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I N T R O D U C C I O N

Gracias a sus propiedades cataliticas, las enzimas permiten a 
los organismes vivos efectuar el conj unto de las reacciones quîmicas del 
metabolismo; por otro lado determinadas enzimas, situadas por ejemplo 
en el cruce de diferentes vias metabôlicas, son capaces de adaptar su 
actividad a las necesidades celulares.

Estos mecanismos de regulaciôn ban sido detectados y caracte- 
rizados a lo largo de los ûltimos veinticinco anos, indicando que la ac 
tividad catalftica de una enzima, puede ser modulada a travês de très 
mecanismos diferentes:

- por modificaciôn covalente de su cadena polipeptldica, fos- 
forilaciôn, acciôn proteolftica, etc.. (1)

- por interacciôn con molêculas pequenas, no relacionadas es- 
tructualmente con los sustratos o productos de la reacciôn 
enzimâtica catalizada, es decir una regulaciôn alostérica.

- por interacciôn con otras molêculas proteicas capaces de mo 
dificar su actividad o cambiar su especificidad.

La enzima elegida para realizar el présente estudio, la fosfo 
rilasa b de mUsculo de esqueleto de conejo, se encuentra sometida, a la 
vez, a los très tipos de regulaciôn indicados, siendo la primera enzima 
para la que se detectaron mecanismos de regulaciôn por modificaciôn co 
valente (2) y alostérica (3,4).

Ampllamente estudiada (5-9) présenta sin embargo un gran ndme 
ro de problemas por resolver; aûn no se conoce cual es el mecanismo ca- 
talltico, ni los papeles exactes que en el desempenan las dos molêculas
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de AMP capaces de fijarse por monôme ro (10-13) y la coenziirra (14 , 15) .
El hecho de que se encuentre en el mCsculo a concentraciones 

del orden de 7,0 mg/ml o superiores (16) y el estar sometida a un com- 
plejo mecanismo de control (17) hacen de ella uno de los sistemas enzi- 
mSticos mas atractivos para realizar estudios cuimicofisicos.

Diferentes estudios realizados con fosforilasa b (18-20) ban 
puesto de manifiesto la alta flexibilidad conformacional de la enzima, 
necesaria por otra parte para poder explicar su comportamiento en diso- 
lucidn.

AdemSs de las modificaciônes de carScter quîmico que la fosfo­
rilasa b expérimenta, estâ sometida a modificaciônes de su esctroctura 
conformacional por acciôn de la temperatura (20), pH (21) y concentra­
ciôn de enzima (13).

En nuestno caso bemos llevado a cabo un estudio de los efectos 
inducidos por estas très variables en el sistema enzimâtico. Si bien es 
cierto que alguno de los efectos asociados al pH y a latemperatura se - 
producen en unas condiciones que en principio podrïan considerarse poco 
fisiolôgicas, los estados inducidos presentan caracterlsticas muy simila 
res a las de los estados estabilizados por acciôn de diverses efectores 
en un rango de temperaturas mas prôximo al fIsiolôgico, pudiendo ser ut^ 
lizados quizâs como mecanismos de modificaciôn enzimâtica capaces de s^ 
mular los efectos producidos por otros efectores en condiciones eue su- 
pondrîan una mayor complejidad del sistema enzimâtico.

Los objetivos del présenté trabajo ban sido;
1.- Caracterizaciôn mediante têcnicas fîsicas de la transiciôn 

conformacional dependiente de la concentraciôn de enzima 
que présenta la fosforilasa b de mfisculo de esqueleto de



— 3 —

conejo,
2.- Efecto que la transiciôn conformacional dependiente de la 

concentraciôn de enzima ejerce sobre los mecanismos de ac 
tivaciôn alostérica, por AMP y fosfato, y covalente por 
conversion a fosforilasa a.

3.- Modificaciônes en el entorno de la coenzima, asDCiadas a - 
la transiciôn conformacional dependiente de la concentra­
ciôn.

4.- Efecto de la temperatura y el pH sobre los estados confor 
macionales de la fosforilasa b y su interacciôn con AMP y 
fosfato. *

5.- Caracterizaciôn de las interacciones heterotrôpicas entre 
el activador alostêrico AMP y el fosfato.
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C A P I T U L O

FOSFORILASA b; CONOCIMIENTOS ACTUALES SOBRE LA ENZIMA 

I. 1.- ACCION CATALITICA

La fosforilasa b de mûsculo de esqueleto de conejo, M-l-4-glucan-orto 
fosfato glucosiltransferasa, EC.2.4.4.1), cataliza " in vivo ", la de- 
gradaciôn del glucôgeno a glucosa-l-fosfato, la cual es metabolizada 
inraediatamente dentro de la ruta glucolîtica.

glucôgencj^^^j + P^  ̂ v glucôgeno^ + G-l-P

La reacciôn inversa es catalizada "in vivo" por la sinteta 
sa del glucôgeno (1).

Constituye uno de los pocos casos, conocidos hasta ahora, de 
enzimas sometidas a los très tipos de regulaciôn descritos en la intro 
ducciôn.

1.- Su acitividad catalltica puede ser regulada por fosfori 
laciôn de la serina 14 de su cadena polipeptïdica. Esta modificaciôn 
covalente, que supone la transformaciôn de la forma inactiva, la fosfo 
rilasa b, en la activa, la fosforilasa a, es realizada por la fosfori-
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lasa quinasa, segUn el siguiente esquema de reacciôn (2),

2 fosforilasa b + 4  ATP > fosforilasa a + 4 ADP

siendo catalizada la reacciôn inversa por la fosforilasa fosfatasa.
Este mecanismo de activaciôn, por modificaciôn covalente, tiene lugar 
durante la contracciôn muscular (3) ; la serial que provoca "in vivo" 
esta conversiôn,es el iôn Ca^^, que activa a la fosforilasa quinasa. 
Esta enzima puede tambiën ser activada por fosforilaciôn, bajo la ac 
ciôn de una quinasa dependiente del c-AMP, cuyos niveles aumentan por 
el efecto de la adrenalina. El conjunto de todos estos modos de régula 
ciôn enzimâtica, se encuentra resumido en el esquema I, (4),

2.- La actividad de la fosforilasa b puede modificarse median 
te un mecanismo alostêrico, por acciôn de pequenas molêculas, unidas 
no covalentemente; asf, en presencia de AMP, puede alcanzar niveles de 
actividad similares a los de la fosforilasa a (5) y es inhibida por ac 
ciôn de la G-6-P, ADP y ATP (6).

El comportamiento de la fosforilasa b, por su activaciôn alo£ 
têrica, se starfa al de un sistema tipo K, V, es decir no solo se mo 
dificarîa la eficiencia catalltica, sino que se producirla un aumento 
de la afinidad hacia los sustratos (7).

3.- "In vivo", la fosforilasa b se encuentra asociada a otras 
proteinas, en la particule del glucôgeno. Esta asociaciôn modifica sus 
propiedades, en particular su interacciôn con los nucleôtidos (8,9).

I. 2.- PROPIEDADES ESTRUCTURALES

La forma mas activa de la enzima, tanto en la forma b, como en la a, es
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un dlmero (10, 11) formado por dos unidades idénticas de peso molecular 
97.415, formadas por 841 aminoâcidos cada una (12) y una molécula de 
piridoxal fosfato, que actua como coenzima, unida mediante una base de 
Schiff (13) a la lisina 679 (14).

Mediante estudios de microscopîa electrdnica, Chignell y col 
(15), llegaron a la conclusiôn de que el dlmero de fosforilasa b, esta 
ba formado por dos subunidades elipsoidales, con dimensiones de 55 A x

o o
65 A X 110 A, dispuestas simetricamente.

A partir de datos de difracciôn de Rayos-X, de la fosforila­
sa cristalina, con una resoluciôn de 6 A, Johnson y col (16) mostraron 
que el dlmero de la enzima era una molécula compacta con dimensiones 
totales de aproximadamente 63 A x 63 A x 100 A, resultados acordes con 
los obtenidos por microscopîa electrônica.

Los valores obtenidos para el dlmero de fosforilasa a, cris-
talizada en presencia de glucosa 50 mM, por Hadsen y col. (17), a una
resoluciôn de 3 A de la estructura cristalina, eran 55 A x 75 A x 85 A, 
ligeramente diferentes de los anteriores.

El anSlisis comparativo de los datos de difracciôn de Rayos-X
de las fosforilasas b y a, (14, 16-19), indica una gran analogie estruc
tural entre ambas formas enzimâticas, correspondiendo las mayores di- 
ferencias existantes, con un desplazamiento en la posiciôn de los vein 
te primeros aminoScidos del extremo N-terminal de la cadena polipêpti- 
dica, hacia el interior de la proteina, en la fosforilasa a.

La ordenaciôn tridimensional de la cadena polipeptïdica per 
mite distinguir très grandes zonas o dominios de organizaciôn estructu 
ral: 1).- Dominio N-terminal, formado por los residuos de aminoâcidos
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1 a 311? 2).- Dominio de uniôn del glucôgeno, formado por los aminoSc^ 
dos 322 a 420 y 3).- Dominio C-terminal, constituido por los residuos 
491 a 841 (14).

La cadena protêica del monômero de fosforilasa b, constituye 
un cuerpo compacte, salvo por el desplazamiento de dos segmentes de la 
cadena polipeptfdica hacia el interior de la otra cadena, simetricamente 
relacionada, en la zona de la interfase del dlmero. Los principales con 
tactos, responsables al menos en parte del mantenimiento de la estruc­
tura dimêrica, tienen lugar entre el segmente de cadena formado por los 
residuos 36 a 44, que se pliegan sobre el sitio de fijaciôn del activa 
dor alostêrico, AMP, de la otra subunidad y entre la hélice formada por 
los residuos 265 a 274 que hace contacto, de una forma bastante amplia, 
con la hélice antiparalela de la otra subunidad. Existe ademés otra zo 
na de interacciôn, entre los residuos 248 a 262 de un monômero y el pie 
gamiento de la cadena que conecta los segmentos de cadena formados por 
los residuos 277 a 291 y 177 a 180 de la otra subunidad que forma el 
dîmero (14).

Aunque como ya se ha indicado anteriormente, la forma activa
de ambas fosforilasas b y a, es el dîmero, la fosforilasa a en ausencia
de sustratos existe normalmente en estado tetramérico, si bien el equ^
librio puede desplazarse hacia la formaciôn del dîmero, a concentracio
nés muy bajas de enzima (11), en medios con concentraciones salinas ele
vadas (20), en presencia de sustratos y glucosa (10),.... La fosforila
sa b présenta normalmente un estado dimérico, aunque puede asociarse a
tetrâmero bajo determinadas condiciones, como son concentraciones altas

2 +  -de enzima, bajas temperaturas, en presencia de Mg , F , con AME a ba­
jas temperaturas, .... (5, 7, 21, 22).
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La disociaciôn del dîmero en monômeros, exige someter a la 
enzima a condiciones bastante drSsticas, como son urea 1 M (23), trata 
miento con p-mercuriobenzoato (24), medios distorsionantes de la confor 
maciôn enzimâtica (25), etc. lo que indica qué las fuerzas responsables 
del mantenimiento del dîmero han de ser bastante diferentes de las 
que mantienen la estructura tetramërica (26, 27).

El hecho de que temperaturas y pF bajos, favorezcan la for­
maciôn del tetrâmero de fosforilasa b, parece indicativo de que las - 
fuerzas responsables de su mantenimiento serîan mas de tipo electrostâ 
tico que de naturaleza hidrofôbica (27).

I. 3.“ COENZIMA; FOSFATO DE PIRIDOXAL

El fosfato de piridoxal, se encuentra unido a la fosforilasa b con una 
estequiometrîa 1:1 ( 1 mol de PLP por mol de monômero), (28). Présente 
en todas las -glucan fosforilasas conocidas (29), es absolutamente ne
cesario para que exista actividad enzimâtica (30).

En la fosforilasa de mûsculo se encuentra unido a la lisina 
679 (14), formando una base de Schiff, dentro de un entorno hidrofôbi- 
co (13, 31, 32), si bien ha de ser accesible al disolvente (33).

La reducciôn del doble enlace de la base de Schiff con BH^Na 
sin mas que un pequeno descenso en la actividad catalîtica (34), indi- 
caba que la posible participaciôn en el proceso catalîtico no tenîa - 
lugar a través del grupo carbonîlico de la coenzima, en contraste con 
su comportamiento en otras enzimas, en las que la reducciôn del grupo 
aldehido del PLP, daba lugar a una inactivaciôn compléta (35)

El estudio de la influencia de la coenzima sobre las propie-
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dades estructurales y catalîticas de la enzima, puso claramente de mani 
fiesto que el PLP desempenaba al menos un papel estructural, como esta 
bilizante de la conformaciôn de la fosforilasa nativa (27, 36-40). Aun 
que su separaciôn de la enzima no llevaba a un desordenamiento general 
de la enzima nativa (41, 42), la estructura cuaternaria de la apoenzi- 
ma presentaba menor estabilidad, tendiendo a disociarse o a formar 
agregados de orden superior, dependiendo de la temperatura, concentra­
ciôn de enzima, pH,etc y era menos estable ( 27, 36, 43, 44).

El amplio anSlisis estructual llevado a cabo con fosforilasa 
b reconstituida con diferentes anSlogos de PLP, puso de manifiesto que 
gran nûmero de las fosforilasas asî reconstituidas, a pesar de que pre 
sentaban propiedades estructurales anSlogas a las de la enzima nativa, 
eran cataliticamente inactivas, lo que parecfa sugerir que ademSs de 
su acciôn estructural la coenzima podîa desempenar un papel en el pro­
ceso catalîtico.

No existe ningûna èvidencia que pueda considerarse concluyen 
te sobre la participaciôn del PLP en la catSlisis de una manera direc­
te, sin embargo, a lo largo de los estudios indicados anteriormente, se 
fueron acumulando gran nûmero de datos que parecen apuntar hacia el gru
po fosfato en posiciôn 5 como el candidate mas idôneo, entre todos
los grupos funcionales de la molécula de PLP, para participer en la ca 
tSlisis, actuando como transmisor de un 11̂ (37, 38, 48, 49).

Para que la enzima reconstituida con un anSlogo de PLP pré­
sente actividad catalîtica es preciso que exista, en la posiciôn 5, un 
sustituyente con dos grupos ionizables (27, 37, 38, 45).

Aunque la enzima reconstituida con piridoxal es inactiva, Pa 
rrish y col. (39), encontraron que en presencia de iones fosfato, fos-
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fito o fluorofosfato era capaz de activarse hasta niveles del 19 %, 
atribuyendo este efecto a la uni6n del dlanl6n al sub-sitio del fosfato 
de la coenzima, de una manera no covalente.

El estudio de la dependencia de los valores de activaciôn mâx£ 
ma y de la constante de Michaelis del fosfato, en funciôn del pH (50), 
indican la dependencia de ambos con respecto a un grupo ionizable, con 
un pK de 6,1, que podrîa corresponder a la constante de ionizaciôn 
del segundo grupo ionizable del PLP, en un entorno hidrofîlico. Aunque 
la molëcula de PLP debe de encontrarse en un entorno hidrofôbico, en 
el cual^ el pH del segundo grupo ionizable del fosfato de la coenzima 
séria de 9,3,el grupo del cual depende la actividad catalltica en esta 
zona de pH no podrîa corresponderse con el primer grupo ionizable del 
fosfato del PLP, con un pK de 6,5 en eso tipo de entorno (38), si consi^ 
deramos que la enzima reconstituida con el monometil ester de piridoxal, 
al que le corresponderla el mismo pK para su ûnico grupo ionizSble, es 
inactive (38). El estudio de RMN del ^^P realizado por Helmreich y col, 
(51), indicaba que aunque el estado de ionizaciôn de la coenzima para 
la enzima sola no variaba en esa zona de pH, si lo hacla en presencia
de AMP y sustratos; lo que podrîa significar que al menos en la confor
maciôn activa, el grupo fosfato podrîa encontrarse en un medio hidro­
fîlico.

Vidogff y al (45), encontraron que una variaciôn de los pKs 
de los grupos ionizables situados en posiciôn 5, daba lugar a un despla
zamiento en la zona del pH ôptimo para la actividad en el mismo senti^
do.

Helmreich y col (52), utilizando RflN del ^^P, para estudiar 
la coenzima en las fosforilasas b y a, encontraron que la estabiliza-
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ciôn de la conformaciôn activa de la enzima, coincidîa con la formaciôn 
del estado doblemente ionizado del fosfato de la coenzima.

El anâlisis de la estructura de la fosforilasa b, mediante
difracciôn de Rayos-X a 3 A de resoluciôn (14) y de la fosforilasa a
a 2,5 A indicaba que el cofactor se encontraba situado en el centro del 
monômero, de acuerdo con los datos que indicaban su posiciôn en un en­
torno hidrofôbico, a una distancia del sitio de uniôn de la G-l-P de 
8 A en la fosforilasa b y de 7,2 A en la fosforilasa a.

Illingworth y Brown (30) habian demostrado previamente que no
existîa entercambio isotofico entre la G-l-P marcada radiactivamente en 
el fosfato y la coenzima.

Los resultados recientemente obtenidos por Graves y col. (54) 
para la fosforilasa a, reconstituida con diferentes anâlogos de PLP, 
parecen indicar que la coenzima podrîa desempenar, ademâs, un papel en 
el control de la defosforilaciôn de la fosforilasa a por acciôn de di­
ferentes efectores, como cafeîna y glucosa.

I. 4.- ACTIVACION ALOSTERICA

Los efectos reguladores ejercidos sobre la actividad de la fosforilasa 
de mûsculo han sido interpretados, a nivel molecular, en base a la exi£ 
tencia de equilibrios entre diferentes estados conformacionales posi- 
bles, pudiendo ser estabilizados los mas actives por fosforilaciôn co­
valente o a travês de la uniôn de AMP.

BasSndose en datos de fijaciôn de diferentes ligandos y estu 
dios de activaciôn, Madsen y col. (55) y Bue (56), sugirieron que la 
regulaciôn alostôrica de la fosforilasa b, se ajustaba al modelo concer^ 
tado de transiciôn entre dos estados propuesto por Honod y col. (57).
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Uno de los hallazgos mas interesantes realizados por Buc (56) , de acuer 
do con los hechos que podlan predecirse a partir del modelo de Monod, 
era la no absoluta dependencia de la fosforilasa b, con respecto a AMP 
para ser activa; asl, a elevadas concentraciones de fosfato, podîan a^ 
canzarse niveles de actividad comparables a los obtenidos a saturaciôn 
de AMP.

Un anâlisis mas detallado del proceso de activaciôn de la en 
zima, a bajas concentraciones de AMP (58) y de la respuesta cinâtica 
en el estado èstacionario, a la acciôn de diferentes anâlogos del acti 
vador alostérico (7, 59), hicieron necesario un mayor nûmero de estados 
conformacionales en equilibrio, para explicar el comportamiento cinêti 

co.

El estudio de variaciones en la estructura de la proteina, 
por acciôn de la uniôn de diferentes ligandos, (modificaciôn del espec 
tro de absorciôn ultravioleta, fluorescencia, valoraciôn de grupos cis 
teinas, paramagnetismo...) llevaron a la formulaciôn de diferentes equ^ 
librios conformacionales para la fosforilasa b, por diversos grupos,
(60, 61) sin embargo la adscripciôn de estados conformacionales en base 
a este tipo de determinaciones, puede plantear bastantes dificultades 
debido a:

1.- La dificultad para discernir si los efectos observados re 
flejan grandes cambios en la estructura terciaria y cuaternaria de la 
enzima o pequenas modificaciones estructurales en la proximidad del gru 
po o grupos cuyo coraportaraiento estamos siguiendo.

2." La interpretaciôn de la mayorla de las medidas estâticas 
en têrminos de cambios conformacionales, de una manera inequîvoca, es 
dificil, por el hecho de que solamente permiten medir propiedades pro-



16 - 14-

tnedio del slstema, que pueden ser indicativas de diferentes grades en 
desplazamiento de un mismo equilibrio conformacional.

La aplicaciôn de têcnicas de cinéticas rSpidas (salto de tem 
peratura y flujo retenido), al estudio de los equilibrios conformacio­
nales de la fosforilasa b, en presencia y ausencia de AMP y sustratos,
en funciôn de la tempetatura y el pH, llevô a Buc y col. (62) a postu- 
lar la existencia al menos de très estados conformacionales, uno de lo 
cuales presentaba una gran tendencia a asociarse a tetrSmero.

Ademâs de AMP, la enzima puede ser activada o inhibida por 1 
acciôn de gran nûmero de anâlogos del activador alostérico (59, 63-65) 
de ellos el ûnico con significaciôn a nivel biolôgico es el IMP. Black 
y Wang (7), sugirieron en base a diferencias en el comportamiento cata- 
lîtico en presencia de AMP o IMP, que la transiciôn alostérica impiica 
da en la activaciôn por el nucleôtido, constaba de dos procesos, en el 
primero de los cuales aumentaba la afinidad de la enzima hacia el sus- 
trato y en el segundo la eficiencia catalltica. Segûn este esquema, la 
uniôn de IMP producirîa unicamente el segundo proceso, mientras que la
uniôn de AMP inducirîa los dos.

La utilizaciôn de diferentes anâlogos del activador alostér^ 
co (59, 63, 65-67) permitiô ademâs determinar que no existîa una corre 
pondencia directa entre fijaciôn del activador alostérico y activaciôn 
Las conclusiones mas importantes de estos estudlos eran las siguientes

1.- Las très partes de la molécula de AMP estaban implicadas 
en su uniôn a la enzima (59, 63, 65) siendo los puntos de anclaje por 
parte de la base, el grupo amino en posiciôn 6, los nitrôgenos en pos_i 
ciôn 1 y 3 y el anillo imidazôlico y por parte de la ribosa el -OH en 
posiciôn 2'.
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2.- ri mantenimlento del grupo -OH en posiciôn 2' de la ri­
bosa era fundamental para la activaciôn.

