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Prélogo X1

Al lado de la fenomenologia biologica que se nos ofrece en esta obra,
serd conveniente considerar, en sus principios, la base fisica que a
ella subyace, los tratamientos tedricos que pueden originarse y la meto-
dologia capaz de enfrentarse con su estudio experimental. Estos tipos
de consideraciones nos van a presentar, sin duda, una imagen multidisci-
plinaria de las INTERACCIONES MOLECULARES, que intenta con
sus ejemplos, a la vez, conformar la variacion de sus enfoques.

A. M. MUNICIO
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4 Fernando Agullé

I. KRespuesta dieléctrica de sistemas moleculares

1. INTRODUCCION. CONSTANTE DIELECTRICA

La materia responde a la aplicacién de un campo eléctrico E me-
diante la aparicion de un momento dipolar B por unidad de volumen.
Para campos eléctricos no muy elevados, tales como los que se usan
en el laboratorio, la «respuesta» P es proporcional al «estimulo» E,

P=yE [1-1]

siendo X la susceptibilidad dieléctrica del material. Es claro que
la polarizacion P es la suma de los momentos dipolares elementales
a que ha dado lugar el campo E sobre cada atomo o molécula.

Si utilizamos el vector induccién eléctrica D se verifica

D=E+4nP =(1 + 4ny)E =¢E [1-2]

El factor de proporcionalidad ¢ entre el vector induccion y el vector
campo es la constante dieléctrica del material. Aunque es, en principio,
preferible trabajar con x, que tiene un sentido fisico mas inmediato,
enla mayoria de los calculos y formulas se maneja la constante dieléctrica.

Conviene hacer notar que, aunque por comodidad hemos supuesto
que x y & son magnitudes escalares, para muchos materiales (s6lidos)
se trata de tensores de segundo orden, ya que su comportamiento no
es isotropo.

2. DIELECTRICOS NO POLARES Y DIELECTRICOS POLARES

Es preciso distinguir dos tipos fundamentalmente diferentes de
substancias dieléctricas. En unas, las moléculas poseen un momento
dipolar permanente (substancias polares), mientras que en otras no
lo presentan (substancias no polares). En las substancias polares, el
efecto fundamental de un campo eléctrico es orientar cada dipolo



Fuerzas de interaccion entre sistemas moleculares 5

molecular en la direcciéon del campo, dando lugar a un momento di-
polar neto o resultante. En las substancias no polares, el efecto del campo
es crear en la molécula un dipolo inducido en el sentido del campo.

Aunque los 4tomos no presentan momento dipolar, hay, en cambio,
bastantes moléculas que lo poseen en su estado fundamental y dan
lugar a substancias polares. Un ejemplo tipico de molécula polar es
una molécula diatébmica de atomos diferentes, como HCI. Al cons-
tituirse 1a molécula, el electrén del atomo de hidréogeno se desplaza
algo hacia el cloro, dejando el nicleo de hidrogeno parcialmente
desnudo. Asi aparece un momento |p| = 1.03 x 1078 uee x cm.

Otro ejemplo sencillo de molécula polar es el H,0, debido a no ser
lineal. Esto ilustra la importancia que tiene la estructura molecular
en determinar su comportamiento dieléctrico.

Los momentos dipolares permanentes son muy superiores a los
que pueden inducirse con los campos eléctricos disponibles ordinaria-
mente, ya que, por ejemplo, el atomo de hidrégeno adquiere un mo-
mento dipolar |p| ~ 10722 uee x cm para un campo E = 30kVcem™'.

Como las moleculas son menos simétricas que los atomos, la res-
puesta de una molécula a un campo E, 0 seasu polarizacion inducida p,
depende, en general, de la direccion de aplicacion del campo. Esto
qulere decir que la polarizabilidad molecular «, definida a través de
pP= « E, es un tensor de segundo orden. Consideremos como ejemplo
la molécula de CO,, que es lineal (Fig. 1). Se encuentra experimental-
mente que su polarizabilidad en la direccion de su eje (x) es mas del
doble de la correspondiente a un campo aplicado en direccion trans-
versal (eje z). En lo sucesivo y por evitar complicaciones matematicas
en la exposicion, supondremos que a (al igual que y y ¢) es una mag-
nitud escalar.

3. CAMPO ELECTRICO LOCAL

Para describir en detalle el comportamiento dieléctrico-microsco-
pico de un sistema, hay que tener en cuenta que el campo que actia
sobre cada molécula no es el aplicado, sino el que resulta de afiadir
a éste el campo creado por la propia polarizacion de la substancia.
El campo efectivo o local E; puede calcularse en medios homogéneos
e isotropos uniformemente polarizados por la féormula de Lorentz
Consideremos un punto Q en el interior de un dieléctrico cuya pola-
rizacién constante es P (Fig. 2). En Q puede suponerse situada una
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Figura 1

molécula de referencia. Construyamos una cavidad esférica de radio a
en torno a @, tal que no contenga en su interior ninguna otra molécula,
y evaluemos el campo que produce en @ ¢l medio polarizado. Se sabe
que un medio continuo polarizado es equivalente a una distribucion
ficticia de carga volamica con densidad p = —div P, mas una distri-
bucion de carga superficial con densidad ¢ = P, d15tr1bu1da sobre
la superficie del medio. P, representa la proyeccion de P sobre la su-
perficie.

Como en el caso de polarizacién uniforme, div P = 0, basta con
calcular el campo creado en Q por las cargas aparentes distribuidas
sobre la superficie exterior del dieléctrico y sobre la pared interna de
la cavidad esférica: El campo debido a la superficie exterior se llama
campo de despolarizacién, y normalmente va incluido en lo que se
considera campo E en el interior del dieléctrico. En cuanto a la correc-
cion E' debida a la pared de la cavidad, se obtiene inmediatamente
de acuerdo con la figura 3

E’=J M ad0 P, cos =
0 a

“I3
LU
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Asi que el campo local E, viene dado por

que es la formula de Lorentz. Como acabamos de indicar, E incluye
el campo exterior y el campo de despolarizacion.

4. DIELECTRICOS NO POLARES. FORMULA DE CLAUSIUS-MOSSOTTI

Para estas substancias, el comportamiento dieléctrico viene de-
terminado por su polarizabilidad molecular a. Se trata, pues, de encon-
trar una formula que ligue el comportamiento macroscopico (g) con
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la respuesta microscopica (). Si N es el nimero de moléculas por
unidad de volumen, se verifica

I3=Nﬁ=NaE'L=Na<E+47;P)=

. _1 o4 2
=NaE<1+E3 >=NWE£+ .

3
Por otra parte, segin [1] y [2]

=

- g—1
P=yE="1 E.

Igualando ambos resultados se obtiene la formula de Clausius-
Mossotti

4r e—1
TN =& 4
3 No o [I-4]

Esta formula suele escribirse en la forma

4—”Aa—M£_1
3 p e+2

[1-5]
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donde A es el nimero de Avogadro, M la masa molecular, y p la densidad
de la substancia: Usando [5], puede calcularse o a partir de los para-
metros M, p y &, que son medibles macroscopicamente.

En todo el razonamiento anterior no aparece la temperatura, por
lo que puede afirmarse que la respuesta dieléctrica de un medio no
polar es independiente de la temperatura.

5. DIELECTRICOS POLARES. FORMULA DE LANGEVIN

En estas substancias, los momentos dipolares permanentes se orien-
tan en el sentido del campo. Esto hace que este tipo de comportamiento
sea aplicable a liquidos y gases, donde la orientacidon molecular es facil,
y raramente a sélidos.

La orientacion molecular inducida por el campo eléctrico esta
contrapesada por la desorientacion debida a la interaccion con las
moléculas vecinas, que es funcion de la temperatura. El calculo de la
polarizacion P resultante en funcién de la temperatura se hace recu-
rriendo a los métodos estadisticos convencionales.

La energia potencial de un dipolo p en el campo E es,

w= —p-E= —pEcosé. [1-6]

De acuerdo con la distribucion de Boltzmann, la probabilidad de
encontrar un dipolo apuntando segun una direccion comprendida
dentro del angulo sélido d Q en torno a Q, es e™**7d Q, siendo w el
valor que se obtiene de [6] para p apuntando segiin Q. La polarizacion
resultante en la direccién de E viene dada por

_ Npfe ™ Tcos0dQ
 JeM4Q

21:2 0 0 pEcosﬂ/deo E kT
:fo nsenfcosfe =cdth<p )_

{5 2m sen 0 e?F <= 9T 4 g kT) pE’
[1-7]

Esta es la formula de Langevin. La expresion funcional del segundo
miembro de[7] recibe también el nombre de funcién de Langevin.

Para pE/kT > 1, es decir, campos eléctricos suficientemente altos
o temperaturas extremadamente bajas, la funcién de Langevin se sa-
tura tal como corresponde a una orientacién completa de todos los
dipolos. Sin embargo, la situacién alcanzable en la practica corres-

P
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ponde a pE/kT < 1, para la que es valida una aproximacién lineal
de la forma

. Np’E
P=3er (18]
que conduce a
Np?
£ 3T 9]

Como se ve, la constante dieléctrica depende ahora fuertemente
de la temperatura.

6. POLARIZACION MOLECULAR. MODELO DE LORENTZ

La férmula [4] permite describir el comportamiento dieléctrico
macroscopico de una substancia no polar en términos del comporta-
miento dieléctrico de sus moléculas constituyentes. El paso siguiente
consistiria en desarrollar un modelo molecular que permitiese obtener
la polarizabilidad « en funcién de la estructura molecular. Por lo pronto
puede afirmarse que la polarizabilidad de una molécula es la suma de
dos contribuciones, la electronica y la i6nica. La contribucién elec-
trénica tiene su origen en la deformaciéon de la nube electronica de
la molécula al aplicar el campo, y la iénica resulta de la modificacién
en las separaciones interidnicas.

La respuesta tanto idnica como electrénica al campo aplicado no
es nunca instantanea, sino diferida. Por razén de la mayor movilidad
de los electrones, la respuesta electrénica es muy rapida, ~ 10713 se-
gundos, mientras que la idnica es mas lenta, 107 !? segundos. Este
retraso en la polarizaciéon molecular respecto a la aplicacion del campo
hace que el valor de la polarizabilidad sea funcién de la frecuencia
cuando la substancia se somete a un campo eléctrico alterno. Por
ejemplo, a frecuencias correspondientes a la luz visible los iones no
sueden seguir las rapidas oscilaciones del campo, v @jgnica = 0. S6lo
existe en este caso la polarizabilidad electrénica.

El calculo detallado de la polarizabilidad exige manejar un modelo
muy elaborado de la estructura idnica y electronica de la molécula.
Sin- embargo, es posible situarse en un modelo mucho mas sencillo,
pero que conserva los rasgos fundamentales de la dependencia de o
con la frecuencia del campo eléctrico. En esencia, el modelo en cuestion
consiste en asimilar los iones o electrones moleculares a osciladores
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armonicos. Esa es, por ejemplo, la idea basica del modelo de Lorentz
para la polarizabilidad electrénica, que vamos a analizar en algun
detalle para facilitar la discusion. Se admite, con Lorentz, que los atomos
y moléculas en una substancia aislante contienen electrones ligados
a posiciones de equilibrio mediante fuerzas elasticas. Se acepta también
que estas fuerzas son isotropicas y, ademas, que existe una fuerza de
amortiguamiento proporcional a la velocidad. El problema se plantea
inmediatamente en términos clasicos: La ecuacion de movimiento
de un electrén sometido a un campo eléctrico oscilante (frecuencia
angular w) en la direccién del eje y se escribe:

mj + myy + ky = —eEqe™,

donde se ha utilizado la notacién compleja, para describir el término
de oscilacion sinusoidal. m es la masa del electron, y y un coeficiente
de amortiguamiento.

La soluciéon de la ecuacion es

E etwte i@
“m \/(w 2 4+ y2e®’

[1-10]

donde
wo = /k/m
es la frecuencia natural de oscilacion del electron y

=-arct i
¢= & wé — w?
representa la diferencia de fase que aparece entre la elongacion y del
electréon y el campo E. La polarizacion P, o momento dipolar por uni-
dad de volumen, es simplemente

P = eNfoy, [I-11]

donde N es el numero de moléculas por unidad de volumen, y f, el
numero de electrones de cada molécula que dan origen a la oscilacién
de frecuencia wy.

Ahora podemos obtener la polarizabilidad a« = P/E. Como Py E
vienen definidas por magnitudes complejas, « serd también una mag-
nitud compleja. Normalmente se trabaja con la parte real de «, es decir,
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la relacién entre las amplitudes de P y E que estan en fase. Se encuentra
entonces

Nfoe? wi — w?

m (03 — 0?)? + y*0?

[1-12]

La dependencia de o con o viene ilustrada en la figura 4. Para bajas
frecuencias, w < wg, @ ~ 0, y la polarizabilidad a adopta el valor real

Nfoez

Og = 7 -
mwg

o 1

1

I

1

1

1

1

1

|

|

|

1

%, :

|

I

1

f

1

1

1

W, I

I

|

t

|

|

|

I

I

i

!

]

1

Figura 4



Fuerzas de interaccion entre sistemas moleculares 13

En este caso el campo y la polarizacién oscilan en fase. Para altas fre-
cuencias, w > wy, ¢ ~ n/2, de modo que la polarizacidon oscila en
cuadratura con el campo, y entonces la parte real de a, obtenida de [12],
se hace cero. Este resultado esti de acuerdo con la discusion cualitativa
presentada en la seccion anterior, en el sentido de que, a frecuencias
elevadas en relacion a la respuesta natural del sistema (wy), la subs-
tancia no puede responder y no se polariza.

En este momento podrian presentarse escripulos por haber tratado
clasicamente la interaccion del electron con el campo eléctrico. Afor-
tunadamente, el calculo de la polarizabilidad puede rehacerse utili-
zando una formulacion cuantica y teoria de perturbaciones, obte-
niéndose (ref. 2) una expresion totalmente analoga a la clasica

Né? fab(wzb - (02)

o0 =— .
m o (0h — 0*)? + y*o?

donde el sumatorio se extiende sobre todas las transiciones posibles
entre estados electronicos moleculares a y b. El coeficiente que sus-
tituye ahora al clasico fj es la intensidad del oscilador correspondiente
a la transicion ab

wWinN

[ = 2
fab= Ewab|<a|r|b>| 5
que se utiliza en el analisis de las fuerzas de dispersion.

La tunica diferencia que merece la pena hacer notar con el caso
clasico es la posibilidad de obtener valores negativos para f,, y a si

el sistema contiene atomos o moléculas en estados excitados.

7. DISPERSION Y DISIPACION

Hemos sefialado anteriormente que la respuesta dieléctrica de una
substancia no polar no es instantinea, sino que requiere un tiempo
finito. Este retraso da lugar a la aparicion de una dependencia de la
polarizabilidad y, en Gltimo término, de la constante dieléctrica con la
frecuencia. Este comportamiento dieléctrico dispersivo es el que da
origen a los bien conocidos fendmenos de dispersion cromatica de la
luz cuando la susbtancia es atravesada por un haz de luz visible. La
relacion entre el comportamiento Optico y dieléctrico de una subs-
tancia esta contenida en la relacion de Maxwell n = /e que liga el
indice de refraccion con la constante dieléctrica.
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El comportamiento dispersivo no es exclusivo de los dieléctricos
no polares. En los dieléctricos polares existe también un retraso entre
la aplicacion del campo y la polarizacion, y, por tanto, una dependencia
de la constante dieléctrica con la frecuencia. En este caso, sin embargo,
la respuesta dieléctrica depende fuertemente de la temperatura, y lo
mismo le ocurre a la funcién & (w)*.

II. Fuerzas de interaccion entre sistemas moleculares. Largas distancias
1. INTRODUCCION

Como consecuencia de la naturaleza eléctrica de los constituyentes
elementales de la materia (nicleo atémico y electrones), las fuerzas
intermoleculares son de origen electrodinamico, ya que las fuerzas
propiamente nucleares son de muy corto alcance en comparacion
con el tamafio atémico (107 '3 cm. frente a 10~8 cm.). Si prescindimos
adem4s, en una primera aproximacion, de las interacciones spin-orbita
y spin-spin, que hay que tener en cuenta en un estudio detallado de
atomos y moléculas, resulta que las interacciones son de naturaleza
puramente electrostdtica.

La fuerza de interaccidon electrostatica entre dos cargas q y ¢, se-
paradas una distancia R, viene dada por la formula de Coulomb

@
f_sR2

y esta dirigida en la direccién que une ambas cargas. Esta interaccion
puede interpretarse suponiendo que cada carga g crea en el espacio
que la rodea un potencial V = g/eR que actiia sobre cualquier otra
carga colocada en el espacio. ¢ es la constante dieléctrica del medio
en el que ambas cargas se encuentran inmersas.
Las fuerzas de Coulomb presentan algunas propiedades interesantes,
algunas de las cuales pueden parecer obvias:
— el potencial es isotropo respecto de la carga que lo origina;
— las fuerzas son de relativamente largo alcance, como se vera
mas adelante;
— satisfacen el principio de aditividad, es decir, la fuerza resultante
de un sistema de cargas es la suma de las debidas a cada una de
las cargas por separado.
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En esta situacion parece que el problema de las interacciones entre
sistemas moleculares que, al fin y al cabo, pueden equipararse a dis-
tribuciones de carga, estara resuelto automaticamente en cuanto se
conozca la distribucion de carga molecular. Efectivamente, aun dentro
del marco de la mecénica cuantica, el teorema de Hellmann-Feynman
(ref. 3) garantiza que las fuerzas sobre cada molécula pueden obtenerse
por las leyes clasicas si se conoce la distribucion de carga molecular.
Este es, sin embargo, el nudo del problema, puesto que es enormemente
dificil en la practica determinar la estructura molecular aun en los
casos mas simples. Ademas, el recurso a la mecanica cuantica es im-
prescindible.

No vamos en absoluto a entrar en los detalles de los calculos, sino
a discutir someramente las ideas de base de los métodos generales
que se usan para tratar el problema. Estos métodos generales son
substancialmente distintos segiin que la distancia que separa las mo-
léculas sea mucho mayor o comparable con el tamafio molecular,
y, por tanto, seran analizadas en capitulos separados. En esta parte
vamos a limitarnos al primer caso, es decir, largas distancias de se-
paracidon intermolecular. Como veremos ahora, los métodos clasicos
de electrostatica y los de perturbaciones en mecanica cuantica son
particularmente apropiados para este problema. Vamos a empezar
discutiendo los métodos clasicos, analizando con bastante detalle las
distribuciones multipolares por su interés en toda la teoria de las in-
teracciones electrostaticas. Utilzaremos la notacion vectorial y tensorial
tal como se describe, por ejemplo, en la referencia 4.

2. INTERACCION A LARGAS DISTANCIAS. TRATAMIENTO CLASICO

El problema de la energia de interaccién electrostatica W(R) entre
dos sistemas moleculares separados una distancia R mucho mayor
que su tamaiio es muy facil de plantear clasicamente, pero el calculo es,
en la practica, muy dificil o muy farragoso. Vamos a ver que es posible
introducir unas distribuciones especialmente sencillas de carga llamadas
multipolos que permiten plantear el problema en términos mucho
mas accesibles a una discusion cualitativa e incluso cuantitativa. Se va
a demostrar que cualquier distribucién de carga puede sustituirse
por una suma de distribuciones multipolares o multipolos, entre las
cuales la energia de interaccion W(R) puede escribirse mucho mas
simplemente. Esto tiene la ventaja de que la dependencia funcional W(R)
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para la interaccion entre dos sistemas moleculares viene automati-
camente definida por la que corresponde a sus multipolos de orden
mas bajo. A su vez, el orden multipolar mas bajo de una distribucion
de carga puede en muchos casos obtenerse de consideraciones sencillas
de simetria.

Empezaremos por estudiar las distribuciones multipolares de carga
o multipolos y los potenciales que crean. A continuacién demostra-
remos que cualquier distribucion de carga es equivalente, desde el punto
de vista del potencial que crea y desde el de su energia de interaccion
con el potencial creado por cualquier otra distribucion, a una suma de
multipolos. Estos multlpolos vienen univocamente determinados por
la distribucion.

3. MULTIPOLOS

La distribucion mas sencilla es una carga puntual g o monopolo.
Su potencial es, como indicamos anteriormente
q .
Vo(R) = R [1I-1]
Si colocamos dos cargas iguales, pero de signo opuesto, separadas
una distancia [}, tenemos un dipolo. Su potencial a grandes distancias
comparadas con su tamafio /;, se obtiene inmediatamente del corres-
pondlente al monopolo medlante la féormula

‘111

ViR =1 -V = 2L v— 3

V = [1I-2]
donde R es ahora la distancia al dipolo (o a cualqu1era de las cargas,
dado su tamaiio infinitesimal). Como se ve, el potencial del dipolo esta
esencialmente ligado al gradiente del potencial del monopolo.

Una distribucioén siguiente en complejidad es el cuadripolo que se
construye colocando dos dipolos ql;, iguales y opuestos, separados
una distancia muy pequefia (respecto a R) ;. En este caso se obtiene
analogamente

. B
ViR) =16 VV, = —‘81 LoV 3]

Iterando el procedimiento anterior se obtiene el 2! — polo, cuyo
potencial viene dado por’la férmula de recurrencia

ViR =1-VVi, -~ [1I-4]
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Los potenciales multipolares tiene las siguientes interesantes pro-
piedades:

a) La dependencia de ¥ con R es progresivamente mas abrupta
o de mas corto alcance a medida que aumenta el orden multipolar,
ya que de las fébrmulas anteriores se obtiene en general que
1

Rl+1'

Vi(R) ~

En la figura 5 se visualiza esta propiedad para los multipolos de orden
mas bajo.

by Excepto para el monopolo, los potenciales multipolares son
fuertemente anisétropos. Como caso particular es facil obtener las
lineas equipotenciales correspondientes al dipolo, ya que para este caso
B ol_p
€

Vi==:V—=—=cosf [1-5]

R ¢R?
En general puede demostrarse (ref. 5) que el potencial V;(R) puede
escribirse en términos de los armonicos esféricos mediante la formula

Ry - 5 PPT6.9)

X g [1I-6]
que relaciona la distribucién angular del potencial multipolar con la
correspondiente a los armonicos esféricos, que son ya bien conocidos
de la fisica atomica.

De la férmula [6] se deduce que un 2' — polo arbitrario puede
especificarse por 2/ + 1 parametros independientes (*), que son los
coeficientes bj* de los armonicos esféricos componentes. Esto quiere
decir que un 2' — polo arbitrario es equivalente a una superposicion
de 2] + 1, 2! — polos basicos, cada uno de los cuales tiene una confi-
guracion bien definida y una distribucion angular del potencial dada
por uno de los armoénicos esféricos de orden . En la figura 6 se han di-
bujado esquematicamente las distribuciones angulares (superficies
equipotenciales) correspondientes a las componentes basicas del di-
polo y cuadripolo. Para el dipolo, las tres componentes son tres dipolos
orientados segun tres ejes coordenados ortogonales.

(*) Estos parametros independientes podrian ser también los desplazamientos
sucesivos utilizados para la construccion del multipolo a partir del monopolo.
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Figura 5
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Dipolo

Cuadripolo

Figura 6
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4. POTENCIAL DE UNA DISTRIBUCION ARBITRARIA DE CARGA

Consideremos una distribucion arbitraria de densidad de carga p(r)
confinada al entorno del origen 0 (Fig. 7). El potencial en un punto P
cualquiera cuyo vector de posicion es R, viene dado por

V(R) = | = 11-7
(R) i [11-7]

Figura 7

donde 1a integral se extiende al volumen ocupado por la distribucién.

Si |R| 3 |[Flmax se puede desarrollar el factor 1/|[R — 7| en serie de
potencias de 1/R.

Se sabe que

1
5 = Py(cos 8 I1-8
7w s ) e -
donde 6 es el angulo entre 7 y R y Py(cos 0) es el polinomio de Legendre
de orden I Resulta, pues, para el potencial

VR) = T Vi(R) [11-9]

1=0

siendo

. 1
Vi(R) = RFT Ipr’P,(cos O)dv [1I-10]

es decir, el potencial puede expresarse como superposicion de poten-
ciales que varien con R de igual modo que los potenciales multipolares.
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Es facil convencerse de que, efectivamente, los Vi(R) corresponden a
multipolos de orden [. Para ello refiramos los vectores ¥ y R a un cierto
eje de referencia €, respecto al cual los angulos de acimut y altura sean
0., ¢, v Or, ¢r, respectivamente. Haciendo uso del teorema de adicion
de los armonicos esféricos (cf., p.e., ref. 6)

4 +1
Pi(cos §) = 5 n : S Y7(6,4,) YT (Brdr) [11-11]
+ 1,5
resulta
o 1 +1
Vi(R) = =T b3 1brrr(eR¢R) [11-12]
con
4 N
P = J’: : Jp(r)r'T}"(G,, é,)dv [11-13]

La expresion [12] coincide exactamente con la férmula [6] para
el potencial de un 2' — polo. Las componentes b" de las diferentes
componentes angulares del multipolo se obtienen a partir de la dis-
tribucién p(r) mediante [13].

En particular la componente monopolar resulta

b3 = /4n | p(Hdv [11-14]

es decir, coincide salvo un factor de escala con la carga total de la dis-
tribucion.

Para el dipolo y cuadripolo de la distribuciéon es usual caracteri-
zarlos, no por los coeficientes by y b3 del desarrollo en arménicos es-
féricos, sino por un vector y un tensor de segundo orden respectiva-
mente. Para el dipolo tenemos:

1 1
V, = e JprPl(cos B)dv = e Jpr cosBdv =

. [11-15]
1 7R 1 . .. - = PR
- FJPT‘“ =l k="

que es la expresion clasica en funcién del vector momento dipolar
p = [prdv.
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Analogamente, para el cuadripolo tenemos:

= §13 priP, (cos §)dv = % pr? (% cos? @ — %) dv =
[1I-16]

1 —"RZ 1 - -
=2—R3{3Jp<rT> du—J‘przdu}=ﬁR~Q-R

siendo Q el tensor momento cuadripolar

Q = 3fp(A)Frdv — 1§ p()ridv [1I-17]

con I el tensor unidad.

Aunque en principio cabria pensar que este tensor Q exigiria una
caracterizacion a base de 9 parametros independientes (en lugar de
los 5 necesarios para un cuadripolo) debe tenerse en cuenta que es un
tensor simétrico y que los elementos de su diagonal principal suman
cero.

Si la distribucién de carga tiene un eje de simetria (eje z), el tensor Q
se reduce a

V2

—q/2 0 0
0= 0 —g/2 0
0 0 ¢

con .
g = [p(r)(32% — r?)dv,

que es en este caso el inico parimetro escalar necesario para caracte-
rizar el cuadripolo. Este caso es muy importante en la practica.

Como apuntibamos en la introduccion, argumentos de simetria
bastan muchas veces para anular ciertos multipolos. El caso mas sen-
cillo es el de una distribucion de carga esféricamente simétrica. Es
facil convencerse, teniendo en cuenta las relaciones de ortonormalidad
de los armoénicos esféricos, que todos los multipolos son nulos excepto
el monopolo, ya que

fY3YrdQ =0
para [ # 0.

5. INTERACCION DE UNA DISTRIBUCION DE CARGA CON UN POTENCIAL
‘ EXTERIOR

Consideremos ahora el caso de una distribucién de carga p(r) en
el entorno del origen 0 y sometida a un potencial creado por otras
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fuentes. Vamos a ver que también en este caso la energia potencial
de la distribucién puede escribirse como suma de las energias corres-
pondientes a cada uno de los multipolos que componen la distribu-
cién. En efecto, la energia potencial se escribe simplemente

W = [p(V(Fdv [11-18]

Ahora bien V(r) puede desarrollarse en serie de Taylor en torno a 0,

VE) = V0) + 7+ (VV)o + %F?- (VVV)o + -+

y, por tanto,

W = {{p(r)dv} V(0) + {fp(F)Fdv} - (VV)o + [1I-19]

3 {TpGFFdv) - (V9V)g + -

El primer término representa el potencial del monopolo de la dis-
tribucién colocado en 0. Andlogamente, el segundo representa la energia
potencial del dipolo, y asi sucesivamente. Es interesante notar, de acuerdo
con la expresion [19], que el multipolo de orden ! es sensible a la deri-
vada de orden | del potencial. Por ejemplo, en un potencial constante,
s6lo el monopolo da una contribucidén a la energia potencial, y en un
campo eléctrico constante so6lo son significativos el monopolo y el
dipolo.

6. INTERACCION ENTRE SISTEMAS MOLECULARES

La descomposicion multipolar de una distribuciéon de carga permite
ahora abordar con mayor simplicidad el problema de la interaccion
entre dos sistemas moleculares en términos clasicos. De acuerdo con
las consideraciones expuestas anteriormente, la energia de interaccioén
entre un multipolo de orden [ y otro de orden I, sigue en funcion de
su separacion R, la siguiente ley

al’Vl al’(l/RH-l) 1
VVU’NW’” OR" T RUFTED
donde V; indica el potencial creado por el 2! — polo en la posicién
del 2" — polo. Esta féormula indica que, al aumentar el orden multi-
polar de los sistemas en interaccion, la dependencia con la distancia
se hace méas abrupta, es decir, la interaccién es de menor alcance. En
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estas condiciones, a distancias suficientemente largas de separacion,
en la descomposicion
W=3 Wy

u

para la energia de interaccion total predomina el término Wy corres-
pondiente a los 6rdenes | y I'mas bajos. En los sistemas moleculares
con carga neta, es decir, monopolos no nulos, los 6rdenes més bajos
son [ =1 =0, y la energia sigue la ley de Coulomb W ~ Wy, ~ 1/R.

En sistemas globalmente neutros, pero con momentos dipolares
permanentes, W ~ W;; ~ 1/R3.

De esta forma es facil hacer una prediccion de la dependencia W(R)
en base a los desarrollos multipolares de los sistemas en interaccion.

7. TRATAMIENTO CUANTICO DE LA INTERACCION A LARGA DISTANCIA

Ateniéndonos a un punto de vista estrictamente clasico, no de-
bieran existir fuerzas de interaccion entre dtomos en el estado funda-
mental, ya que todos sus multipolos serian nulos. Sin embargo, esto es
estrictamente aplicable a distribuciones rigidas de carga. En los sistemas
atomicos o moleculares, los electrones ejecutan movimientos rapidos
en torno a los niucleos (seguimos pensando clasicamente) y presentan
instantineamente momentos multipolares no nulos. Cabe pensar que
estos multipolos instantaneos produzcan desviaciones orbitales en el
otro sistema, creando multipolos inducidos y dando lugar a interacciones
del tipo multipolo — multipolo. Desde luego, no cabe duda de que deben
de existir interacciones entre sistemas con simetria esférica, dada la
aparicion de una fase liquida en los gases nobles. Esta interaccion
fue postulada por Van der Waals al construir su ecuacién de estado
para los gases reales y lleva su nombre.

Ahora bien, para estudiar cuantitativamente esta interaccion, hace
falta conocer muy bien la estructura orbital de los electrones molecu-
lares, y esto s6lo puede hacerse utilizando la mecanica cuantica.

Los razonamientos que conducen a predecir la existencia de la
interaccién Van der Waals se hacen mas comodamente, pero sin nin-
guna restriccion esencial, para el .caso de dos atomos de hidrogeno
separados una distancia R. Sean 4 y B las posiciones de los nucleos
sobre el eje z, 71 (x4, y1, 21), €l vector de posicion del electrén del &tomo A
respecto de A y 72(x2, V2, 22) el del electron de B respecto de B (Fig. 8).
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Figura 8
El operador hamiltoniano del sistema total se escribe
H=H,+ H
donde
h? 2 e?
Ho=——(A +4)— ——— 11-20
0 2m( 1+ Az) - [ ]
y
2 2 2 2
gl e e
R riz rs ru [1I-21]

y siendo A; y A, los operadores laplacianos para las coordenadas
71 ¥ Fa, respectivamente. H' es el término que corresponde a la interac-
cion o acoplamiento entre los dos 4tomos. Si no fuese por H’, la energia
total del sistema seria simplemente

W =W, + W,,

donde W, es la energia del atomo A en su estado electronico corres-
pondiente, y lo mismo W, para el &tomo B. La energia total W no de-
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pende, por tanto, de la separacion R y no hay, por ende, interaccion
entre los dos atomos. Sin embargo, la presencia de H' hace que
W= W, + W, + W;,(R), donde W, es un término de interaccion
dependiente de la distancia. Se puede demostrar para adtomos en el esta-
do fundamental que W, es negativo y aumenta con R, de modo que los
aAtomos se atraen. La fuerza de atraccion es simplemente

oWy,
S =R

(Cémo calcular W ,(R)? Bastaria resolver la ecuacion de Schro-
dinger (Hy + H')y = Wy para el sistema total. Sin embargo, la so-
lucion exacta del problema no es viable por dificultad practica (no
conceptual), como ocurre en la inmensa mayoria de los sistemas ato-
micos o moleculares. En el presente caso y suponiendo que la separa-
cién R es muy superior a la extension espacial de la funciéon de onda
del electrén en cada atomo, se verifica H' < Hy y puede recurrirse
al método de perturbaciones.

Designemos por ¢ a la funciéon de onda no perturbada de cada
aAtomo y que correspondera a un atomo de hidrégeno en su estado fun-
damental. La funcién de onda no perturbada del sistema total es

Wo(?l’ ?2) = ¢0(?1)¢0(?2)

Se sabe (ref. 6) que la correccién Wy, a la energia es al primer orden

Wllz = '00 = <¢0 ‘H’l Wo) [II-ZZ]
y al segundo orden
Hi 2
why = 5, Honl_ -2
12 n WO _ W,, [II 3]

donde con el subindice n se representan todos los estados posibles del
sistema de ambos atomos, incluyendo los estados del continuo de
ionizacién. La prima que afecta al simbolo sumatorio indica que se
ha de excluir en la suma el término n = 0.

Existen férmulas progresivamente mas complicadas para érdenes
superiores del calculo de la perturbacion, pero en la mayoria de los
casos basta con el primero o, a lo mas, el segundo orden.
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Para el céalculo de W) = Hp, se desarrolla la perturbacién H’
en potencias de 1/R teniendo en cuenta que

ri2 =\/(x1 = X2 + (y1 — y2)* + (21 — z2 — R)?

raa = /X3 + y3 + (R + z,)?

rip= \/xf + yt + (21 — R)?

En esencia, el desarrollo en cuestion corresponde a la descompo-
sicién clasica de la energia de interacciéon en los diferentes términos
multipolo — multipolo. En este caso se trata de los multipolos aso-
ciados a las distribuciones instantaneas de carga correspondientes a
las posiciones 7, y 7, de los electrones atdmicos. Limitando el desarrollo
a la interaccion dipolo — dipolo resulta tras un calculo sencillo, pero
farragoso,

2
; e
H = F {xlxl + V1y2 — 22122} [II-24]

Sustituyendo en la expresion para W, se obtiene Wy, = 0, ya que
la integral correspondiente es suma de tres integrales que se anulan,
por ser el integrando funcién impar.

No hay, pues, energia de interaccion al primer orden. Hay que
proseguir el calculo hasta segundo orden. Los calculos son bastante
elaborados, pero se demuestra (cf., mas adelante) que W4 es distinta
deceroy negativa. Teniendo en cuenta la formula [23] y la expresion [24]
para H’, no cabe duda de que

Wllz ~ 1/R6 [II'25]
con lo que quedan caracterizadas las fuerzas Van der Vaals como
atractivas y dependientes de 1/R”.
8. FUERZAS DE DISPERSION O DE LONDON

El método anterior de perturbaciones conduce a la siguiente ex-
presion general para la energia de interaccién Wy para el caso de dos
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sistemas moleculares cualesquiera que se encuentran en los estados
electrénicos n; y n, (que supondremos no degenerados):

w2, = &
)

nmynty

|<n1|X|m1><n2|X|mz> + <n1| Y|m1><n2| Y|m2> - 2<nl|Z|m1><n2]Zlm2>|2
w(ng) + w(ny) — wimy) — wim,)

[11-26]

donde X = Xx;; Y = Xy,; Z = Xzi, siendo xi, y;, z; las coordenadas
de los electrones moleculares.

El inconveniente de esta férmula radica en que no aparece clara
en ella ninguna conexién con el comportamiento fisico de las molécu-
las en interaccidn y, por tanto, no parece expresable en términos de
parametros moleculares medibles o directamente accesibles a obser-
vacion. Fue London quien establecid esa conexion y relaciond estre-
chamente la energia de interaccién Van der Waals con el comporta-
miento 6ptico de la molécula, y en particular con sus propiedades de
dispersion. De ahi el nombre con el que se conocen usualmente esas
fuerzas.

Para desentrafiar la relacion existente entre la energia de interac-
cién Van der Waals y el comportamiento dispersivo’ de las moléculas,
empecemos por recordar que a una transicion optica entre los estados
moleculares n y m le corresponde una intensidad del oscilador f,,, que
se define mediante

2 -
fom =3 hﬂz |<n|ZF m> 2 (Wn — w,) [11-27]
y que, esencialmente, mide la intensidad de la transicién dipolar eléctrica
entre los estados n y m. En términos de este parAmetro f, la energia

de interaccidon W, se escribe

W 3 e* p*
12=3 2% 3
m mymz
f"lml ’ f;lzmz

[w(n1) — w(m1)] [w(ny) — w(mz)] [w(ny) + w(ng) — wimy) — w(m,)]
[11-28]
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Teniendo en cuenta la formula de suma para las f, y aceptando
que una de las transiciones es predominante en cada molécula,

frumx=N1a fnzmz=N2
3 2 8
Wk = -3 ~N N2 R5h3 [viva(vy + v2)] 7! [11-29]
donde N; y N, son los numeros de electrones activos; v, y v,, las fre-
cuencias de las transiciones activas, y ao = #i?/me?, el radio de la pri-
mera orbita de Bohr del atomo de hidréogeno.

Las formulas [28] y [29] expresan el potencial de interaccion W
en términos de las frecuencias e intensidades de oscilador de las tran-
siciones dipolares eléctricas que puede experimentar cada una de las
moléculas. En lugar de las intensidades f de oscilador, que tienen una
definicion méas bien abstracta, puede emplearse la polarizabilidad
estatica molecular a, que es inmediatamente accesible a medicion.
Se demuestra, en efecto (cf. Capitulo sobre respuesta dieléctrica mo-
lecular), que existe una estrecha conexion entre las f y «. En particular
para una transicibn predominante

2nmay
f= e’h

¥y, por tanto, en las mismas condiciones de validez de [29], puede es-
cribirse

3 h vivyoq0,

I1-30
2 R Vi + v, [ ]

donde @, y a, son las polarizabilidades estaticas de las dos moléculas
en interaccion.
III. Fuerzas de interaccion entre sistemas moleculares. Cortas distancias.
1. INTRODUCCION
Cuando los atomos o moléculas en interaccién se encuentran tan
proximos que sus funciones de onda se solapan, el problema se complica

considerablemente y, desde luego, no son validos los métodos descritos
en el capitulo anterior. En este caso hay que intentar un célculo deta-
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llado de la funcién de onda del sistema utilizando métodos cuanticos,
y de ahi inferir la energia de interaccién. Por esta razon, aun cuando
las fuerzas entre electrones y nucleos siguen siendo electrostéticos,
el resultado es una interaccién global que no puede expresarse en tér-
minos electrostaticos convencionales, y por ello se habla con frecuencia
de fuerzas de tipo «quimico» entre las moléculas. Con ello se quiere
expresar esencialmente que las fuerzas intermoleculares dependen dras-
ticamente de la configuracién electrénica detallada y, por tanto, de la
estructura «quimica» del sistema constituido por las moléculas en
interaccion.

El problema de la estructura molecular es muy complejo, y por
ello hay que acudir a importantes simplificaciones si se quieren alcanzar
resultados ttiles. La aproximacién fundamental que se hace de entrada
es la aproximacién adiabatica, o de Born-Oppenheimer (ref. 7). La
funcion de onda molecular completa es una funcién ¥ (7, R ;) definida
sobre las coordenadas 7; de todos sus electrones y R; de todos sus
nucleos, que satisface la ecuacién de Schrodinger Hy = Ey, donde H
es la hamiltoniana de la molécula. La aproximaciéon de Born-Op
penheimer establece que i puede descomponerse en el producto de un
factor ¢ (r;, R;) que corresponde a la solucién del problema electrénico
de la molécula, suponiendo los nucleos en posiciones fijas ﬁj (que
actian como parametros), y una funcion x(R'j) que corresponde al
movimiento de los nucleos sometidos a un potencial que incluye sus
interacciones mutuas y el efecto medio de la nube electronica. La po-
sibilidad de desacoplar el movimiento de los electrones y nucleos de
la molécula es consecuencia de la gran diferencia de masa entre ambas
especies. Se comprende intuitivamente que los electrones adopten muy
rapidamente una configuracion acorde con las posiciones instantaneas
de los nucleos y que vayan sucesivamente ajustando dicha configura-
cién a la evolucion mucho mas lenta de los nucleos.

A pesar de haber desacoplado el movimiento nuclear, el calculo
de la funcion de onda electronica, que es el factor mas importante
desde el punto de vista quimico, es muy complicado. Hace falta recurrir
a nuevas simplificaciones. En este capitulo vamos a exponer los mé-
todos de Heitler-London y Hund-Mulliken para el calculo de orbitales
moleculares, aplicados a sistemas suficientemente sencillos para per-
mitir comprender su fundamento sin excesivas complicaciones mate-
maticas. Ambos métodos tienen una base comun, consistente en aceptar
para la funcion de onda electrénica una cierta forma en la que inter-
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vienen varios parametros indeterminados que se calculan haciendo
que sea minima la energia del sistema. Se trata, pues, de métodos va-
riacionales. El éxito de estos métodos esta ligado a una eleccién juiciosa
de la forma aceptada para la funciéon de onda y, por tanto, requieren
poseer, a priori, una buena idea de su estructura.

2. ME£ropo DE HEITLER-LONDON

Por sencillez vamos a describir este método para el caso de la
interaccion entre dos atomos de hidrogeno (molécula H,), pero los
argumentos pueden extenderse facilmente a moléculas mas complicadas.

En este método se acepta que la funcion de onda electronica es una
combinacién lineal de productos de orbitales atémicos. Es decir, se
supone que los electrones se comportan en torno a cada molécula
como electrones atémicos, aunque se toma en cuenta la posibilidad
de que cada electron «pertenezca» simultaneamente a los dos atomos
en interaccion.

Consideremos de nuevo los atomos de hidrégeno situados en po-
siciones A y B. La hamiltoniana del sistema que ya hemos utilizado
en el capitulo anterior puede ahora escribirse

2 2 2 2 2 2 2

He - P48y & ¢ _ ¢ ,¢ ¢

2m ria Taa T g R ri

donde los subindices 1 y 2 se refieren a los dos electrones en juego.

Cuando los Atomos de hidrégeno estan muy alejados, la funcién
de ondas total puede tomarse con muy buena aproximacién como
¢4(1)¢5(2) o bien ¢4(2)¢s(1). Suponiendo que tanto ¢, como ¢p se
refieren al estado fundamental, la energia total del sistema seria sim-
plemente W = 2W,, siendo W, la energia del estado fundamental.
Es decir, despreciando las fuerzas de dispersion de las que ya nos hemos
ocupado, no hay interaccion cuando los atomos estan suficientemente
alejados.

Supongamos ahora, de acuerdo con Heitler y London, que los pro-
ductos anteriores constituyen una buena base para describir la funcion
de onda cuando los atomos se encuentran préoximos. Tomamos. pues,

¢ = ada(1)pp(2) + bos(1)P4(2) [111-2]

donde ¢, y ¢p se suponen normalizadas.
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Hagamos para simplificar

¢1 = 0a(1)ds(2), @2 = dp(1)P4(2)
y utilicemos la notacion
Hmn = <¢m|H | ¢n>
Smn = <¢m|¢u>, S12=3S8
La energia del estado (2) es
(¢|H|¢> (a® + b*)Hyy + 2abHy,
I a? + b* + 2abS

Los valores de los parametros a y b que relacionan el mejor estado
dentro del espacio [2] de funciones posibles, se determinan haciendo
minima la expresidon [3] para la energia.

W =

[11I-3]

Anulando las derivadas primeras 0W/da y 0W/0b se obtiene
[le - HllS] b(az — bz) =0
[le - HllS] a(bz - az) =0

que conducen a las condiciones de extremo a =b y a = —b. Para el
primer caso, a = b, se obtiene una funcidon de onda simétrica
¢s =al¢: + ¢;] (111-4]
y para a = —b, una funcién de onda antisimétrica:
ba=ald1 — 2] [111-5]
Si ahora se calcula la energia W para ambos estados, se obtiene
We = Hl;:glz’ W, = H111 _—5{'2112 [‘I.II-G]

Mediante un sencillo calculo resulta
Hyy =2W, + {(¢: lHi|¢1>
Hy, = 28*W, + (¢, |Hi|¢2>

donde H; es la componente de interacciéon de la hamiltoniana (1],
es decir,
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Volviendo a [6] se obtiene, finalmente,

J+ K

—ow, + LT K
Ws=2M+1 s [111-7]

J-K

WA—2W0+1—_—S—2

llamando
J =(¢; |H:'|¢1> y K=<(¢ lHi|¢2>-

J recibe el nombre de energia o integral de Coulomb, y representa
el valor medio de la energia de interaccion culombiana H; en el estado ¢;.
K recibe el nombre de integral o energia de intercambio, y no tiene una
interpretacién clasica. Tanto J como K son, evidentemente, funciones
de la separacion R entre los atomos de hidrogeno.

La energia de interaccion correspondiente a los estados ¢s y ¢4 es,

respectivamente,
J+ K J-—K

i+s2 7 1-s”

Para discutir la variacién de estas energias con la distancia y de ahi
obtener la fuerza de interaccion, hace falta evaluar las integrales J y K.
No vamos a presentar aqui el calculo de J y K, que puede verse, por
ejemplo, en referencia [8]. La figura 9 ilustra cualitativamente los re-
sultados obtenidos para las energias de interaccion Wi(R) y Wi(R).
W4 es negativa, pasa por un minimo que corresponde a la configuracion
establecida de la molécula H,, y después se hace positiva y presenta
una subida muy abrupta. Esto quiere decir que los atomos de hidré-
geno se atraen hasta la distancia interatémica de la molécula de H,,
pero a distancias inferiores existe una fuerte repulsion. Para el caso
antisimétrico, W es siempre positivo y aumenta mondtonamente al
disminuir R, lo que indica que la interaccién es permanentemente
repulsiva. Los datos experimentales sobre la interaccion H — H se
ajustan cualitativamente bien al esquema anterior. Es posible intro-
ducir modificaciones en el método anterior para mejorar la concor-
dancia (cf. ref. 9), pero no tienen gran interés desde el punto de vista
fundamental.

3. ENLACE COVALENTE. RESONANCIA

Quizas la mayor importancia del método anterior es que permite
una interpretacion fisica definida de los conceptos de covalencia y

Interacciones moleculares 2
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Figura 9

resonancia, usados con gran éxito en el campo de la quimica. Aunque
estos conceptos parecen, ciertamente, alejados del tema especifico de
las interacciones moleculares, merece la pena dedicarles de pasada
unas lineas, que ademéas ayudaran a enriquecer fisicamente la fria
matematica del método Heitler-London. Recordemos que el orbital
molecular ¢s que conduce a una configuracion estable de la molécula H,
es una superposicion de los estado, uno ¢,, en el que el electréon 1 per-
tenece al atomo A, y el 2 al B; y otro ¢, en el que sus papeles estan
intercambiados. En el lenguaje de la quimica decimos que el sistema
resuena o salta entre los estados componentes ¢; y ¢,. Lo interesante
de este fenomeno de resonancia es que la energia correspondiente a
esa superposicion es inferior a la que corresponde a cada estado por
separado. La resonancia rebaja, pues, la energia del sistema y da esta-
bilidad a la molécula.

Por otra parte, el orbital estable ¢s, que es simétrico, debe tener
una funciéon de spin antisimétrica para que la funcién total sea anti-
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simétrica, de acuzrdo con el principio de Pauli. Ello significa que los
electrones 1 y 2 deben tener spines opuestos, con lo que ¢g resulta ser
un orbital molecular que contiene dos electrones de spines opuestos
compartidos simultineamente por ambos atomos. Se dice, entonces,
que estos electrones constituyen un enlace covalente, cuya estabilidad
viene asegurada por la condicion de resonancia.

4, MEtopo DE HUND-MULLIKEN

Este método difiere del anterior en el espacio de funciones de par-
tida, al cual se va a aplicar el método variacional para seleccionar
la «mejor» funcidon de onda. Consiste en adoptar para la funcién de
onda molecular ¢(7;,r,) un producto de orbitales moleculares, uno
para cada electron, es decir: '

¢(F1 s Fz) = ¢1 (?1)452('?2)

donde ¢; y ¢, son, ambos, orbitales moleculares. ;Como construir
los orbitales moleculares? Un primer procedimiento seria utilizar el
método autoconsistente de Hartrec-Fock. Otro método posible es el
tomar como orbital molecular una combinacion lineal de orbitales
atomicos (método LCAOQ). Este ultimo método tiene interés desde
el punto de vista quimico, y por ello vamos a estudiarlo en lo que sigue.
Por sencillez, y también con el fin de poder comparar con los resultados
del método de Heitler-London, vamos a aplicarlo de nuevo al caso
de la interaccion entre dos atomos de hidrogeno. El problema que hay
que resolver es encontrar una combinacién adecuada de orbitales de
hidrogeno, de modo que la energia del sistema (i6n molecular de hi-
drogeno) sea minima. La hamiltoniana para un solo electron es ahora

2 2 2
H=_-Fp_c_2 [I11-8]

2m rqa Ip

Como orbital molecular se toma
¢ =ads + bog [111-9]

donde ¢4 y ¢p son orbitales atdmicos de hidrogeno correspondientes
a] estado fundamental. Se trata ahora de aplicar el método variacional
para determinar los coeficientes a y b.
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Tomando como hasta ahora

Haa ={$a|H|da>

Hpp =<¢s|H|¢p> = Hua A
Hup = <¢A I H | ¢B> = Hpy [IH 10]
S = <¢A'¢B>

puede demostrarse que el problema variacional es equivalente a re-
solver la ecuacion secular
Hqa— W  Hyp—-SW|
Hu —SW Hpg—W |
de forma que las raices W son precisamente los valores que hacen

«extremum» la integral (¢ |H | ).
Las raices de la ecuacién son:

0 [III-11]

Hyq+ Hyp Hy4 — Hup
W, =2 = Wo = ———— II1-12
¥ 1+S 1-5§ [ ]
La raiz W, corresponde a
a=b= ————1
U /228
es decir: 5
b4+ o5
S L -13
¢+ = 35735 [HL-13]
La raiz W_ corresponde a
a=—b= 1
- T J2=28
es decir:
p. - La0s [111-14]

J2 25
El calculo detallado de las integrales que aparecen en las expre-

siones [12], para la energia y [13] y [14] para las funciones de onda
es complicado y puede verse en referencia 10. Los resultados son:

1 €44+ eap

W=t g~ 135

[11I-15]

Wy + L _ fa4 = Eas

- R =S
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donde W, representa la energia del estado fundamental del 4tomo
de hidrogeno, vy S, £44 y €45 tienen las siguientes expresiones

‘S=e®1+ R+ R?*3)
tas = {1 ~ €K1+ R) [111-16]

eap=e "1+ R)

Representando la energia de los orbitales (descontado W) en fun-
cion de R, se obtiene una marcha cualitativa totalmente analoga a
la de la figura 5. El orbital simétrico ¢+ es el que conduce ahora a un
ion molecular estable. Las distribuciones de carga correspondientes
a ¢+ y ¢_ aparecen dibujadas esquematicamente en la figura 6. La
caracteristica fundamental del orbital ¢, es que da una distribucion
apreciable de carga en la zona intermedia entre los &tomos. En cambio,
la densidad de carga en esa zona es nula para el orbital ¢_.

El orbital ¢, que tiende a enlazar ambos atomos, puede contener
dos electrones con spines opuestos y recibe el nombre de orbital de
enlace («bonding»). Se trata de la version LCAO del enlace cova-
lente ya examinado con el método de Heitler-London. El orbital ¢_
recibe el nombre de antienlace («antibondingy).

Desde el punto de vista de la interaccion H — H, la energia de
interaccién correspondiente al orbital de enlace ¢, se obtiene inme-
diatamente de las férmulas [15], ya que, por tratarse de dos electrones
en el mismo estado, ¢, se verifica.

[11I-17]

i 1 €44 + €4B
Wi =2TW, — W] =2{— -2 2~
= 2[W. - W] {R 1+S}

cuya dependencia con R es cualitativamente la dibujada en la figura 5
para W{. El resultado es, pues, totalmente similar al obtenido con el
método de Heitler-London.

Una de las ventajas del método LCAO de orbitales moleculares
es que puede muy facilmente extenderse a utilizar combinaciones de
orbitales atémicos hibridos. La utilizacion de estos orbitales hibridos
conduce a una interpretacién energética sencilla de la estructura espa-
cial de muchas moléculas y, por tanto, es de inestimable valor en es-
tereoquimica.
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/ enlace

£

2
/@/ antienlace

Figura 10

5. DISTANCIAS INTERMEDIAS. FORMULAS EMPIRICAS

Anteriormente se ha visto que, a grandes separaciones intermo-
leculares, la energia de interaccion es pequefia frente a las energias
internas de cada molécula y es adecuado un tratamiento perturbativo.
Esto condujo a las funciones de London. A cortas distancias no es
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posible ese método y es preciso un calculo relativamente detallado
de la estructura electronica («quimica») de las moléculas. Utilizando
métodos aproximados adecuados, se ha podido obtener una depen
dencia, al menos en forma numérica, entre la energia de interaccion
y la distancia de separaciéon. A distancias intermedias, el problema
es todavia mucho mas complejo. Como, ademas, en la zona de fuerte
solapamiento, las interacciones quimicas no son usualmente expre-
sables en forma analitica, en la prictica hay que recurrir a expresiones
semiempiricas que se ajusten convenientemente a aquellas con funda-
mento tedrico en sus respectivos rangos de validez.

Existen una gran variedad de potenciales empiricos mas o menos
afortunados. Citaremos a titulo de ejemplo los potenciales del tipo
Lennard-Jones

WR) == -2 (n>m) [111-18]

el mas famoso de los cuales es el potencial 6 — 12

wo-f (8 (8] s

que a largas distancias se ajusta a un potencial de dispersion. Los para-
metros desconocidos se determinan experimentalmente en cada caso
comparando las predicciones teéricas con las propiedades experi-
mentales de los gases reales, tales como ecuacion de estado, visco-
sidad, etc.

Para moléculas diatémicas en particular, la experiencia ha demos-
trado que el potencial de interaccion para el estado fundamental puede
representarse bastante exactamente por una funcion analitica sencilla
que contiene tres parametros ajustables (potencial de Morse)

[ _ 2(R-Ro) _(R—Ro):|
W(R) = Wy |Le @ —~2 ¢

[111-20]

Con este potencial se pueden ajustar razonablemente bien la de-
pendencia tedrica obtenida por el método Heitler-London para la
interaccion H — H, asi como la de otras parejas de dtomos ligeros
idénticos.
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INTRODUCCION

Antes de discutir la aplicacion de los métodos mecanico-cuanticos
a la determinacion de las conformaciones méas estables en las proteinas
y en los acidos nucleicos, es conveniente dar una vision de conjunto
de las diferentes aproximaciones utilizadas para evaluar las interac-
ciones moleculares.

Varios factores intervienen en las fuerzas intermoleculares. Al tra-
tarse de moléculas en su estado electronico fundamental, lo mas ade-
cuado es clasificar las distintas interacciones segiin la distancia inter-
molecular. De acuerdo a este criterio pueden enumerarse:

a) Fuerzas a corta distancia (del orden de 1/%). Fuerzas de repul-
sion de Pauli. .

b) Fuerzas a gran distancia (del orden de 5 A). Fuerzas de atrac-
cion de Van der Waals. .

¢) Fuerzas a media distancia (del orden de 3 A). Puentes de hidré-
geno y complejos de transferencia de carga.

Lo mas légico seria considerar las fuerzas a corta, a media y a larga
distancia segin este orden, pero pedagdgicamente es mejor estudiar
en primer lugar los casos extremos y, finalmente, el caso intermedio.

Una observacion final. Si una de las dos moléculas se encuentra
en un estado electronico excitado, aparecen nuevas fuerzas atractivas,
llamadas de transferencia de exciton o de transferencia de resonancia.
De este tipo de interacciones no se tratara en la presente charla.

I. Evaluacion de las interacciones moleculares

1. FUERZAS A CORTA DISTANCIA (DEL ORDEN DE 1 A). FUERZAS
DE REPULSION DE PAULI

Dos atomos de helio, o dos moléculas de hidrogeno, a corta dis-
tancia se rechazan violentamente. La energia de repulsiéon es de la
misma magnitud que la energia de un enlace quimico. Estas fuerzas
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repulsivas no son especificas y se manifiestan entre todo tipo de
moléculas.

Al acercarse dos moléculas, la densidad electréonica aumenta hasta
valores superiores a los permitidos por el principio de exclusiéon de
Pauli. Consiguientemente, el origen de estas fuerzas es mecanico-
cuantico. Los electrones del mismo spin tienden a distanciarse lo mas
posible distribuyéndose-en los extremos del sistema. Ello crea un vacio
electronico entre los nicleos que se rechazaran violentamente. Puede
comprenderse el fenomeno aludido al comparar las energias del estado
singlete X y del estado triplete £ de dos atomos de hidrégeno en
funciéon de la distancia interatémica. A corta distancia, mientras que
el estado singlete es fuertemente atractivo, el estado triplete es repul-
sivo. Para el estado singlete hay un aumento de densidad electronica
entre los nucleos, mientras que, para el estado triplete, hay una dis-
minucion. En el primer caso, los dos electrones son de diferente spin,
mientras que en el segundo ambos electrones son del mismo spin.

Al estar las dos moléculas a corta distancia, una separacion de sus
respectivos sistemas electronicos es completamente arbitraria. Para
evaluar la energia de interaccion, lo adecuado es estudiar el sistema
total como una supermolécula.

Los resultados obtenidos por este método pueden representarse
correctamente por féormulas empiricas del tipo U(R) = A e ¥R (utili-
zada en la expresion de la energia potencial por Buckingham) o del
tipo U(R) = B/R"(n = 12 en la expresion de la energia potencial pro-
puesta por Lennard-Jones). Puede observarse que estas fuerzas de
repulsion decrecen rapidamente con la distancia y son despraciables
a grandes distancias.

2. FUERZAS A GRAN DISTANCIA (DEL ORDEN DE 5 ‘3‘). FUERZAS
DE ATRACCION DE VAN DER WAALS

Se manifestaron al estudiar Van der Waals la ecuacién de estado de
los gases reales. Son fuerzas atractivas débiles, del orden de 1 Kcal/mol,
y no especificas.

Para moléculas neutras, su origen radica en la interaccion de los
dipolos permanentes de ambas moléculas. Si una de las dos moléculas
carece de momento dipolar permanente, el campo eléctrico creado
por el momento dipolar de la otra molécula la polariza y hace aparecer
en ella un momento dipolar inducido, interaccionando ambos momentos
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dipolares. Estas interacciones fueron ya estudiadas por la fisica clasica.
En 1931, London estudié un nuevo tipo de interaccidon entre moléculas
carentes de momento dipolar permanente. Las fuerzas de dispersion
de London no pueden comprenderse mediante la fisica clasica y son
s6lo adecuadamente descritas por la mecanica cuantica. Su origen
estriba en que, al desplazarse aleatoriamente los electrones, aparecen
en las moléculas momentos dipolares transitorios que interaccionan.
Por correlacidn electronica, un momento instantaneo en una de ellas
induce un momento instantaneo en la otra favorable para una situacién
atractiva. Pueden describirse como interacciones entre dos momentos
dipolares inducidos.

Diferentes expresiones empiricas describen adecuadamente estas
fuerzas. Generalmente, la energia potencial se pone como funcién
de R7%. Por ejemplo, en el potencial de Lennard-Jones, la energia
total de interaccidén tiene la forma:

om-o(-( (3

R corresponde a la distancia de potencial nulo. El primer término se re-
fiere a las fuerzas de atracciéon de Van der Waals, y el segundo a las
fuerzas de repulsion de Pauli, anteriormente descritas.

Dos factores determinaran el método tedrico mas adecuado para
una recta evaluacion de estas interacciones. Por tratarse de interacciones
débiles, la energia total diferira poco de la energia de ambas moléculas
separadas, y, por estar ambas moléculas a gran distancia, sus corres-
pondientes sistemas electronicos estan claramente diferenciados sin
intercambio alguno de particulas. En estas condiciones el método
mas adecuado es la teoria de perturbaciones. La funcion de onda total
se expresara como producto de las funciones electronicas de cada
molécula, ya que ambos sistemas electronicos pueden separarse per-
fectamente. En expresiéon abreviada notaremos este producto por AB.
Cuando la molécula 4 o la molécula B se encuentre en un estado elec-
trénico excitado, lo notaremos por un apéstrofe.

La variacion de energia dada por la teoria de perturbaciones tiene
la forma:

A URZ LT
AE = O|P[0) + Zop — -+ [

V es el operador de perturbacion, |0 el estado fundamental y |i) los
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estados excitados del operador sin perturbar. Al expresar estado fun-
damental y estados excitados del sistema como productos de las fun-
ciones electronicas de cada molécula, se tiene:
X [CAB| V| A'B)? |KAB| V| AB?
AE=(AB|V|AB)+ 3} ———+—"+ X —7F7—— +
ABIVIABY + X o TEe "% Bk
(2]

AB| V| A'BI?
s gy KABI7 4B
45 Ea— Esa + Eg — Ep

El primer término corresponde en una interpretacion semiclésica a
la interaccion dipolo permanente-dipolo permanente. El segundo y
tercero, a la interaccion entre el dipolo permanente de una molécula
y el dipolo inducido en la otra. Finalmente, el tltimo a las fuerzas de
dispersioén de London. Se ha de notar que se ha truncado el desarrollo
de la energia de perturbacion en los términos de segundo orden.

Para mostrar la equivalencia de los diferentes términos de la teoria
de perturbacion con los de una fisica clasica puede desarrollarse el
operador de perturbacién, ¥, en serie de multipolos. En este desarrollo
solo el primer término, correspondiente a la interaccién dipolo-dipolo,
es apreciable, y toma la forma:

~ 1 PN ~ 4~ PN
V=3 (—2MEME + NIAMD + MIE)) + -

Con este operador de perturbacién calculemos el término correspon-
diente ala perturbacién de primer orden.

(AB| V| AB) =%<AB| —~2MIANIE + MAME + MIANE | AB) =
1 —,— ey —
-0 (—2M{ME + MEME + MiM3)

Siendo M# = (A | M2| 4D, es decir, el valor medio de dicha magnitud.
La perturbacion de primer orden nos da el mismo resultado que la
fisica clasica en la interacciéon dipolo permanente-dipolo permanente.
S6lo con la variante de que ahora se trata de valores dipolares medios.

