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INTRODUCCTION

Gracias a sus propiedades catalfticas, las enzimas permiten a
los organismos vivos efectuar el conjunto de las reacciones quimicas del
metabolismo; por otro lado determinadas enzimas, situadas por ejemp.o
en el cruce de diferentes vias metabblicas, son capaces de adaptar su

actividad a las necesidades celulares.

Lstos mecanismos de regulacifn han sido detectados y caracte-
rizades a lo largo de los filtimos veinticinco afios, indicando que la ac
tividad catalftica de una enzima, puede ser modulada a través de tres
mecanismos diferentes:

- por modificacibn covalente de su cadena polipeptfdica, fos-

forilacién, accién proteolftica, etc.. (1)

- por interaccibn con molé&culas pequeias, no relacionadas es-
tructualmente con los sustratos o productos de la reaccibn
enzimitica catalizada, es decir una regulacibn alostérica.

~ por interaccibn con otras moléculas proteicas capaces de mo

dificar su actividad o cambiar su especificidad.

La enzima elegida para realizar el presente estudio, la fosfo
rilasa b de mfisculo de esqueleto de conejo, se encuentra sometida, a la
vez, a los tres tipos de regulacién indicados, siendo la primera enzima
para la que se detectaron mecanismos de requlacifén por modificacibén co

valente (2) y alostérica (3,4).

Ampliamente estudiada (5-9) presenta sin embargo un gran ntime
ro de problemas por resolver; afin no se conoce cual es el mecanismo ca-

talftico, ni los papeles exactos que en el desempenan las dos moléculas



de AMP capaces de fijarse por monfmero (10-13) y la coenzima (14, 15).

El hecho de que se encuentre en el mfisculo 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-

miticos mas atractivos para realizar estudios cuimicoffsicos.

Diferentes estudios realizados con fosforilasa b (18-20) han
puesto de manifiesto la alta flexibilidad conformacional de la enzima,

necesaria por otra parte para poder explicar su comportamiento en diso-

lucién.

Adem8s de las modificacibnes de caricter ocufmico que la fosfo-
rilasa b experimenta, estd sometida a modificaciones de su esctractura
conformacional por accibén de la temperatura (20), pH (21) y concentra-
cibn de enzima (13).

En nuestro caso hemos llevado a cabo un estudio de los efectos
inducidos por estas tres variables en el sistema enzim&tico. Si bien es
cierto que alguno de los efectos asociados al pH ya latemperatura se -
producen en unas condiciones que en principio podrfan considerarse poco
fisioldgicas, los estados inducidos presentan caracterfsticas muy similgv
res a las de los estados estabilizados por accifn de diversos efectores
en un rango de temperaturas mas préximo al fisiolégico, pudiendo ser uti
lizados quiz&s como mecanismos de modificacifn enzimdtica capaces de si
mular los efectos producidos por otros efectores en condiciones cue su-

pondrfan una mayor complejidad del sistema enzimitico.

Los objetivos del presente trabajo han sido:
1.~ Caracterizacién mediante técnicas fisicas de la transicibn
conformacional dependiente de la concentracidn de enzima

que presenta la fosforilasa b de mfisculo de esqueleto de



conejo.

2.- Efecto que la transicién conformacional dependiente de la
concentracifn de enzima ejerce sobre los mecanismos de ac
tivacién alostérica, por AMP y fosfato, y covalente por
conversi6n a fosforilasa a.

3.~ Modificaciones en el entorno de la coenzima, asociadas a -
la transicién conformacional dependiente de la concentra-
cién.

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

5.- Caracterizacibén de las interacciones heterotrdpicas entre

el activador alostérico AMP y el fosfato.
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CAPITULO I

FOSFORILASA b: CONOCIMIENTOS ACTUALES SOBRE LA ENZIMA

I. 1.- ACCION CATALITICA

La fosforilasa b de mfisculo de esqueleto de conejo, (d-l-4-glucan-orto

fosfato glucosiltransferasa, EC.2.4.4.1), cataliza " in vivo ", la de-
gradacidn del glucSgeno a glucosa-l-fosfato, la cual es metabolizada

inmediatamente dentro de la ruta glucolitica.

glucdgen?n+1) + Py = glucﬁgenon + G-1-P

La reaccidn inversa es catalizada "in vivo" por la sinteta

sa del glucSgeno (1).

Constituye uno de los pocos casos, conocidos hasta ahora, de
enzimas sometidas a los tres tipos de regulacibn descritos en la intro

duccibn.