3.- Era necesaria la presencia del grupo fosfato y ademâs en 
la posiciôn 5' de la ribosa para que existiese activaciôn. Las dos ôn_i 
cas excepciones las constituîan el 5'fosforamidato de adenosina (63), 
y el 8-(m-(m-fluorosulfonil-benzamido)-benziltio) adenina (67), que - 
siendo anâlogo de la adenina se une covalentemente a la enzima y la ac 
tiva hasta niveles del 24 %.

Los estudios de fijaciôn de AMP, IMP y ATP a la fosforilasa 
b en estado cristalino, a una resoluciôn de 3 A, realizados por Johnson 
y col. (14), indicaban que la uniôn del nucleôtido a la enzima se rea- 
lizaba a travês del grupo fosfato, que interaccionabaelectrostaticamen 
te con la arginina 309 y quizâs con la 308; el grupo -OH en posiciôn 
2' de la ribosa, que forma enlaces de hidrôgeno con la glutamina 72 de 
su propia subunidad y quizâs con la asparagina 4 2 de la otra subunidad 
del dîmero; la base hacla contacte mediante el grupo amino en posiciôn 
6 con la tirosina 75. Existen ademâs interacciones entre la base y la 
otra subunidad del dlmero, a travês de los residues 43 a 45 y probable 
mente con los aminoâcidos siguientes al 311. Tanto el AMP como el IMP 
parecen unirse en su conformaciôn anti.

En 1970 Wang y col. (68), mediante medidas calorimêtricas, de 
terminaron la existencia de dos sitios de uniôn para AMP por monômero, 
resultado confirmado posteriormente por otros autores (39, 69). Moran- 
ge y col. (39) demostraron ademâs la existencia de doR sitios de uniôn 
con diferente afinidad hacia la adenina, correspondiendo eldtjpâxima af^ 
nidad hacia la base con el de menor afinidad hacia el nucledtido. El 
hecho de que los niveles mâximos de actividad se alcanzasen a concentra
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ciones de AMP , correspondlentes a la saturaciôn de la primera clase 
de sitios de AMP, hizo que no se atribuyese ningûn papel sobre la c£ 
tSlisis a la saturaciôn de la segunda clase de sitios de uniôn, aunque 
en presencia de glucôgeno su afinidad hacia AMP se viese aumentada 
(70).

Ambas zonas de uniôn del nucleôtido han sido identificadas, 
mediante la utilizaciôn de Rayos-X, en las fosforilasas â y b (71, 79) 
atribuyêndose a la fijaciôn de la adenina, a su sitio de mayor afini­
dad y al AMP, a su segunda clase de sitios de uniôn (situado a unos 10 
A del sitio catalîtico)/ un efecto inhibidor de la catâlisis enzimâtica, 
al menos en la fosforilasa a.

Merino y col. (72) encontraton que la entalpîa de interacciôn 
enzima - AMP, a saturaciôn de las dos clases de sitios de uniôn del 
activador alostérico, en funciôn de la concentraciôn de enzima, presen 
taba una abrupta discontinuidad entre 2,6 y 1,5 mg/ml, atribuyéndolo 
a una transiciôn conformacional entre dos estados dependiente de la con 
centraciôn de enzima.

La fijaciôn de AMP ejerce un efecto heterôtropico positive - 
sobre la fijaciôn del glucôgeno, G-l-P y fosfato (5) y présenta compe- 
ticiôn exclusiva hacia la fijaciôn de G-6-P, ADP, ATP y glucosa, todos 
ellos inhibidores de la actividad enzimâtica (6).

El anâlisis combinado de los diagramas de difracciôn de Rayos 
-X y del comportamiento cinético de la fosforilasa a, en funciôn de la 
concentraciôn de maltoheptosa, utilizada como anâlogo del glucôgeno, 
permitieron identificar un sitio de almacenamlento del polisacârido, sî  
tuado sobre la superficie de la molécula a 25 A del sitio de mayor afi 
nidad hacia el nucleotido y a 33 A del sitio catalltico, con propieda-
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des reguladoras del comportamiento catalltlco (73).

En el esquema II podemos ver un dlagrama de la estructura tr^
dimensional del monômero de fosforilasa b y sus principales sitios de
uniôn, obtenido a partir de la referenda 14.

Las propiedades termodinâmicas y catalfticas de la fosforila­
sa b, presentan un discontinuidad al estudiar su variaciôn en funciôn 
de la temperatura (50, 58), efecto atribuido a la existencia de una tran 
siciôn conformacional dependiente de la temperatura, al parecer relacio 
nada con el entorno de la coenzima, puesto que mddificaciones en su for 
ma de uniôn a la fosforilasa b, hacen que el comportamiento en funciôn 
de la temperatura de la misma, sea absolutamente normal (50, 58).

La velocidad catalltica de la fosforilasa b, es mSxima a pH 
6,5, siendo el intérvalo de pH ôptirao para la actividad 6,0 - 7,5 (50). 
El perfil de la variaciôn de la velocidad mâxima de catSlisis y de la 
constante de Michaelis del fosfato en funciôn del pH (50) , permitiô con 
cluir, que los autênticos sustratos de la enzima eran las formas dianiô 
nicas del fosfato y de la G-l-P, as! como la existencia de dos grupos 
ionizables esenciales para la actividad catalltica, posiblemente una - 
histidina y el grupo fosfato de la coenzima. Uno de ellos es altamente 
modificado por la transiciôn conformacional que expérimenta la enzima - 
en funciôn de la tempertatura.

I. 5.- OTROS MECANISMOS DE ACTIVACION DE LA FOSFORILASA b 
Vandenbunder y col. (74) encontraron que en presencia de compuestos hi­
drof ôbicos , alcoholes alifâticos principalmente, la fosforilasa b podîa 
activarse hasta niveles del 140% (caculado con respecto a la velocidad - 
mâxima de catâlisis en presencia de AMP 1 mM), sin necesidad del ac-
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Activador alostérico ( N )

sitio dé" 
almacona. X  fy-f 
g l u c ô g e n o ^ ^

Activador alos

G-l-P

Trazado esquemâtico del monômero de fosforilasa b, visto en la 
direcciôn del eje cristalogrâfico Y, con los principales sitios 
de uniôn. Los sitios de mayor y menor afinidad hacia el activa­
dor alostérico han sido denominados con las letras N e !  respec 
tivaraente. ( Referenda 14 ) .
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tivador alostérico y hasta niveles del 150 - 170 % en presencia de 
AMP y alguno de los alcoholes alifâticos por ellos utilizados, El com­
portamiento de la enzima asî activada era bastante similar al de la fos 
forilasa a , con respecto a sus propiedades de agregaciôn, afinidad ha 
cia ATIP y comportamiento cinético.

Resultados similares fueron encontrados recientemente por 
Graves y col. (75) trabajando con una serie mas amplia de disolventes 
orgSnicos; el efecto de activaciôn mas pronunciado era inducido por la 
acciôn de éteres raetîlicos de glicoles.

Mientras que Vandenbunder y col. atribuyeron el fenômeno de 
activaciôn, asî como la inhibiciôn que se producîa a concentraciones de 
los alcoholes superiores a las necesarias para activar la enzima, a in 
teracciones de caracter hidrofôbico, que hacian accesibles al medio de 
terminados aminoâcidos hidrofôbicos. Graves y col. , indican, que la - 
activaciôn podrîa explicarse en base al efecto que los disolventes ejer 
cen sobre las constantes de fijaciôn de los sustratos y el activador, 
sin analizar el origen de los cambios enzimSticos responsables del au- 
mento de la afinidad de la enzima hacia AMP y G-l-P.

Buc y col. (76) al estudir el efecto que la presencia del fo£ 
fato ejercîa sobre el proceso de uniôn de AMP, utilizSndo para elloE- 
AMP, encontraron un doble efecto. A concentraciones bajas del sustrato 
se producîa una salida del marcador fluorescente, E-AMP, debido quizâs 
a un competiciÔn con el grupo fosfato, mientras que a concentraciones 
superiores del sustrato, el desplazamiento del nucleotido era seguido 
de un proceso lento de recaptaciôn del mismo por parte de la enzima, - 
con caracteristicas semejantes a las de la uniôn del activador a la for 
ma a de la enzima. Este ûltimo proceso tenîa una para la fijaciôn
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del fosfato bashante sunerior a la de fHaciôn del sustrato (7 7) , y
del orden de las concentraciones del mismo que activaban a la enzima - 
hasta niveles prôximos a los inducidos en presencia de AMP (56).

Estos hechos podrlan relacionarse con los previamente encon­
trados por Graves y col. ( 70), al estudiar la acciôn de diferentes sa­
les sobre la actividad de la enzima.

Los datos hasta ahora expuestos, unidos a la influencia que 
la fijaciôn del AMP tiene sobre el fosfato unido covalentemente a la se 
rina 14 y el extreme N-terminal de la cadena polipeptîdica (52, 79), 
asî como la relaciôn entre todos los sitios de regulaciôn y el sitio ca 
talîtico, encontrada por Madsen y col. (79) al estudiar la uniôn de AMP 
a la fosforilasa a, nos indujeron a pensar en la posibilidad de un mé­
canisme general de activaciôn de la fosforilasa, a través de dos proce 
SOS interaccionantes entre si; uno de éllos debido al cambio conforma­
cional que la cadena proteica expérimenta por fijaciôn del fosfato a la 
serina 14 o por la acciôn de determinadas sales, entre ellas el propio 
sustrato, sobre este sitio regulador, que producirîan un cambio en la 
constante dieléctrica de los aminoâcidos del extremo M-terminal (78)
( comparable quizâs al efecto de activaciôn producido por los disolven 
tes orgânicoa ); y un segundo proceso debido a la acciôn directa del - 
activador alostérico, de tal forma que cuanto mayor fuese el efecto ac 
tivador producido por modificaciôn del segmente N- terminal, menos de­
pendiente serîa la fosforilasa b con respecto a AMP, para ser cataliti 
camente activa.
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C A P I T U L O  I I

MATERIALES Y METODOS

II. 1.- PREPARACION DE FOSFORILASA b

El método seguido para la nrenaracion de la fosforilasa b de musculo de 
esqueleto de conejo, fue el descrito oor Fischer y Krebs (1), utilizan­
do (j-mercaptoetanol como reactivo de grunos suifidrilos en lugar de L- 
cisteina (2). La enzima se recristalizaba al menos très veces nrevia- 
mente a su utilizaciôn.

Diariamente, antes de ser utilizada, la enzima se centrifugaba 
a U.onO r.p.m., durante veinte minutes; se eliminaba el sobrenadante, 
se redisoivîa en tamnôn gliciIglicina ( SIGMA ) y se pasaba por una co- 
lumna de Sephadex G-25 medio ( PHARMACIA ), equilibrada previamente con 
el mismo tamnôn. A continuaciôn se trataba con carbon activo durante 
diez o quince minutes, nara eliminar comnietamente el AMP y el Mg^^ uti 
lizados para su recristalizaciôn.

La concentraciôn de enzima se determinô esnectrofotometricamen 
te, utilizando un coeficiente de extinciôn E^ de 13,2 a 280 nm, pH 
6,9 y 30 °C (3). La relaciôn de absorbancias a 260 y 280 nm era inferio 
a 0,54.

El tamnôn utilizado en los estudios realizados en el présente
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trabajo, con la fosforilasa b, era el siguiente: clorhidrato de glicll- 
glicina 5 x 10“  ̂M (SIGMA), CIK ( RIEDEL ) 5 x 10~^M, EDTA (CARLO ERBA) 
2 X 10  ̂M y p- mercaptoetanol (MERCK) 5,7 x  10  ̂M, a pH 6,9 a 25®C.

II. 2.- PREPARACION PE FOSFORILASA QUINASA

La fosforilasa quinasa de mûsculo de esqueleto de conejo se préparé se­
gûn el método descrito por Krebs (4), con algunas modificaciones intro 
ducidad por Cohen (5) .

Una vez muertos y desangrados los conejos, se diseccionan los 
mûsculos de los dorsales y de las patas; una vez picados, se homogenei- 
zaban durante diez o quince minutes con très volûmenes de agua destila- 
da, manteniendo el pH del extracto entre 6,5 y 7,0 con TRIS (SIGMA) 2 M. 
El extracto se filtraba sobre gasa y después sobre lana de vidrio, pa­
ra eliminar material lipfdico, manteniendo la temperatura a 4°C.

El pH del extracto frio, se ajustaba a 6,1-6,2 con Scido acé- 
tico 1 N; se dejaba durante diez minutes en un bano de hielo, centrifu- 
gando a continuaciôn a 6.600 r.p.m. durante 30 minutes.

El precipitado se resuspendiô en ̂ -glicerofosfato (SIGMA) 0,1
-3M, EDTA 4 X 10 M a  pH 8,2, utilizando un volumen aproximadamen te igual 

al del precipitado recogido y se dilula en p -glicerofosfato 5 x 10  ̂M, 
EDTA 2 x l 0 ^ M y p H 7 , 0  hasta un volumen final de aproximadamente 200 
ml por cada kg de carne utilizada en la preparaciôn. La suspensiôn se
centrifugaba a 78.000 x g durante cien minutes y el sobrenadante era cuĵ
dadosamente decantado a través de lana de vidrio.

La proteina se precipitaba con un volurnen de una disouciôn sa
turada y fria de sufato amônico neutra (MERCK), por cada dos volûme-



nés de disolucion enzimâtica, agregado gota a gota y con agitacion con­
tinua. Después de dejarla durante 10 minutes en hielo, la susoensiôn se 
centrifugaba durante 10 minutes a 10.CQ0>ig. El sobrenadante era elimi- 
nade y el precinitado se resumendia en un volumen pequeno de ^-glicero- 
fosfato 5X10”  ̂ M y EDTA 2X10~^ M a dH 6 ,8 , siendo dializado a centinua- 
ciôn durante una hora frente al mismo tampon. El dializado se clarifica 
ba, centrifugando durante 2 minutes a 15.OOOxg, y se almacenaba congela 
do,

II. 3.- PREPARACION DE FOSFORILASA a

La fosforilasa a se prépare a partir de la forma b de la enzima nor fo£
forilacion con fosforilasa Kinasa, en nresencia de ATP ( SIGMA ) y Mg^t

La conversion de la fosforilasa b en a, se realizô a 30 °C en 
un medio que contenîa 1 volumen de enzima en tamnôn glicil-glicina a 
pH 6,9, mezclado con 1 volumen del medio de activaciôn de la kinasa y 
dos voIumenes de tamnôn glicil-glicina - TRIS a nH 8 ,6 . El pH final del 
medio de reacciôn asî prenarado era 8 ,2 .

La reacciôn se iniciaba con la adiciôn de la fosforilasa kina­
sa, en cantidades variables para obtener una actividad enzimâtica cons­
tante, nreparada segûn se indicô en el apartado anterior de este canltu
lo.

La cinêtica de conversion era seguida por el aumento de la ac 
tividad catalltica de la fosforilasa en ausencia de AMP, en funciôn del 
tiempo; para ello se tomaban alicuotas y se paraba la reacciôn diluyen-
do 100 veces v enfriando a 4 °C.

El tamnôn glicil-glicina utilizado en la conversiôn de fosfori
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lasa b en a no contenîa EDTA, por'ser inhibidor de la actividad catalî_ 
tica de la fosforilasa kinasa (6 ).

La composicion del medio de activaciôn de la fosforilasa kina
sa era: ATP 4X10"^ M, Ac^Mg UXIO"^ M, ClCa 4xl0'*^ M y FMa 0,2 M. El Câ "̂  
se utilizaba para activar la kinasa (7) y los iones ^ para inhibir la
acciôn de posibles fosfatasas.

11. 4.- RESOLUCION DE LA ENZIMA

El estudio de la reactividad del PLP frente a reactivos carbonîlicos, 
en funciôn de la concentraciôn de enzima y en ausencia de agentes defor 
mantes de la conformaciôn enzimâtica, se realizô utilizando hidroxilami 
na 0,1 M como reactivo de aldehidos, a pH 6,5 y 28,6 (8 ), en tampôn
glicil-glicina sin (3-mercaptoetanol.

La reacciôn se iniciaba por adiciôn de un volumen de hidroxil 
amina ( SIGMA ) a pH 6,5 a otro volumen de enzima, de concentraciôn ade 
cuada para obtener concentraciones finales comnrendidas en el intérvalo 
0,2 - 5,0 mg/ml, llevada tambiên previamente a pU 6,5 con CIH, incuban 
do a continuaciôn durante una hora.

La reacciôn se paraba por diluciôn de 1:20 de las muestras de 
reacciôn y se tomaban muestras por duplicado para determinar la activi­
dad catalîtica de la enzima. la resoluciôn de la enzima se siguiô, nor- 
malmente, mediante medidas de la actividad catalîtica de la enzima, mas 
que nor determinaciôn directa del PLP unido, debido a la simplicidad del 
método (8 ). Las cinéticas de activaciôn se realizaron en el sentido de 
la sîntesis de glucôgeno, por determinaciôn del fosfato liberado a par­
tir de G-l-P siguiendo el método de Raginski v col (9, 10).
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El % de actividad se calculé con respecto a los experimentos 
de control, realizados en las mismas condiciones pero en ausencia de 
droxilamina.

Las determinaciones directes del PLP unido a la enzima después 
de ser tratada con hidroxilamina, se hizo expectrofotométricamente, tras 
separar la coenzima unida porprecipitacién con Scido perclérico 1,2 N o 
tricloroacético al 40 %, hasta concentraciones finales de 0,3 N y el 7 % 
respectivamente (11, 12), utilizando un coeficiente de extinciôn molar 
a 295 nm de 6.250 cm  ̂M  ̂ (8).

II. 5.- MEDIDAS DE ACTIVIDAD ENZIMATICA 

La reacciôn catalizada por la fosforilasa es:

+ glucôgeno G-l-P + glucôgeno

In vivo, el equilibrio se encuentra desplazado en el sentido 
de la degradaciôn del polisacârido, siendo catalizada la sîntesis del 
mismo, por la sintetasa del glucôgeno (13).

En el présente trabajo, las medidas de actividad catalltica, 
a partir de velocidades iniciales se hicieron tanto en el sentido de sin 
tesis como en el de degradaciôn del polisacârido.

En el primer caso, se siguiô el procedimiento descrito por Hu
-3y Gold (14). La composiciôn del medio de reacciôn (50 yul) era : AMP 10 

M, G-l-P 7,5 X 10  ̂M, glucôgeno 1 % y fosforilasa b 1 ̂ g aproximac 
te, utilizando glicil-glicina como tampôn a pH 6,8 y 30“C.
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E1 formado se determinô por el método de Baginski y col, (9, 10). l_i 
geramente modificado (14) , basado en la formaciôn de Scido fosfomollbd^ 
co y su posterior conversiôn en azul de molibdeno, que absorbe a 840 nm; 
para ello, las muestras de reacciôn (60 yüL) se dilufan con agua destila 
da (0,5 ml) y se trataban a continuaciôn con très reactivos, a intérva- 
los de 9 minutes, A (0,5 ml), B (50^1) y C (0,4 ml) cuyas composiciones 
eran:

REACTIVO A.- Acico ascôrbico (MERCK) 2,4 %, EDTA 0,1 % y Scido tricloro 
acético (RIEDEL) 12 %.

REACTIVO B .- Molibdato amônico tetrahidratado (MERCK) al 6 %.

REACTIVO C.- Citrato sôdico dihidratado (RIEDEL) 3 %, arsenito sôdico - 
anhidro (B.D.H.) 3 % y Scido acético 3 %.

La determinaciôn del n°de micromoles de P^ formados por minu­
te y miligramo de enzima se realizô utilizando una recta patrôn que re 
lacionaba la absorbancia a 840 nm con la ccxicentraciôn de P^ en el medio.

La actividad en el sentido de la degradaciôn del glucôgeno se 
midiô utilizando el procedimiento descrito por Helmreich y Cori (15) , ba 
sado en el siguiente esquema de très reacciones acopladas.

glucôgeno + G-l-P(n+1) i — -----------

G—1—P • -  ......  G—6—P
fosfoglucomutasa

G-6-P + NADP    nADPH + âcido-6-fosf oglucônico
G-6-P deshidrogenasa

Eài presencia de una concentraciôn suficientemente alta de -
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NADP, el equilibrio ouede ser desnlazado a la derecha y la variaciôn de 
la absorbancia a 349 nm, caracteristica del NADPH, en funciôn del tiemno, 
permite determinar la actividad catalltica de la fosforilasa b. PI coe­
ficiente de extinciôn molar del NADPH a 340 nm es 5,22X10^ cm  ̂ M  ̂ (IB).

La composicion del medio de reacciôn era; glucôgeno 0,2 %, 
ACgMg 8,9X10~^ M, NADP ( SPRVA ) 5,4x10”*̂ M, fosfoglucomutasa 1 U/ml, 
G-6-P deshidrogenasa ( BOEHRINGER ) ,7 U/ml y una concentraciôn de fos
forilasa b variable, de tal manera que la variaciôn de la absorbancia 
con el tiempo fuese del orden de 30 - 40 mDO/ min. Las concentraciones 
de AMP y P^ (MERCK ) eran variables y se indicarân en cada caso.

La nureza de todos los nucleotîdos se comnrobô mediante cro- 
matografia en cana fina de PEI celulosa (17, 18).