Analogamente puede mostrarse que segundo y tercer término [2]
corresponden a la interaccién dipolo permanente-dipolo inducido.
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Originan términos en R~%. Finalmente, el Gitimo término, con ambas
moléculas excitadas, origina un término de la forma:

3d4d3 IAIB
2R® I +1I;

a4 es la polarizabilidad de la molécula A; I, es el potencial de ioniza-
cioén de la molécula A4, que reemplaza una energia de excitacion media.
Esta es la expresion de la energia de dispersion, que puede interpretarse
como una interaccion dipolo inducido-dipolo inducido, ya que contiene
el producto de polarizabilidades de ambas moléculas.

Ya en 1942, London indicé que el desarrollo multipolar es s6lo
adecuado cuando el tamafio de las moléculas es pequefio comparado
con la distancia intermolecular. Normalmente, en los sistemas biolo-
gicos no se cumple esta condicion y no es licito utilizar esta expresion
aproximada del operador de perturbacion. En estas circunstancias
debe utilizarse el operador exacto:
pogrZlr gyl vy Ziyy— 3

a p Raﬁ’ a j Raj’ g i Rﬁ'i i j Ty

en donde los indices sin apostrofe, « y i, se refieren a los centros atomicos
y electrones de la molécula A4; y los indices con apostrofe, 'y j', a los
centros atomicos y electrones de la molécula B. Primer y ultimo término
expresan la repulsion entre nicleos y electrones de ambas moléculas,
mientras que segundo y tercer término expresan la atraccion de los
electrones de una molécula por los nucleos de la otra. Al estudiar en
otra conferencia la interaccion entre las bases de los acidos nucleicos
desarrollaré las formulas originadas por tal operador de perturbacion.

3. FUERZAS A MEDIA DISTANCIA (DEL ORDEN DE 3 1&). PUENTES
DE HIDROGENO Y COMPLEJOS DE TRANSFERENCIA DE CARGA

A la distancia de 3 K, tanto las fuerzas de repulsion de Pauli como
las de atraccion de Van der Waals son apreciables, pero en los puentes
de hidrégeno y en los complejos de transferencia de carga interviene
ademas un nuevo tipo de fuerzas. Estas fuerzas son especificas y aniso-
tropicas, det orden de 10 Kcal/mol.

‘En_los puentes de hidrogeno este 4tomo esta ligado a un atomo
fuertemente electronegativo, F, O o N. El 4&tomo de hidrégeno cargado
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positivamente es atraido por el heterodtomo negativo de otra molécula.
Hay una transferencia parcial del proton entre las dos moléculas. La
estabilizacion peculiar de esta situaciéon es fundamentalmente elec-
trostatica. En los complejos de transferencia de carga hay una trans-
ferencia electronica entre ambas moléculas. La estabilizacion procede
fundamentalmente de la deslocalizacién electronica. Transferencia
parcial de un protén o de un electron son fenémenos equivalentes.
El parentesco entre los puentes de hidrogeno y los complejos de trans-
ferencia de carga se evidencia por la existencia de casos intermedios.
Asi, entre un benceno y una molécula con un grupo — OH hay una trans-
ferencia parcial de un electron del benceno al grupo hidroxilo, y una
transferencia parcial del proton del grupo hidroxilo al benceno.

Dos métodos son posibles para describir las fuerzas a media distan-
cia. Puede considerarse que una distancia media es una distancia pe-
quefia y estudiar el sistema como una supermolécula, o puede consi-
derarse que es una distancia grande y utilizar la teoria de perturbaciones.
Al utilizar la teoria de perturbaciones se ha de tener en cuenta que,
a la distancia de 3 A habra un solapamiento entre los orbitales molecu-
lares de ambas moléculas, lo cual introducira in intercambio electré-
nico. Ya no es posible tratar el sistema electronico total como dos
sisternas separados. Es necesario antisimetrizar el producto de fun-
ciones electronicas de ambas moléculas para introducir la indiscerni-
bilidad de los electrones de una y otra molécula. En los Gltimos afios,
la aplicacion de la teoria de perturbaciones a distancias medias es
objeto de constante investigacion.

El estudio de los complejos de transferencia de carga y de los puentes
de hidrogeno propuesto por Mulliken es ya clasico. Si expresamos por D
la molécula dadora de electrones (aceptora del proton), y por A la
molécula aceptora de electrones (dadora del protéon), la funcion de
onda total se expresa como combinacion lineal de la funciéon yp4 del
sistema en ausencia de transferencia y ¥/p+4- funcion de onda del sis-
tema si un electron es totalmente transferido de D a A.

D =ayps + bYpa-

En el estado fundamental, a es grande, y b pequefio. Habra un estado
excitado en el que sucede lo contrario. La transicion electronica del
estado fundamental a este estado excitado implica una transferencia
de carga del dador al aceptor. En el espectro aparece una nueva banda,
llamada de transferencia de carga, correspondiente a esta transicion.
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El determinante secular nos suministra la ecuacion que dara las
energias de los dos estados descritos.

|Hiy — E Hy, — ES;»
‘HZI ~ ESy;1 Hyy — E

Hy = (ll’DA'Hl'PDA)
=0 Hyy = (Ypa|H|Yp+a->
Hy; = (Ypra- |H|¢D*4'>

Esta ecuacion puede resolverse exactamente, pero por ser el valor de
la energia del estado fundamental muy cercana a H,;, se acostumbra
a utilizar la teoria de perturbaciones para determinar la energia del
estado fundamental.

(H12 - HIISIZ)Z
H22 - Hll

E = H11 - [4]
Hy,; y H,, se determinan semiempiricamente. H;, = f se trata como
parametro empirico y se desprecia H,;S;, frente a Hy,.

H;, se aproxima en los puentes de hidréogeno como suma de la
energia de las dos moléculas a infinita distancia, Er, de 1a energia elec-
trostatica dada por la férmula de Coulomb con las cargas efectivas
del hidrogeno, Qy, del heterodtomo unido al hidrogeno, Qy, y del
heteroatomo de la otra molécula, Qy-, y, finalmente, de la energia de
repulsién de Pauli dada por la féormula empirica apuntada anterior-
mente. La diferencia de energia entre H,; y H,, es la energia necesaria
para arrancar un electron del dador menos la energia devuelta al captar
el electron el aceptor y la estabilizacion electrostatica después de ha-
berse transferido el electron y aparecer ambas moléculas cargadas.
Asi [4] se transforma en:

Ox0x  Qulx —bR,; s
E = Ep 4+ =XX _ ZHEX | ke~ bRew  — 5
F RXX’ RX’H ID - AA - CD“A' [ ]

La estabilizacion del puente de hidrégeno, E — Ep, es fundamental-
mente electrostatica. Los dos ultimos términos [5], correspondientes
a la repulsion de Pauli y a la estabilizacion por transferencia de carga,
se compensan mutuamente.

En los complejos de transferencia de carga se obtiene una féormula
analoga con la ausencia de segundo y tercer término [5] referentes
a la energia electrostatica de la configuracion sin transferencia de carga.
La estabilizacion procede del ultimo término proveniente de la trans-
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ferencia de carga. El denominador serd pequefio cuando lo sea el po-
tencial de ionizacion del dador y sea elevada la electroafinidad del
aceptor.

II. Conformaciones de polipéptidos

Un polipéptido tiene numerosos grados de libertad. Es necesario
operar una reduccion en las conformaciones posibles, fijando algunos
de los grados de libertad, para poder realizar los calculos tedricos.
Un enlace deslocalizado se extiende sobre los atomos de carbono,
de oxigeno y de nitrogeno del enlace peptidico. Es 16gico tomar el

0]
|

grupo —C—N— como plano y en conformacion trans como la situa-

H
cion energéticamente mds favorable. Se fijan ademas las distancias
de los enlaces y los angulos formados por enlaces contiguos. Quedan
solo como grados de libertad los angulos de rotacion consignados en
la figura 1. Normalmente s6lo se retienen las rotaciones alrededor del
enlace N—C*, @, y alrededor del enlace C—C?, . Se prescinde de las
rotaciones que afectan al grupo unido al carbono %

r A
Con |
: H\ eR i
NP, .
2 T H
O 1 H H
t Ny ! |
“ : l]‘\ I’ : |
c! ,/c'{ . LN
R R G g
c PNy G
. | l !
! '
K o !
. P |

Figura 1.—Parametros de un dipéptido en el estudio conformacional de
polipéptidos. [ ], limites de un residuo.
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Los resultados se presentan en mapas conformacionales, circuns-
cribiendo las regiones de conformaciones mas estables con lineas con-
tinuas. En abscisas se toma el angulo ®, y en ordenadas el angulo y.
Los resultados se refieren normalmente a dipéptidos internos en una
cadena de polipéptidos. Ello implica prescindir de varias interacciones
decisivas en la determinacién de la hélice o de muchos polipéptidos.
Se prescinde en primer lugar de las interacciones con el disolvente;
en segundo lugar, de interacciones con otros polipéptidos, y, finalmente,
de interacciones entre aminoacidos no contiguos en la estructura pri-
maria del polipéptido, que pueden estar espacialmente a corta dis-
tancia. Sobre todo sera decisivo el prescindir de puentes de hidrogeno
entre residuos lejanos en la estructura primaria.

Tres etapas pueden sefialarse en los calculos tedricos. En la primera,
los mapas conformacionales se construyeron a partir del modelo de
las esferas rigidas (1). Quedaban prohibidas las zonas en que se super-
ponian distintos atomos. Tamafio y forma de estas zonas dependen
de los radios de Van der Waals asignados a cada atomo.

En una segunda etapa se refina el método introduciendo otros
factores expresados por formulas empiricas calibradas en moléculas
de pequeiia talla (2). Se introduce un potencial de torsién que da las
barreras de rotacion. Se introducen ademas las interacciones entre
atomos no enlazados, no consideradas en el factor precedente, mediante
un potencial empirico del tipo Lennard-Jones. Se introduce también
la interaccién electrostatica entre dipolos del grupo amida del enlace
peptidico. Finalmente se introducen los puentes de hidrogeno apro-
ximados por férmulas empiricas. Las figuras 2 y 3 presentan los mapas
conformacionales obtenidos para residuos dipéptidos de glicina y
alanina, respectivamente. Las dextro y levo o hélices se encuentran
en zonas favorables, pero no en los minimos absolutos de energia.

Las aproximaciones empiricas adoptadas permiten, dentro de li-
mites razonables de calculo, evaluar energias de estructuras helicoidales
regulares de nueve unidades con dos residuos en los extremos. En estas
condiciones, todos los angulos @ y ¥ son idénticos. La figura 4 pre-
senta el mapa conformacional de una poliglicina. Es interesante com-
parar las figuras 2 y 4. En la poliglicina, las dextro y levo « hélices se
encuentran ya en el minimo absoluto de energia. Este efecto debe
atribuirse a que, al tener ya algunas vueltas, se consideran ya interac-
ciones, especialmente los puentes. de hidrogeno, entre residuos no
contiguos en la estructura primaria.
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Figura 2—Mapa conformacional para un residuo de glicina. Las energias
vienen dadas en kcals/mol. Las letras R y L indican las posiciones de las
hélices enrolladas a derecha e izquierda respectivamente.

En una ultima etapa, los calculos para las diferentes conformaciones
de un dipéptido no se han hecho mediante la teoria de perturbaciones,
sino considerandolo como una Unica molécula. En concreto, los calculos
han versado sobre una N-acetil-amida del aminoacido considerado:

o
H,H—C—CH—NH—C—CH,;

O R
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Figura 3.—Mapa conformacional para un residuo de alanina.

Esta molécula es analoga a un dipéptido en el interior de una cadena
peptidica. Se modifican solamente los angulos ®(N—C®) y (C—C?.

El método EHMO ha sido utilizado en primer lugar para efectuar
los calculos (3). Rossi y David (4) han estudiado supermoléculas de
poliglicina con cuatro y cinco unidades. Se observa en las o hélices
un incremento de estabilizacién por péptido al pasar de cuatro a cinco
unidades, lo cual refleja la formacion de un primer puente de hidréogeno
aidiconal estabilizador. Kier y George se atreven a predecir la geometria
mas estable de la bradiquinina,

H,;N-Arg-Pro-Pro-Gli-Fen-Ser-Pro-Fen-Arg-CO,
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Figura 4—Mapa conformacional para hélices de poliglicina. Las letras

R y L indican las posiciones de las hélices « enrolladas a derecha e izquierda

respectivamente, B de la hélice B de la mioglobina, w de la hélice w, 3,, de
la hélice 3y, y II de la estructura II de la poliglicina.

polipéptido lineal de pequefia talla. Esta prevision se hace a partir
de las conformaciones mas estables encontradas tedricamente para
cada aminoécido. Seria interesante poder comparar estas previsiones
con resultados experimentales.

El método PCILO, mas elaborado que el EHMO, ha sido utilizado
por Pullman (5) para determinar los mapas conformacionales. Las fi-
guras 6 y 7 presentan los resultados para los derivados N-acetil-amida
de la glicina y de la alanina. Al comparar valores experimentales, re-
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Figura 5.—Conformacién de la bradiquinina a partir de las confor-
maciones calculadas para cada residuo que interviene en la secuencia
de aminoacidos. :

sultados obtenidos por los métodos empiricos y resultados obtenidos
por_ el método PCILO, puede observarse una mejor correspondencia
entre valores experimentales y calculados en este altimo método.
No puede esperarse una correspondencia perfecta con los valores
experimentales por- prescindirse de interacciones con el disolvente,
con otros polipéptidos y entre residuos no contiguos de la misma cadena.
Con todo, la correspondencia existente parece indicar que los factores
determinantes de la conformacion mas estable en cada aminoacido
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Figura 6. Mapa conformacional para un residuo de glicina.
(GRS ) Limites de las zonas permitidas en la aproximacion de esferas
duras. (——) Limites de 6 kcal/mol por encima del minimo mas profundo
() segin un calculo mecanico-cuantico. (+) Minimos locales en el
calculo mecanico-cudntico. (O) Valores experimentales de la lisozima.
@ Valores de la mioglobina. A Valores de compuestos pequefios.

son importantes para determinar la estructura en hélice a de las
proteinas.

Al enjuiciar los resultados obtenidos, en favor de los métodos
empiricos milita la ventaja de su simplicidad, que permite considerar
cadenas ya suficientemente largas. Las restricciones de tamafio al con-
siderar una supermolécula son las limitaciones mas fuertes para este
tipo de calculos. Se ha de sefialar ademas que hay notables diferencias
cuantitativas entre los resultados obtenidos por el método EHMO
y por el método PCILO. El método EHMO, con drasticas aproxima-
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Fig. 7.—Mapa conformacional para un residuo de alanina.
(-—--) Limites de las zonas permitidas en la aproximacién de esferas
duras. (----- ) Extension de la zona C al adoptarse funciones empiricas

del potencial. (——) Limites de 6 kcal/mol por encima del minimo mas

profundo (=) seglin un calculo mecénico-cuantico. (4) Minimos locales

en un calculo mecanico-cuantico. (O) Valores experimentales de la lisozima.
@ Valores de la mioglobina.

ciones, aparece escasamente adaptado a la determinacion conforma-
cional. Como indicaba al final de la conferencia anterior, dado que las
barreras son muy pequeiias, es necesario utilizar métodos muy precisos.
Desde este punto de vista, las ventajas del método PCILO son evi-
dentes. Ya que las barreras encontradas por este método son de unas
.6 Kcal/mol, parece muy conveniente poder hacer calculos para cadenas
mas largas e introducir otros grados de libertad, como son las rotaciones
alrededor de los angulos x; y x2, para poder tener resultados realmente
significativos comparables con los valores experimentales.
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III. Confermaciones de acidos nucleicos

Se han utilizado diferentes aproximaciones para evaluar las in-
teracciones entre las bases de los acidos nucleicos. En los trabajos
iniciales (6) se empled la aproximacion dipolo para evaluar los tres
términos clasicos, electrostatico, de polarizacién y de dispersion. Ya
sefialé que esta aproximacion es inadecuada para moléculas de gran
tamafio. De una forma progresiva se ha ido introduciendo la aproxi-
maciéon monopolo para desarrollar el operador de perturbacidon (ecua-
cion [3]). Generalmente, las funciones de onda de cada molécula han sido
determinadas por el método MO-LCAO. Las férmulas que se obtienen
se desarrollan mas adelante.

Primero se introdujo la aproximacion monopolo para calcular
el término electrostitico, despreciando los otros dos términos (7).
En problemas en los que la interaccion electrostatica es la principal,
como acaece en los puentes de hidrégeno, esta aproximaciéon propor-
ciona resultados significativos. Asi, al cambiar la posicion relativa
de un par de bases, aparecen profundos minimos energéticos en las
posiciones de equilibrio de los puentes de hidrégeno, mientras que tales
minimos no aparecen en la aproximaciéon dipolo. En algunos traba-
jos (8) se evalhan los términos de polarizacion y de dispersion en la
aproximacion dipolo. Se trata de un procedimiento hibrido, adop-
tando la aproximacion monopolo para evaluar el término electros-
tatico y la aproximacion dipolo para evaluar los términos de polari-
zacion y de dispersion.

Finalmente, la aproximacién monopolo se ha adoptado para eva-
luar los tres términos de una interaccion a larga distancia, electrostatico,
de polarizaciéon y de dispersion. En un principio se aplico s6lo al sistema
de electrones = (9). Los electrones o no se han introducido por carecer
de buenas funciones de onda y de buenos valores de los niveles ener-
géticos. De nuevo un procedimiento hibrido se ha adoptado para
introducir los electrones o, la aproximacién monopolo para obtener
la distribuciéon de carga y la aproximacion dipolo aplicado a cada
enlace localizado para evaluar los términos de polarizaciéon y de dis-
persion (10). Los dipolos considerados se refieren sélo a los enlaces
localizados, cuyo tamaifio es pequefio comparado con la distancia
intermolecular.

Mediante el método CNDQO/2 modificado (11) se han obtenido
buenos valores propios y buenas funciones de onda, incluyendo todos
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los electrones de valencia para las bases y los pares de bases del DNA (12).
Ello permite aplicar la aproximacion monopolo para evaluar los
tres términos, electrostiticos, de polarizacién y de dispersion, en el
sistema de todos los electrones de valencia. Al introducir en la ecua-
cion [2] el operador de perturbacion dado por la ecuacion [3], el primer
término da la energia electrostatica; el segundo y tercero, la de pola-
rizacion, y el ultimo, la de dispersion. Se obtienen las siguientes ex-
presiones para cada uno:

M M ,
Eel = Z Z 'Q_GQ‘ﬁ_

a=1p'=1 Raﬂ'

M m Qﬁ' 2
u hd ( Z Z Cs,uclu R__>
B B'u

'=lp=1

Epol ::2 EA —Es__’l +
s=11=n+1
2
n d <Z Z Ck[l p,ule >
+2 =1pu'=1
EE — EL.,
k=1 p=n"+1
Eus =4 L R””'

A 4 B B
E§ — o1+ E5 — Ei¢y

s=11l=n+1k=1p=n+1

Q. es la carga neta sobre el centro atomico a; Cs,, el coeficiente del
orbital atdmico u en el orbital molecular s; m es el niimero de orbitales
atémicos; EZ,; es la energia de un estado excitado de la molécula A co-
rrespondiente a una transicion electronica del orbital s al orbital I;
E§, la energia del estado fundamental, y n, el numero de orbitales
moleculares doblemente ocupados. Los valores anialogos con apostrofe
se refieren a la molécula B. .

Al encontrarse las bases a una distancia vertical de 3,36 A se recubren
los orbitales 2p, de ambas moléculas, originAndose una deslocalizacion
de los sistemas m. Mediante un operador efectivo monoelectronico,
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al aplicar la teoria de perturbaciones se obtiene para esta energia de
deslocalizacién: )

. m m’ 2
! © < Z Z Ciucj'u'ﬁuu')

AE = -2 pmtu=l -
B A
¢ & — &
i=1 j'=n+1
’ m m’ ) 2
n' o0
Z Z Ciucj’u’ﬂuu’)
=1u=1
_2 7 M
A
& — e
=1 i=n+1

n, my C;, significan lo mismo que antes, pero ahora se refieren so6lo
al sistema de electrones =; ¢; es la energia del orbital molecular i, y §,,-
es la integral de resonancia entre los orbitales atomicos gy g

En el cuadro I se dan los valores obtenidos para los pares adenina-
timina y guanina-citosina en su interaccion horizontal. Los valores (a)
corresponden al método aqui descrito, y los valores (b) al método
hibrido con la aproximacion monopolo para evaluar el término elec-
trostatico, y la aproximacion dipolo para evaluar los de polarizacion
y de dispersién [8]. Interesa introducir este contraste para una co-
rrecta interpretacion de los resultados. Con todos los métodos se ob-
tienen resultados parecidos dentro del mismo orden. Puede concluirse
que la interaccion horizontal entre las bases es fundamentalmente
electrostatica. En segundo lugar, mucho mayor en el par guanina-
citosina. Ello parece interpretar la mayor estabilidad térmica de DNA
rico en G—C y ha sido confirmado experimentalmente (13). Los valores
del cuadro I dan una idea de la tendencia a parcarse de las bases puricas
y pirimidinicas.

CUADRO 1
Interaccion horizontal Electrostatica Polarizaciéon Dispersion Total
Adenina-timina —-3,07 -0,17 -0,45 —3,69 (a)
—4,61 -0,27 -0,77 —5,65(b)
Guanina-citosina o —11,18 —1,22 -0,32 —12,72(a)
-1591 -2,02 —1,25 — 19,18 (b)

Todos los valores estin dados en Kcal/mol.
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Las figuras 8, 9, 10 y 11 presentan las energias electrostatica, de
polarizaciéon y de dispersion entre dos pares de bases a la distancia
vertical de 3,36 A y girando libremente el par de bases superior. Con ello
se pretende averiguar si a esta distancia de equilibrio hay algiin anguio
mas favorable. La energia electrostitica presenta cuatro minimos hacia
angulos de 45°, partiendo de una posicion paraiela o antiparalela de
las bases y girando en los dos sentidos. En ciertos casos, alguno de estos
minimos se reduce a una inflexion. La energia de dispersion presenta
sus minimos a 0° y 180°. Al calcular este término se ha truncado la
suma sobre los estados excitados en las treinta primeras configuraciones
monoexcitadas. Este término estd infravaluado y no nos permite ob-
tener una energia total exacta. Sin embargo, se puede asegurar que,
a] introducir la energia de dispersion, los cuatro minimos se acercaran
a giros de 36°. Lo mismo puede decirse de la energia de polarizacion,
que parece jugar un papel mas secundario.

A E (keal /mol)

1 [ | 1
0 36 144 180 216 224 360
Grados

Figura 8. —Energia de interaccion entre un par 4-T inmévil y un par 4-T
girando a la distancia de 3,36 A. (——) Energia electrostatica. (———-) Ener-
gia de dispersion. (--++-) Energia de polarizacién.
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Figura 9.—Energia de interaccion entre un par G-C inmévil y un par 4-T
girando a la distancia de 3,36 A.
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Figura 10.—Energia de interaccion entre un par G-C inmovil y un par G-C
girando a la distancia de 3,36 A.
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Figura 11.—Energia de interaccion entre un par A-T inmovil y un par G-C
girando a la distancia de 3,36

Las figuras 12, 13, 14 y 15 presentan la energia de deslocalizacion
entre dos pares de bases a la distancia de 3,36 A girarido el par superior.
Los minimos de energia se encuentran para giros de 18°, partiendo de
la posiciéon paralela y antiparalela. Los resultados vienen dados en
unidades B, y por desconocerse su exacta equivalencia en Kcal/mol
no puede obtenerse el valor exacto de la energia total, pero de nuevo
el minimo de la energia total se desplazara hacia dngulos de menor
cuantia.

En conclusion, al estudiar la conformacion mas estable de dos pares
de bases consecutivos, la energia electrostitica presenta minimos
energéticos hacia los 45°. Los minimos de la energia de dispersion
y de deslocalizacion estan a los 0° y 18°. El minimo de la energia total
estara no lejos de los 36°. Para discutir la estructura secundaria del DNA
seria necesario introducir las cadenas laterales y el disolvente. Es sabido
que la doble hélice del DNA es estable en agua, pero no en otros di-
solventes. Sin embargo, la interacciéon entre dos pares de bases conse-
cutivos en ausencia de la cadena lateral y del disolvente conduce ya a
conformaciones no lejanas de la estructura B del DNA. El defecto de
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Figura 14—Energia de deslocalizacién entre un par G-C inmovil y un
par G-C girando a la distancia de 3,36 A.
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Figura 15.—Energia de deslocalizacién entre un par 4-T inmévil y un
par G-C girando a la distancia de 3,36 A.
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Figura 12—Energia de deslocalizacion entre un par A4-T inmévil y un

144 180 216
Grados

324 360

o

par A-T girando a la distancia de 3,36 A.

30

]
0 36

Figura 13.—Energia de deslocalizacion entre un par G-C inmévil y un
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par A-T girando a la distancia de 3,36 A.
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los calculos tedricos estriba en las simplificaciones operadas, pero en
ello mismo estriba su ventaja. Teéricamente puede aislarse un factor,
cosa imposible en la practica, y estudiar su influencia. En estrecha
colaboracién con los experimentadores, los calculos te6ricos pueden
ser de gran ayuda para una correcta interpretacién de los resultados
experimentales.

11,
12,
13.
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INTRODUCCION

El concepto de fuerzas intermoleculares y superficies de potencial
fue magistralmente expuesto ya en 1930 por London (1) y en 1931 por
Margenau (2), Slater y Kirkwood (3). Después de un lapso de tiempo
largo en que, debido a la dificultad de obtener datos experimentales,
se hizo muy poco en este campo, empieza en los afios 50 a resurgir
el interés, gracias sobre todo a los avances efectuados en las técnicas
experimentales de difraccion de rayos X y experimentos con haces
moleculares.

Si en el campo de la quimica, la fisica de liquidos y cristales molecu-
lares, las fuerzas intermoleculares juegan un papel importantisimo,
en el estudio del comportamiento de los sistemas biologicos donde
asociaciones de macromoléculas o moléculas «sencillas» se encuentran
inmersas en un medio acuoso es donde este estudio se hace mas dificil
y complejo, aunque sin duda también el mas fascinante.

La complejidad del estudio de estos sistemas proviene del hecho
de que un analisis completo no se puede limitar al examen de un solo
angulo de la situacién, sino que debe considerar a la vez muchos as-
pectos del problema, ya que todos ellos se hallan interrelacionados.

Asi, la teoria de la interaccién microscopica de las moléculas debe
obtener resultados capaces de ser integrados como datos para la ob-
tencion de resultados macroscopicos cuantitativos o, al menos, cuali-
tativos que puedan ser comparados con los obtenidos experimental-
mente. O bien, una teoria macroscopica paramétrica debe correspon-
der a un modelo microscdpico y los parametros deben tener un conte-
nido fisico relacionado con la estructura microscopica,

A primera vista esto no parece presentar diferencias con la situacion
que se encuentra en el estudio de liquidos sencillos, por ejemplo, el
argon. Es decir, se podria creer que la misma sistemdtica teérica, unida
a métodos mas laboriosos, podria dar resultados satisfactorios; sin
embargo, no es asi; los sistemas biologicos son no sb6lo complejos,
debido a la complejidad microscopica o molecular de sus componentes
—Ilo que ya de por si impide despreciar fuerzas y aplicar modelos de
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éxito en otros sistemas—, sino que esta complejidad da origen a fe-
némenos macroscopicos de asociaciones moleculares que impiden apli-
car la regla de aditividad, dando lugar a transiciones de fase. Esto
implica, evidéntemente, complicaciones de tipo termodindmico, ya que
las hipdtesis de «procesos reversibles» y «sistemas en equilibrio» pierden
gran parte de su aplicabilidad y validez.

En este trabajo se pretende analizar algunos de los distintos as-
pectos de la interacciéon molecular en los acidos nucleicos, intentando
en la discusion elucidar hipétesis que puedan ser planteadas como
base de estudios posteriores.

Con la intencién de dar claridad a la exposicion se inicia este estudio,
por una parte, muy elemental, pero basica, de la teoria de fuerzas inter-
moleculares, a fin de que el contenido fisico de las teorias elaboradas
aparezca claramente.

El segundo capitulo es una exposicion de las relaciones a que llega
la mecanica estadistica general, que son de interés en los sistemas con
interaccione’ de tipo Van der Waals-London.

En el tercer capitulo se describen los conceptos de orden y de tran-
siciones de fase, asi como los métodos mas utilizados en el analisis
de fenémenos cooperativos.

Finalmente, en el capitulo 4, apoyandose en los anteriores, se ana-
lizan los tipos de interacciones que existen en los cristales de acidos
nucleicos.

En el ultimo capitulo se discuten algunos modelos y experimentos
posibles.

I. TEORIA MICROSCOPICA DE LA INTERACCION
MOLECULAR

1.1. Preliminares

Se puede ver lo que sucede cualitativamente considerando un
modelo esquematico:
— Sistema: dos atomos -—o dos moléculas— que llamaremos,
respectivamente, I y I1.
— Catacteristicas del sistema: I es una molécula con un coeficiente
de polarizabilidad «. II es una molécula con un momento di-
polar permanente u.
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— Variable: distancia a la que se encuentran los subsistemas I y I1.

" La curva que, como se sabe, describe el comportamiento de este
sistema, considerando el subsistema I en el origen de coordenadas,
es la de la figura 1.

Energia

Energia 1

Energia 11 Distancia
Intermolecular

Figura 1

Como se puede observar:

i) A distancia infinita, las fuerzas de interaccion son nulas.

ii) A distancias del orden de algunos Angstroms, las fuerzas atrac-
tivas de interaccién dominan. .

iif) A distancias del orden del Angstrom dominan las repulsiones.

Evidentemente, es la parte de la curva donde las fuerzas de in-
teraccion son atractivas la que nos interesa, ya que corresponde a sis-
temas donde las interacciones son fuertes (sistemas condensados) con-
servando, sin embargo, cada molécula su identidad molecular.

Veamos, pues, la naturaleza de estas fuerzas atractivas responsables
de la condensacién y, por lo tanto, que contrarrestan el efecto de los
momentos cinéticos de I y II.

El dipolo u del subsistema II ocasiona en el subsistema I la apari-
cion de un campo

u
& = —— A, 1-1
I aper® ™! [1-1]
donde A4; es una constante de proporcionalidad, asi como los simbo-
los By, A1, Ci; y D que se emplean a continuacién.
Este campo provoca la apariciéon en I de un dipolo inducido

o
M= rer Br. [1-2]
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Ahora bien, este dipolo u; crea a su vez un campo en I/

W pot
b= e 1 (4me)?r® [1-3]

La fuerza de interaccion es proporcional al dipolo permanente y al
gradiente del campo en ese punto; luego se tendra:

2
o pra
-k . up=_F% p 1-4

(4me)?r’ # (4me)*r’ [1-4]

y, por lo tanto, la energia de interaccion sera

2
o

Cabe preguntarse qué pasa cuando la molécula /I no tiene un mo-
mento dipolar permanente capaz de crear un campo en /. Este caso
se puede razonar en forma analoga, ya que la molécula siempre tendra
un dipolo instantineo distinto de cero, aunque considerando un tiempo ¢
largo el promedio sea cero. La razén por la cual las moléculas apolares
(e incluso Atomos) estan sujetas a fuerzas de interaccion (es decir, el
momento dipolar instantaneo es s 0) viene dada por la mecanica
cuantica. En efecto, debido al principio de incertidumbre, las cargas
estan en movimiento al azar, produciendo campos fluctuantes que,
a su vez, inducen multipolos en las moléculas proximas. Al tomar el
promedio en el tiempo de 2, que es el término que aparece en las ex-
presiones [1-4] y [1-5], éste es distinto de cero. (Para un sistema com-
puesto por dos atomos de H, London y Eisenschitz (4) encontraron
en 1930 que la constante D valia 6,47.)

Estas ideas son suficientes desde un punto de vista conceptual;
sin embargo, si se quiere entender en profundidad las interacciones
moleculares, debe analizarse con algo mas de rigor la situacién desde
un punto de vista mecano-cuantico.

I.2. Teoria mecano-cuantica de estas interacciones

La energia de interaccién aparece como la diferencia de energia
entre la molécula I y la molécula I a distancia infinita, es decir, cuando
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no hay interaccién, y la energia del sistema a la distancia R que se con-
sidera.

a) Energia del sistema a R = o0:

En este caso, las energias de las moléculas I y II vienen dadas,
respectivamente, por las dos ecuaciones de Schrodinger correspondientes

HI‘PI = EIlPI [2-1]
HHlPII = EIIlPIb [2_2]

donde H; y Hy; son los operadores hamiltonianos, y ¥; y ¥;; son las
funciones de onda de las moléculas I y II, respectivamente.

'Eoo = EI + E]]. [2'3]
b) Energia del sistema a R # oo:

También aqui se halla la energia por resolucién de la ecuacion
de Schrodinger

HY = EY,
donde
H=H +Hp+V,

siendo V el potencial de interaccion entre las particulas de la molécula I
y de la molécula II.

1.2.1. EXPANSION DEL POTENCIAL CON RESPECTO A DOS CENTROS

El potencial V viene dado en unidades atémicas por

v—t+ 3 L. [2-1-1]

i>j=1Fij

Elsigno (—) corresponde a atracciones electron-nicleo, y el signo (+)
a repulsiones electron-electrén y ntcleo-nucleo.

ri; = Distancia entre las particulas i y j (se supone que son electrones
en la figura).

N = Numero de particulas.

X’ Representa que la operacion no se efectia cuando ambas
particulas corresponden a la misma molécula, ya que estos
términos estan incluidos en H; y Hy,.
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Figura 2

Ahora bien, rL se puede expansionar de la siguiente forma (5):
i

= Z Z B . (riy vy rr 1) P (cos 6;) P, (cos 6));
nrr

Iij =0m=-n

[2-1-2]
las funciones Pj(cos 6) son los polinomios asociados de Legendre de

primera clase.
Las dos formas mas importantes que toma la funciéon B son:

a) ripg>(ri+r)
(=1 (g 4 )l g

(" + |m) (e + |m|)! r'z"ﬁ"“

[2-1-3]

Bn,n" (ru rj, Iy II)

b) r”,+r,-<rj

(siryy + ry<r,se cambia I por II, i por j, asi como (—1)"*"! por
+1 en la formula [2-1-4].)

(= 1"+ (ngy — |m)! Py
(i — n)! (g + |ml)! rit "

B, (rirjsrio) = [2-1-4]

Tanto en a) como en b) se ven aparecer potencias negativas de la
distancia intermolecular r; , correspondlendo a la interaccion -de los
distintos multipolos.
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1.2.2. APROXIMACION ADIABATICA

Como se ha visto, en el hamiltoniano de un sistema de dos moléculas
en interaccion figuran en principio los potenciales debidos a todas las
particulas. No obstante, la aproximacién adiabitica (o de Born Open-
heimer) consiste en separar el movimiento de los nucleos del de los
electrones. Dado que la velocidad de los electrones es altisima com-
parada con la de los niicleos, esta aproximacion es satisfactoria.

Matematicamente consiste en considerar que la funcién de onda
total Q es un producto de la funcidon de onda nuclear y de la funciéon
de onda electronica. Esto permite la descomposicién de la ecuacion
de Schrodinger

Hypa Q = EQ [2-2-1]
en dos ecuaciones
y H.$. = E.p. [2-2-2]
Hyyn = Enyn, [2-2-3]

donde Ey viene expresada en funcion de E,. Esto equivale a suponer
que, durante la interaccidn, el sistema de las dos moléculas esta ca-
racterizado por un conjunto de ntimeros cuanticos que no cambian
mientras dura la interaccién. Es decir, el movimiento de los niicleos
mientras las moléculas estin suficientemente proximas para interac-
cionar no afecta al estado electronico. Esta independencia entre los
dos tipos de movimiento no existe, evidentemente, si el movimiento
nuclear es muy rapido. Tampoco se puede emplear esta aproximaciéon
cuando las curvas de potencial correspondientes a dos estados elec-
tronicos degenerados se cruzan. Este cruce prohibido no aparece si
se tiene en cuenta el acoplamiento del movimiento nuclear y electrénico.

Existen otras limitaciones, pero éstas no aparecen en el estudio
de las cadenas de nucleotidos, por lo que no merece la pena mencio-
narlas aqui.

En lo que sigue se considera implicitamente que es valida esta
aproximacion.

1.2.3. CASOS SIN SOLAPE DE NUBES ELECTRONICAS

Como se vio, la energia de interaccion aparece como la diferencia
de energia entre la molécula I y la molécula II a distancia infinita,
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es decir, cuando no hay interaccion, y la energia del sistema a la dis-
tancia R que se considera.

a) Energia del sistema a R = o0:

En este caso, las energias de las moléculas I y II vienen dadas, res-
pectivamente, por las dos ecuaciones de Schrodinger correspondientes,
como se vio anteriormente:

HI‘PI = EI‘PI

2-3-1
Hy¥y = En¥u, [ ]

donde H; y Hj; son los operadores hamiltonianos, y ¥, y ¥;; son las
funciones de onda de las moléculas I y 11, respectivamente.

La funcién de onda total es simplemente
‘(I) =¥, ¥,, [2-3-2]
ya que el efecto de canje es nulo a R = o0. Tendremos:
E=E/ + Ej.

b) Energia del sistema a R # 0:

Ya que las nubes electrénicas no solapan, se puede tomar como
funcién de onda cero

(Do = \PI ‘ ‘F”.
El hamiltoniano del sistema sera:
H=H+Hy+V, [2‘3'3j

pudiendo considerarse ¥V como una perturbacion. Segin se desee
mayor o menor exactitud, se puede aplicar el método de perturbaciéon
de primer orden o de segundo orden: Esto se hace truncando la expan-
sion de 1/r; después de los términos dipolares, cuadrupolares, etc.

Hay que hacer notar que las funciones de onda deben incluir
la correlacién entre las particulas, ya que el error que se introduce
ignorandola es de orden comparable con la energia de interaccion.
Sinanoglu (6) ha desarrollado una teoria completa de las fuerzas de
interaccion en forma aditiva en que incluye la energia de correlacion.
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1.2.4. EL SOLAPE ENTRE LAS NUBES ELECTRONICAS DE LAS MOLECULAS I
Y II NO ES DESPRECIABLE

Este caso, que es sin duda el mas complejo, refleja, sin embargo,
la situacion real, sea entre los monoémeros contiguos de un polimero,
sea simplemente entre las moléculas intimamente asociadas en una
célula viva. Intentar rigurosidad en el estudio de sistemas bioldgicos
es una utopia; con todo, el conocimiento de los distintos factores
fisicos es tan necesario cuando se intenta despreciarlos o se desea sus-
tituir por parametros como cuando se efectia un cidlculo riguroso.
Por este motivo se da a continuacién una exposicion somera de los
distintos pasos de un célculo de este tipo.

El hamiltoniano es de la misma forma que en [2-3-3], pero la funcién
de onda debe estar antisimetrizada totalmente, dando lugar a un na-
mero muy elevado de integrales complicadas que describen lo que se
llama el efecto de canje (o intercambio). Asi, una posible forma de @
sera:

® = A V¥, [2-4-1]

donde Wi y Wi, representan funciones a evaluar mediante un método
variacional, siendo A un operador encargado de antisimetrizar el pro-
ducto, o bien, alternativamente, si se prefiere emplear el método de
perturbaciones, se puede partir de una funcién de orden cero

Do = AV Y, [2-4-2]

procediendo analogamente a cuando las nubes no solapan. La dife-
rencia fundamental es que, debido al efecto del antisimetrizador A,
tenemos ahora, a poco complejas que sean las moléculas [ y II, un
numero astronémico de integrales.

Existe una serie de procedimientos basados en la ortogonalizacién
previa de ¥; y ¥;; que pueden ser aplicados a este tipo de calculos y
que simplifican muchko las operaciones (7-8) durante los pasos ite-
rativos y diagonalizaciones; sin embargo, como se parte generalmente
de orbitales atomicos que solapan, el numero inicial de integrales
es siempre el mismo: Por otro lado, el trabajar con funciones ortogo-
nales simplifica la interpretacién quimica del formalismo y permite
la substitucion de grupos de integrales por parametros que guardan
relaciéon con conceptos familiares en quimica, como polarizabilidades
de enlaces. También se puede trabajar con los orbitales equivalentes
de Lennard Jones (9).
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Debido a que, en este tipo de distancias internucleares, la energia
de interaccidon es grande, mientras que el error introducido con un
modelo de particulas independientes, es decir, «no correladas», es
comparativamente mucho mas pequefio, se pueden despreciar los
efectos de correlaciéon en la funcidon de onda. Esto no es cierto a dis-
tancias grandes, donde esta aproximaciéon puede conducir a errores
relativos altos.

Cuando se utiliza el método variacional, los efectos debidos a las
llamadas fuerzas electrostaticas quimicas, dispersion e induccion, se
mezclan, por lo que ésta resulta una clasificacion artificial a menos que
se utilice el método de perturbaciones con la funcién de potencial en
su forma de expansion en serie de potencias negativas de la distancia
intermolecular.

Los métodos considerados anteriormente calculan la energia de
interaccion molecular; otra alternativa consiste en calcular las fuerzas
de interaccion que a distancias infinitas son cero, mientras que con la
energia siempre tenemos que obtenerla por diferencia entre dos canti-
dades grandes. Este método se basa en la aplicacion del teorema de
Hellman y Feynman y, a pesar de que no da resultados tan exactos
como los que se basan en calculos energéticos, parece prometedor
cuando se piensa en sistemas muy complejos.

En muchos casos las polarizabilidades presentan propiedades adi-
tivas, esta circunstancia permite una gran simplificacion.

1.2.5. ADITIVIDAD DE LAS POLARIZABILIDADES

Hylleraas (10) y Hassé (11) obtuvieron la expresion de la polariza-
bilidad para moléculas en un campo eléctrico en forma variacional.
Estos autores suponen que la molécula, al estar perturbada por el
campo eléctrico, esta descrita por la funciéon de onda

Y= (1 + AHl)lPOa

donde ¥, es la funcion de onda molecular en ausencia del campo;
A es un parametro que determinan variacionalmente;

n v
Hy = —ee|— X X + Y z.x,| = Hamiltoniano de la perturbacion.

i=1 a=1

Los simbolos en esta ultima expresion indican: e = carga de un electron;
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&, = campo eléctrico, que se supone dirigido en la direccion de las x;
z, = carga del nicleo «; x;, x, = coordenada sobre el eje x del electrdn i
y del nicleo o, respectivamente.

Simplifican mucho el cédlculo del corrimiento del nivel de energia
debido a la perturbacion, teniendo en cuenta que:

1) La polarizabilidad est4 directamente relacionada con &2.

2) x=a-E (& aqui es la polarizabilidad).

3) H= _‘.\P0| _e{zxi - Zzaxa} I‘Podt = _el Z ii - Z zax¢|

i a i=1 a=1

(se considera para esto que la molécula no se mueve y que X; es la com-
ponente x media del electrdn i, que es indiscernible de los demas elec-
trones).

4) E—Eg=—(u-¢) — %(s - &) (esta expresion solo vale para
campos eléctricos débiles).

Llegan asi a la componente de la polarizabilidad segin el eje x

4n

Qo

axx

= |G — %+~ D — Dz - D

En esta expresion aq es el radio de la primera 6rbita del 4&tomo de Bohr,
n es el nimero de electrones, (x; — x) es la fluctuacion de la coorde-
nada de un electron, y (x; — X)(x2 — X) es la medida.de las fluctuaciones
simultaneas de dos electrones.

Cuando se trata de moléculas grandes, se pueden obtener las po-
larizabilidades parciales de cada enlace y adicionarlas. Para que esto
sea valido debe existir una cierta independencia entre los enlaces.
Es decir, las funciones que los describen no deben tener solape,Se ve
claramente que, si la molécula es de tipo aromatico, esto no seria una
aproximacion aceptable mas que para los enlaces ¢. Esta idea es la
que aplica Salem y que se describe mas adelante en la seccion 1.3.1.

I.3. Calculos mecano-cuanticos de polimeros

En el estudio de moléculas mas complejas deben ser tenidas en
cuenta otras consideraciones.
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1) La pérdida de la aditividad de las fuerzas que hacen necesario
llevar el método perturbativo més lejos si se desea no perder exactitud.
2) La asimetria y forma de las moléculas.

Sin embargo, el tener en cuenta estos factores utilizando métodos
puramente mecano-cuanticos es muy problematico en el caso de mo-
léculas poliatémicas, y no digamos si, como en este caso, deseamos
fijarnos en las interacciones en macromoléculas.

Por otro lado, el numero alto de particulas, asi como regularidades
en las formas de los polimeros hacen posible un ataque del problema
en forma mucho mas sencilla que en el caso de moléculas de tipo medio.

1.3.1. ESQUEMA DE CALCULO DE POL{MEROS SATURADOS

Aunque se han hecho muchos calculos de este tipo de sistemas,
practicamente todos se basan en la expansiéon del potencial en serie
asintdtica y aplicacién de la teoria de perturbacién; a continuacion
se da un ejemplo (12):

Hipotesis: Cada monoémero interacciona mediante un potencial
proporcional a r~%,

Descripcion del modelo: Dos cadenas de N monémeros cada una,
con una separacion D entre ellas y con la distancia | entre dos moné-
meros. La separacion de dos mondémeros dentro de cada cadena sera,
pues, L = [{N), siendo N = n — n” donde n y n” son las posiciones de
ambos mondmeros. La distancia d entre dos monoémeros # y n’ perte-
necientes a cadenas distintas sera d = (D? 4 (n — n')21?)!/2, Se supone
que todos los monémeros son iguales.

De esto se deduce que la energia de interaccién entre las dos cadenas
sera proporcional a

N
Em=— X |D*+ (n—n)?| 73 [3-1-1]

De esta expresion, por consideraciones de periodicidad, se obtiene,
para una distancia grande entre las cadenas, que la energia de in-
teraccion es proporcional a

[3-1-2]
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Para distancias mas pequeiias, pero muy grandes comparadas con la
distancia entre mondémeros contiguos, se encuentra

3n N

Ein = ~ 3 D%

[3-1-3]

es decir, en este ultimo caso, la energia de interaccion es proporcional
aD %envezde DS,
El problema verdadero esta aqui en encontrar la constante de pro-
porcionalidad que viene determinada por la naturaleza del monomero.
En el caso de una parafina, Salem encuentra, despreciando la no
aditividad y los efectos anisotropicos, y considerando las polariza-
bilidades de los enlaces —H,C—CH,—

E.. = —1240 % Kcal/mol,
siendo D expresado en A (12).

1.3.2. CADENAS CONJUGADAS

El modelo anterior implicaba la posibilidad de expresar las interac-
ciones como resultado de la existencia de dipolos inducidos, localizados
en los enlaces quimicos. Por el contrario, la deslocalizacion existente
en cadenas aromaticas no permite un tratamiento analogo mas que en
el casa de los esqueletos o. Coulson y Davies (13) hicieron un calculo
en que las integrales de interaccion de los electrones eran explicitamente
evaluadas. Ahora bien, empleando la expresion del potencial en poten-
cias negativas de la distancia intermolecular y aplicando el método
de perturbaciones, el término importante sera:

KRR v | prepy?

AE =
> B + EP — B — EP

[3-2-1]

donde P§" y W son las funciones de onda del estado fundamental
de las moléculas 1 y 2, respectivamente, siendo E{f’ y E{’ sus energias;
¥l y Wi son las funciones de onda que describen cada una de las
dos moléculas en sus estados excitados simbolizados por los indices
Iy k. A estos dos estados corresponden las energias Ef*' y E{?.
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Empleando funciones antisimétricas y normalizadas se llega a

(12 © @2 © v i
E=-4% ) ) > <8(_1) — > _ 8(,2))' [3-2-2]
j 13

1 (2
i=1 j=nj2+41 i'=1 j'=n@2+1 85 ) + 8j')

La razdn por la que los limites de las sumas son diferentes se debe a
que los orbitales virtuales son un nimero en principio infinito. Las &{!
representan la energia del nivel electronico i en la molécula 1 y analo-
gamente para las otras e. Haugh y Hirshfelder (14), a quienes se debe
este método, emplearon funciones electronicas del tipo «electron en
caja», que vienen sencillamente dadas por:

(2>”2 4nx
Pm = 7 sen I

n2h?
o = P

y cuyas energias son:

En su articulo, Haugh y Hirschfelder dan los resultados para dis-
tintas distancias y angulos entre las cadenas conjugadas. La energia
total de interaccion serd, evidentemente, la suma de las contribuciones
debidas a las interacciones g, o y 7.

II. TEORIA MACROSCOPICA
I1.1. Preliminares

En la seccion anterior se ha visto en qué consiste y como se pueden
tratar interacciones entre un nimero pequefio de atomos o moléculas,
pero todos los sistemas con los que se experimentan estin formados
por muchos cuerpos en interacciéon simultanea, y lo que se mide son
respuestas medias de estas interacciones; de ahi la necesidad de aplicar
los recursos de la mecanica estadistica.

Antes de considerar los modelos y métodos empleados para el
estudio especifico de interacciones en sistemas condensados, se ha
creido necesario incluir en forma muy esquematica las relaciones ba-
sicas de mecanica estadistica. El lector ya familiarizado con la meca-
nica estadistica general puede saltar al parrafo IL3.
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Funciones de particién y funciones de estado termodindmicas:

Se define como funcién de particién Z para un sistema energéti-
camente aislado y cerrado, es decir, con un niimero fijo de particulas
y energia total aproximadamente constante:

. ~-BE; — - BE.
Z= ¥y = 3 ge [1-1]
j=estados Jj=niveles
diferentes de energia

donde § = —KI_T’ siendo K la constante de Boltzmann.

E; = energia del estado (o nivel en la segunda parte de I-1).
g; = numero de estados degenerados con energia E;.

Esta funcién Z en el limite clasico se escribe:

h3N —BH (N Ny 3 NI N

siendo p¥ y ¢" los momentos y coordenadas generalizados en el espacio
de fases. h es la constante de Plank y h3¥ es el volumen de la celdilla
unidad en este espacip.

Cuando los sistemas son abiertos, pudiendo intercambiar energia
y materia con el exterior, y ademas existen m clases de componentes,
la funcién de particion toma la forma:

[+ o] [2e] @ @ i
Z=3 X XY X e\ TRt [1-3]
ny=0 ny=0 nm=0 j=1
siendo ny, n,, ..., n, el nimero variable de moléculas de cada clase;
E; = energia del estado j (de todo el sistema);
. L. ] OE;
u; = potencial quimico del componente i = Fr R
i

m = numero de componentes distintos.

Las funciones de estado termodinidmicas se expresan en funcién
de la Z, obteniéndose:

1) La energia interna U de un sistema de N particulas es:

2ln Zy
U=< ;‘ﬂ )9, [1-4]

donde 6 = volumen.
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2) La entropia S:

S=(KnZy+ . [1-5]
3) La energia libre A a volumen constante:
. In Zy
A= — i 1-6
; [1-6]
4) La energia libre G a presion constante:
In Zy Jln ZN
= — - 0. 1-7
G B < 09 )T [1-7]

Se ve claramente que cualquier otra variable se puede obtener
facilmente conociendo Zy (9 es aqui el volumen).

IL2. Funciones de densidad y correlacién

Debido a la importancia de la funcion de particion, es evidente
que el interés teorico se centrard alrededor del problema de como
obtener estas funciones para el sistema en estudio.

En los gases perfectos, sin interacciones, Zy es inmediata; la difi-
cultad surge cuando las interacciones no son despreciables. Pueden
distinguirse varias causas de estas dificultades:

1) Aunque practicamente se supone siempre que las funciones
de potencial gozan de propiedad aditiva dos a dos, esto no es riguro-
samente cierto, ya que, si tres particulas se hallan muy proximas, la
tercera influencia el potencial con el que se atraen las otras dos. No
obstante, en principio se admite que

V(g) = X v;. [2-1]

i<j

2) La funcidon de particiéon es esencialmente una suma de proba-
bilidades de estados. Ahora bien, para obtener la probabilidad de un
estado de un sistema de N particulas, suponiendo que se conozcan las
probabilidades de existencia de cada particula en un estado determinado,
nos encontramos ante la siguiente situacion estadistica: La probabi-
lidad de que simultineamente ocurran dos sucesos independientes
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viene dada por el producto de las probabilidades individuales de cada
suceso. Por otro lado, si la probabilidad de que ocurra un suceso viene
condicionada por la ocurrencia del otro, la probabilidad de simul-
taneidad no viene ya dada por el producto.

3) Dificultad de computacién de sumas maltiples con indices que
correspondan a configuraciones determinadas.

A continuacién, admitiendo que [2-1] es valida, se analiza el se-
gundo punto.

En la expresion (I.1.2) aparece el hamiltoniano del sistema. En el
caso de gases perfectos, este hamiltoniano se descompone simplemente
en energia cinética y potencial. Integrando sobre los momentos se
obtiene:

3n
_ (2nmKT)?

z n!h3"

e~V dgV, [2-2]
Si no se trata de gases perfectos siempre se puede separar H en forma
perturbativa, como se vio en la primera parte, apareciendo Z como el
producto

Z = i gje—ﬂ i___ZlEij je—ﬂy(‘l) dq, [2_3]
=0

donde E;; = energia de la molécula i en el nivel j del sistema. La primera
parte de esta expresidn es, en principio, facil de obtener; luego el pro-
blema se centra de nuevo en la obtencién de

je"V(lI) dq. [2_4]

Para resolver este problema se recurre a las funciones de densidad.
En lo que sigue se considerard un medio homogéneo, por lo que se
toma un origen arbitrario de coordenadas, cambiando asi de las co-
ordenadas g a distancias radiales r.

Se define como funcién de densidad reducida a la probabilidad
de encontrar en un punto del espacio una particula:

o fe~"@ dg/dr, _n ]
plo=—"—"—=g" [2-5]
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donde Q = volumen total. Si las particulas son independientes

rn—1) (n—-1)

P2(71,r_§) = o2 n ) ,01(71) ; ,01(?2),
y para n —» o
Pz(?l, ra) — pl(?l)pl(?2)~ [2'6]

Se llama funcién de correlacion aquella funcién g(ry, r,) que nos
describe la desviacion de la independencia existente entre las particulas:

Pz(?l, ?2)
n—1
n

[2-7]

g(?1,72) =
p1(ry) - pa(ra)

Si se conoce g siempre se puede obtener el valor medio de cualquier
funcién f(Fy, r2). Asi, pues, expresando g y V radialmente se tiene

7 Mb__l)”j Vir)g(r)ridr. [2-8]

Existen varias formas alternativas de definir la funciéon de corre-
lacion. Aqui se ha seguido el enfoque dado a esta cuestién por W. Kut-
zelnigg y otros (15), ya que esta definicién permite la aplicaciéon tanto
a sistemas cuanticos como a clasicos, teniendo ademas un factor de
normalizacion correcto, lo cual no es siempre respetado en estas de-
finiciones.

I1.3. Funciones «cluster» de Ursell y Mayer
-3 VuIKT
En I1.2 se mencioné que la dificultad de computacién de &' </
en si misma constituia un cuello de botella en la obtencion de Z. Ursell
y Mayer (16) dan un método que ha sido muy utilizado y cuyas lineas
generales se dan a continuacion.

—ﬂ_z."ij Vi Yy
e i<j :neKT=n 1__1+eKT, [3_1]

i<j i<j
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_Yu
llamando f;; = ¢ T — 1 se tiene:
_B Z Viy
e < =TlU+f)=1+Zfu+ X fifut+ [3-2]
i<j ij i, j &, 1

Para ayudar a visualizar esto se emplean frecuentemente los diagramas.
Por ejemplo, en el caso de cuatro moléculas se pueden tener las si-
guientes interacciones, que se representan por lineas

a{ .

b{___ b {l b {T b {l |bYv{>IDb{

c{l__ I " {7 T em{__|cv{_~1 et

d (D e [3-3]
A cada uno de los diagramas se hace corresponder un producto; asi:

— al diagrama «a» corresponde el término 1 en la expansion,
es decir, es el caso de los gases perfectos;

— alos diagramas «b» corresponden los términos f;,, f13, f14, €tc.,
pero topologicamente todos estos diagramas son analogos;

—— a los diagramas «c» corresponderian fi,, f33, etc.

La parte de la funcién de particion que depende sélo del potencial
de interaccion toma la forma, entonces, de

ZIN)={ff... S 11 (1 + fipdridrs ... dry; [3-4]

i<j
por ejemplo, para cuatro moléculas se tiene

Z@) =] ..._ff[ (1 + fi)dridridradry =

= :+6|+12L'+3'|:]+4B+
+LR [+4 )+ X +n2J+X+3 =

Diagramas que topologicamente son iguales dan la misma integral,
por lo que aparecen los factores multiplicativos frente a ¢ada uno de

[3-5]
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los diagramas. Esta es la expansion de Ursell y Mayer, que, como se Ve,
recuerda la expansiéon del potencial en interacciones multipolares.

Cuando aparecen diagramas sin conexién, la integral correspon-
diente es un producto de la integrales correspondientes a cada uno
de los «clusters» conexos que lo componen.

Teorema de Mayer. Sea G(N) un diagrama con N vértices y G,(N)
cualquier diagrama en el que los N puntos forman parte de un solo
«cluster». Sea W(G) un factor de peso asociado con G, en todo arbi-
trario excepto en que: 1) debe depender de la topologia de G, y 2)
W(G) = producto de los w(g;) donde g; representa los diagramas co-
nectados que componen G.

Se tiene entonces:

e} XN e} xM
1+ 3 2 5 wew) =exp{ s Xy WIGI(M)I},

N=1N!G(N) M=1M!G1(M)

[3-5]

donde 3" esla suma de todos los diagramas sumados bajo G.
G(N)

Aplicando esta manera de sumar interacciones se han logrado muy
buenos resultados para gases imperfectos y liquidos sencillos sin di-
ficultad. Este teorema simplifica mucho la aplicacion, teniendo ademas
gran sentido fisico, ya que, debido a que todos los «clusters» no conexos
son eliminados, cada suma parcial (para un niimero determinado de
moléculas unidas) es, pues, proporcional al volumen.

Si las integrales convergen, y siempre que V = ) v;; constituya
i<j

una buena aproximacion, este desarrollo es valido.
11l. FENOMENOS COOPERATIVOS
I11.1. Concepto de orden y desorden
Un sistema de particulas ligadas por fuertes interacciones, en cier-
tas condiciones de temperatura y presion presentard discontinuidades

en una o varias propiedades macroscopicas. El estudio de este tipo
de fenémenos ha demostrado que estas discontinuidades en las fun-
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ciones termodinamicas corresponden a una transicion de un estado A
a un estado B del sistema, tal que:

A = B [1-1]
Estado con orden Estado donde el orden
a gran distancia es solo de corto alcance

Este tipo de transicién parece acompafiar todos los procesos coopera-
tivos donde la simetria de los dos distintos estados es diferente. Para
visualizar lo que se entiende por estas dos clases de orden se da a con-
tinuacioén un ejemplo:

Supodngase una red de puntos en una dimension. A cada punto
se le asocia una configuracion (o estado) que puede tomar dos valores,
«a» o «b». SupOngase también que la energia de dos puntos contiguos,
si ambos se encuentran en el mismo estado, es, E,, = E,,, donde
E,, < E,, siendo E,, la energia de interaccion de dos particulas en
lugares contiguos, donde una se encuentra en el estado «a» y la otra
en el «b».

El estado fundamental o de minima energia de esta asociacién
correspondera a:

—j- Jy
.a a a a a a a...
o lo que es equivalente a [1-2]
...b b b b b b b...
Si se conoce el estado en que se encuentra la particula localizada en
el punto j de la red, automaticamente se puede predecir en qué estado
se encontrara la particula que se encuentra en cualquier punto h de
la red. Pero este estado fundamental s6lo tiene existencia a 0°T; a
cualquier otra temperatura este estado es solamente uno de los 2V
posibles.
Supongamos ahora el primer estado excitado

.a a a b a a a... (A); [1-3]
este estado tendrd energia superior a
.a a a a b b b b ... (4), [1-4]

ya que si se llama ‘
AE =E; — Eq, - [1-5]
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la configuracion A; tendra una energia (considerando solamente vecinos
proximos)

EAI =E fundamental + 2AE’ [1'6]
mientras que la configuraciéon A;; tendra
EA" = El'undamental + AE: [1'7]

es decir, en una red monodimensional no se puede conocer el estado
de una particula a distancia,a no ser que el sistema se encuentre en el
cero absoluto.

Si, en vez de una red monodimensional, se considera el mismo ejemplo
en dos dimensiones, se encuentra:

[1-]

estado fundamental —

Q888
8 8 Q8
Q8 8 8
L T~ T~ R Y
ISR TR S TR~}

Excitemos ahora una particula; tendremos:

Q
i~
Q
i~
Q

[19]

Si se produjera lo mismo que en la red monodimensional, se tendria
el estado Ay

a a b b b
a a b b b
AII — a4 a b b b [1-10]
a a b b b
a a b b b
y tendriamos las energias correspondientes.
EAI = E fundamental + 4AE [1-11]
EA" = E.fundamemal + Y N AE- [1"12]

Se ve, pues, que el estado A4, tiene energia muy inferior. Cuando aparece
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desorden en esta red, éste esta localizado, es decir, subsiste una gran
probabilidad de acertar el estado en que se encuentra una particula
lejana a otra de la que conocemos su estado.

Al aumentar la temperatura, las desviaciones locales se hacen mas
y mas frecuentes, acelerindose la aproximacion a un estado desorde-
nado, hasta que, al llegar a una temperatura critica, todo el orden de
largo alcance desaparece, subsistiendo unicamente correlacion a cortas
distancias.

Este tipo de fenomenologia estd muy extendido, pero donde se
manifiesta mas dramaticamente es en los materiales ferromagnéticos.
La mayor parte de los estudios tedricos se ha llevado a cabo en los
estudios de magnetismo; no obstante, todas las teorias pueden ser
aplicadas a otro tipo de compuestos e interacciones. A continuacion
se expone el modelo de Ising de ferromagneto acoplado a la teoria
de Dirac del spin del electron, ya que es un ejemplo en el que aparecen
claramente las etapas y dificultades que se encuentran en el estudio
de los fendmenos cooperativos, aunque sean debidos a otro tipo de
interaccion.

II1.2. Modelo de Ising

Supdéngase una red que, por simplicidad, es monodimensional;
en cada posicidn existe una particula con spin que puede existir en dos
estados posibles (« y 8). Se supone también que no existen mas interac-
ciones que las de entre vecinos proximos. Para eliminar efectos termi-
nales se supone la red circular.

Este es el modelo de ferromagneto en una dimensiéon de Ising.
Acoplando las ideas de Heisenberg (17) y las de Dirac (18) se llega a
una energia de interaccion entre spines vecinos

1
Eine = — 513132 — ugH(S: + S2), [2-1]

siendo J una integral que describe la interaccidon de canje en el sentido
de Heitler London, S; y S; las proyecciones en el eje z de los spines de
las particulas 1 y 2, respectivamente, H el campo magnético y u el
magneton de Bohr. Superponiendo estos resultados al modelo de Ising,
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se tiene que, para una configuracion determinada de la red, la energia es:

E = Constante — —;—JZSiS,- - I_J)p > Si;
1 i=1

pares de vecinos [2-2]

ahora bien, la funcién de particion Z viene dada, como se sabe, por:

~E
Z=Ye KT [2-2-3]
k
todas las con-
figuraciones

luego

-
— B[constante —% JESS, - H,nl:s‘)

Z=Ye [2-2-4]

k

Como la constante aparece tanto en una fase como en otra, puede
no considerarse explicitamente.