1.~ Su acitividad catalfitica puede ser regulada por fosfori
laci6n de la serina 14 de su cadena polipeptfdica. Esta modificaci6n
covalente, que supone la transformacién de la forma inactiva, la fosfo

rilasa b, en la activa, la fosforilasa a, es realizada por la fosfori-
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lasa guinasa, segflin el siguiente esguema de reaccién (2),

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

siendo‘catalizada la reaccién inversa por la fosforilasa fosfatasa.
Este mecanismo de activacibn, por modificacién covalente, tiene lugar
durante la contraccién muscular (3); la sefial que provoca "in vivo"
esta conversién,es el i6n Ca2+, que activa a la fosforilasa quinasa.
Esta enzima puede también ser activada por fosforilacibn, bajo la ac
cién de una quinasa dependiente del c-AMP, cuyos niveles dumentan por
el efecto de la adrenalina. El conjunto de todos estos modos de regula

cifn enzimidtica, se encuentra resumido en el esquema I, {(4).

2.~ La actividad de la fosforilasa b puede modificarse median
te un mecanismo alostérico, por accidn de pequefias mol&culas, 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

cibn de la G-6-P, ADP y ATP (6).

El comportamiento de la fosforilasa b, por su activacién alos
térica, se?djustarfa al de un sistema tipo K, V, es decir no solo se mo
dificarfa la eficiencia catalitica, sino que se producirfa un aumento

de la afinidad hacia los sustratos (7).

3.~ "In vivo", la fosforilasa b se encuentra asociada a otras
proteinas, en la particula del glucfgeno. Esta asociacién modifica sus

propiedades, en particular su interaccifn con los nuclebtidos (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 dimero (10, 11) formado por dos unidades idénticas de peso molecular
97.415, formadas por 841 aminofcidos cada una (12) y una mol&cula de
piridoxal fosfato, que actua como coenzima, unida mediante una base de

Schiff (13) a la lisina 679 (14).

Mediante estudios de microscopia electr6nica, Chignell y col
(15), llegaron a la conclusi6én de que el dimero de fosforilasa b, esta
o

ba formado por dos subunidades elipsoidales, con dimensiones de 55 A x

o L]
65 A x 110 A, dispuestas simetricamente.

A partir de datos de difraccién de Rayos-X, de la fosforila-
sa cristalina, con una resolucibn de 6 i, Johnson y col (16) mostraron
ague el dimero de 1la enzima era una molécula compacta con dimensiones
totales de aproximadamente 63 g x 63 i x 100 i, resultados acordes con

los obtenidos por microscopia electrbnica.

Los valores obtenidos para el dimero de fosforilasa a, cris-
talizada en presencia de glucosa 50 mM, por Madsen v col. (17), a una

o -] o o
resolucibén de 3 A de la estructura cristalina, eran 55 A x 75 A x 85 A,

ligeramente diferentes de los anteriores.

El an8lisis comparativo de los datos de difraccibén de Rayos-X
de las fosforilasas b y a, (14, 16-19), indica una gran analogia estruc
tural entre ambas formas enzimdticas, correspondiendo las mayores di-
ferencias existentes, con un desplazamiento en la posicién de los vein
te primeros amino&cidos del extremo N-terminal de la cadena polip&pti-

dica, hacia el interior de la proteina, en la fosforilasa a.

La ordenacién tridimensional de la cadena polipeptjdica per
mite distinguir tres grandes zonas o dominios de o;ganizacidn estructu

ral: 1) .- Dominio N-terminal, formado por los residuos de amino&cidos
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1 a 311; 2).- Dominio de unibn del glucSgeno, formado por los aminofci
dos 322 a 420 vy 3).- Dominio C-terminal, constituido por los residuos

491 a 841 (14).

La cadena protéica del mon6mero de fosforilasa b, constituye

un cuerpo compacto, salvo por el desplazamiento de dos segmentos de la
cadena polipeptidica hacia el interior de la otra cadena, simetricamente
relacionada, en la zona de la interfase del dfmero. Los principales con
tactos, responsables al menos en parte del mantenimiento de la estruc-
tura dimérica, tienen lugar entre el segmento de cadena formado por los
residuos 36 a 44, que se pliegan sobre el sitio de fijacién del activa
dor alostérico, AMP, de la otra subunidad y entre la hélice formada por
los residuos 265 a 274 que hace contacto, de upna forma bastante amplia,
con la hélice antiparalela de la otra subunidad. Existe ademis otra zo
na de interaccibn, entre los residuos 248 a 262 de un monémero y el ple
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 foma el
dimero (14).

