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1 • T N T R o D u e e I o N 

1 .1 GENERALIDADES 

Para entender el control metahó1ico en un 

sentido amplio, hel'los <le ser capaces <le descrihir los 

ch versos factores ci u e el et e rrn in a n el ri u j o el e s 11 s tratos 

a travEs . dc una determinada ruta metahólica. Es decir, 

la disponihilidad ele sustratos y cofactorcs, 1n activi 

Jacl catalítica ele 1as enzil'las cwe intervienen en clicha 

ruta, la cantidad ele cada cnzirn:i presente, la c1rmanda 

de s 11 s trato in i c i a 1 o i n te rrn e d i os r n r 1 as dí ver s n s 

reacciones en cornpetición, etc. E1 flujo ::i través ele -

toda la rutél puede mocl11JarsE' rf'r1iante el e nlace rl(' rno-

16culas efectoras en el sitio activo, o E'n otra n a rtP, 

de cualquier enzima de dicha ruta mctahól icél. 

El estudio ele las propiedélclcs ele una enz i -

ma aislada es una etapa n ecesaria, y pre v ia, p ara no-­

cler ahorclar el cstucUo ele cornriJejos muJtiC'nzi rn áticos a 

un nivel molecular, y por lo tanto, el ele 11na d c tcrr1i­

nacla ruta metahólica. 

La enzima objeto de nuestro estudio es la 

g1ucógcno fosforilasa (E.C.2.4.1.1.) que r eg ula la pri_ 

m e r a e t ar a lle 1 a r u t a m e t a ¡, 6 1 i c a r o r 1 a c u a J e 1 r. 1 u c ó -

geno se transforma en g lucosa-6-fosfato y de éstél en -

energía. 

Aunque el cauilihrio ele la reacc ió n cata1i 

zada por la fosforiJasa es ele cuatro a uno n favor de 

la síntesis del glucógeno, el l1éljO nivc1 ele f'.lucosa-1-
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fosfato en 1;1 cé lula (de 1,¡,10 n o u c el e qui J.ihrio de l n 

fo s fo g l u c o r.iu t a s a e s 1 7 a 1 n í a v o r <1 e l a g 1 t 1 c o s a - r- - fo~ 

fato ) y la alta concen tn1ción de f o sfato , asegu ran oue 

la r eac ci6n catnlizarla no r la f osfor ilasa in vivo sea 

1 a rotura del g l u cógc no . r::i.r;:i e l p roc eso de síntesis rle 

g luc6gc no existe otr;:i f'nzjma, la g lucó gen o sintetasa. 

!\mbas enzimas están sornc ticlas a un compli­

cado sistema de cor.trol ror rnctliaci6n el e vadas enzi-­

mas inte rconv e rt irdes. 1'na cle s cri pc ión cletallada ruecle 

en c o n t r a r s e en 1 a s va r i él s r e v i s i o n e s q u e s e ,, ¡:¡ n e fe c - -

tuado 1,as t::i. l a feclrn (1-2). 

ll n resumen rl e l oe; s itio s rniís .impnrtantcs -

ele la g lucó geno fosforiL1sa, así como s11 disposición -

e spacial s e da e n la fi¡11ra 1. 

del 

PLP 

sitio 

PLP 

Fig. 1 Esquema de la estructura del dímero de glucó­

geno fosforilasa, de acuerdo con los datos de 

difracción de rayos X (4,5). 
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1 .2 ~NTECF.nENTES BIBLIOGRAFICOS 

De la naturaleza exacta de la reacción ca­
talítica y el sitio activo, prácticamente no se conoce 
nada (1 ,2). Algunos estudios se han hecho con análogos 

de sustratos, pero sólo se han obtenido conclusiones -
muy generales. 

Las propiedades físicas se conocen hastan­
te bien, máxime desde que se dispone de resultados de 

difracción de rayos X, a una resoluci6n de 3 ~ (3,4). 

Se conoce la estruc~ura primaria del prot6mero que es­
tá constituido por un total de 841 restos aminoácidos 
es) • 

1.2.1 SITIO DEL FOSFATO DE PIRIDOXAL 

La presencia de cantidades estequiométri-­
cas de fosfato de pi ridoxal (PLP) en esta enzima es -­
una importante caracter ística que se ha preser• ado en 
el curso de la evoluci6n (1). A causa del parecido en­
tre las propiedade s de ahsorci6n del sitio del PLP en 
fosforilasa y la de complejos formados entre el cofac­

tor y ciertos aminoácidos, Kent, Krehs y Fischer (6) -
propusieron que, a pH neutro,el PLP se enlazaha a la -
proteína mediante una estructura de aldimina sustitui­
da, implicando un grupo amino de la proteína y otro 
grupo X, que podría ser un grupo hidroxilo, amino o 
sulfhidrilo y que nunca ha sido identifid&do. 

Posteri'ormente, Shaltiel y Cortijo (7) rea 
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lizaron estudios de ahsorci6n y fluorescencia con fe!­

fori lasa h y con compuestos modelos. F.stos resultados 

les llevaron a proponer que, a pH neut ro, el PLP en la 

fesfori l a s a estaba formando una estructura de base de 

Schiff y embehido en una holsa hidrof6hica. Posterior 

apoyo a es ta hip6tesis se ohtuvo con el estudio de la 

fosfo ri la s a reducida con NaBH4 (8) . 

Ilonikel y Madsen (0) es tudiaron los e spec­
tros de ahsorci6n y fluorescenc i a de l PLP y al gunos <le 

los aductos que forma con aminas primarias en mc tanol, 

<lioxan o y c l or oformo. fllos concluyeron que la fosfor! 

lasa contiene una estructura de car hino1amina en la 

que el PLP está uni<lo, adem~s del grupo amino, a un -­

grupo que posee un carácter nucleofílico. 

F.n vista de las anteriores discrepancias -

hemos pr etendido demostrar de una forma inequívoca la 

fo rma de uni6n del PLP a la enzima, así mismo como en­
contrar la raz6n de la no reduccibilidad de este cofac 

tor con BH4Na cuando se encuentra unido a la enzima a 

pll neutro. 

1.2.2 SITIO DEL AMP 

Desde los primeros estudios de Cori et.al. 

(10,11) con fosforilasa h de músculo de conejo, se oh­

servó que la actividad de la enzima únicamente era 
apreciable en presencia de adenosin-5'-monofosfato 

(AMP). El mecanismo de la activaci6n y el papel exacto 

que juega en ella el AMP, permanece oor ahora descono­

cido . 
Fundación Juan March (Madrid)
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No ohstante existen dat os cin étic os (12,13) 

que demuestran la presencia <le fuertes interacciones -

homotr6picas y heterotr6picas entre el activador alos­
térico (AMP), e l inhihi<lor alostérico y Jos sustratos 

y es tudios ele diálisjc; en el equilibrio que jndican la 

exi stencia de competiciones entre el activador alosté­

ri co y el inhihidor, aunque dicha competici6n no pare­

ce que sea directa (12). 
El hecho de que el i\~fP sea necesario para 

la activaci6n de la enzima, y además sea un efector -­

alost~rico, hacia imprescindible, a nuestro juicio, un 
estudio sistemáti co con el fin de : a) Asignar a cada 

parte de la molécula de AMP, un papel determinado en -

el proceso de activación; y h) Estudiar la influencia 

estructural en la enzima, cuando en lugar de AMP, se -

trabaja con un análogo suyo. 

La relación de los análogos utilizados, es 

la siguiente: 

Modificación en la hase 
Nomhre 

Inosi~-S'monofos­

fato 
6-Cloroadenosin­
-S' -monofosfato 
6-N-Metiladenosin 
-S'monofosfato 

1-N-Metiladenosin 
- 5' -monofosfa to 
Modif icaci6n 
en el azucar 
Deoxyadenosin-S' 
-monofosfato 

Ahrevia­
tura 

P'P 

ClA~fP 

N-6-\fe-~MP 

N-1-Me-A'MP 

Grupo elimi C. rupo aña­
nado del A~P did~ al ~~p 

Nll 2 en 6 nn en 6 

NH 2 en 6 ('} en 6 

ll en N en 6 \.!I 3 en N 
en 6 

------ c11 3 en 1 

011 en 2' ~l en 2' 
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Deoxyinosin-5' 
-monofosfato <lIMP ~Hz en 6' OH en 6' 

ílH en 2' H en 2' 

Modificaciones en 
la tosici~n del 
f os ato 

Adenosina-3'-
monofosfato AMP-3 ' 

Adenosina -2'-
monofos fa to AMP-2 ' 

1.2.3 GRUPOS FUNCIONALES 

Aunque el estudio mlis directo de la re a c ·­

ción cata lít i ca , cons i st e en e s tudiar l a ac t ividad en ­

zi mátjc a en presenc ia o au s enci a de efectores o de aná 

log os de est os (y a me nc io na dos an t er i ormente), es posi 

h le tamb i en a hordarlo a parti r de ma r caj e s qu ímicos y 

de esta f orma localizar los gruros implicados en el -­

nroceso cat a lítico. 

La fosfnrilasa tiene nu eve grunos sul[h i -­

Jriclo que c;0 valoran a Jiferentc ve1oci cL:i d ( 14 ,15 ) , íl ns 

grupos, l o hacen a una velocidad similar a la Je los -

compues t 0s modelos , lo que sug iere que son muy ac c esi ­

hles a los r ea ct ivos f!UÍ mi co s . La pércl i(l a ele esto s dos 

grupos, parPc e tener poco e fecto soh r (' 1::1 t'c; tructur a y 

act i vidad de la enz:ima. Ot ro s J os grur os s1 1 reaccion an 

mucho más len t ament e que l os anteri ores, y su bl o<i ue o 

<la lugar una tot al inac ti vac j6n de la en zima, así como 

a su disoc ia ci6n e n mo n6mer os. L0s grur n" r e s t :int e s no 

reaccionan a veloci dad apreciable, s a i vo en concli cio- -
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nes de desnaturalizaci6n. 
Diversos autores han demostrado que los -­

grupos E-amino de residuos <le lisina son importantes -

para la estructüra y actividad de la fosforilasa (16 -

18). /\nderson y Graves (19) han ohserva<lo que la inc11-

haci6n de la fosforilasa ~con hajas concentraciones -

de 8-[m-(m-fluor sulfenilhenzamida)tio hencil adenina) 

cla lugar a una especie activa en ausencia ele A\IP (26 %) 

y que no fija el efector alostérico. 