Debido a que las proyecciones del spin pueden solamente tomar
los valores + 1, tendremos los cuatro posibles valores de la exponencial
correspondiente a dos vecinos proximos:

S S
+ o+ o efGIrm
1
+ - S efl=3d
M [2:2:5]
L, efdi-m

Ordenando estos valores en forma matricial tendremos la matriz T
siguiente:

QU =T

T =) eEI-H [2-2-6]
que se obtiene multiplicando los vectores
Si(+)
sio] Y s s [2:2-7]

El producto de cada configuracion vendra dado por los productos

Tj* Te* ... Tf, [2-2-8]
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siendo ij, etc., los indices que indican las filas y columnas, respectiva-
mente, de la matriz T. Luego Z sera:

Z=Y T}*T ... T = Traza de TV. [2-2-9]

i, j,l,m

Si Ay y 45 son los valores propios de 1a matriz T, tendremos:

Z=+ 1. [2-2-10]
Si N es un niimero alto 1; > 1, —»Z ~ A¥, para [2-2-11]
H=0 Mo=¢ e’ [2-2-12]

Se ve, pues, que Z en este caso se obtiene muy facilmente. Aplicado
al ferromagnetismo se ve, como era de esperar segin las consideraciones
sobre el orden anteriores, que la red monodimensional no da lugar
a magnetizacion

(6 In Z)
M=
oH )
en ausencia de campo. Pero en dos dimensiones se obtienen resultados
que cualitativamente corresponden al comportamiento experimental.
El modelo de Ising en tres dimensiones no ha sido resuelto exactamente
aun.

Este tipo de tratamiento puede aplicarse, con ligeras modificaciones
e interacciones, entre dipolos eléctricos y puentes de hidrogeno, aunque
quedan limitadas a un trabajo en dos dimensiones. Muchas veces
puede ser conveniente buscar una aproximacion a Z en vez de intentar
hallar un valor exacto. En lo que sigue se expondran dos de estos
métodos.

III.3. Meétodos aproximados de obtencién de la funcion de particion

a) Teoria de funciones generatrices con modelo de Ising:

Lifson (19) considera un modelo de Ising donde, en vez de distintos
estados de spin, las particulas de la red pueden existir en cualquiera
de un namero infinito de estados.

Debido a que la energia libre, Ia entropia, etc., son propiedades
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termodinamicas extensivas, es decir, aumentan con el numero N de
particulas del sistema, Z puede escribirse como

Z ~ x¥, [3-1]

siendo x; una cantidad independiente de N.
Introduce luego la funcidén generatriz I'(x), tal que

N

Tx)= Y Zx™"= ¥ <ﬁ> . [3-2]
n=0 n=0\ X

Esta serie converge para x; < x y diverge en el limite x — Xx;.

Lifson sustituye la expresiéon de Z global y después de un poco
de algebra obtiene facilmente Z en funcion de las interacciones entre
vecinos proximos.

Este método es muy sencillo de aplicar cuando las particulas no
pueden existir mas que en un numero bajo de estados y las interac-
ciones se limitan a un solo vecino préximo. En nuestro laboratorio
se esta trabajando actualmente en un programa capaz de resolver
un caso general, es decir, con m posibles estados de cada particula
e interacciones con mas de un vecino préximo, lo que permite tratar
aproximadamente redes de tres dimensiones.

b) Expansion de Z en funcién de la temperatura: ]

Los factores e ##t que aparecen en la funcién de particion [11-1-2],
cuando los exponentes tienden a cero en funcién de una variable,
pueden expansionarse en una serie rapidamente convergente. Si se

. L. (. .
trabaja a altas temperaturas, T tiende rapidamente a cero, y la serie

1 1
et =1 — pH, + 5 (BH)* — 3(BH)® + ... [2-3-3]
converge rapidamente. Si se estd interesado en trabajar a bajas tem-
peraturas, puede establecerse una expansiéon analoga en funcion de T
1
en de =.
vez de o

En lo que sigue se supone que la expresion en potencias de f§ es la
conveniente. Siendo asi, Z vendra dada por

ZyT) = % {1— BH, + 51(/3H,)2 —} [2-3-4]

I=estados
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introduciendo el promedio estadistico de H,

Zy(T) = M{l _ BCHD + %ﬂz CH?S — %/fP CH?S +}
[2-3-5]

donde se representa este promedio de H, por {H), de H por {H?), etc,,
y M = numero de estados ! posibles del sistema.

Esta serie puede escribirse como:
Zy(T) = M { 1— pby + % B2, — %ﬂ3b3 . } [2-3-6]

Los coeficientes b; son los llamados momentos en estadistica. Tomando
ahora logaritmos, se obtiene:

@

In Zu(T) = X 2p™.

m=0

Los coeficientes ¢, son los cumulantes de la teoria estadistica, y estan
relacionados con las cantidades b;. Para los dos primeros términos

Co = M
C1 = —bl = ‘—<H> [2-3-7]
¢z = by — b = +(H*) — C<H).

El problema est4, pues, en la obtencion de los valores ¢;, y como ayuda
en esta dificultad se suele recurrir a diagramas del tipo empleado en
la teoria de «clusters», donde cada interaccion se representa por una
raya; se ve asi los factores que contribuyen al hacer los promedios.
Por ejemplo, si se aplica esto al modelo de Ising, todos los graficos
cuyos vértices no tienen un nimero par de lineas originindose en cada
vértice, se anulan al sumar sobre los posibles estados de spin. En la red
circular, esto da lugar a que solamente contribuyan el grifico que
representa las particulas sin interaccion y aquel que representa a todas
ellas unidas por una linea.

Cuando se desea obtener Z para modelos complicados, llega un
momento en que resulta muy dificil contar los graficos; asi los coefi-
cientes de la expansion a altas temperaturas que se han podido obtener
para la red cubica son los 30 primeros, y solamente los 15 primeros
en la red cubica con centro en las caras.
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En esta situacion se suele recurrir a un analisis del comportamiento
asintético de la serie.

Toda esta materia es objeto en la actualidad de mucho estudio.
Stanley (20), Green (21), Landau y Lifschitz (22) y Glasser (23) son
autores que presentan en forma a la vez clara y profunda las cuestiones
que aqui no s¢ han tratado mas que en sus rasgos generales.

IV. INTERACCIONES EN EL DNA
IV.1. Datos sobre la estructura

Los datos sobre la estructura espacial de los acidos nucleicos no
son todo lo precisos que seria de desear, ya que algunos angulos y dis-
tancias se saben con un error de hasta el 5 por 100; sin embargo, con-
siderada la situacion en su conjunto, el conocimiento que se posee
permite analizar el tipo de interacciones y el orden de cada tipo de
interacciéon bastante satisfactoriamente.

La falta de precision en estos datos es debida, por un lado, a la
limitacién en la resolucion de los espectros de rayos X, y por otro,
que es fundamental en el estudio de las interacciones moleculares,
a la interdependencia existente entre la configuraciéon de las cadenas
y la forma de cristalizacion o semi-cristalizacién. Este ultimo factor
es directamente dependiente del grado de humedad de la muestra,
es decir, del nimero de moléculas de agua que co-cristaliza con el DNA.

ESTRUCTURA DE UNA MOLECULA DE DNA

Como se sabe, el modelo construido por Crick y Watson en 1953 (24)
consiste en dos cadenas de polinucledtidos apareados y formando
una hélice. La separacion entre dos lazos de la hélice es de 34A exis-
tiendo 10 nucleétidos en cada giro. Las dos cadenas estan unidas por
puentes de hidrogeno establecidos entre las bases puricas y pirimi-
dinicas.

La posicion del enlace glicosidico es equivalente a lo largo de cada
cadena, es decir, existe total periodicidad del grupo: «desoxirribosa-
fosfato-desoxirribosa». Dada la forma en hélice del polimero, las ope-
raciones que hay que efectuar para poder aplicar esta periodicidad
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estan compuestas no solamente de una traslacion de 3 - 4 A, sino también
de un giro de 36° alrededor del eje de la hélice.

ESTRUCTURA DE LOS CRISTALES DE DNA

Langridge y otros (25, 26, 27), en sus estudios de rayos X, llegan
a la conclusion de que, o bien en las diversas formas cristalinas de DNA,
debidas a distintos grados de humedad, las moléculas de agua estin
en posiciones analogas estereoquimicamente hablando, o bien el agua
no contribuye apreciablemente a la difraccion, ya que las distintas
formas no ofrecen diferencias en el valor del factor medio de estructura.
Estos autores creen que mas alld del 40 por 100 de humedad relativa
los cristales de DNA (sales de K, Li, Na, Rb) pueden ser considerados
como inmersos en agua de densidad p = 1.

El arreglo de las fibras de DNA dentro del cristal viene determinado
por las posiciones de los oxigenos de los grupos fosfato que no estan
esterificados por el aziicar. En las figuras 3 y 4 se presenta el esquema
en que estan dispuestas las moléculas de DNA (sal sédica de DNA
a 92 por 100 de humedad, y sal de Li a 66 por 100 de humedad).

Figura 3.—Las moléculas m es-

tan desplazadas 11 A en la direc-

cién ¢ y relativamente a las mo-
leculas m,.
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DO,
\Cadena A

Figura 4.—Las partes contignas de las

moléculas m, y m, son proyectadas para-

lelamente a una linea en el plano ab,

pasando a través de los centros de m,

y m,. Cada cadena de ester fosfato se

representa por una linea y se muestran
los atomos 0(2) y 0(3).

Cadena A’ OJ

g S
/Eq

Entre los oxigenos de fosfatos pertenecientes a moléculas contiguas
hay una distancia de 2-7 A en esta forma cristalina. Es decir, las mo-
léculas estin muy préximas una de otra. Por otro lado, a partir de re-
sultados obtenidos por difraccion de electrones de DNA preparado
en soluciones «buffer», se sabe que, al envejecer las fibras, toman es-
tructura globular, y las cadenas constituyentes de DNA se separan.
Esto se ve por la aparicion de filamentos mas finos, que se rompen
finalmente en fragmentos pequefios.

Conociendo todos estos datos sobre la estructura espacial de los
cristales de DNA, se pueden plantear ahora las preguntas: ;Qué in-
teracciones existen en estos sistemas? ;Cuales son dominantes y en qué
condiciones? ;Qué propiedades deben ser estudiadas? ;Coémo?

En principio existen muchos enfoques posibles, pero tal vez todos
pueden ser clasificados en dos tipos.

1) Estudios globales: Consideran modelos simplificados del cristal
y se detienen en las interacciones individuales en funcion del papel
que éstas pueden jugar en el comportamiento fisico-quimico del cristal.

2) Estudios de tipo analitico: El acento esti aqui sobre las in-

lnteracciones moleculares 4
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teracciones fuertes entre grupos de atomos, aun cuando sean de corto
alcance, es decir, de tipo local.

Evidentemente, uno y otro enfoques se completan y, en principio,
si se llevan a cabo tedricamente, ambos implican un primer paso en
que se tienen en cuenta las interacciones entre los distintos compo-
nentes del cristal dos a dos; y segunda etapa, en que estas interacciones
son la base para una discusién de las propiedades del cristal.

Los trabajos tedricos existentes hasta ahora son fundamental-
mente de tipo analitico, ya que todo lo mas se discuten propiedades
de una molécula de DNA (28-30). Son de hacer notar, sin embargo,
el estudio sobre la conductividad del DNA de Ladik (31-33), que emplea
técnicas de estado sélido, asi como los trabajos sobre propiedades
opticas de polimeros de Tinoco Jr. (34-35), que intentan llevar a cabo
estudios del tipo que aqui se llama global.

Hasta ahora, no obstante, no creemos que un estudio completo
de cristales de DNA haya sido llevado a cabo. La razon es, evidente-
mente, el inmenso trabajo que esto entrafia; sin embargo, parece que
en la actualidad y trabajando en equipo experimentadores y tedricos,
seria posible atacar este problema en forma mas completa. En el si-
guiente capitulo se analizan en forma general las interacciones sus-
ceptibles de tener efectos medibles a grandes distancias.

IV.2. Interacciones entre vecinos proximos capaces de propagar el orden

Los grupos de atomos que hay que considerar son: el fosfato, las
bases, la desoxirribosa (y la ribosa) y, finalmente, el agua.

1. EL GRUPO FOSFATO

Este grupo puede existir, como se sabe, en forma ionica o neutra,
dando lugar a una serie de posibles asociaciones con el medio acuoso
y moléculas proximas. Si se consideran los vecinos del grupo fosfato
en la cadena del DNA, se encuentran interacciones de tipo van der
Waals-London con la desoxirribosa, debido a las distancias y al tipo
de enlaces y, ya mas débiles, con las bases a ésta enlazadas. Pero si
nos fijamos en el cristal (o la soluciéon) de DNA, los datos sobre la
estructura (25-26) hacen resaltar el que estos grupos son responsables
de las interacciones mas fuertes entre las distintas cadenas, ya que dos
fosfatos de cadenas contiguas se hallan a una distancia de 2-7 A uno
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de otro (a 40 por 100 de humedad). Esta distancia es igual a la longitud
de un puente de hidrogeno. También, segin los datos experimentales,
se sabe que la distancia interfosfatos influye fuertemente en el tipo de
estructura del cristal (25-26).

Representando esquematicamente dos cadenas contiguas y el agua,
se ve que existen toda una serie de posibilidades de asociacion mediante
puentes de hidrogeno.

O/H
n"
“H _R
\\\ O%
\
F2\ H/ @]
O \ 1y
X
o \o
Y
7/
Ve ",
/ H Nk

Segn que sea el fosfato de la cadena (a) o de la cadena (b) aquel al que
estd mas cercano el hidrogeno. Se ve, pues, que los intercambios de
carga pueden existir a distancia debido al posible «fﬁp-ﬂap» en cadena
de los puentes de hidréogeno.

Recordando que los cristales de PO4KH, son ferroeléctricos y
piezoeléctricos (36-37), parece evidente que este tipo de interaccion
cooperativa debe ser estudiada en detalle. ;Qué tipo de experimento
podria hacerse? Lo mas sencillo es investigar si una solucién de PO X, H
a la concentraciéon correspondiente a la del grupo fosfato en cristales
de DNA, cristalizada, da lugar a fenémenos que implican transiciones
entre distintos estados de simetria en funcidon de la temperatura.

Esto se puede investigar viendo las variaciones de la constante
dieléctrica, de las sefiales de los protones en ¢l infrarrojo y de los espec-
tros de difraccidon de neutrones en funcién de la temperatura.

La naturaleza de X podria ser:

X1 = K
X, = Desoxirribosil.
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Después se puede intentar con polimeros

—PO,H—desoxirribosil—(CH),-—desoxirribosil—PO,H—. . .

—POH—desoxirribosil—CH = CH-—desoxirribosil—PO,H,—. ..

—PO,H—desoxirribosil—CH = CH—desoxirribosil—PO H,—. ..
\

/
CH CH
i
\ CH
|C e
OH

Toda esta serie de experimentos darian mucha informacién no sélo
de las interacciones en que juegan un papel directo el fosfato y el azticar,
sino que, por ausencia, iluminarian grandemente sobre las interac-
ciones de las bases desde un punto de vista especifico.

Si la estructura de estos cristales es de tipo también helicoidal,
pero no poseen propiedades de tipo cooperativo, se puede descartar
la hipotesis de que hay transmision de orden a distancia debido a la
interaccion de los grupos fosfatos mediante un enlace de hidrégeno.
Por otro lado, si la estructura no es helicoidal, una respuesta negativa
no invalidaria definitivamente esta hipétesis. Una respuesta afirmativa
por el contrario, tanto con ordenacién helicoidal como sin ella, infor-
maria sobre la gran importancia de estas interacciones en este tipo
de cristales (no solo en el DNA).

2. BASES PURICAS Y PIRIMIDINICAS

Estos cuerpos, segun el modelo de Watson y Crick, no solamente
son responsables del comportamiento especificamente bioldgico del
DNA, sino también de la estructura helicoidal de la cadena doble. El
que estos cuerpos contribuyan mediante sus puentes de hidrogeno
a la estabilidad de las dobles cadenas es evidente; sin embargo, la
autora piensa, basandose en los datos de difraccion de rayos X y en los
estudios de la estructura del agua de Frank, que son las interacciones
entre los fosfatos los factores mas estabilizados de las dobles cadenas,
asi como el que sea la deoxirribosa y no la ribosa, como en el RNA el
azucar. En efecto, el hidroxilo extra de la ribosa, al interaccionar con
el agua, es un factor opuesto a la estructura helicoidal del polimero,
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que puede ser el motivo de la existencia del RNA como hélice sencilla,
o bien como en el t-RNA y el RNA ribosémico en estructuras donde
las partes helicoidales aparecen mezcladas con lazos y ovillos. La ausen-
cia de este factor dispersante contribuye, por el contrario, a la esta-
bilidad de la doble hélice del DNA.

El estudio teorico de las bases ha sido extenso debido a la gran
reactividad quimica de estas moléculas. Desde el punto de vista de las
interacciones juegan un papel importante. En efecto, no solamente
interaccionan dos a dos fuertemente a través de un puente de hidrogeno,
sino que, ademas, las nubes de electrones n de las bases correspon-
dientes a dos nucleétidos contiguos tienen un solape del orden de 0.2.
Este segundo factor no parece ser suficiente para motivar una trans-
ferencia de carga, pero contribuye a la energia de interaccion en apro-
ximadamente 1 eV (38). Es decir, solamente la contribucion de los
electrones 7 de las cuatro bases de dos nucleotidos aportan unos 4 eV
a la energia total de interaccion. De Voe y Tinoco (35) discuten la con-
tribucion de las bases a la energia estimando dipolos y polarizabili-
dades parciales y obtienen resultados para la diferencia de entalpia
debida a una ordenacion helicoidal de las bases que va de 0.4 Kcal/mol
del par guanina-citosina, a 7.6 Kcal/mol del par adenina-timina. Estos
resultados implican que un alto porcentaje del par guanina-citosina
en la composicién del DNA contribuye a estabilizar la estructura heli-
coidal.

Las interacciones base-azucar, debido a la configuracién y a la
relativa localizacion de los enlaces de la deoxirribosa, pueden consi-

. 1
derarse proporcionales a —.
r

Queda, no obstante, por investigar qué papel juegan las interac-
ciones agua-bases puricas. Debido a que las substancias que forman
puentes de hidréogeno no destruyen la estructura cristalina natural
del agua (hielo), sino que la coadyuvan, se podra suponer que las in-
teracciones con el agua de estas bases tienden a disminuir la estabilidad
de la estructura helicoidal del DNA. Por otro lado, debido a que estas
bases se encuentran en el interior de la hélice, estan resguardadas en
parte del contacto directo con el agua. Puede también suceder que
jueguen un papel analogo a la urea, es decir, que sea la estructura
cristalina del agua la que se destruye, y no la helicoidal del DNA.
Estas cuestiones son dignas de ser consideradas con atencion, tanto
por experimentadores como por tedricos.
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3. AZUCAR

Al discutir las interacciones del fosfato y de las bases se ha men-
cionado ya la importancia que parece tener el hecho de que sea l¢
deoxirribosa y no la ribosa, el azicar que aparece en el DNA. Efecti-
vamente, parece como si la formacion de puentes de hidrégeno con el
medio acuoso de los componentes del DNA contribuyera no solamente
a la solubilidad de éste, sino que fuera un factor contrario a la existencia
de dobles hélices. Debido a esto, en solucion acuosa, cuando los grupos
fosfato de distintas cadenas estan alejados, las sales estabilizan a las
fibras de DNA, ya que entonces los [R; — PO,]~ Me™* causan dis-
torsion de la ordenacion del agua. Si el metal no existiera, al formar
el fosfato enlace de hidrégeno con el agua, tenderia a adaptar su po-
sicién de acuerdo con la estructura del agua del medio. Estos razona-
mientos estan de acuerdo con los resultados obtenidos por Frank (39)
sobre la estructura del agua y la influencia sobre ésta de moléculas
capaces de formar puentes de hidrogeno.

IV.3. Posibles calculos y experim‘entos

Al analizar las interacciones a que da lugar el fosfato, se vieron
algunos experimentos que se consideran utiles llevar a cabo. Eviden-
temente puede suceder que esos experimentos aporten mucha menos
informacién de la que se cree aqui, o bien que sean de dificil realiza-
cion; no obstante, la idea que parece importante retener es que la
propiedad de fuerte polarizacién en uno u otro sentido a que da lugar
cada puente de hidrogeno puede ser el origen de fenomenos de gran
interés con caracteristicas de cooperatividad que merece ser inves-
tigada con detenimiento empleando sistemas quimicamente puros
que guarden analogia con el DNA natural. La posibilidad de que los
grupos fosfato por si solos puedan dar lugar a interacciones de largo
alcance, merece ser estudiada con atencion. Otro Gltimo factor a consi-
derar es esclarecer hasta qué punto pueden existir acoplamientos entre
el movimiento protonico de los posibles puentes de hidrogeno inter-
fosfato y los que se sabe que existen entre los pares de bases.
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INTRODUCCION

Se conocia desde hace algiin tiempo que las proteinas presentaban
diferente comportamiento fisioquimico al variar las condiciones del
entorno en el que se encontraban; asi, una variacion de la temperatura
o de la fuerza i6nica de las sales presentes en el medio, provocaban
variaciones enormes en sus propiedades. Estas variaciones se atribu-
yeron inmediatamente a cambios conformacionales. Una vez esta-
blecido este punto, se comenzo el estudio de las proteinas mediante
las técnicas experimentales mas utilizadas. De todas ellas, la que mas
éxito obtuvo fue la difraccién de rayos X. El trabajo de Perutz y cola-
boradores (1) en el estudio de la hemoglobina y mioglobina se considera,
aun hoy en dia, uno de los trabajos fundamentales de la quimica de
proteinas; sin embargo, la técnica utilizada por estos autores tnica-
mente puede ser aplicada a cristales y aun asi se presentan graves pro-
blemas a la hora de interpretar los resultados, ya que la introduccion
de un atomo pesado en la conformacion de la proteina afecta a aquélia
de una manera muy dificilmente previsible, lo que restringe la utiliza-
cion de los rayos X en este campo. Los cambios conformacionales
pueden detectarse también mediante muy diversas técnicas, todas ellas
mas sencillas que los rayos X. Entre ellas estin la dispersion Optica
rotatoria a una o varias longitudes de onda, ultravioleta, espectros
infrarrojos y, modernamente, la resonancia magnética nuclear.

Las mas utilizadas en estos momentos son la D. O. R. (dispersion
optica rotatoria) y la espectrofotometria ultravioleta, por lo que nos
ocuparemos principalmente de ellas.

I. Dispersion optica rotatoria

1. FUNDAMENTOS EXPERIMENTALES

En disoluciones acuosas, las proteinas presentan una levorrotacion
de —80.
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Experimentalmente se comprob6 que una proteina, al desnatura-
lizarse, incrementaba su levorrotacion, lo cual indicaba que se habian
producido cambios conformacionales. De los resultados experimentales
se podia deducir razonablemente que el poder rotatorio de una pro-
teina se debe a dos efectos diferentes:

1) a su estructura primaria, es decir, a su secuencia de aminodacidos,
que no hay que olvidar son levorrotatorios;

2) a la adopcion por la proteina de una conformacién que, nece-
sariamente, deberia ser dextrorrotatoria.

La premisa primera debe ser importantisima (la clase y colocacion
de aminoacidos) dentro de una cadena peptidica, y va a ser causante,
naturalmente, del [«]p. Una buena aproximacién para el estudio
conformacional seria eliminar el efecto de las cadenas laterales, es decir,
trabajar con «proteinas» formadas por la misma clase de aminoacidos;
tendremos de esta forma los polipéptidos, del tipo P. G. A. (acido poli-
glutamico). Si todavia deseamos obtener un modelo mas sencillo que
el detallado anteriormente, podemos tomar una «proteina» formada
por la misma clase de aminoacidos, pero con los grupos laterales blo-
queados, para, de esta forma, tener un polipéptido no electrolito;
tendremos polimeros del tipo P.G.B. (poliglutamato de y-bencilo).

No es de extrafiar entonces la gran cantidad de articulos aparecidos
sobre esta clase de polipéptidos.

(Qué clase de conformacion adoptan las proteinas y sus modelos,
los polipéptidos? Experimentalmente, por medidas de rayos X, dis-
persion de luz, etc., se habia detectado una conformacion helicoidal
que inmediatamente se identificé con la a-hélice de Pauling y Corey,
ya que explicaba cualitativamente el incremento positivo de [o]p
de las proteinas y polipéptidos al desnaturalizarse.

El siguiente paso consistia en producir la transicion.

Los primeros trabajos con polipéptidos se realizaron con poli-
glutamato de y-bencilo, (P. G. B.) en diferentes disolventes y a longitudes
de onda comprendidas entre 300 y 800 mu aproximadamente, como
se ve en la figura 1. Como puede apreciarse en dicha figura, el P. G. B.
posee dos conformaciones diferentes, segun el disolvente utilizado.
En determinados disolventes, el P. G. B. se encuentra en forma heli-
coidal, sufriendo esta conformacién una dispersion anémala con la
longitud de onda medida, ya que su [«] pasa de un valor positivo a
uno negativo. En disolventes muy polares, como es el caso del D C. A.
(acido dicloracético), no se da la conformacién helicoidal.



108 Francisco Garcia-Blanco

‘ Cloroformo

20

-40L

=60 / Acido dicloroacetico
-80 a

! ] L 1

300 400 500 600 700 800

Anm

Figura 1—D. O.R. del P.G.B. en disolventes promotores de hélice y
de coil segun datos de J. T. Yang y P. Doty.

El estudio de disoluciones acuosas de P. G. A. frente al P. H., nos
lleva a la misma conclusion. '

Estos resultados nos confirman en la idea de que la conformacion
estructural de la «-hélice provoca por si misma una variaciéon en la
actividad Optica, y, por lo tanto, la D. O.R. serd un excelente instru-
mento para detectar conformaciones, como ya se dijo anteriormente.
El comportamiento del P. G. B. y P. G. A. no es un caso aislado y puede
extenderse, por analogia, las conclusiones a otros muchos polipéptidos.

La adopcioén, o, mejor dicho, la identificacién de la hélice con la
hélice formada por los polipéptidos o proteinas y la consideracion
de que unicamente contribuye la o-hélice a la variacion dextrégira
en la estructura de las proteinas, no es mas que una aproximacion.
Naturalmente, existen otras estructuras entre las que destaca la § forma.
En el estudio de oligdbmeros de P. G. B., que se sabe forman agregados
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de f forma (I. R.), se observa que, en malos disolventes, como el CHCl,;,
da lugar a dextrorrotaciones, que posteriormente desaparecen al diluir.
Existen ain otras conformaciones posibles, pero tienen ain menos
importancia que la § forma, por lo que, en este estudio, vamos a igno-
rarlas.

Hasta ahora unicamente hemos comentado la Dispersién Optica
Rotatoria hasta 300 nm; sin embargo, en la \iltima década se pudo bajar
hasta 225 nm, habiéndose extendido Gltimamente el rango de medida
hasta aproximadamente 185nm.

Holzwarth y colaboradores (2), estudiando el dicroismo circular
de polipéptidos, observaron para la a-hélice un minimo a 233 nm,
y un maximo a 199 nm; y para la forma coil, dos minimos, uno a 238 nm,
y otro a 204-205 nm. Pero, quizas, lo mas importante fuera el hecho
de que los datos obtenidos por D. O.R. y dicroismo circular fueran
concordantes, lo que hacia pensar nuevamente que la D.O.R. era
un método realmente bueno para estudiar el cambio de conformacion
en polipéptidos y proteinas.

2. TRATAMIENTO TEORICO DE LOS DATOS EXPERIMENTALES

La expresion tedrica mas utilizada para representar las rotaciones
en regiones distantes de las bandas activas Opticamente es

W= ) s (1]

siendo 4; la longitud de onda de la banda activa, y a; un parametro
proporcional a la fuerza rotacional de la banda. Si tomamos Ginicamente
el primer término del desarrollo anterior, tendremos la ecuacién de
Drude de un solo término

[ = ez [2)

ecuacion que cumplen bien los compuestos con un solo efecto Cotton,
0 con varios que se encuentren muy préximos, pero en modo alguno
indica que haya una banda activa. Este contrasentido aparente se debe
principalmente a que hemos truncado el desarrollo en serie de[1] en
el primer término.

Muchos polipéptidos y proteinas cumplen bien la ecuacion [2],
sobre todo en forma «coil», pero en la mayoria de los casos la expresion
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[2] es insuficiente. La aproximacion siguiente en complejidad serd na-
turalmente, tomar los dos primeros términos de la expresion general [1]
que nos da la D.O.R. Tendremos entonces una nueva expresion,
que se denomina ecuacion de Drude de dos términos:

Kl Kz i
[a]=(12—l%)+(12—1%)’ [3]

si las constantes K; y K, tienen el mismo signo, la curva que nos da [«],
con respecto a la longitud de onda, sera del mismo tipo que la ecuacion
de Drude de un solo término. Sin embargo, si poseen signo opuesto y,
ademas, |K,| > |[K3| y 4; < 4, habra lo que se denomina dispersiéon
anomala, es decir, existira un méaximo o un minimo y, por lo tanto,
a cierta longitud de onda cambiara el signo de [o].

La ecuacion de Drude de dos términos es, por otra parte, poco
manejable, ya que presenta cuatro incognitas, K, K, 1, y 4, y, aunque
es una buena aproximacion, en la realidad se utiliza poco.

Moffitt desarrolld la ecuacidn general de la D. O. R. mediante una
serie de Taylor, tomando posteriormente los dos primeros términos
del desarrollo, obteniendo entonces la expresion:

[m’] _ aoA} boAg _ 3M, [“]D
PR3 A2 -3 2+ 2)-100°

que posee Unicamente tres incognitas.
Los parametros pueden obtenerse mediante una representacion
grafica:

boAg
(A* - 23
ya que, si el valor de A, esta acertadamente escogido, obtendremos
una recta al representar [a],(4% — A3) frente a (A% — 43)”! (Figura 2).
Ao sera la longitud de onda correspondiente a un efecto Cotton.

Si tenemos en cuenta la expresion general de la D.O.R., cada
sumatorio de la expresion [1] deberia poseer su 4o, pero, debido a su
proximidad, 193 y 225 nm, se toma un promedio de estos valores.
Yang (3-4) y el mismo Moffitt (5-6), recomiendan para la utilizacién
de esta ecuacion el valor de 212 nm para A,.

El éxito de esta ecuacion fue grande al aplicarla al P. G. B. en di-
ferentes disolventes, en los que se sabia formaba hélices, obteniéndose

[m3] (A7 — A3) = aoA +
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Figura 2—Representacion de Moffitt de la D.O.R. en disolucion de
D.C.A.:D.C.E. a varias T.

para b, el valor de —630, mientras que a, variaba dentro de amplios
margenes. En estos momentos se acepta como valido el valor de —630
para una hélice a derechas. Es de destacar, sin embargo, que la ecuacion
de Moffitt no puede considerarse exacta por las dos razones citadas
anteriormente y que volveremos a destacar:

1) se trunca el desarrollo de Taylor en los dos primeros términos:

2) se considera un valor promedio de los dos efectos Cotton.

Por estas razones, la ecuacion de Moffitt no es mas que una ecuacion
semiteorica y que, naturalmente, no sera la inica valida para describir
la rotacion de las a-hélices.

Otro intento para explicar la D. O.R. de polipéptidos y proteinas
fue realizado por Shechter y Blout (7-8-9). La D. O. R. esta influenciada,
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naturalmente, por los efectos Cotton de las bandas activas opticamente,
las cuales se dan en el ultravioleta. Evidentemente, cada efecto Cotton
tendra que representarse por un sumando en la expresion general que
nos da la D. O.R. del compuesto tratado. Recientes estudios por di-
croismo circular indican que existen bandas a 191 y 209 (pertenecientes
a transiciones n — n* en «-hélice), y otra a 222, producida por la tran-
sicion n— w*. Shechter y Blout (7-8) dan para la D. O.R. de los poli-
péptidos y proteinas la siguiente expresion:

2 2 2
[m] = a1914101 42094309 a2224322

= + .. .’
(A* = Ao1) (A% — ABog) (A% — A322)

que naturalmente podria transformarse en la ecuacién de Moffitt
mediante un desarrollo de Taylor.

La ecuacion de Drude de dos términos ha sido recientemente reva-
lorizada. Imahori (10-11) publicé que el P. G.B. la seguia muy bien
si Ay =190nm y 4, = 220 nm.

Shechter y Blout la utilizan con A; = 193 nm y A, = 225 nm,
denominandola «ecuacion de Drude de dos términos modificada»
(M.T.T.D.E.), con lo cual se reduce a:

[m,] A1931%93 AZZSX%ZS
P  Ades A2 = Ay

La constante 443 engloba dos efectos Cotton, uno grande, a 193 nm,
debido a la conformacion helicoidal, y otro a 198 nm debido a la coil;
analogamente, 1a 4,,5 engloba un efecto grande de Ja forma helicoidal
y otro pequefio para la coil

La ecuacion de Shechter y Blout se resuelve graficamente de una
manera sencilla, representando [m']; (4> — 43,5) frente a

'1 j-225
__1 ,
'1 1193 193

obteniéndose como ordenada en €l origen A;254%,5, y como pendiente,
Ajq3 (Fig. 3). Parece ser, segiin los autores, que los valores que se ob-
tienen de A 93 y A225 no son funciéon de la naturaleza de la macro-
molécula estudiada, sino simplemente del contenido helicoidal.

De la exposicion de las teorias utilizadas para estudiar la D. O.R,,
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Figura 3.—Representacién de Shechter y Blout de la D.O.R. de la
P.C.B.L. a varias T.

se desprende que la ecuaciéon de Drude de dos términos y, por lo tanto,
la M.T.T.D.E,, en esencia, reducen los cuatro términos necesarios
para representar exactamente la D. O.R. por dos sumandos. Esto es,
desde luego, necesario, pues de otra forma tendriamos que obtener
graficamente los cuatro parametros necesarios, y esto no es posible;
en resumen, promedian las bandas cercanas 193 y 198 myu, por una
parte, y 225 mu por otra, simplificando de esta forma la' expresion
utilizable de la D. O. R. Como al crecer A, disminuye A,, es l6gico que
existan multiples soluciones para el sistema.
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Por otra parte, la ecuacion de Moffitt solamente presenta tres
magnitudes para determinar, y si a eso afiadimos su mayor simplicidad,
no es extrafio que, aun hoy en dia, se utilice para describir la D. O.R.
de proteinas y polipéptidos. Modernamente, sin embargo, se ha de-
mostrado por Shechter y Blout que su ecuaciéon y la de Moffit con-
ducen a resultados completamente analogos.

3. DETERMINACION DEL PORCENTAJE HELICOIDAL

El problema es enormemente complejo para las proteinas, ya que
poseen grupos cromoéforos en las cadenas laterales, que deben alterar
las fuerzas rotacionales de las bandas de absorcion.

Por otra parte, aunque tedéricamente el problema es sencillo para
los polipéptidos, no lo es realmente, ya que resulta inexplicable el
hecho de que:

a) dos homopolipéptidos diferentes poseen diferente D.O.R. en
disolventes iguales;

b) un mismo homopolipéptido posee diferente D.O.R. en disol-
ventes en los cuales se encuentra en la misma conformacion, pero que
tengan diferente indice de refraccion.

Los dos hechos anteriores son facilmente explicables, aun a riesgo
de complicar el problema, si admitimos que existen efectos de disolvente
y de cadena lateral.

A pesar de estas complicaciones, parece 16gico pensar que pueda
existir un parametro rotatorio que sea insensible o0 muy poco sensible
a los efectos anteriores, y que podamos utilizar para la estimacion
del porcentaje helicoidal. La rotaciéon éptica a cualquier longitud de
onda es una funcion lineal de las fuerzas rotacionales del efecto Cotton
respectivo, y es logico pensar que, para algunas longitudes de onda,
la rotacién pueda ser insensible a esta clase de variaciones.

Por esta razon, a priori, 1a contribucidén de las regiones de una
estructura dada dentro de una molécula al parametro rotatorio de la
molécula debe ser proporcional a la fraccion de su residuo en esta
region, siempre que se consideren validas para el parametro rotatorio
las siguientes hipdtesis:

1) las cadenas laterales no producen efectos Cotton;

2) no debe existir dependencia entre los parametros rotatorios de
los residuos pertenecientes a un mismo segmento estructural;

3) para un enlace peptidico, los parametros rotatorios deben ser



Porcentaje de helicidad en polipéptidos y proteinas 115

insensibles a las diferencias en las cadenas laterales y a los cambios
producidos en los alrededores, que provocan el paso de un residuo
de una estructura a otra;

4) el error experimental en la determinaciéon del parametro rota-
torio debe ser despreciable, con el maximo posible de contribuciéon
de las varias estructuras participantes.

Si las hipoétesis anteriores son validas, 1a contribuciéon de una es-
tructura al valor observado de D. O. R. de una proteina o polipéptido
sera funcion de la fraccion de sus residuos en esa estructura. En estas
circunstancias, para estimar el porcentaje de una estructura, se nece-
sitan Unicamente parametros lineales relacionados con las fuerzas
rotacionales y no rotacionales.

Los métodos para obtener el porcentaje helicoidal se dividen en:

a) métodos a una longitud de onda;

b) métodos de dispersion;

¢) utilizaciéon del maximo a 198 nm y del minimo a 233,

a) Métodos a una longitud de onda.

Se utilizan normalmente las medidas a 589 y 546 nm. La estimacion
del porcentaje helicoidal se basa en que el poder rotatorio optico heli-
coidal, en una hélice infinita, es proporcional a la longitud de la misma
y, por lo tanto, al nimero de segmentos de la misma. Para obtener el
porcentaje helicoidal se mide [o] especifica en las dos conformaciones
coil y hélice, tomando estos valores como 0 y 100 por 100 helicoidal.

b) Meétodo de dispersion.

1) Ecuacion de Moffitt. Muchas proteinas obedecen la ecuacién
de un término de Drude; sin embargo, contienen «fracciones de o-
hélice» de una manera tan irregular, que pueden llegar a ser, mediante
su distribucion al azar, tan rigidas como una hélice.

Experimentalmente se ha podido comprobar que las proteinas
que contienen menos de un 50 por 100 de hélice, obedecen la ecuacidon
de Drude de un término.

La utilizaci6n de la ecuacion de Moffitt para el calculo del porcentaje
helicoidal se basa en la eleccién de un valor para by, en la forma heli-
coidal, y un valor para la forma coil.

Los valores extremos normalmente utilizados son —630 y 0.
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Las hipétesis anteriores presuponen siempre el hecho de que la
hélice es a derechas y, por otra parte, no hacen ninguna referencia a
la clase de hélice que contribuye al porcentaje helicoidal.

Como ejemplo diremos que los estudios de rayos X sobre la liso-
enzima indicaban un contenido helicoidal del 35 por 100; la D. O.R,,
un 30 por 100, es decir, las dos técnicas conducen a resultados razo-
nablemente similares, 1o cual hace sobreestimar el método de la D. O. R.
Sin embargo, modernamente se ha visto que la hélice en la lisoenzima
esta distorsionada hacia una hélice 3;45. Todas estas incertidumbres
contribuyen a reexaminar el papel de bo.

Moffitt predijo que a, dependia del disolvente, composicion y
temperatura, y que, por lo tanto, deberia incluir todas las rotaciones
ajenas al esqueleto peptidico. Suponiendo que todas las contribuciones
rotacionales fueran aditivas, a, podria escribirse como

ao = af + faff

bo = fb§ ~ fby + b,

donde f es la fraccion de hélice, R indica residuo y H helicoidal.

Esto presupone que las rotaciones intrinsecas por residuo obedecen
la ecuacion de Drude de un término tomando A, = Ay. Como, a priori,
no hay razén para considerar esta igualdad, deberiamos escribir

atii f(ag2g)  f(bG43)

’

S VI Ty S FL I T S T T3
y . N
(bo — bE)
0 = e —
/OH_ 630 3

lo cual complica nuevamente el problema.

2) Ecuacion de Shechter y Blout. Tal como dijimos anterior-
mente, modernamente se ha demostrado que la ecuacion de Moffitt
y la de Shechter y Blout conducen a resultados andlogos, aunque
formalmente el punto de partida es diferente.

Estos autores presuponen que, como posteriormente pudo demos-
trarse, en todos los polipéptidos, al representar A,q3 frente a A,,s,
daban una linea recta; es decir, al no depender estos valores del tipo
de polimero considerado, tenia que darse un comportamiento univer-
sal de esta ecuacion para polipéptidos y proteinas. Los dos parametros
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se relacionaban con el contenido helicoidal, obteniendo finalmente
para su calculo la expresion
Ajoz — Azas + 650
55,8

H =

ecuacion que adopta como valores extremos los valores obtenidos para
la poli-L-metionina (100 por 100) y (0 por 100) para el copolimero
de L-metionina-S-metil-L-cisteina.

Como puede observarse de todas las discusiones anteriores, los
métodos de D. O.R. tienen como principal inconveniente la asigna-
cién del 0 y 100 helicoidal, consideran validos estos limites para toda
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Figura 4.—Valores de 6 frente a 1/T segun Shechter y Blout y R.O.
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clase de polipéptidos y proteinas e, incluso en el método de Shechter
y Blout, se asignan ademas constantes universales validas para todos
ellos. Esto presenta el inconveniente de que polipéptidos como el P. G. B.
o la P.C.B.L., segin estas teorias, como ha podido comprobarse
experimentalmente, nunca estarian completamente en la forma coil
o helicoidal (Fig. 4), lo cual parece contradecir los resultados obte-
nidos por otras técnicas. De todo esto parece logico deducir que las
constantes universales no son tales. Sin embargo, la representacion
de A;95 frente a 4,55 nos da una recta para todos los polipéptidos y
proteinas conocidos, asi como para copolimeros de P.C.B.L.y P. G. B.
con diferentes fracciones molares de sus componentes respectivos (Fig. 5).
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Figura 5~—Valores de A(a, p),,s frente a A(a, p),93 para diversos poli-
meros.

Esto nos hace pensar que, aunque las hipotesis de partida de Shechter
y Blout son demasiado drasticas para ser reales, el comportamiento
universal de A4;9;3 y A225 hace que la teoria sea aceptable, aunque
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se obtienen mejores resultados variando los limites universales dados
por estos autores e introduciendo valores particulares e independientes
para cada sistema en particular.

Esta opinién queda justificada por el hecho de que la entalpia
de transicion por métodos calorimétricos no concuerda en absoluto
con la obtenida a partir de las teorias clasicas de polipéptidos si to-
mamos los valores del porcentaje helicoidal dados por este método.
Por otra parte, los valores de A;935 ¥ A325 varian con la composicion
del disolvente.

¢) Otros métodos.

El hecho de que diferentes conformaciones posean diferentes efectos
Cotton, ha sido utilizado para caracterizar estructuras secundarias.
El maximo a 198 y el minimo a 233 han sido los mas utilizados para el
estudio de conformaciones en proteinas. Pero el inconveniente que se
plantea en este caso es la asignacion de «escalas». Asi, el [m']; a 233
varia para los diferentes polipéptidos entre —13.500 y —15.400, e
incluso su valor viene afectado por la composicién del disolvente.
Normalmente se toman los siguientes limites

[m"])233 netice = —15.000
[m])233 o1 = — 2.000,

con lo que la expresion general para calcular el porcentaje helicoidal
se reduce a

—[m'] 233 + 2.000
13.000

porcentaje hélice =

Una ecuacion similar a la anterior puede obtenerse si consideramos
los valores de [m']}195 para la conformacién helicoidal y coil; sin em-
bargo, aunque los valores obtenidos en este caso son de 70 a 80.000
y de —5.000, respectivamente, y, por lo tanto, podian ser mas mane-
jables, presentan, con todo, el inconveniente de ser valores obtenidos
a 198 nm, es decir, valores cercanos al limite de precision de los instru-
mentos utilizados.

4. APLICACION AL ESTUDIO DE PROTEINAS

Los calculos del contenido helicoidal en una molécula de proteina
se basan en su parecido con el modelo creado artificialmente por nos-
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otros, los polipéptidos. La base de todos los calculos es considerar que
pueden existir al mismo tiempo las conformaciones hélice y coil. Si
esto se cumple, se puede aplicar la técnica de la D. O. R. Naturalmente,
el problema se complica en este caso, debido principalmente a:

1) la existencia de cromoéforos en la cadena lateral;

2) posible presencia de conformaciones distintas de la «helix-coil».

Evidentemente, si se dan cualquiera de los dos efectos, se modifi-
cara la D. O. R. de la molécula proteinica, en la region visible y ultra-
violeta, de una manera no determinada. Por otra parte, las teorias
comentadas anteriormente son validas Unicamente si consideramos
un tnico sentido en la hélice formada. Esto parece ser que es lo que
ocurre en una gran parte de las proteinas (mioglobina, hemoglobina),
pero parece muy razonable suponer que pueden existir casos en que
coexistan hélices de sentidos diferentes.

Tal es el caso, por ejemplo, de la cadena A4 de la insulina, en la que,
debido a las uniones por puentes de azufre, no es posible suponer hélices
con idéntico sentido, aunque de momento no existen pruebas experi-
mentales concluyentes. En este caso comentado no sera posible una
estimacioén helicoidal a partir de las medidas de D.O.R., al menos
con las teorias utilizadas normalmente en polipéptidos.

Finalmente, no parece correcta la extrapolaciéon de los valores
obtenidos para polipéptidos a proteinas. Basicamente, los segmentos
helicoidales obtenidos para los polipéptidos difieren de los proteinicos
en su mayor tamafio. Por esta razoén no parece mas que una aproxi-
macion la utilizaciéon de los valores by = — 630, [m'],3; para las pro-
teinas, maxime si tenemos en cuenta que se ha podido comprobar
experimentalmente la variacion de by y [m']233 con el grado de poli-
merizacion.

Ademas, los segmentos helicoidales no tienen un diametro uniforme,
es decir, poseen una cierta flexibilidad, que, evidentemente, hace que
el modelo de a-hélice no sea.un modelo real, sino una mera aproxima-
cion de la realidad. En el caso de una proteina, existen diversas pequefias
regiones coil, lo cual motiva que las regiones mencionadas posean
una cierta rigidez diferente de la de los polipéptidos. En resumen,
podemos decir que los polipéptidos no son mas que una mera apro-
ximacion mas o menos afortunada de la realidad. Se puede entonces
argumentar: jcudl es la razéon de que, al menos en algunas proteinas,
puedan aplicarse las ideas expuestas para los polipéptidos? Quizas
se deba al hecho de que las correcciones que deben efectuarse en el
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tratamiento de una proteina al tomar como modelo los polipéptidos,
no sean aditivas, es decir, no provoquen una variacién en el mismo
sentido. Pero quiza la mejor explicacién posible resida en que, preci-
samente, las proteinas que mejor se «adaptan» a los modelos propues-
tos sean las de alto contenido helicoidal. Asi, por ejemplo, el contenido
helicoidal obtenido para la mioglobina por difraccién de rayos X
y D. O.R. se diferencia inicamente en un 3 por 100 (77 y 80 por 100
respectivamente).

Por ultimo, se debe resaltar también que cualquier grupo pros-
tético en la cadena lateral de una proteina, o cualquier molécula pequefia
que esté unida a una proteina, pueden modificar en un sentido no pre-
yisible la D. O. R. de la proteina considerada; tal es el caso de las hemo-
proteinas.

Por todo lo expuesto anteriormente, no es de extrafiar que, al hablar
de porcentaje helicoidal de proteinas, haya que indicar siempre el
método por el que se ha obtenido y si es posible comprobar los valores
obtenidos con los de difraccion de rayos X.

Entonces los valores que pueden obtenerse por D. O. R., no tienen
mas que un valor semicuantitativo, 1o que, a pesar de todo, no es impe-
dimento para que sea el método mas utilizado actualmente en la de-
terminacion del porcentaje helicoidal de proteinas.

II. Espectrofotometria ultravioleta
1. FUNDAMENTOS

Los polipéptidos y proteinas absorben en el ultravioleta proximo
y en el lejano. La absorcion en el proéximo, por encima de 250 my,
se debe principalmente a aminoacidos aromaticos (triptéfano, tirosina
y fenilalanina), y normalmente se utiliza para el calculo de concentra-
ciones de proteinas. La absorcién en el lejano tiene lugar entre 160
y 240 nm, admitiéndose hoy en dia la presencia de una transicion
carbonilica n — n*, hacia 210 nm, y de dos transiciones ® — n* en la
zona comprendida entre 160 y 190 nm.

Los primeros trabajos sobre péptidos fueron realizados por Ham,
Platt y Saidel. Estos autores vieron que, cuando se estudiaba la absor-
bancia molar de «polimeros» de diglicina a hexaglicina, el efecto cro-
moforo del grupo amida parecia ser aditivo. Por otra parte, pudo
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comprobarse también que la absorbancia molar por residuo interno
parecia ser la misma, y diferente de los residuos extremos. Estos re-
sultados hicieron posible el poder asignar una absorcion idéntica a
cada enlace peptidico, condiciéon indispensable, por otra parte, para
poder aplicar el ultravioleta al estudio de conformaciones de poli-
péptidos y proteinas.

Pudo comprobarse posteriormente que el efecto cromoéforo de
los enlaces peptidicos era -aproximadamente aditivo, siempre y cuando
la longitud de la cadena fuese relativamente pequefia. En el caso de un
polipéptido, por ejemplo, al aumentar la longitud de la cadena, los
segmentos constituyentes pueden adoptar una cierta ordenacion que,
naturalmente, no es factible con cadenas cortas. Apareceran fendmenos
directamente relacionados con las citadas ordenaciones, siendo los
mas importantes los acoplamientos de los momentos de transicion
de los cromoéforos y el efecto denominado hipocrémico.

De los dos efectos, el mas importante para nuestro fin es, sin lugar
a dudas, el hipocromico. Consiste en que la intensidad de una banda
de absorcion producida por varios cromé6foros es menor que la suma
de los efectos cromoféricos producidos por los croméforos presentes.
Este efecto es muy acusado, llegando a ser, en nuestro caso, del orden
de un 40 por 100, lo que hace apto el uso del U. V. para el estudio de
diferentes ordenaciones de una macromolécula; es decir, podra utili-
zarse para estudiar cambios de conformacién. La disminuciéon de la
intensidad de la banda de absorciéon se comprob6 que dependia li-
geramente de la longitud de la cadena de polipéptido, lo que hacia
pensar que el hipocromismo se producia practicamente en los primeros
segmentos helicoidales de la cadena polipeptidica, con lo cual pudo
concluirse que, de hecho, todas las a-hélices poseen el mismo grado
de hipocromicidad, cualquiera que sea su longitud.

2. ESTIMACION DEL CONTENIDO HELICOIDAL EN POLIPEPTIDOS

Para lograr resultados cuantitativos consistentes, es necesario cono-
cer lo mas exactamente posible las absorbancias molares de las bandas
de absorcion de las dos conformaciones hélice y coil. Una premisa
fundamental es que, para que los valores del porcentaje helicoidal sean
validos, debe suponerse que Gnicamente coexisten las dos conforma-
ciones anteriormente citadas, hipoOtesis que, por otra parte, también
se hace al aplicar la D. O.R. al calculo del porcentaje helicoidal.
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La falta de disolventes apropiados para el estudio del problema
considerado motivo que las primeras medidas efectuadas se centrasen
en polipéptidos solubles en agua, eligiéndose como modelos el poli-
dcido glutdmico (P. G. A.) y la polilisina (P. L.). La transicion se pro-
ducia por variacion de pH, y los valores obtenidos para la absorbancia
se corregian por la absorcion del i6n carboxilato. Efectuada la correc-
cién anterior, los valores de los coef. ext. molar (¢) en las dos con-
formaciones fueron (Fig. 1):

coil a-hélice
P.G.A. 7.100 4.200
P.L. 7.100 4.400

6000 .

2000

180 210 240

Anm

Figura 6.—Espectro ultravioleta de poli-L-lisina en disolucién acuosa
(segin datos de Rosenheck y Doty).

Posteriormente, estos valores fueron modificados por Mc. Diarmid
(12-13), quien hallg, por otra parte, para la forma coil, un valor de
6.500 a 190 mp.

Al mismo tiempo encontrdé que la absorbancia varia con el grado
de ionizacidn del polimero, y que la intensidad de la banda de absorcion
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en la forma random es funciéon de la fuerza ionica. Por otro lado, se
ha podido comprobar experimentalmente que existe una dependencia
de la absorcion de los grupos peptidicos con las cadenas laterales.
Todo lo expuesto anteriormente complica enormemente la eleccion
del «valor verdadero» de la absorbancia molar de la forma coil, con
la consiguiente incertidumbre en el cilculo del porcentaje helicoidal.
Como dijimos anteriormente, se observa la transiciéon hélice-coil
por la variacion de los valores del coef. ext. (g) frente al pH. La repre-
sentacion nos da una curva del mismo tipo que las obtenidas en D. O. R.
(dispersion optica rotatoria) (Fig. 2). Es interesante, sin embargo, hacer
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Figura 7—Transicion hélice-coil de P. G. A. (segun datos de Applequist
y Breslow).

notar que estas medidas deben efectuarse a concentraciones de poli-
mero analogas a las utilizadas en D.O.R. y, como en esta técnica,
en presencia de un soporte electrolitico. Ademads, la medida de la ab-
sorbancia debe efectuarse a una longitud de onda en la cual la absorcién
de los iones carboxilato sea minima. Con todas estas precauciones,
los resultados obtenidos por U. V. parecen ser comparables, dentro
del semiempirismo de estos métodos, con los de otras técnicas, como
la D. O.R. En resumen, puede afirmarse que la aparicion y variacion
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del efecto hipocromico es un método semicuantitativo apropiado para
el estudio de cambios conformacionales en polipéptidos.

3. APLICACION A PROTEINAS

Analogamente a lo que ocurre en la D.O.R,, la interpretacion
de los resultados obtenidos en este caso se hace mucho mas dificil
El principal problema lo presentan la presencia de cadenas laterales,
que pueden contener grupos cromoforos, con lo que los valores ob-
tenidos deben corregirse previamente, antes de su utilizacién, incre-
mentindose, naturalmente, los margenes de error que ya teniamos
para los polipéptidos.

El efecto de las cadenas laterales suele ser importante, sobre todo
si estin formadas por aminoacidos con grupos aromaéticos, como,
por ejemplo, es el caso del triptofano, tirosina y fenilalanina, los cuales
tienen un coef. extin. molar de 17.700 a 38.100, y 53.600 a 190 nm.
Por esta razén, han sido recopilados los datos del coef. extin. molar
de diferentes aminoacidos por Mc. Diarmid. Entonces, al menos teori-
camente, puede estimarse la contribucion total de las cadenas laterales
al valor total obtenido para la absorbancia de la proteina.

Sin embargo, el problema no es tan sencillo si tenemos en cuenta
que existen pequeifios efectos vecinales que se manifiestan experimental-
mente de una forma palpable cuando la macromolécula se desnatu-
raliza. Normalmente se acepta que se deben a un efecto de disolvente,
considerandose que existe una variacion del entorno que rodea a los
grupos cromoforos de las cadenas laterales en una proteina que pasan
de una zona de alta polarizabilidad, el interior hidrofébico de una
proteina, a una zona de baja polarizabilidad, el disolvente acuoso.
La explicacion de los cambios de intensidad pueden entonces atribuirse
a las diferencias de los enlaces de hidrégeno entre los grupos cromo-
foricos y el disolvente. Entonces, un determinado cromoéforo, en un
disolvente de baja constante dieléctrica, sufrird una variacion en su
frecuencia proporcional a f/v, donde f es la fuerza del oscilador de
la banda correspondiente, siendo esta variacién mas marcada en la
region de 190 my. Por esta razon, para reproducir lo mas exactamente
posible los alrededores de una proteina, se utilizardn disolventes de
altos indices de refraccion o detergentes, como, por ejemplo, el dode-
cilsulfato sédico, obteniéndose asi resultados que parecen ser mads
correctos que las medidas en ausencia de estos productos (Tabla I).
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TaBLA 1

COEFICIENTE EXTINCION MOLAR
Cadena i
lateral AGua DEDODECIL SULFATO SODICO
190 197 205 190 197 205 m

Try 17.700 20.540 20.020 17.000 20.060 19.500
Tir 38.130 35.400 13.150 35.480 36.400 13.450
Phe 53.600 25,500 13.800 53.360 24.000 12.310
His 5.600 4,110 5.020 5.870 4.169 4.920
Arg 12.450 6.500 1.180 (11.820) 5.740)) (790)

Segiin datos de Mc Diarmid.

La estimacion del contenido a-helicoidal de una proteina, podra
de este modo obtenerse, al menos tedricamente, si conocemos:

a) contribucién a la absorbancia total de las cadenas laterales
presentes;

b) valor lo mas exactamente posible de la absorbancia de las dos
configuraciones presentes, hélice y coil;

¢) composicion de la proteina.

Sin embargo, los valores obtenidos son poco consistentes, puesto
que el tanto por ciento helicoidal calculado es funcion de la longitud
de onda empleada; asi, por ejemplo, el contenido helicoidal de la ribo-
nucleasa pancreatica es del 41 por 100 a 190 nm, del 36 a 197 nm y
del 18 a 205 nm. Algunas veces se utiliza como valor del contenido heli-
coidal una media de los valores determinados a las tres longitudes
de onda citadas anteriormente, pero este método no podri, evidente-
mente, dar buenos resultados (Tabla II). Es l6gico pensar, en este caso,
en donde estan las fuentes de error, intentando buscar la propia con-
sistencia de los datos obtenidos sin preocuparse de compararlos con
otras técnicas que, aunque han conducido a resultados coincidentes
en algunos casos con los rayos X, sean semiempiricas, como es el caso
de la D. O.R. (ec. de Moffitt o de Shechter y Blout).

Lo correcto es intentar obtener la mejor combinaciéon de los para-
metros de la hélice y coil e intentar dibujar las curvas de absorcién
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TaBLA 11

Absorciéon UV,
PROTEINA ProMEDIO Por D.O.R.
190 m 197 m 205 m

Paramiosina . ........ 103 100 115 106 92
Mioglobina .......... — — — JE— 77
Ribonucleasa

pancreatica. .. ..... 41 36 18 32 16
Insulina............. 108 80 130 106 20

Segin datos recopilados por Mc Diarmid.

de las proteinas, una vez corregida la contribuciéon de las cadenas la-
terales, pero aun de esta forma surgen grandes discrepancias entre los
valores calculados y los experimentales, aunque no pueden atribuirse
exclusivamente a aquéllas.

Como otras posibles causas de error tenemos:

a) posible presencia en la proteina de conformaciones diferentes
de la a-hélice;

b) posibles interacciones, en las que intervendrian las cadenas
laterales;

¢) diferente sentido del contenido helicoidal en proteinas y poli-
péptidos.

La causa 4), enunciada anteriormente, presupone la presencia,
junto a la conformacion helicoidal, de otras conformaciones, de la que
la mas importante es la forma B, que parece ser se encuentra presente
en algunas proteinas desnaturalizadas; por ejemplo, las proteinas
globulares. Sin embargo, se ha demostrado que su proporcion en ellas
es pequefia, por lo que no puede ser un factor decisivo para explicar
las grandes discordancias que surgen al aplicar la técnica de U. V.

La causa b) tampoco parece decisiva, aunque no puedan menos-
preciarse los efectos de disolvente.

Queda por ultimo el factor ¢), que, como en D.O.R,, es de gran
importancia. El contenido helicoidal de las proteinas es normalmente
inferior al de los polipéptidos, y se encuentra repartido entre varias
secuencias, como ha podido demostrarse en la lisoenzima, hemoglo-
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bina... Es de esperar entonces que estos pequefios «segmentos heli-
coidales» difieran de los considerados en el caso de polipéptidos, y,
por lo tanto, al menos cualitativamente, puede comprenderse la in-
consistencia de los resultados obtenidos. Por otra parte, si la proteina
considerada tienen un gran contenido helicoidal, es de esperar que el
modelo polipéptido sea «mas real», y en realidad esto es lo que ocurre;
asi, por ejemplo, la mioglobina posee un 77 por 100 helicoidal, segin
la determinacion por rayos X, y un 82 por 100 por U. V.

Si se acepta que la distribucion de hélices en pequefios segmentos
conduce a distorsiones en las curvas de absorcion, el procedimiento
mejor seria medir la fuerza del oscilador de la banda de absorcion,
en vez de las absorbancias molares a una longitud de onda, con lo cual
se minimizan los errores debidos a cambios en las cadenas laterales.

Otra causa importante de error es la imprecision en la asignacién
del 0 y 100 por 100 helicoidal, con el consiguiente error en la deter-
minacién de éste.

En resumen, podemos decir que la técnica de U. V., aunque se use
mucho en estos momentos para determinacion de cambios de confor-
macion, es muy inferior, al menos por ahora, a la D. O. R. Indudable-
mente tiene ventajas sobre ésta, pero, globalmente, los resultados
obtenidos con la D. O.R,, aunque semicuantitativos, son mas consis-
tentes, acercandose en muchos casos a los obtenidos por métodos
cristalograficos.
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INTRODUCCION

Un gran namero de macromoléculas de interés biolégico son capa-
ces de asociarse consigo mismas o con otras moléculas cuando se
encuentran en disolucion. Los sisternas de asociacién en que intervienen
proteinas son, con gran diferencia, los mas estudiados, tanto desde un
punto de vista tedrico como experimental, por lo que, en la presente
revision, se hara hincapié en tales sistemas, cuyo interés, desde un
punto de vista funcional, supera ademas con creces al de otras asocia-
ciones entre macromoléculas.

Muchas veces las asociaciones son reversibles, y es precisamente la
existencia de un equilibrio lo que las hace especialmente interesantes
en cuanto a su funciéon biolégica. Tal es el caso de algunas enzimas,
cuyo proceso de asociacion-disociacion da cuenta del control de su
actividad. En otras ocasiones, la asociacion es irreversible, al menos
«in vitro», como ocurre en la formacion de complejos histona-DNA,
que se trata en otro lugar de este libro (1).

En cualquier caso, el estudio completo de un sistema asociante re-
quiere el conocimiento de la naturaleza de las interacciones que dan
lugar a la asociacién, el analisis estructural de su producto y la eva-
luacion de los parametros fisicoquimicos implicados en el proceso de
asociacion, especialmente las constantes de velocidad o de equilibrio.
El presente trabajo tiene como fin revisar las técnicas utilizables para la
determinacion de tales parametros fisicoquimicos en equilibrios de
asociacion.

Concretado de este modo el objeto del capitulo, es necesario esta-
blecer una clasificacion previa de las diversas modalidades de asociacién
de proteinas. Es de advertir que la clasificacion no pretende ser exhaus-
tiva y que los distintos tipos de sistemas se han agrupado siguiendo
criterios metodoldgicos en cuanto a su estudio mas que en orden a las
consecuencias funcionales de la asociacion.

