecuacion de velocidad para un inhibidor
competitivo es:
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[I] Ks = 0.72 mM para el BTC a [citrato] > 2 mM, sin
Ks|1 + [S] embargo para obtener la K; es necesario realizar

el regrafico de mys 0 K, versus [I]. A partir de la

El inverso de la ecuacién general es: ecuacion 11, se obtienen las siguientes ecuaciones:

! (1 + [I]) + ! (11) m (1 + [I]) (12)
—_—— _ | — [ 1 =
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Figura 8. Regraficoa) versus [I]ob) versus [I] (a partir del grafico Lineweaver-Burk para el inhibidor BTC a [citrato] > 2 mM).
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centraciones de citrato actla como un inhibidor
competitivo simple (Fig. 8a y 8b). Considerando
las ecuaciones 13 y 14, asi como los regraficos se
obtuvo K; = 0.11- 0.15 mM.

Como se menciona al inicio el grafico de Dixon
ayuda a identificar el tipo de inhibicion segun el
patrén de rectas obtenido, pero también es posible
obtener la K.

La ecuacién para el grafico de Dixon (Fig. 2)
para un inhibidor competitivo es:

()
1+ (15)
Vinax S

1 K.
—=——[I1+
v Vmax [S]Ki []

A partir de esta grafico, se puede determinar el
tipo de inhibicidon, si se sabe que la inhibicidn es
competitiva y se conoce la V.., se puede trazar
una linea a la altura de 1/V,,., y el valor de -[I] =
K; en la interseccidon de esas dos lineas, las ecua-
ciones que describen este comportamiento son:

También se realiza el analisis por regresion no
lineal utilizando las ecuaciones generales para un
inhibidor de tipo mixto parcial y para un inhibidor
competitivo, este método es una forma confiable
para obtener los valores de Ks, Ki y V.., @ partir
del andlisis global de datos, sin embargo en este
caso el mejor ajuste no lineal se realizé utilizando
la ecuacion para un inhibidor competitivo simple,
considerando que el valor de Chi? fue menor (Fig. 9).

INHIBICION PARA EL COMPUESTO 792949

A continuacion se analiza el tipo de inhibicidn para
el compuesto 792949 sobre el transporte de citrato
(Fig. 10). Se observa que el grafico de Dixon para
el compuesto 792949, muestra un comportamiento
lineal con pendiente positiva, lo que sugiere que
se trata de un inhibidor simple.

Sin embargo, para conocer el tipo de inhibi-
cion se puede usar el inverso de las velocidades
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iniciales contra el inverso de la concentracion de
sustrato (grafico Lineweaver-Burk) a diferentes
concentraciones del compuesto 792949 (Fig. 11).
Todas las rectas a diferentes concentraciones de
inhibidor junto con la curva control se intersectaron
en un punto sobre el eje 1/v, el intercepto 1/V,.x.
Ademas, conforme la concentracion de inhibidor se

incrementa el intercepto sobre el eje 1/S se acer-
ca al origen, esto es la K, aumenta; este patron
sugirié que es una inhibicion competitiva simple y
que el compuesto 792949 es un inhibidor de tipo
competitivo.

En el grafico de dobles reciprocos (Fig. 11), se
obtuvo una V,,.,= 1545 nmolemin-lemg proteina,

Figura 11.
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Figura 12. Regrafico a) my s versus [I]o b) bys versus [I] (a partir del grafico Lineweaver-Burk para el compuesto 792949).

Ks = 0.66 mM para el compuesto 792949; sin
embargo, para obtener la K; es necesario realizar
el regrafico de mys o0 K, versus [I]. A partir de la
figura 12 y considerando las ecuaciones 11, 13 y
14, se obtuvo que la K; = 0.064-0.080 mM.

Con base en el patron de lineas rectas obtenidas
a partir del grafico de Dixon y con el regrafico de

las pendientes, el cual parte del origen se sugiere
que el compuesto 792949 es un inhibidor de tipo
competitivo simple. Y utilizando las ecuaciones 15
y 16, se obtuvo la K; = 0.080 mM.

También se realizé el ajuste no lineal para el
inhibidor competitivo 792949 (Fig. 13) y se obtu-
vieron valores de V., Ks Yy K; muy similares a los
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obtenidos por los métodos lineales descritos.