La import::rncia de las tirosinas en 1as prQ_ 

pic rla<les enzimáticas, no ha sido ampliamente estudia-­

da, aunciue recientemente ha si clo descrita su posih]e -

implicación en lél unión cl e 1 11~1r (7.íl). Por esta razón -

hemos creído conveniente estudiar su importancia e im­

plicación en la actividad de la fosforilasa. 

nos reactivos han sido utilizarlos en el -­

presente trahajo para el hlooueo de tirosinas. r1 te-­

trani trom e tano (TN'-1) y la sal <le f.remy (SF). 

1 .2.3.1 T~tranitrometano 

F.l tratélmiento ele tirosina con T'W cla 111-­

gar a nitrotirosina, que presenta a pi! alcalino, una -

hancla con un máximo a 428 nm y E=4 .1 nn. !\ pll i'íci<ln 1 a 

hancla se desplaza a 360 nm con un E=27Dn. 

La reacción ele tctr~nitrometano con Ja en­

zima, puede <lar lugar a reacciones secundari::is con los 

grupos sulfhillrilo, dando finalmente en algunos casos 

ácido cisteico (21). 

Fundación Juan March (Madrid)
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1.2.3.2 Sal Je fremy 

Ln s::il J e Fr emy, n H ros od )sulfonato potási_ 

co, ( NO(sn 3 ) 2K2) reac c io n a con t iro si na parn dar Ju g ar 

al c orr espon<lient e cl op acrom o , una qui nona, ( 2 2) y ha -

s i<lo u til izado para ca rac te riz ar cl j c h os grupos e n pro­

teína s (22, 23) . 

L::i sa1 d e f.remv fué e le r; ida, entr e o t r os -

rea ct i vos , par::1 modific::ir los r e sicl11os <~e tir0s ina de 

la fo s fori]asa p or ]::is cn w l i cin11 e s s11aves en rp1e se -­

proJ uc e la rea cción. 

L::1 sa 1 <le fremy, at1 emás, no reélcci ona h a - -

c on R-me r c apto e tanol ( ~ lf) ni c ist eí na, indicando con -

esto que l a reaccionahili<lad de los grupos tiol de fas 

for ilasa no interferiría la interpretaci6n de Jos re-­

s u l t ados. 

Fundación Juan March (Madrid)
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2. 'I l\ T r P. I . ~ L f: s y ' 1 F. T n T' () e; 

La F o s fo r i 1 a s a 11 rl e m ú s cu 1 o r1 e c o n e j o fu é 

preparada según el método de Pischer et. al. (24) mor1i 

ficaclo por Krehs et. al. (25), recristalizáncloJa siem­

pre al menos tres veces a11tes ele su utilización. 

El .l\illP se eliminaba de la fosforilasa pa-­

sanrlo una disolución concentrada de enzima por una co­

lumna de Sepha<lex li-25 de 1 ,5 x 25 cm, o hien utilizan 

do columnas de charcoal-sephadex G-25 (26) de n,s x 3 

cm. Se consicleraha el iminaclo el i\il1P cuanclo la relación 

A260 /A 280 era menor de 0,53. 

La concentración ele enzima se meclfa, una -

vez e] iminaclo el . l\~1P, a partir ele Sil ahsorción R 28íl -

nm utilizando un e: de 1 ,32 cm 2 /mg (13). T.a nw.sa molecu 

lar por prot6mero fué tomada como 97ílílíl (27). 

La apoenzima se prerélra1-ia mecliantf' C'l 11sn 

de L-cistc]na en un meclio (leformante (28). L;i recnnsti 

tu c i ó n con fo s fa t o el e p i r j el o x a 1 r e s t a u r a 1, a 1 o s n i v <' 1 f' s 

rrimitivos Je actividad. 

l. a a 1 h 1í m i na , c r j s ta l j z a el a , rué n 1, ten i e 1 n e 1 e 

C'al 1 1ioche~1. Su concentración eré! mecliclR a partir ele s1 1 

ahsorción a 28n nm , usando un e: de f',fi.10 2 cr1 2 /r,. (2n) 

a pi! 7 y una masa molecular clC' 67 .n nn (V1). T.os ácidos 

grasos fueron eliminados sig1denclo el métoclo proruesto 

por rhen (31). 

f:l A~1P se ohtuvo ele Flul-:a, su concentra--­

ción en disoluciones acuosas era determinada midiendo 

su ahsorción a 259 nm utilizando un coeficiente de ex­

tinción molar de 15 .400 a pi! neutro (32). 
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fl PLP se ohtuvn ele "ere}· . Su concen trae i ón 

en disoluciones acuosas se mcclía a partir tlc su ahsor­

ción a 388 nm., en NaílH n, l \f,; coeficiente ele extin-­

ción molar, 6.6íl0 (33). Los complejos PLP-alhúmina se 

formaban a pi! 7 y concentración 2 m'! durante 24 horas, 

diluyéndose a las concUciones neces:uias en el momento 

del experimento. 

La ~ctivida<l enzimática se me<lía por los -

métodos de llelmreich y r.ori (34), en el sentido tlc de­

g r a tl a c i ó n d e 1 g 1 u c ó g en o y e 1 d e f 1 e tl r i e k y r: i s c h e r ( 3 S ) 

en el de síntesis. fn algunas ocasiones sc usó 01 de -

Palter et.al. (36). 

Las ci stcfn;:is se valoraron por c>l prncrtli -

miento ele fllman (37) con T)T:\m a una cnnccntraciór tlc 

2,5 m'!. La cinética se seguía mi clienclo la ahsnrción a 

4 3 í1 nrn • 

Se util:iz::iron indistintamente 1os esncctrn 

fotómetros ílecl:mnn mocle1o 2S y rrileman SS en esncctros 

C O p fa Vi Si h 1 C - U 1 t r a Vi O 1 et a . p ::¡ r ;i n H\l Se ll S Ó l In 1' r. r 1-i n 

flmer í?12n y para fluorescencia 11n h.minco. Lns esncc-­

tros infrarrojos fucron real izados con un rerJin f.lmer 

modelo 457. 

Los análisis cle amjnoáci,los se realizaron 

con un Jeol tipo GLC: r.l\IJ. Los esturl íos cle agre~ación -

cle la enzima se reaU zaron con una centrf fur,a Dec1·man, 

Spinco Hodclo E. 
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3. R E S 1T L T f\ n O S 

3.1 STTin DFL PLP 

En este Rnartado se ha rretencHdo demos-­

trar de una forma ineClufvoca (]\le la unión rlel rtr <l la 

e nzim a , s e efectúa nor mP.dio d e una hase rlc <:;chiff, v 

que (Hch<l unión se realiza en un entorno hi l lrofó 1 ~ icn. 

ra ra ello h.e rnos consic1cr<J rln n e c es ario e l esttlllio f'Sf' CC 

troscópico <le mo r1elos simn] es, al mismo ti empo m1C' h e ­

mos pretendido encontrar una explicación a] h e cho dC' -

<l\IC la enzima, no puec1a reducirse por Bll 4N:i. a pfl neu-­

tro. 

3. 1 . 1 rsri:r.TRosr.nrp 

Los espectros ele ahsorción c1e1 a clucto for­

nado por el PLP y la hexi]amina se dan en la fi gura 2. 

[n ella pueden ohservarse tres puntos isosh6sticos R -

266, 295 y 357 nm, que indican claramente la existcn-­

cia de un equilihrio entre dos especies, ft y n, con~~ 

ximos a 415 y 335 nm, respectivam e nte. 

Este equil jl1rjo J1llede tomarse cnmo un "prQ 

ceso moc1elo" en el sentido rlescrito ror Kosower (38) 

pues convierte unión <1ipol;:ir (máxima intcr;:icción con 

el disolvente) en 11na especie neutra (mínif"la inter;:ic-­

ción con el disolvente). Por lo tanto podría us;:irse p~ 
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l; i ['. . 2 f S p C C t r O d C a 1~ SO r C i Ó n d e P T, p ( íl , 1 S ni' 1 ) + f' - l, e X i - -

lmn]na (11,ílP 1) en riezcla tliox;:ino-agu::i. T.os rníme 

ros dC' ln figura incHcan el porcentaje ele agu::i 

(v/v) en ca<l::i caso. 

ra rnc<lir ln polari<la<l <le los disolventes. El parfimetro 

escogido por nosotros es la energfa lihre Je Cih~s 

s tan ti ar d par a rJ i di o proceso , l\ r. º = - P T 1 n K , el ond e K es 

l::i const:rnt c de Nplilihrio entre las r0rriac:; . ~y B. n 

c:'i1cuJ0 de rlich0 cnnst:rnt0, y nor Jo tnnto ele t-.Gº, iíni 

car:.cf'tc es pos ·i 1 Jc c::i corncrmns los cocFiciC'ritf's r.lc ex 
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tinci6n, de las <los formas nresP.ntes A y B. 
Si supone111os que 1 os E rlc las formas . ~ y n 

a 335 nrn y 41~ nm respectivamente son cero, se ohtiene 

(39) 
EA 

A = e E - ~- A 
415 A EB 335 

Por lo tanto una representaci6n <le A415 -­

frente a A335 delie (Je dar una línea recta, siempre (lllC' 

la concentración total permanezca constante. Ello es -

así, ohteniEn<lose los valores <le 8400 y 4000 para los 

coeficientes de cxtinci6n de las formas A y B respecti 

varncnte. 