1. Sistemas autoasocigntes. Se denominan asi aquellos sistemas
en que la asociacion tiene lugar entre moléculas de una unica especie
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proteica sin la intervencion de ninguna otra macromolécula ni sustancia
de bajo peso molecular. En general, la proteina, que, con independencia
de su estructura, se designara en lo sucesivo monémero, esta en equilibrio
con sus especies poliméricas. Segun el nimero de éstas, los sistemas
autoasociantes pueden dividirse en dos clases:

a) Soélo una especie polimérica esta en equilibrio con el mondémero.
El equilibrio puede representarse:

nP,=P,, donde n=23,... [1]
b) El monémero puede coexistir con varios polimeros:

nP,=qP, + mP, + ... donde n=2¢+ 3m+ ... [2]

Mientras que todas las asociaciones del tipo a) son definidas, las
del tipo b) pueden no serlo, es decir, puede no haber un limite para
el nimero de especies poliméricas presentes en el equilibrio.

2. Sistemas de asociacion entre proteinas diferentes. En este caso,
en vez de existir un unico monémero P, hay otros que también parti-
cipan en el equilibrio para dar origen a polimeros complejos:

nP+mQ+ ... =P.0n... 3]

siendon=12...,m=1,2,.

Un caso particular de este t1po es el de asociacion entre las diversas
subunidades que, reunidas en una estructura cuaternaria adecuada,
dan origen a una proteina compleja desde el punto de vista estructural,
pero funcionalmente simple:

ne+mf+...=P ; n=12...
m=12... [4]

Como se puede advertir facilmente, las diferencias entre los dos casos
expuestos en este apartado son Uinicamente funcionales. Mientras que, en
el primero, P, Q, etc., son proteinas completas, con funciéon determinada
de por si, y el complejo P,Q,, ... puede tener una funcidén que no corres-
ponda a la suma de las especificas de cada mondmero integrante, en
el segundo, las subunidades «, §, etc., carecen de funcion propia y sélo
la tienen cuando se retinen adecuadamente para formar P. El hecho
de que el tratamiento tedrico y metodoldgico de ambos casos sea el
mismo hace que se incluyan dentro del mismo grupo de clasificacion.
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3. Sistemas de asociacion de proteinas con ligandos de bajo peso
molecular. Frecuentemente, las proteinas pueden asociarse con li-
gandos de bajo peso molecular para dar origen a equilibrios del tipo:

P+nd=PA4, n=123 ... [5]

donde A representa el ligando. Sin embargo, de ordinario, el equilibrio
se describe mejor segiin un modo de union de ligando secuencial. Las n
moléculas de 4 no se unen al mismo tiempo a la proteina, sino pro-
gresivamente:

P+ A<=PA
PA + A= PA,

................ [6]

PA,_; + A= PA,

Es de advertir que, en un proceso de este tipo, cada etapa tiene,
normalmente, una constante de equilibrio propia.

Las asociaciones proteina-ligando son importantes desde el punto
de vista funcional, ya que constituyen el fundamento de numerosos
procesos de regulacion enzimatica.

4. Sistemas asociantes que requieren la presencia de ligandos de
bajo peso molecular. En estos sistemas, las moléculas de proteina estan
en equilibrio con sus formas poliméricas sélo cuando se encuentran en
presencia de algin ligando de bajo peso molecular que, de alguna
manera, favorece la polimerizacion:

nP + mA=P,A, ; n=23,... ; m=12... [7]

El tratamiento tedrico y metodoldgico de estos sistemas participa
del correspondiente a los tipos 1 y 3. En ocasiones, especialmente
si m es muy pequefio o si A tiene poca influencia en las propiedades
fisicas del complejo P,A,, el equilibrio puede tratarse como el de un
sistema autoasociante. :

Para la investigacion de los parametros fisicoquimicos que rigen
los equilibrios de asociaciéon entre proteinas no son validas, ordina-
riamente, las técnicas utilizadas en el caso de equilibrios quimicos
entre especies moleculares diversas, ya que, en el caso mas general.
las técnicas de andlisis quimico no permiten distinguir entre los moné-
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meros y las especies poliméricas. Existen, sin embargo, variaciones en
las propiedades fisicas como consecuencia de la reaccidon de asociacion,
como son el aumento del peso molecular, cambios de conformacion
o de estructura electronica, etc., que permiten el estudio mas o menos
directo del equilibrio de asociacion.

Tales cambios de propiedades fisicas pueden ponerse de manifiesto,
por ejemplo, mediante técnicas de equilibrio de sedimentacion, dis-
persion de luz, espectroscopia ultravioleta o de resonancia magnética
nuclear, dicroismo circular o dispersién rotatoria 6ptica, dialisis, etc. La
aplicacion de estas técnicas no sé6lo no desplaza el equilibrio quimico
de asociacidn, sino que tampoco altera el equilibrio termodinamico
del sistema. Sin embargo, las técnicas de transporte, como la ultracen-
trifugacion (velocidad de sedimentacidn), electroforesis, cromatogra-
fias, etc., al mismo tiempo que operan en condiciones que no son las de
equilibrio termodindmico, pueden conducir a un desplazamiento del
equilibrio quimico, por lo que los resultados obtenidos de ellas deberan
interpretarse cuidadosamente.

En las secciones siguientes de este capitulo se revisan los distintos
tipos de técnicas aplicables al estudio de equilibrios de asociacion,
estableciendo, en 1a medida de lo posible, las pertinentes comparaciones
entre ellas.

1. TECNICAS DE EQUILIBRIO TERMODINAMICO
1. Ultracentrifugacion
A) APLICACION AL ESTUDIO DE SISTEMAS AUTOSOCIANTES
Determinacion de pesos moleculares.

La ultracentrifugacion de equilibrio es una técnica habitual en la
determinacion de pesos moleculares. Son muy numerosas las revisiones
dedicadas a este tema, y a ellas debera acudir el lector en busca de una
informacién mas extensa, que caeria fuera de los limites de este articulo
(véanse, por ejemplo, las referencias 2-5).

En general, los distintos métodos utilizan la ecuacion general del
equilibrio de sedimentacion, bien en su forma diferencial:

1dC  w*xM(1 — Vp)
Cdx - RT (1]
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o en alguna de sus formas integradas, como
w*x*M (1 — vp)

Cx) o*M(-7%p) , 2 )
In C(m) = 2RT (x xm) [I 3]

donde C representa la concentraciéon de la macromolécula, M y v su
peso molecular y volumen especifico parcial, respectivamente, p la
densidad de la disolucién, R la constante de los gases y T la temperatura
absoluta. La distancia de un punto cualquiera de la célula al eje de giro
viene indicada por x, y el subindice m hace referencia a la posicién del
menisco. La eleccion de una u otra ecuacion depende del sistema de
medida de la concentracién de la macromolécula en los distintos puntos
dela célula. Las ecuaciones [1-2] y [I-3] son, por ejemplo, especialmente
titiles en el caso de disponer de 6ptica de absorcién, que permite medir
directamente C(x). Asi, por ejemplo, si se representa graficamente
InC(x) frente a x2, se obtendra una recta (véase ecuacion [I-2]) a partir
de cupa pendiente se puede determinar M.

Con é6ptica de Schlieren, la magnitud medida es proporcional a
dC/dx, con lo que puede resultar ventajosa la utilizacién de la ecuacién
diferencial [I-1]. El calculo de C, sin embargo, requiere entonces una
mayor manipulacién de los datos experimentales.

Si se utiliza oOptica interferométrica, los resultados se expresan en
términos de incremento en el indice de refraccion. Este incremento, n,,
es la diferencia entre el indice de refraccion n, de una disolucioén de la
macromolécula de concentracion C, y el indice de refraccién del disol-
vente, n,, y esta relacionado linealmente con la concentracidon:

nc —_— N — na = Rlc [1-4]

donde R; es una constante especifica del soluto. Escribiendo la ecuaciéon
[I-1] en términos del indice de refraccion, se liega a

L dn_ dinn,  w*M(1 — vp) [1-5]
nxdx  d(x*) 2RT )

El ntimero absoluto de franjas observadas con optica interfero-
métrica, J, es direcltamente proporcional al incremento del indice de
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refraccion y al paso 6ptico de la célula, I, e inversamente proporcional
a la longitud de onda de la luz utilizada, A,

J =3 [1-6]

La ecuacién [I-5] permite, pues, calcular M en funcién de J:

_dinJ(x) 2RT
T d(x?) (1 - vp)
Pero la ecuacion [I-1] es solo valida en el caso de sistemas ideales,

y lo mismo ocurre con todas las que derivan de ella. Para sistemas
no ideales, la ecuacién [I-1] se convierte en:

1dC_ w’xM(l - 9p)
Cdx ~ RT[1 + C(dlny/aC)]

[1-7]

[1-8]
o bien

1dC _ w*xMy(1 — vp) ' [19]
Cdx RT
M,, es el peso molecular aparente, el determinado experimentalmente,
relacionado con el auténtico, M, a través del coeficiente de actividad
del soluto, y:

11 +C61ny
M, M MaC

[1-10]

Frecuentemente, la derivada parcial dlny/éC se sustituye por un
desarrollo en serie (véase mas adelante), con lo que

M

My = +——F+—,
f 1+ BMC

[I-11]
siendo B el primer coeficiente del virial.

De ordinario, la relacion entre InC y x? es practicamente lineal
para pequefios intervalos de concentracion, por lo que el peso molecular
real puede obtenerse por extrapolacién a dilucion infinita de los valores
de M,, determinados a varias concentraciones.

Las asociaciones de los tipos 1, 2 y 4 (ecuaciones [1], [2], [3], [4] ¥
[7]) implican un cambio considerable en el peso molecular, y asi, la
aplicacion de los métodos convencionales que utilizan las ecuaciones
precedentes puede dar idea, en principio, del grado de polimerizacion
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en asociaciones definidas. Para ello bastaria determinar los pesos
moleculares del monémero o monémeros y del polimero. Pero, eviden-
temente, tales determinaciones deberian hacerse en condiciones que
asegurasen el total desplazamiento del equlhbrlo hacia la asociacién
o disociacion.

En la practica es dificil predecir las condiciones en que una proteina
esta totalmente asociada, lo que plantearia una primera incertidumbre.
La disociacion total puede, por el contrario, producirse con relativa
facilidad si se conoce la naturaleza de las interacciones que dan lugar
a la asociacién. El uso de disoluciones de alta fuerza idnica evita, por
ejemplo, la asociacién debida a interaccion idnica, mientras que el uso
de agentes desnaturalizantes, como la urea, cloruro de guanidinio,
medios bajos de pH, etc., impide la asociacion debida a enlaces de
hidrégeno.

Ocurre a menudo, sin embargo, que los agentes que impiden la
asociacién inducen cambios conformacionales en la proteina que
favorecen su comportamiento no ideal, por lo que los pesos moleculares
del monoémero calculados en tales condiciones pueden desviarse apre-
ciablemente del valor real. En la tabla I se recogen los pesos molecu-

TaBLA |

INFLUENCIA DE LOS AGENTES INDUCTORES DE DISOCIACION EN LA
DETERMINACION DEL PESO MOLECULAR DE PROTEINAS

M
Proteina Disolvente experimental | Ref. M real Ref.
13.683 (**)
Ribonucleasa Urea 6M 12.000 (A)* 6 13.700 (A) 7
tampédn acetato
13.740 (E) 8
Seroalbiimina Urea 8M-KCI | 74,000 (E) 9 65.000 (E) 7
S-carboximetil-
seroalbimina| Urea 8M-NaCl{ 77.000 (A) 10
A. acético
11,5 M 67.500 (A) 10 70.000
Dodecil sulfato
sodico 83.000 (A) 10

* (A) Peso molecular determinado por el método de Archibald.
(E) Peso molecular determinado por equilibrio de sedimentacién.
**  Calculado a partir de su composicion.



Equilibrios de asociacion en macromoléculas 139

lares de varias proteinas calculados en presencia de agentes inductores
de disociacion, comparados con los pesos moleculares reales, calculados
o determinados en disoluciones salinas diluidas. Evidentemente, todos
los datos recogidos en dicha tabla se refieren a proteinas que no tienden
a agregar en las condiciones experimentales utilizadas para la determi-
nacion de su peso molecular real.

Asi, pues, por desplazamiento del equilibrio en sistemas asociantes
puede lograrse una idea —y no exacta a veces— del peso molecular del
monomero, y sélo en ciertos casos puede determinarse el de las especies
poliméricas. En las mejores condiciones podria conocerse aproxima-
damente el grado de asociacion, pero por la propia naturaleza de la
técnica no se obtendrian datos sobre las constantes de equilibrio y,
lo que es peor, al trabajar en condiciones que distan mucho de las
fisiologicas, se perderia toda posibilidad de interpretar los resultados
obtenidos desde un punto de vista funcional.

Si una proteina se somete a ultracentrifugacion hasta alcanzar el
equilibrio en condiciones tales que se produzca asociacion, se llegara,
como en el caso de una proteina no asociante, a establecer un gradiente
de concentracidén, dC/dx, a lo largo de la célula. Pero el graciente obser-
vable serd, en realidad, la suma de todos los gradientes particulares de
cada especie molecular presente en el equilibrio de asociacion. En cada
punto de la célula, la relacion entre las diversas especies sera la exigida
por la constante o constantes de equilibrio. Naturalmente, al coexistir
dos o mas estados de agregacion, el peso molecular calculado a partir
de la ecuacion [I-1] o de las que derivan de ella serd un peso molecular
medio.

Adams (11,12) demostré6 que, para sistemas autoasociantes, la
ecuacion [I-1] se convierte, en sistemas ideales, en

1dC _ o?xMux)(1 — %)

= [-12
Cdx RT [1-12]

donde M,, representa el peso molecular promedio en peso, definido por

Z"iMiZ >mM; Y CM;

MW = = = :
Zn,-M,- Z.mi ZC,

[I-13]

En la ecuacién [I-13], M; es el peso molecular de la especie i, C; su con-
centracion, n; el nimero de moléculas y m; la masa de dicha especie.
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La ecuacion [I-12] puede escribirse alternativamente en la forma

dnC (1 — p)w?
d(x?) 2RT

En ambos casos, M,, no tiene por qué ser constante a lo largo de la
célula, ya que la ecuacién que describe el gradiente de concentracion
puede variar de una especie molecular a otra; de aqui la notacién M,,(x).

Si, como es el caso mas general, los solutos no se comportan de
modo ideal, el valor experimental de M,, —designado en lo sucesivo
como Mw,,,p— se aproximara al real a medida que la concentracion
tienda a cero. Para una concentracion total C habra, pues, que escribir:

dinC (1 — vp)o? _
d(x*)  2RT war

Por otra parte, el coeficiente de actividad de la especie i, y;, puede
evaluarse mediante un desarrollo del tipo (11)

iny; = iBM,C, [I-16]

ya que el peso molecular de la especie i es igual a i veces el peso molecular
del monémero. En la ecuacion [I-16], para simplificar, se han despre-
ciado los términos de la serie en C?, C3, etc. En estas condiciones, la
relacion entre el peso molecular medio real en un punto de la célula
situado a distancia x del eje de giro, M,(x), y el aparente, M,, ,, viene
dada por la ecuacidon:
M, M,

=== + BM;C I-17

Mw,ap Mw(x) ! [ ]
Y, teniendo en cuenta que C = f(x) la ecuacion [I-17] puede escribirse
alternativamente (12):

M (%) [I-14]

[1-15]

M, M,
M, MO + BM;C [I-18]
De lo dicho hasta ahora se deduce con facilidad que podra deter-
minarse experimentalmente M,, ,, en funcion de x o de C. En la figura 1
se representa, por ejemplo, el valor de M,, ., de la B-lactoglobulina B
en funcidn de la concentracion. El hecho de que M,, ,, aumente inicial-
mente con la concentracion indica la existencia de autoasociacion,
mientras que el posterior descenso se debe al comportamiento no ideal
del sistema (B > 0) (13).
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Calculo de constantes de equilibrio en sistemas autoasociantes.
En lo sucesivo, el tratamiento tedrico se circunscribira al caso de

un equilibrio monémero-dimero-trimero. De manera analoga se podrian

tratar todos los sistemas autoasociantes definidos.
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I-—Variacion de M,,, ,, con la concentracion de f-lactoglubulina B.

Figura
En el caso particular citado, el mondémero P esta en equilibrio con

el dimero, 2 P= P,, pero también lo est4 con el trimero 3P < P,. Cada
uno de los equilibrios tendra, en general, una constante propia, desig-

nadas, respectivamente, K, y Ks. Puesto que las tres especies coexisten
en el equilibrio, la concentracidn total de proteina, C, sera la suma de las
concentraciones parciales, es decir, C = C; + C; + Cs, y admitiendo

[I-19]

la relacion [I-16] resulta:
C =C; + K;C% + K;3C3,

por lo que, a partir de [I-14],
MC) = CiM, + KZC%CMZ + K3CiM, _

[1-20]

_ My(Cy + 2K,CY + 3K3C))
C
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Combinando ahora las ecuaciones [I-19] y [I-20] se puede calcular el
cociente dC/C;:
e, _ dc - MudC [1-21]
C, C; +2K,C?+3K3;C3 CM,(C)
La fraccion en peso del mondémero en el equilibrio se define como
fl = Cl/Ca por 10 que,

dC1 =f1dC + Cdfl, [1-22]
y, teniendo en cuenta [I-21], resulta
dlnf, M,
ik -1 I-23
dinC M,(C) [1-23]
e integrando
c
M, dc
1 = —_ — 1 —_— 1‘24
i L(MW(C) )c (24

Steiner fue el primero en obtener, en 1952, la ecuacion precedente (14),
que permite calcular f; por integracién de la funcién:

_ M, 1 ac
M, () /C

Esto puede hacerse graficamente, ya que al representar

M,
(s =)

frente a C, el valor de Inf; viene dado por el area encerrada bajo la curva
entre 0 y C. Pero debe advertirse que la ecuacién [1-24] so6lo es valida
para sistemas ideales, ya que, en su obtencion, se han manejado con-
centraciones en vez de actividades. Adams y Williams (12) demostraron
que, para sistemas no ideales, la ecuacion [I-24] se convierte en:

C
M, dc
= — —1}—== M I-25
ll'l_fl,ap J:) <Mw,ap ) C lnfl + B IC, [ ]

donde f;,,, es la fracciéon en peso aparente del mondémero.

Es interesante hacer constar en este momento que f;,,, puede cono-
cerse a partir de datos experimentales por integracién grafica o numérica
de la ecuacidn [I-25]. El 4area rayada en la figura 2 seria precisamente
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c (g/dl)

Figura 2.—Calculo grafico de In f;. Véanse los detalles en el texto.

el valor de Inf; ,,. La curva se ha construido para un modelo tedrico de
asociacion mondémero-dimero-trimero en el que K, = 0,65, K3 = 0,50
y BM = 0,20.

La relacion entre f; ,, y fi qQue aparece en la ecuacion [I-25] puede
expresarse también en forma exponencial:

fuap = fre™ € = Thomic - [1-26]

Multiplicando miembro a miembro por C e introduciendo el valor de
la concentracion aparente del monémero, Cy ,,, se llega, finalmente, a:

C, = Cl,ape—BMlC [1-27]

Para concluir el tratamiento teérico del equilibrio de autoasociacion
en el caso particular propuesto, es necesario evaluar el cociente M /M, ,p,
donde M, es el peso molecular promedio en nuamero, definido como

_ IaM, G c
M, =220

n= = = 1-28
zn; Z(Ci/My)  Z(C/M) Li-28]
Teniendo en cuenta [I-28] y [I-19] se puede llegar a:
2 3
CM, _Ci+ K,Ci K;3C§ [1-29]

M. (C) 2 3
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M, es funcién de x (o de C), por lo que, igual que se hizo al expresar M,,.
se emplea la notacién M,(C).

Por otra parte, apoyandose en la ecuacién [I-19], puede calcularse
la expresion (C/C;)dC,, que, integrada, se convierte en:

Ci C Ci

j C—ldcl =f (I + K,C; + K3CHdC, =
0 0

KiCh | KsCh L1-30]

2 3

y, a partir de [I-30], [1-29] y [I-21], se puede llegar a:

M & C ¢ CcMm
S ToN L o= J 0 ™
=JC M, i [I-31]
0 MW(C) -
Adams obtuvo en 1965 (15) la ecuacion [I-31] que, por razones
evidentes, es valida exclusivamente para sistemas ideales. Cuando

BM, # 0es necesario utilizar M, ., en vez de M (C), y la ecuacién [1-31]
debe reemplazarse por (16):

C C 2
M, [ M, BM,C
————dC = = dC + =
Jo My ap Jo M(C) 2

=Ci +

[1-32]
_CM,  BM,C’_ CM,
M,(C) 2 M, ap

La cantidad CM,/M, ,, puede conocerse a partir de datos experimen-
tales por representacion grafica de M /M, ,, en funcion de C y posterior
integracion grafica o numérica entre 0 y C.

La descripcién completa de un sistema autoasociante monoémero-
dimero-trimero, como el que se ha utilizado como ejemplo hasta ahora,
requeriria el calculo de las constantes de equilibrio K, y K3. Ninguna
de las ecuaciones desarrolladas precedentemente permiten, por si solas,
dicho calculo, ya que ni el valor de C; ni el del coeficiente del virial se
pueden determinar experimentalmente de un modo inmediato. Pero,
no obstante, la resoluciéon de un sistema adecuado de las ecuaciones
anteriores llevara al calculo de las constantes de equilibrio. Puesto que
son cuatro las magnitudes desconocidas, serd necesario plantear un
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sistema de al menos cuatro ecuaciones. Siguiendo a Adams (16), esto
puede realizarse con las ecuaciones [I-18], [I-19], [I-27] y [I-32].

El modo mas eficaz de resolver el sistema es eliminar el término
en K;C3 por una adecuada combinacién de las ecuaciones [I-18]
y [[-19]. Entre la ecuacién resultante:

1

3C = 2C, + K,C? + [1-33]

M,
CM,,qp

la [I-32] y la [I-19] se puede llegar a eliminar el término en K,C} para
obtener:

— BM,

6CM: _ 5c _ac, + 3BM,C* — —— L

Mn,ap Ml
CMy,ap

— [I1-34]
BM,

La resoluciéon, mediante aproximaciones sucesivas, de un sistema
formado por las ecuaciones [I-27] y [I-34], permite calcular las incog-
nitas BM,; y C,. Una vez conocidos estos valores, el cilculo de K,
y K, resulta inmediato a partir de las ecuaciones [I-33] y [I-19], res-
pectivamente.

Analisis de sistemas autoasociantes.

En el apartado anterior se ha descrito uno de los métodos, debido
a Adams (16), utilizable para el calculo de los parAmetros de un equi-
librio de autoasociacion a partir de los datos experimentales obtenidos
en una serie de experimentos de equilibrio de sedimentacion realizados
en un margen de concentraciones suficientemente amplio.

Pero, como es evidente, antes de proceder a dicho calculo es necesario
conocer qué tipo de asociacion se da en el equilibrio. Rao y Kegeles
realizaron en 1958 el primer analisis de este tipo, estudiando la asocia-
cién de la a-quimotripsina a pH 6,2 (17). Para ello utilizaron ecuaciones
semejantes a la [I-14], [1-19], [I-20] y [I-24], y calcularon a partir de
ellas y de M; —conocido experimentalmente por extrapolacion de
M., ., a dilucién infinita— los valores de M,,(C) en funcion de C para
equilibrios de asociacion mondmero-dimero, mondémero-trimero y
mondémero-dimero-trimero, eligiendo para el calculo varios valores
arbitrarios para K, y/o K. La representacion grafica de M,,(C) tedrico
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y experimental en funcion de C se recoge en la figura 3. Puede observarse
que los datos experimentales parecen indicar que existen trimeros en
el equilibrio, aunque no es posible decidir si se trata de un equilibrio
monomero-trimero 0 mondémero-dimero-trimero. La imprecision del
método, unida a las limitaciones impuestas por las ecuaciones elegidas,
s6lo vilidas en sistemas ideales, hace que este procedimiento de analisis
no sea aplicable mas que como aproximacién para describir la natu-

raleza del equilibrio.

] 1 1 1
0 10 20 30 40
Concentracién de quimetripsina

Figura 3.—Puntos experimentales y curvas tedricas de M, en funcion
de la concentracion de quimotripsina; ._._. , calculado sélo para dime-
rizacion, 1/K, = 2.07; — — — —, calculado solo para trimerizacion, 1/K;
= 116,7; — - —, calculado sélo para trimerizacion, 1/K; = 56.2; ——
calculado sélo para trimerizacién, 1/K; = 45.0; —A—, calculado para
trimerizacién y dimerizacion, 1/K, = 11.1 y 1/K; = 4.5; o, puntos expe-
rimentales. Reproducido con autorizacién de Rao y Kegeles (7).

El desarrollo de ecuaciones validas en sistemas no ideales, como
las expuestas en el apartado precedente, han permitido la utilizacién
de métodos mas exactos de analisis. Para ello, Adams ha obtenido
nuevas ecuaciones, como la que describe el valor de M2Z(C;/M?) (18):

M?E-A% =C, +

K,C? | K;C3
et 2 [1-35]
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Pero, teniendo en cuenta [I-31], la ecuacidon [I-35] puede escribirse:

€1 CM1 dC1 2 KZCI K3C%
M, dCy _ 1™ () KoCy | KSCHY ye
N o Xl N G B e R
C

_ K;Cl | KiCGY 4
=Cy + 4 + 9 MEMZ

[1-36]

Insertando ahora la ecuacion [I-21] en la [I-36], se llega finalmente a

Mz i

C; €t CM, dCl
: = —a— ] 1-37
M= ), MO G J ¢ =7

M ..(C)M w(C)

que permite evaluar M$Z(C//M?) por integracién grafica a partir de
una representacion de M%/M,(C)M,,(C) frente a C.

Cuando se toma en consideracién la no idealidad del sistema, la
ecuacion [I-37] se convierte, siguiendo de nuevo a Adams (18), en:

. c 2 3
M%<ZA33> =f—LdC c, + Kol KC
i/ap

0 Mw,apM ap 4 9
. [1-38]
(of 2,3
_l_BMLJ EMI dC+BM1J ngdC_(BMl)C
2 0 w,ap 0 n,ap 6

La ultima cantidad que Adams utiliza para su analisis de sistemas
autoasociantes es el parametro ¥ (19), definido por

TC:M?

-y = M [1-39]

Puede verse facilmente que
— = C; + 4K,C? + 9K;C} [1-40]

y, en sistemas ideales (19),

1 d(CMC)) CM(OM,C)
— i = = I-41
v 2M2 ac M1 ’ [-41]
puesto que el peso molecular promedio M, es, por definicion,
M3 2 2 M :

i = ImM; EC:M; ZC M; _ (CMw(C)) [1-42]

= ¥ImM?_ EICM, CM, dcC
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La ecuacion [I-41] permitiria calcular ¥, supuesto el comporta-
miento termodinamico ideal de los componentes del sistema. En sistemas
no ideales,  puede calcularse (19) por la ecuacion

Como se desprende de su examen, el valor de y no puede deter-
minarse directamente a partir de datos experimentales, puesto que es
necesario conocer el de BM; (*). Por otra parte, la derivada

d M,
iC \CM, .,

ha de calcularse numéricamente (16).

Con todos estos presupuestos tedricos es posible comenzar el
analisis numérico de sistemas autoasociantes. Conviene tener presente
que, a partir de los resultados experimentales de varias centrifugaciones
de equilibrio, se conocen, ademids de M, y M,, ., los valores de
CM /M, ., (cf. pag. 144), C, ., (a partir de [ 45 yaque f1,,, = Cy,4,/C),
M31Z(Ci/M?)., (por integracion grafica, ecuacion [1-38]). Es necesario
también hallar los valores numéricos de las integrales que aparecen
en el segundo miembro de la ecuacion [I-38] y el de la derivada de la
ecuacion [I-43].

A partir de este momento el andlisis se realiza suponiendo presente
un tipo de asociacidon, por ejemplo, mondémero-dimero-trimero, y
calculando, como se ha indicado en el apartado anterior, los valores
de BM,, C;, K; y K. Si el equilibrio responde realmente a ese tipo,
deben coincidir las magnitudes experimentales indicadas en el parrafo
anterior con las calculadas a partir de BM,, C, K, y K3 empleando
las ecuaciones adecuadas.

Es evidente que todas las ecuaciones obtenidas para el caso de
una asociaciéon mondmero-dimero-trimero serian aplicables a equili-
brios del tipo mondémero-dimero 0 monoémero-trimero sin mas que
hacer K3 o K,, respectivamente, iguales a cero. Pero el analisis no

(*) Aunque no se conozca el valor de BM,, si se puede saber su signo. En el caso
expuesto en la figura 1, la presencia de un méiximo en la representacion de M,,,,, frente
a C indica que BM, es positivo.
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tendria éxito caso de existir especies poliméricas de orden superior a
tres. Asi, pues, en el caso de no hallar una concordancia adecuada entre
los datos experimentales y calculados, seria necesario reelaborar todas
las ecuaciones incluyendo la posible presencia de tetrameros, penta-
meros, etc. La dificultad practica de este método de analisis es evidente.
Los calculos y resolucion de las ecuaciones planteadas representan el
primer escollo a salvar y es conveniente para ello disponer de ordena-
dores electronicos. Pero la verdadera limitacién del método estriba
en el hecho de que, para hallar los parametros propios de un equilibrio
de asociacion en el que coexisten n especies, es necesario utilizar n + 1
ecuaciones diferentes por las razones expuestas previamente. Aun inclu-
yendo en el andlisis las ecuaciones que engloban el parametro , esta
razdén hace que no pueda realizarse el analisis cuando coexisten mas
de cuatro o cinco especies.

Sin embargo, es posible el estudio de sistemas autoasociantes
indefinidos por el método de Adams (véase, por ejemplo, la referen-
cia 16). En este caso, como es obvio, no tiene sentido hablar de constantes
individuales de equilibrio, y todo lo que el método permite es la evalua-
cion de una constante global intrinseca.

Barclay y Eason (20) han utilizado recientemente este método para
estudiar la autoasociacion de la histona F2A1 de timo de ternera. Para
ello han determinado experimentalmente el cociente M,/M, ,, para
varias concentraciones y, a partir de este dato experimental, hallan
el valor de 6CM,/M,, ,, — 5C y comparan esta cantidad con la calculada
por la ecuacién [1-34] o por ecuaciones semejantes. La tabla II recoge
los resultados de dicha comparacion y de ella se desprende que la
asociacion de dicha histona sigue un proceso de equilibrio mond-
mero-dimero-tetramero. Las constantes de equilibrio calculadas son
K,; = 0,169 ml/mg y K, = 1,237 ml/mg.

Por otra parte, el método expuesto hasta aqui, debido fundamental-
mente a Adams, incluye varias simplificaciones. En primer lugar, se ha
supuesto que los volimenes especificos parciales del monomero y
especies poliméricas son iguales y, en la realidad, pueden diferir. En
segundo término, si los resultados experimentales se registran con
Optica de schlieren o interferométrica, para que tengan validez las
ecuaciones propuestas se requiere que la variacién del indice de refrac-
cién con la concentracion sea la misma para cada especie, esto es,

(0n/0C1)r,p = (On/0C2),p = ... = (1/0C)r,p.



150 Luis Franco y Francisco Montero

TABLA 1

ANALISIS DE LA AUTOASOCIACION DE LA HISTONA F2Al DE TIMO DE
TERNERA EN NaCl 0,15 M (20)

Valor de 60M1/A7!,.,,,,, — S¢
Tipo de asociacion c(gl/dl) Experimental Calculado
Monoémero-dimero. ............... 0,15 0,420 0,13
0,20 0,406 0,372
0,30 0,220 1,023
0,50 —0,458 —-1,54
Monémero-dimero-trimero......... 0,15 0,30 1,95
0,20 =2,77 -3,14
0,30 -5,35 -6,18
Monémero-dimero-tetramero. . ... .. 0,15 -16,0 -16,5
0,20 -2,37 -2,31
0,30 —5,11 -5,16
0,50 -11,8 —-10,3
Monémero-trimero. . . ............. 0,50 1,8 53

Si la ultracentrifuga estd equipada con dptica de absorcién, debe suceder
que los coeficientes de extincién de todas las especies sean iguales.

Estas simplificaciones son necesarias para hacer posible el trata-
miento tedrico, pero, ademas, aunque éste es termodindmicamente
riguroso, puesto que incluye el posible comportamiento no ideal de
los solutos, solo es valido, en rigor, para un sistema de dos componentes,
disolvente y solutos. En un caso real siempre existe un tercer compo-
nente al menos, ya que el disolvente no es agua pura, sino una disolucidon
de electrolitos. Los iones presentes pueden tomar parte en el equilibrio
de asociacion, que estaria entonces incluido, no en el grupo de sistemas
autoasociantes, sino en el tipo 4) (ecuacion [7]).

Prescindiendo de esta Gltima posibilidad —que, por otra parte, es
frecuente (véase, por ejemplo, la referencia 21)—, el tratamiento tedrico
de los sistemas que incluyen los disolventes mixtos (*) esta bien desarro-

"~ (*) Siguiendo la teminologia de Fujita (3), un disolvente mixto es aquel cuyos com-
ponentes se distribuyen de modo no homogéneo, debido al campo centrifugo y a la
difusion, en el transcurso de la ultracentrifugacion.
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llado en el caso de ultracentrifugacion de especies macromoleculares no
dispersas. La teoria fundamental fue establecida ya en 1958 por Williams
y col. (22), y culminé con los trabajos de Casassa y Eisenberg (23).
Adams ha aplicado esta teoria al caso de sistemas autoasociantes (15),
y puede decirse que el uso de disolventes mixtos no resta validez a las
ecuaciones obtenidas anteriormente si las disoluciones de la proteina
autoasociante se dializan frente al disolvente mixto antes de la ultra-
centrifugacion, y los voliimenes especificos parciales se determinan por
referencia al medio externo de la dialisis.

Otros métodos de analisis numeérico de sistemas autoasociantes.

El método expuesto en apartados precedentes es, sin duda, el mas
riguroso, a pesar de las limitaciones indicadas. No obstante, se han
propuesto otros tratamientos tedricos que, aunqgue no gocen de la
validez general del de Adams, presentan algunos rasgos peculiares que
les hacen de mas facil aplicacién en casos particulares.

Derechin (24) propuso un método de analisis de sistemas autoaso-
ciantes ideales en el que la relacién funcional entre M,(C) y M,(C) se
expresa en términos de una serie de potencias sucesivas de C, haciendo
uso del teorema de McLaurin, y se evita el calculo de la fraccién en
peso del monémero. Posteriormente, el mismo autor extendio su teoria
a sistemas no ideales (25). En este caso, como en el método de Adams,
la primera magnitud determinada a partir de los datos experimentales
es BM,. El desarrollo en serie evita el empleo de aproximaciones suce-
sivas que, en el método de Adams, era necesario para resolver el sistema
formado por las ecuaciones [I-27] y [I-34], pero, por el contrario, es
necesario conocer el orden del Gltimo término de la serie, es decir, el
orden de agregacion de la especie polimérica mayor. Quiza la mayor
ventaja del término de Derechin estribe en el hecho de que, en un
equilibrio como el representado por la ecuaciéon 2], el desarrollo en
serie de M, (C) viene dado por

M,C {: £
M(C) o i

donde p representa el orden maximo de asociacién. Esto permite

extender, sin mas, la teoria al caso de asociaciones indefinidas.

Si el sistema autoasociante se desvia poco de la idealidad termodina-
empleo del tratamiento teérico de Haschemeyer y Bowers (26). Dicho
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tratamiento se basa en el hecho de que la concentracion de las especies
macromoleculares crece exponencialmente con x una vez alcanzado el
equilibrio. Generalizando la ecuacion [I-1] para el componente i de‘
un sistema de varios componentes se tendria:

dinCy(x) w*M;(1 — v;p)

o5~ = IRT =H,. [1-45]

Si la ecuacién [1-45] se integra entre la posicion correspondiente al
menisco, Xx,, Yy otro punto cualquiera de la célula, resulta

C(x) = Y.C;(x,)ef x>~ [1-46]

En el caso de un sistema autoasociante M; = iM y si se supone que
el volumen especifico parcial del polimero es igual al del monémero, la
ecuacion [1-46] se puede escribir:

C(x) = X Ci{xy)e™= == [1-47]

y como C; = K;C}
Ckx) = ZKC ()i HO? ~ 3 [1-48]

La masa total de soluto, m, debe conservarse a lo largo de la ultracentri-
fugacion. Evidentemente, para una célula de volumen V,m = VC,, siendo
Co la concentracion total inicial y V = [} xdx, donde x, representa la
distancia del fondo de la célula al eje de giro.

Segin Adams (27), para sistemas autoasociantes

eiH(x%—x'%‘) -1

Co = ;Cl(xm)i Ko il [1-49]

y a partir de esta ecuacién y la [I-48] se puede llegar a expresiones
para K; que Haschemayer y Bowers (26) resuelven, a partir de los datos
experimentales, por el método iterativo de McCalla (28), utilizando
una adecuada expansion en serie de Taylor y un programa LTDC
(linear Taylor differential correction).

El método de analisis exponencial de Haschemayer y Bowers
presenta la ventaja de su sencillez experimental, aunque la resolucién
de las ecuaciones planteadas s6lo es posible en sistemas asociantes
discretos cuando el numero de especies presentes es relativamente
pequefio, y requiere, en todo caso, la utilizacién de ordenadores elec-
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trénicos. Por otra parte, como ya se ha comentado, las ecuaciones des-
arrolladas s6lo son validas en sistemas ideales o proximos a la idealidad.

Analisis grafico de sistemas autoasociantes.

Los métodos numéricos de andlisis de sistemas autoasociantes
requieren en todos los casos un calculo laborioso que, de ordinario, s6lo
puede resolverse mediante una adecuada programacion. Sin embargo,
Chun y Kim disefiaron en 1970 un método grafico rapido para determinar
el niumero y orden de especies poliméricas presentes en el equilibrio (29).

Si en un sistema autoasociante se despreciase el valor de BM,,
dividiendo miembro a miembro por M; en la ecuaciéon [I-14] se
tendria:

M, o 1
P g TR -5
v Ml; i [1-50]

donde f; representa la fraccion en peso del componente i en el equili-
brio (*).
Analogamente, de [I-28] se obtendria:
M;  M;3(C/M)

Mo ' C = lZ(f i/1)

Haciendo, para simplificar, M,,, ,,/M; = m,, y M1/M, o, = 1/m,, enun
equilibrio en el que sélo coexista una especie polimérica de orden n
con el monémero, la ecuacién [I-50] se puede escribir:

m,=—(—-1f +n [I-52]

ya que, evidentemente, > f; = 1.
i

[1-51]

Por otra parte, las ecuaciones [I-50] y [I-51] dan origen a

n
mw=—7n—+n+1 _ [1-53]

n

Al representar m,, en ordenadas y f; en abscisas, la ecuacion [I-52]
da origen a un haz de rectas que confluyen en un punto de coordenadas

(*) El sistema puede no ser ideal, y por eso se emplea la notacién M,,,,, aunque.
para simplificar el tratamiento, se haya hecho BM, = 0.
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Figura 4—Representacion de m,, frente a f1. Reproducido con autori-
zacion de Chun y Kim (29).

m, = 1y f; = 1,de pendiente —(n — 1) y ordenada en el origen n(fig. 4).
Anélogamente, la ecuacioén [I-53], en un sistema de m,, frente a 1/m,
representa otro haz de rectas descendentes, de pendiente — n'y ordenada
en el origen n + 1 (fig. 5). Finalmente, las ecuaciones [I-51] y [I-52]
pueden combinarse para dar:

1 1 1
— <1 — ;> 1y + [1-54]

]
n n
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tigar la naturaleza de equilibrios del tipo nP = P,. En la figura 5 se
incluyen datos experimentales correspondientes a la lisozima y a la
L-glutamatodeshidrogenasa de higado. E1 modo de asociacion resulta
patente después de examinar dicha figura.

10

o4 -
1-3
A
03
02 (-
1-8
01 Indefinida
/
| ] | | I
0.2 04 06 08 10

f
Figura 6.—Representacion de m, en funcién de f,. Reproducido con auto-
rizacion de Chun y Kim (29).

Cuando en el equilibrio coexisten varias especies poliméricas con el
monoémero, los puntos experimentales no se ajustan a ninguna de las
rectas de las figuras 4, 5 y 6. Chun y Kim (29) han desarrollado también
un método grafico para el andlisis de sistemas autoasociantes del tipo

qP =sP,, + rP, ;
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En estos casos, de las ecuaciones [I-50] y [[-51] se puede obtener:

=f1+ ﬁ + 2 f" [1-55]

donde f,, y f. representan las fracciones en peso de los polimeros de
orden m y n respectivamente y, por tanto,

h+futfu=1 [1-56]
Analogamente,
= fi + Mmfu + 1f, [I-57]

y combinando las ecuaciones [I-55], [I-56] y [I-57] para eliminar
fe ¥ fm s obtiene:

m<,7 - 1) —-m)=(m-Dm—Vf.  [158]
Despejando ahora el valor de f,
1 mn
f1=m(n—_1)|:mw+;n—"—m-nj| [1-59]

y diferenciando se llega a

dm, d(1/m,)
an o™ [_dfl

Del examen de la ecuacion [I-60] se desprende que al representar
graficamente dm,,/df; en funcion de d(1/m,)/df;, se obtendra una familia
de haces de rectas de ordenada en el origen (m — 1)(n — 1) y de pen-
diente — mn. Como facilmente puede verse, el punto de corte de las
rectas de cada haz tiene como coordenadas

] +m—-1)r-1). [I-60]

dm,, ah .
T T L [1-61]

dUm) _ S 1dfi 1 [1-62]
df,  Tidfi m

El conjunto de las ecuaciones [I-60] y [I-61] son la expresion, en
forma paramétrica, del lugar geométrico de los puntos de interseccion
de los diversos haces, y describe una parabola (fig. 7). En una represen-
tacion grafica como la de esta figura, el tipo de asociacion se obtiene
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Figura 7.—Representacion de d(m,)/df, en funciénde ( d; i ). Reproducido
1

con autorizacién de Chun y Kim (29).

determinando primero m (a partir del punto de interseccién de la recta
experimental con la parabola descrita por [1-60] y [1-61] y, posterior-
mente, n, utilizando, bien el valor de la pendiente, bien el de la ordenada
en el origen de la recta experimental. '

Recientemente se ha extendido este método de analisis grafico de
asociaciones a sistemas no ideales (32). El tratamiento previo es, eviden-
temente, mascomplejo que para sistemas ideales, pero permite identificar
el orden de las especies presentes en el equilibrio (hasta un méaximo
de tres especies incluido- el monémero) mediante un método grafico
sencillo. Es también posible la evaluacion grafica del término BM |, asi
como el analisis de sistemas autoasociantes indefinidos.
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B) ESTUDIO DE ASOCIACIONES PROTEINA-LIGANDO

Los equilibrios de asociacion de proteinas con ligandos de bajo
peso molecular representados por las ecuaciones [5] o [6] s6lo pueden
estudiarse por técnicas de equilibrio de sedimentacion en casos particu-
lares. De ordinario, el peso molecular del complejo PA, difiere poco
del de la proteina, y los métodos analiticos no son lo suficientemente
sensibles para aprovechar tales diferencias en el estudio de la asociacion.

Sin embargo, la utilizacion, cada vez maés frecuente, de la optica de
absorcidn en las ultracentrifugas analiticas permite un adecuado estudio
de la asociacion proteina-ligando por equilibrio de sedimentacion
cuando el ligando presenta absorcién a longitudes de onda distintas
de las de la proteina. Este es el fundamento del método de Steinberg y
Schachman (33), que dichos autores han aplicado con éxito al estudio
de las interacciones entre la seroalbiimina y el naranja de metilo.

Como se ha advertido anteriormente, en un equilibrio del tipo repre-
sentado por la ecuacién [6], cada etapa de la asociacion tiene una
constante de equilibrio, k;, que puede diferir de las demas.

Para la etapa i, el valor de dicha constante de equilibrio seria:

[PA;]

“ = [PA L I[AT

[1-63]

donde [PA;], [PA;_1] y [A] representan las concentraciones molares
de PA;, PA,_, y A libre, respectivamente. En el equilibrio, la concentra-
cion total del ligando viene dada por:

C, = [A] + ;1 i[PA].

De ordinario, la unién de ligandos a proteinas se expresa como la relacion
entre el nimero de moles de A unido por mol de proteina total. Esta
relacion, r, serd, pues,

Ca-[A] T ilPA] s

ro= = —

C c

donde C representa la concentracion total de proteina. La ecuacion
[1-64] puede, por consiguiente, escribirse como

C.=[A] + rC. [1-66]
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Teniendo en cuenta que C = X}-o[PA;] y aplicando la ecuacién
de equilibrio para cada paso se puede expresar r, de acuerdo con
Klotz (34), como funcién de las constantes de equilibrio y de [A]:

ki[A]+ 2kika[AT? + ... + ikoky G[AT + L+ nkoky Lk [A]T
¥ = n =

1+ ky[A] + kika[A* + oo+ kykg  G[AT + o+ gk K [AT

Y ikiky .. K[AY
==L [1-67]
1+ X kiky.. k[A]
i=1

En la proteina habra n posibles puntos de unién al ligando. Si todos ellos
son equivalentes e independientes, es decir, si una vez ocupados i lugares
el ligando i + 1 no tiene preferencia por ninguno de los n — 1 lugares
libres, pueden expresarse los valores de k; en funcién de i, n y una cons-
tante de equilibrio intrinseca, k:

— (-1
=01y [1-68]
i
La introduccién de este valor de k; simplifica notablemente la ecuacién

[1-67] para llegar a:
nk[A]
y = —
1 + k[A]

Si un sistema proteina-ligando en equilibrio se somete a ultracentri-
fugacion hasta alcanzar el equilibrio de sedimentacion a velocidades
relativamente bajas (equivalentes a 10* x g) la proteina libre y los
complejos PA; se distribuiran en gradiente a lo largo de la célula, mien-
tras que la concentracion del ligando libre continuara siendo practica-
mente constante e independiente de la distancia al eje de giro. Pero,
al mismo tiempo que se establece el equilibrio de sedimentacion, el
equilibrio quimico, representado en general por P + iA =PA; debe
continuar teniendo lugar. El cambio de C a lo largo de la célula obligara
a que se establezca un gradiente de C, por mas que [A] sea constante.

La condicién de equilibrio quimico puede expresarse en funcién
de los potenciales quimicos de la proteina, del ligando y del complejo
—Hp, 4 Y Upa,, Tespectivamente— y de los pesos moleculares, es decir,

[1-69]

Mppp + iM 4u4 = Mpy,pipg, [1-70]
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Al mismo tiempo, las condiciones de equilibrio de sedimentacion
serian:
dup — w*xdx =0 [1-71]

dps — w*xdx =0 [1-72]

Diferenciando la ecuacién [1-70], introduciendo los valores de dup y duy
dados por [1-71] y [1-72] y teniendo en cuenta que Mp,, = Mp + iM,4
se llega a:

dppa, — w*xdx = 0. [1-73]

La ecuacién {I-73] es importante, puesto que, por su forma, repre-
senta el equilibrio de sedimentaciéon del complejo PA;. Teniendo en
cuenta que dicha ecuacion se ha obtenido a partir de las condiciones de
equilibrio quimico y de equilibrio de sedimentacién de proteina y ligan-

25 -

20 - -
C/cu

10

1 L |

680 - 7.00 110
Distancia del eje de rotaciln en mm

Figura 8.—Equilibrio de sedimentacién del sistema seroalblimina-naranja
de metilo. La figura representa los resultados de Steinbergy Schachman (33)
obtenidos con una concentracién inicial de albimina de 4 mg/ml y de
naranja de metilo de 7,8 - 1073 M, a una velocidad de 12.590 rpm. La
concentracién de proteina (A) se ha determinado por Optica interfero-
métrica, y la de naranja de metilo (O) por absorbancia a 440 nm. La dis-
tribucion de naranja de metilo en ausencia de proteina viene indicada
por @. En ordenadas se representa el cociente entre C(x) y la concentra-
cion inicial Cy. Reproducida con autorizacion de Steinberg y Schach-
man (33).

Interacciones moleculares
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Figura 9.—Relacion entre las concentraciones de naranja de metilo y

seroalbimina en el equilibrio de sedimentacién. Concentraciones iniciales:

A) proteina 46,5 umoles/1; naranja de metilo 188,8 umoles/1. B) 46,5 y

75,3 umoles/1 respectivamente. Reproducido con autorizacién de Steinberg
y Schachman (33).

do, su significado es que el equilibrio quimico se mantiene a lo largo de
toda la célula. En otras palabras, la ecuacién [1-66] puede aplicarse a
cualquier punto de la célula, es decir,

C4(x) = [A] + rC(x) [I-74]

La figura 8 muestra el resultado de un experimento de equilibrio de
sedimentacion de una mezcla de seroalbumina y naranja de metilo. La
concentracion total del colorante, C,, se ha determinado mediante
absorcion a 440 nm, mientras que la_concentracion de proteina, C, se
ha estimado con dptica interferométrica. La ecuaciéon [I-74] pone de
manifiesto que, al representar graficamente C,(x) frente a C(x), se obtiene
una linea recta cuya ordenada en el origen es [A] y cuya pendiente es r.
En la figura 9 se puede observar que los puntos experimentales se ajustan
perfectamente a una recta para dos valores de concentraciones relativas
de proteina y ligando.

Los valores de [A] y r, obtenidos de la figura 9, son funcién de las
concentraciones relativas de seroalbimina y naranja de metilo. Siel expe-
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rimento se realiza para varias concentraciones relativas, es posible
conocer n y k. Para ello, la ecuacion [1-69] puede expresarse:

1 1 1

ront nk[A]’ L-75]
y representando 1/r en funcién de 1/[A], se obtendria el valor de n a
partir de la ordenada en el origen y, posteriormente, el de k, a partir de
la pendiente de la recta obtenida, con lo que todos los parametros de
la asociacion quedan determinados.

Con algunas variantes (33), el tratamiento tedrico anterior puede
extenderse al caso en que el peso molecular del ligando sea lo suficiente-
mente grande para que el ligando libre pueda también dictribuirse en
gradiente por efecto del campo centrifugo.

2. Dispersion de luz

La dispersion de luz es una técnica que permite el calculo del peso
molecular de macromoléculas y, si éstas son suficientemente grandes,
puede ademas utilizarse para calcular el radio de giro, magnitud rela-
cionada con la forma y dimensiones de la macromolécula. La teoria
basica de la dispersion de la luz data de finales del siglo pasado y puede
tratarse desde un punto de vista molecular, termodindmico o teniendo
en cuenta la teoria de las fluctuaciones. Los detalles de estos tratamientos
caen fuera del alcance de este libro y pueden encontrarse, en sus lineas
mas generales, en la revision de Van Holde (35) o, con mas detalle, en
el articulo de Timasheff y Townend (36).

Si la maxima dimension de la macromolécula es menor que /10,
siendo A la longitud de onda de la luz empleada, el peso molecular M
esta relacionado con las magnitudes determinables por dispersion de
luz por la ecuacidén

HC 1

TO_M+ZBC+ [1-76]
En esta ecuacion )¢ es una constante optica, funcion del indice de
refraccion del disolvente, ng, y del de 1a disolucion de la macromolécula,
n, de su concentracion, C, del niimero de Avogadro N y de la longitud
de onda de la luz utilizada:

2n2n§(dn/dC)*

X = NA*

[1-77]
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Ry, que aparece también en la ecuacion [1-76], es 1a relacion de Rayleigh,
que liga la intensidad de la luz incidente I, con la de la luz dispersada a
un angulo 8, iy, y la distancia r de la célula al fotomultiplicador

H 2
lp r
Ry -

T 1,1+ cos?d [1-78]

La ecuacion [I-76] incluye un término, 2BC, para dar cuenta del
comportamiento no ideal del soluto y permite calcular M midiendo R,
a varias concentraciones y extrapolando a dilucién infinita en una
representacion grafica de #"C/R, en funcion de C.

Si las dimensiones de la macromolécula son comparables con A
(en proteinas esta situacion se da sélo en algunos casos, como el de la
miosina y el colageno), la ecuacidn [I-76] se convierte en:

#C 1 L pe
R, 1 —(6nR&3:Dsen(02)|M T =
162RE _, O|[ 1
~ — = 1= =7
[1 + 37 Sen 2] [M + ZBC] [1-79]

donde Rg es el radio de giro de la macromolécula, y los deméas simbolos
tienen el significado ya expuesto. La ecuacion [I-79] fue utilizada en
primer lugar por Zimm (37) para calcular M. Para ello se representa
A C/Ry en funcién de sen?(6/2) + kC (*) y se extrapola doblemente
aC=0y08=0.

Si la disolucién contiene una mezcla de macromoléculas, el valor
de M que se obtiene, segin los casos, de las ecuaciones [1-76] o [1-79]
es el promedio en peso, M,,. Este es el fundamento de la utilizaciéon de
las técnicas de dispersion de luz en el estudio de las asociaciones mole-
culares. Por ejemplo, para un sistema nP = P,, 1a constante de equilibrio
puede calcularse a partir de

c _1=f (- foMp!
TTIOTYY T afie

donde c representa la concentracion total en peso de la proteina, y los

demas simbolos tienen el significado indicado en la seccion I.1.

[1-80]

(*) kesuna constante arbitraria cuyo objeto es ajustar la escala a un margen adecuado
para la representacién grafica.
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Como se indicé anteriormente, suponiendo la idealidad del sistema,
f1 puede determinarse a partir de la ecuacién [I-24] si se conocen, por
dispersion de luz, los valores de M,, en funcién de C. El grado de asocia-
cidén, necesario para completar el calculo de K, por la ecuaciéon [I-80],
se puede evaluar a partir de la expresion:

an —_ MW

A 81

f1

que se obtiene facilmente teniendo en cuenta la definicion de M,,
(ecuacion [I-14]).

Townend y Timasheff (38) calcularon las constantes de equilibrio y
grado de asociacion de la f-lactoglobulina por dispersién de luz. El
caso presenta una dificultad adicional, ya que dicha proteina se presenta
como mezcla de dos variantes genéticas, A y B, capaces de agregar o no
segun las condiciones experimentales. En el medio utilizado por dichos
autores solo es capaz de agregar la variante B. Si y representa la fracciéon

3

0 10 20 30
Concentracibn de proteina g/]

Figura 10.—Determinacion del grado de asociacion de f-lactoglobulina

AB. Lineas tedricas: ————, monomero-tetramero; — — — —, mono-

mero-trimero; —-—-— , mondémero-pentamero. Obsérvese la concordancia

entre los puntos experimentales (O) y la curva correspondiente al equilibrio

monémero-tetramero. Reproducida con autorizaciéon de Townend y
Timasheff (38).
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en peso de la f-lactoglobulina B en la mezcla, y o 1a fraccion en peso de
esa especie agregada, la constante de equilibrio viene dada (39) por:

aM !

K, = _ -82
n(l _ (X)"y" lcn—l [I 8 ]

teniendo en cuentd que, en este caso,
M, = M,[1 + (n — Ly [1-83]

y conociendo o, a partir de los resultados experimentales pueden
evaluarse n y K,. En la figura 10 se recogen los resultados de Townend
y Timasheff (38) junto con las curvas teoricas calculadas para distintos
valores de n. Puede verse que la asociacion de la f-lactoglobulina en
esas condiciones puede describirse en términos de un equilibrio mono-
mero-tetramero.

La dispersion de luz se puede aplicar también al estudio de sistemas
autoasociantes cuando el numero de especies poliméricas es mayor de
uno (36), pero no presenta la validez general de la ultracentrifugacién
para el analisis de dichos sistemas. Las dificultades experimentales
suelen ser, por otra parte, mayores.

3. Técnicas espectroscopicas
A) INTRODUCCION

Cada dia adquieren mayor importancia los estudios espectroscopicos
sobre moléculas de origen bioldgico, con el fin de adquirir sobre ellas,
no solamente informacién estructural, sino también conocimiento
sobre los procesos de asociaciéon en que pueden intervenir. Este estudio
es fundamentalmente importante en proteinas, a cuya estructura ter-
ciaria y cuaternaria se puede llegar por otras técnicas, tal como difrac-
cion de rayos X, pero que, con la utilizacién de determinadas espectros-
copias, se pueden observar particularidades mas definidas de las molécu-
las, sobre todo en procesos en los cuales se verifica alguna modificacién
y en asociaciones moleculares. Ademas, la mayoria de estas técnicas
actian sobre disoluciones, por lo que las condiciones son mucho mas
aproximadas al estado «in vivo» y, por consiguiente, mas facil su extra-
polacion.
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Es interesante analizar cada una de las técnicas espectroscopicas
mas usuales en el estudio de asociaciéon de proteinas, bien entre si,
bien a pequefias moléculas, proponiendo los ejemplos mas clarividentes
hasta ahora investigados, con lo que se pretende dar una visién clara
del campo, asi como de sus propios limites de utilizacion.

Se hace necesario, por otra parte, una pequeiia descripcion tedrica,
lo mas cualitativa posible, de cada una de las técnicas, aunque en todo
caso se hara referencia a las fuentes donde se pueda encontrar una
mayor informacion sobre este aspecto.

En general, la espectroscopia es un proceso de obtencion de una
informacién sobre una molécula, como consecuencia de la interaccién
de una onda electromagnética y la materia, que debe de tener alguna
propiedad que interfiera con la radiacién (ser vector eléctrico o magné-
tico), dependiente de la longitud de onda aplicada.

B) RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)

En la RMN es el momento magnético del nicleo atdémico el que
interacciona con el vector magnético de la radiacion.

Para que en un nucleo pueda tener lugar el fenémeno de la Resonancia
Magnética Nuclear, es necesario que su numero cuantico de espin
(denominado generalmente como I) sea distinto de cero. El 'H tiene
un valor de I igual a 1/2. Este nimero cuintico de espin nuclear resulta
de la interaccién de todos sus neutrones y protones.

Como consecuencia del numero cuantico de espin distinto de cero,
aparece en el nucleo un momento angular orbital, cuya magnitud esta
relacionada con I de una forma simple, segun se expresa en la ecuacion
[1-84]. !

J = B[IT + V]2, [1-84]

donde J es la magnitud del momento angular orbital y i es h/2x, siendo h
la constante de accion de Planck.

(*) Para un amplio desarrollo de esta técnica, consultense las obras indicadas en
las citas 40, 41 y 42.
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Este momento angular puede presentar distintas orientaciones en
el espacio, si bien dichas orientaciones no son arbitrarias y estin bien
determinadas entre si, siendo su namero de 21 + 1.

=+1
ms=+1

=-1
m=-3

Figura 11.—Orientacion en el espacio del momento angular del proton.

Para un protén, cuyo I es igual a 1/2, se tendra, por tanto, dos
orientaciones distintas en el espacio de su momento angular, tal como
se representa en la figura 11. Pero al ser los niicleos particulas cargadas,
se produce un momento magnético como consecuencia del momento
angular. Cada momento angular de distinta orientacion, aunque tenga
idéntica intensidad, dara lugar a un determinado momento magnético.
Para el caso concreto del proton (nticleo de 'H) se tendrian, por tanto,
dos momentos magnéticos. En un sistema aislado, ambos estados
estaran degenerados, 0, lo que es lo mismo, tendran la misma energia.
La probabilidad de que un protén se encuentre en uno u otro estado es
exactamenite la misma. Luego, en principio, no habria posibilidad de
obtener ninguna informacion al hacer interaccionar una onda electro-
magnética con el sistema, ya que solamente habra absorcion de energia
cuando ésta se acople con la transicion entre dos estados de distinta
energia. En cambio, si al sistema se le somete a la presencia de un campo
magnético H, aparece una diferencia de energia entre ambos estados,
tal como se representa en la figura 12, como consecuencia de la distinta
orientacion de los dos momentos, uno a favor y otro en contra del
campo magnético exterior aplicado. La energia potencial originada en
cada caso es igual y de signo contrario. u, es la proyeccion del momento
magnético u sobre el eje Z, tomando como tal eje la direccion del campo
exterior H.
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Ha

E|=+|‘z"

EZ:-PZH

Figura 12.—Niveles de energia como consecuencia de la presencia de
un campo magnético exterior.

Por lo tanto, un protén interaccionando con un campo exterior
magnético puede encontrarse en dos distintos estados de energia.
Entre ambos niveles pueden ocurrir transiciones. O lo que es lo mismo,
un protén determinado puede pasar de un nivel a otro. Es facil encontrar
la relacion entre esta transicidn y la longitud de onda necesaria para que
una radiacion electromagnética sea capaz de producirla:

El — EZ =AE =hv = ZﬂzH [1-85]

donde v es la frecuencia de la onda, facilmente despejable de la anterior
ecuacion.

_ 2pH
" h

La frecuencia necesaria para que la transicion ocurra es, pues,
proporcional al campo magnético aplicado. Esta frecuencia varia
mucho de unos niicleos a otros, segin sean sus caracteristicas u,. Pero,
debido al pequeiio valor de u para todos ellos, la frecuencia necesaria,
sin més que aplicar la ecuacion [1-86] es siempre del orden de las radio-
frecuencias, a pesar de aplicar campos magnéticos muy elevados.

Aun teniendo en cuenta la cuantificacion del fendémeno, se puede
considerar desde un punto de vista clasico sin més que estudiar el tipo
de vectores y momentos puestos en juego. Si se considera un momento
magnético (como consecuencia de un espin nuclear) en estado estaciona-
rio, formando un angulo 6 con un eje Z, en cuya direccion se aplica un
campo magnético H, la ley del movimiento rotacional obliga al espin
nuclear a describir un movimiento de precesion alrededor de dicho

v

[1-86]
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]

Figura 13—Movimiento de precesion del espin nuclear alrededor del
eje en el cual se ha aplicado el campo magnético.

eje Z, tal como se representa en la figura 13. Si denominamos w, a la
frecuencia de este movimiento, ésta esta relacionada en forma sencilla
con el campo magnético aplicado y la magnitud del momento magnético,
tal como se expresa en la siguiente ecuacion:

Wo = <2“ ) H=1H [1-87]

h
siendo y:

2,
y =2t [1-88]
h

la denominada constante giromagnética, caracteristica de cada especie
nuclear, ya que p, también lo es.

Si se aplica un campo magnético H, en el plano XY, perpendicular
a la direccidn de Z, este campo intentaria modificar el angulo 6. Si consi-
deramos fijo H,, lo Unico que ocurriria seria una pequefia variaciéon
en la precesion, creando una ligera fluctuacion. En cambio, si se con-
sigue que el campo H; gire alrededor del eje Z con la misma frecuencia
que el movimiento de precesion del espin nuclear, se llegaria a producir
la resonancia, y s6lo entonces podria tener lugar una variacién de 6,
teniendo lugar la transicion con la consiguiente absorcion de energia.
Este fendmeno se esquematiza en la figura 14,
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y4

Y

Figura 14.—Transicion entre los dos estados posibles de energia como
consecuencia de la presencia de un campo magnético en el plano XY que
gira a la frecuencia de precesion del espin.