Aungque como ya se ha indicado anteriormente, la forma activa
de ambas fosforilasas b y a, es el dimero, la fosforilasa a en ausencia
de sustratos existe normalmente en estado tetramérico, si bien el equi
librio puede desplazarse hacia la formacibén del dimero, a concentracio
nes muy bajas de enzima (11), en medios con concentraciones salinas elg'
vadas (20), en presencia de sustratos y glucosa (10),.... La fosforila
sa b presenta normalmente un estado dimérico, aunque puede asociarse a
tetr8mero bajo determinadas condiciones, como son concentraciones altas

2+

de enzima, bajas temperaturas, en presencia de Mg~ , F , con AMP a ba-

jas temperaturas, .... (5, 7, 21, 22).
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La disociacibén del dimero en monbmeros, exige someter a la
enzima a condiciones bastante drdsticas, como son urea 1 M (23), trata
miento con p-mercuriobenzoato (24), medios distorsionantes de la confor
macibn enzimdtica (25), etc. lo que indica que las fuerzas responsables
del mantenimiento del dimero han de ser bastante diferentes de las

que mantienen la estructura tetramérica (26, 27).

El hecho de que temperaturas y pF bajos, favorezcan la for-
macibn del tetrdmero de fosforilasa b, parece indicativo de que las -
fuerzas responsables de su mantenimiento serian mas de tipo electrostéd

tico que de naturaleza hidrof6bica (27).

I. 3.~ COENZIMA: FOSFATO DE PIRIDOXAL

El fosfato de piridoxal, se encuentra unido a la fosforilasa b con una
estequiometrfa 1:1 ( 1 mol de PLP por mol de monfmero), (28). Presente
en todas las«{-glucan fosforilasas conocidas (29), es absolutamente ne

cesario para que exista actividad enzimitica (30).

En la fosforilasa de mfisculo se encuentra unido a la ligina
679 (14), formando una base de Schiff, dentro de un entorno hidrof&bi-

co (13, 31, 32), si bien ha de ser accesible al disolvente (33).

La reduccibn del doble enlace de la base de Schiff con BH,Na
sin mas que un pequeio descenso en la actividad catalftica (34), indi-
caba que la posible participacibn en el proceso catalftico no tenfa -
lugar a través del grupo carbonflico de la coenzima, en contraste con
su comportamiento en otras enzimas, en las que la reduccién del grupo

aldehido del PLP, daba lugar a una inactivacibn completa (35)

El estudio de la influencia de la coenzima sobre las propie-
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dades estructurales y cataliticas de la enzima, puso claramente de mani
fiesto que el PLP desempenaba al menos un papel estructural, como esta
bilizante de la conformaci6n de la fosforilasa nativa (27, 36-40). Aun
que su separacifn 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-

ci6n de enzima, pH,etc y era menos estable ( 27, 36, 43, 44).

El amplio an8lisis estructual llevado a cabo con fosforilasa
b recoh;ﬁitﬁida con diferentes anflogos de PLP, puso de manifiesto que
gran néﬁero de las fosforilasas asi reconstituidas, a pesar de que pre
sentaban propiedades estructurales anfilogas a las de la enzima nativa,
eran catalfticamente inactivas, lo que parecfa sugerir que ademds de
su accibn estructural la coenzima podfa desempefiar un papel en el pro-

ceso catalftico.

No existe ningfina évidencia que pueda considerarse concluyen
te sobre la participacién del PLP en la cat8lisis de una manera direc-
ta, sin embargo, a lo largo de los estudios indicados anteriormente, se
fueron acumulando gran nGmero de datos que parecen apuntar hacia el gru
po fosfato en posicifn 5 como el candidato mas id6neo, entre todos
los grupos funcionales de la molécula de PLP, para participar en la ca

t8lisis, actuando como transmisor de un Il+ (37, 38, 48, 49).

Para que la enzima reconstituida con un anilogo de PLP pre-
sente actividad catalitica es preciso que exista, en la posicibn 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 unién del dianifn al sub-sitio del fosfato

de la coenzima, de una manera no covalente.

El estudio de la dependencia de los valores de activacifn maxi
ma y de la constante de Michaelis del fosfato, en funcién del pH (50),
indican la dependencia de ambos con respecto a un grupo ionizable, con
un pK de 6,1, que podrfa corresponder a la constante de ionizacibén
del segundo grupo ionizable del PLP, en un entorno hidrofilico. Aunque
la molécula de PLP debe de encontrarse en un entorno hidrof6bico, en
el cual, el pK del segundo grupo ionizable del fosfato de la coenzima
seria de 9,3, el grupo del cual depende la actividad catalftica en esta
zona de pH no podria corresponderse con el primer grupo ionizable del
fosfato del PLP, con un pK de 6,5 en ese tipo de entorno (38), si consi
deramos que la enzima reconstituida con el monometil ester de piridoxal,
al que le corresponderia el mismo pK para su inico grupo ioniz&ble, es
inactivo (38). El estudio de RMN del 31P realizado por Helmreich y col,
(51), indicaba que aungque el estado de ionizacibn de la coenzima para
la enzima sola no variaba en esa zona de pH, si lo hacfa en presencia
de AMP y sustratos; lo que podrfa significar que al menos en la confor
macién activa, el grupo fosfato podria encontrarse en un medio hidro-

fflico.