Si las suposiciones anteriores son correc­

tas <lehe existir una corr e laci6n lineal ent re Jos valo 

res de ti r. o para cad a disoJvP.nte y un parálT'etro CJUC mi -

Ja su polaridad, corno po r ejemplo el va lo r el e '7 <1 e 1(0 -L. 

sower ( 3 3) el e arnpUo u<; n en 1 a l1 i h l i o r, r a fí a . En 1 a f i -

gura 3 vernos ciue er> efec to se ohtiene una línea recta, 

cuyo ajuste por m'íni mos cuadrar.los nos rla J<t c cl1::ic i ñn: 

Z = 8 7 , 7 + 9 . O~ /\ G º ( K cal / n1 o ] ) 

Por lo tanto la med i rla de la razñn de ahsorhan c ias a -

335 y 415 mn df>l PLP 11ni<10 a !Ina proteína nos nennite 

célcular tiGº y de El la micropolariJad <l f> l siti o ~~ -­

unión. 

ron ohjeto <le decidir entre Ja hase df> --­

Schiff y la carh:in0Jan1ina se efectuaron espectros IR y 

de RMN c.lel a<l11cto f ormado por el PLP y la hexiJamina. 

El espectro IR <la una handa de ahsorción a 1 ~ s o cm- 1 

típica <le la v:ihración <le tensión del grupo C=N. 

A partir de su espectro RMN se obtiene una 

evidencia adicional <le una configuración trigonal(sp 2) 
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90 

C8JOHo 
40 

090 
o 80 

0 10 
o 60 

050 

N 80 e ~ct-tp~ 
5
§ 20 

100 , Cl"iJ Ol2CHiCHflH 
OiOHCHj . 

70 CIJ1-\ 
. S- O O:CH.J .NCHO . ·:r2 

Diox~n• 

60L-="-:'~~-'-~--:-1~~-l...~~..L-~--1~~~ 
-2.Q -1·0 o.o 1.0 

t.d Ct<cat/mol) 

f i~. 3 P e 1 a c i ó n en t r e 1 a en erg ;: a 1 i lH e el e r. i h h s s t a n - -

el a rtl ( ti r, 0 
) y 1 a n O 1 ar i e] a ( l Ll e 1 d i SO 1 V C TI te ( Z ) . 

cle l carl10no en 4'. l.11 an·lo s e comp ara 1a posic,ión rle es_ 

t a S e ñ a 1 C O n 1 a Ó X i nrn cJ C' 1 n i r i d O X á ] (111 ) )' S ll S ¡, a S e S -

<l e s c h i [ f en ~ q :: ll a e 4 1 ) y en l ~ l e t :rn o 1 e 4 (1 ), s e c o n c 1 u y e 

qttP la señal a 1 ppJTI se r1cl'e al proton <lc1 c a rl,ono 4' 

de la azometina en posición trans. Si fues e una carl1j­

nolamina apar~cería a cawro~ JTia yorcs. Por e jemplo: en 

el hidrato de PLP aparece a 3.5 pprn (4íl); en e1 aducto 

cisteína-piridoxal a 3,6 (41) y en 1os aductos del ni­

ridoxal con homocisteína e histiclina apar ece a 3.8 ppm 

e 4 1) . 
ro r ít 1 t i ri o e s t 11 el i rt r é1110 s en e s te ar arta el o -

1a estequio~etría ele los cnmn)cjns forma dos nnr el PLF 

cnn la alhúmina. Estri fué obtenida por valor::ición de -
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:d11límina con PLP, c:i~uirprlo p] a111'1cnto ,10 ;:i 1 i snr 1 , ~ncia 

n :> :í 5. y 4 1 5 n 111 , f' ne o n t r :í n r 1 o e; e 0 1 1 f' se f n rn a i , a t 1 n e: n nin 1 P 

jo de esteciuionetrÍ<l 1 :1 (llal'lado sitio T) y otro co~1-

plcjo cuya estequiometrÍR n0 se poclía precisRr 1 ~iPn -­

(sitio TI). Ion el fín elc> nrecisRr Rl rn:íxiri0 las concli 

cioncs experimentales <le formaci6n clel complejo se re~ 

lizaron así mismo las valoraciones por Ouorescencia. 

r:omo Sf' puec1e oh servar en 1 a figura 4, la 

valornción de a1húmina con PLP a una concentración (i,2 

µ ~ ! en proteína, y pll 7, fue llevada n cal)o exc i tan<lo -

las 11n1estras a 2~0 nm (mfíximo ele excitación ele la al 11Q. 

mina) y a 330 nm (máximo ele excitación c1el T'LP).Lris e~ 

tcquiometrías encontradas son 1 :1 y 2:1 para los sitios 

I y II respectivamente. -'\elernfís, Ja fiE:llra parece incli­

car q11e las constantes de elisociación tle estos comple­

JOs t lcl ~ en el e ser n1uy hajns. 

Las can1cterfsticas esrectralcs df'1 cor1nl e 

jo I son sir1il<lres a las ele] sitio Je] PT,P en fosfori­

lasa, el cual presenta tamhién rlos '1an rlas a ::í::íS nm V -

415 nn1, si. 1-iien la relación rlc al)sorl1ancias rle ri~has -

lon r,i tu<les (le onrla, :ns:l\1S, es 111uy li¡ '. 0ra111ente supe-­

r i o r f' n fo s fo r i J as <l . T g 11 al me n te , ta m :i oc o e s p o e; i 1, l e s 11 

reducción a pl1 7 con '~aRH 4 ; en aml1os hechos i,nsamos Sll 

uti1izaci6n como modelo ckl sitio <lel PLP en fosfori1a 

sa, 

3.1 .2 POLAROGRAFIA 

En este apartado se Jescrihen los resulta­

dos polarográficos tanto <lel complejo PLP/cisteína, co 
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CCH:ENTRACI~ PLP ( M •• 106 ) 

11ig. 4 fstequiometrÍR de] co!'lp1ejo PLP-albúmina. 

(a) r =280 nm; r =3Sn nm; (h) E =33n nm;n =4~0nm 
x m x m. 

mo <le los <los complejos que forma con la aJhúmina v 

fl\IC' han sido caracterjz::¡dos en e1 ap:lrta•.ln 8nterior. -

TRm~ien se <lescri~C'n 1ns nhtpni<los con fnsforilasR a -

VRrins ~!!. f:stos resu]t<l(los junto al esturlio prcvia111e!!_ · 

te realizado con el PLP y sus hases ele Schiff en fun-­

ción del pi! y polariclad clcl medio ('12) no sólo han con 

firmauo la hipótesis snl,rc la forma de unión clel PLP a 

la íosforilasa sino oue han explicado satisfactoriame!!_ 

te su no reductihilidacl con BT1 4'.'lR a pi! neutro. 
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3.1.2.1 romplejo PLP-cistcína 

Se efectu6 a una concentraci6n de complejo 

de 0,45 m'I, en medio acuoso y utilizando como tamp6n -

una disoluci6n de fosfato 0,2M, pll 7 que servfa a su -

vez como disoluci6n de fondo. 

En el polarograma aparecfan dos on<las a p~ 

tenciales Je onJa media de -n,74 y -1 ,38 voltios, atri 

huil~les a las hidrogenolisis r:le los enlaces r-s y r - " 

( 4 3) . 

Si el polarograma se efectúa en ~ .N' ~il'le­

tilformamicla (11~ . IF), las <los ondas aparecen a -11 ,3<J y -

-1,61 voltios r~spectivamente. 

3.1.2.2 r.omplejos PLP-alhúmina 

Los r e sultados obtenidos con el complejo -

all1úmina-PLP 1 :1 s e clan en la T::il1la T. 

TARLI\ I 

Influencia del pH sohre la reducci6n tlel col'lplejo PLP­

alhúmina (sitio I). (c=f1.111m1'.1). 

pll 

2 ,6 
3,7 
4 '3 
s '1 
7 '5 
8 'o 

i(µ:\) 

n,48 
n,46 
0,36 
0,47 
o' 1 5 
0,25 

- F.1 /2 (V) 

n,s2 
íl,60 
n,64 
0,69 
1 , n 2 
1 , n 3 

1 ' () 
1 ' () 
1 , n 
f) '3 
0,4 
o, 3 

Los valores r.le intensidad (i), potencial -
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Je sernion<la cr: 112 ) y na, para p!I áciclo, in<lican ciue la 

ontla podría atdhuirse a PT.P lihre en disolución. r:omo 

p1telle observarse, el valor tle i disminuye a meclida que 

el pi! aumenta, lo cual es explicahle, si considerarnos 

que la disociaci6n del complejo PLP-albúrnina aumenta -

con la acidez (2~). A pi! neutro, aparece una onda a PQ. 

tencial mucho mis. negativo, muy diferente <le la onda -

Jel PLP 1ihre o ele sus hases de Schiff, y que en pdn­

cipio poclría pensarse que corrcspontle a 1 a r('d11cc i ón -

del PLP en el sitio I. r:orio la intensidricl ele la onda -

no es proporcional a la concPntración clel complejo PL!:_ 

alhúmina, el potencial de semion cl a varíri li g eramente -

con ella, y los valores <le na son muy hajos e s ló g ico 

pensar que la ond::t sea ele tipo catalítico. '.lna confir­

mación a esta hipótesis se ohtiene, al ohservar una VR 

ri~ción del potencial ele seriionda con lrt columna <le 

mercurio y el fondo utilizado. 

Fn la liihliogrrifía existe eviclencia de que 

a veces, los protones o iones c1c l rnecl i o se re clucen más 

fácilmente a<lsorhiclos que en cli<>olución (44), ilando -­

origen a ondas catalíticas. l\quí existe Ja riosilillidacl 

ele que la proteína catalice dicha reducción. Por esta 

razón, se ha ptoce<liclo al est~dio de albúmina sola. 

f:n la tabla II se resumen los resultados -

obtenidos al hacer polarografía ele albúmina a nll neutro 

TA.RLA IJ 
Po1arografía ele alhíimina a pi! neutro 

h(cm) i ( µ .I\) -r. 1/2(") n rx 

1 2 's n,48 1 , 1 1 () , 4 
24, 5 n,72 1 , 1 2 íl,4 
34,5 o,ss 1 , 07 s ') '4 
34,S n,Slí 1 , () s () '3 
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la concentración fué O ,63 m'1, excepto par<l 1 a última -

que fué íl, 41 m~!. 

rstos últimos resultados nos confirman la 

posihilidad apuntada anteriormente de que la on<l;:i oht~ 

ni<la corresponcla a una reducción <le los protones éldso.:r_ 

hi<los sohre 1a proteína y cataliza<la por la misma, y 

demuestran que e1 PJ.P en el sitio 1 <lel comnlejo con -

alh1ímin:l no puede re<lncirse polarográficamcnte. 