Es facil conseguir este campo magnético giratorio en el plano XY.
Una onda electromagnética polarizada plana es la composicion de dos
ondas circularmente polarizadas, de igual intensidad y frecuencia, pero
de distinto sentido de giro. Si se hace incidir una onda de estas caracte-
risticas sobre el sistema estudiado, y considerando tnicamente la
componente magnética de la radiacién, sélo uno de los dos posibles
sentidos de giro que la componen produciria el efecto de la resonancia,
siempre que la frecuencia de la radiacion fuera igual a la frecuencia del
movimiento de precesion del espin nuclear alrededor del eje Z. El valor
de esta frecuencia se expreso en la ecuacion [1-87], llegando al mismo
valor dado en la ecuacién [1-86] cuando se con31deraba desde un punto
de vista mecanico cuantico la transicion.

En resumen: Se necesita para observar el fendmeno de la Resonancia
Magnética Nuclear aplicar un campo magnético con el fin de obtener
distintos niveles de energia en estados que, de por si, son degenerados
y la incidencia de una onda electromagnética (ya se vio que su frecuencia
debia ser del orden de las microondas) para producir la transicién. Esta
frecuencia, segiin se vio en la ecuacion [1-87] es directamente propor-
cional al campo magnético aplicado y a la constante giromagnética, o
sea, de la naturaleza de cada nucleo particular.



172 Luis Franco y Francisco Montero

Desplazamiento quimico.

Con lo expuesto pareceria deducirse que la inica informaciéon que
se podria sacar en un espectro de RMN seria la distinta naturaleza de los
nucleos que componen una determinada muestra. Pero esto, aparte de
inutil, instrumentalmente no es posible conseguirlo, ya que es muy
dificil barrer un espacio tal de longitudes de onda para que abarque
todas las frecuencias de resonancia de los nucleos mas habituales. Hay
que tener en cuenta, sin embargo, que dos nicleos de 1a misma naturaleza,
situados en distintas regiones de una misma molécula, pueden tener
distinta frecuencia de resonancia dependiendo del contexto molecular
en que se encuentren. Esto es facil de comprender teéricamente. La
nube electréonica que rodea a todo nicleo en una molécula crea un campo
magnético que, bien se suma, o bien se resta al campo magnético exterior
aplicado, variando, como consecuencia, sin mas que aplicar la ecuacién
[I-87], la frecuencia de resonancia. Lo que es lo mismo que, a pesar
de la idéntica naturaleza de dos nucleos, pueden tener distinta frecuencia
de resonancia, dependiendo del apantallamiento o desapantallamiento
electrénico a que estén sometidos. Si uno de ellos esta unido, por ejemplo,
a un Atomo muy electronegativo, estarA muy desapantallado. Esta
variacion de frecuencias de resonancia como consecuencia de este
efecto es lo que se conoce con el nombre de desplazamiento quimico, y
nos da una informacién directa sobre el tipo de resto o grupo funcional
al que esta unido el nicleo considerado.

No ha sido arbitrario el que se hayan hecho todos los razonamientos
teoricos con el proton, pues, ademas de ser mas facil el tratamiento,
también es el mas aplicado en los estudios de RMN en moléculas
organicas y bioquimicas, aunque cada dia adquiere mayor importancia
la utilizacién de otros nucleos, tal como el *3C (43-44-45),

Fenomenos de relajacion en RMN

Los fenomenos de relajacion son inherentes a los equilibrios termo-
dinamicos y relacionados con las fluctuaciones que necesariamente
caracterizan estos equilibrios. Para mejor introducir 1a nocién de estos
fendmenos es conveniente considerar en primer lugar un equilibrio
quimico, teniendo en cuenta que los mismos razonamientos serviran
para RMN, con la salvedad de que el sistema considerado tiene distintas
componentes.

En el equilibrio quimico

A+Bs W . [1-89]
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las concentraciones de las distintas especies moleculares tomaran los
valores C,, C, y C,, respectivamente. Estas concentraciones no son,
sin embargo, absolutas, sino que fluctian alrededor de estos valores.
La rapidez con la cual ocurren, asi como la ley que las rige, depende
de la naturaleza de las moléculas, del equilibrio quimico puesto en juego,
etcétera, por lo que su conocimiento es valiosisimo. En la practica no
es facil medir estas fluctuaciones, y entonces se recurre a los métodos
de relajacion: el sistema se pone bruscamente fuera del equilibrio (por
elevacion de la temperatura, por ejemplo) y se observa el retorno de las
concentraciones a sus valores de equilibrio. Las fluctuaciones alrededor
de los valores medios y la relajacion estan, en general, relacionados de
una forma sencilla.

La misma descripcién se puede aplicar para la relajacién magnética
nuclear. Si se considera un sistema, no con sélo un espin nuclear, como
veniamos considerando en todos los razonamientos de la seccion q,
sino con infinidad de espines (caso real de una muestra determinada, en
la cual hay muchos nucleos), éstos estaran distribuidos por igual en
ambos estados degenerados, ya que poseen la misma energia y la
probabilidad de permanencia es idéntica para ambos. En cambio, si
se aplica un campo magnético exterior H, al aparecer un desdoblamiento
energético habra una desigual distribucion de espines, a favor y en
contra del campo, hasta alcanzarse una posicion de equilibrio. Esta
posicion viene determinada por la ecuaciéon de Boltzman.

n/n = e ERT [1-90]

donde n’ es la poblacién en el nivel superior de energia, y nes la poblacion
en el nivel inferior. Habra una mayor poblacién en la direccion orientada
a favor del campo (estado de menor energia), apareciendo como conse-
cuencia una magnetizacién en el eje Z como consecuencia de esta
desigual distribucién. La transicién viene expresada esquematicamente
en la figura 15. En la etapa I (sin campo magnético exterior aplicado),
existe igual niimero de espines en ambos estados, siendo igual a cero la
magnetizacion resultante en el eje Z. Al aplicar el campo magnético
exterior H, aparece una desigual distribucion en ambos niveles (etapa II),
ajustandose a la ecuacion [I-90] y, como consecuencia, aparece una
magnetizaciéon neta Mz en el eje Z. Pero, al igual que ocurria en los
equilibrios quimicos, este valor de Mz no es absoluto, sino que el verda-
dero valor de la magnetizacion en el eje Z fluctia alrededor del valor Mz.
Esta fluctuacién, la velocidad con que ocurre y la ley que lo rige depende.
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al igual que en los equilibrios quimicos, de la naturaleza del entorno
molecular (o red) que rodea a los espines, o sea de la estructura, de la
posibilidad de movimiento de los distintos niicleos dentro de la molécula

Etapa | Etapa |l Etapa Il

Figura 15—Aparicion de magnetizacion transversal y longitudinal. Véanse
los detalles en el texto.

que se considere. Siguiendo con el paralelismo, al igual que ocurria
en los equilibrios quimicos, estas fluctuaciones son dificiles de medir,
pero estan relacionadas de forma sencilla con los procesos de relajacion.
Si eliminamos de momento el campo magnético exterior H (cambio
brusco de equilibrio), lo que tarde en desaparecer la magnetizacion en
el eje Z (tiempo de relajaciéon Ti), o lo que es lo mismo, lo que tarde en
establecerse la poblacion de equilibrio sera una medida indirecta de las
posibilidades moleculares en lo que se refiere a su libertad de giro y
reorientacion. Esta magnetizacion en el eje Z desaparece por cesion
de energia del sistema de espines a la red, por lo que, ademas de llamarse
a] tiempo que tarda en reestablecerse el equilibrio tiempo de relajacién
T, también se le denomina tiempo de relajacién espin-red, o también
tiempo de relajacion longitudinal, para diferenciarlo del tiempo de
relajacion transversal, que estudiaremos a continuacion. Este tiempo
de relajacion no es otra cosa que el valor inverso de la constante cinética
de intercambio que tiene lugar entre ambos estados de energia, cinética,
por otra parte, de primer orden. '
Seguin se ve en la figura 15, aun después de aplicar el campo magné-
tico exterior no aparece magnetizacion neta en el plano XY, ya que la
distribucion de espines alrededor del eje Z es estadistica, y, por ende,
homogénea. Pero si se hace incidir una onda electromagnética con la
misma frecuencia que la de precesion de los espines alrededor del eje Z,
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tiene lugar el paso de una distribucién estadistica alrededor del eje Z
a una distribucion orientada de los espines para girar al unisono con
el campo magnético de la radiacion aplicada, tal como se representa en
la etapa III de la figura. Aparece como consecuencia en esta etapa una
magnetizaciéon neta en el plano XY, magnetizaciéon transversal como
consecuencia de una mayor distribucién de espines en el mismo sentido
que el campo magnético giratorio H,. Pero de nuevo esta magnetizacién
no toma un valor absoluto M,,, sino que fluctiia alrededor de ese valor.
Una medida indirecta de esa fluctuacién nos la da el tiempo de relaja-
cién T,, que es lo que tarda en desaparecer esta magnetizacion transversal
una vez suprimida la radiacién que lo produjo. En este caso no hay
cesion de energia a la red, sino simple reajuste entre espines, por lo que
también se le denomina tiempo de relajacion transversal o espin-espin.
Este tiempo de relajacion es el responsable de la anchura de la banda
de absorcién, en la cual se puede medir directamente, segin se expresa
en la siguiente ecuacion:

1
Ty = —
2 TL’AWUZ

[1-91]

siendo Aw,;; la anchura a la altura media del pico de absorcion.

Seglin se observa en la ecuacion [I-91], a mayor tiempo de relaja-
cion T,, menor anchura del pico de absorcidn, siendo conveniente,
por tanto, que T, sea grande para obtener mayor resolucion en el espec-
tro. Ahora bien, se ha insinuado que los procesos de relajacion estan
intimamente ligados con la posibilidad de movimiento, rotacion,
choque, etc., de las moléculas dentro del sistema. Cada tiempo de
relajacion lleva asociado un tiempo de correlacion, tiempo que es muy
pequeiio para sélidos (donde apenas hay movimientos de sus particulas),
haciéndose muy grandes para liquidos, donde se puede conseguir
alta resolucion.

Quiza sea aqui el momento oportuno para indicar que las proteinas
se encuentran en un punto intermedio, y en general la resolucion
depende del tamafio molecular. Para proteinas de peso molecular supe-
rior a 20.000 no se pueden observar detalles. También existe una
dependencia con la estructura que adopta la proteina. Por ejemplo, en
hélice los tiempos de relajacion disminuyen tanto que llega a desapare-
cer incluso la sefial. Ha sido éste un procedimiento muy utilizado para
averiguar qué aminoacidos se encuentran directamente implicados en
los trozos de hélice de una proteina determinada (46).
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T, puede, por tanto, ser medido directamente en la anchura de la
banda de absorcién. En muchos casos Ty ~ T,, y también es este pro-
cedimiento para el calculo de 7;. En cambio, en casos en que no sea
segura dicha identidad, o bien cuando la anchura del pico no puede ser
medida con exactitud, se suele emplear el método de saturacion para
el calculo de T;. El campo magnético H, tiende a igualar las poblaciones
de los dos niveles de energia. Ya que la absorcion es debida precisamente
a dicha diferencia de poblacién, si la intensidad de la radiacion se
incrementa, la sefial de absorcion disminuye eventualmente y debe, por
fin, desaparecer. Este fendmeno se denomina saturacion, y es un método
directo de medida de T;. La sefial de resonancia se observa primero
con una radiofrecuencia de lo bastante baja intensidad como para
evitar la saturacion. Entonces se incrementa H; hasta que la sefial sea
muy pequeiia. Si H, se vuelve ahora a su valor original, la sefial se incre-
menta exponencialmente con el caracteristico tiempo T; hasta alcanzar
su antiguo valor, ya que el proceso de retorno a la poblacién de exceso
en el bajo nivel de energia no es otro que la relajacion espin-red.

Es evidente que la técnica esta muy limitada, por las propias carac-
teristicas de las proteinas, como anteriormente se ha discutido. Sin
embargo, aparte de la informacion que han dado respecto a estructura
de proteinas (46), o a algunas caracteristicas de determinado- |esiduo
dentro de una proteina (como son el estudio de las variaciones de los
desplazamientos quimicos de los protones de histidina de ribonucleasa
(47), también pueden dar informacidén respecto a los equilibrios de
asociacion de proteinas a pequefias moléculas, ya que no sobre sistemas
autoasociantes, debido al alto peso molecular de las asociaciones
resultantes y como consecuencia a la baja o nula resolucidén obtenida,
segin se ha discutido en parrafos anteriores. Es en este campo donde
se han desarrollado numerosos métodos de calculo de constantes de
disociacién, sitios de asociaciéon y otras caracteristicas aplicadas a
sistemas bioquimicos tan interesantes como asociaciones enzima-
inhibidor o enzima-sustrato. Para estos casos concretos se han aprove-
chado tanto los datos de desplazamientos quimicos como los datos
de relajacion, que se trataran de exponer lo mas esquematica y clara-
mente posible.

a) Estudios sobre desplazamientos quimicos
Cuando una molécula pequefia se asocia a una proteina, es evidente
que el desplazamiento quimico de muchos de sus protones variard,
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debido al nuevo entorno molecular en que se encuentran. Esta variacion,
en general, se observa de una forma mucho mas acusada en algin
protén determinado de la molécula de ligando, el que mas directamente
esté implicado en la asociacion. Esta observacion, que al principio
fue exclusivamente cualitativa, se ha conseguido cuantificar, dindonos
una amplia informacion sobre la asociacion.

Supongamos un equilibrio del tipo

P+ AsPA [1-92]

donde P es una molécula de proteina (generalmente una enzima),
A es una molécula pequeiia (ligando, que puede ser un inhibidor, un
sustrato, etc.) y PA es el producto de la asociacion. Si suponemos que
las concentraciones en el equilibrio de las distintas especies moleculares
que componen la mezcla toman los valores Cp, C; y Cpy respectiva-
mente, la constante de disociacion tendra el valor indicado en la
siguiente expresion:

_ Cp- Gy
Cea

Si se realiza un espectro de RMN de la mezcla se obtendra una seiial
de algin protén de A cuyo desplazamiento quimico serd una media
entre el desplazamiento quimico correspondiente a A4 libre y a A asocia-
do (PA), siempre que el proceso de intercambio sea lo suficientemente
rapido. La desviacion respecto a estos dos valores extremos estara
relacionada con la proporcion de 4 en cada uno de los estados y vendra
expresada por la siguiente ecuacién:

Kp [1-93]

C C
Oobs = 04 E% + dpa —C%{ [1-94]
4

donde 64 es el desplazamiento quimico correspondiente al ligando
libre, 854 €l correspondiente al ligando asociado a la proteina y g €l
debido a la mezcla cuando ésta se encuentra en el equilibrio.

Ahora bien, como

Cs = C%— Cpa [1-95]

la ecuacion [I-94] la podremos expresar de la forma:

_ < G Cea Cea
obs = 04 o 04 o + Opa o [1-96]
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C4 es la concentracion inicial de ligando.
Operando en la anterior ecuacidon se llega a la expresion

o, C
A” = FP: [1-97]
donde T
0%bs — Oa = Odbs - [1-98]
Ops — 04 = A [1-99]

sise sustituye el valor de Cp,/C% obtenido en [I-97] en la ecuacion [1-93],
y teniendo en cuenta ademas que

Cy=C%— Cpy [1-100]
Cp=Cp— Cps [I-101]
se llega a la expresion final:
6:175 _ 0 6:).‘bs Obs

Si 0%/A < 1, o lo que es lo mismo, seghn se observa en la
ecuacion [1-97] la concentracion de ligando es muy superior a la de
proteina, la ecuacion [I-102] quedara reducida de la forma:

1 ¢, Ko+ CP [1-103]
8% CHA PA
Si se representa graficamente 1/'5,’,",,s frente a C; manteniendo Cp

constante, se obtendra una linea recta, cuya pendiente y ordenada en
el origen seran, respectivamente:

tga = I-104
8=y [1-104]
y
b:f"j—c" [1-105]
A

pudiéndose determinar de las anteriores ecuaciones el valor de Ky y
de A, y ya que, segin la ecuacion [I-99] A = dp4 — 64 como J, es
conocida, se puede calcular ficilmente el desplazamiento quimico del



Equilibrios de asociacién en macromoléculas 179

protén del ligando unido a la proteina, dato que proporciona infor-
macion sobre la localizacién de ese proton en el contexto de la molécula.

Se podrian citar numerosos sistemas concretos resueltos con este
tipo de calculo. M. A. Raftery y col. lo han aplicado a numerosos sistemas
Enzima-Inhibidor (48-49-50-51), concretamente con el sistema lisozima
en su unién a diversos inhibidores y sustratos relacionados. Asi, en la
unién de metil-f N acetil D glucosamina a lisozima, el grupo metil-
acetoamido del inhibidor experimenta un desplazamiento quimico a alto
campo. Mid.endo estas variaciones en los desplazamientos, llegan a
calcular Kp y dp4 Experimentos realizados con otros inhibidores
homologos al anterior, tales como a-N acetil glucosamina, §-N acetil
glucosamina, metil a- N acetil glucosamina, acetoamido cicloexano, et-
cétera, muestran la indudable importancia del grupo acetoamido en
la unién al enzima. El promedio de influencia magnética del medio expe-
rimentado en el estado acomplejado por los grupos acetoamido de
B-N acetil glucosamina, metil §-N acetil glucosamina y metil -N acetil
glucosamina es el mismo, mientras que para a-N acetil glucosamina es
distinto. Este hecho hace pensar que el protén dihidroxilo del carbono 1
de este inhibidor interacciona con la enzima y causa un cambio en la
orientaciéon de la unidn. Estudios semejantes con quimotripsina han
«:do llevados a cabo por T. McL. Spotswood y col. (52).

b) Estudios sobre tiempos de relajacion

Se ha estudiado anteriormente coémo, cuando una molécula pequefia
se une o asocia a una macromolécula, varian de forma sustancial los
desplazamientos quimicos de algunos de sus protones, generalmente
de aquellos que mas directamente estan implicados en la asociacion.
Pero, ademas, también se produce un ensanchamiento, en general
selectivo, de las sefiales de estos protones. La mayoria de las veces este
ensanchamiento es mucho mas acusado que la propia variacion de los
desplazamientos quimicos. También se vio (ecuacion [I[-91]) que la
anchura de la banda de absorcion estaba directamente relacionada con
el tiempo de relajacion Ty, por lo que se interpreta este ensanchamiento
como una consecuencia de la inmovilizaciéon parcial de la molécula
de ligando al unirse a la macromolécula.

Si se considera nuevamente el equilibrio expresado en la ecuacion
[1-92], en el espectro de RMN se observa para un determinado proton
un tiempo de relajacién tal (Ta,p,) distinto al correspondiente cuando
sdlo se considera el ligando libre (T54). Se puede expresar la proporcién
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de relajacion debida a la asociacion como diferencia entre el tiempo de
relajacion observado en la mezcla y el del ligando libre:

- [1-106]

Swift y Connick (58) fueron capaces de relacionar esta magnitud con
otras caracteristicas del espectro y del equilibrio, obteniendo la siguiente
expresion:

1 _ tX(l/szA)z + l/szATpA + A(S}Z’A
Taas  Tpal(1/Topa + 1/tpal® + Ad%4

[1-107]

donde a es la fraccidn molar del ligando unido a la proteina, 1/T,p4 es
el inverso del tiempo de relajacion correspondiente al ligando asociado
ala proteina, tp, es el tiempo de permanencia o vida media del complejo
PA y Adp, eslavariacion en los desplazamientos quimicos como conse-
cuencia de la asociacion.

En los casos en que Adp, €s muy pequefio, en comparacion con las
variaciones en la anchura de la banda de absorcion, la ecuacion [1-107]
se puede reducir sustancialmente, quedando la expresion:

1 o

S S — I-108
T2as (TZPA) + TPa [ ]

Si el equilibrio es de intercambio lento, entonces ocurrird que el
tiempo de permanencia o vida media del complejo PA(tp,) sera grande,
y siempre muy superior a Tp, por lo que la ecuacion [[-108] se puede
simplificar de la forma:

1 o
= I-109
T2as Tpa [ ]
0, lo que es lo mismo, teniendo en cuenta la ecuacidén [[-106]:
1 1
+x [1-110]

= >
Toops Ty, 32

por lo que el estudio de los fendmenos de relajacion en RMN dan una
informacién directa sobre la cinética del proceso.

En cambio, la mayoria de los equilibrios observados de este tipo
(proteina-ligando) son de intercambio rapido, es decir, en todos ellos
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la vida media del complejo PA es muy inferior a T;p4, con lo que en
este caso la ecuacién [I-108] quedara reducida:

1 o
= I-111
TZas TZPA [ ]
o lo que es lo mismo
1 1 1
=—++ o I-112
’TZobs TZA TZPA [ ]

Por otra parte, la expresion general de la constante de disociacion
(ecuacion [1-93]) se puede expresar en funcidn de la fraccion molar de
ligando unido a la proteina y de las concentraciones iniciales de ligando
y proteina:

_ Gl —9)-(Ch — aCy)

K -113
. b aCZ [I ]
de donde se puede facilmente deducir
- K C3
Cj=—2+—12 [I-114]
—a o«

En el caso en que el ligando esté en gran exceso, la fraccidon de ligando
unido a la proteina serdA mucho menor que 1, por lo que la anterior
ecuacion nos quedara reducida de la forma:

1
C4=—Kp+-Cp [I-115]
o

Si se escogen unas concentraciones tales de 4 que den un mismo
Thops, arbitrariamente seleccionado, o lo que es lo mismo, un idéntico a
(y ya que 74p es inherente al fendmeno y naturaleza del complejo, esta
afirmacion vale tanto para procesos de intercambio lento —ecuacion
[I-110]— como para procesos de intercambio rapido —ecuaciéon
[I-1117), y se representa frente a concentraciones de C; resultara una
recta cuya ordenada en el origen sera — K, y la pendiente 1/x, segiin
se deduce facilmente de la ecuacion [1-115].

A los mismos resultados se llega sin mas que despejar de la ecuacion

[I-115]:
Cr

=K, + C3 [1-116]
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valor que sustituido en la ecuacién [I-116] resulta:
11 1
Thos Tay Kp+Ch Tomy

y teniendo en cuenta la ecuacidon [I-96] resulta la expresion final:

[1-117]

1 TTp4 nTzp4

= Kp + Ci I-118

Aw1/2 Cg:v b Cop 4 [ ]

donde si se represerita 1/Aw;;, frente a C% manteniendo C% constante
se obtendra una recta cuya ordenada en el origen sera

nT2pa . TTrp4
) K ylapendiente s
pudiendo, pues, calcular tanto T,p4 como Kjp.

Si se afiade una segunda molécula de ligando en competencia con la
primera, se obtendra una disminucién en la anchura de sus sefiales
como consecuencia del desplazamiento a que es sometido por el otro
ligando en competencia. En un equilibrio de este tipo y siguiendo los
mismos razonamientos empleados hasta ahora, es posible relacionar
esta variacién con la relacion existente entre ambas constantes de
equilibrio:

[1-119]

1 nC&TZPA<1 Kp C‘})
Awl/Z COP K/D C?'i

donde C% y K, estan referidas al segundo ligando. Si en la ecuacion
[I-119] se mantiene constante el valor de C%/C% y se representa 1/Aw,
frente a C%/CY: se puede llegar a obtener el valor de K/K}.

En los procesos de intercambio lento se puede obtener ademas,
segun ya se ha indicado, aparte de informaciéon sobre el equilibrio,
también sobre la cinética de la reaccion. Naturalmente, para aplicar
un criterio u otro hay que tener un conocimiento previo de qué tipo de
intercambio se trata, pero esta informacién no es dificil de conseguir.
Usualmente, 1/T;p, es una funcion directamente proporcional a la
velocidad de giro o posibilidad de choque de la molécula de complejo PA,
y su valor disminuye cuando la temperatura aumenta. Luego, al aumentar
la temperatura, aumentara también T,p4 y, como consecuencia, si €l
proceso es de intercambio rapido, donde €l incremento de la anchura
de la banda es debido fundamentalmente al tiempo de relajacion T, al
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aumentar la temperatura se obtendra una mayor resolucion en los picos
como consecuencia del aumento de T,. Por otra parte tp, €s inversa-
mente proporcional a la constante K _; del equilibrio proteina-ligando

K . .
(P + A?IPA) y decrece invariablemente cuando la temeperatura
-1

aumenta, por lo que se observaria, no una mayor resolucidn, sino
todo lo contrario si el intercambio es lento, donde el factor 1, tiene
un considerable valor.

El valor obtenido de T,p, también incluye amplia informacién
sobre la asociacion. La contribucién de las interacciones dipolo-dipolo
a] tiempo de relajacion T,p, para un par de protones fue calculado por
Solomon (53) y se expresa en la siguiente ecuacion:

1 3y Ste 2,
2V, 12
Tors _ 200% Ul T T2z Y T4 il [1-120]

donde r es la distancia proton-proton, t¢ es el tiempo de correlacion de
choque molecular, w, es la frecuencia de Larmor y y es la constante
giromagnética.

Todos estos procedimientos han sido aplicados a numerosos ejemplos
biologicos. G. C. K. Roberts (54) hace un detallado estudio en la asocia-
cién de sulfacetamida a albimina de suero. Aparte de los calculos del
correspondiente Kp, observa una mayor variacion en los T, correspon-
dientes a los protones aromaticos del ligando, por lo que concluye que es
por estos protones por donde se realiza la asociacion. Lanir y Navon (55)
realizaron numerosos estudios de union de sulfonamidas a carbonil-
anhidrasa de bovino, determinando no sélo las constantes de disociagion
de los complejos, sino que también realizaron el estudio competitivo
de unién de varias especias al mismo sistema enzimatico, asi como
calcularon los tiempos de correlacion de choque molecular y el tanto
por ciento de contribucién de interacciéon dipolo-dipolo de dichas
asociaciones. También se han realizado estudios de asociacion de albu-
mina a penicilina (56) y ribonucleasa a 3'-OMP (57), sacAndose sustan-
ciosas conclusiones. Estudios similares, aunque utilizando espectros
de RMN de “C1 en vez de protones, se han realizado sobre hemoglo-
bina (44).
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C) DICROISMO CIRCULAR Y DISPERSION ROTATORIA OPTICA

Ambas técnicas utilizan como radiacion incidente una luz polarizada
plana. Cuando una sustancia es Opticamente activa, a una longitud de
onda a la cual absorbe, la radiaciéon resultante después de atravesar
la muestra es una luz polarizada eliptica. La medida de su elipticidad
da, mediante una sencilla relacion, el valor del dicroismo circular, que
no es otra cosa que la diferencia entre los coeficientes de extincion molar
de la sustancia de que se trate con respecto a luz polarizada circular
a izquierdas y a derechas:

Ae = g, — eg [I-121]

donde Ac es el dicroismo circular, ¢, es el coeficiente de extincién molar
con respecto a la luz polarizada circular a izquierdas, y gg es el coeficiente
de extincién molar con respecto a luz polarizada circularmente a de-
rechas. Como se ha dicho, esta relacionada de forma simple con la
elipticidad de la luz polarizada eliptica que emerge de la muestra, segiin
la siguiente ecuacion:

[6] = 3.300 Ac [1-122]

donde {6] es la elipticidad.

Es facil comprender por qué ambas magnitudes estan relacionadas.
Una luz polarizada plana se puede considerar como composicion de
dos luces polarizadas circulares una a derechas y otra a izquierdas, de
igual intensidad y frecuencia. Si al atravesar una sustancia 6pticamente
activa una de las dos componentes es absorbida con mayor intensidad
que la otra, el resultado de la composicidén de estas dos nuevas radia-
ciones, polarizadas ambas circularmente en distinto sentido, con la
misma frecuencia, pero distinta intensidad, da como consecuencia una
luz polarizada eliptica, como se esquematiza en la figura 16. Por lo que
se comprende facilmente que la elipticidad sea en realidad una medida
del dicroismo circular. Naturalmente, sélo habra dicroismo circular
alli donde haya una banda de absorcién.

Si se hace incidir luz polarizada plana sobre una sustancia optica-
mente activa a una longitud de onda lejos de una banda de absorcion,

(*) Para un amplio desarrollo tedrico ¢ instrumental de estas técnicas, consultense
las citas 59, 60 y 61.
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Luz polarizada plana
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Figura 16.—Formacién de luz polarizada eliptica al pasar una luz po-
larizada plana a través de una sustancia dpticamente activa a una lon-
gitud de onda a la cunal hay absorcién.

no habra légicamente dicroismo circular, pero, en cambio, ocurre una
desviacion en el plano de polarizacién de la luz, que gira con respecto
al incidente un angulo a. A este fenomeno se le denomina rotacion
optica. En realidad, lo que ocurre, al igual que sucedia con la absorcion,
es que una sustancia 6pticamente activa tiene distinto indice de refraccion
con respecto a la luz polarizada circular a derechas y a izquierdas,
resultando también una luz polarizada plana, pero, debido al diferente
retraso que experimenta cada uno de sus dos componentes, tiene desviado
su plano de polarizacion respecto al incidente, como se puede observar
en la figura 17.

) -2 ) )
= ne
utancia
dpticam, }—;
activa
Luz polarizada Luz polarizada
plana plana

Figura 17.—Desviacion del plano de polarizaciéon de una luz polarizada
plana al atravesar una sustancia Opticamente activa lejos de una banda
de absorcion.
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Pero la magnitud mas empleada no es precisamente el angulo
de giro «, sino la rotacién especifica, [o], que es caracteristica de cada
sustancia, y estd relacionada de forma sencilla con el angulo de giro
segln la siguiente expresion:

[a] = o/dC [1-123]

donde d es el paso optico y C la concentracion de la muestra.

En una banda de absorcion, como es facil comprender, no se puede
observar una desviacion en el plano de polarizacion, ya que, debido al
dicroismo circular, la radiacion resultante es una luz polarizada eliptica.
Lo que si se observa es un cambio brusco en la desviacién del plano
de polarizacion antes y después de la banda de absorcidn. A este fendmeno
se le denomina efecto Cotton. Para cada banda de absorcion se tendra,
pues, un dicroismo circular y un efecto Cotton.

Existe una magnitud mucho mas caracteristica de la rotaciéon 6ptica
que la rotacion especifica, la denominada rotaciéon molar [m], relaciona-
da directamente con [a] y con el peso molecular M y el indice de refrac-
cion n de la sustancia

3 M
[m] = (o] 55 765 [1-124]

El valor de m para cada longitud de onda es calculable por la ecuacion
de Drude, siempre que se opere lejos de una banda de absorcién, ya
que esta ecuacion deja de cumplirse en las proximidades debido al
efecto Cotton:

_ 967N RA

[m] = Tm [1-125]

donde A"es el nimero de Avogadro, h la constante de accion de Planck,
A, la longitud de onda a la cual absorbe la sustancia, A la longitud de
onda a la cual se considera la rotacién y R es la denominada fuerza
rotacional, que no es otra cosa que el area encerrada en la curva de
dicroismo a la longitud de onda 4,. En la figura 18 se hace una represen-
tacion de la ecuaciéon de Drude y su desviacion respecto a la curva
correspondiente de representar las rotaciones molares a distintas
longitudes de onda (Dispersién Rotatoria Optica)
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Cuando existen varias especies moleculares en una mezcla, 1a rotacion
molar obtenida se puede relacionar con la de cada uno de los compo-
nentes de la mezcla:

[m]C = Z[m:]C; [I-126]

donde C; es la concentracion de cada componente.

Figura 18.—Comparacion de la representacion de la ecuacion de Drude
frente a la variacion de rotacion Optica; ———— ecuacién de Drude;
— — — —, rotacion Optica.

Si se considera la ecuacion de Drude, en la cual esta incluido el
término R (fuerza rotacional) que depende fundamentalmente del
dicroismo circular, es facilmente deducible la relacion entre rotacion
molar y dicroismo circular, relac1on que viene expresada por la ecuacion
de Kroning-Kramer:

A cada valor de 4, por tanto, es previsible el valor de [m] sin mas
que considerar los distintos dicroismos circulares que puedan influir
sobre él. Hay regiones en que es més sencillo medir el dicroismo circular,
y en otras la dispersion rotatoria 6ptica, aunque es facil comprender que
ambos valores nos daran idéntica informacién.
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Ambas técnicas han sido muy aplicadas al estudio estructural de
proteinas (62). Ninguna informacion se podria sacar respecto al estudio
de asociaciones de proteinas si dicha asociaciéon no llevara consigo
algiin cambio estructural que se manifieste en una variacion de las
magnitudes medibles por estas técnicas. Es interesante ver de qué
forma se puede relacionar el cambio de estas magnitudes con otras
caracteristicas del equilibrio de asociacion, o llegar a conocer parame-
tros del producto de la asociacion que, por existir en equilibrio con los
monoémeros que la forman, es imposible adquirir informacién directa
sobre €l.

Si se considera el equilibrio
3P- =P, [1-128]

caso estudiado por ejemplo en el glucagon, que se ajusta perfectamente
a este modelo (63) se puede expresar su constante de equilibrio de
la forma

K=k [1-129]

llamando « al grado de asociacion y C% a la concentracion incial de
monoémero es evidente que

CP3= an’ [1'130]
valor que es sustituido en [[-129] y operando resulta:

oc-C‘_’p
K

Ci = [[-131]

Si se supone que el mondmero a una determinada longitud de onda
posee una rotacion molar my, la cual podemos conocer en unas condi-
ciones (de pH o de concentracion) en las cuales no haya asociacion,
y que como resultado del equilibrio esta rotacion molar varia hasta
ajcanzar un determinado valor m a una determinada concentracién C%,
esta rotacion molar, tal como se vio en la ecuacion [1-126], se puede
expresar en funcién de los componentes de la muestra, que seran por
una parte el monémero P y, por otra, el trimero Ps

mC"p = mICp + M3Cp3 [1-132]
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donde m; es la rotacién del trimero. Si se denomina
m—my = Am [I-133]

ms — my = Amy, [I-134]

y se sustituye en la ecuacion [I-132] Cp y Cp, por los valores obtenidos
en las ecuaciones [I-130] y [I-131] resulta la expresion final:

AmtBPCS™ 23 = (KpAmg)t? — ml—(KpAmw)”z‘Am [1-135]

En esta ecuacién si se representa Am/3C$~2/3 frente a Am se puede
obtener el valor de Am,, y por donde m,. Naturalmente, esta ecuaciéon
no es aplicable para el caso en que no se trate de un equilibrio monémero-
trimero, para el que habria que encontrar otra expresion.

Estos estudios han sido aplicados a numerosos sistemas. Aparte del
ya citado del glucagdn, en el cual se estudia la autoasociacion depen-
diente con la concentracion de monoémero, se ha obtenido amplia
informacién en la asociacion de lisozima en disoluciéon (64) y en la
interaccion de haptenos con proteinas del mieloma de ratén y anticuerpos
especificos (65).

D) ESPECTROSCOPiA ULTRAVIOLETA

Los fundamentos teodricos de esta técnica estan bien fundamentados
y son en todo semejantes a la espectroscopia visible, con la Gnica va-
riacion de los grupos croméforos que absorben y las transiciones elec-
tronicas que tienen lugar (66).

Ampliamente utilizados en estudios estructurales de macromoléculas
(desnaturalizacion, cambios estructurales, etc.), se han aplicado también
con éxito al estudio de asociacion de proteinas, bien a pequefias molécu-
las (caso tipico de formacion del complejo enzima sustrato) como a la
asociacion de proteinas entre si. Siempre que, como resultado de la
interaccion, tanto idénica como covalente, se produzca un cambio en el
medio que rodea al grupo croméforo, tal que se manifieste en una
desviacion en la longitud de onda a la que absorba, es posible relacionar
este cambio con las caracteristicas de dicha asociacion.

Como método experimental es muy utilizada en todos los casos la
espectroscopia de diferencia (67), que, en esencia, consiste en obtener
autométicamente la diferencia de absorcion entre la proteina libre y
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asociada. Instrumentalmente, el problema esta resuelto. En los espectro-
fotémetros de diferencia existen dos cubetas por las cuales pasa alterna-
tivamente el haz luminoso, obteniéndose directamente las diferencias
de absorbancias.

En general se puede llegar a calcular por este procedimiento la
constante de disociaciéon del complejo PA, coincidiendo sus valores en
los casos estudiados con los obtenidos por los procedimientos cinéticos
clasicos. Dicha constante esta relacionada con la diferencia de absor-
bancias de la forma:

C4/Kp
AE;, = AE | —Z——) C} 1-136
g g (1 + CA/KD> i [1-136]
donde AE$ es el valor de AE; cuando no hubiera proteina libre en la
cubeta M, (Figura 19), K}, 1a constante de disociacion del complejo PA.
Linealizando esta ecuacion es posible encontrar el valor de Kj,.

E S Referencia
R, R,

disolvente E+S Muestra
M, M,

Figura 19.—Esquema de la disposicién de cubetas en un espectrofoto-
metro de diferencia. Reproducido con autorizacion de Benmouyal y
Trowbridge (68).

Diversos experimentos en este sentido se han realizado con tripsina
y quimotripsina (68) y lisozima (69). A veces se produce también una
sustancial variacion en grupos cromoéforos del ligando, caso, por ejemplo,
de la unién de desoxitimidina 3’,5’ difosfato al centro activo de nucleasa
de estafilococo (70).

Existen numerosas proteinas que experimentan asociaciones o di-
sociaciones en condiciones tales en que el Gnico parimetro variable
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es la concentracion de las mismas. Ejemplos de tales sistemas son la
insulina (71), quimotripsina (72), tripsina (73), glutimico deshidroge-
nasa (74), hemoglobina (75) y hexoquinasa (76). Es posible aplicar la
espectroscopia ultravioleta al estudio de estas asociaciones. Es muy
conveniente en estos casos, y puesto que la dependencia es respecto
a la concentracion, hacer la disposicion experimental tal como se es-
quematiza en la figura 20 (espectroscopia de diferencia de concentra-
ciones) (77). Lo tnico que varia en ambas cubetas es la concentracion
de proteina, ya que la cantidad puesta en ambas es idéntica y el volumen
es distinto, con lo que se obtendrd un espectro diferencial, en el cual
las diferencias seran debidas exclusivamente a la asociacion. Si se de-
nomina Cp, y Cp, a las concentraciones de proteina en las cubetas
de referencia y muestra, respectivamente, y d, y d,, al paso optico de
ambas, como la seccion es idéntica y la cantidad total de proteina
también, se ha de cumplir la relacion:

CPrdr = CPmdm [1-137]
P REFERENCIA
- b >
P disolvente MUESTRA
i I
— hM IlC——

Figura 20.—Esquema de la disposicion de cubetas para espectroscopia
de diferencias de concentraciones. Reproducido con autorizacion de
Fisher y Cross (77).

Por otra parte, en el espectro de diferencia, la absorbencia obser-
vada, asi como los coeficientes de extinciéon molar adoptaran las ex-
presiones:

AE, = AE} — AE} [I-138]
Ag; = Agl — Agl [1-139]

Ademas, teniendo en cuenta la relacion existente entre absorbencia
y coeficiente de extincién molar

E=¢Cd _ [1-140]
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se podra escribir

AE; = E,},', * Cpm * dm - E,}.' * Cpr ° d,- [1-141]

Combinando las ecuaciones [1-137 y [1-141] y teniendo en cuenta

la definici6n dada en la ecuacion [I-139], se obtiene facilmente
AE,

Cpm 3 dm = AE), [I 142]
que es la ecuacion fundamental para un espectro de diferencias de con-
centraciones.

Amplia aplicacién ha tenido este método en el estudio de asociacion
de la glutamico-deshidrogenasa (78), conmsiguiendo, en combinacion
con otras técnicas, conocimiento sobre particularidades de la asocia-
cion. También ha sido utilizado en el estudio del glucagén (79) y en
la dimerizacién de la insulina (80).

4. Equilibrio de dialisis

El método de equilibrio de dialisis, ampliamente desarrollado por
Klotz en 1946 (81), se puede aplicar tanto al estudio de asociaciones
de proteinas a pequefios ligandos como a la asociaciéon de proteinas
entre si, siempre que las especies moleculares puestas en juego en el
equilibrio posean una acusada diferencia de tamaifio. Se ha de disponer
para el desarrollo de esta técnica de una membrana tal que sea per-
meable a una de ellas, l6gicamente, la de menor tamaiio molecular,
e impermeable a la otra especie molecular. Cuando se alcance el equi-
librio, la concentracion de la sustancia para la cual la membrana es
permeable fuera de la bolsa de dialisis sera igual a la concentracion
de esta misma especie molecular sin unir a la proteina dentro de la
bolsa de dialisis. El facil acceso a este dato que nos proporciona la
técnica del equilibrio de dialisis hace directamente aplicables las ecua-
ciones obtenidas anteriormente en este mismo capitulo. Asi, por ejem-
plo, se ha conseguido estudiar la asociaciéon de conoalbimina a liso-
zima (83).

Tiene la ventaja este método, como se ha indicado, de poder medir
directamente, poniendo a punto una técnica analitica adecuada, la
concentracion de una de las especies moleculares del equilibrio en su
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estado libre; logicamente, de aquella para la cual la membrana es
permeable.

Cuando las especies reaccionantes poseen una carga neta aun
después de combinadas, se producira una desigual distribucion de
iones a lo largo de la membrana como consecuencia del efecto Donnan,
no pudiéndose aplicar directamente las ecuaciones, ya que varia la
actividad de la especie de menor tamafio molecular dentro y fuera de
la membrana. Sin embargo, conociendo la carga neta de la proteina
es posible calcular la distribuciéon Donnan y evaluar hasta qué punto
van a modificarse las anteriores ecuaciones (82). En varios sistemas
de proteinas la consideracion del efecto Donnan es importante, y preciso
es tenerlo en cuenta (84).

Cuando el efecto Donnan se reduce a proporciones despreciables,
la actividad de la molécula dentro y fuera de la membrana es igual,
y, por tanto, la concentracion de la especie molecular que se mide
fuera de la membrana alcanza el mismo valor que la concentracién
de la misma especie no unida dentro de la membrana.

Este método, aparte de las desventajas anteriormente apuntadas,
presenta otras no menos importantes. Debido al largo tiempo que
generalmente ha de transcurrir hasta que se consigue el equilibrio,
puede ocurrir una sustancial desnaturalizacion de la proteina.

ll. TECNICAS DE TRANSPORTE
1. Tratamiento tedrico general
A) INTRODUCCION

Las propiedades de los diversos componentes de un sistema aso-
ciante pueden ser lo suficientemente distintas para exhibir un com-
portamiento diferente en técnicas que incluyen transporte (velocidad
de sedimentacion, electroforesis, cromatografias, etc.). Evidentemente,
si se considera una dimerizacion 2P = P,, el coeficiente de sedimenta-
cion del mondmero, s;, sera menor que el del dimero, s,. Pero esto no
significa que, como consecuencia de un experimento de velocidad
de sedimentacién, hayan de resultar siempre dos limites en la célula
de la ultracentrifuga, ya que las condiciones de equilibrio quimico
pueden oponerse a una separacion neta de P y P,.

Dueracciones moleculares 7
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Es menester tener en cuenta que, en el estudio de un equilibrio de
asociacion, los parametros fisioquimicos de mas interés son las cons-
tantes de equilibrio. Pero cuando la técnica utilizada para su estudio
implica un transporte de las distintas especies, que tenderia a desplazar
el equilibrio quimico, es necesario considerar para un adecuado plan-
teamiento tedrico no solo las constantes de equilibrio, sino también
las constantes de velocidad de las reacciones implicadas en el mismo.
Ya en 1942, Longsworth y Mclnnes (85) establecieron una clasificacion
de los distintos sistemas asociantes en términos de las constantes de
velocidad de las reacciones de formacion y descomposicion. En un
equilibrio general del tipo A =B, la constante de equilibrio puede
expresarse como

=2 [1I-1]

donde k, y k; son las velocidades de reaccion A—B y B— A res-
pectivamente, siempre que el orden cinético de ambas reacciones venga
indicado por su estequiometria.

En términos termodinimicos, el equilibrio queda totalmente de-
finido al conocer K, pero para predecir su comportamiento frente
a una técnica de transporte es fundamental, en muchos casos, estimar
los valores de ky y k,.

Si k; < k;, K serd muy pequefia y en el equilibrio predominara
la especie A. Si el equilibrio se desplaza, como consecuencia del trans-
porte, B se comvertird inmediatamente en A, mientras que A tardari
mucho mas en convertirse en B. La consecuencia de todo esto es que,
al someter el sistema en equilibrio a una técnica de transporte, se com-
portard pricticamente como si solo estuviese presente la especie A.
Por el contrario, si k; > k,, esto es si K > 1, siguiendo un elemental
razonamiento analogo, se ve que el sistema comportaria como si sélo
se encontrara la especie B.

Sin embargo, cuando k; ~ k;, K ~ 1 y la proporcién de especies
Ay B en el equilibrio es muy semejante. Pero, a efectos de transporte,
es muy distinto que esta condicion se cumpla siendo k, y k, pequefias
o grandes. En efecto, si ambas constantes de velocidad son pequeiias,
al separarse por transporte las especies A y B, cada una de ellas inverti-
ria mucho tiempo en convertirse en la otra, por lo que el sistema se
comportaria practicamente como una mezcla de dos especies no reac-
cionantes. Si, por ejemplo, se somete a ultracentrifugacién una proteina
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en equilibrio con su dimero y las velocidades de dimerizacién y de
rotura del dimero son muy pequefias, se obtendrian, con optica de
schlieren, dos maximos, uno correspondiente al coeficiente de sedi-
mentacion de la especie P y otro correspondiente al de P,.

Pero si k; y k, son muy grandes y proximas entre si, aunque en el
equilibrio las concentraciones de A y B sean semejantes, como en el
caso anterior, no puede determinarse a priori el nimero de limites
(o de maximos en la curva de schlieren) que resultarian de un transporte
de ambas especies. Este hecho resulta evidente al considerar que tan
pronto B se separe de A en busca del equilibrio fisico, tendera a res-
tablecerse el equilibrio quimico mediante las reacciones B— Ay A— B.

Por razones obvias, este 0ltimo caso es el mas interesante desde
un punto de vista tedrico, ya que los casos anteriores se resuelven con
mucha mayor facilidad. Por ese motivo, la discusiéon subsiguiente se
centrara en la prediccion del nimero, forma y posicion de los limites
observables cuando se somete a alguna técnica de transporte un sistema
enel que k; ~ k; > 0.

B) FORMA, NUMERO Y POSICION DE LOS LIMITES

Un sistema sometido a un transporte no se encuentra en equi-
librio termodinimico, sino que existe en cada uno de sus puntos un
flujo —de materia en el caso presente— que tiende a llevar a los com-
ponentes del sistema al equilibrio. El tratamiento tedrico de tales
sistemas puede hacerse por métodos cinéticos, perdiendo entonces
el rigor que caracteriza al método termodindmico, pero también puede
hacerse uso de la termodindmica de procesos irreversibles.

Los tratamientos cinéticos han sido desarrollados fundamental-
mente por Gilbert (86-88) y por el grupo de Kegeles (17, 89-92), mientras
que Fujita ha desarrollado el método termodinamico (3). Aunque
éste es mas correcto, los resultados no difieren demasiado de los del
método cinético, y, sin embargo, su complejidad es notablemente su-
perior, por lo que en la presente revision se hara referencia tan soélo
al tratamiento cinético.

El modelo ideal de sistema de transporte que se utilizard en el
desarrollo teérico es una disolucion de dos componentes encerrada
en una célula de seccion longitudinal rectangular y sometida a un campo
uniforme paralelo al lado mayor del rectangulo.
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La ecuacion de continuidad para este sistema sera:

2
6c=__0@+Dac

o ax T Do [11-2]

donde v es la velocidad con que se mueve el soluto, cuya concentracion
en peso es ¢, como consecuencia del campo aplicado, y D es el coefi-
ciente de difusion del soluto en el disolvente utilizado.

Cuando, en vez de un soluto unico, se tiene una mezcla de com-
puestos relacionados entre si por una reaccion quimica, el balance
de masa debe incluir sumandos que indiquen la aparicion o desapari-
cion del componente debidas a reaccion quimica. Por ejemplo, para
la reaccion A= B, las ecuaciones de continuidad serian:

dc dc d%c
T = gyt Dazes —kicat kaco [1-3]
dc dc 0%c
T = U T DG ket ke (4]

Para proseguir el analisis es conveniente introducir una serie de
simplificaciones. En primer lugar, si el sistema se comporta de un modo
ideal y si K = ky/k,, kic, serd igual a kycg, con lo que las ecuaciones
[I1-3] y [II-4] se reducen (86,87) a:

dc oc d%c
i R 3]
dc dc é*c
G Tt D [11-6]

En segundo lugar, si se tiene en cuenta que los efectos de la difusion
sobre el limite varian con la raiz cuadrada del tiempo, mientras que el
cambio de posicion del limite debido al transporte es directamente
proporcional al tiempo, puede ignorarse —en primera aproximacion-—
la difusién (88-92) con lo que las ecuaciones [II-5] y [II-6] quedan
simplemente como:

aCA_ aCA

Tt T T MG [11-7]
505 005
T LIE-5]
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Hasta ahora se ha considerado una reaccion general A = B. Con-

cretando a un equilibrio de asociacion de una proteina nP= P,, las
ecuaciones [II-7] y [II-8] toman la forma:

<%) -n (%?) [11-9]
(%)= - (5); o

donde los subindices 1 y n hacen referencia al mondémero y al n-mero
respectivamente. Sumando las ecuaciones [II-9] y [II-10] y teniendo
en cuenta que K, = ¢,/c] se llega a

acl _1 acl 6c1 -1 acl
it 1 (Z20) o g () - 1L -11
<6t ): + nK,c} (6t )x vy <6x >: v.nK et ), [1I-11]

Haciendo
dcy Ox dc,
&).--G).G) 421

y sustituyendo en [II-11]

(%) 1+ nK,ci™) = v, + v,nK,cit. [1I-13]
Gilbert (86) define una velocidad relativa, 4, como
(Gl
o),

que, a la vista de la ecuacion [II-13] se puede expresar:

vy + v.nK,cit
1+ nK,ct ! nK,ci !
U, — Uy "1+ nK,eit

5= [11-15]
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A partir de las ecuaciones anteriores pueden expresarse ¢; y ¢, €n
funcién de 4:

1

o= (L 0\ [11-16]
YT \nK,1-56

1 5 VO
Cp = K" (;Z m) [11-17]

La concentracion total de proteina en un punto de la célula donde la
velocidad relativa sea § sera, pues,

1
1 65 V1 1 4
et e = (m m) (1 ta 1—_5> LI-18]

Pero en la definicion de § (ecuacion [1I-14]) la derivada (0x/0t),,
puede también expresarse simplemente como x/t, siendo x la distancia
entre el limite inicial y un punto donde la concentracién del mono-
mero sea ¢;. En estos términos, la concentracion total, ¢, puede obte-
nerse de la ecuacion [11-18] en funcién de x y de ¢:

1 (x/t) — v = {4 LG/ —v
nKn Un - (X/t) n

+ " o — D) /t)} [11-19]

La ecuacion [II-19] describe la concentracion total de proteina
en un punto de la célula separado por una distancia x de la posicion
inicial del limite, al cabo de un tiempo t. Puede ser de utilidad para
predecir el comportamiento de un sistema en equilibrio en una técnica
de transporte si se utiliza optica de absorcion para registrar experi-
mentalmente los resultados. El nimero de limites vendra dado por
el nimero de puntos de inflexion al representar, para cada valor de ¢,
c frente a x y su posicion se podré calcular a partir de los valores de x
que anulen la segunda derivada de la ecuacion [11-19] (o de la ecuacion
[1I-18] de la que procede). Para calcular (0c/dx), es conveniente hacer

de\  (o0(ey +¢))\  [O(er + ¢cp) @
(5)- () - (5 ), oo

c=c1+c,,=|:
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y tener en cuenta que

26 1
EYl Er II-21
<6x>, (©n — V1)t [1L-21]
con lo que
_lr 2_—; 2n—1
oc 1 1 1 \*=1 == 1 \7" T
ox) " w — ot — 222
<6x>, (v, — o)t n — 1<nK,,> b (1 _ 5) [11-22]
o bien
1 2-n 2n—
dc _ 1 1 1\ T (x/t) — v, =T v, — vy =T
ox t B (vn — Ul)t n-—1 nK,, Uy — Uy v, — (X/t)
[1I-23]

En este momento conviene advertir que las ecuaciones [II-22]
y [1I-23] describen las curvas que se obtendrian a tiempo ¢ al registrar
los resultados del experimento con Optica de schlieren.

Derivando la ecuacién [II-22], se pueden obtener los valores de 6
que hagan minimo el de la derivada (dc/0x),. Existe un inico minimo
para

5 _(x)—vy  n-12
™ e — v, 3(n—1)

[11-24]

Asi, pues, si x se expresa en términos de una «distancia reducida»
x/t(v, — vy) la posicion del minimo sélo depende de n.

El calculo precedente puede efectuarse también para equilibrios
en los que coexistan con el monémero dos o mas especies poliméri-
cas (87), aunque, naturalmente, las ecuaciones resultantes ‘son maés
complejas y no es posible determinar tedricamente el nimero de limites.

C) CALCULO DE LAS CONSTANTES DE EQUILIBRIO

Del examen de las ecuaciones [1I-14] y [II-15] se desprende que,
para un sistema nP = P,, cuya constante de equilibrio sea K, el ma-
ximo valor que puede alcanzar el cociente x/t viene dado exclusivamente
por la concentracion total. Si ésta es lo suficientemente baja para que
el valor de x/t coincida con el correspondiente al minimo, s616 se ob-
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2. Ultracentrifugacion

A) INTRODUCCION

Determinacion de los coeficientes de sediméntacién.

La magnitud que se determina en un experimento de velocidad
de sedimentacién es el coeficiente de sedimentacion. En el caso de
un unico soluto viene definido por la relacion(*).

s(c) = — [11-26]

donde # representa el flujo (masa de soluto transportada por unidad
de superficie y tiempo) debido a sedimentaci6on del soluto en un punto
de la célula, x, donde su concentracion es c. El coeficiente de sedimen-
tacion esta relacionado con el peso molecular del soluto, y su coefi-
ciente de difusiéon D(c) a través de la ecuacidon

_ M(1 - p)D()
€ = R 7 c@m y/ao)] [11-27]

o bien, ya que s(c) y D(c) pueden determinarse independientemente
para varias concentraciones y extrapolarse a ¢ = 0,

o M@ —7vp)D°

50 = RT [11-28]
que es la conocida ecuacion de Svedberg. Esta es solo aplicable cuando
la ecuacioén [II-26] se define para un punto de la célula en el que
(0c/ox) = 0. En un experimento de velocidad ce sedimentacién reali-
zado con un unico soluto, la concentracion, luego de un cierto tiempo
de centrifugacion, es nula en las proximidades del menisco. Crece
posteriormente en la zona del limite entre disolvente y disolucion
y se estabiliza después, formando una meseta. Es, pues, en esta zona

(*) Es muy frecuente definir el coeficiente de sedimentacion como velocidad de
sedimentacion por unidad de campo centrifugo,

s=0x L
T 0t wx
En términos mads rigurosos es preferible utilizar la ecuacion [T1-26] (4) para dar cuenta
de la dependencia de s con respecto a .
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de meseta donde debe definirse el valor del coeficiente de sedimen-
tacion. Introduciendo esta precision en la ecuacién [1I-26] se tendria:

Iy

2
w’xc,

s(cp) = [11-29]
donde los subindices p indican que tanto el flujo como la concentracioén
corresponden al plateau o meseta.

No es posible determinar experimentalmente la velocidad de trans-
porte del soluto en la zona de la meseta de un modo directo. Pero
puede demostrarse que siempre hay un punto en el limite que se des-
plaza a igual velocidad que las macromoléculas de la meseta (35).
Este punto coincide aproximadamente con el maximo de la curva
(8c/0x) en funcién de x, es decir, con el maximo dela curva que se ob-
tiene al registrar los resultados con o6ptica de schlieren, siempre que
dicha curva sea perfectamente gaussiana.

En ese caso, el coeficiente de sedimentacion se obtiene a partir
de la ecuacién

dln X,

dt

donde x ., simboliza la distancia del punto correspondiente al maximo
de la curva de schlieren al eje de giro. En efecto, al representar In x,;,,
en funcion de ¢ se obtiene una recta cuya pendiente es w?s(c,).

Los errores que se cometen al efectuar la aproximacion mencionada
anteriormente en el caso de un soluto inico son menores del 1 por 100 (93).
Pero si el pico es asimétrico —como ocurre cuando el soluto es pauci-
disperso—, la velocidad de las macromoléculas en la meseta es igual
a la de desplazamiento del segundo momento de la curva que repre-
senta (dc/0x) en funcion de x. El valor de x correspondiente a dicho
punto, x*, puede calcularse (35) mediante:

fxz ( %> dx
0x
G o/ A [11-31]

@

Las integrales que aparecen en la ecuacion [II-31] pueden evaluarse
numéricamente a partir de los datos obtenidos con 6ptica de schlieren.
El calculo no es sencillo y es conveniente disponer de un programa
adecuado (5).

= w?s(c,) [11-30]
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Si el coeficiente de sedimentacion se calcula a partir del desplaza-
miento de x*, se obtiene en realidad un valor, 5, que representa el pro-
medio en peso de los coeficientes de sedimentacion de las distintas
macromoléculas presentes en la meseta (2) (*). Esto es cierto aun en el
caso de solutos relacionados entre si por medio de una reaccion quimica,
como ocurre en los sistemas asociantes. El cilculo de § puede, pues,
dar una idea sobre la asociacidon aunque, como se discutira mas ade-
lante, no es posible calcular los parametros de dicha asociacion a
partir de 5 exclusivamente.

Aplicacion de la teoria general de sistemas de transporte al caso de Ia ultracentrifugacion.

Las ecuaciones [II-2]-[1I-25] se han obtenido para el sistema de
transporte ideal descrito en II.1.B. Este sistema difiere de la ultra-
centrifugacion en varios extremos. En primer lugar, en un experimento
de velocidad de sedimentacion, ya que la velocidad angular es ordi-
nariamente alta, el campo centrifugo no puede considerarse uniforme
a lo largo de x. Por otra parte, la seccion longitudinal de la célula no
es rectangular, sino de forma de sector circular, a no ser que se utilice
una célula con pieza central multicanal. Este hecho obligaria a incluir
en las ecuaciones de continuidad basadas en [II-2] un término que
diera cuenta de la dilucién radial.

Ademas de estas diferencias —que son propias de las exigencias
instrumentales de la ultracentrifugacidon— pueden apuntarse todas
las debidas a las simplificaciones introducidas en el tratamiento de
Gilbert. La difusién —ignorada en el tratamiento tedrico precedente—
que tiene lugar en cualquier experimento real de transporte hace que
la forma de los limites sea distinta de la prevista tedricamente. El tra-
tamiento termodinadmico de Fujita (3) incluye la correcciéon por dilucidon
radial, pero también ignora la difusién, por lo que de su aplicacion
no derivan especiales”ventajas sobre la teoria expuesta.

Asi, pues, en principio, es evidente que aun prescindiendo del po-
sible comportamiento no ideal de los solutos, las ecuaciones deducidas
en [II-1] no tendrdn validez absoluta en ultracentrifugacién. Sin em-
bargo, la divergencia mas importante entre el modelo ideal que describen
y la ultracentrifugacion es la debida a los efectos de la presion sobre
la constante de equilibrio, que se desarrolla en el apartado siguiente.

(*) Para una discusion completa del significado de 5 debe consultarse el articulo
de Creeth y Pain (4), p. 268.
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Efectos de la presion sobre las constantes de equilibrio.

Ya que los experimentos de velocidad de sedimentacién se realizan
con campos centrifugos elevados, las diferencias de presion hidrostatica
en los diversos puntos de la célula pueden ser considerables (hasta
de 500 atm). Si la reaccién de asociacidon lleva implicito un cambio
de volumen molar, la constante de equilibrio serd dependiente de la
presién y, por tanto, variara a lo largo de x. Esta variacién puede ex-
presarse, relacionada con el incremento de presion hidrostatica, por
la ecuacion

— AV pw® , 2

In K(x) = In K(xy) + RT 2 (x x2) [1I-32]
donde AV representa el incremento de volumen molar como conse-
cuencia de la reaccion. Kegeles y col. (94) han estudiado los efectos
del cambio de presion sobre el equilibrio quimico en el transcurso de
una centrifugacioén. La influencia es considerable, ya que estos autores
han calculado que, por ejemplo, en una reaccion 2P = P,, si el volumen
especifico parcial del monémero es 0,790 y el del dimero 0,776 la cons-
tante de equilibrio varia desde el menisco (x,, = 5,7 cm) hasta el fondo
de la célula (x, = 7,2 cm) en un factor de 103 cuando el rotor gira
a 60.000 rpm.

Esta variaciéon de la constante de equilibrio a lo largo de la célula
puede acarrear importantes consecuencias sobre el namero y forma
de los limites. Al someter a centrifugacion un sistema que experimente
una reaccién quimica del tipo 4 + B= C la teoria de Gilbert predice
la existencia de dos o tres maximos en la curva de schlieren (87). Pero
teniendo en cuenta la variacidon de K a lo largo de la célula, pueden
resultar hasta cinco picos, cuatro positivos y uno negativo (94), como
se aprecia en la figura 22. El hecho de que en determinados puntos de
la célula dc/dx pueda ser negativo (es decir, que la concentracion total
disminuya al aumentar la distancia al eje de giro) dara origen a con-
veccidon que modificara la forma de los limites y hara dificil la inter-
pretacion de los resultados, no sélo en términos de 1a teoria de Gilbert
(86-88), sino aun teniendo en cuenta las modificaciones de Kegeles
y col. (94).

Todas estas limitaciones hacen que la aplicacion de las técnicas
de velocidad de sedimentacion al estudio de equilibrios de asociacion
sea mas limitada que la de las de equilibrio de sedimentacion, descritas
en la seccidén 1.1. No obstante, las técnicas de velocidad de sedimen-
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Figura 22.—Gradientes tedricos en un equilibrio 4 + B= C. Las den-
sidades, pesos moleculares y coeficientes de sedimentacion de A, By C
son respectivamente 1,31, 1,32 y 1,33; 70.000, 140.000 y 210.000; 48, 6S
y88. K =1. Reproductdo con autorlzacmn de Kegeles y col. (94)
—-——Total; ——— A; — —B; —-—C.

tacién presentan ciertas ventajas, siendo la mas importante el ahorro
de tiempo que supone en la experimentacién, que han inducido a bas-
tantes autores a utilizarlas. En las secciones II.1.B, I1.1.C y II.1.D se
dara cuenta brevemente de algunos ejemplos de aplicacion.

B) ESTUDIO DE SISTEMAS AUTOASOCIANTES

Un sistema autoasociante puede dar origen a un unico pico de
schlieren cuando se somete a un experimento de velocidad de sedi-
mentacion. Hay, sin embargo, tres procedimientos para discernir si
en el limite se encuentra una tnica especie molecular o tiene lugar
en dicha zona un equilibrio quimico entre varios componentes.

En primer lugar, el coeficiente de sedimentacion medio § debe
aumentar con la concentracion si tiene lugar autoasociacién. En la
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figura 23 se observa claramente dicha dependencia. Hay que advertir
que el coeficiente de sedimentacion puede aumentar como consecuencia
del comportamiento no ideal del soluto si el coeficiente del virial es
negativo. Pero tanto el habito de la curva como la magnitud del in-
cremento de s permiten decidir, de ordinario, entre ambas posibilidades.