Se considerô como 100 % de actividad a una concentraciôn de 
sustratos dada y a cada temoeratura, el valor de la actividad catalîtica 
maxima alcanzada a saturaciôn de AMP en esas mismas condiciones.

II. B.- MICROCALORIMETRIA

El calor de reacciôn asociado a la interacciôn de la fosforilasa b con 
los diferentes ligandos estudiados se midiô utilizando microcalorîmetros 
LKB 10700-1 y 10700-2 de flujo y batch respectivamente, de conducciôn 
térmica, basados en el princinio de los calorîmetros gemelos (19, 30).

La sensibilidad de los aoaratos era tal, que nermitîa medir ca 
lores de 0,9 mcal con un error mâximo de un 0,8 %, siendo la nrecisiôn 
del 0,3 % nara calores del orden de 0,01 cal.

Los anaratos fueron calibradosnreviamente nor metods quîmicos 
y elêctricos, siguiendo el nrocedimiento descrito nor Wadso y col. (19, 
20).
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En cada expérimente, el calor de diluciôn del reactivo era anu
lado directamente, mediante la utilizaciôn de la célula de referencia en
el calorimètre de batch y tomando como base este calor en los exnerimen 
tes realizados en el calorîmetro de flujo. El calor asociado en cada ex 
perimento a la diluciôn de la enzima fue medido en exnerimentos indepen 
dientes y descontado del calor total de reacciôn de cada exnerimento.

La estabilidad de la enzima durante el neriodo de tiempo nece
sario para alcanzar el equilibrio têrmico, a cada tempertura de reacciôn, 
se comprobô mediante la determinaciôn de su actividad catalîtica al
princinio y al final de dicho neriodo de tiempo.

II. 7.- ULTRACENTRIFUGACION ANALITICA

Los exnerimentos de velocidad de sedimentaciôn se realizaron con una u]̂  
tracentrîfuga BECKMAN, modelo E, con Scanner fotoelêctrico.

Las velocidades de sedimentaciôn variaron de 2 0 .onn a 60.000 
r.n.m. segûn el tipo de exnerimento a realizar, utilizândose el disno- 
sitivo ôptico Schlieren o Scanner, denendiendo de la concentraciôn de - 
enzima utilizada.

Las determinaciones del coeficiente de sedimentaciôn se real^ 
ron a temneraturas comnrendidas entre 12 y 30 °C, siendo la constancia
de la misma en cada exnerimento de t 0,5 °C.

Los coeficientes de sedimentaciôn anarentes obtenidos, se nor 
malizaron a condiciones standar de un disolvente con la densidad y visco 
sidad del agua a 20 °C, utilizando la ecuaciôn
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donde S^q ^ es el coeficiente de sedimentacion corregido nara condicio- 
nes standar, S el coeficiente sin corregir, vg y ̂  la viscosidad y dens^ 
dad del disolvente a cada temneratura, v el voluinen esnecîfico parcial 
anarente de la proteina, ^ y ^ ^ ^  ^ la densidad y viscosidad del a-
gua a 20 °C. Estric— tamente hablando, deberian utilizarse la densidad y 
viscosidad de la disolucion, pero si la concentracion del soluto tien- 
de a cero, nueden aoroximarse a los del disolvente.

La densidad del disolvente a cada temneratura se midio utili- 
zando un densitometro digital ANTON PAAR DMA-02, termostatizado. La pre 
cision experimental del aparato era de 2X10  ̂ g/ml, para lo cual las 
oscilaciones de temperatura del termostato no excedian de j^(l-2 ) 10

La viscosidad del disolvente a cada temneratura, fue medida 
con un viscosîmetro automâtico PICA VISCOMATIC MS,provisto de tubes de - 
dilucion tipo UBBELOHDE de 9X0,OUB cm. Los tiemnos de caida se median 
automaticamente con nrecision de msg, mediante una celula fotoelectrica. 
La variacion de la temperatura no era sunerior a + 0,02 °C.

II. 8 .- DETERMINACION DE VOLUMENES ESPECIFICOS PARCIALES

[.a determinacion del volumen esnecifico parcial de la nroteina se reali­
ze a partir de la variacion de la densidad de la disolucion, en funciôn 
de la concentracion de enzima. Las ecuaciones bâsicas utilizadas ban sî  
do previamente deducidas por Casassa y Eisenberg (21).

La relacion entre el incremento de la densidad de una disolu­
cion y el volumen parcial de sus comnonentes, nuede determinarse nor d^ 
ferenciaciôn de la expresion ( 1 ), con relacion a la concentracion de 
los componentes de la disolucion.
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^  / V_ ( 1 )

^ densidad de la disolucion 
molalidad del comoonente k 
Peso molecular del comoonente k
volumen de disolucion que contiene un kg de disolvente orincioal

Asi, para el comoonente j-mo, tenemos:

(1 — V ^ )
&C./ (1 - V.C.)

( 2 )

cj concentracion del comoonente j-mo en g/ml 
Vjj volumen especifico parcial del comoonente j

Para disoluciones muy diluidas del comoonente i, (c^-- ),
mediante un desarrollo en serie de Tavlor de la densidad en torno a 
Cjj = 0, la ecuacion ( 2 ) se transforma en la ecuaciôn ( 3 ), cuva aproxi 
maciôn lineal, ecuacion ( U ) , es indeoendiente de c_. • { Los suoerîn- 
dices n, indican extraoolaciôn a concentracion cero nara c_̂  .
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= ( l - v % p O  ) ( U )

En el caso de que uno de los comnonentes sea una macromolecula 
la existencia de posibles interacciones entre esta y otros comnonentes 
de la disolucion, hace que el volumen especifico narcial de la misma, 
determinado a potencial quimico constante de los demas comnonentes de 
la disolucion, no sea un volumen especifico parcial real, sino aparente 
debido a que el incremento de la densidad que se produce al variar la 
concentracion de la macromolecula, seria el que corresponderia a la va­
riacion de la concentracion del comnonente macromolecular mas la canti- 
dad adicional de aquellas especies del sistema que interaccionen con la 
macromolecula, y que estarîan incluidad en ella. En este caso y extrapg 
lando a concentraciones muy diluidas del component e macromoJ.ecular < en 
nuestro caso una enzima ), al que designaremos con el subindice 2 , la 
variacion de la densidad con relacion a la concentracion de proteina, 
a presiôn, temperàtura y notencial qaimico de los demâs componentes de
3 a disolucion constantes, vendrîa dada por la ecuacion ( 5 ), donde ̂

‘ k
es un paramétré aeociado a la interacciôn entre el componente k y la 
macromolecula.

Yi2

^ signif icarîa el numéro de moles de este componente que ha-
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brîa que anadir a la disolucion por gramo de proteina, para mantener cons 
tante su potencial quimico, al variar la concentracion de nroteina.

definido como:
2 es el volumen esnecif ico parcial aparente de la proteina

t

volumen molar parcial del componente k.

Desde un punto de vista formai, v^ nodria ser considerado co 
mo el volumen especifico parciàl de un comoonente 2 , definido nor la 
inclusion en un gramo de proteina de las cantidades de las esnecies in

(è m Ateraccionantes con ella, necesarias nara hacer que 1 I = H-
 ̂ p,T,m

Por analogîa con el volumen especifico determinado a molalidad 
constante o en ausencia de interacciones nreferenciales, nodemos esta- 
blecer la siguiente ecuacion:

siendo(^un volumen especifico narcial aparente, cuva relacion con el vo 
lumen especifico parcial anarente v%, vendrîa dada nor:2

ü
"  K "

kf2 ?
<  PTÔ  ( 9 )

f
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evidentemente, en ausencia de interacciones preferenciales entre el com 
ponente 2 y los demâs elementos de la disolucidn, ^ serfa igual a

Las medidas de densidad se realizaron con un densitdmetro d^ 
gital DMA-02 (22) a 25 °C. Cada serie de medidas fue precedida y segu^ 
da por la determinacidn de la constante de calibrado del aparato.

Las disoluciones de enzima para cada serie de medidas, se pre 
pararon mezclando pesos conocidos de disolvente y una disolucidn de en 
zima, equilibrada en el mismo disolvente, cuya concentracidn se habîa 
determinado espectrofotomdtricamente. La concentracidn de enzima real, 
de cada soluciôn asî preparada, se determind a partir de estos valores 
y de la densidad de la muestra résultante.

II. 9.- DIFUSION DE LÜZ

La actividad catalltica de la fosforilasa b, a 1,0 y 3,0 mg/ml, se mi- 
did en la direccidn de sîntesis del glucdgeno, utilizando almiddn ( SIC 
MA ) como aceptor de moléculas de glucosa. La G-l-P se purified segûn 
el mêtodo descrito por Fukui y col (24).

El crecimiento de la cadena del polisacârido se siguiô a par 
tir del incremento de la intensidad de luz difundida, a ângulo fijo con 
respecto a la radiacidn incidente, debido al aumento del peso molecular 
del azucar en funcidn del tiempo.

El tratamiento de los dates se hizo utilizando como punto de 
partida la ecuacidn de Debye (23), para la difusidn de luz.

I 2Tï^ n^ , dn 2
r A ” 0
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Considerando la diferencia de tamano entre la molécula de 

enzima y el polisacSrido, la intensidad de luz difundida, era debida 
fundamentalmente al segundo.

Si denominamos n al nûmero de moléculas que difunden luz 
por unidad de volumen y que no existe sîntesis de nuevas moléculas de 
glucégeno, a partir de G-l-P (24 ,2 5),

M

con lo cual, la ecuaciôn ( I ), podemos expresarla como:

siendo A
" r

Puesto que ( ) no varia para los azücares en un amplio
rango de concentraciones, al menos diez veces superior al utilizado por 
nosotros, y es independiente del nûmero de monosacâridos que lo forman 

(2 0 ), podemos considerarlo constante en la ecuaciôn ( 2 ).

El peso molecular del polisacSrido en el tiempo t, podemos 
expresario en funciôn de la velocidad promedio de catSlisis, V, una 
vez alcanzado el estado estacionario, segûn la ecuaciôn

M = Mq + V t ( 3 )

Siendo Mq el peso molecular extrapolado a tiempo cero, con lo cual tene
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1/2 1/2 - -  

4 o  = ^0 ( ) ( Mg + V t ) ( 4 )

Si denominamos S^, al valor de la pendiente en el estado estacionario,

1 / 2  M q

= ^m ( y  +  ̂  ̂ )

Salvo que conozcamos el valor de n, este mêtodo no nos permite calcu­
ler mas que velocidades relativas para la sîntesis del polisacSrido.

Las medidas de difusidn de luz se realizaron en un fotogonio 
difusômetro PICA, modelo 42.000, provisto de un bano de xileno termos­
tatizado a 25- 0,05 “C.

El aparato se calibrô con benceno, de acuerdo al procedimiento 
descrito por Kratohvil y col (27). Se utilizô benceno puro como referen 
cia, por lo cual se aplicô el factor de correcciôn debido a la diferen 
cia de indices de refracciôn del disolvente y del benceno (2 8 ). La re- 
laciôn de Rayleigh para el benceno a 25 “C y 546 nm era 16,3 x 10  ̂ cm^ 
(29) El polvo de las disoluciones utilizadas para este tipo de me 
didas, se eliminÔ filtrando a travês de filtros Millipores HA de 0,45 
yl̂ m y centrifugando durante dos horas a 4 °C y 16.000 g.

Las células utilizadas, ôpticamente perfectas, eran de la ca
sa FICA.
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C A P I T U L O  III

RESULTADOS Y DISCUSIOM

III. 1.- EFECTO PE LA CONCENTRACION DE ENZIMA SOBRE ALGUNAS PROPIEDADES 
FISICAS DE LA FOSFORILASA b

Merino y col., al estudiar el efecto de la concentraciôn de enzima sobre 
la entalpîa de interacciôn de la fosforilasa b con diferentes nucleôti- 
dos, entre ellos AMP {1, 2), encontraron una abrupta variaciôn de esta 
magnitud termodinSmica entre 1,5 y 2,5 mg/ml. La diferencia en la ental^ 
pîa de interacciôn no podîa explicarse en base a los diferentes niveles 
de agregaciôn inducidos por el nucleôtido; este hecho, unido a la dife­
rencia en el comportamiento de los grupos cisteinas lentos de la enzima 
(3), al ser valorados con DTNB (4), hizo que dichos autores postulasen 
la existencia de una transiciôn conformacional dependiente de la concen 
traciôn de enzima.

Basândonos en estos hechos, iniciamos el présente trabajo, es 
tudiando algunas de las propiedades fisicas y termodinSmicas de la enzi 
ma, que pudiendo ser sensibles a cambios conformacionales de la estruc- 
tura enzimâtica, nos permitiesen confirmar la hipôtesis formulada por 
esos autores.

Las propiedades estudiadas han sido: volumen especifico par—  
cial aparente, coeficiente de sedimentaciôn y entalpia de diluciôn de la 
enzima.
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Estudios similares habian sido realizados previamente con la 
fosforilasa b (5-8), bajo diferentes condiciones expérimentales, sin 
encontrar ninguna anomalla en el comportamiento enzimStico.

La determinaciôn del volumen especifico parcial aparente de la 
enzima, a presiôn, temperatura y molalidad de los componentes del tam- 
pôn constantes, se realizô a partir de la variaciôn de la densidad de la 
disoluciôn en funciôn de la concentraciôn de enzima, siguiendo el pro­
cedimiento descrito en materiales y mêtodos-

Segûn puede verse en la figura 1, la densidad de la disoluciôn 
es funciôn lineal de la concentraciôn de enzima, con una discontinui- 
dad entre 1,8 y 2,4 mg/ml, seguida de un aumento en la pendiente de la 
recta, a concentraciones superiores a 2,4 mg/ml.

Los volumes especlficos parciales aparentes obtenidos segûn la 
ecuaciôn ( 8 ) del apartado II. 8 de materiales y métodos son: (()= 0,753 
+ 0,003 ml/g, para concentraciones inferiores a 1,8 mg/ml, y (j)'= 0,733 
+ 0,001 ml/g, para concentraciones superiores a 2,4 mg/ml.

El valor del volumen especifico parcial a concentraciones bajas 
de enzima es similar al obtenido por Cori y col. (5) y Cohen y col.(5) 
an glicerofosfato y en presencia de 6-mercaptoetanol 1,5 mM; por otro 
lado, el valor obtenido por Seery y col. (7) en ausencia de B-mercapto- 
etanol, es similar al obtenido por nosotros a concentraciones superiores 
a 2,4 mg/ml.

Una variaciôn del volumen especifico parcial puede ser debida 
a diferentes efectos: cambios en los estados de agregaciôn o solvataciôn 
de la enzima, o un cambio de forma del dlmero de fosforilasa b.

La primera de estas posibilidades se estudiô mediante experimen
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FIGURA 1.- Variaciôn de la densidad de la fosforilasa b en funciôn de 
la concentraciôn de enzima, a 25°C y pH 6,9 .
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tos de velocidad de sedimentaciôn, realizados a 40.000 r .p.m. y 25 °C.
La variaciôn de S^Q ^ con la concentraciôn de enzima, présenta un hSb_i 
to similar, desde un punto de vista cualitativo, al de la variaciôn de 
la densidad en funciôn de la concentraciôn, aunque la pequena magnitud 
del efecto observado y la precisiôn experimental de la técnica, hacen 
dificil asignar un peso especifico elevado a estos resultados.

Hasta 2,0 mg/ml, la enzima tiene un coeficiente de sedimenta- 
ciôn Sgg ^ de 8,0+0,2 S; entre 2,0 y 2,5 mg/ml se produce un descenso 
de aproximadamente o,3 S y por encima de esta concentraciôn, el coefi­
ciente de sedimentaciôn présenta una dependencia lineal con la concentra 
ciôn, caracter1stica de sistemas que agregan. Unicamente a las concentra 
clones mas altas de enzima puede observarse un pequeno porcentaje de te 
trSmero, del orden del (2-3) % a 6,0 mg/ml, resultado concordante con 
los datos obtenidos por Pocovi (9).

La variaciôn observada en el coeficiente de sedimentaciôn 
entre 2,0 y 2,5 mg/ml es contraria a la inducida por efecto de la agrega 
ciôn a concentraciones mas altas de enzima.

La existencia de un cambio de solvataciôn no asociado a una 
variaciôn en la forma, o a cualquier otro proceso relacionado con la con 
formaciôn de la enzima, es bastante improbable, puesto que el ünico parâ 
métro variable es la concentraciôn de enzima.

La posibilidad de que el fenômeno detectado refiejase un pro 
ceso de desaturaciôn entre la enzima y alguno de los componentes del 
tampôn, fue comprobada por Merino y col (4), mediante medidâs de fluo- 
rescencia, valoraâôn de grupos cisteinas y espectroscopîa diferencial, 
a diferentes concentraciones de EDTA, el ûnico de los componentes del 
tampôn présente a concentraciones comparables a las de la enzima, obte-
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FIGURA 2.- Variaciôn del coeficiente de sedimentaciôn de la fosfori­
lasa b en funciôn de la concentraciôn de enzima, a 25“C y 
pH 6,9.
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niendo un resultado negative.

La interpretacidn de les resultados de volumenes especlficos 
y sedimentaciôn como un cambio de forma del dlmero de fosforilasa b, es 
consistante con la gran variaciôn de otra de sus propiedades hidrodinâ- 
micas, la viscosidad intrlnseca, en el mismo intervalo de concentracio­
nes de enzima; por debajo de 1,6 mg/ml, la enzima présenta una viscosi­
dad intrlnseca [ni= 5,2+0,2 ml/g y una constante de Huggins, K'= 0,48+ 
0,03; a concentraciones superiores a 2,4 mg/ml, [ n"l= 2,98 + 0,02 ml/g y 
K' = 40,4+0,3 (10).

Los datos de viscosidad a concentraciones superiores a 2,4 mg 
ml pueden considerarse indicatives de un cambio ên la forma, hacia una 
conformaciôn mas compacta, a la que le corresponderla un vôlumen especl 
fico parcial aparente roenor, de acuerdo con nuestros resultados, y en 
la que las interacciones moleculares serlan mas elevadas.

El incremento de entalpia asociado al desplazamiento del equi 
librio conformacional entre dos estados, dependiente de la concentra-' 
ciôn de enzima, se detorminô por diluciôn de la misma desde una concentr 
ciôn inicial constante de 4,0 mg/ml a concentraciones finales variables 
(figura 3); a partir de estos datos, puede estimarse una entalpia de - 
trânsito^ desde el estado conformacional estabilizado a concentraciones 
altas de enzima al de mas baja concehtraciôny de -(102 + 10) kj/mol de 
monômero.

El hecho de que el desplazamiento del equilibrio conformacio­
nal tenga lugar en un rango de concenttaciôn de fosforilasa b, compara­
ble al existante en el mûsculo (6), hace plantearse su posible signifi 
cado a nivel biolôgico. A partir d^os datos hasta ahora presentados, n 
podemos concluir mas que su existencia, pero no la naturaleza del proce



57

FIGURA 3.- Entalpîa de diluciôn de la fosforilasa b en funciôn de la 
concentraciôn final de enzima, a 25"C y pH 6,9; (enzima^ 
inicial 4,0 mg/ml.
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so o procesog<3ue la originan; por ello, el estudio de la Inheraccldn en 
zima-AMP y enzima-sustrato, llevado a cabo en el présenta trabajo, ha 
sido realizado slmultaneamente a dos concentraciones de enzima, 1,0 y
3.0 mg/ml, inferior y superior al intervalo de concentraciôn de enzima 
en que se produce la transiciôn, intentado obtener una mayor inforraaciôn 
que permitiese concocer tanto el significado biolôgico, al menos segün 
lo que los datos "in vitro" permitiesen concluir, como la naturaleza de 
los procesos implicados en el cambio.

III. 2.- EFECTO DE LA TEMPERATURA Y EL pH SOBRE LA INTERACCION FOSFORI­
LASA b - AfIP Y FOSFORILASA b - FOSFATO

La fosforilasa b de mûsculo de esqueleto de conejô, es estable entre pH
5.0 y 9,5 (11), produciendo la separaciôn del cofactor un estrechamien- 
to del intervalo de pH de mSxima estabilidad a 5,5 y 8,5 (12).

El estudio de determinadas propiedades enzimSticas, como son 
el comportamiento espectroscôpico del PLP, tanto de absorciôn côrao fluo 
rescente y la actividad catalltica, dentro del intérvalo de mâxima esta 
bilidad muestra claramente la existencia de cambios estructurales en la 
enzima que no afectan sin embargo a su estabilidad (12).

A pH âcido o bâsico, se produce un desplazamiento del equili­
brio entre las diferentes formas tautômeras de la coenzima, estabilizSn 
dose el estado favorecido en medios hidrofIlicos, lo que supone un aurnen 
to de la exposiciôn del cofactor al disolvente (13).

El perfil de la variaciôn de con el pH présenta dos lim­
bos, uno âcido y otro bâsico, correspondientes a la ionizaciôn de dos 
grupos esenciales para la actividad enzimâtica, con pKs de 6,12 y 7,03 
a 30 “C, siendo mâxima a pH 6,5 la actividad catalltica (14).
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La fosforilasa b présenta una transiciôn conformacional depen 
diente de la temperatura, detectada a partir de medidas de RMN.cinéticas 
y termodinSmicas (14 - 17).

El intêrvalo de temperatura en que se produce el desplazamien 
to del equilibrio conformacional varia entre 13®C (15,16) y 22“C (18), 
segûn la técnica utilizada para detectarlo.