Los res11lt;:iclos ohteniclos po1arográficaTTien­

t c para e l sitio TT, a <li ferentes valor e s <le pTT se clan 

en l;:i t0l1]a TJT. 

TAP.LI\ T1 T 

Influencia del p!l sohrc la polarografía rlel comn]ejo -

PLP-alhúmin;:i (sitio II). (c=0.1() m~f). 

pll i(µ 1\) -r 1 / 2 (") na 

3,75 0,82 () , 6 2 1 , o 
s,o 0,67 0,6() 1 , n 
(,,o o, s n íl,74 1 , o 
(; , 3 o , 1 7 () , 7 6 1 , () 
7 , o o , 11 () , 8 4 1 , () 

romparan<lo estos valores con los del sitio 

1 (tahla I) se ohserva que a valores <le pll entre 6 y 7 

en los que amhos complejos son estables aparece nna O!}_ 

cla a -íl,8 voltios, que puede atrihuirsc a la re<lucción 

clel PLP en su sitio IT. 

3.1.2.3 fosforilasa h 

f:l polarograma <le fosfori lasa a p!T neutro 
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(Tahla IV) muestra que los valores de r 112 y na son -­

i<lénticos a los <lel sitio T ~el complejo PLP-alh6mina. 

La intensi<lacl no ohstante, es mucho mayor, lo que con­

firma que esta omlc:t se el Phi:' a la re<luct i ón <le protones 

unidos a la proteína,ya que la fosfori.Jasa tiene un r~ 

so molecular mayor que la alhúmina. 

TABLA TV 

Polarografía de rolo y apofosforilasa a nll neutro. 

enzima 

holo(13µH) 
apo (12µM) 

i (µA) 

1 's 2 
1 , s 1 

-F 1/2(") 

1 , í) 3 
1 ' () 7 

na 

') '20 
n,3n 

l!na confirmación de que esta onda no se de 

hia a la reducción del PLP se ohtuvo al hacer la póla­

rografía de la apoenzima, que presenta una onda con 

las mismas características que la holoenzima (tahla 

IV). 

Una razón de la irnposihi1i<lad de reducción 

del PLP solire fosforil:lsa h podría ser del)illo a ciue el 

PLP se encuentra ocluír1o en e] interior de Ja ca<lPna -

polipcptícHca. 

La apoenzima se prepara hacienJo reaccio-­

nar el PLP con cisteína, despues de que éste se "expo­

ne" por rnrtl io ele un tampón ''rleforrn~rnte" a haj R telT'ner~ 

tura (28). Por e] lo hemos intentado la re rlucdón r'lel -

rLP en presencia <le citrato ele imi<lazo1 a haja tcmncra 

tu r a , p ero s i n a ñ a ¡1J r e i s t e í n a cm e s e 11 e v n r í n e J r T. r . 
rn los polarogramas rea) izados en esas conr'licioncs nu~ 

de o1>servarsc una on ,la él un potencial ele sel'l.ioncla me-­

no s n r g a t i v o q u e e 1 o 11 t e n i_ rl o n a r a J a s o n <l a s <l e fo s fo r i 

Jasa y apofnsfori ]:isa en ~ . l icerofosfato (tarl;i V), lo 
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que indica que otras sustancia electroactiva se está -

reduciendo en el electrodo. 

El citrato de imjdazol tanto a esta tempe­

ratura como a 25 º C. no produce apreciahles efectos so­

bre la onda de l a apoenzima confirmando nuestra suposi 

ción. 

TABLA V 
Polarografía de fosforilasa en citrato de imidazol. 

enzima i (µA) -E 112 (V) t. ºC 

halo 0,7 0,95 3 
apo 1 '7 1 'o 7 3 
apo 1 '2 1 '1 6 25 

Fosforilasa 8µM en citrato de imidazol 0,4 \.! • pll neu- -

tro; Apofosforilasa 15µM en el mismo tampón. 
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3.2 SITIO DEL AMP 

Con el fín de sistematizar los result ados, 
es conveniente hacer una divisi6n entre los análogos -

con modificaci6n en la hase y aquellos en los que se -

ha modificado el azúcar o la posici6n fosfato, ya que 

como veremos posteriormente sus efectos sohre l a enzi­

ma son diferentes . 

3.2.1 ~IODIFICACIO~ES EN LA PARTE BASH:A 

3.2.1.1 Estudios de diálisis 

En estos estudios se ha pretendido v erifi­

car la competencia de los análo gos por los s i tios ele -

uni6n a 2SºC. ·Si tomamos como mo delo el resultado ohte 

nido para el desplazamiento <le l\MP radioactivo por l\ ~ 'P 

cualquier modificaci6n química, s a lvo la introducción 

de un grupo metilo en posici6n 6 , modifica la afinidad 

del compuesto por la enzima aunque es imposible cono-­

cer, por ahora, si dicha variación es atrihuihle a la 

modificaci6n de un equilihrio transconformacional. 

Desde el punto de vista del inhihidor alo~ 

térico, los resultados ohtenidos son similares, es de­

cir la glucosa-6-fosfato es desplazada con la misma -­

eficiencia que el AMP, es decir según los valores de -

f de la Tahla VI. a 
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TA.RLA VI 

Resumen de los resultados dél desplazamiento de .AMPC 14 

por diferentes análogos a 25ºC 

\Jucleóticlo 

AMP 
N - 6 - \.1eAMP 
\J -1 - \foAMP 

Cl.A.MP 
IMP 

3 . 2. 1. 2 Estudios cinéticos 

1 '2 
1 '2 
4 '2 
3,3 
2 'o 

1 , no 
1 ' f) () 

o' 20 
n, 36 
n , 6 o 

Los resultados se dan en la tahla VII, do~ 

de K112 (act.) es la concentraéión necesaria para pro­

ducir la mitad del máximo de actividad de cada nucleó­

tido. En las medidas de actividad dnicamente se han -­

considerado velociclacles iniciales, estando los valores 

m5ximos de actiVidad de los diferentes análo gos referi 

Jos al 100% de AMP. 

TABLA VII 

Datos cinéticos de la interacción fosforilasa h-nucleó 

tido a 25ºC. 

Nucl eó t ido 'fax. ac ti v. 1n4K112 (act.) coopera ti · 
vidad.105 

AMP 100 0,70 4 'o 
N-6-Mei\MP 85 0,70 4, n 
N-1-HeAMP 86 6,0 o' 5 5 

ClAMP 80 2,0 4,88 

El índice de cooperatividad se ha tomado como la rela-

Fundación Juan March (Madrid)



28 

ci6n entre el incremento de actividad y el incremento 

de concentración correspondiente al camhio en activi-­

dad. 

Puede observarse que la acción del N-6-MeAMP 

sobre la actividad es muy parecida a la del AMP, mien­

tras que el bloqueo del nitr6geno 1 tiene efectos muy 

importantes, especialmente sohre la cooperatividad. 

Como la fosforilasa es una enzima alosté-­

rica, hemos estudiado el efecto de diferentes concen-­

traciones de fosfato en el proceso de activaci6n según 

el modelo de 1--fonod (45). Bue (46) suponiendo que la -­

unión del :\HP a la enzima se prorluce únicamente en un 

estado conformaciona1 ohtuvo Ja ecuación 

[ " ]1/2 
V -V max 

[ 1 + ~] [ 1 + ~ l 
donde V es la velocidad inicial de Ja reacción catalí­

tica a concentración de nucléótido [A] y de fosfato 

[ r] , \' es 1 a ve 1 oc i el ad in j c i a 1 m á x i m a el e 1 a r f' a c - - -max 
ción a concentración de Fosfato constante, T. 0 ]a con s -

tante e.le ecp1i 1 ibrio transformacional rara las do s Fo r 

mas de en z im a Q y T en ausencia de ligando y Kn v K~ -

son respectivamente las constantes de disociac~6n de -

los complejos enzima-fosfato y enzima nuc1e6tido. Pn 

la figura 5 se da un ejemplo para observar que la 11nión 

de análogos a la enzima se produce según el modelo ~lo­

nod. Los parámetros alostéricos calculados para los cua 

tro nucleótic.los se dan en la Tahla VIII. 
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TABLA VIII 
Constantes alostéricas de los complejos fosforilasa ~ 

nucle6tidos a 2Sºr 

Nucle6tido Lo 10 2 K 1 o4 
KA p 

AMP 600 () '4 0,3 
N-6-~1eAMP ó o 2 '4 n, 2 2 
N -1 - ~1eAMP 40 2,4 1 '7 s 

Cl AMP 240 1 '7 n, 2 2 

) 

c(mM) 

Fig. 5 Efecto de la concentración de rl..\ \!P sohre la 

velocidad i nic i al catalítica.Concentraciones 

de fosfat o: e 3m~I; O 0m'1; A 18m~f; O 54 m~I. 