20

18

T

16 -

1.2 I I : L ] I |
01 02 03 04 05 06 07

concentracion de insulina g/100 ml

Figura 23.—Variaciéon del coeficiente de sedimentacion de la insulina
con la concentracion. Reproducido con autorizacion de Coates (5).

Por otra parte, caso de existir equilibrio en el limite, lo mas probable
sera que K sea funcién bien de la temperatura, bien de la presién. En
este caso, por cambios de dichas condiciones puede modificarse el
aspecto de las curvas de schlieren.

Timasheff y Townend (95,96) encontraron, por ejemplo, que la
B-lactoglobulina (mezcla de las variantes 4 y B) a concentracion de
30 g/1y pH 4,65 daba origen a un unico pico de schlieren, practicamente
simétrico cuando la ultracentrifugacion se realizaba a 25°. Al repetir
la operaciéon a 15°, manteniendo invariables las restantes condiciones,
el pico dejaba de ser simétrico, mientras que al trabajar a 8° y, sobre
todo, a 2° aparecian dos picos. Se trata, pues, de un sistema autoaso-
ciante, cuya constante de equilibrio es funciéon de la temperatura.

La presion puede variarse haciendo flotar sobre la disolucién que
se centrifuga capas de diferente espesor de aceite mineral (97) o también
acelerando y decelerando bruscamente el rotor. Mas adelante se men-
cionard un ejemplo de este tipo de técnica.
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Por los procedimientos que se acaban de exponer es posible poner
de manifiesto la presencia de equilibrios de asociaciéon en el transcurso
de una ultracentrifugaciéon, pero, a pesar de todas sus limitaciones,
es necesario acudir a la teoria general de sistemas de transporte para
evaluar los parametros fisicoquimicos de dicho equilibrio. En efecto,
aunque se determine el valor § = Zs;c;/Xc; puede verse ficilmente
que el valor de M que resultaria de su sustitucion en la ecuacion de
Svedberg [11-28] no corresponde a M,, en el caso general en que el
coeficiente de friccion de cada polimero sea proporcional a una po-
tencia de su peso molecular.

Un sistema autoasociante muy estudiado por técnicas de transporte
es el ya mencionado de la f-lactoglobulina. La variante A es capaz de
agregar en el intervalo de pH 3,7 — 5,2 en tampones de fuerza i6nica
0,1 M. Townend y col. (96) sometieron a ultracentrifugacion p-lacto-
globulina A en dichas condiciones y obtuvieron curvas de schlieren
bimodales. A partir de la ecuacion [I1-24] hallaron un valor de n = 4,
y, de la ecuacion [11-25], obtuvieron una constante de equilibrio para
la tetramerizacion K, = 310! litros® - mol~3. Los resultados con-
cuerdan bien con los obtenidos por dispersion de luz: K, =4
- 10! litros® - mol ™3 (98).

Gilbert y Gilbert (99) estudiaron el mismo sistema por un método
diferente. Calcularon experimentalmente los valores de 5 para el pico
mas rapido (*) de la curva de schlieren y representaron graficamente
la relacion entre 5 y ¢ (fig. 24). Por otra parte, establecieron las si-
guientes relaciones entre el coeficiente de sedimentacion del mono-
mero s; y del polimero s, con la concentracion:

sy = 521 — go) | 11-33]
sp = 891 — go) [11-34]
en las que g es una constante comun.

A partir de estas ecuaciones y teniendo en cuenta que

_ 8161+ $aCy

S = W, [11-35]

(*) Es menester tener presente que 5, calculado a partir de x del pico mas rapido, es
el coeficiente de sedimentacion medio en peso de las especies presentes en la segunda
meseta (mondmero y polimero). Si el calculo se realiza a partir del pico mas lento, el
resultado puede ser distinto, ya que, de ordinario, la concentracion de polimero en la
primera meseta sera menor.
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Concentracion g/100ml

Figura 24 —Variacion del coeficiente de sedimentaciéon de los picos

rapido y lento en la asociacion de la f-lactoglobulina A en funcién de la

concentraciones totales. Reproducido con autorizacion de Gilbert y
Gilbert (99).

pudieron calcular la relacion teérica entre § y ¢ suponiendo n = 4.
El valor de g (necesario en las ecuaciones [II-33] y [II-34]) se obtuvo
a partir de la pendiente de la parte recta de la curva descrita por los
puntos experimentales de la figura 24 por un método descrito pre-
viamente por Gilbert (100), yelde K 4 se estimden 5 - 101! litros® - mol 2.
Finalmente, Gilbert y Gilbert (99) determinaron s por extrapolaciéon
de 5 a dilucién infinita y, a partir de este dato estimaron s3 (*). La va-
riacion teorica de 5 en funcion de ¢, obtenida con todos estos datos
(fig. 24), se ajusta perfectamente a los puntos experimentales, con lo
que se comprueba la validez de las predicciones realizadas.

El método, que quizd no haya sido utilizado con la profusiéon que
merece, puede permitir el calculo de todos los parametros del equi-
librio nP= P, con los datos de una serie de experimentos de velocidad
de sedimentacion obtenidos a varias concentraciones. Todas las can-
tidades necesarias para la construccion de la curva tedrica de 5 en
funcién de ¢ se obtienen experimentalmente —como se ha indicado—
a excepcion de n y K,. Sin embargo, disponiendo de un programa
adecuado es posible encontrar los valores de n y K, para lograr un
ajuste Optimo con los puntos experimentales. El desarrollo de estos
programas puede constituir una interesante linea de investigacion
futura.

(*) Dada la relacion que existe entre el coefliciente de sedimentacion, el peso molecu-
lar y el coeficiente de friccion (véase la ecuacién de Svedberg), es posible el calculo de s en
funcion de s si se adoptan valores para los correspondientes coeficientes de friccion.



Equilibrios de asociacion en macromoléculas 209

C) ESTUDIO DE ASOCIACIONES PROTEINA-LIGANDO

Es posible el analisis de un sistema en equilibrio P + nd = PA4,
por velocidad de sedimentacion si se cumplen las condiciones indicadas
en el apartado 1.1.B, es decir, si el ligando absorbe luz a alguna longitud
de onda en la que el coeficiente de extincion de la proteina sea nulo.

Los coeficientes de sedimentacién medios de la proteina y el li-
gando, 5p ¥ 54, respectivamente, seran:

2 [PA] sp4,
e 23
Sp C [II 6]
[Alsq + z i[PA;]spa.
54 = = [11-37]

Ca

Para desarrollar los calculos siguientes, debidos a Steinberg y Schach-
man (33), es necesario suponer que el incremento m que se produce
en el coeficiente de sedimentacién de la proteina para cada molécula
de ligando unida es constante. En ese caso,

Spa; = Sp + im [11-38]
Por consiguiente
Ep = Sp + rm [11-39]

donde r tiene el significado descrito en I1.1.B.

A partir de las ecuaciones [II-37] y [II-38] y teniendo en cuenta
el valor de la constante intrinseca de equilibrio definida por la ecua-
cion [1-68] se llega a:

Ca <§P — 54 — > —’; SP) + C(@3p — sp)

[A] = [11-40]

_ Sp — sp

Sp— 54 —

Si n es grande y el peso molecular de A es pequefio en comparacion
con el de P, (5p — sp)/n puede despreciarse, por lo que la ecuacién
[1I-40] se reduce a:

Sp — Sp

[A]l=C, 2" 4, ¢

Sp — 84 EP_SA

[11-41]
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Todavia puede introducirse una nueva simplificacion en [II-41]. Si
la asociacion del ligando no aumenta mucho el peso molecular del
complejo, como, por otra parte, el coeficiente de friccion del complejo
puede ser mayor que el de 1a proteina, 5p puede ser muy proximo a sp.
Despreciando, pues, el segundo término la ecuaciéon [1I1-41] se puede
escribir simplemente(*):

[A]=C, 24 [11-42]
Sp — S4
La ecuacion [11-42] permite calcular [A] para cada valor de C 4 a partir
de los resultados experimentales (**). La insercién de [A]y C, en la
ecuacion [I-65] conduce a la evaluacion de r, y, posteriormente, a la
de n y k mediante representacion grafica de la ecuacion [I-75].

D) ESTUDIO DE SISTEMAS EN LOS QUE LA ASOCIACION ESTA MEDIADA
POR LIGANDOS

En gran nimero de ocasiones, la asociacion de proteinas depende
de la presencia de ligandos de bajo peso molecular, frecuentemente
iones inorganicos. Estos sistemas conducen a equilibrios como el des-
crito por la ecuacion [7]. La trascendencia bioldgica de dichos sistemas
es grande y son, por ejemplo, numerosas las enzimas o complejos mul-
tienzimaticos cuya asociacién depende de la presencia de ligandos (101).

Sin embargo, el avance en la comprension de las derivaciones fun-
cionales de estos sistemnas no se ha visto acompaiiado, de ordinario,
de 1a necesaria profundizacién fisioquimica en el estudio del equilibrio
de asociacion. La causa fundamental es el escaso desarrollo de la teoria
de las asociaciones mediadas por ligandos. Por este motivo, tales sis-
temas se han tratado s6lo cualitativamente o, a lo sumo, se ha aplicado
a ellos la teoria general de sistemas autoasociantes, lo cual no es rigu-
rosamente valido.

(*) Steinberg y Schachman han demostrado experimentalmente la validez de esta
simplificacién en el sistema seroalbiimina-naranja de metilo (33).

(**) En principio, 5 puede determinarse a partir de la curva de schlieren, y 5, de la
derivada de la curva de absorbancia a 444 nm. En la practica, dicha determinacién es
compleja, ya que, por las particulares exigencias instrumentales derivadas de utilizar
conjuntamente optica de absorcién y de schlieren, el calculo a partir del segundo momento
no es posible. El lector debe consultar el articulo original de Steinberg y Schachman (33)
para encontrar una discusion detallada.
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Cann elabord, en el caso la electroforesis, la primera teoria sobre
la influencia de la asociaciéon mediada por ligandos en el transporte
de macromoléculas (102-103), y, recientemente, Morimoto y Kegeles
(21) han desarrollado el tratamiento teérico y lo han aplicado al estudio
por ultracentrifugacion de la asociaciéon de la hemocianina de la lan-
gosta de mar Homarus americanus.

Cuando se somete a ultracentrifugacién el suero de este crusticeo,
aparece, en Optica de schlieren, un Gnico pico, correspondiente a la
hemocianina —que constituye la mayor parte de la proteina de suero—,
con un coeficiente de sedimentacién de 25S. Cuando se centrifuga
la hemocianina aislada en tampones de pH 4,0 — 9,0 con concentra-
ciéon de Ca** libre ([Ca**]) 5 mM, da también origen a un unico
pico simétrico de coeficiente de sedimentacién 25S. A pH superior
a 9, la hemocianina comienza a disociarse y aparecen en oOptica de
schlieren dos picos que no se resuelven. La concentracién de Ca™*
ejerce una critica influencia en la disociacion. Asi, por ejemplo, a pH 9,6
el area del pico mas lento aumenta a medida que la concentracién
de Ca*™* disminuye. Los coeficientes de sedimentacion de ambos
picos varian también ligeramente con la concentracion de Ca* ™,
oscilando alrededor de 25 S y 17 S. También aparece, a concentraciones
bajas de ese ion, un nuevo maximo al que corresponde un coeficiente
de sedimentacién de 5 S.

El aumento del pH tiene un efecto paralelo al de la disminucion
de Ca**. En todos los casos, el pico correspondiente al componente
de 5 S se resuelve perfectamente de los otros dos, lo que, en términos
de la teoria de Gilbert (véase 11.1.B), indica a priori que dicho compo-
nente no interviene en el equilibrio. Por el contrario, las especies de 17
¥ 25 S no se resuelven totalmente en ningfn caso, lo que parece indicar
que se encuentran realmente en equilibrio. Esto se pudo comprobar
mediante la técnica de Josephs y Harrington (97), expuesta mas arriba.
La figura 25 muestra los efectos del cambio brusco de presion sobre la
forma de la curva de shclieren. Los resultados son ya inequivocos en
orden a afirmar que existe un rapido equilibrio entre las especies de 17
y 25 S. El hecho de que entre ambos picos, aunque no se resuelvan,
aparezca un minimo, excluiria, segan la teoria de Gilbert, un equilibrio
de dimerizacion (véase la ecuacion [II-24]). Pero, de acuerdo con Cann
y Goad (102), un equilibrio mondémero-dimero puede dar origen a un
minimo en la curva de schlieren si la dimerizaciéon estd mediada por
la presencia de ligandos. El hecho de que el pH y la concentracidn
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donde M,/M, ,, se conoce experimentalmente en funciéon de la con-
centracion.
Puede definirse una constante de equilibrio que tenga en cuenta
so0lo la concentraciéon de las especies proteicas, Kp,
G2y

Kp = 11-47
eyt [1-47]

Suponiendo que las actividades de los iones Ca** y H" son constantes
y diferenciando la ecuacién [1I-47] se llega a

dlny, dln y;\ dlnc,
1 =21 — -4
T e, ( Y 4, ) dne, 48
y, teniendo en cuenta [II-45] se obtiene:
dlnc,
=2 -
Jlnc, [11-49]

La ecuacion [II-49] equivale a expresar:
Kp =3 [II-SO]

Hay que adveritr que a la ecuacién [II-50], obtenida a partir de la
igualdad supuesta en [II-45], puede llegarse también admitiendo la
ecuacion [I-16] propuesta por Adams y Fujita (11), como se ha visto
en la seccion I

Expresando ahora M,, en términos de concentracion de los com-
ponentes (ecuacion [I-14]) se tiene:

M, = oM JC“ c2M> [11-51]
de donde se llega facilmente a
o My — M,)c [11-52]
YTOM, - M,
y
M, - M
Ccy = M [11_53]

Mz — M,
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Pero teniendo en cuenta la influencia de los iones Ca** y H* en
el equilibrio (ecuacion [II-43]), la constante real, K, sera:

C2)2
K= 11-54
C%y% [Ca+ +]"y'£-a+ + [H+]m Vi + [ ]

Tomando logaritmos se obtiene

C2)2
2.2
iyt

log = — nlog —1—y + log K [II-55]
H+

y suponiendo vélida la ecuacién [11-45]

C2)2 C2
Hid T LH1-56]

Mediante las ecuaciones [11-52] y [II-53] se puede calcular ¢, y c;
para cada valor de c a partir de los datos experimentales y, si se suponen
constantes los coeficientes de actividad en el intervalo de concentra-
ciones utilizado pueden determinarse los valores de m, n y K haciendo
uso de la ecuaciéon [II-55]. En efecto, al representar graficamente
log(cz/ci) frente a log(1/[Ca**]) a pH constante, se obtendra una
linea recta de pendiente —n y ordenada en el origen K. De manera
analoga puede calcularse m. Los resultados (21) indicanquen =5 + 1
ym =3 + 1, con lo que resulta para K un valor medio de 2,48 - 10**.
Los valores de Kp y K se recogen en la tabla III; puede verse que, dada
la constancia de K y las grandes oscilaciones de Kp, el equilibrio se
describe perfectamente por la ecuacién [II-43], y las predicciones
teoricas son validas.

TasLa I

CONSTANTES DE EQUILIBRIO EN LA ASOCIACION DE HEMOCIANINA

pH [Ca**] (mM) M, ., Kp K104t
9,6 3,1 650.000 1,00 2,24
9,6 3,6 720.000 2,89 2,89
9,6 4,1 770.000 5,02 2,82
9,6 4,7 $20.000 9,49 2,14
9,6 5,3 840.000 18,00 2,82
9,4 3,6 890.000 9,21 2,29
9,5 3,6 760.000 4,35 2,19
9,7 3,6 670.000 1,27 2,51
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3. Electroforesis

A) INTRODUCCION

La electroforesis constituye un método de separacion de macro-
moléculas aprovechando sus diferencias en movilidad electroforética,
velocidad de migraciéon por unidad de campo eléctrico. Esta movilidad,
u, se puede expresar, en el caso de que la macromolécula sea una esfera
de radio r, como

Q glkr)
= I1-57
¢ 6mnpr 1 + kr [ ]

donde Q es la carga de la macromolécula, # la viscosidad del medio
y k es el parametro de Debye-Hiickle, funcion de la constante dieléctrica
del medio, 2, de su fuerza idnica, I, de la temperatura absoluta, de la
constante de Boltzman k, el nimero de Avogadro y la carga del electrén:

8nNe? \'2 112
= (=" -5
K (1' T > I [11-58]

El término g(xkr) que aparece en la ecuacién [II-57] es la funcidon de
Henry, que varia entre 1 para r = 1 y 1,5 para r = oo (*).

En la realidad, la ecuacién [II-57] sélo describe de un modo apro-
ximado el comportamiento de una macromolécula en un campo eléc-
trico. La dificultad de aplicar el método termodinamico al transporte
electroforético hace que el rigor de las ecuaciones deducidas no sea
satisfactorio. Al mismo tiempo, el tratamiento cinético que conduce
a la ecuacién [1I-57] sélo permite incluir el peso molecular en macro-
moléculas de forma conocida, siempre que se disponga de un medio
complementario para determinar su carga, cosa que no es sencilla de
ordinario. Por todos estos motivos no pueden estudiarse los equilibrios
de asociacién por electroforesis de modo tan extenso como por ultra-
centrifugacién, ya que, por e¢jemplo, no es posible la determinacion
de M,

Por otra parte, la electroforesis presenta ciertas ventajas sobre
la ultracentrifugacién. La teoria de Gilbert se dedujo (véase [1I-1]) para

(*) Una discusion completa de 1a ecuacion [II-57] caeria fuera de los limites de este
libro. Pueden encontrarse detalles sobre su obtencién y sobre el significado de la funcién
de Henry en la reciente revisiéon de Cann (104).
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transporte en una célula de seccion longitudinal rectangular, y esta
condicion se cumple plenamente en la electroforesis libre. Ademas,
el campo eléctrico E puede considerarse constante a lo largo de la zona
en que tiene lugar la separacion (*), por lo que las suposiciones que con-
dujeron al establecimiento de la ecuacién de continuidad [II-2] se
adaptan mejor a la electroforesis que a la ultracentrifugacion. En este
caso, la ecuacion [II-2] toma la forma:

2

%: — uE g—;+ 0372 [11-59]
En consecuencia, a pesar de los inconvenientes que pueda tener la
electroforesis en la determinacion de caracteristicas moleculares, la
técnica resulta particularmente idonea para el estudio de equilibrios
de asociacion mediante la teoria de Gilbert. Finalmente, hay que tener
en cuenta que, debido a que en una célula de electroforesis no hay
mas diferencias de presién entre sus diversos puntos que las debidas
a la altura —y éstas son despreciables—, las constantes de equilibrio
son invariables en todos los puntos, aun cuando los volumenes espe-
cificos parciales de reaccionantes y productos sean muy diferentes.

No obstante, hay que advertir que, para que la determinacion
experimental de los parametros del equilibrio sea factible, se requiere
que las velocidades de las distintas especies presentes sean distintas.
En un equilibrio nP = P,, el coeficiente de sedimentacién del n-mero
es siempre mayor que el del mondémero, pero la movilidad electro-
forética u, no tiene por qué ser mayor que u;. Esto podria ser una
limitacion de la aplicacion de la electroforesis al estudio de asociaciones,
pero, en la practica, es frecuente que las movilidades de las distintas
especies sean diferentes.

B) SISTEMAS AUTOASOCIANTES

La metodologia expuesta en la seccién 11.2.B para el estudio de sis-
temas autoasociantes por técnicas de velocidad de sedimentacion es

(*) Suponer E constante equivale a admitir que la conductividad de la disolucion
permanece invariable en todos los puntos de la célula. Esto es aproximadamente cierto si,
para determinar el valor del campo eléctrico, se mide la conductividad de la disolucion
de macromoléculas en vez de la del tampén y las movilidades se determinan en la rama
descendente.
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aplicable a la electroforesis libre. Es de destacar que también en este
caso es necesario estimar el grado de polimerizacion por otras técnicas
antes de poder calcular la constante de equilibrio mediante la ecua-
cién [1I-25]. Sistemas como el de la f-lactoglobulina, a-quimotrip-
sina, etc., cuyos equilibrios de asociacion se conocen a través de técnicas
de ultracentrifugacion (equilibrio y velocidad de sedimentacion) y
dispersion de luz, han sido también objeto de numerosas investiga-
ciones mediante electroforgsis. En general los resultados obtenidos
por velocidad de sedimentacion coinciden con los hallados por elec-
troforesis. Las curvas de schlieren obtenidas por ambas técnicas y los
valores de A; calculados a partir de ellas son practicamente semejantes
cuando los resultados de electroforesis se registran en la rama des-
cendente (*).

En ocasiones, como se ha comentado anteriormente, puede aparecer
un Unico pico en la curva de schlieren aun cuando el sistema se encuentre
en equilibrio de asociacion. La electroforesis libre permite un modo
de discernir la presencia de especies en equilibrio en el limite que da
origen a dicho maximo. El campo puede invertirse al cabo de un cierto
tiempo de desarrollo; un estrechamiento del pico indicaria necesa-
riamente la presencia de al menos dos especies en el limite, ya que,
de existir una sola especie, la curva de schlieren deberia ensancharse
por efecto de la difusion.

C) EQUILIBRIOS DE ASOCIACION PROTEINA-LIGANDO

Muchas proteinas, cuando se las somete a electroforesis libre a pH
inferior a su punto isoeléctrico en tampones del tipo acido acético—
-acetato soédico—NaCl dan origen a curvas de schlieren, cuya forma
depende de la concentracion del tampon, pero no de la fuerza idnica
total del medio. Esta dependencia queda bien patente al examinar
la figura 26, que recoge los resultados obtenidos por Cann y Phelps (105)
con la ovoalbimina. Estos resultados se han interpretado de ordina-
rio (104) como consecuencia de la interaccién de la proteina con mo-
léculas no disociadas del acido del tampén. El estudio teérico de estas
interacciones se considerd en un principio como un medio de corregir

(*) Aunque a menudo se ignore, la presencia de iones minerales influye con frecuencia
en la asociacion. Por ese motivo, la comparacion de resultados obtenidos por técnicas
diferentes es sdlo viable cuando el tampon utilizado en ambos casos es el mismo.
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los resultados experimentales obtenidos a diferentes concentraciones
de tampodn, pero, dado el interés actual por el estudio de los equilibrios
de asociacion, el desarrollo tedrico realizado proporciona una base
excelente para la investigacion de equilibrios del tipo descrito por la
ecuacion [5] siempre que el ligando A no esté cargado.

El estudio tedrico mas completo es el debido a Cann y Goad
(102,106), que, en lineas generales, se discute a continuacion. Si ¢ es
la concentracién total de proteina, ¢; la de proteina no asociada y ¢,
la concentracion total de ligando, la ecuaciéon de continuidad [I1-59]
para la conservacién de la proteina puede escribirse:

dc _d(ci + [PA]) d% dcy 3*[PA,]
o at =D Ga T B Gt D e T
[11-60]
— upy £ LLPAW]
0x

Analogamente, la ecuacion [II-59] puede aplicarse a la conservacion
de A, resultando

dca  0(n[PA,] + [A]) 3*[PA,] o[PA,] [A]

—_— = f— —_—— _— D

ot ot "Dpa, =5 — M4 — g T Da 53
[11-61]

ya que, suponiendo despreciable el flujo electroendosmoético la mo-
vilidad de la especie no cargada A es nula.

Si la velocidad de las reacciones directa e inversa de la asocia-
cion son lo suficientemente grandes para suponer que el equilibrio
quimico tiene lugar en todos los puntos de la célula, la concentracion
de PA, puede expresarse:

[PA,] = K¢ [A]" [11-62]

donde K es la constante de equilibrio. Si la concentracion del ligando A
es suficientemente grande comparada con la de proteina, el estable-
cimiento del equilibrio no afectara apreciablemente a la concentracion
del ligando, que puede considerarse constante, y la ecuacion [11-62]
se expresara simplemente

[PA.] = K'c, [11-63]

donde K' =, K[A]". Admitiendo esto, la ecuacion [II-60] puede re-
plantearse de modo que sdlo aparezca la variable ¢ relacionada con los
coeficientes de difusion y movilidades medias en peso. A partir de este
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punto, puede realizarse un tratamiento semejante al de Gilbert
(véase [1I-1]), aunque, por razones evidentes, no debe despreciarse el
término de difusiéon. De esta manera se llega a expresar el gradiente
de concentracién de proteina y de ligando en funciéon de la distancia
para distintos tiempos. Es evidente que, para llegar a un resultado nu-
mérico que exprese el valor de dicho gradiente, es necesario dar valores
arbitrarios a K y n hasta lograr un ajuste 6ptimo. El calculo es extra-
ordinariamente complejo y so6lo puede abordarse con ayuda de un
computador. Este método no ha sido ain suficientemente explotado
para la investigacion de equilibrios proteina-ligando de interés bio-
logico. Sobre los métodos que usan la ultracentrifugacion (aparta-
dos I.1.B y IL.2.C) presenta la ventaja de que no requiere que el ligando
presente ninguna propiedad éptica especial.

4. Cromatografia en geles

A) INTRODUCCION

La cromatografia en geles puede utilizarse con finalidad prepara-
tiva o analitica. En ambos casos puede emplearse la técnica zonal,
pero el analisis frontal presenta ventajas en el segundo (107). La figura 27
muestra los resultados obtenidos con una misma proteina por las
técnicas zonal y frontal. En esta #ltima, la concentracién de soluto
pasa de ser nula a igualar la concentracion inicial ¢, a través de un
limite cuya forma corresponde con la integral de una curva de Gauss.
Después de una meseta en la que la concentraciéon es constante e igual
a ¢y, decrece siguiendo una curva enantiografica de la del primer limite,
siempre que el soluto se comporte de modo ideal.

El volumen de elucion V, se determina a partir del maximo de la
curva en el analisis zonal o por la posicion de los limites (volumen para
el cual la concentracion de soluto es c¢,/2) en el analisis frontal. Un
experimento de anélisis frontal permite asi obtener dos valores de V,,
que deben coincidir si el soluto es ideal.

Al representar graficamente el volumen de elucion de varias protei-
nas en funcion del logaritmo de su peso molecular, se obtiene una linea
recta dentro de los limites de exclusién del gel utilizado (108,109).
En realidad, esto es cierto s6lo para proteinas cuya forma y volumen
especifico parcial sean iguales, ya que la magnitud molecular de la que
depende V, es el volumen hidrodinamico.
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Figura 27.—Cromatografia en gel de dextrano de ovoalbliimina: a) analisis
zonal; b) analisis frontal, limite delantero; ¢) analisis frontal, limite posterior.

Cuando el soluto presenta dispersidad en su peso molecular, se
puede calcular un volumen de elucidén promedio en peso, definido como:
ZC;VE,,' EciVe,i

-64
re - [11-64]

Veuw

que coincide con la posicion del primer momento del limite (110),

es decir

7= ci “Vdc ~ Ciz V.Ac [11-65]

W
‘0
[

Es evidente que, en este caso, el valor de M calculado a partir de Ve
sera M,,.
B) APLICACION A SISTEMAS AUTOASOCIANTES

Si se somete a cromatografia en geles un sistema en rapido equi-
librio nP = P,, la fraccién en peso del monémero, f;, puede calcularse
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en funcion de los voliimenes de elucion del monémero V,,,, del poli-
mero V, , y del sistema en equilibrio, V, , a partir de la ecuacion [11-64]:

f _ ﬁ _ Ve,w - Ve,n
! Co Ve,‘l - Ve,'n

El valor de V,,; puede conocerse con facilidad (por extrapolacion

de V,,,, a concentracion nula). Si es posible realizar el experimento en
condiciones que aseguren la total polimerizacion, puede también
determinarse V, ,, lo que permite obtener f, para una serie de valores
de ¢, sin mas que aplicar la ecuacion [II-66]. Con estos datos se puede
calcular n y la constante de equilibrio K,, ya que, expresando en forma
logaritmica la ley de accion de masas en funcién de ¢, y f;, se tiene:

log(l — fi)c, = log K, + nlog fic [11-67]

y representando graficamente log(l — f1)c, frente a log f;¢,, se ob-
tienen, a partir de la ordenada en el origen y de la pendiente respecti-
vamente, los valores de K, y n.

Si es posible conocer V, ,, la cromatografia en geles presenta, por
su sencillez experimental, ventajas sobre las técnicas de ultracentri-
fugacion o electroforesis para la determinacion de los parAmetros de
equilibrios de asociacion. En el caso de que no sea posible asegurarse
de la total polimerizacion del sistema, seria necesario emplear otros
procedimientos para la evaluacion de n y K,. Los detalles pueden
encontrarse en la revision de Winzor (107) o en el articulo original del
mismo autor (111).

[11-66]

III. OTRAS TECNICAS
1. Técnicas de congelacion del equilibrio

Todas las técnicas que se han descrito hasta ahora suponen que el
equilibrio quimico de asociacion se mantiene en todos los puntos del
sistema, aunque, como ocurre en las técnicas de transporte, el sistema
no se encuentre en equilibrio termodinamico. La técnica que se des-
cribe en esta seccién supone la rapida congelacion del equilibrio qui-
mico y la aplicacion de técnicas de separacion convencionales para
investigar la naturaleza de las especies presentes en el mismo. Dado
lo reciente de la introduccion de técnicas adecuadas para la congelacion
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del equilibrio, su empleo en el estudio de los parametros fisicoquimicos
de equilibrios de asociacion no esti sino comenzado, aunque el éxito
inicial abre un interesante campo de investigacion.

En 1970, Davies y Stark (112) comprobaron que, si las concentra-
ciones relativas de proteina y reactivo son adecuadas, al tratar un sis-
tema en equilibrio del tipo descrito por la ecuacidn [2] con suberimidato
de dimetilo, se establecen enlaces covalentes entre los mondmeros de
cada oligbmero, pero no se reticulan los oligdmeros entre si. Asi, pues,
al finalizar la reaccion, la composicion de la mezcla es idéntica a la
del equilibrio, pero los oligbmeros son incapaces de disociarse, puesto
que las unidades monoméricas que los constituyen han quedado re-
ticuladas entre si por enlaces covalentes.

La asociaciéon de los distintos oligdbmeros entre si puede evitarse
facilmente si, a partir de este momento, se trabaja en medios que in-
duzcan disociacion, como el cloruro de guanidinio, urea, detergentes,
medios de alta fuerza idnica, etc.

Gratzer y col. (113) han utilizado recientemente esta técnica para
investigar la autoasociacion del glucagén. La aplicacion del equilibrio
de sedimentacion (véase seccion 1.1) a este sistema indico, aunque no
de modo claro, la presencia de mondmeros, dimeros y hexameros (114).
Por otra parte, los datos obtenidos por técnicas de dicroismo circular
son indicativos, como se ha comentado anteriormente (seccion 1.2)
de un equilibrio mondémero-trimero (63).

Gratzer y col. (113), después de congelar el equilibrio por reticu-
laciéon con suberimidato de dimetilo, separaron las distintas especies
por cromatografia en geles en presencia de cloruro de guanidinio 6M.
Solo obtuvieron, ademas del correspondiente al mondémero, un pico,
cuyo volumen de elucion correspondia con el previsto para el trimero.
Para asegurar el resultado calcularon el peso molecular del polimero
en presencia de cloruro de guanidinio 6M (*) y obtuvieron un valor

(*) La determinacién de pesos moleculares en cloruro de guanidinio 6M es dificil
cuando, como en este caso, el soluto es de pequeito tamafio molecular. Su escasa absorcion
en el ultravioleta, asi como el bajo valor de dn/dc, unido a la naturaleza del agente diso-
ciante (que absorbe luz ultravioleta y tiene un indice de refraccion elevado), hacen impo-
sible la utilizacién de 6ptica de absorcidén o de schlieren. Por otra parte, debido al bajo
peso molecular del glucagén, no es posible llegar a anular la concentracion en el menisco
(equilibrio a alta velocidad), lo que también dificulta la utilizacién de éptica interfero-
métrica. Es posible, sin embargo, utilizar esta ¢ltima mediante un ingenioso método
cuyos detalles pueden encontrarse en la publicacion original (113).
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de 9.600. Como el peso molecular del glucagon es 3.647, la Unica es-
pecie polimérica queda perfectamente definida como trimero.

2. Microscopia electronica

Cuando el mondémero es de un tamafio suficiente, puede distin-
guirse de sus polimeros mediante microscopia electronica. Sin em-
bargo, la posibilidad de utilizar esta técnica para la investigacion de
equilibrios esta limitada por el hecho de que la preparacion.de la muestra
exige unas condiciones en las que no es posible asegurar que el equi-
librio se mantenga.

Williams y Harrison (115) estudiaron la asociacion de la ferrittina,
aprovechando que el nicleo de hierro de esta proteina permite obser-
varla al microscopio electrénico sin necesidad de utilizar contraste.
En el caso normal, el tener que utilizar unas condiciones experimentales
predeterminadas para lograr un constraste adecuado impide, como se
ha comentado, la utilizacion de esta técnica. No obstante, la utilizacion
conjunta de microscopia electronica con técnicas de congelacion de
equilibrio, no realizada hasta la fecha, abre, al menos potencialmente,
una nueva direccién de trabajo.
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INTRODUCCION

Desde hace ya aproximadamente cuarenta afios se viene dedicando
una gran atenciéon al estudio de reacciones rdpidas en disolucion.
Este interés se ha debido al convencimiento gradual, por parte de los
quimicos, de que el curso de los fenomenos quimicos complejos esté
determinado por los procesos moleculares elementales, que son extre-
madamente rapidos en muchos casos. Este interés no se limita a algunos
campos quimicos aislados, como las reacciones de transferencia de
protones o de electrones o la formacion de enlaces de hidrogeno o de
complejos metalicos, sino que se extiende al estudio de la dinamica
de los procesos biologicos.

Recordaremos algunos ejemplos concretos tomados de diversos
campos de investigacion; uno de los mas importantes es el estudio
del mecanismo de accién de las enzimas, que como catalizadores son
capaces de aumentar la velocidad de una transformacién quimica
hasta en un millon de veces en algunos casos. Para comprender la natu-
raleza de estos procesos es necesario estudiar cuantitativamente los
pasos de reaccién individuales, generalmente muy rapidos, de todos
los compuestos reaccionantes e intermedios implicados en el meca-
nismo total. Otro campo de estudio de gran actualidad es el de la bio-
sintesis de proteinas; la sintesis de proteinas en el crecimiento celular
y en la division celular es un proceso rapido a nivel molecular, donde
la incorporacién de un aminoacido, que es un mecanismo quimicamente
complicado, transcurre dentro de una centésima de segundo. Cualquiera
de los procesos elementales involucrados deben completarse, por tanto,
dentro de tiempos muchos mas cortos.

Al considerar procesos biologicos significativos, vienen a la me-
moria fendmenos cuya rapidez es obvia; por ejemplo: la transmision
nerviosa, la percepcién sensorial, la contraccién muscular, etc., que,
a pesar de ser fendmenos muy complejos, tienen lugar en fracciones
de un segundo a un milisegundo, y pueden ser analizados, por supuesto,
en términos de pasos moleculares ain mas rapidos (1).

Estas consideraciones justifican, aunque sea en términos muy ge-
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nerales, la atencién que se presta en la actualidad al estudio de las
reacciones rapidas en disolucion. Este estudio es fundamentalmente
de caraicter cinético, es decir, tiene por objeto la determinacion de
las velocidades de las reacciones quimicas y de los factores de que
dependen dichas velocidades para lograr, en definitiva, dilucidar el
el mecanismo de la reacciéon correspondiente.

Vamos, pues, a comenzar indicando cémo se miden las velocidades
de reaccion. Los procedimientos clasicos para la medida de la velo-
cidad de una reaccién quimica comienzan con la mezcla de las sustan-
cias que deben reaccionar entre si en la disolucion. Con ello la reaccion
se pone en marcha y se fija el instante de comienzo, a partir del cual
pueden ser medidos los tiempos de reaccion. A continuacion se realiza,
a determinados intervalos de tiempo, un analisis de la mezcla reac-
cionante o se sigue continuamente el curso de la reaccién, registrando
algunas propiedades caracteristicas de los productos formados. Con ello
se determina como han variado las concentraciones de los participantes
en la reaccion en el transcurso del tiempo. Es evidente que este proce-
dimiento debe presentar dificultades si la duracion de la reaccién es
aproximadamente del mismo orden o menor que la duracién del pro-
ceso de mezcla. Normalmente, la mezcla de los sistemas reaccionantes
exige, al menos, un segundo, de modo que los procedimientos clasicos
de este tipo son inutilizables para reacciones que se lleven a cabo en
un segundo o en un tiempo inferior.

En este punto se plantea la cuestion de si los métodos clasicos son
capaces de cubrir practicamente el intervalo de tiempo de los procesos
quimicos. Para responder a esta cuestion con precision es preciso
plantearse la pregunta en una forma mas explicita: ;Cuales son los
procesos quimicos mas rapidos posibles que podemos esperar? Vamos
a precisar cuales son los limites de tiempo de la cinética quimica.

I. Limites de tiempo de la cinética quimica

El intervalo de tiempo de nuestro mundo fisico incluye, aproxi-
madamente, 40 6rdenes de magnitud en segundos. Abarca desde un
tiempo elemental del orden de magnitud de 10~ 22 seg. (dado por la
relacion de la longitud mas pequefia detectable, el diametro de una
particula elemental, y la velocidad de la luz) hasta la edad del universo,
que, segun diferentes métodos, ha sido cifrada en varios billones de
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afios, o sea de unos 107 seg. Aunque no puede fijarse un limite superior
para las reacciones quimicas, podemos considerar que el intervalo
clasico de tiempo para la cinética quimica se extiende entre el tiempo
minimo de 1 seg. y cualquier tiempo mas largo, usualmente no su-
perior a 2 6 3 afios; es decir, unos 10® seg. Por el contrario, si existe
un limite inferior de velocidad de las reacciones quimicas, impuesto
por la velocidad de movimiento llevado a cabo por cualquier particula
que esté implicada en una transformacién quimica. Este limite se en-
cuentra en la zona de tiempo de la espectroscopia molecular (10~ 1°
a 10715 seg); concretamente puede considerarse establecido en la
region infrarroja, ya que, incluso en el caso de las transiciones elec-
trdnicas, es el movimiento de las particulas pesadas (atomos, grupos
atémicos o moléculas) el que determina la velocidad de transformacion.

La mayoria de los procesos quimicos elementales son aquellos en
los que participan dos especies separadas. En disolucion, en condi-
ciones normales de temperatura (en las que todas las reacciones bio-
logicas importantes tienen lugar), tal proceso esta limitado por la ve-
locidad de encuentro, por difusién, entre los reactivos. La frecuencia
de tales encuentros, que, por ser procesos bimoleculares, dependen de
la concentracién, exceden dificilmente de 10'* seg.”' incluso a con-
centraciones muy elevadas de reactivo (1M). Es decir, los procesos
moleculares primarios, que imponen el limite superior de velocidad
de cualquier transformacién quimica, pueden llevarse a cabo en el
intervalo de tiempo de 1 a 107 !! seg., coincidiendo el limite inferior,
aproximadamente, con ¢l limite de tiempo de los procesos que pueden
estudiarse por espectroscopia molecular.

Con lo que acabamos de exponer queda situado, dentro de la co-
ordenada tiempo, el campo de estudio a que nos vamos a referir. Vamos
a precisar ahora qué lugar ocupan los métodos de relajacién quimica
dentro de los métodos de estudio de reacciones rapidas (2).

II. Métodos de estudio de reacciones rapidas

Entre los métodos experimentales que permiten estudiar una reaccién
en disolucién, que se lleva a cabo en un tiempo inferior a un segundo,
citaremos en primer lugar el de las técnicas de flujo, que es una variante
del método clasico de iniciar una reaccidn mediante la mezcla de los
reactivos.
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1. TECNICAS DE FLUJO

Hasta 1923 no existia ningiin método directo para medir la velo-
cidad de reacciones quimicas rapidas en fase liquida con tiempo de
vida media de menos de 10 seg. Hartridge y Roughton (3) extendieron
el intervalo de tiempo observable aproximadamente 10.000 veces,
ideando un método que podria ser utilizado para seguir reacciones
con tiempos de vida medios a partir de 10 seg. hasta un milisegundo.
El fundamento del método consiste en que las dos disoluciones cuya
reacciéon se desea estudiar se sitlan en recipientes separados y se
inyectan en una camara especial de mezcla. El fluido mezclado que
emerge de ella pasa, a través de un tubo de observacién, a velocidad
constante, y su composicion es determinada en diversas secciones del
tubo por métodos Opticos, térmicos, eléctricos, quimicos u otros mé-
todos de analisis aplicables a fluidos que se mueven rapidamente.
Si d es la distancia en cm. entre la cAimara de mezcla y la seccion del
tubo en la que se hace la observacidn, y u es la velocidad lineal media
en cm./seg. del fluido en movimiento, entonces el tiempo medio que ha
transcurrido para que tenga lugar la reaccion es simplemente ¢ = 4 seg,
Por ejemplo, si 1a seccion del tubo que se examina esta situada a 3 cm.
de la cAmara de mezcla y u = 1.000 cm./seg., el tiempo correspondiente
es t = 3/1.000 = 3 mseg. Este tiempo esta asociado de una manera
univoca a un estado bien definido de la reaccion. Es mas, se puede decir
que, cuando la mezcla atraviesa la seccidon s del tubo, esta en el estado
en que se encontraria en el tiempo ¢ si hubiese permanecido inmoévil.
Asi, cualquier distancia dada a partir de la camara de mezcla repre-
senta una medida directa de la edad del sistema de reaccion. Se pueden
hacer observaciones bien en el sistema de flujo a distancias variables,
a partir de la camara de mezcla, o0 a una distancia fija con diferentes
velocidades de flujo. Es también posible observar directamente el
transcurso de la reaccion después de parar el flujo. Este ultimo método
se llama «stopped flow method» (método de flujo parado). Consiste
en detener repentinamente el flujo de la mezcla de los dos liquidos y
seguir inmediatamente, por un método éptico u otra técnica adecuada,
el progreso de la reaccion quimica en el «flujo parado» en el tubo de
observacion. Con los métodos de registro electronico de que se dispone
desde hace unos veinte dfios, el método del flujo parado ha pasade a
ser de importancia capital en la medida de reacciones quimicas ra-
pidas, y en particular en las de los sistemas enzimaticos.
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En la figura 1 se representa un esquema del aparato de «stopped
flow» de la firma Durrum de Palo Alto (California). Consta esencial-
mente de las jeringas de reserva de los reactivos, las jeringas de impulsion,
la camara de mezcla, la célula de observacion, la jeringa de detencion
del flujo, con su correspondiente tubo de drenaje, y la placa de detencién
del émbolo de esta jeringa. El extremo del émbolo de la jeringa de de-
tencidén actia sobre el «trigger» que va unido al osciloscopio. El rayo
luminoso que, procedente de la fuente, atraviesa la célula de obser-
vacion después de haber pasado por el monocromador, incide sobre
el fotomultiplicador, que envia la sefial al osciloscopio, donde, final-
mente, se observa sobre la pantalla una curva o curvas exponenciales,
que representan la variacion de la concentracion del componente
que se haya elegido para seguir su variacion. Se fotografia el oscilograma
correspondiente y, a partir de la curva exponencial, se calcula la cons-
tante de velocidad que corresponde a la reacciéon en cuestion.

Pese a las diversas mejoras previsibles en este tipo de aparatos
y similares, parece improbable que estas técnicas permitan estudiar
reacciones con vidas medias de menos de 0,1 mseg. La limitacion
viene impuesta por el tiempo de mezcla y de transporte al punto de
observacion. Por tanto, para reducir este limite se debe utilizar un
principio completamente diferente para iniciar la reaccion, que evite
el proceso de mezcla.

Incluyendo los métodos de flujo dentro de los métodos clasicos,
existe una laguna entre las dos zonas de tiempo citadas (la zona clasica
de la cinética quimica y el campo de la espectroscopia - molecular)
que se extiende desde 10~* a 107 !! seg. Hay muchas reacciones qui-
micas, de casi todas las categorias posibles, cuyas vidas medias caen
en esta zona, o mejor dicho, dentro de ella tienen lugar la mayoria
de los pasos elementales de las reacciones quimicas de interés. Fue,
por tanto, una exigencia desarrollar nuevas técnicas, capaces de estu-
diar reacciones que se llevan a cabo entre un mseg. y 107! seg., que
son las que designamos como reacciones rapidas o ultra-rapidas.

Los métodos que, utilizando nuevos principios, evitan el proceso
de mezcla son los llamados métodos competitivos y métodos de per-
turbacién (4).
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2. METODOS COMPETITIVOS

Son aquellos en los que el sistema de reaccidon se somete constan-
temente a un proceso cinético fisico que compite con la transformacién
quimica. Si el proceso fisico se conoce, el estado estacionario resultante
del sistema dara informacion acerca de las velocidades de reacciones.
Las técnicas de flujo podrian ser consideradas en este sentido como
un ejemplo tipico de este grupo. La competicion tiene lugar entre el
transporte de la mezcla de reaccidén y la reaccion quimica, y da lugar
a una distribucién estacionaria de los productos de reaccion en el tubo
de observacion.

Otros procesos de transporte que pueden entrar en competicion
con una reaccion quimica son la difusién y la migracion iénica. En estos
procesos estan basados los llamados métodos electroquimicos (galva-
nostaticos, potenciostaticos, polarograficos y de corrientes cataliticas).
Dentro de los métodos competitivos se encuentran ademas las técnicas
fotoestacionarias y de fluorescencia.

3. METODOS DE PERTURBACION

Son aquellos en los que el sistema, que se encuentra en equilibrio
o en estado estacionario, se somete a una perturbacién rapida, variando
los parametros externos; por ejemplo, la presién o la temperatura,
o por irradiacion. El proceso de reequilibrio resultante se observa
directamente. Hay dos grupos distintos de método de perturbacion:

A) Métodos de pequeiias perturbaciones. Se basan en la variacién
rapida de un parimetro externo, tal como la presion, la temperatura
o la densidad del campo eléctrico, que da lugar a una perturbacion
del equilibrio o estado estacionario de la reaccion, observandose en-
tonces el subsiguiente proceso de reequilibrio.

B) Métodos de grandes perturbaciones. Utilizan el principio de
que la absorcién de energia procedente de cuantos de luz o de particu-
las aceleradas da productos inestables, tales como moléculas excitadas
o radicales, que estan lejos de su estado de equilibrio. Su desaparicién
durante el restablecimiento del equilibrio se puede seguir por espec-
trofotometria o conductimetria. FEl sistema de reaccién al que se aplican
estos métodos puede estar muy lejos del equilibrio en el estado inicial



Espectrometria de relajacion quimica 237

(contrariamente a lo que ocurre en los métodos de pequefias pertur-
baciones) y las velocidades de reacciéon pueden ser despreciables hasta
que se aplique la perturbaciéon (bien en forma de flash de luz-flash
fotdlisis-o de un pulso de electrones-pulso de radiolisis).

Los métodos de pequefias y grandes perturbaciones son comple-
mentarios y entre los dos cubren casi todos los problemas posibles
de las reacciones rapidas. Los métodos de relajacion tienen su campo
de aplicaciéon propio en el estudio de reacciones en las que una gran
perturbacion alteraria el curso de la reacciéon, como es el caso de las
reacciones biologicas.

4. METODOS DE RESONANCIA MAGNETICA

Un tercer grupo, intermedio entre los métodos de competicion
y de perturbacion, es el de la resonancia magnética: Resonancia mag-
nética nuclear RMN y resonancia de spin electronico RSE. En ellas
se relacionan el tiempo de vida media con el ensanchamiento de las
lineas de resonancia.

III. Métodos de relajacion quimica

El fundamento tedrico de los métodos de relajacion quimica es
el siguiente: todo equilibrio depende de ciertas condiciones externas
de acuerdo con las leyes termodinamicas. Como es sabido, la cons-
tante de equilibrio K es funcion de la temperatura, de la presiéon y del
campo eléctrico: K = f(T, P, E) segun las relaciones:

OlnK _AH (AH = variacion de entalpia de la reacciéon corres-
oT RT .
pondiente).
Oln K = — ——AV(AV= variacién de volumen que tiene lugar en la
opP RT ., Sl
reaccion considerada).
¢lnK AM

——— = — (AM = variacion del momento eléctrico, en reaccio-
d|E| RT .

nes dipolares).
Por tanic, si en un sistema en equilibrio se varia uno de los parametros
externos —temperatura, presion o campo elécirico— se inicia una
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reaccion que tiende a llevar al sistema a un nuevo estado de equilibrio:
el que corresponde a las nuevas condiciones termodinamicas. El tiempo
requerido para lograr el establecimiento del nuevo equilibrio se puede
medir directamente. Si la perturbacion del equilibrio inicial se verifica
mucho mas ripidamente que la reaccidon quimica de «auto-ajuste»
a las nuevas condiciones, se observa que la reaccién quimica sigue con
un cierto retraso a la perturbacidn, por lo que este proceso se conoce
con el nombre de relajacion quimica.

El concepto de relajacion fue introducido en la fisica por Maxwell
en 1877. El término relajacion en relacién con un proceso molecular
es utilizado ampliamente por los fisicos para describir cualquier pro-
ceso retardado de auto-ajuste del sistema molecular perturbado a la
nueva posicién de equilibrio que le corresponde. Ejemplos clasicos
de fenémenos de relajacion molecular son los procesos de orientacion
de dipolos en un campo eléctrico alternante (Debye, 1913). Einstein
hizo en 1920 el primer tratamiento tedrico correspondiente a equilibrios
quimicos respecto a fenémenos de relajacion relacionados con la ab-
sorcion de sonido, pero entonces la tecnologia no estaba suficientemente
desarrollada para llevar a cabo estudios experimentales.

Fue Eigen, en 1954, el que introdujo el concepto de relajacion qui-
mica. Asimismo, las técnicas experimentales de relajacion quimica
que permiten la investigacion de reacciones rapidas, que transcurren
en el intervalo de 1 milisegundo a 1 nanosegundo, fueron desarrolladas
en la década 1954-1964 por Eigen y sus colaboradores en el Instituto
Max-Planck de Quimica Fisica de Gottingen.

En cualquier estudio directo de velocidades de reacci6on se pre-
sentan dos problemas:

a) iniciar la reaccion;
b) seguir su curso en el tiempo.

Esto significa que hay que enviar una sefial al sistema de reaccion
para poner en marcha la reaccidon y que el sistema tiene a su vez que
devolvernos una sefial que nos informe de su respuesta.

Los métodos conocidos colectivamente como «métodos de rela-
jacion quimica» soslayan las dificultades encontradas para la mezcla
rapida: las reacciones no son puestas en marcha al mezclar los reactivos,
sino desplazando un sistema quimico de su posicion de equilibrio,
es decir, la reaccidn se inicia virtualmente en el instante de producirse
la perturbacion.
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La perturbacién debe llevarse a cabo mucho mas rapidamente
de lo que la reaccidén quimica, en su proceso de auto-ajuste, sea capaz
de seguir para adaptarse a las nuevas condiciones de equilibrio.

El desarrollo tecnologico permite, en la actualidad, incrementar
homogéneamente variables tales como la temperatura o la densidad
de campo eléctrico en un tiempo del orden de 107 % a 1076 seg. La dis-
continuidad o rapidez de la variacion del parimetro externo respecto
a la velocidad del proceso de relajacion quimica se expresa con el sufijo
«saltow, que se emplea para designar las diversas técnicas de relajacion.

No es suficiente, sin embargo, perturbar el sistema rapidamente.
El proceso de relajacion quimica subsiguiente debe ser también re-
gistrado rapidamente y libre de distorsion. Los avances de la elec-
tronica moderna permiten seguir magnitudes fisicas, tales como la
conductividad, la densidad o6ptica o la fluorescencia, con suficiente
rapidez. Por tanto, las diversas técnicas de relajacién consisten en di-
ferentes combinaciones de métodos de perturbacién y de registro,
que dependen de las exigencias especificas del problema particular.

De acuerdo con la posibilidad de variacion de los tres parametros
citados: temperatura, presiébn y campo eléctrico, se han desarrollado
las siguientes técnicas experimentales.

Técnicas de salto de temperatura.
Los cambios rapidos de temperatura pueden lograrse:

a) por descarga instantinea de un condensador de alto voltaje,
cargado a unos 50-60 kV., a través de una disolucion conductora.

b) por un flash de radiacién luminosa;

¢) con un rayo laser;

d) con un pulso de microondas.

Técnicas de salto de presion.

a) Un cambio rapido de presién puede obtenerse aplicando pre-
siones de hasta 100 atm a la disolucién que contiene el sistema en equi-
librio y anulando repentinamente esta presion, lo que puede lograrse
por rotura de una membrana.

b) Saltos de presion positivos requieren una técnica completa-
mente diferente, por ejemplo, la de los llamados tubos de choque.
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Técnicas de salto eléctrico.

Pueden lograrse cambios muy rapidos en la intensidad del campo
eléctrico, de 0 a 10° voltios/cm., con ayuda de cables coaxiales, que
sirven como condensadores de alto voltaje.

En otras técnicas de relajacion, la perturbacién puede ser de ca-
racter periodico. Entre éstas figuran las de cambios periddicos de presion
y temperatura, por medio de ultrasonidos, y la perturbacion de sistemas
que tengan moléculas dipolares, por medio de un campo eléctrico
alternante.

Cada método esté ligado a las condiciones especiales del sistema
a investigar. Asi, solamente existe una dependencia de la presion cuando
en la reaccion correspondiente se produce una variacion de volumen
(A+ B=AB,AV = V4 + Vg — V4p # 0, V = volumen molar parcial).
Asimismo, hay que esperar una notable variacién de campo s6lo cuando
en la reaccidn se produce una neutralizacién de cargas (4A* + B~ = AB).
Una variacion del momento eléctrico de los componentes (Au = 4 +
+ up — tap # 0; 4 = momento dipolar), también tendria por conse-
cuencia un efecto de campo ciertamente débil. La condicién corres-
pondiente a un método de relajaciéon por temperatura sera que el equi-
librio a investigar —o uno-acoplado con él— tenga una variacién
finita de calor (AH =H,4+ Hp — AH 3 # 0, H = entalpia molar
parcial). Precisamente en el caso de las transformaciones quimicas,
se cumple generalmente esta condicion.

El parametro mas util para perturbar sistemas quimicos es la tem-
peratura, porque la mayoria de los equilibrios estan asociadas con un
calor finito de reaccion y, por tanto, los métodos basados en su varia-
ciéon pueden considerarse como los métodos 6ptimos para las exigencias
de la bioquimica. Vamos a centrar, por ello, nuestra atencién en las
técnicas de salto de temperatura.

IV. Técnicas de salto de temperatura

Dentro de las técnicas de salto de temperatura, es especialmente
adecuada para el estudio de sistemas quimicos la que se basa en que la
conductividad eléctrica de las disoluciones acuosas se puede elevar
hasta tal punto, por adicion de electrolitos indiferentes, que con ayuda
de impulsos de alta tension se pueden conseguir saltos de temperatura
homogéneos de varios grados, muy abruptos.
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Figura 2 .

En la figura 2 se puede ver un esquema de un aparato de salto de
temperatura. Consta esencialmente de: una fuente de radiacidon visible
y ultravioleta, un monocromador de red, la célula en la que se encuentra
el sistema reaccionante, el condensador de alto voltaje y su circuito
de descarga, un fotomultiplicador y un osciloscopio.

El rayo luminoso procedente de la fuente pasa por el monocromador,
que selecciona la radiacion de frecuencia previamente elegida para
el analisis de la mezcla, atraviesa la célula que contiene la disolucion
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e incide sobre el fotomultiplicador. La sefial de salida del amplificador
es recogida en un osciloscopio en cuya pantalla aparece una curva
exponencial que refleja el proceso de relajacion, es decir, la variacion
de concentraciones del sistema al pasar del eauilibrio inicial al equi-
librio final.

Para sefialar el contraste entre el tiempo, muy breve, que dura la
perturbacién y el tiempo de relajacién del sistema, se reproduce en el
esquema la curva de variacién de la temperatura, de 20° a 30°, que tiene
lugar en 1 useg., una vez realizada la descarga del condensador. El sis-
tema quimico en equilibrio, contenido en la célula de observacion,
se calienta descargando un condensador, cargado inicialmente a 10.000-
100.000 voltios, a través de la célula. La energia utilizada para el calen-
tamiento es igual a 1/2 CV?, siendo C la capacitancia del condensador
yV el voltaje de descarga. Un aparato tipico produce 45.000.000 de
vatios en 1 useg. La temperatura aumenta como una funcién expo-
nencial del tiempo caracterizada por la constante de tiempo ¢t = 1/2 RC
(R = resistencia de la disolucion). Asi, por ejemplo, para un valor de
R =40Q y un valor de C = 0,017 uF, la constante de tiempo asciende
a 0,34 useg.

Cuando la reaccién ocurre en un tiempo mucho mayor que RC/2,
se considera que el calentamiento ocurre instantineamente respecto
a aquélla.

El seguimiento del transcurso de la reacciéon se lleva a cabo por
un método optico. La espectrofotometria ofrece las mas amplias posi-
bilidades de aplicacién haciendo accesible la investigacion de com-
plicados sistemas de reacciones bioquimicas. La variacién de las
concentraciones de los compuestos absorbentes se puede determinar
experimentalmente por la variacién de la intensidad de la radiacién
luminosa registrada. Para ello se aplica la ley de Lambert-Beer.

Al =¢-d-1,AC
donde:

Al = variacion de la intensidad luminosa.
¢ = coeficiente de extincién molar.
d = espesor de la célula.
I, = intensidad de la luz que incide sobre el fotomultiplicador
antes de llevarse a cabo el salto de temperatura.
AC = variacién de la concentracion del componente absorbente.
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Es necesario, por supuesto, que alguno de los componentes reac-
cionantes se distinga por una banda de absorcion especifica de suficiente
intensidad. En los casos en los que no se dé esta condicion se puede hacer
factible la investigacidon de la reaccion utilizando una segunda reaccion
que actua como un sistema indicador, cuyo equilibrio esta acoplado
al de la primera.

V. Fundamentos tedricos de los métodos de relajacion

Después de la perturbacion del sistema que se encuentra en equi-
librio, el sistema se desplaza a su nuevo estado de equilibrio segin
las ecuaciones cinéticas correspondientes. La concentracion de los
diversos componentes se aproxima al nuevo equilibrio a una velocidad
que esta determinada solamente por el mecanismo particular de reac-
cion implicado, es decir, por las concentraciones individuales y las
constantes de velocidad de los pasos elementales. En otras palabras,
el proceso de relajacion quimica permite rescatar la reaccion corres-
pondiente al equilibrio, o dicho de otro modo, permite investigar la
dinamica del equilibrio quimico. Un requisito necesario es que la per-
turbaciéon sea pequefia, de tal modo que las concentraciones varien
solamente en unos pocos tantos por ciento. Las pequefias perturba-
ciones dan lugar, por supuesto, a pequefios efectos y obligan, por tanto,
a poner grandes exigencias en la sensibilidad del equipo de registro,
pero la simplificacion del tratamiento matematico compensa sobra-
damente esta desventaja. Bajo estas condiciones, Ias ecuaciones dife-
renciales que describen los procesos cinéticos de cada paso individual
se pueden simplificar despreciando todos los productos de concentra-
ciones. Con ello se linealizan las ecuaciones de velocidad y se puede
aplicar el algebra de matrices para resolver el sistema de ecuaciones
diferenciales lineales.

Consideraremos independientemente dos casos: el de las reacciones
de un solo paso elemental y el de las reacciones de miltiples pasos.

1. REACCIONES DE UN SOLO PASO

En el caso de una reaccién que consiste en un inico paso elemental,
. k . . s
tal como, por ejemplo, A + B> AB, los cambios de concentracion

que tienen lugar después de una perturbacion se pueden representar
por una funcién exponencial. Asi, si designamos por:
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Co = concentraciéon del componente A en el equilibrio inicial,
es decir, en el tiempo t = 0 antes de producir la perturbacion.
concentracion final en el nuevo equilibrio, para un tiempo
t = oo (porque la funcion exponencial tiende asintéticamente
a este valor).
(C) = concentracion actual en el instante ¢.

1 = tiempo de relajacion.

Co

El cambio de concentracion como una funcién del tiempo se puede
expresar por
(Co — C)=(Cyp — Co)- 7"

o bien designando la variacion actual de la concentracién de C por
AC = C,, — C y la diferencia total de concentraciones en los dos es-
tados de equilibrio por ACy = C,, — Co-

(AC) = (AC)o- 7" [1]

La representacion grafica del cambio de concentracion definido por
esta funcion puede verse en la figura 3.

Coo =
ac

concentracidn

v

=0 T (tiempo) t

-
i
o

Figura 3

Otros autores utilizan una notacién distinta, de caracter mas ge-
neral. La ecuacién cinética lineal correspondienie a la variacion de
concentracion x; de uno de los compuestos reaccionanies, tomando
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como valor de referencia no la concentraciéon del equilibrio inicial,
sino un determinado valor de referencia Cj, se puede expresar por

dx; 1 1
P Dy =%, 2
dt_’_‘cxl T [2]
o bien:
X+ X =X, [3]

x; ¥ X; se definen como diferencias de concentracion de las especies reac-
cionantes, siendo:

x; = ¢; — ¢?, la diferencia entre la concentracién actual ¢; y un valor
de referencia cf;

X; = C; — ¢, la diferencia entre la concentracion c; en el nuevo equi-
librio y el valor de referencia c7 ;

7, una constante de tiempo, llamada tiempo de relajacion, cuyas dimen-
siones son seg~ !, que esta relacionada con las constantes de velocidad
y las concentraciones en el equilibrio, como veremos mas adelante.
La ecuacion [2] solo es valida si X; — x; < ¢; es decir, si la variacion
total de concentracion es mucho menor que el valor de la concentra-
cién ¢; (condicion de pequefia perturbacion). Integrando [2], se obtiene
la funciéon

(x)) = (X:)o €™ ",

analoga a la funcidn [ 1], que describe la curva exponencial representada
en la figura 4. Las figuras 3 y 4 representan las curvas que pueden ob-
servarse en la pantalla del osciloscopio en los dos casos posibles: que
la concentraciéon del componente i aumente o disminuya, respectiva-
mente, al pasar del equilibrio inicial al equilibrio final.

Una idea intuitiva de lo que representa el tiempo de relajacion
puede obtenerse si se tiene en cuenta que la variacion temporal de c
(representada por la tangente a la curva) es maxima inmediatamente
después del salto de temperatura, y disminuye a partir de entonces
constantemente. Si permaneciese tan rapida como al principio, se al-
canzaria el nuevo equilibrio después de un cierto tiempo 1 (proyeccion
de la tangente sobre el eje de abscisas), que podria determinarse del
modo mas simple, trazando la tangente a la curva en el tiempo ¢t = 0
(cf. fig. 3). Pero como el trazado de una tangente a una curva de este
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tipo es muy impreciso, lo que se hace en realidad es transformar la
ecuacion exponencial [1] en la ecuacion lineal

1%m0=myam-%n

Representando log AC frente a t, se obtiene el valor de 1/t como pen-
diente de la recta. En algunos casos se pueden llegar a obtener hasta
cuatro tiempos de relajacion de un mismo oscilograma; pero el registro
del oscilograma debe realizarse de tal modo, que se obtengan curvas
exponenciales casi puras.