La conformaciôn estabilizada a bajas temperaturas présenta ma 
yor afinidad hacia el activador alostérico, menos coperatividad en los 
procesos de uniôn de ligandos, mayor tendencia hacia la formaciôn del 
tetrâmero y mayor eficiencia catalltica que la que le corresponderla - 
teniendo en cuenta los resultados cinéticos a alta temperatura (16,17, 
19) .

Desde el punto de vista de la catâlisis enzimâtica, ademâs del 
descenso relative de con la temperatura, existe una gran diferen­
cia entre la variaciôn de ésta con el pH a 30 y 15°C (14). A esta tempe 
ratura se produce un desplazamiento del pK del grupo âcido esencial para 
la actividad enzimâtica hacia zonas mas bajas de pH, de tal forma, que - 
no se produce descenso en V^g^ cuando el pH desciende por debajo de 6,4 
(14). Kasvinski y Meyer (14), sugirieron que el grupo responsable de es 
te comportamiento podla ser el fosfato de la coenzima.

A 30“C la fijaciôn del depende de un solo grupo ionizable 
con un pK de 6,56, correspondiente a la segunda constante de ionizaciôn 
delpropio sustrato; por descenso de la temperatura a 15®C, la fijaciôn 
de sustrato se hace dependiente de la ionizaciôn de dos grupos enzimâti^ 
COS, cuyos pKs 6,00 y 6,60 varlan por fijaciôn del sustrato (14).

Por reducciôn del doble enlace entre el cofactor y la Usina 
679, la variaciôn de con el pH era practicamente idéntica a 30 y
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15°C (14).

Helmreich y col- (16) encontraron un descenso en la afinidad 
de la apoenzima hacia AMP por debajo de 16"C.

Estos hechos haclan pensar que la transiciôn conformacianl de 
pendiente de la temperatura era sensible o dependiente del modo de uniôn 
del PLP a la proteina.

El desplazamiento del equilibrio conformacional en funciôn de 
la tempetatura, no solo hace que la constante dqtijaciôn del AMP sea 

mayor a bajas temperaturas, sino que ihfluye en el modo de uniÔn del ac 
tivador a la enzima; a altas temperaturas la formaciôn del complejo bi- 
nario AMP-enzima es un proceso râpido, con un tiempo de residencia del 
nucleôtido del orden de 10^ us, mientras que a bajas temperaturas la - 
uniôn del activador es capaz de inducir en la fosforilasa b un estado 
conformacional que une lentamente al AMP, cuyo tiempo de residencia pa- 
sa a ser del orden de milisegundos. Este comportamiento es similar al - 
que présenta la uniôn de AMP a la fosforilasa a, a altas temperaturas 
(20) .

Todos estos datos son concordantes con los obtenidos por SKi- 
momura y Fukui, quienes encontraron, mediante estudios de dicroismo cir 
cular, que el enfriamiento del sistema fosforilasa b AMP por debajo de 
13°C era suficiente para generar una forma de enzima, semejante a la a 
(21) .

El estudio por técnicas de cinéticas râpidas de los equilibrios 
conformacionales de la enzima en funciôn de T, pH y concentraciones va­
riables de AMP, realizado por Buc (17), le llevô a proponer el siguiente 
esquema conformacional para la fosforilasa b.
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Helmreich y col (16) y Radda y col (15) postularon sendos es- 

quemas conformacionales para la enzima, que analizados en profundidad 
pueden ser équivalentes, as! como el propuesto por Madsen y col (22), 
al forraulado por Bue y col (17), si bien en algûn caso existen diferen- 
cias entre las propiedades asignadas a cada uno de ellos. üna relacidn 
entre su esquema y el propuesto por Radda (15), ha sido ya establecida 
por Bue (23).

III. 2 a.- ESTUDIO CALORIMETRICO DE LA INTERACCION FOSFORILASA 
b - AMP EN FUNCION DE LA TEMPERATURA

En el présente trabajo se ha estudiado calorimetricamente, el efecto de 
la temperatura sobre la interacciôn de la enzima con AMP a 14,0; 19,0; 
21,0; 23,0; 25,0 y 30,0 "C , a dos concentraciones de enzima, 3,0 y 1,0 
mg/ml. Los resultados obtenidos se encuentran representados en las figu 
ras 4 a 11.

En todo el intervalo de temperatura estudiado, el AMP se une 
a dos sitios con diferente afinidad por monômero de enzima, a ambas con_ 
centraciones de enzima.

La entalpîa de interaccidn fosforilasa b - AMP para el sitio 
de mayor afinidad hacia el nucleôtido, a ambas concentraciones de enzima^ 
présenta un incremento con la temperatura, figura 12, existiendo una 
discontinuidad en el intervalo de 19 a 23°C.

Excepto a 14°C en que la entalpîa de interacciôn para la pri­
mera clase de sitios de uniôn, es practicaraente idêntica a 1,0 y 3,0 
mg/ml, la uni6n de AMP es mas exotérmica a bajas concentraciones de en­
zima, siendo la diferencia de entalpîa de -(75-100) kJ/mol de monômero.

La constante de fijaciôn aparente ha sido calculada aplicando
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FIGURA 4.- Entalpîa de interacciôn fosforilasa b - AMP a 14’C
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FIGURA 5.- Entalpîa de interacciôn fosforilasa b - AMP a 19°C.
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FIGURA 6.- Entalpîa de interacciôn fosforilasa b - AMP a 21°C
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FIGURA 7.- Entalpîa de Interacoldn foaforil asa b - AMP a 23°c.
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FIGURA 8 - Entalpîa de interaccidn fosforilasa b - AMP a 25“C, 
Los experiraentos indicados con-*- se realizaron en 
ausencia de B-mercaptoetanol.
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FIGURA 9.- Entalpîa de interacclôn fosforilasa b - AMP a 25°C.
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FIGURA 10.- Entalpîa de interacciôn fosforilasa b - AMP a 30°C,



v v

o
R o

CD

en

OO

CD

m

8m 88 OINI
Ootn

SDÜ

(OJ3UJOUCXJÜ ) O U J / f ) j ) H V



78

FIGURA 1 1 Entalpîa de interacciôn fosforilasa b - AMP a 30**C.
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F I G U R A  12. - Variaciôn de la entalpîa de interacciôn fosforilasa b - A M P  
con la temperatura. A  ) Saturaciôn de la primera clase de 
sitios de union: -o- [Enzimal 1 mg/ ml; - A -  [Enzima]3 
mg/ml; -A - idéntico significado que -A - pero descontando 
la contribuciôn debida a la entalpîa de tetramerizaciôn.
B  ) Saturaciôn de la segunda clase de sitios de union: 
[Enzima] 1 mg/ml; - A - [Enzima] 3 mg/ml.
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la ecuaciôn de Hill (29).

La afinidad del AMP hacia la enzima, aumenta al descender la 
temperatura desde (21-23)°C hasta 14°C; por encima de 25"C existe un de£ 
censo de la constante de disociaciôn aparente al aumentar la temperatu­
ra (TABLA I).

La coperatividad es creciente a medida que desciende la tempe 
ratura, siendo mSxima entre 23 y 19 °C. Los Indices de Hill a 1,0 mg/ml 
son superiores a los obtenidos a 3,0 mg/ml a la misma temperatura.

En la figura 12 se ha representado la variaciôn de entalpîa de 
interacciôn AMP-enzima, para ambas clases de sitios de uniôn, en todo el 
intervalo de temperaturas medido.

El perfil de la curva de A H^^ (saturaciôn de la segunda clase 
de sitios de uniôn) en funciôn de la temperatura, es similar al de la - 
saturaciôn de la primera clase de sitios de uniôn y présenta el aspecto 
de una transiciôn entre dos estados.

La constante de disociaciôn aparente para la segunda clase de 
sitios de uniôn, présenta un descenso al aumentar la temperatura, aunque 
las variaciones obtenidas son muy pequenas ( TABLA I ).

III. 2 b.- EQUILIBRIOS DE ASOCIACION=Z:DISOCIACION INDUCIDOS 
POR LA UNION DE AMP EN FUNCION DE LA TEMPERATURA

El estudio de la variaciôn en el estado de agregaciôn de la enzima indu 
cido por la uniôn de AMP, ha sido realizado por ultracentrifugaciôn ana 
lltica, entre 12 y 30°C.

Los experiroentos de velocidad de sedimentaciôn se han realiza 
do a 1,0 y 3,0 mg/ml a saturaciôn de la primera y la segunda clase de
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sitios de uniôn de AMP a 20.000 y 60.000 r.p.m.

A 20.000 r.p.m. la velocidad de sedimentaciôn no es suficiente 
mente elevada para permitir la separaciôn de las dos especies enzimSti-' 
cas existantes, teniendo en cuenta sus pesos moleculares, por lo que la 
variaciôn del porcentaje de agregaciôn se manifiesta unicamente en un - 
aumento del coeficiente de sedimentaciôn promedio. La causa de realizar 
también a esta velocidad los experimentos de velocidad de sedimentaciôn, 
ha sido la variaciôn de volurnen especîfico parcial aparente detectado 
en el primer apartado de resultados y discusiôn, entre 1,0 y 3,0 mg/ml.
Si la variaciôn de vôlumen especîfico sigue existiendo en presencia del 
activador alostérico, el estado conformacional estabilizado a 1,0 mg/ml 
podrîa desplazarse por acciôn de la presiôn hacia el estado de 3,0 mg/ml.

El estudio comparative de los resultados obtenidos para la con 
centraciÔn mas baja de enzima, a 20.000 y 60.000 r.p.m., puede permitir 
nos determiner la existencia de un cambio de volumen especîfico, asî co 
mo la posibilidad de que la constante del equilibrio por acciôn de la 
presiôn, se desplace de tal manera que se estabilice el estado de menor 
volumen especîfico parcial aparente en todo el intervalo de concentracio 
nés de enzima estudiado.

La asociaciôn de la enzima a tetrâmero, inducida por la uniôn 
de AMP présenta una dependencia bastante compleja con la temperatura, 
figura 13, y existen claras diferencias entre los resultados obtenidos 
a 3,0 y 1,0 mg/ml.

De acuerdo con los datos previamente publicados por Wang y col 
(24), la saturaciôn de la primera clase dqiitios de uniôn favorece el - 
proceso de asociaciôn a tetrâmero, mientras que la saturaciôn de los si 
tios de baja afinidad produce una disminuciôn del % de tetrâmero induci
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FIGURA 13.- Variaciôn del coeficiente de sedimentaciôn en funciôn de 
la temperatura, de la fosforilasa b en presencia de AfIP 
1,2 y 10 mfl. Enzima : Img/ml ; - A - 3mg/ral. Los ex
perimentos se realizaron a una velocidad de sedimentaciôn 
de 20.000 r.p.m..
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do por la uniôn de la primera molécula de AMP por monômero, y el % de 
tetrâmero aumenta al disminuir la temperatura.

A 3,0 mg/ml y en presencia de AMP 1,2 mM el coeficiente de se 
dimentaciôn aumenta desde valores de 8,0 S, a 30"C,( prôximos al coefi- 
ciente de sedimentaciôn medido para la enzima sola a 25°C) harta 9,0 S 
a (25-26)®C, estabilizândose en este valor hasta temperaturas de 21-22°C 
por debajo de las cuales se produce un râpido incremento de la especie 
de mayor peso molecular, el tetrâmero.

A concentraciôn de 1,0 mg/ml, la variaciôn de ^ con la tem 
peratura présenta dos etapas, en la primera se produce un incremento del 
coeficiente de sedimentaciôn, al pasar de 30 a 27°C, estabilizândose en 
valores de 8,4-8,5 S desde 27 a 22“C; por debajo de esta temperatura se 
produce un nuevo incremento de

La saturaciôn de dos sitios de uniôn de AMP por monÔmero de 
enzima, a 3,0 mg/ml, hace descender el % de tetrâmero con respecto a los 
niveles obtenidos en presencia de AMP 1,2 mM. El coeficiente de sedimen 
taciôn aumenta linealmente al descender la temperatura, para estabilizar 
se en valores de 9,4-9,5 S desde 20 hasta^3°C; por debajo de esta tempe 
ratura se produce un incremento del nivel de agregaciôn.

La variaciôn de S^q ^ en funciôn de la temperatura, en presen 
cia de AMP 10 mM, a 1,0 mg/ml, es similar a la de 3,0 mg/ml, aunque el 
aumento del coeficiente de sedimentaciôn con la temperatura, se produce 
en un intervalo mucho mas estrecho, 25-23®C, y el intêrvalo de tempera­
tura en que se estabiliza se encuentra desplazado hacia temperaturas - 
mas altas.

Los datos obtenidos a 20.000 r.p.m. no nos permiten obtener 
mas que resultados cualitativos de la evoluciôn del equilibro dimero
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tetrâmero con la tempetatura, por elle se realizaron expérimentes parale 
les a 60.000 r.p.m., figura 14.

En estas condiciones hay que resaltar dos hechos:
1.- La velocidad a la que se alcanza el equilibrio dîmero

tetrâmero, inducido por la uni6n de AMP, es altamente dependiente de la
temperatura, de forma que a las temperaturas expérimentales mas bajas, 
es preciso dejar evolucionar el sistema durante una hora, aproximadamen 
te, para que no exista variaciôn en el % de tetrâmero con el tiempo, mie
tras que a altas temperaturas el equilibrio se alcanza de forma casi in
mediata.

2.- Existe un intêrvalo de temperaturas,comprendido entre 21 
y 26°C, en el que a pesar de observarse unafuerte asimetrfa en los dia- 
gramas de Schlieren de la ultracentrîfuga, no se separanlas dos especies 
enzimâticas présentes. Este efecto puede ser debido a dos causas: a.-) 
el equilibrio de asociaci6n=?=disociaci6n es tan tâpido que no es posi- 
ble la separacidn de las dos especies en equilibrio, y se estâ producien 
do una reordenaciôn constante del equilibrio a lo largo del experimento 
de sedimentaciÔn. b .-) La existencia de interaccidnes de tipo fîsico muy 
fuertes entre el dîmero y el tetrâmero, de forma que no sea posible la se 
dimentaciôn independiente de cada uno de ellos (25),

Los diagramas de Schlieren obtenidos a 60.000 r.p.m., han sido 
descompuestos en la suma de sus dos componentes utilizando un analizador 
de curvas Dupont, modelo 310. El porcentaje de agregacidn y la constante 
de asociaciôn, K^, se calcularon a partir de las areas bajo los picos co 
rrespondientes a cada especie enzimâtica, TABLA II, Este tratamiento so 
lo ha sido posible para los datos a 3,0 mg/ml. Datos de*Light Scattering 
(18), parecen indicar oue los resultados obtenidos a esta concentracidn
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de enzima, son similares a los de 1,0 mg/ml.

Entre 25 y 30°C aparecen dos picos con coeficientes de sedimen 
taciôn 8,6 + 0,1 S y 12 S, correspondientes al dîmero y al tetrâmero de 
fosforilasa b (24), La variaciôn del % de tetrâmero en este intêrvalo de 
temperatura es pequena, siendo los niveles de tetrâmero en presencia de 
AMP 10 mM ligeramente inferiores a los obtenidos en presencia de AMP 1,2 
mM.

Al descender la temperatura por debajo de 25°C, se oberva un 
aumento de la asimetrîa de los diagramas de Schlieren, sin que el sis­
tema llegue a separarse en dos picos;este hecho que ya ha sido indica- 
do anteriormente, plantea un problema en elcâlculo de la constante de 
asociaciôn, dado que aunque el anâlisis de las curvas ponîa de manifies 
to la existencia de dos especies enzimâticas con diferente peso molecu­
lar y un aumento de la poblaciôn de tetrâmero a medida que desciende la 
temperatura, el coeficiente de sedimentaciôn medio observado es constan 
te con la temperatura, hecho en principio en desacuerdo con el aumento 
del % de tetrâmero; sin embargo, los valores de las constantes de agre- 
gaciôn obtenidos concuerdan bastante bien con los valores de las cons­
tantes obtenidas a partir de medidas de "Light Scattering"(18).

A temperaturas inferiores a 21®C se sigue observando un incre 
mento del porcentaje de agregaciôn y aparecen dos picos con coeficientes 
de sedimentaciôn de 8,8+0,1 S para el dîmero y 12-13 S para el tetrâme­
ro, existiendo una tendencia a aumentar el valor de SgQ ^ de cada espe­
cie al descender la temperatura.

En presencia de AMP 10 mM no se observa a ninguna temperatura, el 
fenômeno existente a saturaciôn de la primera clase de sitios de AMP en 
tre 21 y 25°C, siendo la separaciôn de los picos mas neta a igual tiempo
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FIGURA 14.- Variaciôn del coeficiente de sedimentaciôn de la fosfor^ 
lasa b, en funciôn de la temperatura, en presencia de 
AMP 1,2 y 10 mM.tEnzim^: - * - 1 mg/ml; - & - 3 mg/ml. 
Los expérimentes se realizaron a una velocidad de sêdi- 
mentaciôn de 60.000 r.p.m.
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del experimento de sedimentaciôn.

El coeficiente de sedimentaciôn del tetrâmero en estas condi­
ciones es 13,0+0,2 S.

Hay que senalar tambien, la existencia de un aumento del coe- 
ficiente de sedimentaciôn del dîmero a valores de 8,9+0,1 S por debajo 
de 21°C.

En la figura 15 se encuentra representado In en funciôn 
del inverso de la temperatura, pudiendo observarse una cortadura alrede 
dor de 23-25°C.

Las entalpîas de Van't Hoff, para la tetramerizaciôn, calcula 
das a partir de la figura 15 son:

a.- En presencia de AMP 1,2 mM

- = 4 5+5 kj/mol monômero ‘ T >25°C
- ÛH.J, = 176+ 15 kj/mol monômero T <25”C

b.- En presencia de AMP 10 mM

- AH.J, = 25+ 3 kJ/mol monômero T <25®C
- AH.J, = 0 + 2  kj/mol monômero T >25°C

La contribuciôn de la entalpîa de agregaciôn a la entalpîa 
de interacciôn AMP-enzima, es pequena, salvo a 14°C, ( ver figura 12 ).

Un hecho interesante es la diferencia en el comportcuniento de 
sedimentaciôn de la enzima a 1,0 mg/ml a 60.000 y 20.000 r.p.m. El auroen 
to de la velocidad de sedimentaciôn produce un desplazamiento de la cur 
va obtenida a 1,0 mg/ml hasta obtener valores idénticos a los de 3,0 mg/ 
ml, a la misma temperatura. Este resultado como ya indicamos al comien-
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FIGURA 15.- Representaciôn de Van't Hoff de la constante de tetramer^ 
zaciôn - A  - AMP 1,2 mM; - • - A.MP 10 mM. Enzima
3,0 mg/ml.
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zo del presente apartado podrîa considerarse Indicative de la existencia 
de volumenes especlficos diferentes a 1,0 y 3,0 mg/ml y un desplazamien 
to por acciôn de la presiôn de los estados conformacionales estabiliza- 
dos a baja concentraciôn de enzima, hacia los estabilizados a concentra 
clones de fosforilasa b superiores a aquellas en que se producïa la tran 
siciÔn conforméeional dependiente de la concentraciôn de enzima.

III. 2 c.- ESTUDIO CALORIMETRICO DE LA INTERACCION FOSFORILA­
SA b - FOSFATO EN FUNCION DE LA TEMPERATURA

La interacciôn entre la fosforilasa b y uno de sus sustratos, el P^, ha 
sido estudiada a l4,0; 19,0; 21,0; 23,0; 25,0 y 30,0“C, en las mismas 
condiciones que para el activador alostérico AMP.

Los resutados obtenidos se encuentran sepresentados en las fi­

guras 16-22.

Una caracterîstica general de todos ellos, es el elevado valor 
de la entalpîa de Interacciôn, del orden de -1600 kJ/mol de monômero.

La existencia de interacciones iônicas que estabilizan la fija 
ciôn del sustrato ha sido demostrada a partir de los diagramas de difrac 
ciôn de Rayos-X, tanto para la fosforilasa b (26), como para la fosfor^ 
lasa a (27), no solamente para el sustrato sino para los grupos fosfato 
del nucleôtido, la coenzima y el unido covalentemente a la serina 14.

El efecto debido al grupo fosfato en la interacciôn enzima-AMP 
parece estar de acuerdo con los resultados obtenidos para la fijaciôn 
del sustrato. En la figura 24, pueden verse los datos obtenidos para la 
fijaciôn del 5'-fosforamidato de adenosina, un anâlogo covalente del - 
AMP en el que un grupo -OH del fosfato ha sido sustituido por un grupo
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FIGURA 16.- Entalpîa de interacciôn fosforilasa b - fosfato a 14“C.
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FIGURA 17.- Entalpîa de interaccidn fosforilasa b - fosfato a 19"C,
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FIGURA 18.- Entalpîa de interacciôn fosforilasa b - fosfato a 21“C.
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FIGURA 19.- Entalpîa de interacciôn fosforilasa b - fosfato a 23®C.
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FIGURA 20.- Entalpfa de interacciôn fosforilasa b - fosfato a 25°C.
- o - en presencia de Adenina 2 mM. - • - en ausencia 
de Adenina.