3.2.1 .3 Efecto de la temperatura 

El estudio m~s sistemático sohre la enzi­

ma se ha realizado a 4ºC por Bue y col. (47). !'Jo ohs­

tante hasta el presente momento los resultados ohteni 

dos se utilizan, considerándose válida su extrapo ~3- -
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ción, a 2SºC. Por esta razón, hemos estudiado la varia 

ción de la actividad en función de la temperatura. Las 

medidas se han realizado para cada nucleótido a 4, 10, 

16, 18, 25 y 30°C. Los resultados sé dan en la figura 

6, donde puede ohservarse que una representación de 

lag 1/K112 frente a 1/T no da una línea recta, sino 

que se produce una variación ahrupta en las pendientes 

en el rango de temperatura de 16-18ºC, independiente-­

mente del análogo estudiado, y que coincide con la pr~ 

viamente descrita para el AMP (48). 

t. .. s 

:E! 
" . 

l.5 1/ 
/ 

/ 

l / 

/ 
/ 

/ 

/j 

. .;... .- ·J . 
)-·~:;:T 

Uo 

Fig. 6 Variación de la K112 cinética de varios nucleó­

tidos con el inverso de la temperatura. 
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3.2.1.4 Valoración de cisteínas 

Los resultados obtenidos a 25°C con enzima 

sola muestran que es posible titular con DTNB dos resi 

duos cisteína por cada mol de monómero. Todos los nu-­

clé6tidos estudiados protegen la titulación de los dos 

SH citados aunque los mecanismos no parecen ser idénti 

cos. Así a baja concentración de nucleótido, se produ­

ce en algunos casos, un débil incremento en la consta~ 

te de titulación o hien para él N-1-MeAMP un incremen­

to de cooperatividad positiva. 

Los valores de las constantes K1 y K2 de -

semiprotección (los valores de las concentraciones de 

nucleótido necesarias para alcanzar la mitad de prote~ 

ción de las dos cisteínas lentas SH 1 y Sf1 2), se dan en 

la tabla IX. 

TABLA IX 

Constantes de semiprotección de los grupos cisteína. 

Nucleótido 

AMP 
N-6-MeAMP 
N-1-MeAMP 

ClAMP 

4,7 
0,75 
2,5 
0,70 

3,3 
0,45 
2 'o 
o '1 5 

3.2.2 MODIFICACIONES EN OTRA PARTE DE LA MOLECULA 
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3.2 . 2.1 Estudios cinéticos 

tahla X 

Nucleótido 

AMP 
HIP 

dAMP 
dl'1P 

.t\MP-2' 
M1P-3' 

IJn resumen de los resultados se da en 1 a -

Tt\BLA X 

natos cinéticos a 2SºC 

0,65 
9,0 
4 '2 
6,4 

1 '2 
1 '6 

% t\ct.o inh. máximo 

100 
1 3 

4 '7 
1) '8 

70 
70 

Todas las experiencias se han realizado a una concen-­

tración 12m\1 de fosfato inorgánico y 2 ,Sm ~ l de residuos 

glucosa de glucógeno. 

fn la figura 7 puede verse cómo afecta el 

fosfato a la inhihición de la actividad residual de la 

fosforilasa h por t\MP-3' a 25ºC. F.l proceso no presen­

ta características de cooneratividad positiva, siendo 

la inhihición máxima totAl aproximadamente indepen~i e ~ 

te ele la concentración de fosfato inorgánico, aunqu e a 

9,6 m~f la inhihición se prorl11ce despues de un ligero -

aumento de la actividad residual. 

La inhihición de la fosforilasa h por A~P-

2' a diferentes concentraciones de fosfato, se muestra 

en la figura 8. El porcentaje máximo de inhihición es 

el mismo que el del A~P-3', pero sin emhargo el proce­

so <la lugar a una ligera cooperativida<l positiva <lepe~ 

client e <le la concentración de fosfato. Hasta concentra 

ciones 12m'1 de fosfato, éste aumenta la cooperatividad 
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z 3 " [4MPJ') (mM) 

fjg, 7 Efecto Jel Fosfato en la inhihici6n <le la cnzi 

ma pro<luci<la nor el .\MP-:)' .roncentr::tciones de 

fosfato: O 2.4mM ; e n.fimM ; /l OPlM. 
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2 .4 6 
' ~P2'1 . CmMl 
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Fj~ . ' Efecto <l~l fo5fato en la inhi~ici6n <le la enzi 

rna prorlucicla u.or el A. ,MP- .2 ·'. Conc.entracionrs de 

fosfa:to: • 2 .• 4m,M: • 9 .f1T1M; e ,13mM. 
t •. -< 
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del proceso de inhihición por \''P-2' y disminuve las -

Ki de : \~IP-2' y AMP-3'. Por f'ncima de esta concentra--­

ción el efecto se invierte en amhos casos. 

f:n la figura 0 se muestran los resultados 

obtenidos para el d P. 1P. f:n este caso. puede apreciarse 

una activación muy d6hil, así corno una dependencia de 

ésta con la concentración de fosfato. !\una concentra­

ción <le fosfato 0,fim'I é1 nivel de activación es mínimo 

alcanzando únicamente un valor ele] 1 f'íl%, mi entras que 

a otras concentraciones se 1lega a un 2nn~ . de la acti­

vidad residual. fl proceso nrcsenta cooperatividad no­

sitiva, corno pu<'clc verse en una representación de in-­

versos, aunque disminuve a a1tas concentraciones de -­

fosfato. 

Los resultados ohtenidos con el dl\~ 1 P a di -

versas concentraciones de fosfato se muestran en la fi 

gura 10. Puede apreciarse nue a elevadas concentracio­

nes de dA'1P, se produce una disminución de la activa-­

ción inducida en la enzima. T.a concentración ele cll\\1P -

precisa para el comienzo de esta seguncla región de la 

curva de activación es función de la concentración de 

fosfato, produciendosc en este caso las mismas anoma-­

lías descritas anteriormente. 

TJn análisis de la figura 1 O, muestra que -

la primera región de la curva sigue .el tratamiento des 

crito para análogos en la hase, lo que nos permite oh-
. - 5 . . 

tener valores de KA=7.1n · y Lh=1sn-2nn. 
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3.2.2.2 Efecto de la Temperatura 

Los resultados obtenidos, se dan en la fi­

gura 11 . Puede ohservarse de la misma manera que en el 

caso descrito de análogos en base, una discontinuidad 

aproximadamente a 16ºC aunque en este caso existen di­

ferencias mu y netas entre el dl\MP y dIUP y Jos demás -

compuestos. 

Los resultados indican que la temperatura 

de transición no se ve modificada apreciablemente por 

alteraciones en el entorno de los sitios de unión de -

AMP en la enzima , aunque son capaces de producir gran­

des modificaciones en la activación, valoración de ci~ 

teínas lentas y agregación, a excepción del caso del -

dAMP. 

3.2.2.3 Estudios de diálisis 

Los resultados indican que el dIMP despla­

za muy mal el AMPC 14 a 25°, lo que está en discrepan-­

cía con los valores obtenidos a 4° por Ruc y col.(47), 

pero• que quizá puede explicarse ante el comportamiento 

anormal de dicho compuesto, que no es capaz de recono & 

cer la transición inducida por la temper a tura. 

Por otra parte el A~~P-2' y l\MP-3' despla- -

zan completamente a 2Sºr. al AHP radioactivo, mientras 

que e] dA~1P únicamente es capaz de desplazarle en un -

sn i , de acuerdo con loe; resultados ohtenidos a 4ºC(47) 

Fundación Juan March (Madrid)



37 

1 
1 6 

1.lQ 3.lio 

Fig, 11 Efecto <le la temperatura sobre los valores de 

K112 de activaci6n o inhihici6n. 
Las constantes de semidesplazarniento se -­

dan en la tahla XI 

Va lores de las 

~ucleótido 

_1\JfP 

AMP-2' 
AMP-3' 

d./\MP 
dIMP 

TABLA XI 
constantes <le semidesplazamiento de 

,1\MPC 14 

4 10 K112 K112 relativa 

1 , 2 
1 , 2 s 
1 's s 
4 

1 () 

1 
34 
37 
1 7 
36 

El estudio del desplazamiento del inhihi-­

dor alostérico, como en el caso anterior, da lugar a -
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competici6nes, con constantes id~nticas a las del AMP. 

Sin emhargo existe en estos compuestos una pr6funda di 

ferencia en su comportamiento con respecto al inhihi-­

dor alostérico, glucosa-6-fosfato. En todos los casos, 

son capaces de producir un desplazamiento de Gnicamen­

te un 50% , lo cual es indicativo del importante papel 

de los grupos -OH de la rihosa y del fosfato, en esta 

competición específica. 

3.2 . 2.4 Valoración de cisteínas 

Las curvas de protección de las dos cistei 

nas lentas presentan un háhito diferente, sigmoideo o 

hiperbólico, para los diferentes nucleótidos. Así la -

valoración del grupo -SH 2 por el IMP y de los dos -SH 

lentos por el dIMP y dAMP siguen una variación hiperh~ 

lica. 

En la tahla XII se han resumido las cons- ­

tantes de titulación de los grupos (SH 1) y (Sll 2). Los 

valores del porcentaje de protección máxima,p, de cada 

SH por cada nucleótido, se han ohteni clo a part i r de 1a 

relación entre el valor de la constante de velocidad -

a alta concentración de nucleótido y la constante de -

velocidad de valoración de ese Sil por DTNB cuando se -

halla la enzima sola, sin nutleótido en disolución. 

Fundación Juan March (Madrid)



39 

TABL\ XII 

Hesultados de 1 2. protección de los S!l lentos contra -­

DTNB a 2SºC. 

Nucleótido 4 4 1íl K112 csn 1) r 10 K112 (SH 2) r 

A'1P 4 '7 7 s 3,3 7S 
H!P 6,S S2 2 '8 so 

dAMP 8 '4 87 s '7 92 
dIMP 7 's 35 2 '8 sn 

AMP-2' 6,7 S8 9,2 6S 
A~IP-3' s '7 52 2 's so 
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3. 3 HODIFIC:/\Cin~ nF. TI'ROSINAS 

3.3.1 USO DE TNM 

3.3.1.1 Inactivación 

Con el fin de que el marcaje con TNH fuese 

lo más selectivo posihle se utilizaron relaciones <le -

TNM/F de 1 a 1 O (figura 12). Si la relación era peoue­

ña, no se conseguía una pérdida total de activi.<lacl, :-­

aún despues de cinco horas <le reacción, alcanzándose -

una inactivación límite a las tres horas. ron el fin ~ 

de revertir en lo posihle la oxidación de grupos Sil, -

en todos los casos la reacción se paraha con ~ . lf, i ncu­

hándose en este medio durante dos horas, 

Como se puede aprecia r en la figura 13, la 

enzima es protegida totalmente de la inactivación a re 

laciones molares de TNM/F suficientemente pequeñas, 

aunque al aumentar <licha relación decrece la efectivi­

dad de la protección. En las -con<lici.ones en que se con 

sigue una total pérdida de actividad, la presencia de 

AMP protege a la enzima de forma que únicamente se con 

sigue un SO\ de la inactivación, aproximadamente. 