2. ANALISIS DE LOS DATOS CINETICOS EXPERIMENTALES

Los tiempos de relajacion se determinan, pues, experimentalmente.
El problema que se plantea a continuacion es determinar en cada caso
la expresion que relaciona los tiempos de relajacion con las constantes
de velocidad. Como ejemplo vamos a considerar el caso de la reaccion
bimolecular de un solo paso:

A+ B2
ac
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La ecuacién cinética esta dada por

dA dB dC
_eA_ _aB_aC _, 4 .B_k
dt dt  dt 124 B — k2 G,

siendo 4, B y C las concentraciones en el equilibrio inicial.
Para el componente A4 resulta:

A
% = —kle’ B + kZIC‘
Designando por A4, AB y AC las variaciones de concentracion de los
componentes A, By C, y por 4, By C las concentraciones en €l nuevo
equilibrio, resulta:

AA=A—-4 AB=B— B AC=C-C;
y por tanto:
dﬁ@=_¢dZ+A@@+Am+kmé+Ao=

= —ky2AB — k;;AAB — k;,BAA — k;;AAAB + k;,C + k3, AC;
teniendo en cuenta la ley de conservacion de la masa:
AA = AB = —AC,
y la condicién de equilibrio:

ki;AB = k;,C,

se obtiene:

d(AA)
dt

= —k;,AAA — k ,BAA — k;;AAAA — k3AA

despreciando el término k;,AA - A4 por ser A4 muy pequefio (condi-
cion de pequefia perturbacidn), resulta, finalmente, la ecuacion linea-
rizada:

d(AA)

T [kyy + kia(A + E)]AA;

e integrando:
(AA): = (AA)O . e“(k21+k11(3+§)11’
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O sea:
1 - —
;=k21 +k12(A+B); [5]

representando 1/t frente a la variable de concentracion (4 + B), se
obtiene k,; como ordenada en el origen y k;, como pendiente de la
linea recta resultante, y, por tanto, puede calcularse la constante de equi-
librio K = ky,/k,;, que define el estado de equilibrio quimico.

3. REACCIONES DE VARIOS PASOS

En una reaccién ais, 'da, simple, el tiempo de relajacion es una
magnitud caracteristica sc'amente de este sistema, de un solo paso,
como acabamos de indicar.

Si tenemos un sistema de varias reacciones en las que no hubiese
acoplamiento alguno, cada tiempo de relajaciéon estaria relacionado
con cada una de las reacciones aisladas. En este caso ideal, después
de someter el sistema a una perturbacion, tienen lugar los cambios de
concentracién correspondientes a cada paso elemental, y el proceso
aparece representado fenomenolégicamente como una suma de tér-
minos exponenciales:

(AC), = (ACo)y - €™ + (ACo); - €72 + (AC); - €73 4 ...

que en la pantalla del osciloscopio darian una imagen del tipo indi-
cado en la figura 5. Cada intervalo de tiempo Atj, Ats, Ata, ... re-
presenta una «ventana de tiempo» en la que se puede observar el pro-
ceso elemental Gnico, representado por la funcién exponencial corres-
pondiente que tiene lugar en ese intervalo de tiempo.

Las variables de operacion del osciloscopio permiten obtener cada
una de estas curvas exponenciales por separado siempre que los tiempos
de relajacion correspondientes estén suficientemente separados. A partir
de cada una de las curvas exponenciales aisladas, se determinan los
dos parametros que caracterizan la funcion exponencial: la amplitud
(Ac,); y el tiempo de relajacion 1.

Este caso ideal, sin embargo, ya no es cierto si existe acoplamiento
entre las reacciones que dé lugar a interferencias entre los procesos
simples. Un acoplamiento entre diferentes reacciones se presenta siempre
que uno de los reactivos participa en diferentes reacciones o si el pro-
ducto de una reaccion cataliza a otra. En un sistema bioquimico sencillo
estan presentes, en general, varios equilibrios y varios pasos elementa-
les de reaccidn.
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En un sistema de pasos miltiples, los tiempos de relajacion no
corresponden, generalmente, a los pasos de reacciéon simples. Esto
es una consecuencia del acoplamiento entre las diferentes reacciones,
analogo al acoplamiento de vibraciones en un sistema de osciladores
multiples (tal como una molécula que contiene varios grupos atémicos).
Las frecuencias de resonancia resultantes de tal sistema corresponden
alos llamados «modos normales de vibracion» en lugar de corresponder
a los «modos de vibracion simples» de los osciladores aislados. Analo-
gamente, los tiempos de relajaciéon de los sistemas de reacciéon aco-
plados corresponden a los «modos normales de reaccién». En un sistema
de multiples pasos acoplados, se obtendra, por lo tanto, un espectro
de tiempos de relajacion, cada uno de los cuales esta relacionado ahora
con los modos normales del sistema.

El conjunto de las constantes de tiempo (tiempos de relajacion)
y las amplitudes constituyen lo que se llama espectro de relajacién
del sistema en cuestién. Graficamente vendria representado por un
espectro de lineas del tipo que puede verse en la figura 6, sobre la co-
ordenada tiempo, comparable a los espectros moleculares de vibracién
rotaciéon. Hay, pues, una estrecha analogia entre la espectroscopia
regular (ultravioleta, visible, infrarrojo, microondas, etc.) y la espec-
trometria de relajacion. La primera trata con fendmenos de resonancia:
la frecuencia en el espectro da informacién sobre las constantes de
fuerza y los momentos de inercia. La segunda trata de la relajacion,
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es decir, con los fendmenos de equilibrio, y en ella las constantes de
tiempo dan informacién acerca de las velocidades de transformacion
quimica.

De acuerdo con estas ideas se realiza el analisis cinético de los
datos experimentales.

En general, el calculo de las expresiones que relacionan los tiempos
de relajacion con las constantes de velocidad se hace de acuerdo con
el siguiente esquema:

1.°) Escribir el esquema de reaccién probable.

2.°) Definir las variables de reaccion.

3.°) Escribir las ecuaciones cinéticas correspondientes y lineali-
zarlas.

4.°y Resolver la ecuacion secular correspondiente al sistema de
ecuaciones diferenciales lineales obtenido.

Como ejemplo consideraremos el caso de una reacciéon bimolecular
seguida de una isomerizacion del complejo formado, es decir, de dos
reacciones simples acopladas por la especie intermedia 4B, comun
a ambas. Hay muchos ejemplos de este tipo de sistema de reaccién
en todos los campos de la quimica. Dentro de la bioquimica corres-
ponde a la reacciéon de un enzima con su sustrato, formando el complejo
intermedio AB enzima-sustrato.

1.y Esquema de reaccion:

ki kas
A+B =2 4B =C
kaq k32

2.°) Variables de reaccion:
Designando por x; la variacién de las concentraciones de A y B:

AA = AB = x,
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y por x, la variaciéon de la concentraciéon de AB:
AAB = x,,
teniendo en cuenta la ley de conservaciéon de la masa:
AA + AAB+ AC =0
resulta
AC = — (AA + AAB) = — (x; + x3)

con las dos variables de concentracion elegidas, x; y x, se pueden
expresar todas las variaciones de concentracion.

3.°) Ecuaciones cinéticas y linearizacion

44— —lix(4)(B) + ka1 (4B)
%4_) = —ky2(A)(AB) — kyz(B)(AA) + kyy(AB)

Bkl + B+ s (6]
% — ky3(A)(B) + ks5(C) — kz1(AB) — ky3(AB)
% — ky3AAB + ki3BAA + k33 AC — (kay + ky3) AAB

% = [ki2[(A) + (B)] — kaz] %1 — [ka1 + kas + ksz]x,  [7]

Se tiene asi un sistema de dos ecuaciones diferenciales en cuyo primer
miembro estan las variables de reaccion elegidas y en el segundo las
constantes de velocidad y las concentraciones en el equilibrio de A y B.
Haciendo:

—k12[(A) + (B)] = a1y

ky1 = aj,
ki2[(A) + (B)] — k32 = az; (8]

—(ka1 + ka3 + k32) = az;
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las ecuaciones de velocidad se pueden escribir en la forma:

—

X1 = a11X;1 + ajaXx; [9]
X2 = Q21X1 + G22X3

o bien en forma vectorial
hnd g
x=A-X

-
siendo X y x los vectores columna de las variables de concentracion
y de las derivadas, respectivamente, y A la matriz de los coeficientes

de velocidad:
- > ap1a;2\ (X1
A21Q22 /) \X2

Debido al acoplamiento de las dos reacciones, la variacién con el
tiempo de la concentracion xq, dx;/dt, es funciéon no sélo de x; (espe-
cie A), sino también de x, (especie AB), y la variacién con el tiempo
de la concentracion de x,, dx,/dt es funcién también de x; y de x,.
Para que cada una de estas variables dx,;/dt, dx,/dt, que representan
la variacion de las concentraciones con el tiempo, sea funcién de una
sola concentracion, se hace un cambio de variables de tal modo que:
aj1Xy + ay2%x; = Ayxg [10]
Az1X1 + A22%X2 = A2X3
o lo que es lo mismo:

(all - j-1)"‘1 + agax,; = 0 [11]
a31x1 + (@22 — A2)x2 =0

el sistema [11] de ecuaciones lineales homogéneas tienen soluciones
no triviales solamente si:
a;; — A a
11 1 12 =0 [12]
azi a2z — Az
los valores de A que cumplen esta ecuacidén secular, llamados valores
propios de la matriz de coeficientes del sistema [11], son tales que con
ellos se cumple:

J [13]
X2 A xs

dr



Espectrometria de relajacion quimica 253

las ecuaciones [13] son del tipo de la ecuacién general:

dxl 1 1_

@ T
ya que:

dxl 1 -

& 1 (i — x3)

y por tanto 1, representa un tiempo de relajacion normal de la variable

- ()

y A2 un tiempo de relajacién normal de la variable

<1>
X2, -
T2

En general, la ecuacién caracteristica
|4 — 2E| =0 [14]

da los n valores propios 4; como raices de una ecuacién de orden n.
Si mas de dos tipos de relajacion similares estan presentes, la evaluacién
de la ecuacién [14] puede ser complicada, pero siempre se puede
resolver

En nuestro caso, de la ecuacién secular:

aj; — 4 a2 -0
as, az; — 4

resulta la ecuacion de segundo grado

(@11 ~ Mazz — 4) — ay2a3, =0
A% — (a1 + a22)A + (11a22 — a12a31) = 0
De ella se deduce:
A+ A = ay + ax
1 1

— 4+ —=ki;[A+ B] + ka1 + kas + kaz; [15]
T1 T2 ’

1
1 a11a22 alza21~
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Sustituyendo aj;, a12, a;; ¥ az; por las expresiones dadas en [8] y
simplificando se obtiene:

1 1

oL kiz(kas + k32)(4 + B) + kaiksa, [16]
representando las ecuaciones [15] y [16] frente a (4 + B) se obtienen
dos lineas rectas (a) y (b).

k

A M
A /
kot koskso ko) K32

Las pendientesdan: k;, y ky,(k;3 + ki,)ylas ordenadas en el origen:
(k2 + k33 + k33) y kyiks,, respectivamente, resultando:

k,, = pendiente de (a)
k,; = ordenada en el origen de (a) — pendiente de (5)
__ordenada de (b)

kas

pendiente de (a)

k,3 = ordenada en el origen de (a) — (kz; + kaj).

Todas las constantes de velocidad se pueden determinar, por tanto,
directamente. A partir de ellas se calculan finalmente las constantes
de equilibrio K = k,,/k,;; K' = kja/ks,.

Un analisis completo de un espectro de relajacion no se reduce
exclusivamente a los tiempos de relajacion. Los valores absolutos de
la variacion de las concentraciones —(AC)o —, designados generalmente
como amplitudes, encierran la informacion referente a las magnitudes
termodinamicas, de tal modo que su analisis matematico permite
determinar, por ejemplo, la entalpia de la reaccion.
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Para ultimar la revision del estado actual de las técnicas de rela-
jacion quimica, indicaremos brevemente cuales son los problemas
planteados actualmente en este campo de la cinética quimica.

No es necesario extender la resolucion de la escala temporal, ya
que las velocidades de reaccion de los procesos elementales quimicos
tienen lugar en el intervalo de tiempo que es accesible con los métodos
ya desarrollados, si bien su ampliaciéon por debajo del nanosegundo
facilitaria el estudio de los procesos elementales fisicos. Mas importante
que cualquier mejora en el tiempo de resolucion seria un aumento de
la sensibilidad, que esti estrechamente ligada al problema de la re-
lacién sefial/ruido.

En resumen, podemos decir que actualmente parece posible analizar
cualquier mecanismo de reaccién quimica compleja, en términos de
sus pasos elementales. El nivel que pueda alcanzarse en el conocimiento
de la estructura fina de tal mecanismo, dependera del grado en que se
logre mejorar la sensibilidad de la deteccion.

VI. Aplicaciones de la espectrometria de relajacién quimica

Una vez expuestos los fundamentos tedricos y las técnicas expe-
rimentales de la espectrometria de relajaciéon quimica, es oportuno
indicar, aunque sea brevemente, los campos de investigacién funda-
mentales en los que se han aplicado estos nuevos métodos, para el
estudio cinético de reacciones extremadamente rapidas.

Siguiendo las ideas expuestas por Eigen (6), se pueden clasificar
estas aplicaciones dentro de tres areas diferentes de investigacion:

A) Quimica inorgéanica;

B) Quimica orgéanica;

C) Bioquimica.

En general, pueden distinguirse siete tipos distintos de reacciones,
susceptibles de ser investigados con los métodos de relajacién (1):

1. Reacciones de transferencia de protones: disociacién acido-
base, recombinacién de aceptores o donores con exceso o defecto de
protones, hidrolisis, tamponizacion, catalisis 4cido-base, interconver-
sion ceto-endlica, etc.

2. Formacién de enlace de hidrogeno (asociacién y cambios es-
tructurales en polipéptidos y proteinas y en acidos nucleicos).

3. Isomerismo rotacional.



256 Ernesto Gallego

Hidratacion.
Formacion de complejos con metales.
Reacciones de transferencia de electrones.
7. Reacciones enzima-substrato: incluyendo reacciones enzima-
inhibidor, proteina-colorante y reacciones hapteno-anticuerpo.

AR

1. APLICACIONES EN QUIMICA INORGANICA

Mas de las tres cuartas partes de los elementos naturales y artifi-
clales conocidos son metales. En disolucion acuosa se encuentran nor-
malmente, como iones cargados positivamente, rodeados por una o
varias capas de moléculas de agua unidas coordinativamente. En
quimica inorganica tienen lugar muchas reacciones en las cuales un
ion metalico, en disolucién, cargado positivamente, se une con uno
o varios ligandos cargados negativamente, para dar un complejo.
La velocidad de este tipo de reacciones es tan rapida, que en la literatura
cientifica se ha considerado normalmente como «inmedible». La in-
vestigacion experimental del mecanismo de muchas reacciones inorga-
nicas se ha hecho accesible solamente, desde la introduccion de los
métodos de relajacidon. Para que el i6n central metalico se una con otro
ligando, éste debe penetrar a través de las capas de hidratacion. Puesto
que las moléculas de agua de la capa de coordinacion interna son las
que estan mas fuertemente ligadas, esta substituciéon debe ser la mas
lenta. Las investigaciones de relajacién han confirmado esta suposicién
en numerosos tipos de iones metalicos. El mecanismo de esta gradual
substitucion se pone de manifiesto por un espectro de relajacion con
varias constantes de tiempo. Al quimico le interesa, ante todo, la subs-
titucion de la capa de coordinaciéon interna, porque determinadas
propiedades especificas del iébn metalico como son la carga, el radio,
el nimero de coordinacién y la estructura electronica se ponen di-
rectamente de manifiesto durante este proceso.

El examen de los resultados obtenidos (7) permite establecer las
siguientes conclusiones: En los iones alcalinos y alcalinotérreos, las
constantes de velocidad estan determinadas fundamentalmente por el
radio y la carga. Cuanto mas pequeiio es el radio y mas elevada es la
carga, tanto mas fuertemente estan unidas las moléculas de agua que se
han de substituir, y, por tanto, tiene lugar mas lentamente su substi-
tucién. El aumento del nimero de coordinaciéon hace mas labil la capa
de coordinaciéon dando lugar a un aumento de la velocidad de reaccion
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(por ejemplo, en los lantanidos). Influencias especificas de la estructura
electronica se ponen de manifiesto, especialmente en los metales de
transicidon. La mayoria de las constantes de velocidad de substitucién
estan en el intervalo de 10° a 10° seg™ 1.

Una discusion detallada de los mecanismos de substitucion puede
verse en la referencia (7).

Con los métodos de relajacion quimica, se han estudiado dos tipos
de complejos con metales: los que tienen aniones inorganicos como
ligandos y los formados con moléculas organicas ionizadas, tales como
los complejos de calcio y magnesio, con ADP~ y ATP™! (1) y (5).

2. APLICACIONES EN QUIMICA ORGANICA

El proton, en solucion acuosa, se comporta de una manera similar
a un i6on metalico hidratado, cuya «esfera de coordinacidon interna»
comprende cuatro moléculas de agua, formando el conjunto un com-
plejo muy estable, el HoOf, que es detectable por espectrometria de
masas. _ :

En las reacciones protoliticas, la molécula que reacciona con el
proton esta asociada con moléculas de agua, por enlaces de hidrogeno.
El proton puede penetrar en este complejo, sin sustituir directamente
las moléculas de agua, segiin un «mecanismo de salto», que se puede
representar esquematicamente por:

H

H
I

H-—O-H - O—H- X!

(las lineas de puntos representan enlaces de hidrégeno).

La velocidad del «mecanismo de salto» de un proton, determinada
por medidas de relajacion, en cristales de hielo, es de 10*3 seg™!. Ello
supone que la velocidad de recombinacion de un protoén, con cualquier
aceptor, es superior a la de cualquier otra reaccion controlada por
difusion. Las velocidades de difusion del proton y dél ion hidréxilo,
sobrepasan a las de cualquier otra especie idnica o molecular. Es decir,
la reaccion de neutralizacién H* + OH™ = H,0, es la mas rapida
de las reacciones de este tipo, siendo la constante de velocidad bimo-
lecular de 1,3 -10'! lit - mol~*! - seg™!.

Interacciones moleculares 9
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Se han estudiado muchas reacciones protoliticas, que demuestran
la influencia de la estructura molecular, las interacciones electrostaticas,
la estructura electronica y la formacion de enlaces de hidrogeno intra-
e intermoleculares. Solamente a través de la formacion de enlaces de
hidrégeno puede ser transferido el proton con la extrema rapidez
citada.

La cinética de la transferencia de protones se ha estudiado deta-
lladamente en un gran ntimero de acidos y bases organicas (8). Como
ejemplo representativo, de otros muchos estudios similares, Eigen
y col. (9) han determinado las constantes de velocidad de reacciones de
imidazol con diversos donadores de protones. Estas son de gran impor-
tancia en los sistemas de reaccion bioquimicos debido a la capacidad
de tamponamiento y de donar y aceptar protones, que tiene el imidazol,
en ¢l intervalo de pH préximo a 7.

Asimismo es muy representativo el estudio de la transformacion
ceto-endlica de compuestos heterociclicos, por ejemplo, del acido
barbiturico, cuyo esquema de reaccion es:

0
WP H A W
N—C N—C N—C
/ \ / Y . /
0=¢ CHy — | 0=¢ CH | +H* == o=cC CH
\ / \ £ \ 4
N—C N—C N—C
H N\ H A H \
L c | OH
CH E~ EH

Transferencia de electrones.

Es interesante comparar las reacciones de intercambio de protones,
citadas anteriormente, con las de transferencia de otra particula ele-
mental: el electron.

Como ejemplo, consideraremos el sistema quinona-hidroquinona,
que es uno de los sistemas redox mas importantes, tanto en los sistemas
biologicos como en diversos procesos tecnologicos. Durante muchos
afios se supuso que las reacciones en las que estaban implicadas la
quinona y la hidroquinona, tenian lugar a través de una semiquinona,
como radical intermedio.
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Combinando el método de salto de temperatura y la técnica de flujo,
se ha podido determinar la cinética de la reaccidn:

k
Q" +Q = 207
-1
(Q*~ = hidroquinona ionizada, Q = quinona, @~ = semiquinona) y

determinar las constantes k; y k_j.

Del estudio de diversos sistemas de reacciéon redox similares, se
deduce que la velocidad de transferencia de electrones se aproxima
al limite de la de los procesos cinéticos controlados por difusién, pero
son algo mas pequeias.

3. APLICACIONES EN BIOQUIMICA

La biologia constituye, hoy dia, el campo de aplicacion mas impor-
tante de la espectrometria de relajacion. Por este motivo se han des-
arrollado diversos métodos, proyectados con las caracteristicas ne-
cesarias para hacer accesible la investigacion de secuencias de reac-
ciones biologicas complejas.

El estudio de la cinética de los sistemas bioldgicos requiere el empleo
de métodos que no alteren el sistema de reaccion, con el fin de que los
procesos biol6gicos sean investigados en su «transcurso natural», sin
forzar las fronteras relativamente estrechas de las condiciones naturales
en las que se desarrolla la vida. Las pequeiias perturbaciones, como son
las utilizadas en las técnicas de relajacion, satisfacen esta exigencia vy,
ademas, permiten un analisis completo de los pasos elementales de
las reacciones investigadas.

Uno de los campos mas representativos de la aplicacion de los
métodos de relajacion quimica es el del estudio de la cinética de las
reacciones enzimaticas. Las velocidades globales de la catalisis enzi-
matica eran ya accesibles a los bioquimicos, pero s6lo ahora, mediante
las técnicas de relajacién quimica, es posible penetrar en la «estructura
fina» de sus mecanismos de reaccién.

Como es sabido, las velocidades de las reacciones enzimaticas son
tan elevadas que es necesario diluir las enzimas a concentraciones de
0,1 a 10 pg/ml - (10~° a 10~ ° M, aproximadamente) para poder seguir
las reacciones convenientemente. En estas condiciones, las medidas
cinéticas dan muy poca informacién de los procesos rapidos del estado
pre-estacionario, tales como la formaciéon de los complejos enzima-
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substrato. Ahora bien, esta clase de interacciones entre proteinas y
pequefias moléculas esta recibiendo cada vez mas atencion, ya que
es precisamente a este nivel en el que entra en juego la alta selectividad
de las reacciones bioquimicas. Con objeto de detectar los diversos
intermediarios implicados en estos procesos, €s necesario aumentar
la concentracion de la enzima hasta que sea del orden de la del substrato,
es decir, 10~ % a 1073 M. Esto significa un incremento de 3 a 5 6rdenes
de magnitud respecto a las concentraciones de enzimas utilizadas
normalmente en la cinética del estado estacionario. Entonces, las
reacciones bimoleculares, taies como la unién de un substrato a su
enzima especifico, estan aceleradas por el mismo factor, dando lugar
a vidas medias de reacciéon del orden de 107° a 1072 seg. Es obvio
que se necesitan métodos especiales, de gran poder de resolucion en
el tiempo, para investigar las reacciones que tienen lugar en estas con-
diciones. Los métodos de relajacion quimica, que, ademas de no per-
turbar el sistema de reaccion, tienen el poder de resolucion necesario,
resultan, por tanto, adecuados para ¢l estudio de este tipo de reacciones.

Numerosos mecanismos enzimaticos se han analizado mediante estas
técnicas, en diversos laboratorios, en el curso de los ultimos afios (10}
(11)(12) y (13).

Como ejemplo representativo de las posibilidades que ofrece el
empleo de la especirometria de relajacion, indicaremos brevemente
los resultados a que ha dado lugar su aplicacion en la investigacién
del mecanismo de accion de las enzimas alostéricas.

Desde hace ya largo tiempo se sabe que ciertas enzimas, al unirse
a sus substratos, no siguen la ley de accidon de masas, sino que presentan
un comportamiento cooperativo. Segiin este mecanismo, las primeras
moléculas del substrato se unen a la enzima con una afinidad relativa-
mente pequefia, pero logran «despertar la tendencia» de la enzima a
unirse con nuevas moléculas de substrato. Esta crece al aumentar la
poblacion de moléculas del substrato dispuestas para su union con la
enzima, de tal modo que, finalmente, en la proximidad de la saturacion,
la enzima se une con mucha mayor afinidad a las moléculas del substrato.
La interaccion de la hemoglobina con el oxigeno tiene este caricter
cooperativo: en el pulmon, en presencia de una elevada cantidad de
oxigeno, tiene lugar una saturacion completa, pero si la presion parcial
de oxigeno disminuye por debajo de un limite determinado, 1a hemo-
globina parece «desinteresarse» de su union con el substrato y libera
de nuevo todo el oxigeno. Si se mide 1a saturacion de la enzima con el
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substrato, y se representa en funcién de la concentraciéon de substrato,
se obtiene una curva sigmoide en lugar de una curva hiperbélica, como
corresponderia a un mecanismo regido por la ley de accion de masas.

- Para explicar esta ‘interacciéon cooperativa, Monod, Changeux y
Wyman (14) han propuesto un modelo, segiun el cual, la enzima, que
consta de varias subunidades, se puede presentar en dos conformaciones
espaciales distintas: una conformacion con gran afinidad para el subs-
trato forma R, (o sea, con alta actividad catalitica) y otra con poca
afinidad, forma T.

Las caracteristicas de este modelo son tres: a) La molécula proteica
existe en dos estados estructurales diferentes. ) La transformacion
estructural es un proceso que se puede caracterizar con la designacion
«todo o nadax. ¢) Las subunidades son equivalentes e independientes.
Tal modelo queda descrito con tres parametros, y las ecuaciones ci-
néticas correspondientes reproducen perfectamente las curvas sig-
moidales obtenidas experimentalmente, describiendo la unidén del
substrato con ambas formas, asi como la isomerizacién de la enzima.

Koshland (15) ha propuesto un modelo alternativo que, con tres
parametros, logra una reproduccion exacta de las curvas de saturacion.
El mecanismo de accidén enzimdtica correspondiente, denominado «in-
duced fit», ofrece otra explicacion fisica del aumento de afinidad a
medida que la proteina se satura con el ligando. En este mecanismo
se pone el énfasis en los cambios secuenciales de la estructura de la
subunidad y la afinidad del ligando, postulando que ¢l ligando, en cada
subunidad, y so6lo en ella, induce una transformaciéon estructural
Por el contrario, el modelo alostérico de Monod, postula la existencia
de un pre-equilibrio «alostérico», entre dos conformaciones de la pro-
teina oligomérica, cada una de las cuales tiene una afinidad diferente
para el ligando, segln se describe en el capitulo siguiente:

Se han estudiado diversas enzimas, implicadas en distintos me-
canismos de regulaciéon, que presentan una respuesta sigmoidal, de
velocidad y unidn, respecto a la concentracion de substratos, activa-
dores o inhibidores. Asimismo, se ha puesto de manifiesto que estas
interacciones cooperativas de moléculas de ligando estan relacionadas
intimamente con la estructura de las subunidades de la enzima y con
los cambios conformacionales que acompaiian a la accién del ligando.
En el curso de la investigacion relativa a la unidn de la coenzima NAD
(dinucleotido de nicotinamida y adenina) con la enzima GAPDH
(gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa), se estim6 que este caso par-
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ticular es un sistema ideal para el estudio de la interaccién homotrépica
de ligandos. Considerando, ademéas, que la union del NAD con la
enzima GAPDH podria constituir un sistema idéneo para probar la
versatilidad y el poder de la espectrometria de relajacion, como técnica
de investigacién cinética, Kirschner y col. (16) y (17) han estudiado
dicho mecanismo de unién utilizando la técnica de relajacién de salto
de temperatura.

En condiciones experimentales (pH 8,5; 40°C), que dan lugar a
curvas de titulacién sigmoidales, el espectro de relajacion obtenido
para este sistema es relativamente simple. E]l empleo de instrumentos
de alta estabilidad y sensibilidad (18), ha permitido determinar la
existencia de cinco tiempos de relajacion, pero solamente tres de ellos
son de caracter significativo en el mecanismo cinético estudiado y
estan suficientemente bien separados en el eje del tiempo para poder
establecer expresiones analiticas simples que relacionan las constantes
de tiempo con las constantes de velocidad y las concentraciones de
equilibrio. Se ponen asi de manifiesto dos procesos rapidos, cuyas
constantes de tiempo corresponden a los intervalos 1/t; = 10® a
10* seg™! y 1/7, = 10% a 10® seg™!, v un tercer proceso, relativamente
lentc, cuya constante de tiempo es 1/t3 = 0,1 a 10 seg.

Las velocidades de los dos procesos rapidos aumentan al aumentar
la concentracion de NAD; la naturaleza de esta dependencia permite
identificar, en principio, los procesos rapidos con dos tipos diferentes
de reacciones bimoleculares, que corresponden probablemente a dos
tipos diferentes de sitios de unidn. Por el contrario, €l hecho de que la
velocidad del proceso lento disminuye gradualmente al aumentar la
concentraciéon de NAD, hasta alcanzar un valor constante, y de que
resulta ser independiente de la concentracién de la enzima, permite
asignar este proceso a una reaccién de isomerizacion de la enzima entre
dos estados estructurales diferentes que, de acuerdo con la designacion
utilizada por Monod para las enzimas alostéricas, llamaremos estado R
y estado T.

La secuencia de procesos que tienen lugar después de una per-
turbaciéon rapida del equilibrio por un salto de temperatura puede
describirse de la siguiente forma: En la fase inicial, 107¢ a 10~ 2 seg,
todas las reacciones que representan los procesos de isomerizacién
entre las estructuras R y T son tan lentas que pueden ser despreciadas:
Los unicos procesos que tienen lugar son las reacciones bimoleculares
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de las formas R y T con el NAD. El primer proceso de relajacion se
puede identificar inequivocamente con una reaccion de segundo orden:

kq
E+DZ ED

%p
Durante el proceso de reequilibrio de la reaccion mas rapida, el otro
proceso, menos rapido, se puede despreciar, porque es demasiado
lento, y, por tanto, el primer proceso de relajacion se puede considerar
como un proceso aislado. La dependencia de la concentracion viene
dada por la ecuacién

1/1, = kp + k4(E + D),

donde E indica la concentracion de equilibrio de los sitios de union
libres de la enzima, y D la concentracién del NAD* libre. A concen-
traciones elevadas de ligando, la concentracion de los sitios de unién
libres resulta despreciable comparada con la concentracién de ligando
libre, siendo entonces

1/1'1 =kD+ kAB

El sitio de union implicado en el proceso de relajacion mas rapido
se puede identificar como un sitio de alta afinidad que corresponde
a la forma R.

El valor de la constante de disociacidon K = kp/k, resulta ser:
K=@8+2)-10"°M.

El segundo proceso de relajacion es también claramente de segundo
orden y se puede identificar con una reaccion del tipo:

E+D K E'D
+ A )

en la que E’ representa una segunda configuracion de la enzima, la
forma T, distinta a la representada con el simbolo E. En esta reaccion
se cumple la relacion:

= <[ K+D
11, =kp + k' N
/'L'z p+ A<D+E|:K+D+E:|>

que a concentraciones elevadas de NAD™* se reduce a:

11, = Ky + Ky D.
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El sitio de unién correspondiente se puede identificar como un sitio
de baja afinidad, que corresponde a la forma T, siendo la constante
de disociacién K' = (2,5 + 0,8)- 1073 M.

Como se ha indicado anteriormente, el tiempo de relajacion del
proceso mas lento es consistente con una lenta isomerizacién de la
enzima. '

Puesto que el espectro de relajacidon, tal como queda indicado,
es relativamente simple, resulta factible examinar si es consistente
con las predicciones cualitativas de los mecanismos posibles que se
han propuesto para explicar la unién cooperativa. El mecanismo se-
cuencial esta caracterizado por cinco hibridos conformacionales de
la enzima, que estan relacionados entre si por cuatro reacciones de
unién consecutivas. Por lo tanto, en la cinética de relajacién corres-
pondiente a este mecanismo solamente se puede observar la super-
posicién de procesos de segundo orden. Las isomerizaciones no trans-
curren como pasos elementales observables independientemente. Es
evidente que el mecanismo secuencial no puede dar cuenta de la exis-
tencia de 7;. Se demuestra teéricamente que, aunque el mecanismo
alostérico, para una enzima tetramérica, esta caracterizado por nueve
tiempos de relajacion, solamente tres de ellos son detectables, de acuerdo
con las observaciones experimentales. Dentro de los limites de error
del método, se puede establecer la conclusion de que el apoenzima existe
solamente en dos conformaciones tetraméricas.

La cooperatividad entre las subunidades es tan elevada, que la
transicion estructural tiene que ser un proceso «todo o nada». En
otras palabras, los resultados experimentales obtenidos utilizando las
técnicas de espectrometria de relajacién indican que todos los pos-
tulados especificos ‘que caracterizan el modelo de Monod parecen
cumplirse dentro de los limites de error experimentales.

Teniendo en cuenta las conclusiones expuestas, consideramos que
la enzima GAPDH (de levadura) es el primer ejemplo de una proteina
alostérica, para la cual el mecanismo concertado, propuesto por Monod,
constituye, al menos en una primera aproximacion, una descripcién
adecuada. En rigor, esta conclusion seria valida solamente, por supuesto,
para las condiciones particulares en que se ha realizado el experimento.
Sin embargo, cambios moderados de temperatura (de 40° a 20°C)
y de pH (de 8,5 a 9,0) no alteran las caracteristicas cualitativas del es-
pectro de relajacion.
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Al establecer estas conclusiones conviene recordar que, en general,
los datos cinéticos proporcionan informacion solamente para excluir
ciertos mecanismos, pero no para demostrar incuestionablemente la
existencia de un mecanismo determinado en particular. Es evidente
la conveniencia de preguntarse siempre, una vez evaluados e inter-
pretados los resultados experimentales, si existen otros mecanismos
que podrian dar cuenta de las observaciones realizadas. Respecto a las
conclusiones establecidas por nosotros, se puede afirmar que diversos
estudios de la unién de NAD* a GAPDH de levadura realizados inde-
pendientemente por otros investigadores, en las mismas condiciones
que las utilizadas en las medidas de relajacion, pero utilizando técnicas
diferentes, concuerdan con las predicciones del modelo concertado.

VII. Limitaciones de las técnicas de espectrometria de relajacién
quimica

Es obvio el interés que tiene siempre el presentar un estudio critico
de las limitaciones que ofrece toda técnica experimental. Por ello,
para ultimar esta breve revision de algunas de las posibilidades que
tiene la espectrometria de relajacién quimica en la investigacion de
reacciones rapidas, consideramos oportuno referirnos a las limitaciones
inherentes a esta nueva técnica. Entre los diversos estudios de este tipo
merece citarse el reciente trabajo de Loudon y Koshland (18), en el que
demuestran que, en algunos casos, puede obtenerse el mismo tipo de
espectros de relajacion para mecanismos de reaccidon que son induda-
blemente distintos. Por otra parte, debido a que los errores experi-
mentales son del orden del 10 al 25 por 100, pueden obtenerse curvas
que no sean distinguibles experimentalmente, aunque teéricamente
deban ser perfectamente distinguibles.

Estas limitaciones de la espectrometria de relajacién quimica no
significan que esta técnica no constituya un método de investigacion
de un valor excepcional. Actualmente, la espectrometria de relajacion
es el inico método que permite investigar procesos demasiado rapidos
—aque no se podrian estudiar por el método de «stopped flow»— en
los que estan implicadas macromoléculas del mas alto interés biologico.
Ademas de los mecanismos enzimaticos anteriormente citados, se han
investigado con estas nuevas técnicas algunos de los mecanismos de
accion de los acidos nucleicos, especialmente los correspondientes
a los procesos de transferencia del codigo genético.
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Se puede afirmar que los resultados mas fascinantes a que daran
lugar los métodos de relajacién quimica seran los que se logren en el
estudio de las reacciones biologicas. Estamos en el umbral de un nuevo
periodo de la investigacién cientifica, en el que la moderna cinética
de reacciones puede contribuir a la comprensién de los procesos de
auto-organizaciéon molecular y programas de formaciéon y regulacion
que condicionan la evolucién de la vida. Este podria ser, ciertamente,
el primer paso hacia la elaboracion de una teoria fisica de la evolucion.
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INTRODUCCION

En el estudio de las interacciones que ocurren a base de moléculas
de trascendente significacién bioldgica, cabe distinguir los aspectos
fisicos que a ellas subyacen y su repercusion en el orden bioquimico.
Es precisamente este segundo aspecto el que se va a desarrollar en este
capitulo. , :

La funcionalidad bioquimica de las interacciones moleculares
radica, en buena medida, en su contribuciéon a la fenomenologia de la
regulacion del metabolismo y aparece ciertamente ligada al fenomeno
conocido como alosterismo. Conceptos estos, pues, de regulacion,
interacciones y alosterismo que con frecuencia se interpenetran, pero
acerca de los que cabe hacer ciertas precisiones previas. v

La regulacion del metabolismo como fenomeno multifactorial viene
afectada por multiples variables, entre las que, sin duda, la contribucién
de la regulacion enzimdtica es la de mayor significado y la que guarda
conexion mas directa con las interacciones a nivel molecular. Regu-
lacion enzimatica que, a su vez, viene sustentada —de un lado— por
los propios niveles de la enzima, fruto del distinto grado de actividad
genética, y —de otro— por la actividad catalitica que la enzima sea
capaz de exhibir.

Ambos tipos de regulaciéon enzimatica se manifiestan en virtud de
la intervencion de diferentes y variados motivos de interaccion a nivel
molecular. La actividad catalitica de una enzima ofrece la mas simple
y directa manifestacién de interacciéon en la formacion del complejo
enzima-sustrato. Son, sin embargo, las enzimas-poseedoras de estruc-
tura cuaternaria las que son capaces de exhibir una modulacién de su
actividad en términos de interaccién molecular entre las subunidades.
Estas subunidades, aunque poseen la informacion necesaria para su
estructura tridimensional, no constituyen la forma funcional de la
enzima, sino que precisan de una cierta interaccion entre ellas para que
se manifieste la actividad catalitica. Estas interacciones pueden adquirir
un grado de complejidad como el que exige la interpretacion de las
caracteristicas cinéticas anormales de las enzimas conocidas como
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alostéricas, capaces de dar lugar a transiciones conformacionales a
base de la interaccion entre subunidades o con pequefias moléculas
conocidas como ligandos. Transiciones conformacionales que median
las interacciones indirectas entre localizaciones de union topografica-
mente distintas, y que se conocen como efectos alostéricos; transiciones
conformacionales que se establecen entre formas mas activas y menos
activas —habitualmente conocidas como R (Relaxed) y T (Tight}—
a las que de manera preferente se unen los activadores o inhibidores
alostéricos, una de cuyas manifestaciones en el orden regulador es la
denominada retroinhibicion.

Estas propiedades alostéricas de las enzimas que pueden aparecer
modificadas mediante la formacion o rotura de enlaces covalentes,
con la implicacidon de nuevas enzimas, que de esta forma llevan a cabo
una amplificacién del comportamiento regulador. Asi, pues, el alos-
terismo.va a representar un fendomeno fisico que subyace de forma
trascendente a los mecanismos de regulaciéon enzimatica y que va a
participar en el complejo esquema de la mas general regulacion del
metabolismo. :

Varios tipos de interaccién a nivel molecular han de ocurrir asi-
mismo como consecuencia del control de los niveles de enzimas. Dejando
a un lado las interacciones propias del mecanismo de sintesis proteica,
su regulacion —induccion, represion— es dependiente de la interaccién
de un ligando sobre la proteina represora. En el mismo orden de ideas
puede mencionarse la participacion de interacciones moleculares en
otros tipos de control fisiologico, hormonal, del sistema nervioso, etc.;
asi, en la accién del misculo, en los procesos de conduccion nerviosa
y transmisién sindptica, en el proceso visual, en la funcién de membranas
con respecto particular a mecanismos de excitaciéon y transporte activo,
en la translocacién de los ribosomas, etc., existen —con distinto grado
de fundamento— proteinas con estructura cuaternaria y cambios
conformacionales, constituyendo la base de sus mecanismos.

El control alostérico del comportamiento cinético de las enzimas
esta relacionado con el control de la sintesis. Por ejemplo, la sintesis
de una enzima se detiene o disminuye en respuesta a un aumento en la
concentracion de un metabolito determinado, que puede ser el producto
final de una secuencia de reacciones en las que la enzima participa;
en general, esta disminucién afecta de forma coordinada a todas las
enzimas de la secuencia. Por el contrario, el control alostérico por
retroinhibicién tiene lugar, generalmente, sobre una (nica enzima del
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proceso. Ambos tipos de mecanismos, retroinhibiciéon de una enzima
aislada y represion coordinada del conjunto de enzimas de la secuencia
metabolica, se presentan con frecuencia de modo simultaneo, con lo
que se da un control fino a través de la modulacién de la actividad
catalitica a la vez que se produce una gran economia celular por medio
de la regulacion coordinada de los niveles de enzimas.

Los aspectos reguladores de las enzimas poseedoras de estructura
cuaternaria adquieren una nueva dimensién ante las propiedades de
los complejos multienzimaticos a base de interacciones heterdlogas
entre macromoléculas enzimaticas diferentes que influencian la estruc-
tura y funcion catalitica de las enzimas implicadas.

I. Regulacion metabolica

1. GENERALIDADES

La regulacion del metabolismo viene caracterizada por la gran
complejidad que es capaz de manifestar, a la que contribuye en primer
lugar la multiplicidad de etapas enzimaticas integradoras de las se-
cuencias metabolicas, aun de las mas sencillas; etapas que pueden
constituir puntos de control ejercido bajo formas variadas.

A la complejidad de la regulacion metabolica contribuyen otros
factores, como la existencia de metabolitos reguladores multifuncionales,
la presencia de multiples efectores actuantes sobre la misma reacciéon
enzimatica y las concentraciones variables de enzimas, sustratos y
efectores. Los sistemas glicolisis-gluconeogénesis y lipogénesis cons-
tituyen procesos metabdlicos en los que es posible ejemplificar los
anteriores aspectos de regulacion metabdlica.

La multiplicidad de etapas enzimdticas y un ejemplo sencillo de la
posibilidad de conexiones metabdlicas entre sistemas diversos —glico-
lisis y lipogénesis— pueden verse en la figura 1. La unidad basica para
la sintesis de acidos grasos, acetil-CoA, se genera en la descarboxilacién
oxidante del acido piravico, posiciéon final comun de la degradacion
glicolitica. A partir de esta unidad se biosintetizan acidos grasos, para
lo que se requiere la integracion de otros sistemas que suministran
el poder reductor necesario a la reducciéon del acetilo, catalicen la
carboxilacion para formar la unidad condensante (malonil-CoA),
condensen estas unidades y lleven a cabo las adecuadas hidrataciones
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e hidrogenaciones, suministren la energia necesaria bajo la forma
de ATP y regeneren la coenzima A por desacilacion o transacilacion.

Dicho esquema va a servir asimismo para poner de manifiesto la
existencia de metabolitos capaces de influenciar de forma multivalente
la compleja situacién metabdlica; ejemplo significativo lo constituye
la especial situacion del citrato, que puede participar en esquemas de
suministro de energia, poder reductor, acetil-CoA y como efector
de enzimas. Su posicion en el ciclo de Krebs queda vinculada a la pro-
duccidon de energia; el suministro de poder reductor para la sintesis
de acidos grasos se debe a la presencia extramitocondrial de la isocitrico
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deshidrogenasa; la escision extramitocondrial del citrato es causa
parcial de la presencia de acetil-CoA; como efector metabélico ejerce
un efecto positivo sobre la acetil-CoA carboxilasa, y negativo sobre
la fosfofructoquinasa. '

2. REGULACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

El control directo de la actividad enzimdtica por metabolitos fue
comprobada inicialmente en los procesos de biosintesis de los amino-
acidos valina-isoleucina (1) y de pirimidinas(2). La treonina desaminasa,
primer sistema enzimatico de la transformacién metabolica treonina —
—s isoleucina, resulta inhibida por la isoleucina, producto final de la
transformacion; este control negativo de la actividad enzimatica por
los productos finales habia de desarrollarse ampliamente en gran
niimero de sistemas bacterianos y de otros organismos y dar Jugar a
formas mas complejas de mecanismos de retroinhibicién: cooperativa,
concertada, cumulativa, etc. '

Frente ‘a los anteriores esquemas de regulacion exhibidos por
diversos tipos de procesos de biosintesis, la regulacion de los procesos
catabolicos viene caracterizada por la intervencion de productos finales
del metabolismo energético (fosfato, pirofosfato, nucleotidos).

Especial interés han de presentar en el orden regulador los procesos
que participan de ambos tipos de funciones, biosintéticas y degradati-
vas; dentro de este esquema, las relaciones glucolisis-gluconeogénesis
ofrecen una significacion especial. En todos los casos, la via principal
de la gluconeogénesis implica la reversion de la glucolisis, en la que las
etapas termodinamicamente irreversibles se obvian con la presencia de
una reversibilidad funcional a base de sistemas enzimaticos propios;
sin embargo, la formacién de precursores gluconeogénicos adopta en
cada caso mecanismos metabodlicos particulares. En la figura 2 se
representan esquematicamente algunas de dichas relaciones en E. coli,
asl como el control ejercido sobre la actividad enzimatica. Desde el
punto de vista operacional, este esquema puede dividirse en los siguien-
tes apartados:

1) Fructosa-6-P — Fructosa-1,6-P — — fosfoenolpiruvico (PEP)
2) PEP — oxalacético — aspartico (o malico)

3) Pirlivico —» — — acetil-CoA

4) Acetil-CoA — citrico — isocitrico — a-cetoglutarico.



274 Angel Martin Municio

Glucégeno
glucosa ghicosa-1-P
\glﬁcosa‘(
ADP-glucosa
ADP--.. fructosa— .
s ___@ P> FDP, PEP
sa-1-6-
aspdrtico '
acetil-CoA \E? PEP
GTP,CDEFDP ‘7@\ i -~ AMP,FDP
OXALACETICO PIRUVICO
\ o acetil-CoA
-k . . -~AMPGDPPEP
NADH MALICO R

\

ACETIL-CoA

acetil-CoA
OAA,NADH

Figura 2

El producto final de cada una de estas secuencias biosintéticas
actuara como retroinhibidor de la primera etapa enzimatica corres-
pondiente. Asi, la fosfofructoquinasa, primera enzima de la secuencia 1),
‘se inhibe por PEP en E. coli y preparaciones de mamiferos; la PEP-
carboxilasa, primera enzima de la secuencia 2), se inhibe por una serie
de acidos dicarboxilicos, de los que el dcido aspartico posee la accidon
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mas eficaz; la acetil-CoA ejerce un control negativo de la actividad de
la piruvico deshidrogenasa, primera enzima del complejo multienzi-
matico que actua sobre el pirdvico; el a-cetoglutarico, producto final
de la secuencia 4), inhibe la citrato sintetasa de E. coli.

Por otro lado, una serie de controles ligados al metabolismo ener-
gético producen efectos contrarios sobre las enzimas que de modo
independiente catalizan la reversibilidad funcional de determinadas
etapas (fig. 2); sirvan de ejemplo los controles que se ejercen sobre
fosfofructoquinasa y fructosa difosfatasa. La primera de ellas en E. coli
se activa y la segunda se inhibe por ADP o AMP; sin embargo, cuando
la célula se encuentra energéticamente saturada, esto es, cuando la
relacion ATP/AMP es muy elevada, este sistema de control no es de
gran significacion por los bajos niveles de ADP y AMP. Al contrario,
cuando el suministro de energia es bajo, estos efectores tienden a incre-
mentar la velocidad de las reacciones conducentes a la formacion
de ATP. Asi, al ya mencionado efecto del ADP sobre la fosfofructo-
quinasa en E. coli hay que afadir la activaciéon por AMP de una de las
dos piruvico quinasas y la activacion por AMP de la pirtvico des-
hidrogenasa. 4

La misma situacion metabolica glucolisis-gluconeogénesis va a
servir para ilustrar el control de enzimas diferentes que conducen a la
formacion de un compuesto tinico. En las bacterias entéricas, la forma-
cion de PEP puede tener lugar, en condiciones gluconeogénicas, por
la accion de dos enzimas PEP carboxiquinasa y PEP sintetasa; la
primera de ellas se induce cuando se utilizan como fuentes carbonadas
compuestos de cuatro carbonos (succinico, malico), en tanto que la
segunda lo es cuando se utilizan como fuente carbonada compuesto
de tres carbonos (alanina, pirtvico, lactico) (fig. 3).

Dado que las células contienen piruvico quinasa, el PEP formado
durante la gluconeogénesis podria dar lugar a triosa-P, pero también
podria revertir a piravico y ATP; este conjunto aparece controlado por
la existencia de dos pirtivico quinasas, una de las cuales se activa por
FDP, y la otra es constitutiva y se activa por AMP. Otros ejemplos de
duplicacion de enzimas sometidas a distinto tipo de control son las
enzimas malicas, dependientes, respectivamente, de NADP* y de
NAD™*; las dos isocitrico deshidrogenasas, dependientes de NADP™;
las dos glutamico deshidrogenasas, dependientes de NADP™, etc.

Dentro del control directo de la actividad enzimatica hay que
sefialar las interrelaciones que se establecen entre sistemas de regulacion
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’Fig'ﬁra 3.—1. Piruvico quinasa.—2. PEP carboxilasa.—-3. PEP carboxi-
quinasa. —4. Madlico deshidrogenasa.—5. Enzima mdlica.—6. Pirtvico des- .
hidrogenasa.—7. Citrico sintetasa.—8. PEP sintetasa.

pertenecientes al mismo proceso metabolico. En la figura 4 se observan
los sistemas de control que se establecen en E. coli en el transcurso del
proceso glicolitico. ‘

En primer término, puede apreciarse como e1 PEP puede utilizarse
por las células para llevar a cabo toda una serie de sintesis; ademas,
puede transformarse en piruvico y oxalacético por mediaciéon respec-
tiva de la pirtvico quinasa y PEP carboxilasa. En el orden regulador,
PEP actua como retroinhibidor de la fosfofructoquinasa, pero también
controla en E. coli, y de forma alostérica las enzimas, en que, como sus-
trato, participa de las vias catabdlica (piruvico quinasa) y anaplerética
{(PEP carboxilasa). A su vez, la propia sintesis de acetil-CoA es modulada
a través de su influencia sobre la actividad del complejo de pirtivico
deshidrogenasa; la acetil-CoA, de otro lado, activa fuertemente la PEP
carboxilasa —y, en presencia de FDP, la activacion resulta de natura-
leza cooperativa—, que va a permitir el logro de gran cantidad de
esenciales ingredientes celulares (aminoacidos, bases nitrogenadas). Todo
ello, al lado de su participacién en el proceso de biosintesis de acidos
grasos, hace de los niveles de acetil-CoA un factor de especial signifi-
caciéon en la regulacién metabdlica de la glicolisis y las rutas ana-
pleroticas.
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Se ha hecho ya mencion de como la formacion de precursores gluco-
neogénicos adopta situaciones metabolicas particulares de la entidad
biol6gica; asi, en Pseudomonas y Arthrobacter no se encuentra la
PEP carboxilasa, y el oxalacético se produce, como en levaduras y
animales, por la piravico carboxilasa dependiente de ATP.



278 Angel Martin Municio

En tercer lugar, en el conjunto de la regulaciéon en cascada que
ofrece el proceso glicolitico en E. coli, los acidos dicarboxilicos de cuatro
atomos de carbono ejercen sobre la PEP carboxilasa una fuerte retro-
inhibicion; dicha enzima adquiere notable importancia cuando las
bacterias crecen en medios de glucosa, glicerina o pirivico, en tanto
que resulta inhibida en su actividad cuando se utilizan compuestos de
cuatro carbonos. Como quiera que la enzima tiene una baja afinidad
para el PEP, resulta relativamente ficil la inhibicidn casi completa de
la actividad. '

La presencia de multiples efectores actuantes sobre una Unica etapa
del metabolismo y su contribucion a la complejidad de la regulacion
del metabolismo han sido ya puestos de manifiesto. Dentro de esta idea
cabe destacar la especial susceptibilidad que a su control ofrece la
acetil-CoA carboxilasa, cuya actuacion constituye la etapa primera hacia
la biosintesis de los 4cidos grasos; toda una serie de efectores, tales como
citrato, isocitrato, ATP, Mg?*, palmitoil-CoA, palmitoil-carnitina,
palmitico, han sido descritos como modificadores de la actividad enzi-
matica de la acetil-CoA carboxilasa.

Las etapas enzimaticas individuales pueden ser controladas, a su
vez, por cambios en los niveles de enzima, sustratos y efectores. Por lo
que hace referencia a los niveles de efectores como instrumento de control
de la actividad enzimatica, debe sefialarse el interés que ofrecen los nu-
cleotidos de piridina reducidos en la regulaciéon de gran namero de enzi-
mas y procesos metabolicos, tales como el ciclo tricarboxilico, la glu-
coneogeénesis, el proceso oxidativo de las pentosas y, sobre todo, en
la regulacion de procesos anfibdlicos. En la figura 3 se muestra la capa-
cidad reguladora que el NADH ejerce sobre las bacterias del grupo
entérico en la formacion y empleo de oxalacético; regulacion que en
este caso ha de ser mas fina que en organismos eucarioticos, en donde
la compartimentalizacién celular contribuye a solventar determinadas
exigencias o requerimientos metabdlicos. Asi, cuando se produce
oxalacético, puede serlo con finalidades diferentes; por ejemplo, para
colaborar con la acetil-CoA en la puesta en marcha y mantenimiento
del ciclo tricarboxilico, o también para contribuir a la formacién del
acido aspartico y compuestos del mismo derivados; la reconversion
del oxalacético en pirtvico via malico seria un tanto innecesaria, dada
la produccién de piruvico directamente a partir de PEP. En estas
circunstancias de convergencia de reacciones en puntos centrales de
ramificacién, la presencia de. NADH juega un papel primordial; el
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NADH inhibe alostéricamente la actividad de la enzima 4 (maélico
deshidrogenasa) y de la enzima 5 (enzima malica). De esta forma, si el
oxalacético se ha producido en respuesta a la activacion de la PEP
carboxilasa por acetil-CoA (fig. 4) y ha de impedirse su conversién en
malico, el sistema enzimatico que realiza la transformacién oxala-
cético — malico debe estar inhibido; asi, la enzima malica de E. coli
exhibe una estructura adecuada para producir un comportamiento
alostérico en presencia de oxalacético y concentraciones crecientes
de NADH. Mas adelante podra comprobarse como ello equivale, en
el aspecto cinético, a una velocidad sigmoidea, que se acentia con
el incremento de la concentracion del sustrato, y a una disminuciéon
simultinea de Vmax de la reaccion; en el aspecto fisiolégico, supone
que el oxalacético posee un umbral bajo el cual —a un determinado
nivel de NADH— no puede convertirse en malico. El comportamiento
subsiguiente de la enzima malica y su inhibicion alostérica por NADH,
NADPH, acetil-CoA vy, sobre todo, por oxalacético, aiiaden nuevos
elementos de control a la transformacion oxalacético — piruvico.

3. REGULACION DE LA SINTESIS DE ENZIMAS

La regulacién enzimatica como ingrediente central de la regulacion
del metabolismo en general ha quedado centrada en sus dos aspectos
fundamentales: control directo de la catdlisis y regulacion genética de
la sintesis de enzimas. Examinada como queda la problematica general
del control de la actividad enzimatica y la base fisica sobre la que se
soporta, se contempla a continuacién el panorama que ofrece la elabo-
racion de los niveles de enzimas y las formas biologicas con arreglo a
las que sobre ellos puede incidirse.

Entre las ideas que hasta este momento se han ido puntualizando
figuran la participacion del alosterismo en los mecanismos de regulacion
enzimatica, considerada en su mas amplia acepcion, y la relacion entre
el control alostérico del comportamiento cinético de las enzimas y el
control de la sintesis; relacién esta que era tan s6lo establecida como
manifestacion conjunta de la doble posibilidad de incidencia reguladora
sobre la velocidad de las reacciones enzimaticas. Es ya momento,
pues, de dejar constancia de que las interacciones a nivel molecular
van a ejercer una funcién primordial sobre la elaboracion de los niveles
de enzimas, 0, lo que es lo mismo, sobre el control genético de la sintesis
de proteinas.
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~ El control genético de los niveles de enzimas esta basado en el
establecimiento de los mecanismos precisos de sintesis de proteinas,
logrado sobre todo utilizando sistemas bacterianos (3-6), y en las ideas
de induccidén y represion enzimaticas llevadas a cabo por metabolitos
que, al incidir sobre la sintesis inmediata de mRNA especificos, modulan
la presencia de los referidos niveles.

En el esquema que aparece en la figura 5 se compendia de forma
simple el proceso regulable de la sintesis de proteinas y algunas de sus

enzima -
enzimas _
enzimas———
aminoacidos
t-RNA
anto-
(repliuaniﬁn) D NA m-R NA Protelnas
[transcripeidn) [traduceion}
—transmisisidn — secuencia de especie
caracteres hereditarios especifica
constante
— variacién secuencias: — variacidn estructura
mecanismos segun especie:homologia

proce s o regulable

Figura 5

propiedades consustanciales. En primer término, la estructura quimica
del DNA, al autorreproducirse, da lugar a la transmision de los carac-
teres hereditarios; pero al transcribirse es causa de la constancia y la
especificidad del ordenamiento de los aminoacidos en las proteinas de
la misma especie bioldgica; transcripcion y traduccién son las dos
etapas en las que se materializa el cambio de contenido informativo
correspondiente a la transmision DNA — proteinas. En segundo lugar,
queda constancia en la figura 5 de que los cambios que, con arreglo a
mecanismos diversos, pueden ocurrir en la estructura del DNA, pueden
dar lugar a variaciones en la estructura de las proteinas, con un elevado
grado de repercusion en el orden bioldgico. La naturaleza regulable
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del proceso de la formacién de proteinas se bosqueja en la figura 6;
proceso regulable que ya podemos considerarlo encasillado dentro del
conjunto de sistemas de regulacion que act@ian con mecanismos dife-
rentes y a distintos niveles; proceso regulable también sobre el que las
interacciones moleculares se van a manifestar bajo la forma de un
control negativo o de un control positivo de la transcripcién. El control
positivo de la transcripcion esta fundado en las especiales caracteristicas
de la RNA-polimerasa, que son examinadas de forma mas profunda
en otro capitulo de esta obra. El control negativo de la transcripcion
esta fundado en la existencia de las proteinas represoras, elaboradas
por los genes reguladores, y en la funcionalidad de las histonas; ambos
elementos centrales del control negativo de la transcripcion, proteinas
represoras y proteinas histonas, tienen fundamentada su actuacion
a través de interacciones con el DNA, que, asimismo, quedan recogidas
en otros lugares de esta obra. Asi, pues, el producto de los genes regula-
dores actia como inhibidor de la actividad de los genes estructurales;
en el caso de los sistemas inducibles, este producto es activo por si mismo;
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pero en el caso de los sistemas reprimibles se requiere un factor de bajo
peso molecular. Dado el equilibrio

R=R,
F

para los sistemas inducibles, R mismo es activo como represor y R’ es
inactivo; en tanto que, para los sistemas reprimibles, R’ es el represor
activo. En el primer caso, el producto resultante de la interaccién
represor-inductor no se une al DNA operador, mientras que en el segun-
do tan sélo el producto resultante de la interaccidén represor-correpresor
se combina con ¢l DNA operador.

Al conocimiento de los datos actuales sobre la regulacion de los
niveles de enzimas se ha llegado principalmente: a) mediante el estudio
de las propiedades de los mutantes del gen regulador (i); ) mediante el
el estudio de las propiedades de los mutantes del gen operador (o);
¢) mediante el aislamiento y estudio de las propiedades de las proteinas
represoras; d) mediante el estudio de la union de las proteinas represoras
al gen operador; e) estudio de formas alteradas de las proteinas repre-
soras por mutaciones.

Diversas proteinas represoras han sido aisladas y estudiadas, y
entre ellas se encuentran las del operdn «lac» (7), del fago 4 (8), del coli-
fago 434 (9), de la biosintesis de arginina por E. coli K-12 (10), siendo la
mejor conocida de todas ellas la proteina represora del operdn «lacy.

La proteina represora del operén «lac» posee un peso molecular de
unos 150.000 y se disocia por tratamiento con dodecilsulfato sédico,
o incluso por simple conservacion en subunidades de peso molecular
aproximado de 40.000, lo que sugiere una estructura tetramérica (11);
estas subunidades conservan la propiedad de unirse al inductor «gra-
tuito» no metabolizable, isopropil-§-D-galactosido, pero no la de
unirse al DNA operador. Las cadenas polipeptidicas constituyentes
de lag subunidades poseen metionina-aminoterminal y lisina-carbo-
xiloterminal y son de naturaleza acida con un punto isoeléctrico 5.6.
En una preparacion cruda de esta proteina represora se ha obtenido un
valor de 4.7 para la relacién del namero de localizaciones de unién al
inductor (IPTG) al niimero de localizaciones de unién al operador;
valor que significa, en lineas generales, que la forma tetramérica repre-
senta la forma de union de la proteina represora al operador. Los
resultados acerca de la interaccion de la proteina represora con el ligan-
do IPTG son contradictorios, obteniéndose, segiin las preparaciones,
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respuestas cooperativas o debidas a localizaciones de unién no inter-
accionantes.

Las proteinas represoras de los fagos A y 434 se han aislado como
sencillas cadenas polipeptidicas, de pesos moleculares respectivos 28.000
y 26.000, las cuales unen a sus respectivos operadores bajo la forma de
tetrameros en rapido equilibrio con los monémeros (12).

El tetramero represor del operén «lac» corresponde, aproximada-
mente, al didmetro 70-100 A de una proteina globular, que se acoplaria
a un fragmento de DNA correspondiente a dos-tres vueltas de hélice,
o lo que es lo mismo, a 20-30 pares de bases; longitud que suministraria
una estabilidad suficiente a la interaccion represor-operador no cova-
lente. Otra cuestion a este respecto la constituye el grado de helicidad
del DNA operador requerido para la uniéon de la proteina represora;
esta unién podria realizarse por reconocimiento externo de la doble
hélice o por participacién aislada de ambas cadenas en la unién. Los
datos obtenidos permiten sugerir la idea de que el represor actia por
simple unién a la parte externa del DNA operador, leyendo la secuencia
de bases especialmente a lo largo del surco grande.

A la vista de esta presentacion de la regulacién de la sintesis de
enzimas, y, por tanto, de sus niveles, queda puesto de manifiesto como
a ella subyacen los mismos mecanismos fisicos basicos propios de la
modulacién de la actividad enzimatica.

Sin embargo, ha de tenerse también presente que los niveles actuales
de enzimas pueden ser el resultado de dos mecanismos generales:
a) alteracién en la velocidad de sintesis enzimatica, y b) estabilizacién o
labilizacion de la enzima en presencia de una continuada sintesis;
mecanismos especialmente validos para células animales, en que la degra-
dacion de proteinas es un proceso continuo que puede alterarse de
modo independiente a la velocidad de su sintesis (13).