196
S

u

h
en
n

or

oCM

o

oo 8OCM O
^OJSUJpUOUU puj/f>|j(-^y



107

FIGURA 21.- Entalpîa de interacciôn fosforilasa b - Fosfato a 25°C.
- o - en presencia de Adenina 2 mîl. - • - en ausencia de 
Adenina.
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FIGURA 22.- Entalpîa de interacciôn fosforilasa b - Fosfato a 30®C.
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FIGURA 23.- Variaciôn de la entalpîa de interacciôn fosforilasa b - 
Fosfato, a saturaciôn de sustrato, en funciôn de la tem 
peratura. Enzima : - o - 1 mg/ml; - A  - 3 mg/ml.
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FIGURA 24.- Entalpîa de interacciôn fosforilasa b - (s '-fosforamidato
de Adenosina) a 25°C.
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-NHg. Hay dos hechos a destacar, el primero es el descenso en la afini- 
dad del anSlogo de AMP hacfa la enzima, ya indicado per Okazaki y col 
(28), a partir de expérimentes cinêticos, ratificando asf la importan- 
cia del papel desempenado por el fosfato en la unidn del nucleôtido a 
su primera clase de sitios de uniôn y el/segundo es, que la sustituci6)i 
de un grupo protonable, ionizado en las condiciones de pH del medio de 
reaccidn, por un grupo amino, produce un importante descenso en la en­
talpîa de interacciôn, tanto para la fijaciôn a la primera clase de si­
tios de uniôn del activador, donde el proceso se hace endotérmico, como 
para la fijaciôn a los sitios de menor afinidad, con respecto a los va- 
lores obtenidos para el AMP.

La entalpîa de interacciôn fosforilasa-fosfato présenta valo- 
res muy prôximos a 1,0 y 3,0 mg/ml, siendo el proceso de uniôn ligeramen 
te mas cooperative a las concentraciones mas bajas de enzima.

El hecho de observar una misma entalpîa de interacciôn a ambas 
concentraciones de enzima, no significa que la transiciôn conforraacional 
dependiente de la concentraciôn, no exista en presencia del sustrato; 
los valores obtenidos por Pocovi (9) para la viscosidad intrînseca de la 
enzima en presencia de P^ 20 mM, son idénticos a los obtenidos para la 
enzima sola (10)• Este resultado, nos permite concluir un hecho y es la 
no necesaria correspondeneia entre cambios cônformacionales globales de 
la proteina, reflejados por ejemplo en su viscosidad intrînseca y cambios 
en zonas muy localizadas de la misma, que pueden permanecer invariantes 
a pesar de la existencia de cambios estructurales profundos.

En la TABLA III se encuentran recogidos los valores de las cons 
tantes de disociaciôn del fosfato, calculadas mediante la ecuaciôn de 
Hill.
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III. 2 d.- EFECTQ DEL pH SOBRE LA INTERACCION FOSFORILASA b- 

AMP Y FOSFORILASA b - FOSFATO

Los resultados hasta ahora expuestos, se realizaron manteniendo el pH 
en 6,9 a 25°C; el tamp6n glicil-glicina tiene un coeficiente de varia- 
ci6n del pH con la temperatura de -0.03 unidades de pH / °C, teniendo 
en cuenta estos datos, los experimentos en funciôn de la temperatura 
han sido realizados en un intêrvalo de pH que va desde 6,7 5 a 30°C has 
ta 7,23 a 14"C.

Los valores de las entalpîas de interacciôn enzima-ligando son 
por tanto una funciôn doble de la temperatura y el pH, Un anâlisis mas 
profundo de los datos presentados hace necesario separar ambas contri­
bue iones , para ello se han llevado a cabo experimentos calorimétricos 
y de sedimentaciôn a 25“C y a pH 6,66 y 7,23, cubriendo todo el intêr­
valo de variaciôn de pH asociado al intêrvalo de temperaturas compren- 
dido desde 14°C hasta 30"C.

En las figuras 25 y 26 se encuentran representados los résulta 
dos obtenidos para la uniôn de AMP a la enzima a pH 7,23 y 6,66 respec 
tivamente.

El anâlisis comparative de los resultados obtenidos en funciôn 
del pH muestra un descenso de la entalpîa de interacciôn asociada a ca 
da una de las dos clases de sitios de uniôn, al variar el pH por encima 
o por debajo de 6,9 y un acercamiento entre los datos obtenidos a con­
centraciones de 1,0 y 3,0 mg/ml de enzima, (figura 27).

El descenso del pH a 6,66, muy prôximo al de mâxima actividad 
(14), produce un incremento considerable de la afinidad del AMP hacia 
sus clases de sitios de uniôn, de forma que a 1,0 mTi de AMP se encuen­
tran saturados practicamente dos sitios por monômero.
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FIGURA 25.- Entalpîa de interacciôn fosforilasa b - AMP a 25°C y 
pH 7,23.
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FIGURA 26.- Entalpîa de interacciôn fosforilasa b - AflP a 25®C y 
pH 6,66. Recuadro: Escala ampliada de los datos ante 
riores para la primera y segunda clase de sitios de 
uniôn.
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FIGURA 27.- Variaciôn de la entalpîa de interacciôn fosforilasa b - 
AMP en funciôn del pH. En el recuadro superior se han re 
presentado los resultados obtenidos para la saturaciôn 

* de los sitios de mayor afinidad; [Enzima] Img/ml;
-à- [Enzima] 3mg/ml, En el recuadro inferior se han re- 
presentado los mismo datos pero para los sitios de dêbil 
afinidad; -o- f Enzim^ Img/ml ; -û- [Enzim^ 3mg/ml.
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Otro hecho interesante, en estas condiciones de pH, es la ap 

riciÔn de una tercera regiôn de saturaciôn para AMP en la enzima, a co 
centraciones de nucleôtido superiores a 2 mM.

En la TABLA IV se encuentran recogidos los valores experimen 
taies obtenidos para las constantes de disociaciôn aparentes del AMP a 
los très pHs estudiados.

Los niveles de agregaciôn inducidos por la uniôn del ligando 
a saturaciôn de cada una de sus clases de sitios de uniôn, son también 
dependientes del pH, (figura 30), siendo menores a medida que el pH se 
hace mas alcaline.

La constante de velocidad del equilibrio dîmero %j:^tetrâmero 
es dependiente del pH; mientras que a pH 6,9 y T=25“C, a saturaciôn de 
los sitios de mayor afinidad, se obtenian diagramas de Schlieren asimé 
tricos, a pH 6,66 y 7,2, a 60.000 r.p.m., apacecen dos picos con coe- 
ficientes de sedimentaciôn de 8,2+0,2 S y 12+0,2 S. A saturaciôn de la 
segunda clase de sitios de uniôn de AMP aprecen dos picos con coeficie 
tes de sedimentaciôn de 8,8+0,1 y 12+0,2 S.

En presencia de AMP 8 mM, a pH 6,66 se produce un incremento 
de la poblaciôn del tetrâmero del 8% con respecto del obtenido a satu­
raciôn de dos sitios de uniôn por monômero.

El efecto del pH sobre la fijaciôn de AMP puede tener lugar 
a través de una acciôn directa sobre el sitio de fijaciôn del nucleôti 
do o a travês de un desplazamiento del equilibrio conformacional.

Los resultados calorimôtricos obtenidos en el présente traba 
jo pueden justificarse bascîndonos en dos hipôtesis diferentes, cada un 
de las cuales puede referirse a cada une de los posibles modos de ac-
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T A B L A IV

VARIACION DE LAS CONSTANTES DE DISOCIACION DE AMP 
EN FUNCION DEL

j~EnziinaJ 3,0 mg/ml ^EnzimaJ 1,0 mg/ml

pH Kj. X 10̂ ' M ■ 3. « ■ ■Kjj X 10-* M}| p!I Kj X 10^ H Kjj X 10^ M

7,20
6,90
6,66

3,6+0,2 
5,0+0,3 
0,9+0,03

II
3, 5+0, 2 II 7,20
4,6+0,2 II 6,90 - Il
0,7+0,02 II 6,66 

. ' ..

3,4+0,2 
4,0+0,1 
0,9+0,03

3,5+0,2 
4,6+0,3 
1,0+0 . 2

Kj y Kj,j. son las constantes de disociaciôn aparentes asocia- 
das a la saturaciôn de la primera y segunda clase de sitios 
de AMP en la enzima.

T A B L A

VARIACION DE LA CONSTANTE DE DISOCIACION DEL P^ EN 
FUNCION DEL pH

[Enzima] 3,0 mg/ml [Enzima] 1,0 mg/ml

7,20
6,90
6,66
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ciôn del pH sobre la fijaciôn de AMP indicados en el pârrafo anterior.

1.- La fijaciôn de AMP a la proteina depende o estS relacio- 
da con dos grupos ionizables, cuyos pKs han de ser inferior 
y superior a 6,9, de forma similar a la variaciôn de c 
el pH a 30°C (14).

2.- La fijaciôn del nucleôtido modifica el pK de un grupo e 
zimâtico, prôximo a 6,9, de tal raanera que a pHs pfoximos, 
pero inferiores, al pK del grupo enzimStico, la uniôn del nu 
cleôtido induce una ionizaciÔn del mismo, hecho que podrîa - 
manifesterse en un aumento de la entalpîa de interacciôn y 
de la constante aparente de disociaciôn; a medida que aumen- 
tase el pf̂  el nivel de ionizaciÔn de dicho grupo, en ausenci 
de ligando^ aumenta, y el efecto asociado a la uniôn del ac­
tivador alostôrico irîa disminuyendo.

Los resultados obtenidos por noscbstros a 25"C difieren de lo 
obtenidos por Morange (30) para la fijaciôn de AMP a 4®C, por diâlisis 
en el equilibrio, en funciôn del pH. Segûn este autor, la constante de 
fijaciôn de AMP a su primera clase de sitios de uniôn y la coopérative 
dad del proceso es tanto mayor euanto mas alcalino es el pH. El anâli­
sis comparative de los resultadoqjbbtenidos en funciôn del pH y del efe 
to del marcaje de histidinas a 22°C (30), le lleva a postular que el - 
efecto del pH se debe a un desplazamiento del equilibrio conformaciona 
de la enzima y que una histidina del sitio de uniôn del nucleôtido po 
drfa ser responsable o fundamental para la transmisiôn de los cambios 
conforraacionales en la molécula.

Por otro lado, la discrepancia entre sus datos y los nuestro 
obtenidos a 25®C, hacen plantearse la valided de la extrapolaciôn real
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zada con respecto al marcaje de histidinas a 22°C, ignorando el efec­
to que la transiciôn conformacional que la fosforilasa b expérimenta con 
la temperatura puede tener sobre la fijaciôn de AMP y el marcaje de hiŝ  
tidinas.

Segûn el esquema conformacional propuesto por Buc y col (17), 
a pH 6,9 y 25°C, la conforroaciôn enzimâtica mas estable serla el estado 
E^; un desplazamiento hacia pH âcidos puede producir una estabilizaciôn 
de la forma Eg, fundamentalmente en presencia de AMP, lo que supondria 
un descenso en la constante transconformacional con el pH y un aumento 
de la afinidad aparente del AMP, al unirse al estado Eg, el de mayor a- 
finidad hacia el nucleôtido, de acuerdo con nuestros resultados exper^ 
mentales. Por otro lado, este hecho estarla de acuerdo con el mayor % 
de tetrSmero, a saturaciôn de la primera clase de sitios de uniôn, a pH 
6,66.

El equilibrio de ionizaciÔn de la enzima EgHg:=r E^H — ^  Eg 
tiene un pK de 6,52, con lo q—ue a pH 6,66, el desplazamiento del
equilibrio conformacional hacia Eg, por uniôn de AMP, llevarîa asociado 
la estabilizaciôn de las formas ionizadas del estado Eg.

A pH bâsicos se producirïa, en ausencia de ligandos, una esta 
bilizaciôn del estado y de sus formas protonadas, tanto mayor cuanto 
mas alcalino sea el pH (17). Con respecto a nuestros resultados, este 
hecho, supondria que la uniôn de AMP séria menos cooperativa, ya que 
el desplazamiento del equilibrio conformacional hacia Eg estarla menos 
favorecido, un descenso en la formaciôn del tetrSmero y menor afinidad 
hacia AMP, lo cual estS de acuerdo con nuestros resultados expérimenta­
les .

La saturaciôn por el fosfato de sus sitios de uniôn,a pH 7,2
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y 6,66 (figuras 28 y 29) no présenta apenas coopérâtiviad, existiendo 
un importante descenso en la entalpîa de interacciôn, a saturaciôn, a 
pH 7,2. En medios alcalines, el comportamiento se hace mas dependiente 
de la concentraciôn de enzima. La constante de fijaciôn del fosfato a 
3,0 mg/ml de enzima, permanece invariante en todo el intêrvalo de pH, 
mientras que a 1,0 mg/ml es altamente dependiente del pH, siendo tanto 
menor la afinidad cuanto mas alcalino es el medio de reacciôn, TABLA V.

El comportamiento de la constante de disociaciôn del fosfato 
en funciôn del pH es contrario al que podrîa esperarse, a partir de los 
datos publicados por Kasvinsk i y col (14) a 30®C; segOn estos autores, 
a esta temperatura la depende unicamente del pK del segundo grupo
ionizable del sustrato, cuyo valor es 6,56, por lo que la constante de 
disociaciôn varîa muy poco dentro de este intêrvalo de pH y aumenta a 
pHs Scidos. Estos resultados concuerdan mejor con los obtenidos por no 
sotros a una concentraciôn de enzima de 3,0 mg/ml, sin embargo no hay 
que olvidar, que los resultados obtenidos por Kasvinski y col. corres- 
ponden a la uniôn del sustrato en presencia de AMP y glucôgeno quienes 
puëden haber modificado la uniôn del fosfato (31-33).

Si consideramos conjuntamente el efecto que el pH ejerce so­
bre la entalpîa de interacciôn enzima-fosfato y sobre las constantes de 
fijaciôn, tenemos:

1.- A 3,0 mg/ml, la entalpîa de interacciôn desciende desde 
valores de -1600 kJ/mol de monômero a -8 00 kJ/mol de monômero, 
al pasar de pH 6,9 a 7,2, sin observar apenas cambio en la 
constante de afinidad.

2.- A 1,0 mg/ml se produce un aumento de la constante de diso 
ciôn del complejo enzima-fosfato al pasar de pH 6,9 a 7,2, co
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FIGURA 28.- Entalpîa de interacciôn fosforilasa b - fosfato a 25"C y 
pH 7,23.
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FIGURA. 29.- Entalpîa de interacciôn fosforilasa b - fosfato a 25®C 
y pH 6,66.
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un descenso en la entalpîa de Interacciôn, sobre la obtenida
a 3,0 mg/ml de -200 kJ/mol de monômero.

En base a estos datos habrîa que pensar en la existencia de 
dos efectos al variar el pH, un primer efecto que hace descender la en 
talpîa de interacciôn desde -1600 a -800 kJ/ mol monômero y que no se 
manifiesta en ninguna variaciôn sobre la constante de disociaciôn apa­
rente, aunque si podrian existir variaciones en las constantes de los 
procesos asociados a la uniôn del ligando y un segundo efecto que se ma 
nifestarîa unicamente a bajas concentraciones de enzima, al que irîa 
asociado un aumento de la constante de disociaciôn aparente del y un 
descenso en la entalpîa de interacciôn de -200 kJ/mol de monômero.

Un anâlisis comparativo de nuestros resultados y el esquema 
conformacional propuesto por Buc y col (17) permitirla justificar los 
datos a 3,0 mg/ml como el efecto del pH sobre los equilibrios conforma 
cionales de la enzima. A temperaturas altas, el estado (17), estabi 
lizado por la uniôn de los sustratos se encuentra muy desfavorecido, 
pero serîa estabilizado ligeramente a pHs âcidos. Si consideramos los 
efectos contraries que el pH ejercerîa sobre Lq y sobre la constante

ih
de ionizaciÔn del seguno grupo âcido del fosfato, podrîamos justificar
la existencia de cambios en la interacciôn enzima-sustrato sin encontrar
una variaciôn paralela en la constante de afinidad aparente del sustra
to, si el descenso en en medios âcidos se compensara con el aumento
de Kp debido a la protonaciôn del sustrato. 

i
Mas difîcil de explicar es el comportamiento en funciôn del 

pH a 1,0 mg/ml; en estas condiciones se presentan dos posibilidades:

a.- que el desplazamiento entre los diferentes estados con-
fôrraacionales de la enzima sea diferente del que se produce
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a concentraciones superiores de enzima.

b .- que a bajas concentraciones de fosforilasa b el sitio ca- 
talltico sea mas accesible al medio, permitiendo mayores vari 
ciones en su entorno por efecto del pH; esta segunda hipôte­
sis podrla verse apoyada por parte de los resultados experime 
tales expuestos mas adelante y por el hecho de que la confor- 
maciôn enzimStica a bajas concentraciones de enzima parece pr 
sentar una estructura menos compacta, lo cual podrîa suponer 
una mayor permeabilidad al disolvente.

La representaciôn conjunta de los datos obtenidos a temperatu 
ra variable para AMP y fosfato, a sus respectivos pHs y los datos obte­
nidos a pH variable a 25°C, (figureras 30-32), nos llevan a formular la 
siguiente hipôtesis con respecto a los datos a temperatura variable.

Segûn los resultados expuestos en las figuras 30 a 32, las va 
riaciones con la temperatura de la interacciôn entre la enzima y AMP o 
fosfato, entre 23 y 30°C, podrîancorresponder mas al efecto de la varia 
ciôn de pH del medio, asociado a este incremento de la temperatura, que 
a un efecto directe de la misma sobre la estructura enzimâtica. Por de4 
bajo de 23"C el efecto de la temperatura serîa prédominante sobre el e- 
fecto de pH, apesar del efecto que la variaciôn de este pueda tener so­
bre los resultados experimenales.

A 15®C la fijaciôn del fosfato induce en el pK de un grupo en 
zimâtico, probablemente una histidina (14) una variaciôn desde 6,6 a 
7,35. el pH del tampôn glicilglicina utilizado es 7,23 a 14°C, en estas 
condiciones el grupo enzimâtico con pK 6,6 se encontrarâ practicamente 
ionizado, por lo que la saturaciôn por el fosfato de sus sitios de uni 
puede llevar asociada la protonaciôn de la histidina, efecto que no se
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FIGURA 30.- Variaciôn del % de tetrSmero en funciôn del pH , a satu
Araciôn de la primera ( - A - ) y segunda clase de sitios 

Ode uniôn ( - # - ) para AMP. Los sîrabolos vacios corres^ 
ponden a los experimentos realizados a temperatura varia 
ble y los rellenos a los realizados a 25°C y pH variable, 
[Enzimj 3,0 mg/ml,

FIGURA 31.- Variaciôn de la entalpîa de interacciôn fosforilasa b - 
fosfato en funciôn del pH a 3,0 mg/ml ( - A - ,  - A  -  ) y 
( - • - , -  O -) 1 mg/ml de enzima. Los simbolos vacios 
corresponden a los experimentos realizados a temperatura 
variable y los rellenos a los realizados a 25°C y pH va 
riable.
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FIGÜFA 32.- Variaciôn de la entalpîa de interacciôn fosforilasa b - 
AMP en funciôn del pH, a saturaciôn de la primera y se­
gunda clase de sitios de uniôn, A y B respectivamente.

[Enzima] 3,0 mg/ml; (-o-, -•-) [Enzim^ 1,0 
mg/ml. Los simbolos vacios o rellenos tienen el mismo 
significado que en las figuras 30 y 31.
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producirla a altas temperaturas donde el pK 7,03 permanece invariable 
aun en presencia del sustrato.

Los valores calculados para las constantes de disociaciôn 
aparentes del fosfato son del orden de los determinados por Helmereich 
y col (31)/ por medios cinéticos y del obtenido por Radda y col a 22°C 
para la fijaciCn del sustrato, utilizando como detector de la unidn un 
marcador de spin (34).

Establecer un estudio comparative de los valores obtenidos pa 
ra la constante de fijaciôn de AMP y la constante de tetramerizaciôn, en 
funciôn de la temperatura, con los datos de otros autores (16,24,34,35) 
es bastante difîcil por la gran dependencia que présenta la fijacidn del 
ligando y los equilibrios conformacionales de la enzima con respecte a 
la composiciôn, pH y fuerza iônica del tampôn utilizado (16,34-36).

El anâlisis de los datos obtenidos para la interacciôn AMP-en 
zima y fosfato-enzima en funciôn de la temperatura, desde el punto de 
vista de los diferentes estados conformacionales que présenta la fosfo- 
rilasa b, parece ajustarse bastante aceptableraente al esquema propuesto 
por Bue y col (17).

A temperaturas superiores a 23-25°C el estado mas favorecido 
serîa el E , pudiendo estabilizarse parcialmente el E^ a pH âcido y 
en presencia de sustratos o AMP. Por debajo de 23"C aumenta la poblaciôn 
del estado E^ y a temperaturas inferiores a 21-20°C comienza a estabil^ 
zarse el estado E^, sobre todo en presencia de sustratos y AMP.

Dado que, segûn los datos de Bue y col(17,35) el estado Eg pre 
senta una afinidad muy baja hacia AMP, prScticamente hay uniôn exclusi- 
va a a bajas temperaturas, para justificar los datos de las constan 
tes de fijaciôn aparente de AMP, obtenidos experimentalmente, habrîa -
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que admitir una constante transconfonnacionai Lg entre los estados Eg 
y Ej inferior a la del equilibrio . ya que la fijaciôn aparen­
te de AMP a la enzima entre 23 y 20°C es mejor que a temperaturas supe 
riores a 23°C; este hecho puede estar de acuerdo con el comportamiento 
encontrado, como veremos mas adelante, para Lg en funciôn de la tempe­
ratura por medios cinéticos.