Vidogff y al (45), encontraron gue una variacibén d=2 los pKs
de los grupos ionizables situados en posici6n 5, daba lugar a un despla
zamiento en la zona del pH Sptimo para la actividad en el mismo senti
do.

31

Helmreich y col (52), utilizando RMN del P, para estudiar

la coenzima en las fosforilasas b y a, encontraron que la estabiliza-



1

cibén de la conformacidn activa de la enzima, coincidfa con la formacién

del estado doblemente ionizado del fosfato de la coenzira.

El anflisis de la estructura de la fosforilasa b, mediante
difracci6én de Rayos-X a 3 i de resolucifn (14) y de la fosforilasa a
a 2,5 R indicaba que el cofactor se encontraba situado en el centro del
monémero, de acuerdo con los datos que indicaban su posicifn en un en-
torno hidrofébico, a una distancia del sitio de unibén de la G-1-P de

o o
8 A en la fosforilasa b v de 7,2 A en la fosforilasa a.

Illingworth y Brown (30) habian demostrado previamente gque no
existfa entercambio isotofico entre la G-1-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 anilogos de PLP,
parecen indicar que la coenzima podria desempefiar, ademis, un papel en
el control de la defosforilacién de la fosforilasa a por accibn de di-

ferentes efectores, como cafefina y glucosa.

I. 4.- ACTIVACION ALOSTERICA

Los efectos requladores ejercidos sobre la actividad de la fosforilasa
de misculo han sido interpretados, a nivel molecular, en base a la exisg
tencia de equilibrios entre diferentes estados conformacionales posi-
bles, pudiendo ser estabilizados los mas activos por fosforilacibn co-

valente o a través de la unién de AMP.

Basindose en datos de fijaci6n de diferentes ligandos y estu
dios de activacibn, Madsen y col. (55) y Buc (56), sugirieron que la
regulacifn alostérica de la fosforilasa b, se ajustaba al modelo concer

tado de transicién entre dos estados propuesto por Monod y col. (57).
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Teniendo en cuenta los valores iniciales de la velocidad de -~
conversién y la diferencia en la concentraci6én de fosforilasa b en el me
dio de reaccibén, caben dos posibilidades, gue el proceso de conversifn
sea mas répido a 1,0 mg/ml 6 que nos encontremos fuera de la zona line-

al de concentraciones del sustrato.

El nivel m&ximo de conversifn alcanzado a 1,0 mg/ml es unica-

mente del 40 % con respecto del valor obtenido a 3,0 mg/ml.

Estos resultados, aunqgue bastante preliminares, puesto que ha
bria que ampliar el estudio del proceso de conversifn a mas concentra-
ciones de enzima y estudiar el efecto que ejercen sobre &l diferentes -
efectores, parecen indicar de una manera bastante clara, la existencia
de diferencias en el proceso de fosforilacién de la enzima por accibn de
la quinasa, segfin la concentracifn de fosforilasa bsea superior o infe-
rior al intervalo de concentracién en que se produce la transicién con-

formacional dependiente de la concentrac¢ibn de enzima.

Cuanto mayor es la concentracifn de enzima, mayores son los
niveles de actividad alcanzados por modificacifn coovalente o por la
unibén de AMP a su primera clase de sitios de unifn, mientras que a bajas
concentraciones de enzima y altos niveles de AMP ( saturacifn de dos si
tios por monfmero ),la enzima presenta niveles de actividad similares a
los del estado existente a altas concentraciones de enzima a niveles in
feriores de AMP ( ocupacién de una sola clase de sitios de unifn ), sien
do este estado inhibido por niveles de AMP que permitan saturar sus dos

clases de sitios de unién.
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CONCLUSIONES

La fosforilasa b de mfisculo de esqueleto de conejo, presenta
una tmansicién conformacional, dependiente de 1la concentracifn de enzl
ma, en el intervalo de concentraciones comprendido entre 1,5y 2,5 mg/
ml, que modifica sus pmpiedades hidrodindmicas y termodinimicas en -

todo el intervalo de temperaturas estudiado (14 a 30°C)

En todo el intervalo de tempe mturas estudiado (14 a 30°C),
los estados enzimdticos estabilizados a concentraciones de enzima supe-
riores e inferiores a aquellas en que se produce la transicién confor-
macional dependiente de la concentracibn, presentan dos sitios de unié

con diferente afinidad para el activador alostérico AMP.