Se puede decir que el compuesto 792949 es un
inhibidor de tipo competitivo simple cuya unién
al transportador no permite la unién del sustrato
debido a que son mutuamente excluyentes (Tabla
1). Es posible que este nuevo compuesto pueda
ser utilizado como otra alternativa para inhibir el
CTP-Cys ademas del inhibidor clasico BTC, debido
a que su Ks y K; son similares. Sin embargo estos
parametros cinéticos fueron determinados en el
CTP-Cys reconstituido en liposomas, es decir in
vitro (, por lo que antes de utilizar estos compues-
tos in vivo se deben evaluar la permeabilidad y la
toxicidad de este tipo de compuestos.

ANALISIS

En esta revisidon se determiné el mecanismo ci-
nético de inhibicién del transportador CTP-Cys
por BTC y por el compuesto 792949. Con base
en el analisis realizado se puede decir que el BTC
a concentraciones de citrato < 2 mM, es un inhi-
bidor de tipo mixto parcial, mientras que el BTC
a altas concentraciones de citrato actia como
un inhibidor competitivo simple. La diferencia
en mecanismo de inhibicidon encontrado a bajas
y a altas concentraciones de BTC, asi como el
compuesto 792949 fue un inhibidor competitivo
simple habla de la importancia fisiolégica que
puede tener el transportador CTP en la regula-
cion del metabolismo celular, especificamente en
la reduccién del transporte de un metabolito ya
que permite la regulacién de vias metabdlicas,
evitando la utilizacion de sustratos y formacion
de subproductos. Ademas la busqueda y el anali-
sis de los compuestos que inhiben una enzima o
transportador y los que no, pueden proporcionar
informacion sobre las propiedades de union del
transportador. Estos inhibidores también pueden
proporcionar informacion sobre la especificidad
de sustratos que podria ser Util en el estudio de
vias metabdlicas completas. Para esta evaluacion
se utilizaron tanto métodos por regresion lineal
como el ajuste por regresion no lineal, debido a
que el uso de uno solo de ellos puede arrojar un
analisis poco confiable. De los métodos utilizados,
el grafico de Dixon permite predecir el tipo de
inhibicion, pero no es suficiente para distinguir
entre inhibicion mixta y competitiva, mientras
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que a partir de la linearizacion de la ecuacion
para un inhibidor de tipo competitivo mediante el
método de Lineweaver-Burk fue posible obtener
los parametros cinéticos como V.., Kn. Sin em-
bargo, estas manipulaciones matematicas pueden
resultar poco confiables debido a la distribucion de
los puntos experimentales a lo largo de las rectas
como consecuencia de un ajuste poco satisfactorio
debido a los rearreglos realizados en la ecuacion
y del error presente en los datos originales (2).
Por lo que para determinar con mayor precision el
mecanismo de inhibicion mixto y competitivo para
el BTC, asi como la inhibicién competitiva para el
compuesto 792949 se realizaron los regraficos a
partir de los graficos de dobles reciprocos. Los
regraficos lineales son Utiles porque también per-
miten determinar el valor real de las constantes
cinéticas como Ki, Viax/Km Y Vimax, €ntre otras (2).
Los datos aqui presentados también se analizaron
por ajuste no lineal mediante el software Origin
5.0 a la ecuacion que describe un mecanismo de
inhibicidon mixto parcial y competitivo para el BTC
con la finalidad de poder comparar entre estos
mecanismos. Debido a que la Chi? es mas pe-
quefia en el ajuste para la ecuacion de inhibicion
competitiva y a que los errores experimentales y
los valores de las constantes cinéticas determina-
das a partir del ajuste (Viax, Kn Y K;) son mucho
mas reales que los obtenidos para el mecanismo
mixto parcial. Se consideré como mejor ajuste
el que corresponde a la ecuacién del mecanismo
de inhibicion competitiva. Mientras que el ajuste
para un inhibidor competitivo por regresion no
lineal para el compuesto 792949, proporciond
parametros cinéticos similares a los obtenidos por
los métodos lineales.

CONCLUSION

Esta revision y el analisis realizado confirma que
estos métodos no son excluyentes, por lo que la
mejor forma para realizar el analisis cinético de una
enzima y en este caso especifico del transportador
CTP-Cys fue utilizar de manera complementaria
los métodos por regresion lineal y el ajuste no
lineal; sin embargo, es necesario utilizar otras
estrategias experimentales para confirmar el
mecanismo cinético y el tipo de inhibicion de los
compuestos analizados.
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