La estabilizaciôn del estado E^ a bajas temperaturas, en pre­
sencia de AMP, estâ de acuerdo con el incremento de la poblaciôn del te 
trSmero que se produce en presencia del activador alostërico al descen­
der la temperatura desde 21°C hasta 12*’C. Si a temperaturas intermedias 
( inferiores a 25”C y superiores a 20°C) los estados mas favorecidos en 
ausencia de ligandos son Ê  ̂y Eg, la uniÔn de M4P debe estabilizar pro- 
gresivamente el estado Eg, considerando el incremento de los niveles de 
tetrSmero observado desde temperaturas inferiores a 25°C en presencia 
de AMP ( ver TABLA III ). La estabilizaciôn de Eg entre 25 y 21°C podrl 
estar relacionada con el aumento que se produce en el coeficiente de se 
dimentaciôn de la enzima a saturaciôn de AMP en el mismo intervalo de 
temperaturas ( figura 14 ).

Podemos concluir por tanto en base a los resultados obtenidos 
la existencia de dos transiciones conformacionales por acciôn de la tem 
peratura, centradas a 23“C y 20"C aproximadamente, entendidas como la - 
estabilizaciôn preferente de diferentes niveles de cada poblaciôn enzi- 
mâtica por acciôn de la temperatura.

El cambio producido en la estructura enzimStica por acciôn de 
la temperatura afecta a los dos sitios de uniôn de AMP y al sitio cata- 
lîtico, tanto a 3,0 como a 1,0 mg/ml, modif icando la afinidad de los lî  
gandos hacia la enzima y la entalpîa de interacciôn asociada a la satu-
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raciôn de los respectivos sitios de uniôn. Este hecho estâ de acuerdo 
con los resultados obtenidos por Madsen y col para la fosforilasa a me 
diante difracciôn de Rayos-X, los cuales indican la conexiôn a través 
de la cadena polipeptîdica de todos los sitios reguladores de la enzima 
y el sitio catalîtico (27).

Un anâlisis de los resultados obtenidos para la entalpîa de - 
interacciôn fosforilasa b - fosfato en funciôn de la temperatura, sin - 
considerar el efecto debido a la variaciôn de pH que lleva consigo, po­
drl an hacernos pensar que el desplazainiento del equilibrio conformacional 
hacia los estados enzimâticos estabilizados a baja temperatura, no modi^ 
fica la interacciôn con -el sustrato, salvo a 23°C, desde un punto de vi^ 
ta calorimêtrico, sin embargo, si consideramos el descenso en la varia­
ciôn de entalpla que se produce a los respectivos pHs de reacciôn (a tem 
peraturas inferiores a 25®C), la transiciôn conformacional dependiente 
de la temperatura puede suponer un incremento en la entalpla de interac 
ciôn de -(800-1000) kJ/mol de monômero.

Segûn los datos calorimétricos obtenidos a 14°C para la fija­
ciôn de AMP, a sus sitios de mayor afinidad, el sitio del activador y 
los cambios producidos por su fijaciôn a la enzima parecen muy simila- 
res a 1,0 y 3,0 mg/ml, sin embargo los resultados de Palou (37) indican 
una gran diferencia en el n®de tirosinas y triptôfanos modificados por 
la uniôn de AMP a 1,0 y 3,0 mg/ml a esa misma tempeatura.

Con los datos hasta ahora presentados es diflcil establecer 
diferencias entre los estados conformacionales estabilizados a 1,0 y 3,0 
mg/ml, ajustândonos al esquema general de equilibrios conformacionales 
propuesto por Bue (17) para la fosforilasa b; de idëntica manera ocurre 
con los estados estabilizados a saturaciôn de la primera y segunda clase
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de sitios de uniôn para AflP; estudios realizados por diferentes autores 
(30,37,38) indican la existencia de cambios asociados a la saturaciôn 
del sito de uniôn de menor afinidad como son la apariciôn de un espectr 
de diferencias en la zona del PLP (30,37) y variaciôn en los niveles de 
agregaciôn con respecto a los inducidos por la fijaciôn de la primera - 
molécula de AMP por monômero, este ûltimo efecto puede ejercer;e por mo 
dif icaciôn de la constante del equilibrio Eg 1/2 , lo cual podrî
suponer pequenas modificaciones en la estructura general de la enzima 
con respecto a los estados estabilizados por la primera molécula de AMP 
aunque puedan producirse modificaciones locales relativamente importan­
tes; es decir, que cada estado de la enzima corresponderla mas a un co 
junto de microestados termodinamicamente prôximos que a una estructura 
cuaternaria ûnica (30).

III. 3.- ESTUDIO CINETICO DE LA ACTIVACION DE LA FOSFORILASA b POR 
AMP EN FUNCION DE LA TEMPERATURA 

El estudio del comportamiento cinético de la fosforilasa b, en presenci 
de AMP o IMP, realizado por Black y Wang (32) mostraba que el mecanismo 
de activaciôn por acciôn de los nucleôtidos ténia lugar en dos etapas, 
en la primera de ellas se producla un incremento de la eficiencia cata- 
lîtica de la enzima y en la segunda un aumento de la afinidad de la en­
zima hacia los sustratos. Segûn estos autores, la fosforilasa b, en pre 
sencia de AMP, se comportaba como un sistema tipo K, V, mientras que la 
activaciôn por IMP correspondîa a la de un sistema tipo V exclusivament

Bue (33) encontraba sin embargo que el comportamiento catalî­
tico en presencia de AMP, correspondîa al de un sistema tipo K y que la 
variaciôn de la constante de afinidad del sustrato hacia la fosforilasa 
b, por acciôn del activador, era la correspondiente a un proceso de ac-
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tivaciôn alostérico de transiciôn entre dos estados (39). Por otro la 

do, Hèlmreich y col (16) encontraron desviaciones en el comportamiento 
cinético de la fosforilasa b con respecto a la teoria de Monod, sobre 
todo para las concentraciones mas bajas de AMP utilizadas.

En el présente trabajo hemos estudiado el comportamiento ciné 
tico de la fosforilasa b, a cinco temperaturas diferentes, 10,0; 14,8; 
18,6; 21,4 y 25,0°C y a très concentraciones de sustrato ( P^ ), 5 x lô^
M, 10,7 X 10"^ M y 24 X 10~^ M.

Los resultados obtenidos, figuras 33 a 37, muestran que la ac 
tivaciÔn inducida por AMP es de tipo K, V, de acuerdo con los resultados
previamente expuestos por Black y Wang (32).

Los parâmetros termodinSmicos asociados al proceso de activa 
ciôn de la enzima, TABLA VI , se calcularon mediante el procedimiento 
descrito previamente por Bue para sistemas alostéricos (33) , utilizan­
do la siguiente ecuaciôn:

= constante de disociaciÔn del fosfato.

Kaj.̂p'Econstante de disociaciôn del AMP.

Lg ="5“ en ausencia de fosfato y AMP, a concentraciôn constante de 
cualquier otro ligando.

V = velocidad inicial a una concentraciôn dada de AMP y fosfato.
Vm^^velocidad inicial mâxima a saturaciôn de AMP y fosfato.

Las representaciones de Van't Hoff para las constantes de di-
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FIGURA 33.- Activaciôn de la fosforilasa b por AMP a 10,0®C.
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FIGURA 34.- Activaciôn de la fosforilasa b por AMP a 14,8°C.
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FIGURA 35.- Activaciôn de la fosforilasa b por AMP a 18,6“C.
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FIGURA 36.- Activaciôn de la fosforilasa b por AflP a 21,4 'C
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FIGURA 37.- Activaciôn de la fosforilasa b por AJIP a 25,0°C,
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sociaciôn del AMP y el Fosfato a la enzima y la constante transconfor- 
macional Lq , (figuras 38 y 39) presentan un cambio en la pendiente en­
tre 14 y 18°C. Esta discontinuidad aparece a temperaturas mas bajas que 
el cambio de pendiente encontrado en el présenté trabajo para la cons­
tante de tetramerizaciôn^ K^, situado en torno a 23-25®C y aproximadamen 
te a la misma temperatura a la que se produce el primer cambio de pen­
diente en la variaciôn de la entalpîa de interacciôn AMP - fosforilasa 
b y en la constante de disociaciôn del complejo binario, obtenidas a - 
partir de los datos calorimétricos al pasar de 14°C a 30°C.

Este cambio en las propiedades termodinâmicas del sistema se 
produce practicamente a la misma temperatura que el encontrado por Hel- 
rareich y col (16) para la constante de uniôn del AMP a la enzima obte 
nida por diSlisis en el equilibrio, en tampôn glicerofosfato, en ausen­
cia de ligandos y en presencia de G-l-P.

Segûn el esquema conformacional propuesto por Bue (17), la -- 
transiciôn conformacional dependiente de la temperatura, detectada en 
el présente trabajo por procedimientos cinéticos y por tanto en presen­
cia de glucôgeno, debe corresponderse con el desplazamiénto del equili­
brio conformacional entre los estados B2 y A^ (17) por acciôn de la tem 
peratura. Sin embargo, el hecho de que la representaciôn de Van't Hoff 
para no sea lineal en todo el intervalo de temperaturas estudiado in 
dica que las dos poblaciones conformacionales y E2 englobadas por di 
cho autor en el estado B2 no son indiscernibles respecto de su trânsito 
al estado A^; teniendo en cuenta que segûn los mismos autores, el equi­
librio conformacional entre los estados E^ y E2 es dependiente de la - 
temperatura, siendo 20°C, la temperatura critica que détermina la esta­
bilizaciôn del estado E2 a pH 6,9, la evoluciôn del equilibrio Ê zZ=: E2
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FIGURA 38.- A) Representaciôn de Van’t Hoff para la constant» de diso­
ciaciôn de AMP, K̂ pip- 

B) Representaciôn de Van't Hoff para la constante de diso­
ciaciôn del fosfato, Kp •
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FIGURA 39.- A) Representaciôn de Van't Hoff para la constante trans- 
conformacional L^.

B) Representaciôn de Van't Hoff para V^^^ .
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con la temperatura, acoplado al equilibrio entre ambas especies y Ag^ 

si las constantes transconformacionales que definen el paso de 
y Ag no son idénticas, son los ûnicos procesos que pueden justi­
ficar el comportamiento de Lq encontrado experimentalmente.

Por otro lado el que la representaciôn de Van't Hoff para

en glicilglicina sea lineal induce a pensar que en presencia de los 
sustratos y el activador, en el tampôn por nosotros utilizado se estab^ 
liza la conformaciôn enzimâtica con mayor eficiencia catalîtica, inde- 
pendientemente de la temperatura.

Las entalpîas de uniôn para AMP y fosfato, en presencia de gl 
côgeno, calculadas a partir de los datos cinéticos, y el incremento en- 
télpico asociado al desplazamiento del equilibrio conformacional (TABLA 
Vil), son diferentes de los obtenidos a partir de medidas microcalorimé- 
tricas, lo que indica la existencia de modificaciones en las interaccio 
nés estudiadas por acciôn del glucôgeno, con respecto a las existentes 
para cada uno de los complejos binarios aislados.

T A B L A  VII

-ÛH^^p (kJ/mol mon.) (kJ/mol mon.) -AH^ (kJ/mol mon

T >18°C 1 0 + 2  5 4 + 5  -(98 + 10)

T <18“C -30 + 2  7 + 3  -(22 + 3 )

Segûn los datos de la TABLA VII, la uniôn de AMP a la enzima es un 
proceso exotérmico a temperaturas inferiores a 13°C y endotérmico por 
debajo de la temperatura de transiciôn.
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III. 4.- EFECTO DE LA CONCENTRACION DE ENZIMA SOBRE EL COMPORTAMIENTO 

CATALITICO DE LA FOSFORILASA b 
Una de las propiedades mas atractivas que podîa presenter la transiciôn 
conformacional dependiente de la concentraciôn de enzima, era la de ejer 
cer un efecto regulador sobre el comportamiento catalîtico de la fosfo­
rilasa b en presencia de AMP.

El hebho de que la actividad catalîtica mâxima de la fosfori­
lasa b se alcance a niveles de saturaciôn de la primera clase de sitios 
de uniôn del activador alostêrico, AMP, hizo oue durante mucho tiempo 
la mayorîa de los autores no considerasen la posibilidad de que la satu 
raciôn de los sitios de menor afinidad hacia AMP produjese alguna modi- 
ficaciôn en el comportamiento catalîtico, a pesar del efecto que ejercîa 
el glucôgeno sobre la fijaciôn de AMP a su segundo sitio de uniôn (40). 
Recientemente Madsen y col (41) mediante estudios cinéticos y estruc- 
turales determinaron que la saturaciôn del sitio especîfico de las bases 
por AMP producîa una inhibiciÔn de la actividad catalîtica de la fosfo­
rilasa a, por competiciôn exclusiva con el sustrato por estados confor­
macionales diferentes. Sin embargo Johnson y col (26) encontraron unica 
mente que la fijaciôn de la adenina a sus sitios de mayor afinidad blo- 
queaba el canal de acceso al sitio catalîtico y que mediante este efec­
to podrîa ejercer un efecto inhibidor de la catSlisis. Dos hechos impor 
tantes a tener en cuenta en la fosforilasa b son:

1.- En ausencia de ligando, el arsenato, anSlogo del fostato
(31), a concentraciones de 100 mM no se une mas que al sub 
sitio fosfato del sitio de mayor afinidad para el nucleo- 
tido en la fosforilasa b cristalina, pero no se détecta 
su uniôn al sitio catalîtico. En presencia de AMP 5 6 100
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mM no se detecta competiciôn entre el arsenato y el fosfato 
del nucleôtido, ni su uniôn a ningûn sitio de la molécula de 
enzima (26).

2.- La G-l-P, a concentraciones de 100 mM, se une a dos sitios en 
presencia de IMP 2 mM, uno de ellos, hacia el que présenta ma 
yor afinidad, es el sitio catalîtico y el otro el sitio deno- 
minado N del acitivador alostêrico ( el de mayor afinidad par 
AMP).(26).

Todos estos hechos hacen bastante problemâtico el establecer de - 
una manera inequîvoca la existencia de una competiciôn entre el sustrat 
y la segunda molécula del activador, bien por impedimentos estéricos de 
sustrato para penetrar hasta el sitio catalîtico o por uniôn exclusiva 
del sustrato y el nucleôtido a estados conformacionales diferentes, ya 
que :

a.- En ausencia de nucleotidos el arsenato, anâlogo del fosfato, 
es incapaz de unirse al sitio catalîtico.

b.- La G-l-P es capaz de unirse al sitio catalîtico incluso en 
presencia de IMP, que présenta mayor afinidad hacia el sitio 
de las bases (26, 42, 43) sin que parezcan existir impedi­
mentos estéricos.

c .- El resultado experimental indicado en el apartado b) no pue­
de justificarse en base a que el IMP al unirse a su segundo 
sitio de uniôn lleve a la enzima a un estado conformacional 
diferente que AMP ( competiciôn exclusiva entre estados),per 
mitiendo asî la uniôn de la G-l-P, ya que no se detectan ca 
bios conformacionales inducidos por la uniôn de ninguno de 
ellos a la fosforilasa b en el estado cristalino (26).
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En el presente trabajo hemos estudiado el efecto que la tran- 

sici6n conformacional dependiente de la concentracidn de enzima podia - 
ejercer sobre la catSlisis enzimâtica, bien de una forma directa o a tra 
vés de los procesos asociados a la saturacidn de cada una de
las clases de sitios de unidn de AMP en la enzima.

Debido a la imposibilidad de realizar los experimentos cinêt^ 
cos a concentraciones de enzima de 1,0 y 3,0 mg/ml por los procedimien- 
tos cinêticos normalnente utilizados, ya que en estas condiciones se pro 
ducirla un agotamiento casi inmediato de los sustratos, la cinética de 
actividad en el sentido de slntesis del glucdgeno, se siguiô mediante 
el crecimiento del peso molecular del polisacSrido segOn se indicaba en 
Materiales y Mêtodos.

A 25°C, 1,0 y 10 mM son las concentraciones de AMP necesarias 
para saturar los sitios de mayor y menor afinidad del nucledtido a con 
centraciones de fosforilasa b superiores e inferiores al intêrvalo de - 
concentraciones de enzima en que se produce la transiciôn conformacional 
dependiente de la concentraciôn de enzina.

Los resultados obtenidos para la sîntesis del polisacSrido, a 
saturacidn de cada una de las clases de sitios de uniôn, se encuentran 
represent ados en las figuras 40 y 41; a la vista de los datos experiiren 
taies podemos deducir las siguientes conclusiones:

1,- La sîntesis del polisacSrido por acciôn de la fosforilasa 
b présenta dos etapas diferentes, a la segunda de las cuales le corres­
ponde una mayor velocidad de sîntesis.

2.- La velocidad de sîntesis en el segundo paso, asî como el 
tiempo necesario para que comience son muy sensibles a las diferentes 
condiciones expérimentales utilizadas.
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FIGURA 4 0 . -  Cinética de slntesis del polisacérido por la fosforilasa b  

a 25'*C seguido por "dispersidn de luz". Condiciones experi 
mentales : - A -  Cg - 1 - p 1 1 0  mM, T AMP] 1 mM; [ G-l-pQ 1 0  mM̂
[  AMp 3 1 0  mil. La concentraciôn de enzima en ambos casos era
1,0 mg/ml.
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FIGURA 41.- Cinética de slntesis del polisacârido por la foîforilasa 
b a 25®C seguido por "dispersiôn de luz". Condiciones ex 
perimentales : - A -  [G-l-p] 10 mM, t AMP] ImM y [Eizima] 3,18 
mg/ml; [c-l-p] 10 mM, fAMp]| 10 mM y [Enzima] 2,72 mg/
ml (escala superior).
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3.- El efecto de inhibiciôn asoclado a la saturaciôn por AMP 
de sus sitios de uniôn de menor afinidad, a una concentraciôn de enzima 
de 3,0 mg/ml, desaparece a 1,0 mg/ml. A esta concentraciôn de enzima, 
la saturaciôn de la segunda clase de sitios para AMP, aumenta la velo­
cidad de sîntesis del polisacârido.

En la tabla VIII se encuentran recogidas las velocidades rela- 
tivas y especîficas para la sîntesis del polisacSrido por acciôn de la 
enzima, en las diferentes condiciones expérimentales utilizadas. El va 
lor absolute de la velocidad de sîntesis no puede conocerse debido al 
desconocimiento del valor de n (n”de moléculas que difunden luz), por in 
determinaciôn del peso molecular del almidÔn utilizado como aceptor de 
moléculas de glucosa (ver Materiales y Métodos).

T A B L A  VIII

[Enzime^ mg/ml [amp] X 10^ M (%) ^espec.

1,0 1 14 + 1 40+ 4
1,0 10 36+ 4 100
3,18 1 100 92+ 5
2,72 10 14+ 1 13+ 2

V y V son las velocidades relatives y especîficas a cada concenr espec.  ̂ —
traciôn de AMP calculadas con respecte a la velocidad mSxima a una con 
centraciôn dada de AMP. Los experimentos se realizaron a una concentra
ciôn de G-l-P de 10-2
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A partir de los datos presentados puede deducirse los siguien 

tes hechos:
1.- Incluse en presencia de AMP, la G-l-P, en disoluciôn, es 

capaz de unirse al sitiô catalitico, a diferencia de los resultados ob 
tenidos para la enzima en el estado cristalino (26).

2.- La fijaciôn de AMP al sitio de mayor afinidad hacia la ba
se ejerce un efecto sobre la catSlisis enzimStica.

3.- La transiciôn conformacional dependiente de la concentra 
ciôn de enzima produce un cambio de las funciones relativas de los si­
tios de AMP en la velocidad de sîntesis del polisacârido-

4.- La inhibiciôn parcial asociada a la saturaciôn de los s_i 
tios de baja afinidad de AMP a una concentraciôn de fosforilasa b de
3,0 mg/ml, podrîa indicar que el estado conformacional estabilizado en 
glicilglicina a concentraciones de enzima superiores a aquellas en crue 
se produce la transiciôn conformacional es similar al que présenta la 
fosforilasa a en glicerofosfato (41).

III. 5.- INTERACCIONES HETEROTROPICAS ENTRE LA UNION DE AMP Y FOSFATO 
A LA FOSFORILASA b 

La mayorîa de los ligandos que se unen a la fosforilasa b producen efec 
tos importantes sobre la uniôn de otros ligandos, asociados generalmen- 
te a cambios conformacionales en la estructura de la proteina.

Las interacciones entre el fosfato, el glucôgeno y la G-l-P - 
por un lado y AMP por otro han sido estudiadas por mêtodos enzimâticos 
(32, 33), relajaciôn de protones (15, 45), marcadores de spin unidos co 
valentemente a la enzima (34, 43, 44), dicroismo circular (21), difrac- 
ciôn de Rayos-X (26, 41) y diSlisis en el equilibrio (16).
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Los mêtodos enzimêticos indicaban la existencia de interacci 

nés heterotrojpicas positivas entré la uniôn del fosfato y AMP (32, 33) 
debidas principalmente al desplazamiento del equilibrio conformacional 
de la enzima hacia el estado mas activo ( el de mayor afinidad hacia AMP 
y fosfato ) por fijaciôn de cada uno de ellos.

Helmreich y col (16) estudiaron mediante experimentos de diâ 
lisis en el equilibrio el efecto que la presencia de los diferentes sus 
tratos ejercîa sobre la fijaciôn de AMP a 23”C. Los resultados mostraba 
que a fuerza îonica constante el efecto del fosfato sobre la fijaciôn d 
AMP era altamente dependiente de la naturaleza del tampôn utilizado, as 
en glicerofosfato la presencia del sustrato disminula la afinidad de la 
enzima hacia AMP, mientras que en glicil-glicina producîa un descenso e 
la constante de disociaciôn del activador alostêrico, atribuyéndo la d^ 

ferencia en el comportamieito al carêcter de autêntico efector que tiene el glicerofoŝ  
fato sobre los equilibrios conformacionales de la fosforilasa b (16, 43)

Râdda y col (43) utilizando R.S.E. no encontraron apenas mod_i 
ficaciones para la uniôn de AMP a la enzima en presencia de P^ 30 mM.