3.3.1 .2 Estudio de tirosinas y cisteínas 

nespues de la reacción con T~\f y previ ame!!_ 
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4 6 8 10 

RC?lacion malar TNM / Fosforilasa 

Fig. 12 Inactivación de fo~forilasa por tratamiento 

con TNM a pH=8.Fosforilasa:7.9µM. Tiempo de 

reacción: O 20; e SO; tl 135 y A 270 min 

te a la determinación del número de amhos restos amino 

ácidos, el exceso de reactivo y productos que interfe­

rían en la medida se eliminahan mediante una columna -

de sephadex G-25. 

Los resultados de la determinación del nú­

mero de nitrotirosinas se han resumido en la figura 14 

Puede ohservarse que para conseguir la modificación de 

un resto de tirosina, es necesario utilizar una rela-­

ción TNM/F igual a 10 para los tiempos de incuhación -

utilizados (2 horas). 
En la misma figura se puede observar que -

la inactivación de la enzima se debe principalmente a 
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100 200 

Ti...,,po (mln.) 

Fig. 13 Efecto del AMP so~re la inactivaci6n de la fns 
fo r il as a tratad a con T NM a p H 8 . Fo s fo r il a s a : 

8.0µM. Relaciones TNM/fosforilasa: (O) 2 . 6 con 

AMP 2mH; Ce) 2.6 sin AMP; (Q) 6.0 con AMP Zm ~ !; 

y (.A) 6. O sin AMP. 
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Fig. 14 Inactivaci6n y modificaci6n de tirosinas y cis 
teínas, por mon6mero de enzima, en funci6n de 

la relaci6n molar TNM/F. (e) inactivaci6n; (0) 

nº de tirosinas; CA) nº de cisteínas modifica-

das. 
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la modificaci6n de los grupos -Sil de la fosforilasa, y 

únicamente cuando la pérdida de actividad es superior 

a un 70%, comienza a ser significativa la modifieaci6n 

de tirosinas. 

El AMP protege, de su titulaci6n, a un gr~ 

po SH y s6lo parcialmente a una tirosina, lo cual hace 

suponer que en el sitio de uni6n del AMP a la enzima -

se encuentran implicados amhos residuos, o bien que -­

existe una cierta interrelaci6n entre ellos. 

Una estimaci6n de la uni6n del AMP a la en 

zima que hahía reaccionado con TNM (t=2h. TNM/F=líl) se 

realiz6 por cromatografía de gel, ohservando que s6lo 

se fijaba un 42% del que se unía a la enzima nativa en 

las mismas condiciones. 

3.3.2 uso DE LA SAL nn FREMY 

Antes de efectuar el marcaje en la fosfori 

lasa, se ha estudiado su posihle reacci6n con tirosina , 

mercaptoetanol, cisteína y PLP. En todos los casos la 

reacci6n se ha efectuado de tal forma que la relaci6n 

sal de Fremy/compuesto fuera igual a 10 . Unicamente la 

reacci6n result6 positiva en el caso de la tirosina. -

El producto obtenido presentaba dos handas de absor--­

ci6n con máximo a 300 y 450 nm, correspondientes al 2-

carboxi-5,6 dihidroxi indol, formado por ciclaci6n in­

tramolecular a través de una reacci6n de adici6n (22). 

Fundación Juan March (Madrid)



44 

3.3.2.1 Inactivación 

A concentración alta de reactivo, se prod~ 

ce una pérdida total de actividad, incluso con peque-­

ños tiempos de reacción. No ohstante, a relaciones mo­

lares SF/F no superiores a 10, la inactivación era com 

pleta Gnicamente a los 45 minutos (figura 15), pudien­

dose estimar el periodo de semirreacción en unos cinco 

minutos. En repetidas ocasiones se verificó que la pé~ 

dida de actividad no era reversihle por incuhación de 

la enzima marcada con MR, durante 1 hora a 30ºC . 

El espectro de la enzima marcada posee un 

máximo a 500 nm, un homhro a 380 y una tercera handa a 

310-320 nm, difícil de determinar dada la fuerte ahsor 

ción que en esta región presenta el PLP de la enzima. 

IOO 

80 

:: 60 
o 
<( 
o 
:; 
¡: 4 o 
';¡i 

20 

10 20 30 40 

Tinipo ( mln ) 

Fig. 15 Inactivación de fosforilasa (c=11 .8µM) por tr~ 

tamiento con sal de Fremy a pH=7.5. Relación -

molar sF/F = 9,3. 
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Dichas handa s permanecían despues de pasar la mezcla -­

de reacc i ón po r Sephadex G-25. La ~anda a 380 nm (22) 

sería atrihuihle a la o-henzoquinona, siendo por ahora 

desconocido el origen de las bandas de son y 310-320 -

nm. 

3.3.2.2 Protección por AMP 

Corno puede observarse en la figura 16, el 

AMP a una concentración 1rnM ejerce una protección sen ­

sible sobre la en z ima , ya que aún a relaciones de sF/ F 

del orden de 10, la enzima conserva una actividad del 

7 5%. 

Con ob j eto de aclarar si la protección --­

e jercida por el AMP t ien e alguna relación con l a s ti ro 

sinas oxidadas simu l táneamente a la desac t i va c i ón , se 

estudi ó paralelamente a este proceso el núme ro de ti ro 

sinas modif i cada s po r ahsorción ultraviol e t a. Los re~ ­

sultados se muest r an en la tahla XIII. 

TABLA XIII 

Influencia del AMP sohre la inactivación y oxidación -

de tirosinas, de l a fosforilasa tratada con sal de Fre 

my. 

AMP(rnM) 

0,0 
1 'o 

actividad ('t,) 

0,0 
75 

fosforilasa, 11µM. Relación molar sF/F=10. 

nº tiros.inas 
modificadas 

1 '8 
o' 4 

El comportamiento de la enzima, parece ser 
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diferente a bajas y altas concentraciones de enzima, -

(49), raz6n por la cual hemos efectuado las mismas ex­

periencias anteriores a una concentraci6n de enzima de 

30µM. Los resultados pueden observarse en la tahla XIV 

La protecci6n ejercida ahora por el AMP 
frente a la inactivaci6n es mucho menos efectiva. 

TABLA XIV 

Inactivaci6n de la enzima por sal de Fremy. 

AMP(mM) actividad 0) nºtirosinas 
modificadas 

o,o 
1 , o 

() 

1 n 

fosforilasa, 30µM. Relaci6n molar sF/F 11. 

100-1 . 

~1--._±AMP 
80 ----._ 

;:: 60 
1 -

" \ 
.. 
" :~ 40 
u 

"' 
20 

-AMP 

4 6 8 10 
R~lacion molu 

4 
3 

Fig. 16 Inactivaci6n de fosforilasa (c=11,8µM) por trª­

tamiento con sal de Frerny a pll 7;5, durante 45 

minutos. 
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3.3.2.3 Cin ética de reacción 

Fué s eguida ohservando el aumento de ahso~ 

bancia a 500 nm. El'período de semirreacción coincide 

con el encontrado para la pérdida de actividad en fun­

ción del tiempo. Los resultados pueden ajustarse a una 

cinética de pseudo primer orden con una constante de -

velocidad k=970 min- 1 "1-
1 . Esta cinética corresponde-­

ría a la oxidación de las prácticamente dos tirosinas 

que son modificadas en estas condiciones. 

La cinética de la reacción, seguida a sno 
nm, a concentraciones altas de enzima, ofrece caracte ­

rísticas diferentes. 

Así, usandri la misma relación molar sF/F -

igual a 10, cuando la concentración de fosforilasa es 

del orden de 13µM, ohtenemos una sola etapa en la cin~ 

tica. No obstante cuando la concentración es del orden 

de SOµM, se pueden distinguir dos etapas, una de ellas 

con una velocidad similar a la encontrada a haja con--
., k 660 . - 1 ,,-l cen trac1on, = m1 n ~, y otra con una constante -

de velocidad un poco inferior k=210 min- 1 ~-l. 

Evident emente estos resultados demuestran 

que el comportami ento de la enzima a alta concentra--­

ción es diferente del que presenta a concentraciones -

inferiores a 1SµM. 
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4.D I Sr. lJ S I O N 

4.1 SITIO DEL PLP 

4. 1 • 1 '10DO DE lJNION A LA F.NZ IMf\ 

Los resultados obtenidos demuestran que el 

aducto formado por PLP y hexilamina en disolventes ap~ 

lares es una hase de Schiff y no una carhinolamina.Por 

ello los trabajos que demostrahan que en la fosforila­

sa y en este aducto existían las mismas estructuras, -

conducen a la reafirmación del modelo propuesto para -

la unión del PLP a fosforilasa ( 8). 