El estudio de la interaccifén fosforilasa b-AMP y fosforilasa
b-fosfato realizado en funci6n de la temperatura muestra la existenci
de dos transiciones conformacionales inducidas por la temperatura, tan
to a'l,0 mg/ml como a 3,0 mg/ml, centradas a 23 y 20°C aproximadamente
que modifican los pardmetros termodindmicos asociados a la interaccidn
del nucleotido y el sustrato con la enzima, en ausencia y en presencia

de gluc8geno.

El equilibrio dimero = tetrémero es desplazado por la unién

Vs
de AMP hacia la formacibn de este filtimo, tanto mas cuanto menor es la
temperatura. Los niveles de agregacifn inducidos por la unién de la pr

mera molé&cula de AMP disminuyen a saturacibfn de la segunda clase de si
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tios de unién.

El equilibrfo dimero == tetrimeroc en presencia de AMP, es mo
dificado por efecto de la temperatura, tanto en los valores de la cons
tante de equilibrio, cuya representacién de Van't Hoff presenta una --
discontinuidad hacia 23-25°C, como en La velocidad a que se alcanza el

equilibrio, siendo este particularmente rdpido entre 20 y 25°C.

La afinidad de AMP hacia sus dos sitios de unibén en la enzima
a 25°C , aumenta al disminuir el pH desde 7,23 a 6,5, posiblemente de~-
bido a un desplazamiento por efecto del pH de los equilibrios conforma
cionales que la fosforilasa b presenta en disolucifn, hacia el estado

con mayor afinidad hacia el nucleotido Yy los sustratos.

El estudio comparativo del comportamiento de la fosforilasa b
en funcién de la temperatura y el pH parece indicar, que en las condi-
ciones en que se realizb el estudio en funcién de la temperatura, la
transicibn conformacional detectada en torno a 23-25°C es inducida por

la variacién del pH del tampSnasociada al incremento de temperatura.

La presencia de AMP, a concentraciones crecientes, en el medio
de reaccién, parece poner de manifiesto la existencia de dos sitios para
la fijacibén del sustrato, uno de los cuales corresponderia al sitio ca
talftico, cuya afinidad hacia el fosfato aumenta en presencia de AMP, y
un segundo sitio de unién por monbmero, cuya afinidad hacia el fosfato
desciende en presencia del nuclebtido, y que podrfa coincidir con el si
tio de unibn para el fosfato unido covalentemente en la fosforilasa a,
existiendo en nuestyo caso unicamente una interaccién ibnica con la ar
ginina 69?

La interaccifn del fosfato con este segundo sitio de unibn se

ve modificada por efecto de la temperatura y de la transicién conforma
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cional dependiente de la concentracién de enzima.

No parece existir una competicifn entn= el sustrato y AMP
por el sitio de mayor afinidad hacia el nucleftido, ni competiciébn,
por unibén a estados conformacionales diferentes, entre la fijacibn del
sustrato al sitio catalftico y la fijacifn de AMP o Adenina al sitio

mas especifico de las bases.

La fijaci6n de AMP a su segunda clase de sitios de uni6n mo
difica el comportamiento catalftico de la enzima, produciendo una inhi
bici6bn de la cat8lisis a concentraciones de enzima de 3,0 mg/ml y ac-

tivindola a concentraciones de fosforilasa b de 1,0 mg/ml.

La transicién conformacional dependiente de la concentracién
de enzima modifica el proceso de conversibn de la fosforilasa b a fos-
forilasa a por accifn de la fosforilasa quinasa, de tal forma que los
niveles de transformacifn alcanzados a 1,0 mg/ml son del orden del 40%
de los alcanzados a 3,0 mg/ml.

La transicibn conformacional dependiente de la concentracibn
de enzima modifica la exposicibn del cofactor al medio, permitiendo
la resolucibn del - PLP . unido a la enzima con hidroxilamina, en ausen
cia de agentes distorsionantes de la conformacifn enzimdtica y a pH 6,5,
a el cual la actividad catalitica es m&xima, a concentraciones de

enzima inferiores a aguellas en que se estabiliza el estado conformacio

nal existente a altas concentraciones de enzima.

ar’ referencia 27 de Resultados y discusién,
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