Morange y col (45) estudiando el efecto que los sustratos eje 
cîan sobre la fiiaciôn de AMP v temoo-AMP asî comc la conformaciôn aue 
los nucleôtidos adootaban en presencia del sustrato, encontraron un desp 
miento de ambos nucleotidos por concentraciones crecientes del sustrato, 
hasta valores de 30 y 80 mM respectivamente, por encima de estas concent 
clones de sustrato se producîa un nuevo aurnento de la fijaciôn del nucle 
otido por acciôn del fosfato, muy superior en el caso de AMP. Estos auto 
res atribuîan el primer efecto a una competiciôn entre el sustrato y el 
subsitio fosfato del activador alostêrico, hipôtesis apoyada ademâs por 
los resultados obtenidos para la fijaciôn de ligandos mediante difracciô
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de Rayos X (26, 41), y el fortalecimiento de la uniôn de AMP a concentra­
ciones superiores de sustrato al incremento de la fuerza iônica del medio 
basândose segûn ellos en los resultados obtenidos por Helmreich y col (16), 
sin embargo estos autores como indicamos anteriormente realizaron sus ex- 
periencias de diSlisis a fuerza iônica constante e indican de una manera 
clara que el aumento en la fuerza iônica del medio produce un desplazamien 
to del equilibrio conformacional hacia el estado T; por otro lado, Helm­
reich y col (46) estudiando la uniôn de diferentes ligandos a la fosfori­
lasa a y su efecto sobre la uniôn de AMP encontraron que a fuerzas iônicas 
crecientes se producla un incremento de la constante de disociaciôn, de­
pendiente ademâs de la naturaleza del tampôn en que se realizaban las me- 
didas.

Resultados similares a los de Morange y col (45) fueron obteni­
dos por Vandenbunder y col (20) para la fijaciôn de e-AMP en presencia de 
fosfato. La fijaciôn del sustrato ejercîa un doble efecto sobre la uniôn 
del activador. A concentraciones crecientes de fosfato se producia un des 
plazamiento progresivo del e-AMP, seguido de una recaptaciôn del nucleoti^ 
do por la enzima en un proceso cinêtico lento, hasta alcanzar un estadc - 
enzimStico, a altas temperaturas, con propiedades similares a las que pre 
senta el oomplejo AMP-enzima a bajas temperaturas y a las de la uniôn de 
AMP a la fosforilasa a .

El estudio cristalogrSfico de las fosforilasas b y a supuso un 
avance fundamental en la caracterizaciôn topogrSfica de los diferentes si 
tios de uniôn de la enzima (26, 41).

En ausencia de ligandos el fosfato se une al subsitio fosfato - 
del activador alostêrico, no detectândose su uniôn al sitio catalîtico - 
(26), este hecho llevô a Morange y col a establecer las bases de la posi-
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ble competiciôn entre el sustrato y el activador alostêrico por los sitio 
de mayor afinidad hacia êste (45) . Madsen y col (41) mediante estudios cî  
nêticos con fosforilasa a determinaron la existencia de una competiciôn 
exclusive entre la fijaciôn de la G-l-P al sitio catalîtico y la fijaciôn 
de AMP a sus sitios de uniôn de menor afinidad, sin embargo, como ya indi 
camos en el apartado anterior del presente capîtulo, la G-l-P no es capaz 
de fijarse al sitio catalîtico en presencia de AMP, aûn a bajos niveles - 
de ocupaciôn del segundo sitio por monôraero que el activador alostêrico - 
tiene en la enzima, fijândose sin embargo en presencia de IMP, no exis- 
tiendo en ningûn caso cambios conformacionales en la estructura enzimâti- 
ca en el estado cristalino (26). Por otro lado los resultados obtenidos 
en el présente trabajo para el comportamiento cinêtico de la enzima a Img 
ml, 25'*C y a saturaciôn de las dos -blases de sitios de uniôn de AMP indi- 
can la fijaciôn simultanea del sustrato y AMP a los sitios de menor afini­
dad.

Otro hecho problemâtico sobre la posible competiciôn entre AMP 
y el fosfato por los sitios hacia los que présenta mayor afinidad el nu- 
cleotido es, la ausencia de competiciôn entre ambos en la catSlisis enzi- 
mStica (31, 32, 33) .

Tenemos por tantq, que los datos cinêticos y de diSlisis en el 
equilibrio indican la existencia de un efecto heterotrôpico positivo entr 
la fijaciôn del sustrato al sitio catalîtico y la fijaciôn de AMP a su pr 
mera clase de sitios de uniôn^ mientras que los resultados de Morange y co 
(45) y Vandenbunder y col (20) indican la existencia de una competiciôn 
entre el AMP y el fosfato hacia los sitios de mayor afinidad para AMP a co 
centraciones intermedias del sustrato ( efecto que como indicamos anterio 
mente podrîa ser debido al incremento de la fuerza iônica del medio por 1
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presencia del sustrato), seguida de un aumento en la afinidad de AMP ( a 
concentraciones mas altas de fosfato ) hacia sus sitios de uniôn y la ge- 
neraciôn de un estado enzimôtico, a altas temperatures, en presencia de 
AM? y fosfato con propiedades similares a las de la fosforilasa a.

Los datos cinêticos obtenidos por Madsen y col para la fosfori­
lasa a indican la posible existencia de una competiciôn, por uniôn a esta 
doS conformacionales diferentes, entre el sustrato y la segunda molêcula 
de AMP por monômero (41).

En este punto podemos situar los estudios realizados hasta el 
mofnento sobre la fijaciôn de AMP̂  en presencia de P̂ , a la enzima y vicever

En nuestro caso hemos estudiado el efecto que ejerce, sobre la 
fijaciôn de AMP, la presencia de concentraciones crecientes de fosfato, 
asi como la fijaciôn del sustrato a saturaciôn de cada una de las clases 
de sitios de uniôn de AMP en la enzima, a dos temperaturas 14 y 25°C, in­
ferior y superior al intervalo de temperaturas en que se produce la tran­
siciôn conformacional dependiente de la temperatura en la enzima.

Puesto que la adenina tiene mayor afinidad hacia los sitios de 
dêbil afinidad para AMP (35), hemos estudiado tambiên el efecto que la sa 
turaciôn de los sitios especîficos de la base tiene sobre la fijaciôn del 
fosfato.

El efecto del fosfato sobre la fijaciôn de AMP a 25°C se estu- 
diÔ calorimetricamente a cuatro concentraciones diferentes de sustrato, 1,3 
mM, 5 mM, 10 mM y 20 mM, (figuras 42 y 43). A concentraciones crecientes 
de fosfato se produce un descenso en la entalpîa de interacciôn de AMP con 
el complejo binario para ambas clases de sitios de uniÔn del activador alos 
têrico, excepto a 1,33 mM donde se produce un incremento de la entalpîa de
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FIGURA 42.- Entalpîa de interacciôn fosforilasa b - AMP en presencia
de fosfato 1,3 mM - • - y 5,0 mM - o - . [Enzima] 3,0 mg/
ml. T= 25°C.
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FIGUPA 43.- Entalpîa de Interacciôn fosforilasa b - AMPîn presen
cia de fosfato 10 mM - • y 20 mM - o -.[Bzima]3,0
mg/ml. T= 25°C.
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interacciôn para la primera clase de sitios de uniôn de AMP, con respecto 
valor obtenido en ausencia de fosfato.

Los valores obtenidos para la constante de disociaciôn aparente 
de AMP a su primera clase de sitios de uniôn presentan un descenso con re- 
laciôn al valor de la constante en ausencia de sustrato, si bien la mejor 
constante de fijaciôn se obtiene en presencia de P^ 5 mM, el aumento de la 
concentraciôn de sustrato a 10 y 20 mM produce cierto incremento en la con 
tante de disociaciôn, que es sin embargo inferior al valor obtenido en pr 
sencia de ligandos. La constante de fijaciôn de AMP a su segunda clase de 
sitios de uniôn practicamente no varia por acciôn del sustrato, observSnd 
se sin embargo un cierto descenso en presencia de P^ 1,3 mM.

Existe un descenso en la coopératividad del proceso de uniôn de 
AMP a su segundo sitio de uniôn y un aumento de la misma para la satura­
ciôn de la primera clase de sitios de AMP.

Los resultadosobtenidos en presencia de P 10 y 20 mM son prSct 
camente idênticos, lo cual es indicative de que concentraciones de P^ 10 
mM son practicamente saturantes con respecto al efecto que la presencia d 
sustrato ejerce sobre la fijaciôn de AMP al complejo binario.

Segûn datos de Garcia Blanco y col (18) en presencia de P^ 18 
y AMP 1,5 mM, a 25°C y para una concentraciôn de enzima de 3,0 mg/ml el 
porcentaje de tetrSmero es del 28%, lo cual supone un incremento de aprox 
madamente el 12-13% con respecto del nivel de agregaciôn en presencia de 
AMP solo. La fijaciôn de AMP a su segundo sitio de uniôn produce, igual 
que en ausencia del sustrato, un desplazamiento del equilibrio de asociac 
• disociaciôn hacia la formaciôn del dimero, los niveles de tetrSme 

ro estabilizados son del orden del 18%, lo cual supone un incremento del 
% con respecto de los niveles alcanzados en ausencia del sustrato.
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Los parSmetros termodinSmicos asociados a la interacciôn fosfo 
rilasa b - AMP en presencia del sustrato a 25°C se encuentran recogidos 
en la TABLA IX.

En presencia de AMP, la fijaciôn del sustrato a 25°C comienza 
a presenter un carScter bifSsico, tanto mas acusado cuanto mayor es la 
concentraciôn del activador alostêrico y mas baja la concentraciôn de - 
enzima; asî en presencia de AMP 10 mM, a saturaciôn de los dos sitios 
de uniôn del activador alostêrico, la uniôn del fosfato a la enzima pre 
senta dos procesos de saturaciôn entêlpica. La afinidad del fosfato ha­
cia su primer sitio de uniôn aumenta en presencia de AMP, a saturaciôn 
de cada una de sus clases de sitios de uniôn (TABLA X), Figura 44.

Si tenemos en cuenta los valores entâlpicos asociados a la sa­
turaciôn de la enzima por fosfato en ausencia y en presencia de AMP, pa 
rece lôgico pensar que la presencia del activador alostêrico produce una 
diferenciaciôn entre dos sitios posibles de uniôn por monômero para el 
fosfato, mediante un doble efecto, es decir aumentando la afinidad del P^ 
hacia una de las dos clases de sitios de uniôn e inhibiendo su fijaciôn 
a la otra clase de sitios de uniôn.

Este hecho supondrîa que la variaciôn de entalpîa asociada a la 
uniôn del fosfato, aûn siendo muy exotêrmico presentase valores mucho me 
nos elevados , ademâs concordarîa con la exitencia del segundo proceso - 
asociado a la presencia del sustrato sobre la uniôn de AMP a la enzima - 
detectado por Vanderbunder y col (20) cuya constante aparente era supe­
rior a la de fijaciôn del sustratodeterminada por Radda (47) .

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos para la uniôn de 
AMP a la enzima en presencia de fosfato parece difîcil pensar en una corn 
peticiôn entre el sustrato y el nucleôtido por el primer sitio de uniôn
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FIGURA 44.- Entalpîa de interacciôn fosforilasa b - fosfato en presen 
cia de AMP 1,18 mM ( -à - (̂ Enzima] 3,0 mg/ml y - * - 
ma] 1,0 mg/ml) y 10 mM ( -û - [Enzima] 3,0 mg/ml y - o - 
[Enzima] 1, 0 mg/ml), T = 25°C.
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de AMP, siendo atribuîble el efecto encontrado por Morange y col <45) y 
Vandenbunder y col (20) posiblemente, al incremento de la fuerza iônica, 
como apuntamos anteriormente, cuyo efecto real sobre la fijaciôn de AMP 
en nuestro caso es difîcil de precisar.

El hecho de que la presencia de fosfato no produzca un descenso
en la constante de fijaciôn del AMP a su segunda clase de sitios de uniô
, hace difîcil el pensar en una competiciôn entre la fijaciôn de este - 
sustrato al sitio catalîtico y la segunda molêcula de AMP, por otro lado 
concentraciones de AMP 10 mil producen un incremento en la fijaciôn del 
fosfato a su primera zona de saturaciôn que debe de corresponder, por el 
orden de la constante de afinidad con el sitio catalîtico. Pensar que 1 
segunda zona de saturaciôn por el sustrato pudiese corresponder a la fi­
jaciôn del sustrato al sitio catalîtico, es bastante difîcil de aceptar, 
puesto que nos llevaria al absurdo de admitir una competiciôn entre la pri­
mera regiôn de saturaciôn para el fosfato y AMP por el sitio de mayor a- 
finidad para el nucleôtido, tanto mas efectiva cuanto mas saturado se en 
cuentra este por AMP.

Considerando el hecho de que el primer sitio para la fijaciôn 
de adenina a la enzima coincide con el sitio de dêbil afinidad para AM 
(36, 41), y présenta un comportamiento igualmente compétitive con la fi­
jaciôn del sustrato al sitio catalîtico en la fosforilasa a en glicerofo 
fato (41) hemos estudiado el efecto que la saturaciôn del sitio especîfi 
co de la base tiene sobre la fijaciôn del sustrato a la fosforilasa b.
Los resultados obtenidos en presencia de Adenina 2 mM a 25°C, para conce
traciones de enzima de 3,0 y 1,0 mg/ml se encuentran representados en la 
figuras 20 y 21 junto con los resultados obtenidos para el fosfato en au
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T A B L A  XI

PARAMETROS TERMODINAMICOS ASOCIADOS A ^  INTERACCION FOSFORILASA 
b - AMP EN PRESENCIA DE FOSFATO A 14°C

Kj. X 10^ M Kj.j. X 10^ M -AHi* -''"il

- 3,2 + 0,2 4,6 + 0,3 93 + 9 500 + 50
20 mM 2,9 + 0,2 6,9 + 0,3 83 + 8 9 5 + 9

* La variaciôn de entalpîa va expresada en kJ/ mol de monômero.

T A B L A  XII

PARAMETROS TERMODINAMICOS ASOCIADOS A LA INTERACCION FOSFORILASA
b - FOSFATO EN PRESENCIA DE AMP A 14°C

[Enzima] 3,0 mg/ml

[a mp] Kj X 10^ M Kjj X 10^ M -AHj -AHii

- 9,5 + 0,5 - 1500 + 100 “
1,18 mM 6,8 + 0,4 - 1300 + 70
10,0 mM 1,7 + 0,2 14 + 0,5 530 + 40 620 + 40

[Enzima] 1,0 mg /ni

9,1 + 0,5 - 1600 + 100 -
1,18 mM 4,4 + 0,3 - 1150 + 60 -
10,0 mM 3,0 + 0,2 39 + 3 650 + 40
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sencia de ligandos.

Tanto por la variaciôn de entalpîa asociada a la uniôn del 
como por los valores de las constantes de disociaciôn aparentes, calcula 
dos mediante una representaciôn de H ill (29), es difîcil pensar en una 
competiciôn entre el sitio de la base y el sitio catalîtico por uniôn ex 
clusiva de cada uno de los ligandos a estados conformacionales diferentes 
unicamente a 3,0 mg/ml se produce un pequeno incremento en la constante 
de disociaciôn aparente, que pasa de un valor de 5,5 mM a 6,2 mM en pre­
sencia de Adenina. Estos resultados tarobién hacen desechar la posibili- 
dad de lAia competiciôn entre el sitio de la Adenina y la fijaciôn del sus 
trato al sitio que corresponderîa a la segunda regiôn de saturaciôn.

A 14"C hemos estudiado el efecto que ejerce la fijaciôn de AMP 
a la enzima sobre la uniôn del fosfato en condiciones idénticas a las de 
25“C y la fijaciôn de AMP a la enzima en presencia de fosfato 20 mM.

Los resultados obtenidos para la fijaciôn de AMP a 14"C, figu­
ra 45, son cualitativamente similares a los de 25°C. La entalpîa de in­
teracciôn AMP-enzima practicamente no se modifica por la presencia del - 
sustrato para la primera clase de sitios de uniôn, produciëndose un impor
tante descenso en la entalpîa de uniôn de AMP a su segundo sitio, asocia

— 3 — 3da a un descenso en la constante de afinidad de 4 , 6 x 1 0  M a  6,9 x 10 
M. La presencia del sustrato produce sin embargo un aumento en la afini­
dad para la fijaciôn de la primera molêcula de AMP (TABLA XI).

En presencia de AMP 1,18 mM ( a saturaciôn del primer sitio de 
uniôn de AMP ) la fijaciôn del fosfato a la enzima continua presentando 
un carâcter monofâsico, tanto a 1,0 como a 3,0 mg/ml, observSndose un des 
censo en la entalpîa de interacciôn y un aumento en la constante de afi­
nidad aparente, con respecto a los datos obtenidos en ausencia del nucleo
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FIGURA 45.- Entalpîa de inteiacciôn fosforilasa b - AMP en presencia
de P^ 20 mM, a 14°C. [Enzima] 3,0 mg/ml.
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tido (TABLA XII)♦ figuras 46 y 47.

A saturaciôn de los sitios de dêbil afiriidad de AMP la curva 
de fijaciôn del sustrato présenta un claro aspecto bifSsico y una gran - 
diferencia entre los resultados obtenidos a 3,0 y 1,0 mg/ml.

Mlentras que a 3,0 mg/ml la presencia de AMP 10 mM produce una 
cierta diferenciaclôn entre los sitios de uniôn del fosfato,anSloga a la 
que se producla a 25"C, a 1,0 mg/ml se produce practicamente la inhibi- 
ciôn de la fijaciôn del sustrato a sus segundos sitios de uniôn y el au- 
mento en la afinidad para la fijaciôn a la primera clase de sitios de - 
uniôn del sustrato es inferior al que se produce a 3,0 mg/ml.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos a 14°C es lôgico 
pensar en una competiciôn entre la fijaciôn de AMP a su segunda clase de 
sitios de uniôn y la fijaciôn del sustrato a su segundo sitio, aunque no 
sea por el mismo sitio de uniôn, considerando los resultados obtenidos 
en presencia de Adenina a 25°C y el hecho de que no se détecta interac—  
ciôn entre el fosfato del nucleôtido,cuando ocupa su segundo sitio de u- 
niôn y la cadena polipeptidica (26).

Admitiendo la fijaciôn del fosfato a dos sitios diferentes 
por monômero de enzima y desechando en base a los resultados obtenidos a 
saturaciôn de la primera clase de sitios de uniôn, tanto a 14 como a 25° 
C, la competiciôn por el primer sitio de AMP, se plantea el problems de 
la caracterizaciôn de este segundo sitio de uniôn, que ademSs no podemos 
identificar con el sitio de uniôn de la G-6-P, ya que los datos de difrac 
ciôn de Rayos X indican que el sitio del inhibidor alostêrico y el sitio 
de mayor afinidad hacia AMP son el mismo (48).

Aunque por estudios de difracciôn de Rayos X, no se ha podido 
caracterizar la uniôn del fosfato a ningûn otro sitio de uniôn en la fos
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FIGURA 46.- Entalpla de interacciôn fosforilasa b - fosfato a 14“C 
en presencia de AMP 1,18 mM - • -, y 10 mM - A-. 
[Enzima^ 3,0 mg/ml.
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FIGURA 47.- Entalpla de interacciôn fosforilasa b - fosfato a 14’C
en presencia de AMP 1,18 mM -o-, y 10 mM - •
[Enzima] 1,0 mg/ml.
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forilasa b, los datos obtenidos por Madsen y col (27) para la fosforilasa 
a en estado cristalino, as! como los obtenidos por Helmreich y col (49) 
por RMN indican la existencia de una interaccidn de carâcter i6ntco en­
tre el grupo fosfato unido covalentemente a la serina-14 y la arginina 
69, que inmoviliza el extreme N-terminal de la cadena. El paso de una - 
conformaciôn menos activa a otro mas activa estabiliza esta interaccidn 
y producë un desplazamiento del extreme N-terminal hacia el interior de 
la cadena polipeptidica.

La inactivacidn de la enzima por efecto del pH o monomeriza- 
ci6n por tratamiento con anhidrido succînico (49) aumenta la movilidad 
del grupo fosfato, en estas condiciones la fijaciôn de AMP produce una - 
recuperaciôn de la conformaciôn activa y la inmovilizaciôn del grupo fos 
fato.

Los datos cristalogrâficos obtenidos por Johnson y col (26) pa 
ra la fosforilasa b, no han permitido caracterizar la posiciôn de los 19 
primeros aminoâcidos del extreme N-terminal, debido posiblemente a la mo 
vilidad de la cadena, la fijaciôn de AMP no produce ningûn cambio en di- 
cho fragmente polipeptîdico, sin embargo el hecho de la destrucciôn de 
los cristales de enzima er. presencia de AMP y el no detoctar cambios con 
formacionales en los cristales que se conservaq, indujo a estos autores a 
adraitir que los diagramas de difracciôn de Rayos-X debïan de correspon- 
der al estado T segûn la terminologîa de Monod.

El amplio estudio realizado por Morange y col (30) sobre el 
efecto que la presencia de diferentes efectores ejercîa sobre la conver- 
siôn de la fosforilasa b a fosforilasa a , por acciôn de la fosforilasa 
quinasa a 4 y 22®C, puede ofrecernos nuejvos datos que permitan caracteri 
zar o al menos plantear una hipôtesis sobre la naturaleza del segundo s
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tio de uniôn del sustrato. Las experiencias fueron realizadas a una 
concentraciôn de fosforilasa b de 1,0 mg/ml.