Además este modelo nos permite medir la p~ 

laridad del sitio de unión del PLP a fosforilasa que • 

resulta ser de z~69,8. La enzima reducida tiene la hol 

sa hidrofóhica algo más ahierta Z=81. Este mismo mode­

lo nos permite calcular la polaridarl del sitio I riel -

complejo PLP-alhGmina como Z=75 y la del sitio TI, mu­

cho más ahierto como Z=87. 
En otras enzimas en las que el PLP está -­

unido en forma de hase de Schiff se puede calcular la 

polaridad de la holsa de una manera simple con este mo 

delo, midiendo la relación de absorhancias a 335 y 415 

nm. 
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Sil lentos han de hallarse relacionados con los fenóme­

nos asociados a la interacción ele la adenina con la en 

zima. Esta conclus ión se ve apoyada por el hecho de 

que "solo" la mo cJ ificación en el N(1) del anillo de 

adenina, es la que provoca la más drástica disminución 

en el porcentaje de protección máxima de amhos grunos 

SH. En el caso de análogos en l--iase, amhos Sf! lentos -­

eran protegidos exhihiendo caracterfsticas de coonera­

tividád positiva en el proceso de protección en fun--­

ción Je la concentración c1e nulceóticlo. f1 p1p sin em­

hargo aunque es un análogo en hase de l i\~'P presenta un 

comportamiento diferente <lel de los demás ya que el 2° 

grupo SI! no es protegido cooperativamente en este caso 

lo cual permite concluir que las diferencias en el pr~ 

ceso Je activación del 1'\l1IP e T'IP provienen ele una c1ifs:_ 

rente acción estructural de éste sobre la enzima oue -

conduce a un estado conformacional dimérico en el caso 

Jel P.1P incapaz de tetramerizar. Ln cooperabviclacl en 

los procesos de protección de los SH lentos se pierde 

completamente en el dA~ IP y d IMP, aunque no en los inhi_ 

hiclores /\.;\IP'Z y AHP'3; lo cual demuestra que la connc­

ratividacl en las t r ans i ciones conformacionales no ha -

ele corresponder nec·esa ri amen te con 1 a cooperatividacl -

en los procesos ca t alíticos ni con la elevación o cl i s -

minución de la vel ociclacl de 1 a catil1isis. 

Kº •. l 

Al comparar las constantes cinéticas Ka o 

r elativas ele Jos diferentes nucleótídns cst11c1iar1os 

a 4ºC y ZSºC s e ohserva q11e e] estado conformacinnal -

e s t ah i 1 i z a c1 n a l ~ a j a t em 11 f. r a tu r a ( < 1 (, º r ) r H' s en t a t in ri -

mayor selectiviclac1 estructural hacia las tres part es -

ele la mólécu1a de AMP . 
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4.2 SITin T)fL PIP 

4.2.1 ANALOGOS EN LA BASf 

La activaci6n <le estos análogos puede estu 

diarse según el modelo de ~onod (45). 

Los resultados (tablas VII a IX) podrían ~ 

interpretarse suponiendo que la enzima se une directa­

mente al nucle6tido por el nitrógeno 1 del anillo <le -

adenina, o bien que la int e r acci6n í:osforilasa h- anál.2_ 

go de AMP se llehe principalmente al carácter aromático 

<lel anillo de adenina. Contra esta ~ltima hip6tesis -­

hay que objetar .sin emhargo la mnnor afinidad de Jos -

derivados N-óHe A\lP y Cl..\HP. 

Los nucle6ti<los poseen mayor afini<larl para 

1a enzima a temperaturas Menores rle 1fi-18ºr, lo cua1 -

hace pensar en un camhio confonnacional a estas teJ11pe­

raturas. Este camhio se ohserva con casi todos los aná 

lagos, por lo que nos inclinaJ11os a pensar que dehe ser 

una propiedad de la enzima más que del comyilejo riucleó 

tido-enzima. 

La valoraci6n <le las dos cisteínas lentas 

a 2SºC es diferente <le la ohienida a 4°C (47) en nre-­

sencia de AMP 1m\f. Bajo las últimas condiciones, la en 

zima está en forma tetram6rica. Para dilucidar la ra-­

zón de las discrepancias, hemos titulado las cisteinas 

con DTNB a 2SºC bajo condiciones de tetramerizaci6n -­

( 10 - 2' 1 A~ 1 P y 2 , 5 8 m g / m l <l e en z i m a ) , c o i n c i cli en rl o p e r - -

fectamente. Es decir, en el estado tetramErico, única-
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mente es pos]hle titular un Sll por monómero. Las dos -

formas más simples <le explicar la no reactivida<l de es 

te grupo Sil podrían ser, que se hiciera inaccesihle al 

TITNB o bien que se forme un puente <lisulfuro. Pn el 

proceso de tetramerización ·inducido por el .t\~IP se h<1 -

encontrado un valor entálpico de -69 Kcal/mol (49) c¡ue 

coincide con el de formación de puentes disulfuro (-67 

Kcal/mol). Por otro lado de los datos de Wang puede d~ 

duc]rse que el calor dehirlo al proceso de tetrameriza­

ción (en presencia de R-~ercaptoetanol, y por lo tanto 

sin implicar los SI!) es mucho menor (51). Por lo tanto 

aunque es <li Ficil decidir entre amhas posi~ili<la<les, -

podemos decir razonahlemente c¡ue posihlcmentc ocurra -

la segunda 11ipótesis. 

Si se comparan los resultados ohtenidos en 

la tahla VIII, está claro que pequeRas variaciones en 

la unión de la hase dan lugar a un gran camhio en la -

afinidad de la enzima hnci~ el fosfato, lo c11al Ílnica­

mente puede entenderse si el sitio de unión del l\MP y 

el fosfato, se cncuentrn.n rróx]mos en la enzima. 

4.2.2 ANALOC.OS f.N OTRA Pl\RTE DE LA MOLEClJLA 

En este caso puede observarse que la valo­

ración de los grupos cisteína lentos de la fosforilasa 

h en presencia de los diferentes análogos de l\MP mues­

tran que los cambios conformacionales producidos son -

muy diferentes, sig11iendo la protección mecanismos muy 

el i ferentes. La comparación ele estos resultan os con los 

de análogos en hase, permiten concluir que Jos grupos 
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T.ns con 1 rlejos r r,r-cistefnn, l:-is hac;cs c1P -

Sc11iíf ele] PT,P, y E'] n1 isn10 rr,r, presentan, en c1isnl11-­

ción ncuos.1, ondas cnn p0tenci<iJes c1e onda mcclia mcr>os 

nc¡;ativos r¡11e -1,n volts. Si en la enzima o en e1 cori­

p 1 f' j o P L r -n 1 h lÍ r1 i n a ( s i t i o T) s e e T' c o n t r a r a p re s en t e a l.. 
p,una ele 1:-is estructuras rerresentadns por estos comrl~ 

jos en mrJio acuoso, eleheríamos ohtener una onda a 

esos potenciales. Puesto que no ocurre así, podemos 

concluir que llichas e·structuras no se encuentran en lét 

enzima uniendo al PLP. fsto significaría que el sitio 

del PLI' en fosforilasn, <isf como el del PLP en albúmi­

na (sitio I) no tiene car~cter hi<irofilico, confirman­

elo 1os rcsultaclns ele espectroscopiH y fluorescencia. 

f:1 complejo PLP-::inúmin::i (sitio TT) prese~ 

ta una on<la a un potencial próximo a -0,9 volts. fsto 

sugiere que la [osforilasa en un medio " cleformante" co 

mo el citrato tle imielazo] 0,4 '' 11ehc dar una onc1H po]!'!_ 

ro g ráfica a pll neutro. rfectivamente a nll neutro, y a 

haja temperatura, se nht]ene una oncla con un potenci<il 

ele on cla PlC'cli;:i próximo a -'1,'lS volts, inientr;:is crne, en 

1;:is Plisp1;:is con 1liciones, la apoenzim:-i sir:11e (1 anclo Jn on 

cl;:i catalitica a poteT'ciales i:le -1,1 volts. 

roelcmos, ahora, clar una explicación al ~e­

cho ele que t;:into la eniima como e] complejo PLP-alhúmi 

na (sitio I) no p11edan ser reduci<ios con 'fa.B1T 4 , a pfl -

neutro: la especie activa del \/anJT 1 en agua, RT1 3 ,(SO), 

tiene un potencial anóclico ele an cla me<iia de -0,64 volt 

s i en tl o p o r c o n s i r, u i e n t e i m ro s i 1~ 1 e , ro r r a z o n e s t e rm o el i 

námicas, la reducción ;:i pll neutro de] PLP tanto en el 

e o m r l e j o P T. P - ;:i ] 1, ií m i n n ( s i t i n T ) , c n m n e n f o s fo r i 1 ;:i s a . 
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4 • 3 • 1 U S n D f: T ;-\"-1 

Como consecuencia de Jos experimentos des­

critos en 3.3.1, se encontr6 que era necesaria una re­

laci6n molar TNH/F al menos igual a 10 para conseguir 

la total inactívaci6n, pues relaciones molares inferio 

res conducían a inactivaciones parciales (fig. 12). -­

Usando aquella relación, el tiempo n~cesario encontra­

do era de dos a tres horas. Dicho tiempo coincide con 

el necesario para conseguir una estahilida<l en el in-­

cremento de ahsorhancia a 38n nm. 

~icho tratamiento da lugar R la mn<lifica-­

ción de una tirosina v cuatro cisteínas, cu;:i.ndo l;:i. --­

inactivación es totaJ. 

4. 3. 2 !JSO ílE SJ\L íl [ FnE''Y 

I.a in activación rie la enzima era práctica­

mente completa cu ando se utilizaha una cantidad de sal 

de Fremy tal que la relación molar sF/F era aproximad~ 

mente igual a 10. Utilizando estas condiciones se rea­

lizó el espectro de la enzima tratada con sal <le Fremy 

apareciendo tres bandas, con máximos a 310-320 nm.,380 

nm. y 500 nm. La handa que ~parecía a 380 nm, lo hacía 

en todas las condiciones en qne se realizaron los expE_ 
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rimentos, utilizando diversas concentraciones de enzi­

ma y de sal de Fremy, e incluso cuanclo la fosfori]asa 

se "ahría" con altas concentraciones de guanirlina. r.s­

ta banda, además, resul taha s-er proporcional al número 

<le tirosinas que se modificaban con sal de Fremy, dete~ 

minadas por análisis de aminoáciclos y por el método de 

Edelhoch (52). Por estas razones, esta última hancla fué 

la que se utilizó en el cálculo del número de tirosi-­

nas que se modificaban por el tratamiento con sal de -

Fremy, hahiendose ohtenido uti E de 700 a 380 nm. 

Con este reactivo se ha podido comproh a r -

que existen 34 tirosinas por monómcro. ne ellas 1~ es­

tán ocluidas en el interior ~e la proteína y son inac­

cesihles a este reactivo. ne las otras diez y ocho só­

lo dos son muy reactivas y son decisivas en mantener -

la actividad catalítica ele la enzima, pues su mo cli Fic~ 

ción es concomitante con la pérdida de la actividad c~ 

talítica. Por otra parte, la presencia de ~ ~ fP protege 

a la enzima de la citada p~r<lida ele actividad, y, si-­

multáneamente, de la reacción ele las dos tirnsin;is eme 

se modifican en ausencia de \~'P, en una extensión simi 

lar. Este resultado contrasta con el ohteniJo por ~nea 

ce et. al. (20), quienes por reacción a temperatura o~ 

<linaria con ~:..acetilimiclazol, encuentran ciue el , \ ~ IP no 

protege ele la pércl ida <le actividad, aunque sí lo hace 

de la reac~f6n de algunas tirosinas. Por el contrario, 

a OºC el A~fP protege ele la inactivación y ele la reac-­

ción de dos tirosinas con N-acetilimiclazol. 

Amhos hecho~: inactivación y protección 

por AMP implican que 1-2 tirosinas se encuentran en el 

sitio catalítico, en el sitio del AMP, o hien en 11n si 
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tio con fuertes interacciones }1eterotrópicas sol' re el 

activador alostérico. Tenienrlo en cu enta c¡uc una tiro­

sina se ha encontrado en el p~pti<l6 implicado en la 

unión del J\~IP a la fosforilasa (53), nos inclinamos 

por la posihilidad de que 1-2 tirosinas se encuentren 

en el sitio del efector. "mhas tirosinas no son cinéti 

camente distinguibles, pero cuanclo se utiliza un reac­

tivo como el TNM, solamente puede ser modificada una -

tirosina como máximo, inrlicando esto c¡ue posihlernente, 

Je las <los tirosinas modificadas con sal de Premy, una 

J e ellas es más reactiva que la otra y Gnicamente se -

pu eden diferenciar c1wntlo se utiliza un reactivo cn1e -

presenta menos afinidad por tirosinas que la sal <le -­

Fremy, como es el T~M. ~o se puede desechar, nor consi 

guiente, la posihilicla<l r~e eme sea solamente 11na, la -

tirosina que está implicada en el sitio <lel .\.MP. 

C:uando se utilizan concentraciones muy cH­

ferentes de enzima, los res11l taclos no son comparahles 

totalmente. 'luy recientemente uno ele los autores ha e!!. 

contrado evidencia ele que la enzima presenta un compor_ 

tamiento clistinto a lo largo del rango de 1-5 mg/ml a 

temperatura amhiente (49). Como se detluce de estos re­

sultados, cuando la concentración de fosforilasa es su 

perior a 3 mg/ml observamos que el efecto de protec--­

ción que ejerce el "MP prácticamente llesaparece y, ade 

más, los resultados <le la determinación del nGmero de 

tirosinas modificadas son diferentes en este rango de 

concentración. Evidentemente se hace necesario prolon­

gar estos estudios utilizando otros paiámetjos adicio­

nales que pudieran dar más luz a este hecho. 
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57. - Estudios sobre la expresión genética de virus animales./ 
Luis Carrasco Llamas. (Medicina, Farmacia y Veterinaria. 
Exrranjero, 1975). 

58. - Crecimiento, eficacia biológica y variabilidad genética en 
poblaciones de dípteros./Juan M. Serradilla Manrique. 
(Ciencias Agrarias. Extranjero, 1974). 
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59. - Efectos magneto-ópticos de simetría par en matales 
ferromagnéticos./ Carmen Nieves Afonso Rodríguez. 

( Fz'sica. España, 19 75). 

60.- El sistema de Serv.et./ Angel Alcalá Calve. (Filosofía. 

España, 19 74). 

61. - Dos estudios sobre literatura portuguesa contemporánea. / 

David Mourao-Ferreira y Vergilio Ferreira. (Literatura y 

Filología, 1977). 

62. - Sistemas intermedios. /María Manzano Arjona. (Filosofía. 
España, 1975). 

63. - A la escucha de los sonidos cerca de T,, en el 4 He líquido. / 

Félix Vida! Costa.( Física. Extranjero, 1974). 

64. - Simulación cardiovascular m ediante un computador híbrido. 

José Ramón Farré Muntaner. (Ingeniería. España, 1976). 

65. - Desnaturalización de una proteína asociada a m embrana y 

caracterización molecular de sus subunidades. /José Manuel 
A ndreu Morales. (Biología. España, 1976). 

66. - Desarrollo ontogénico de los receptores de membrana para 
insulina y glucagón. / Enrique Blázquez Fernández. 

(Medicina, Farmacia y Veterinaria. España, 1976). 

6 7. - La teoría de los ju egos semánticos. Una presentación. / Juan 
José A cero Fernández. (Filosofía. Extranjero, 1974). 

68. - El problema de la tierra en el expediente de Ley Agraria. / 
Ma1garita Ortega López. (Historia. Espai'í.a, 1976). 

6 9. - Razas vacunas autóctonas en vías de extinción. 

(Aportaciones al estudio genético)./ Migu el Vallejo Vicente. 

(Medicina, Farmacia y Veterinaria. España, 1976). 

70. - Desviaciones del sistema y de la norma de la lengua en las 

construcciones pronominales espaifolas. / María Antonia 

Martín Zorraquino. (Literatura y Filología. España, 19 74). 

71 .- Sociolog(a del ejército español en el siglo XIX. / Fernando 

Fernández Bastarrech e. (Historia.. España, 1977). 

72. - La filosofía hegeliana en la España del siglo X IX. / Juan 

Francisco García Casanova. (Filosofía. Espaifo, 1976). 
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73. - Procesamiento de datos lingüísticos. Modelo de traducción automática 
del español al alemán. / Montserrat Meya Llopart. (Literatura y Filologz'a. 
Extranjero, 1976). 

74. - La Constitución de 1931 y la autonomía regional. /Adolfo Hernández 
Lafuen te. (Ciencias Sociales. España, 19 76 ). 

75. - El modelo constitucional español del siglo XIX /Miguel Arto/a Gallego. 
(Historia, 19 79 ). 

76. - Estudio de la susceptibilidad magnetoeléctrica en el Cr2 0 3 policristalino, 
por el método de la constante dieléctrica. /Rafael C. Mart(n Pérez. 
(Ciencias Físicas. España, 19 70). 

77. - C-14 y Prehistoria de la Península Ibérica. / M. Almagro-Garbea, 
F. Berna/do de Quirós, G. A. Clark, R. de Balbz'n-Behrmann, 
G. Delibes, J. J. Eiroa, U. Espinosa, M. Fernández-Miranda, 
M. D. Garra/da, A. González, M. González, F. Gusi, P. López, 
B. Martí, C. Martín de Guzmán, A. Morales, A . Maure, C. O/aria, 
M. Sierra y L. G. Strauss. (Reunión celebrada en la Fundación 
Juan March el día 14 de abril de 1978). 

78. - Cultura en periodismo. / Manuel Martín Serrano, Juan Ramón Masoliver, 
Rafael Cante Oroz, Carlos Luis Alvarez, Amando de Miguel, Manuel 
Seco, José Luis Abellán, André Fontaine. (Seminario de "Cultura en 
periodismo ", celebrado en la Fundación Juan March, los días 26 y 27 de 
junio de 1978). 

79. - Las Giberelinas. Aportaciones al estudio de su ruta biosintética. / 
Braulio M. Fraga González. (Ciencias Agrarias. Extranjero, 1976). 

80.- Reacción de Amidas con compuestos organoalumínicos. /María Dolores 
Guerra Suárez. ( Quz'mica. España, 1976). 

81. - Sobre Arquitectura Solar. / Guillermo Yáñez Parareda. (Arquitectura y 
Urbanismo. España, 1974). 

82. - Mecanismo de las reacciones de iodación y acoplamiento en el tiroides. / 
Luis Lamas de León. (Medicina, Farmacia y Veterinaria. España, 1977). 

83.- La Economz'a y la Geomatemática en prospección geoquímica. /Carlos 
Dz'ez Viejobueno. (Geología. España, 19 7 6). 

84. - Nitrosación de aminas secundarias como factor de carcinogénesis 
ambiental./ José Repollés Moliner,. (Quz'mica. Extranjero, 1975). 
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85. - Las enseñanzas secundarias en el Pais Valenciano. / Mari'a José Sirera 
Oliag. (Ciencias Sociales. España, 19 77). 

86. - Flora y fauna acuáticas. /José Manuel Viéitez Mart{n, Ricardo Anadón 
Alvarez, Jesús Angel Ortea Rato, Isabel Moreno Gistillo, Manuel Rubió 
Lois, José Girlos Pena Alvarez, Marz'a Rosa Miracle Solé. ( 1/ Semana de 
Biologi'a. Conferencias-coloquio sobre Investigaciones biológicas 19 79 J. 

87. - Botánica. / Salvador Rivas Marti'nez, Arnoldo Santos Guerra, César 
Gómez Gimpo, Miguel Carravedo Fantova, Nicolás Jouve de la Barreda, 
Fernando Pérez Gimacho. (JI Semana de Biolog{a. Conferencias-coloquio 
sobre Investigaciones biológicas 19 79 ). 

88. · Zoologz'a. /Miguel Cordero del Campillo, Antonio Palanca Soler, Alfredo 
Salvador Milla, José M. Génis Gálvez, Mari'a Teresa Alberdi Alonso. 
(JI Semana de Biologi'a. Conferencias-coloquio sobre Investigacion es 
bfológicas 19 79). 

89. - Zoologz'a. / Juan Mayo! Serra, Francisco Bernis Madraza, Miguel Delibes 
de Gistro, lsai'as Zarazaga Buril/o. (//Semana de Biologi'a. Conferencias­
coloquio sobre Investigaciones biológicas 19 79 ). 

90. - Master en Planificación y Diseño de Servicios Sanitarios. / Francisco 

Pernas Gali. (Arquitectura y Urbanismo. Extranjero, 19 77 J. 

91. - Ecología comparada de dos playas de las Rías de Pontevedra y Vigo. / 

José M. Viéitez Martz'n. (Biología. España, 19 76 J. 
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