A 0”C la fijaciôn de AMP a la enzima produce un descenso en la 
velocidad de conversiôn del 90%, siendo este descenso dependiente del 
tierapo de incubaciôn de la enzima con AMP; el tiempo de relajaciôn del 
proceso es de aproximadamente 2 minutes. A 22°C el descenso en la velo 
cidad de conversiôn en presencia de AMP es unicaraente del 50%.

! A 0°C el fosfato produce una inhibiciôn del proceso de conver
siôn del 70%, aumentando al 78% en presencia de AMP 3,7 mM, lo cual su 
pone un descenso del 12% con respecte a los niveles alcanzados con AMP.

Sin embargo,la G-l-P no produce ningûn efecto sobre la veloci 
dad de conversiôn, incluse a concentraciones de 0,1 M.

A 22°C la inhibiciôn producida por el fosfato es del 80%, al-
canzando el 85% a una concentraciôn de P^ 55 mM y AMP 5 mM, lo cual su 
pone un incremento del 33% con respecte al efecto inducido por AMP solo. 
A esta temperatura la G-l-P produce un fuerte incremento de la veloci­
dad de conversiôn.

Si tenemos en cuenta estos resultados y que segûn los datos - 
crIstalogrâficos obtenidos por Madsen y col (27) el cambio conformacio 
nal asociado a la fijaciôn del sustrato al sitio catalltico es debido 
al grupo fosfato, es difîcil pensar que el efecto de inhibiciôn del fo£ 
fato sea debido a su fijaciôn al sitio catalltico o al sitio de mayor 
afinidad de AMP, ya que la presencia simultanea de ambos produce un in 
cremento sobre los niveles de inhibiciôn inducidos por cada ligando ai£ 
ladamente; por otro lado segûn los datos cristalogrâficos la G-l-P tam
biên puede unirse a este sitio de fijaciôn (26).

Esta diferencia en el comportamiento que présenta la G-l-P y
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el , unido al hecho de que Radda y col (43) detectâsen la existencia 
de un complejo terciario fosforilasa b - G-l-P - P^ por RSE y que la en- 
talpîa de interacciôn G-l-P - enzima a 25®C (50) sea aproximadamente la 
mitad que la correspondiente a la interacciôn fosfato-enzima, pueden lie 
varnos a admitir la fijaciôn del P a un segundo sitio de uniôn capaz de 
modificar el extreme N-terminal de la cadena.

Teniendo en cuenta todos estos dato^ podrîamos identificar es­
te segundo sitio de uniôn del fosfato con la segunda regiôn de saturaciô 
que présenta la enzima para el sustrato en presencia de AMP, consideran­
do las concentraciones a las que el efecto de inhibiciôn de la conversiô 
es raâximo, 55 mM.

Si conside jamos el efecto que la uniÔn de AMP a la fosforilasa 
a ejerce sobre el extremes N-terminal y la existencia de un tiempo de re 
lajaciôn a 4°C para el proceso de inhibiciôn, la acciôn de AMP podrîa - 

ejercerse a través de un cambio conformacional que hiciese menos accesi- 
ble el residue de serina 14 a la acciôn de la quinasa, hecho que estarîa 
de acuerdo con el efecto inhibidor que la fijaciôn de AMP tiene sobre la 
acciôn de la fosforilasa fosfetasa (51).

Una de las zonas de la estructura que présenta mayores diferen 
cias entre la forma b y a de la enzima es el extremo N-terminal (52), la 
fijaciôn del fosfato a la serina-14 produce como indicamos anteriormente 
una inmovilizaciôn de la cadena y un desplazamiento de esta hacia el in­
terior de la proteina (27); si el fosfato fuese capaz de unirse al sitio 
fosforilable mediante una interacciôn de carScter iônico con la arginina 
69 y producir un cambio conformacional en la estructura enzimâtica simi­
lar al que produce por fosforilaciôn de la enzima, tendrîamos la base de 
un mécanisme bastante adecuado que permitiese justificar la inhibiciôn
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del proceso de conversiôn de la fosforilasa b en a, no asociado a la fi 
jaciôn del sustrato al sitio catalltico, considerando los datos obten^ 
dos por Morange (30) para la G-l-P.

La simulaciôn por interaciôn iônica del efecto asociado a un 
grupo unido covalentemente a la enzima no es nueva en la fosforilasa b, 
puesto que la enzima reconstituida con piridoxal, completamente inactif 
va, es capaz de activarse en presencia de diferentes iones, anSlogos del 
fosfato, por interacciôn iônica con el subsitio del fosfato de la coenz^ 
ma (53) .

Esta hipôteis explicaria el comportamiento de la enzima en - 
presencia de AMP y concentraciones altas de fosfato (50-60 mM) encontra 
do a 28°C por Vandenbunder y col (20)| atribufdo a una interacciôn ines 
pecîfica del fosfato y encajarfa con los resultados encontrados por no 
sotros para la fijaciôn del sustrato, indicativos de la existencia de 
dos diferentes sitios de uniôn para el P^ por monômero de enzima.

Nos encontramos pues ante un doble mecanismo de control para 
la conversiôn de la forma b en la a, ejercido por fijaciôn de AMP a la 
enzima o por interacciôn del fosfato con el sitio fosforilable de la 
misma.

La inducciôn de un estado enzimâtico mas prôximo al de la fos 
forilasa a, por fijaciôn con carScter iônico del fosfato al sitio fosfo 
rilable estarîa de acuerdo con los resultados de activaciôn de la fosfo 
rilasa b, obtenidos por Graves y col (54), por acciôn de diferentes corn 
puestos iônicos situados en la parte superior de la serie de Hofmeister 
y el fosfato, atribuido a su interacciôn con un sitio especîfico, en el 
extremo N-terminal de la cadena, corca de la superficie de la molécula.
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Induciendo una nodificaciôn de los coeficientes de actividad de los am_i 
noâcidos de esta zona de la cadena polipeptidica, similar alaque produ 
ciria la fosforilaciôn de la serina-14, y con los niveles de activaciôn 
encontrados por Bue (33) en presencia de 200 mM, en ausencia de AMP.

Segûn los datos dgflorange (30) el efecto inhibidor de la con
versiôn ejercido por AMP, es mâximo a saturaciôn de sus dos clases de 
sitios de uniôn; si el efecto producido por el nucleôtido tiene lugar a
través de un cambio conformacional que protege el extremo N-terminal de
la acciôn de la quinasa; a concentraciones saturantes de AMP debe pro 
ducirse una inhibiciôn progresiva de la fijaciôn del fosfato a su se­
gundo sitio de uniôn, tanto mayor cuanto mas efectivo sea el AMP en pro 
mover el cambio conformacional. Todo ello esté de acuerdo con los resul 
tados expérimentales obtenidos por nosotros para la fijaciôn del fosfa­
to en presencia de AMP y con la inhibiciôn mâxima observada a 14°C para 
la fijaciôn del sustrato a su segundo sitio de uniôn a 1,0 mg/ml en pre 
sencia de AMP 10 mM, considerando el hecho de que los estados enzimâti­
co s estabilizados a bajas temperaturas por AMP parecen mas prôximos a 
los estabilizados para la forma a de la enzima (21).

AsI pues y de acuerdo con nuestros datos y los de Morange (30) 
la inhibiciôn de la conversiôn de la fosforilasa b en a por acciôn del 
fosfato es mâxima a altas temperaturas y superior a la inducida por AMP 
(mayor afinidad del fosfato hacia su segunda clase de sitios de uniôn a 
25°C y menor inhibiciôn en presencia de AMP), mientras que a bajas tem 
peraturas el efecto inducido por AMP es superior al del fosfato, sien 
do mayor la inhibiciôn producida por la fijaciôn del nucleôtido sobre 
la fijaciôn del fosfato a su segundo sitio de uniôn, que podrîa coinci^ 
dir con el sitio fosforilable de la enzima.
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III. 6.- EFECTO DE LA CONCENTRACION DE ENZIMA SOBRE LA RESOLUCION CON 

HIDROXILAMINA

El fosfato de piridoxal se encuentra unido a la fosforilasa b a través 
de una base de Schiff en un entorno hidrofôbico (55) , siendo completa­
mente necesario para la actividad catalîtica de la enzima (56).

El estudio del enlace PLP-enzima realizado por diferentes au 
tores (12,13,57,58) puso de manifiesto la existencia de un equilibrio 
tautomérico entre diferentes estados con propiedades espectroscdpicas

Rdiferentes.

PO:
HX

A
HX

B

R = cadena polipeptidica

Las formas A y B del fosfato de piridoxal presentan mâximos 
de absorciôn a 415 y 330 nm respectivamente y un mâximo en la fluores- 
cencia de emisiôn a 535 nm (13). En entornos hidrofôbicos el equilibrio 
tautomérico entre ëunbas formas de la coenzima se encuentra desplazaôc 
hacia la forma B (13,57).

En ausencia de agentes déformantes de la conformaciôn enzimâ 
tica, el intercambio entre el PLP marcado radioctivamente y la coenzima 
unida a la proteina o su resoluciôn por L-Cisteina es inferior al 7% 
(57) .

A pHs âcidos o en presencia de agentes déformantes se produce 
un aumento en la banda de absorciôn centrada a 415 nm y una atenuaciôn 
de la banda de emisiôn a 535 nm por excitaciôn a 335 nm (12,59).
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Garcia Blanco y col (60) estudiando la fluorescencia de la coen 

zima a 535 nm, con excitaciôn a 425 nm, en funciôn de la concentraciôn 
de enzima, encontraton una disminuciôn de la fluorescencia a concentra­
ciones de enzima superiores a 1,4-1,5 mg/ml; teniendo en cuenta las pro­
piedades fluorescentes de la coenzima, este resultado ha de interpretar- 
se como una modificaciôn del entorno del PLP por efecto de la transiciôn 
conformacional dependiente de la concentraciôn de enzima. Segôn estos re 
sultados, a concentraciones de fosforilasa b inferiores a aquellas en que 
se producîa la transiciôn conformacional dependiente de la concentraciôn 
de enzima, la coenzima se encuentra en un entorno mas hidrofllico.

Basândonos en estos datos hemos estudiado, en funciôn de la 
concentraciôn de enzima, la exposiciôn del PLP al medio mediante su re 
actividad con Hidroxilamina 0,1 M, en las condiciones indicadas previa- 
mente en materiales y métodos.

Los resultados obtenidos para la actividad catalîtica de la 
enzima con respecto a los contrôles, a tiempos de reacciôn de 60 y 90 mi 
nutos, se encuentran representados en la figura 4 8 y corresponden a très 
preparaciones diferentes de enzima.

A concentraciones inferiores a 2,8 mg/ml se produce una - 
inactivaciôn progresiva de la enzima por tratamiento con hidroxilamina, 
alcanzândose niveles de actividad enzimâtica del 76% y del 60% después 
de 60 y 90 minutos de incubaciôn con el reactivo, a concentraciones de - 
fosforilasa b inferiores a 1,8 mg/ml.

Aunque la hidroxilamina es un reactivo especîfico de grupos 
carbonllicos, hemos determinado los niveles de resoluciôn de la enzima - 
mediante valoraciôn del PLP unido a la proteina despues de 60 minutos de 
incubaciôn con hidroxilamina, obteniendo un porcentaje del 76,6% de PLP
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FIGURA 48.- Inactivaciôn'de la fosfotilasa b por resoluciôn de la enzima ccm
hidroxilamina 0,1 M en funciôn de la concentraciôn de enzima. T= 28,6®
C. - • - tiempo de reacciôn 60 min., - o - tiempo de reac 
ciôn 90 min.
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unido a la enzima, completamente de acuerdo con los datos de inactivaciôn.

Segûn los resultado obtenidos, la transiciôn conformacinal de- 
uendiente de la concentraaiôn de enzima, lleva asociada la estabilizaciôn 
de una conformaciôn enzimâtica en la cual la coenzima es capaz de reaccio 
nar con reactivos especfficos de grupos carbonllïcos, en ausencia de a- 
gentes distorsionantes, a pH 6,5, condiciones en las que la actividad ca 
talîtica es mâxima.

Los datos obtenidos no nos permiten determiner el nivel de po- 
blaciôn de esta conformaciôn enzimâtica, ya que la acciôn de la hidroxi^ 
amina puede ejercerse por desplazamiento del equilibrio transconformacio 
nal, aunque la especie enzimâtica esté termodinamicamente poco favoreci- 
da.

Pffeufe I y col (57) mediante estudios con diferentes anâlogos 
del PLP, encontraron que la estabilidad del enlace entre la coenzima y la 
proteina dependîa fundamentalmente del nitrôgeno del anillo de piridina, 
del -OH en posiciôn 3 y de la existencia del grupo fosfato en posiciôn 5; 
por modificaciôn de uno cualquiera de los dos primeros aumentaba la reac 
tividad del doble enlace de la base de Schiff con BH^Na y L-Cisteina, es 
tos datos y el aumento en la banda de absorciôn a 415 nm, hacen pensar 
que las interacciones entre estos grupos y la protein^ son directamente 
responsables del mantenimiento de la coenzima en un entorno hidrofôbido. 
Por todo ello y teniendo en cuenta que no existe modificaciôn en el gru­
po -OH en posiciôn 3, la transiciôn conformacional dependiente de la con 
centraciôn de enzima, podrîa suponer un cambio en la posiciôn relativa 
del anillo de PLP con respecto a la proteina que modificase las interac­
ciones entre el N del anillo de la coenzima y la cadena proteîca.
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III. 7.- EFECTO DE LA CONCENTRACION DE ENZIMA SOBRE LA CONVERSION DE 
DE LA FOSFORILASA b EN FOSFORILASA a POR ACCION DE LA FOSFO­
RILASA QUINASA

Los resultados obtenidos en el apartado cuatrodel présente capîtulo, 
indicaban la existencia de diferencias en el proceso de activaciôn por 
AflP de la fosforilasa b, segûn la concentraciôn de enzima fuese 1,0 ô
3.0 mg/ml. En el présente apartado se encuentran recogidos los resul­
tados preliminares obtenidos sobre el efecto que la transiciôn conforma 
cional dependiente de la concentraciôn de enzima ejerce en el proceso - 
de activaciôn por modificaciôn covalente de la enzima.

Las experiencias fueron realizadas , en las condiciones indi­
cadas en materiales y métodos, a dos concentraciones de enzima, 1,0 y
3.0 mg/ml. El proceso de conversiôn fne seguido midiendo la variaciôn de 
la actividad catalîtica de la fosforilasa en funciôn del tiempo, en au­
sencia de AMP.

Los resultados obtenido;^ para la velocidad inicial de fosfori 
laciôn y para los niveles mâximos de conversiôn alcanzados, se encuen­
tran recogidos en la TABLA XIII.

T A B L A  XIII

[Enzimal mg/ml ^inicial  ̂ U-A-A.)/ m. %Conversiôn

1,0 0, 85 40
3,0 2,05 100

U.A.A. S  unidades arbitrarias de acitividad catalîtica para 
la fosforilasa a .
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Teniendo en cuenta los valores iniciales de la velocidad de - 
conversiôn y la diferencia en la concentraciôn de fosforilasa b en el me 
dio de reacciôn, caben dos posibilidades, que el proceso de conversiôn 
sea mas rSpido a 1,0 mg/ml ô que nos encontremos fuera de la zona line­
al de concentraciones del sustrato.

El nivel mâximo de conversiôn alcanzado a 1,0 mg/ml es unica- 
mente del 4 0 % con respecto del valor obtenidc a 3,0 mg/ml.

Estos resultados, aunque bastante preliminares, puesto que ha 
brîa que ampliar el estudio del proceso de conversiôn a mas concentra­
ciones de enzima y estudiar el efecto que ejercen sobre êl diferentes - 
efectores, parecen indicar de una manera bastante clara, la existencia 
de diferencias en el proceso de fosforilaciôn de la enzima por acciôn de 
la quinasa, segûn la concentraciôn de fosforilasa b sea superior o infe­
rior al intervalo de concentraciôn en que se produce la transiciôn con­
formacional dependiente de la concentraciôn de enzima.

Cuanto mayor es la concentraciôn de enzima, mayores son los 
niveles de actividad alcanzados por modificaciôn coovalente o por la 
uniôn de AMP a su primera clase de sitios de uniôn, mientras que a bajas 
concentraciones de enzima y altos niveles de AMP { saturaciôn de dos si 
tios por monômero la enzima présenta niveles de actividad similares a 
los del estado existante a altas concentraciones de enzima a niveles in 
feriores de AMP ( ocupaciôn de una sola clase de sitios de uniôn ), sien 
do este estado inhibido por niveles de AMP que permitan saturar sus dos 
clases de sitios de uniôn.
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C O N C L U S I O N E S

La fosforilasa b de mûsculo de esqueleto de conejo, présenta 
una transiciôn conformacional, dependiente de la concentraciôn de enzl 
ma, en el intervalo de concentraciones comprendido éntre 1,5 y 2,5 mg/ 
ml, que modifica sus propiedades hidrodinSmicas y termodinâmicas en - 
todo el intervalo de temperaturas estudiado (14 a 30*C)

En todo el intervalo de temperaturas estudiado (14 a 30“C), 
los estados enzimSticos estabilizados a concentraciones de enzima supe- 
riores e inferiores a aquellas en que se produce la transiciôn confor­
macional dependiente de la concentraciôn, presentan dos sitios de uniô 
con diferente afinidad para el activador alostêrico AMP.

El estudio de la interacciôn fosforilasa b-AMP y fosforilasa 
b-fosfato realizado en funciôn de la temperatura muestra la existenci 
de dos transiciones conforraacionales inducidas por la temperatura, tan 
to a 1,0 mg/ml como a 3,0 mg/ml, centradas a 23 y 20“C aproximadamente 
que modifican los parSmetros termodinâmicos asociados a la interacciôn 
del nucleotido y el sustrato con la enzima, en ausencia y en presencia 
de glucôgeno.

El equilibrio dtmero tetrâmero es desplazado por la uniôn
/de AMP hacia la formaciôn de este ûltimo, tanto mas cuanto menor es la 

temperatura. Los niveles de agregaciôn inducidos por la uniôn de la pr 
mera molécula de AMP disminuyen a saturaciôn de la segunda clase de si
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tios de uniôn.

El equilibrîo dîmero tetrSmero en presencia de AMP, es mo 
dificado por efecto de la temperatura, tanto en los valores de la con£ 
tante de equilibrio, cuya representacidn de Van't Hoff présenta una —  
discontlnuidad hacia 23-25°C, como en la velocidad a que se alcanza el 
equilibrio, siendo este particularmente rSpido entre 20 y 25'*C.

La afinidad de AMP hacia sus dos sitios de unidn en la enzima 
a 25®C , aumenta al disminuir el pH desde 7,23 a 6,5, posibleraente de- 
bido a un desplazamiento por efecto del pH de los equilibrios conforma 
cionales que la fosforilasa b présenta en disolucidn, hacia el estado 
con mayor afinidad hacia el nucleotido y los sustratos.

El estudio comparativo del comportamiento de la fosforilasa b 
en funcidn de la temperatura y el pH parece indicar, que en las condi- 
ciones en que se realizô el estudio en funciôn de la temperatura, la 
transiciôn conformacional detectada en torno a 23-25°C es inducida por 
la variaciôn del pH del tampdnasociada al incremento de temperatura.

La presencia de AMP̂  a concentraciones crecientes, en el medio 
de reacciôn, parece poner de manifiesto la existencia de dos sitios para 
la fijacidn del sustrato, uno de los cuales corresponderîa al sitio ca 
talltico, cuya afinidad hacia el fosfato aumenta en presencia de AMP, y 
un segundo sitio de uniôn por monômero, cuya afinidad hacia el fosfato 
desciende en presencia del nucleôtido, y que podrîa coincidir con el s_i 
tio de uniôn para el fosfato unido covalentemente en la fosforilasa a, 
existiendo en nuestro caso unicamente una interacciôn iônica con la a£ 
ginina 69.

La interacciôn del fosfato con este segundo sitio de uniôn se 
ve modificada por efecto de la temperatura y de la transiciôn conforma
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cional dependiente de la concentraciôn de enzima.

No parece existir una competiciôn entoa el sustrato y AMP 
por el sitio de mayor afinidad hacia el nucleôtido, ni competiciôn, 
por uniôn a estados conformacionales diferentes, entre la fijaciôn del 
sustrato al sitio catalîtico y la fijaciôn de AMP o Adenina al sitio 
mas especîfico de las bases.

La fijaciôn de AMP a su segunda clase de sitios de uniôn mo 
difica el comportamiento catalîtico de la enzima, produciendo una inh_i 
biciôn de la catâlisis a concentraciones de enzima de 3,0 mg/ml y ac- 
tivândola a concentraciones de fosforilasa b de 1,0 mg/ml.

La transieiôn conformacional dependiente de la concentréelôn 
de enzima modifies el proceso de conversiôn de la fosforilasa b a fos­
forilasa a por acciôn de la fosforilasa quinasa, de tal forma que los 
niveles de transformaciôn alcanzados a 1,0 mg/ml son del orden del 4 0% 
de los alcanzados a 3,0 mg/ml.

La transiciôn conformacional dependiente de la concentraciôn 
de enzima modifies la exposiciôn del cofactor al medio, permitiendo 
la resoluciôn del PLP unido a la enzima con hidroxilamine^ en ausen 
cia de agentes distorsionantes de la conformaciôn enzimôtica y a pH 6,5, 

a el cual la actividad catalltica es mâxima, a concentraciones de 
enzima inferiores a aquellas en que se estabiliza el estado conformacio 
nal existante a altas concentraciones de enzima.

, referenda 27 de Resultados y discusiôn.