Variaciones en los niveles de enzimas presentes en los tejidos animales
pueden provocarse mediante diversos tipos de alteraciones fisioldgicas,
nutritivas y hormonales, asi como por la administracién de variados
agentes farmacolégicos. No es un cometido facil, sin embargo, averiguar
los niveles precisos de enzimas determinadas en los tejidos, ya que
logicamente es insuficiente el dato experimental de la actividad enzi-
matica observada. El conocimiento directo de los niveles enzimaticos
a través del aislamiento y purificacién de la enzima particular, ademas
de ser un procedimiento extraordinariamente laborioso, puede muy
bien conducir a resultados experimentales poco comparables. Son las
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técnicas inmunoldgicas las que en la actualidad sirven de manera prefe-
rente a la averiguacion de la cantidad de una proteina especifica; exige
este procedimiento la obtencidon de los anticuerpos correspondientes a
la proteina objeto de medida, previamente obtenida en estado de
pureza, lo que, una vez logrado, hace que el método sea facil, repro-
ducible y capaz de llevar a cabo gran nimero de determinaciones
simultineas. Puede argiiirse como principal demérito del método la
posibilidad de variaciones estructurales, que, sin afectar al comporta-
miento inmunolodgico, son capaces de incidir sobre la actividad enzima-
tica. Se han determinado por este procedimiento, y a modo de ejemplo,’
acetil-CoA carboxilasa (14), glucosa-6-P-deshidrogenasa (15), cata-
lasa (16), etc.

Definida la modificacion de los niveles, resta la averiguacion de la
causa responsable de la misma, alteracion de la sintesis o de la degrada-
cién, para lo que se hace uso de variados procedimientos isotopicos (17).

Han sido descritas toda una serie de enzimas afectadas en sus niveles
por la accion de los efectos antes mencionados. Asi, alteraciones en la
dieta afectan los niveles de acetil-CoA carboxilasa en higado (18),
arginasa (19), serina-deshidratasa (20), isoenzima 5 de lactico des-
hidrogenasa (21), etc. Diversas hormonas son capaces de inducir varia-
ciones en ciertas enzimas; asi, glucocorticoides (22) e insulina y gluca-
gon (23) elevan los niveles de tirosina-transaminasa, hecho ciertamente
de interés dada la naturaleza fisiolégicamente antagonista de ambas
hormonas pancreaticas; se ha sugerido que las tres hormonas. puedan
actuar a través de diferentes mecanismos, tales como la induccidén
de cambios a través de isoenzimas (24). Los glucocorticoides elevan,
asimismo, los niveles de glutimico-alanina transaminasa de higado
debido a una elevacidon de la velocidad de sintesis (25); la triptofano
oxigenasa aumenta su concentracion en el higado por accidn de la
hidrocortisona (26).

Probada la modificacion de los niveles de enzimas bajo las influen-
cias nutritivas, hormonales o farmacoldgicas, resulta necesario comentar
las posibilidades de su actuacion a nivel de los mecanismos de sintesis
o degradacién de proteinas.

En este aspecto, quizas sea necesario hacer notar en un principio
la incierta existencia, al menos, de operones en las células animales,
aunque se haya demostrado la similar respuesta de varias enzimas a la
accion de circunstancias nutritivas u hormonales; asi, por ejemplo, la
insulina afecta de forma andloga a las enzimas gluconeogénicas del
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higado de rata (27), pero asimismo se ha demostrado (28) la no localiza-
cién en el mismo cromosoma de diversas enzimas glicoliticas.

La regulaciéon enzimatica en las células animales parece mas bien
estar vinculada al metabolismo de los acidos ribonucleicos. Ciertas
hormonas esteroidicas afectan los niveles de TfRNA y tRNA (29-31) y
diversos tipos de compuestos son capaces de interaccionar con ciertas
proteinas, como la unioén de estradiol (32), aldosterona (33) y dietil-
estilbestrol (34) a proteinas de distintos 6rganos (histonas, cromatina,
etcétera.). Ello conexiona este tipo de regulacidon con la funcién de las
histonas y otras proteinas nucleares, que, al modificarse estructural-
mente (fosforilacion, acetilacion, etc.) mediante reacciones enzimaticas
mediadas por el AMPc, pueden permitir una modulacién de la sintesis
de enzimas (35).

Otras posibilidades de regulacion se han establecido a nivel de la
estabilizacion selectiva y control de la traduccion del mRNA (36),
variaciones en las propiedades aceptoras de los ribosomas hacia los
tRNA (37).

Frente a estas posibilidades de regulacion en orden a los mecanismos
de sintesis, existen las que actuen a nivel de los procesos degradativos,
que pueden abarcar desde las actividades degradativas inespecificas
hasta la necesidad de proteinas especificas. Una variacion en la con-
centracion de sustratos, cofactores, etc.,, inducida por alteraciones
nutritivas u hormonales, puede ejercer un efecto mas o menos especifico
sobre la estabilidad de las enzimas (38). Asimismo se ha descrito la
existencia de proteinas modificadoras de la actividad de ciertas enzimas,
como glutamina-sintetasa (39), ornitina-transcarbamilasa (40), glucosa-
6-P-deshidrogenasa (41).

II. Alosterismo y transiciones alostéricas
1. CONCEPTOS GENERALES

Antes de entrar en la consideracion del control de la actividad
enzimatica como uno de los grandes sistemas de regulacidon, vamos a
establecer y definir un cierto nimero de principios. Se designa como
poder catalitico de una enzima su capacidad para incrementar la velo-
cidad de una reaccion quimica; la relacién de velocidades de la reaccion
en presencia y en ausencia de la enzima es el factor catalitico. Residuos
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cataliticos, residuos de especificidad y centro activo hacen referencia a
unos restos de aminoacidos o a una zona de la enzima implicados en
la reaccidn enzimatica; residuos cataliticos, x; y x,, son los restos de
aminoacidos directamente implicados en los cambios covalentes que
tienen lugar durante la reacciéon enzimatica; residuos de especificidad
son los restos de aminoacidos implicados tanto en la unién del sustrato
como en los procesos subsiguientes de la reaccion no implicados direc-
tamente en los cambios covalentes; centro activo se utiliza para designar
la regiéon proxima a los restos cataliticos y que participa en la unién y
reaccion de los sustratos (fig. 7).

Figura 7

El término enzima alostérica (42) se utiliza para designar una enzima
capaz de exhibir las siguientes caracteristicas: 1) contener una loca-
lizacién diferente de la del centro activo cuya participacion es esencial
a los mecanismos de regulacion; 2) exhibir una cinética de naturaleza
sigmoidea; 3) participar al comienzo de un proceso metabélico o en las
etapas de ramificacion del mismo. Efecto alostérico es el efecto de un
modificador M, unido a una localizacién diferente de 1a del centro activo
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y que influencia la actividad o capacidad de unién de éste por medios
indirectos. Localizacion alostérica se utiliza frecuentemente como sin6-
nimo de localizacion reguladora, significando la localizaciéon que une los
modificadores o efectores, regulando la actividad enzimética; en un
sentido estricto, la idea de «alosterismo» es mas amplia que la que exige
la existencia de localizaciones reguladoras; asi, la hemoglobina, sin
poseer localizaciones reguladoras, entra de lleno en el concepto de
proteinas alostéricas, caracterizadas por la posesion de propiedades
cooperativas.

El término ligando se usa para designar en general pequefias mo-
léculas que se unen a la enzima mediante enlaces no covalentes, y actian
como sustratos, activadores o inhibidores. Modificador o efector se
utiliza indistintamente para designar cualquier ligando capaz de afectar
la actividad catalitica de la enzima sin alterarse durante la reaccion.
Un efector positivo incrementa la actividad o capacidad de unién de
un segundo ligando, en tanto que un efector negativo la disminuye.

El concepto de cambio conformacional supone un cambio en la
posicion media de los nucleos atémicos sin afectar los enlaces co-
valentes.

2. ALOSTERISMO Y CONTROL DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

El control directo de la actividad enzimdtica puede tener lugar a
través del mecanismo catalitico mismo o por su acoplamiento con
otros procesos.

La actividad enzimética depende asi, pues, y en primer lugar, de la
concentracion de sustrato y de coenzimas. La cinética sencilla de
Michaelis-Menten establece que, al aumentar la concentracién de
sustrato, se incrementa la velocidad de reaccion hasta alcanzar un valor
maximo. Distintos tipos de coenzimas son necesarias a la actividad
catalitica de diversas enzimas, de forma que la concentracion de aquéllas
en la célula puede ejercer una funcion reguladora. Por otro lado, la
union de la enzima al sustrato viene representada por una grafica
hiperbdlica; pero, cuando la estructura cuaternaria de la enzima esta
constituida por multiples subunidades, la grafica se hace sigmoidea
debido al efecto de la interaccion de las subunidades sobre la unién
del sustrato; en la figura 8 puede facilmente verse como, en este segundo
caso, pequeflas variaciones en la concentraciéon de sustrato pueden
originar una mayor variacion en la velocidad de reaccién, con lo que
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Figura 8

se destaca la influencia que la concentracién de sustrato puede ejercer
en la regulaciéon enzimatica.

Los mecanismos reguladores en los que el control de la actividad
enzimatica se ejerce por acoplamiento con otros procesos, se centran
en dos tipos de procesos: el primero implica la union del ligando regu-
lador a una localizacion enzimatica diferente de la del centro activo, con
la produccién de interacciones cooperativas entre las subunidades
adyacentes; el segundo tiene lugar por modificacion covalente de la
enzima mediante la actuacion de una nueva enzima o grupo de enzimas
que intervienen de modo sucesivo «en cascada». Ambas formas de
control estan ligadas a la existencia en las enzimas de cambios confor-
macionales.

La regulacion mediante la unién de ligandos a las proteinas enzima-
ticas tiene, a su vez, dos versiones fundamentales. En primer término, la
retroinhibicion (inhibicion «feedback»), en la que el ligando regulador
es el producto final de un proceso metabélico que puede impedir su
propia formacion al inhibir la actividad de una de las primeras enzimas
del proceso. En segundo lugar, la activacion por precursores, en la que el
ligando regulador es el primer sustrato de un proceso y activa una
enzima posterior de la secuencia de reacciones.

La modificacién quimica representa un mecanismo regulador de
gran significacion biologica e indica que se unen o separan de la proteina
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ciertos grupos especificos mediante la formaciéon o rotura de enlaces
covalentes.

A estos dos tipos de mecanismos reguladores deben afiadirse otros
varios. En primer término, las reacciones de asociacion-disociacion de
proteinas, con un significado central en los mecanismos «in vivo»
de control. Estas reacciones de asociacion-disociacion pueden, a su vez,
referirse a la exclusiva polimerizacion de enzimas (sistemas autoaso-
ciantes) o a los complejos multienzimdticos, constituidos por proteinas
con diferente especificidad enzimatica; ambos mecanismos de regula-
cion se fundamentan en las interacciones proteina-proteina, bajo cuya
idea quimico-fisica deben asimismo reunirse las interacciones sub-
unidad-subunidad en las enzimas alostéricas.

El control hormonal y el control ligado al estado energético de la
célula son, finalmente, otros mecanismos mediante los que se puede
regular la actividad enzimaética.

Desde un punto de vista integrador, puede hoy afirmarse que la
mayoria de las enzimas intracelulares estan constituidas por un numero
definido de subunidades que interaccionan para formar estructuras
oligomeéricas del tipo de las denominadas «configuraciones cerradas».
Sin embargo, en ciertos casos se van a presentar «configuraciones
abiertas», es decir, agregados de subunidades que forman oligomeros
filamentosos; son los casos, dignos de destacar, de la acetil-CoA carbo-
xilasa y de la glutaminasa.

3. NIVELES ESTRUCTURALES DE LAS PROTEINAS

Las proteinas poseen tres niveles de organizacién estructural —pri-
maria, secundaria y terciaria—, aunque entre las dos ltimas categorias
sea dificil establecer en algunos casos una demarcacion muy definida.
En cualquier caso, ello supone una divisiéon de gran valor conceptual
en orden al estudio de las relaciones estructura-funcién-estabilidad de
estas macromoléculas.

La estructura primaria de las proteinas implica el establecimiento
de un orden o secuencia, con arreglo a la cual se unen entre si los amino-
dcidos para originar la cadena polipeptidica. A su vez, esta ordenacion
ha de aportar datos acerca de los aminoacidos mas préximos en su orga-
nizacién espacial; esta localizacién relativa de los aminoacidos da lugar
al nivel de organizacién que se conoce como estructura secundaria, y
que se expresa en términos de distancias interatémicas, angulos de enlace,

Interacciones moleculares 10
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rotacion restringida y enlaces no covalentes. Esta estructura se puede
apreciar de modo claro en muchas proteinas fibrosas bajo la forma de
hélices o, en proteinas en estado cristalino, en cadenas polipeptidicas
en disolventes organicos, etc. El plegamiento de las cadenas polipepti-
dicas en moléculas compactas globulares origina un nivel superior de
organizacion: la denominada estructura terciaria; esta estructura trata,
pues, de las relaciones espaciales de la molécula considerada en su con-
junto. Las fuerzas responsables de la estabilidad de las estructuras
secundaria y terciaria no experimentan restriccion alguna en cuanto a
su naturaleza y contribuyen con frecuencia a reforzarse mutuamente;
en cuanto a la naturaleza de los enlaces, pueden éstos ser covalentes y
no covalentes. Entre los enlaces covalentes, el puente disulfuro encierra
una especial significaciéon, ya que contribuye con gran frecuencia al
entrecruzamiento de regiones distantes de la estructura polipeptidica;
son ejemplos de ello las estructuras de la tripsina, ribonucleasa, lisozima,
etcétera, y alcanzan, quizas, su maxima expresion en las estructuras de las
inmunoglobulinas, en donde estan presentes numerosos puentes disul-
furo, que, ademas de unir localizaciones diferentes de la misma cadena
polipeptidica, lo hacen también entre posiciones determinadas de dis-
tintas cadenas. Otros tipos de enlaces covalentes, tales como éster,
fosfodiéster, peptidicos, etc., tienen escasa significacion en la estructura
terciaria de proteinas.

El comportamiento hidrodinamico de las proteinas en solucion
se comporta con arreglo a tres tipos de modelos. El primero de ellos
puede representarse por las proteinas globulares antes mencionadas,
con forma de elipsoides de revolucidén con pequefias relaciones axiales;
las disoluciones de estas macromoléculas son ligeramente mas viscosas
que el disolvente puro. Un segundo tipo de biopolimeros se comporta a
manera de rodillos, que otorgan al disolvente un notable incremento en
su viscosidad y experimentan durante su movimiento una gran resis-
tencia friccional. El tercer tipo de modelos hace referencia al denomi-
nado «random coil», experimentado preferentemente con modelos
sintéticos, sin las fuerzas de atraccién, que otorgan a las proteinas
globulares su naturaleza compacta, y sin la rigidez de los modelos ante-
riores, que se presenta bajo la forma de cadenas flexibles estadistica-
mente espiraladas.

A continuacién figuran datos de viscosidad y tamafio molecular
de ejemplos de biopolimeros que se comportan con arreglo a los tres
mencionados tipos de modelos.
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Protef Cadenas estadisticamente Biopolimeros en forma
roteinas globulares . :
espiraladas de rodillos
P.M. |cc/g P.M. |cc/g P.M. |cc/g

Ribonucleasa.| 13.700 ( 3.3 | Poliestireno..| 70.000 [ 37| Fibrindgeno.|330.000| 27

Ovoalbimi-
Lisozima. . ... 14.400 | 3.0 naen urea. | 44.000 | 34| Miosina. .. .[620.000 | 230
Aldolasa. .... 142.000( 3.8 | RNA....... 1.5x10°| 100} DNA....... 5x10° {5000

DNA desna- Virus del mo-
Alcohol deshi- turalizado saico del
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Por otro lado, las fuerzas de atraccion no covalentes que representan
una mayor contribucion cuantitativa a la estabilizacion de las estruc-
turas secundaria y terciaria son los enlaces de hidrogeno y las inter-
acciones apolares o hidrofébicas, débiles desde una contemplacion
individual, pero que actian de forma cooperativa en el mantenimiento
estructural,

Los enlaces de hidrégeno pueden establecerse ya sea entre oxigeno
carbonilico e hidrogeno amidico de diferentes agrupamientos peptidicos,
ya sea entre grupos funcionales de las cadenas laterales de los amino-
acidos; no cabe duda de que son los primeros los que pueden presentarse
en mayor numero y con gran regularidad. Observaciones de Pauling,
Corey y Branson (43) sugieren que todos dichos oxigenos e hidrégenos
participan de enlaces de hidrogeno; sin embargo, las conclusiones refe-
rentes a la funcion de los puentes de hidrogeno en proteinas presentes
en medios acuosos deben tomarse con cautela, a menos que sea tenido
en cuenta el efecto del agua en la estimacion de la fuerza intrinseca del
enlace. Asi, Pauling (cf. nota 43) estim6 en 8 kcal/mol la energia del
enlace N-H...O = C; sin embargo, Kauzmann (44) significa que la
energia requerida para la rotura de un enlace de hidrogeno interpepti-
dico es muy inferior a dicho valor, porque el proceso en medio acuoso
implica una reaccion de intercambio en la que los enlaces de hidrogeno
agua-agua tienen que ser asimismo rotos. Schellman (45), mediante un
estudio de las propiedades termodinamicas de las soluciones de urea,
establece el calor requerido para romper un enlace de hidrogeno
en 1.5 kcal/mol.

Determinaciones haciendo uso de métodos mas refinados han
permitido obtener directamente el calor de formacién de enlaces de
hidrégeno peptidicos. Klotz y Franzen (46) estudian la agregacion de
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sistemas modelo y el desplazamiento en el espectro de absorcién infra-
rroja debido a la formacién de enlaces de hidrogeno intramoleculares
en funcion de la concentracion y de la naturaleza de los disolventes; el
valor de la variacién de entalpia (AH) para la formaciéon de un enlace
de hidrogeno entre moléculas de N-metil-acetamida en medio acuoso
es practicamente cero.

Tampoco, a pesar de estos bajos valores para la fuerza intrinseca
de los enlaces de hidrogeno interpeptidicos, seria correcto pensar en la
ausencia de una cierta significacion de estos enlaces en el mantenimiento
de las estructuras de orden superior; ha de tenerse presente asimismo
que el interior de las moléculas proteicas posee una elevada concentra-
cién de restos apolares que contribuyen a crear un medio que dista
mucho, a su vez, del modelo en que se realizan las medidas en medio
acuoso. La presencia de los grupos que comparten el hidrégeno en
regiones de baja constante dieléctrica y relativamente libres de agua
incrementaria la energia de los enlaces de hidrégeno interpeptidicos,
a cuyo efecto total se uniria la alta concentracién de enlaces peptidicos
en el interior de la molécula.

Por lo que se refiere a los enlaces hidrofobicos, hay que sefialar
que alrededor del 40 por 100 de los aminoacidos presentes en las pro-
teinas poseen restos apolares, por lo que es de esperar una importante
contribucion de estas interacciones en el comportamiento de las cadenas
polpeptidicas y en la estabilizacion de las estructuras secundaria y
terciaria. Las interacciones hidrofobicas resultan de las fuerzas atrac-
tivas que exhiben los restos no polares al evitar su contacto con la fase
acuosa, y adherirse asi unas a otras bajo la forma de micelas intramolecu-
lares.

La naturaleza precisa del enlace hidroféobico ha sido objeto de mal-
tiples formulaciones, entre las que merecen mencionarse las detalladas
investigaciones tedricas de Némethy y Scheraga (47), quienes estudian
la interaccion entre dos cadenas laterales mediante tratamientos termo-
dindmico-estadisticos de agua liquida pura y soluciones acuosas de
hidrocarburos. En la estimacion del cambio de energia libre que acom-
pafia a la formacién de un enlace hidrofébico, determinaron dichos
autores los cambios en la estructura del agua, las fuerzas intermolecula-
res entre los grupos y las restricciones en la rotacion airededor de los
enlaces sencillos como consecuencia de la interaccién, demostrando
que la fuerza de estos enlaces proviene del cambio en la estructura del
agua. Estas y otras consideraciones termodindmicas (48-49) han llevado
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a la conclusién de la estabilidad térmica de los enlaces hidrofébicos.
Puesto que la transferencia de hidrocarburos desde el medio acuoso a
un medio no polar (formacion del enlace hidrofobico) es un proceso
endotérmico —variacion de entalpia positiva—, tales procesos se favo-
recen por un incremento de la temperatura. Ello significa que, si las
proteinas ven estabilizada su conformacion por enlaces hidrofébicos,
la elevacion de temperatura ha de conducir a un incremento en la
estabilidad hasta una temperatura de unos 60° C, en que la variaciéon
de entalpia es cero. Sin embargo, el hecho de que la mayoria de las pro-
teinas se desnaturalizan a temperaturas superiores a los 50° C, indica
que estos enlaces hidrofoébicos no pueden por si mismos ser responsables
de la estabilizacion de las estructuras secundaria y terciaria. Si la esta-
bilidad de la cadena polipeptidica en su conjunto fuera debida al com-
portamiento cooperativo de enlaces de hidrégeno interpeptidicos y
enlaces hidrofébicos, la temperatura de maxima estabilidad decreceria
hacia temperaturas inferiores, y la macromolécula se desnaturalizaria
rapidamente al elevarse la temperatura por encima de dichos puntos.

Muchas proteinas y enzimas son capaces de manifestarse bajo la
forma de equilibrios reversibles de asociacion-disociacion a base de dife-
rentes estados de agregacion; ésta es la causa de grandes discordancias
en muchos estados experimentales de pesos moleculares determinados
bajo condiciones diferentes de agregacion influenciadas por la tempe-
ratura, pH, concentracion, presencia de factores diversos, etc. En
presencia de agentes desnaturalizantes, dichas proteinas y enzimas
se disocian hasta subunidades que puede poseer tamafios moleculares
inferiores a los de los mondmeros, subunidades privadas de actividad
biolbgica que representan cadenas polipeptidicas individuales. Algunos
autores han considerado dentro de la idea conceptual de subunidades
las cadenas polipeptidicas que se unen entre si mediante enlaces cova-
lentes del tipo -S-S- en, por ejemplo, insulina e inmunoglobulinas;
sin embargo, la consideracion de subunidad en el seno de una estructura
cuaternaria hace referencia tan solo a las cadenas polipeptidicas aso-
ciadas mediante fuerzas no covalentes, y que daran lugar —conforme
se verda mas adelante— a mondmeros activos o directamente a proteinas
oligomeras. Esta asociacién de subunidades para producir proteinas
bioldgicamente activas se presenta de modo fundamental en proteinas
globulares; pero no de forma exclusiva, ya que existen proteinas fibrosas,
como la miosina, constituidas asimismo por subunidades.

La contribucion de la microscopia electronica al estudio de las
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proteinas se hace asimismo patente en este caso (50), e incluso se ha
llegado a la demostracion de la estructura e interconversiéon de formas
discretas de enzimas, como en el caso de los mondémeros, dimeros y
tetrameros de la glucosa-6-P deshidrogenasa de eritrocitos (51).

4. CAMBIOS CONFORMACIONALES

La conformacién de las macromoléculas en solucion viene deter-
minada de modo fundamental por las interacciones no covalentes que
actian entre fragmentos de la macromolécula, y de ésta con las molécu-
las de disolvente que la rodean. En su estado nativo, las estructuras
polipeptidicas adoptan una forma definida y mas o menos rigida; esta
conformacion se define en virtud de los angulos de torsion de rotacion
interna alrededor de los enlaces sencillos de la molécula, de los que
existen dos, y por residuo de aminoacido, ya que el tercer angulo, corres-
pondiente al enlace C-N, se supone fijo debido al caracter parcial de
doble enlace que posee la unién peptidica. La conformaciéon de las
cadenas laterales de los aminoacidos se describen por los angulos de
torsion (fig. 9).

Figura 9

Cuando las moléculas de proteinas interaccionan entre si o con
moléculas de ligandos, pueden ocurrir cambios en la conformacién
trascendentes a la actividad enzimatica.
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El calculo de las conformaciones estables de estructuras polipepti-
dicas se basa en la hipotesis fundamental de que la secuencia es suficiente
para determinar la unica conformacion mas estable de la macromo-
lécula (52-53). A la estabilidad conformacional de las proteinas contri-
buyen toda una serie de factores que pueden resumirse en la siguiente
tabla (54).

1. Efectos intrinsecos de la macromolécula:

1. Rotacion interna alrededor de los enlaces sencillos.
2. Distorsion de la geometria de los enlaces covalentes.
a) Modificacién de los Angulos de enlace.
b) Torsion alrededor del enlace peptidico.
3. Interacciones de Van der Waals.
a) Repulsiones a corta distancia (efectos estéricos o de
exclusion).
b) Fuerzas de London.

II. Efectos dependientes de interacciones con el solvente:

Enlaces de hidrogeno.

Interacciones hidrofébicas en solucion acuosa.

Dipolos intra e inter-moleculares.

Cargas electrostaticas.

Interaccion preferencial con componentes del solvente.
Union especifica de moléculas de ligando.

Sk L

Cambios en el estado conformacional de las proteinas constituyen
la base dé las denominadas transiciones alostéricas, intimamente ligadas
a la regulacion de la actividad enzimatica. Nos encontramos, pues, y de
lleno, en la consideracién de las proteinas alostéricas y de su significa-
cion fisica y bioldgica. Los cambios conformacionales que ocurren en
las proteinas o enzimas alostéricas constituyen la base fisica del control
simple de la actividad enzimatica por retroinhibicion (inhibiciéon «feed-
back»), asi como los ya mencionados mecanismos de control mas com-
plejo de la represion de la sintesis de enzimas de bacterias, y aun del
control hormonal y del m4s especulativo sobre el sistema nervioso (55).
Cambios conformacionales que van a participar, asimismo, de otros
tipos de control ya mencionados, como la conversion molecular por
cambios covalentes en la enzima.
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A la vista de los planteamientos previos, podemos ya profundizar en
el estudio de las enzimas alostéricas, para lo que han de conocerse en
primer término sus caracteristicas y propiedades generales, para des-
cribir después los mecanismos alostéricos de control enzimatico con
una idea tedrica previa de la union de ligandos a macromoléculas. La
descripcion de los modelos alostéricos ha de ir por fuerza intimamente
ligada a los tratamientos cinéticos y de unién de ligandos y de las formas
de representacién de los datos. La proyeccion bioldgica del fendmeno
ha de requerir la exposicion de ejemplos escogidos en los que aparezcan
tipos diferentes de interacciéon y que, a la vez, subrayen la extension y
variedad del control del metabolismo a través de la modificacion de la
actividad enzimatica.

En las enzimas que pudiéramos denominar «clasicas», cuando la
velocidad de la reaccion se lleva frente a la concentracion de un efector
(«efector» puede considerarse cualquier sustancia que pueda afectar
la velocidad de la reaccién enzimatica e incluye sustratos, activadores
e inhibidores), se obtienen las habituales curvas hiperbodlicas; en su
misma virtud, cuando la representacion se realiza de 1/v frente a 1/x,
siendo x la concentracion del sustrato, se obtiene una grafica lineal. En
las enzimas alostéricas, la representacion de v frente a x es de naturaleza
sigmoidea (fig. 8), de forma que, a pequefias concentraciones de sustrato,
la magnitud absoluta de las tangentes se incrementa hasta alcanzar un
punto de inflexion; las representaciones reciprocas no son lineales.

La unién de un ligando Y por una macromolécula poseedora de
multiples localizaciones se representa convenientemente por una curva,
en la que ¥, fraccion de saturacion de la macromolécula con Y, se lleva
frente a u,, potencial quimico de Y (o, si se prefiere, In y, donde y es la
actividad de Y). Semejante grafica se denomina curva de unidn, cuyo
ejemplo mas sencillo es la vulgar curva de titulacion, en donde el 4cido
o la base afiadidos se representa en funcion del pH. Si todas las locali-
zaciones en la macromolécula son iguales, la curva de unién sera analoga
a la curva de titulacion de un acido monobdsico. Si la curva es mas
empinada que la de titulacion sencilla (control), existird una interaccion
positiva (cooperativa) entre las localizaciones, y si, por el contrario, la
curva es mas plana, la interaccion es negativa (anticooperativa). Las
curvas de titulacion acido-base de todas las proteinas muestran feno-
menos anticooperativos, que han sido analizados en términos de inter-
acciones electrostaticas.

Actualmente, la casi totalidad, o la totalidad misma, de las macro-
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moléculas que exhiben efectos alostéricos son oligbmeros constituidos
por subunidades, cada una de las cuales contiene, al menos, una locali-
zacion para cada ligando principal, y la interaccion de estas subunidades
—profundamente afectada por los cambios conformacionales— in-
fluencia la estructura cuaternaria de las proteinas y, en consecuencia, la
maquinaria reguladora de las proteinas enzimaticas. Asi, pues, el
conocimiento de la interaccion entre las subunidades es esencial a la
comprension de las bases del control alostérico.

En cada subunidad —protémero— puede existir mas de un tipo de
localizaciones: una localizacién para el sustrato y otra localizacidén
independiente para un ligando no-sustrato, conocida como localizacion
alostérica (fig. 7), que une un inhibidor o un activador, cuya accién sobre
la localizacion del sustrato sera, pues, por completo indirecta. Por lo
que se refiere a las clases de efectos alostéricos, debe mencionarse que
mientras los efectos heterotrépicos —a base de interacciones entre ligan-
dos diferentes— pueden ser positivos (cooperativos) o negativos (anta-
gonicos), los efectos homotrépicos son generalmente cooperativos —a
base de interacciones entre ligandos iguales—. Los efectos homotré-
picos cooperativos se observan casi de modo invariable en los sistemas
alostéricos con uno o varios ligandos del sistema, en tanto que es rara
la presencia unica de efectos heterotropicos. Los cambios capaces de
alterar las interacciones heterotropicas modifican de modo simultaneo
las interacciones homotrdpicas.

A proposito de la terminologia utilizada en las proteinas polimé-
ricas se pueden concretar, siguiendo a Monod, las definiciones siguientes.
Con el nombre de oligdmero se conoce la proteina polimérica constituida
por un corto nimero de componentes idénticos o protémeros; cuando
estos protoémeros se encuentran completamente disociados, se conocen
como monomeros, designacion asimismo utilizada para las unidades
oligoméricas constituidas por subunidades diferentes. Bajo la denomi-
naciéon de subunidad se conoce a cualquier entidad submolecular de
una proteina, idéntica o no a las demas componentes.

En cualquier tipo de sistema enzimatico, el efecto de los activadores
o de los inhibidores se mide en funcion de las variaciones producidas
en las dos constantes cinéticas clasicas (K,, ¥ Vnax) por los cambios en
la concentracidon de aquéllos; el efecto activador o inhibidor puede ob-
servarse, pues, en funcion de la concentracion de los efectores (F) o
incluso del mismo sustrato (S). Segin el comportamiento de F y S, se
distinguen dos tipos de sistemas alostéricos: Sistemas «K», en los que,
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siendo F y S ligandos alostéricos, poseen ambos afinidades diferentes
hacia los distintos estados conformacionales de la enzima (la presencia
de F modificara la afinidad de la proteina hacia S, y a la inversa).
Sistemas «V», en los que S tiene la misma afinidad hacia los distintos
estados conformacionales de la enzima (no existe efecto de F sobre la
unién de S, ni a la inversa); F podra ejercer un efecto sobre la reaccion
solamente si los estados de la proteina difieren en su actividad catalitica.
Los sistemas «W» pueden ser positivos (F se comporta como activador
al poseer maxima afinidad hacia el estado activo) o negativos (F se
comporta como inhibidor al poseer maxima afinidad por el estado
menos activo). Estas propiedades generales de los sistemas alostéricos,
definidas por Monod, no vindican —sin embargo— la actuaciéon de
modelos mecanisticos particulares.

Una de las propiedades mas singulares de los sistemas alostéricos
consiste en la capacidad de pérdida de sus propiedades reguladoras sin
disminucién, o incluso con aumento, de la actividad catalitica. Esta
desensibilizacion de la enzima se ha logrado por accién del calor, rayos X,
etcétera, y fue primeramente observada en la treonina-desaminasa (56)
y en la aspartico transcarbamilasa (57). El efecto de los mercuriales y
de la urea es muy similar al producido por simple calefaccion (58),
fenomeno ligado a la disociacion de los protéomeros, la consiguiente
alteracion estructural de la proteina oligomérica, la pérdida de las inter-
acciones y su manifestacion en la disminucion o pérdida de la capacidad
reguladora de la enzima.

Establecida de modo inequivoco la conexion de la estructura cuater-
naria de las proteinas oligoméricas con la regulacién de la actividad
enzimatica a través de la interaccion entre las subunidades, conviene
subrayar que la unién entre estas subunidades se caracteriza por una
gran especificidad y estabilidad a base de multiples uniones de naturaleza
no covalente. A este respecto, el coajunto de agrupamientos o residuos
de dos protémeros a través de los que se establece 1a unidn y, por tanto,
surge la interaccién, se conoce como dominio de unién. El dominio o la
asociacion se denomina iséloga cuando se establece entre conjuntos
de agrupamientos o residuos iguales (no basta que sea entre protomeros
iguales); y se conoce como heteréloga cuando estd constituida por
series de agrupamientos o residuos diferentes (aunque sea entre proto-
meros iguales).

Esta vision cualitativa de las transiciones alostéricas puede formu-
larse analiticamente en términos de los potenciales de union alostérica.
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El cambio conformacional (4 — B) de una proteina, P, por la unién
de un ligando, S, corresponde a una distorsion de la energia potencial.
Si la energia potencial de la macromolécula se representa como una
superficie de energia sobre un espacio de todos los pardmetros confor-
macionales (dngulos de torsidn de rotacion interna, ¢, ¥ y w en la fig. 9),
la conformacion mas estable debe corresponder al punto inferior de
energia; sin embargo, la conformacién més estable puede no corres-
ponder al de minima energia potencial, y asi una gran funcion de parti-
cion vibracional puede estabilizar una conformaciéon por encima
de la que posee la minima energia potencial, de forma que deba ser
minima la energia libre en su conjunto (59). Ello se ejemplifica en la
figura 10, en la que se compara una conformaciéon de minima energia
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Figura 10

potencial, pero escasa libertad interna, con una conformacion de energia
potencial més elevada y alta libertad interna; la segunda conformacion
resulta mas estable que la primera, por la gran funcién de particion
vibracional.

Asi, pues, la unién de un ligando lleva consigo la formacion de una
conformaciéon de méaxima estabilidad a partir de una previa conforma-
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cion metaestable. Si G4(P) v G 4(S) representan las energias libres de la
proteina y el ligando en sus estados iniciales (sin interaccion), y Gg(PS)
la del complejo formado, el cambio neto de energia libre en el proceso
de unidn sera:

AG® = G(j,‘inal - Gahicial = GB(P S) - GA(P ) - GA(S) =
= AGcanf,(P) + AGcanf,(S) + AGBint,(PS),

donde AG s (P) ¥ AGeons(S) son, respectivamente, los cambios de
energia libres para las transiciones conformacionales de la proteina
y el ligando, indicando con ello que ambos, P y S, pueden experimentar
con la unién un cambio conformacional; AGg,;, (PS) es la variacién
de energia libre de 1a unién proteina-ligando una vez que ambos han
experimentado la transicion conformacional.

El complejo PS sera estable si AG° < 0. Si la conformacion inicial
antes de la unidn fuera favorecida, tendrian que cumplirse las condi-
ciones AGons (P) > O Y AGeons(S) > O, lo cual requiere que AGp i, (PS)
sea lo suficientemente negativo para que se satisfaga la condicién
general.

El equilibrio entre las dos conformaciones de la proteina viene
determinado, respectivamente, por la magnitud AG,e,s,(P) 0 por AG® en
ausencia o presencia de ligando. Si estos cambios de energia libre son
suficientemente grandes, la proteina existird practicamente bajo una
sola conformacion, contribuyendo a los cambios las diferentes inter-
acciones no covalentes mencionadas (60).

III. Unién de ligandos. Métodos de representacién
1. TEORIA DE LA UNION DE LIGANDOS

La concentraciéon de ligando, Y, unido a la macromolécula, M,
poseedora de g localizaciones de union sera:

4 .
Y= Mo Z l.Kiyl,

i=0

siendo M, la concentracién de la macromolécula sin combinar ¢ y,
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como se ha mencionado antes, 1a actividad del ligando; K; es la constante
de equilibrio aparente macroscéopica de la reaccién

M+ iY—> MY,

La concentracion total de la macromolécula es:

4 .
M = My 3 Ky';
i=0
y, por tanto, la cantidad de ligando unido por mol de macromolécula
viene dado por la expresion

Y=3iKy'/Z K’

y suponiendo que las constantes de equilibrio, K;, son independientes
de y, la expresion de Yadquiere la forma

Y=dInZK;'/dlny

(la saturacion de la macromolécula con el ligando, dividida por el ni-
mero de localizaciones — Y/q— se conoce como saturaciéon fraccionaria
o parcial y se representa por v).

Cuando se trata de dos ligandos, Yy X, que se unen.a la macromolé-
cula a través de q y r localizaciones, respectivamente, la concentracion
total de macromoléculas en todas las formas es:

a r o
M=M,3 X Kijylxj,
i=0 j=0

donde K;; es la constante de equilibrio aparente de la reaccion
M+ iY+ jX - MYX;

En este caso, la cantidad de ligando unido por mol de macromolécu-
la, suponiendo que la constante de equilibrio es independiente de la
extension total de la reaccion, es

dInT¥ g _ 0lnEX

Y= =
dlny’ dlnx

Puesto que dIn XX es una diferencial perfecta, se tiene ia ecuacion fun-

damental:
oY _ 0xX
dlnx), \dlny),
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Expresion en la que se enfrentan cuatro variables Y, X, In y, In x, de
las cuales solamente dos son independientes, sin que desde un punto
de vista matematico tenga que ver las que son elegidas como tales. En
todo caso, el nimero de primeras derivadas parciales diferentes es 24, o
solamente 12 si no se tiene en cuenta la distincién entre cualquier deri-

vada y su reciproco, por ejemplo, entre
oY
dlnx /s

dlnx
oY Jy

Ademas, solamente cuatro de dichas derivadas parciales son independien-
tes; de modo que, si se toman In y, In x como variables independientes,
se tienen las ecuaciones lineales

< 6~ oY
- 6)7 oX
dX—<(31 )dl y+<61 )dlnx,

con los cuatro infinitesimales d Y, dX,dIny, dIn x, e implicando cuatro
coeficientes diferenciales parciales. Estas ecuaciones anteriores podrian
igualmente haberse escrito en términos de Yy X como variables inde-
pendientes.

Las dos ecuaciones anteriores, juntamente con la ecuacioén funda-
mental, constituyen la base para el establecimiento de numerosas
relaciones entre las doce derivadas parciales que dan cuerpo a la teoria
de la uni6én de ligandos; entre dichas relaciones se citan de particular

interés:
ﬂ dlnx
0X ), dlny )z
dlnyy _ /dlnx
X Jy \ aY J;

la segunda de las cuales coincide con la ecuacion fundamental de union
de ligandos en la que se intercambian In y con Yy In x con X,

En el caso de que estén presentes tres ligandos Y, X, Z, se tienen
las variables Y, X, Z, In y, In x, In z, de las que tres son variables inde-
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pendientes. Siguiendo el mismo razonamiento anterior, se obtienen
nueve coeficientes diferenciales parciales independientes:

o7 - -
( oY dlnx + _or. dlnz
vz dlnz ),
=< > diny + -

Siguiendo el mismo razonamiento que en el caso de dos ligandos,
en el caso de tres ligandos se tienen las tres ecuaciones fundamentales

de unién:
oY (X
dlnx),, \dlny/,,
X\ (o2
dlnz )/, dlnx/,,
oY [ 0z
dlnz), \dlny),

Haciendo uso de estas relaciones, el nimero de los coeficientes puede
reducirse a seis, y de igual manera a los casos mas sencillos pueden
obtenerse una serie de relaciones entre las derivadas parciales; entre
dichas relaciones se cuentan:

oY _ 0X
dlnx/z, dlny Jy,
X

><|

NI

[ ox
dlnx/yz \0lny/zz
dYy _ (dIlnx
0% )2~ " \Giny s
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Una aproximacion mas general al problema de la unién de ligandos
se obtiene del concepto de potencial quimico; en un sistema en equili-
brio a temperatura y presion constantes para cualquier sistema de dos

componentes se tiene:
o) (%
0Ny Juing-- 0Ny Juany--;

donde u es el potencial quimico, y n la cantidad total del componente
correspondiente.

Si se altera la cantidad de ligando en el sistema, se alteran los po-
tenciales quimicos y, por consiguiente, las variaciones en la energia
libre «standard» y la constante de equilibrio. En una reaccion del tipo.

aM1 + bMZ—PCMg,,

en donde M son las macromoléculas que se combinan con el ligando ¥,
la alteracion de energia libre toma la forma

0AG o oy duz
=C{— —al — - -
any nynany any nynana an}’ nynan3 an}’ ninan3

a partir del cual, y teniendo en cuenta la relacion anterior de los po-
tenciales quimicos, u; y g, asi como relaciones diversas, se puede
obtener la conclusion completamente general

B (aAG) a7
a/iy ninan3

donde AY representa el cambio en la cantidad de ligando unido que
acompafia a la reaccién bajo las condiciones definidas por n,n;n,n;.

Teniendo en cuenta que AG = — RTIn K (K, constante de equili-
brio de la reaccion) y que p, = RT In y, se tiene:
v O0lnkK
AY = ——,
Jlny

Si se tiene presente la participacion del segundo ligando, X, y puesto
que a presién y temperatura constantes AG viene Unicamente deter-
minado por y y por x, se obtiene

OAY _<6A)T
dlnx/, \dlny/,
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Como la variacion de energia libre de la reaccién entre la macro-
molécula y el ligando en su estado «standard» viene dada por la dife-
rencia entre el potencial quimico del ligando en equilibrio con la macro-
molécula y el potencial quimico en el estado «standard», se tiene:

AGY = — RTIn Ky = Uy — Ho = RTIn A

y teniendo presente que el potencial quimico de la macromolécula se
maudene constante durante la reaccion.

Por otro lado, si volvemos a la expresion de Y que nos da la cantidad
de ligando unido por mol de macromolécula, su variacién lleva consigo
la de In y. Esta variacion sera un reflejo de los valores de las constantes
de equilibrio de los distintos grupos y de la forma de su interaccion.
Asi, un valor de

<6§_’>> o lo que es igual ﬁ—>1
dlny © q & dlny

indica la existencia de interacciones positivas.
La derivacion de dicha expresion de Y con respecto a In y, rinde:

Y _ Zi’Ky <ZiKiy"
dlny  TKy Ky

J- v

que indica que, en el caso sencillo de ausencia de interacciones y exis-
tiendo tan solo una especie de macromoléculas, la tangente de la curva
de Yfrente a In y viene dada por la diferencia entre el cuadrado medio
de la cantidad de ligando Y unido por mol de macromolécula y el
cuadrado de dicho valor medio; expresién que no puede aplicarse en
presencia de interacciones.

El equilibrio entre la macromolécula y el ligando se expresa conve-
nientemente mediante una representacion de ¢ frente a In y; esta curva
de equilibrio de ligando aparece en la figura 11. Si la macromolécula
contiene solamente una localizacién o un cierto nimero de localiza-
ciones idénticas ¢ independientes, la curva serd una simple curva de
titulacién y en el punto medio y = y;;, (donde ¢ = 1/2) sera igual
a 1/K,, siendo K, la constante de equilibrio de la reaccién del ligando
con una localizacién. Asi, RT In y,;, es la energia libre por localizacion
de la saturacion de la macromolécula con el ligando.

Si existen varias localizaciones, iguales o diferentes, que inter-
accionan, la curva de equilibrio no serd una simple curva de titulacion.
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(g Ym. Ym)

-}

Figura 11

En general, la tangente a cualquier punto sera diferente, y la curva puede
definir la actividad de ligando media, y,, como el valor de la actividad
del ligando a la cual las dos areas definidas por la curva (zonas som-
breadas en la figura) son iguales; en estas condiciones, la energia libre
por localizacion de la saturacion de la macromolécula con el ligando
es:AG = RT In y,. Elvalor de y,, representa el de y para el que se cumple

y y=aw
j‘ Ydlny=J (1 —-7dlny.
y

=0 y

Si la curva de unién de ligando fuera simétrica y,, = y1,2 (¥1,2 €s el valor
de y para el que Y/g = v = 1/2).

Las curvas de unidén de enzimas y proteinas respiratorias con sus-
tratos y ligandos gaseosos exhiben cominmente interacciones coopera-
tivas que son el resultado de efectos conformacionales o alostéricos.

Cuando la macromolécula une dos o mas ligandos diferentes, existe
en general una influencia de un ligando sobre la unién de los demas;
en este caso, los ligandos se encuentran conexionados de forma hetero-
trépica, pudiendo manifestarse la unién de forma positiva —coope-
rativa— o negativa —anticooperativa—. Esta conexion se puede referir
tanto a los ligandos como a las localizaciones a las que se unen; en este
segundo caso puede hablarse de interacciones homotrédpicas, signifi-
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cando con ello interacciones entre localizaciones que unen el mismo
ligando.

Estas conexiones o interacciones, ya sean homotropicas o heterotro-
picas, pueden resultar de efectos puramente «locales». Un ejemplo de
conexidén heterotropica «local» lo suministra el efecto Bohr de oxi-
dacion en hemoglobina y mioglobina, que resulta de la inonizaciéon
de una molécula de agua directamente asociada al grupo hemo. Las
interacciones negativas —anticooperativas— que exhiben las curvas
de titulacion de las proteinas son un ejemplo de conexiones homotro-
picas de tipo «local». Sin embargo, las interacciones homotropicas
cooperativas, asi como muchas de las interacciones heterotropicas
reguladoras que muestran las enzimas y proteinas respiratorias no
pueden interpretarse como efectos «locales» y son de caracter diferente.

La racionalizacién de estos efectos «no locales», que son de impor-
tancia fundamental en el funcionamiento de los organismos, es que resul-
tan de cambios conformacionales inducidos por ligandos con la partici-
pacién de toda la macromolécula; hecho que se encuentra soportado
por una gran variedad de experimentos con hemoglobina y proteinas
diversas. Ello supone que la macromolécula es capaz de existir en una o
mas conformaciones diferentes caracterizadas por afinidades distintas
para uno o mas ligandos diferentes. Cuando se afiade un ligando
determinado, manteniendo constante la actividad de los demas ligandos,
se incrementa la fraccion de las moléculas en las conformaciones que
posean la mayor afinidad por el ligando, con lo que se hace mas facil la
introduccién ulterior del mismo y se explica la cooperatividad homotro-
pica. En las interacciones heterotrépicas, las conformaciones que poseen
la afinidad superior para un ligando pueden o no ser las que exhiben
la afinidad méas elevada para otro ligando; asi resulta que las inter-
acciones heterotropicas alostéricas pueden ser positivas o negativas.
En virtud de estas propiedades, las enzimas alostéricas —que median
interacciones directas entre distintas localizaciones— estan provistas
de una potencialidad extraordinariamente versatil para la regulacion
de su actividad catalitica. '

2. REPRESENTACION DE HILL

La magnitud de la interaccion cooperativa implicada en la unioén
de ligandos iguales puede evaluarse haciendo uso de la representacion
de Hill, en la que las curvas de equilibrio de ligandos expresan en tér-
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minos de In[r/(1 — 7)] frente a Iny, introduciendo el parametro n

definido por
4
dln (1 — y) 1 dy

4 diny =7(1—Y)d1ny

Cuando todas las localizaciones son idénticas e independientes, la repre-
sentacion de Hill es una linea recta con n = 1 (61). Teniendo presente la
definicién del parametro n, asi como la variacion de energia libre impli-
cada en la introduccién de una molécula de ligando en el sistema, se
deduce:

dAGy:Rleny_ RT

= = AGY.
dy dr nt(l —v) G

Cuando n = 1, es decir, cuando todas las localizaciones son iguales e
independientes y, por tanto, no existen interacciones, se tiene AGy =
= AGY*; en cuyo caso, la diferencia AGy* — AGy = AGyyy da la
energia de estabilizacion por localizacion para el sistema en su conjunto
(cuando n > 1, esto es, cuando la interaccion es estabilizante, se da a
AGyy signo positivo). Entonces,

RT 1
T y)( n>

expresion que establece valores limites para la energia de interaccion

por localizacién (Gy). Asi, cuando v tiende a 0 6 a 1, la integral da

fAG,dY
[4]

el valor minimo de la energia de interaccién total por localizacién
cuando la macromolécula se encuentra completamente saturada; de
esta forma se tiene:

! 1 dy '
1 =4 _ 1
RIL:O ( )Y(l 7) RT o(n )d In y,

y=

lo que significa que se hace infinito (a no ser que n = 1).

La representacion de Hill (representacion de In[v/(i — 7 )] frente a
In y) suministra de modo grafico la energia de interaccién para pasar
del grado de saturacién significado por el punto 1 al correspondiente
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o

In[v/1-71)

Iny

Figura 12

al punto 2 (fig. 12). Si el sistema de coordenadas mencionado se hace
girar sobre el origen 45°, la energia de interaccion correspondiente a
dicho paso es simplemente el producto de RTﬁ por la diferencia entre
las nuevas coordenadas de dichos puntos, segin el eje 5. Su demos-
tracion es la siguiente: '

sen 45° = cos 45° =1//2
d=1//2@+b), b =(1//2(-a+b)

da = (1//2) <1 + % da = (1//2)(1 + n)da
b’ = (1//2) (= 1 + n)da ’

’ 2 (_
b/z_ /1=J7%da/= ( 1+n)(1+n)da
1 4a

 (L+n) 2
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Teniendo presente la integral que da el valor minimo de la energia
de interaccion

JYdG,d?= RT/2 (b, — bY),
1
de donde se sigue que, si la representacion de Hill tiene asintotas de
pendiente unidad, la energia de interaccién total es finita e igual a la
diferencia entre las coordenadas de las dos asintotas, segiin el eje b, mul-
tiplicada por RTﬁ.

De especial aplicacion ha sido este tipo de representacion a los estu-
dios sobre hemoglobina. Asi, en la figura 13 se observa una representa-

- +3

log p

Figura 13

cion de Hill para la hemoglobina de cordero en equilibrio con oxigeno
a pH 9,1, segin datos de Roughton, Otis y Lyster (62). La energia de
interacciéon por localizacion para pasar del grado de saturacion ¥, a 1,
viene dada por RTﬁ veces la proyeccion de ¥, — 7, sobre un eje que
forma un angulo de 135° con el eje de abscisas. La distancia entre las
asintotas representa el valor minimo de la energia total de interaccion
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por localizacién, llevada a cabo en condiciones de saturacién de la
macromolécula con el ligando.

Si son dos los ligandos, X e Y, que se encuentran en equilibrio simul-
taneo con la macromolécula, una de las formas de expresar su conexion
es, seglin ha quedado establecido:

dlmy\ _  rfoX
dlnx)y  g\aY),

siendo r el numero de localizaciones a las que se une X, y g el nimero
de localizaciones a las que se une Y por macromolécula. Si en la ecuacion
anterior se introduce la idea de actividad de ligando media, y,,, resulta

dln y, 7T
= — -AX
dlnx qg

en donde rAX/q es la diferencia entre la cantidad total de ligando unida
por la macromolécula cuando se encuentra saturada y cuando se
encuentra completamente libre del ligando Y, dividido en cada caso
por el nimero de localizaciones Y para un valor dado de x.

Un ejemplo clasico de interaccién entre dos ligandos se ve en la
figura 14, representacion del ya mencionado efecto Bohr al llevar el

log P]/z
10
05}
0 -
-05 |-
Il ! ! | L PH

Figura 14
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logaritmo de la actividad del oxigeno (esencialmente igual a y,;;) frente
a la actividad del proton expresada en términos de pH.

El cambio de energia libre por localizacién en la saturacion de la
macromolécula con el ligando Y que resulta de la interacciéon con el
ligando X entre x; y x; es RT(In y,,, — In y).

La curva de log p;,, frente al pH para la hemoglobina humana
ofrece un maximo a pH alrededor de 6, lo que significa que las locali-
zaciones de unién de protones —al menos dos— tienen que interac-
cionar con las cuatro localizaciones de uniéon del oxigeno.

Wyman y colaboradores (63-64), han llevado a cabo extensos estudios
sobre titulacion acido-base de hemoglobina a diferentes temperaturas y
fuerzas ionicas y atribuyen a grupos imidazol el efecto Bohr, en tanto
que el analisis de los mismos resultados por Tanford y Nozaki (65)
indica una participacion en dicho efecto de grupos «-amino.

3. REPRESENTACION DE SCATCHARD

Scatchard realiz6 en 1949 (66) un interesante estudio sobre la unidén
de iones y pequefias moléculas a proteinas. El razonamiento de Scat-
chard esta basado en que, si los diversos agrupamientos de una molécula
proteica actian independientemente, se puede aplicar la ley de accién
de masas como si cada grupo se tratara de una molécula aislada. El
comportamiento independiente de los grupos significa que el cambio de
energia libre de la reaccion de la proteina con v pequeilas moléculas se
compone de los términos de entropia estadistica y de un término pro-
porcional a v.

Sila probabilidad inicial de la reaccién es la misma en cada uno de
los n puntos, el cambio de energia libre (AG), para la reaccion

Po + VA = PA\,
viene dado por la expresion

(AG),

RT = In C,/CoCh + Invi(n — w)!/n! — vink + ov?

(Co, C, y C4 son las concentraciones de Py, PA, y A, k es la constante
intrinseca para la reacciéon en un simple grupo).
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n n
La asociaciéon media v = Y Cv/ Y C,
v=0 v=0

tiene la forma

" n!

k v,—wv?
v=0v!(n—v)!( Cal'e !
. n! kC )Y - wv?
v‘g‘ov!(n—v)!( e

El calculo de ¥ por esta ecuacion puede extenderse al caso de mas
de una constante por adicién de los respectivos valores de ¥ y teniendo
en cuenta la posibilidad de que el término wv? sea mas complejo. Este
método se ha utilizado en la titulacion de grupos diversos en la ovoal-
biimina (66*); si el nimero de grupos es grande, el método, 16gicamente,
se complica.

La relacion de todas las especies con v moléculas de A combinadas
con una molécula de proteina a la de aquéllas con v — 1 moléculas es

C, n+1-
Cv—l— v

v kC e @@=,

Si la titulacién cubre sélo algunas potencias de 10, n’w tiene que ser
finito y moderadamente grande; cuando n es grande, w(2v — 1) es muy
pequefio.
Asi, C,/C, .-, sera la unidad para el mismo valor de v que para una
solucibon ideal en que w =0y kC =7v/(n - v), y v="79 + i/n
Sustituyendo este valor en la ecuacién anterior de relacidon de con-
centraciones, se tiene:

ke®C, = ——— 21+ 1mo?
n—vy
i .
k’CA — eZwv;
n—v
Ink'C = In ~ 4 20w’V
n—v

en donde:

k' = ke f = -
e y w <1+n)w
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Esta es la expresién limitante para muy grandes valores de n, pero no
se cumple para pequefios valores de n.

La solucion de Scatchard es utilizar la ley de acciéon de masas re-
suelta para C;

¥/(n—v) =kC

de modo que multiplicando por (n — ¥)/C, se obtiene:
" 9/C = k(n — 9),

de modo que, si k es constante, se obtiene una linea recta al representar
¥/C frente a ¥; dicha recta intercepta al eje ¥/C a kn y al eje v a la dis-
tancia n. La curvatura de la representacion puede indicar diferentes
constantes intrinsecas o la existencia de desviaciones de las probabilida-
des independientes. En este ultimo caso, la ecuacién de In k'C se puede
transformar en

ve?C = k'(n — v)

y representar ¥e*®”/C frente a 7.

Estas representaciones se han utilizado inicialmente en el estudio de
moléculas tales como naranja de metilo, sulfamidas, etc., que se unen a
proteinas tales como la seroalbumina (67), y con posterioridad se han
convertido en una forma muy general y de amplia utilizacioén en el estu-
dio de sistemas enzimaticos alostéricos.

Para ilustrar el empleo de esta representacion se va a utilizar la
glutdmico deshidrogenasa de higado, enzima que ofrece interesantes
circunstancias en orden a su regulacion; este sistema enzimatico utiliza
indistintamente como coenzimas NADH o NADPH, y su actividad
se afecta claramente por nucleotidos de purina tipo GTP. La fraccion
de saturacion de las localizaciones a las que se une GTP frente a la
concentracion del nucleotido muestra una dependencia de tipo sig-
moideo, manifestacion de interaccion cooperativa del GTP. El efecto
cooperativo depende de la concentracion de enzima, la cual se mani-
fiesta influenciando el equilibrio asociacion-disociacion de la enzima;
estamos, pues, en presencia de una relacion entre la union del ligando
—de naturaleza alostérica— y el equilibrio asociacion-disociacion,
sistema, a su vez, de control de la actividad enzimatica.

Haciendo uso de la representacion de Scatchard, Frieden y Col-
man (68) demuestran que la extension de la interaccidon cooperativa
depende del grado de polimerizacion de la enzima (el grado de polime-
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rizacién aumenta con la concentracion de la enzima); con el grado de
polimerizacion aumenta la desviacion de la forma normal de represen-
tacion (fig. 15). A su vez, cuando se utiliza una glutdmico deshidrogenasa
modificada quimicamente, de forma que tiene impedida la capacidad

mg./ml PM
\ v 012  530.000
2 v s 03 1120000
3 o 05  1.310.000
/ £ 10  1.590.000
/ N & 20  1.770.000
4 : < 40  1.830.000
/ / \ c147  1860.000
_ N \
'5 / ¥ n’/\\ '\
TR e O
libre /
x107¢ ./

() ol /

0 S L i N
0 2 4 6 8
Figura 15

de asociacién, pero que conserva integra su actividad catalitica, la
unién de GTP no exhibe efecto cooperativo; cooperatividad, pues,
debida al fenémeno de asociacion y que surge a altos niveles de la enzima
por la unién preferencial del ligando a formas de diferente peso molecu-
lar. Cuando la forma que une fuertemente el ligando —monomero—
esta presente en exceso, se presenta una union normal; cuando la forma
que esta presente en exceso es la que une pobremente el ligando —poli-
mero—, se aprecia la interacciéon cooperativa.
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El estudio de la naturaleza de las interacciones entre proteinas y
los distintos tipos de ligandos —que incluso pueden llegar a ser iones
metalicos— es fundamental a la interpretacion del modo de accién de
las enzimas alostéricas. El actual conocimiento de la energética y las
propiedades moleculares de los complejos proteina-ligandos, deriva en
buena parte del empleo de los procedimientos de uniéon de ligandos
y del analisis de los datos obtenidos. Los procedimientos que investigan
cuantitativamente la uniéon de ligandos a las proteinas se centran en
métodos de sedimentacion, ultrafiltracion y electroforesis, medidas
espectrofotométricas, distribucion entre fases y equilibrio de dialisis, a
los que hay que afiadir dispersion de luz, viscosidad, cuando la inter-
accion conduce a cambios en el estado de agregacion de la proteina;
algunos de ellos de gran importancia técnica y que merecen ser tratados
aparte en esta obra.

Quizas, entre ellos, el de mas amplia difusion sea el que utiliza la
dialisis del ligando —en funcion de la concentracion de éste— hasta

1397
N
no
%0
TE A=Filtracion en Gel
N 0 o=Dialisis en Equilibrio
<
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1 |
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Figura 16

alcanzar el equilibrio a través de una membrana semipermeable. La
utilizacién de ligandos isotdpicamente marcados hace mas rapido,
sensible y riguroso el analisis.
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Aunque menos ampliamente, se han venido también utilizando en
los ultimos afios las técnicas cromatograficas que usan Sephadex para
el estudio de la unién de ligandos (69-71). Recientemente se ha compara-
do el equilibrio de dialisis y la cromatografia sobre Sephadex utilizando
el procedimiento de analisis frontal en la unién de salicilato (72). Los
resultados que dichos autores obtienen y su variabilidad aparecen
representados en la figura 16 segin el sistema desarrollado por Scat-
chard. En todos los casos, el intervalo de variabilidad es muy superior
utilizando la técnica de diilisis que cuando se emplea la cromatografia
sobre Sephadex. Inconveniente de esta segunda técnica es, sin embargo,
la necesidad de relativamente grandes volimenes de muestra para
la saturacion de la columna. Ventaja inherente a la técnica es que permite
la medida del grado de unién en la solucién original que se aplica a la
columna en contraposicion al equilibrio de dialisis en que precisamente
el equilibrio original se distorsiona por efecto de la dialisis.

IV. Cinética de las reacciones alostéricas. Métodos de representacion

Como ya se ha comentado previamente, las enzimas alostéricas
se suelen considerar como tales en virtud de su cinética compleja
«steady-state» (velocidad de cambio del intermedio ES es cero). Mul-
titud de estudios llevados a cabo en los tltimos afios han venido a
describir propiedades cinéticas tales como la dependencia sigmoidea
de la velocidad en funcién de la concentracion del sustrato; dependencia
afectada por la presencia de modificadores. Estudios que, asimismo,
han venido a subrayar la considerable importancia fisiologica del
fenomeno en el control y regulacién del metabolismo. Varios pro-
blemas se presentan, sin embargo, en el manejo de este tipo de infor-
macion; el tratamiento de los datos cinéticos experimentales, 1a magni-
tud de la informacién que de ellos puede ser obtenida, el origen de los
efectos cooperativos del sustrato y los modelos que a este respecto se
proponen, son aspectos que se entremezclan y mutuamente se influyen
en el logro, alin no alcanzado, de un cuerpo de doctrina en los meca-
nismos de cooperatividad en la union de ligandos.

Frieden, en 1964 (73), discute ampliamente la interpretacion de los
datos cinéticos de sistemas enzimaticos que pueden ser especificamente
activados o inhibidos por ligandos unidos a una localizacién distinta
de la del centro activo y para los que la representacion de la velocidad
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con respecto a la concentracion del sustrato (S) es hiperbodlica en pre-
sencia y ausencia del modificador (M). Las reacciones enzimaticas
que el autor estudia son, en principio, a base de un tinico sustrato y un
solo modificador con la situacién general,

1. E+ S—ES Es’S E+4p
2. E+M=EM

3. ES+ M=EMS EMS “SEM + P
4, EM + S =EMS

La velocidad inicial de la reaccion enzimdtica, suponiendo un equili-
brio rapido de las diferentes formas de la enzima, tiene la forma
0o ks(1 + keM/ksK3)/(1 + M K3)

(E)o 4 K 1+ M/K, ’
S {1+ M/K;
en donde K; a K, son las constantes de disociacién de las cuatro etapas
antes descritas, y ks y k¢ son las constantes de velocidad de la desapari-
cion de los complejos enzima-sustrato para formar los productos
finales.

Esta ecuacion de velocidad adquiere formas simplificadas en casos
limites tales como en las condiciones ks = 0 6 kg = 0.

En las situaciones no limites se pueden presentar los casos K;/K3 =
=ks/ke, Ko/K3 < ks/ke, K;/K3 > ks/kg. En la primera de ellas, la re-
lacién de las constantes de unioén para la formacion de EM y EMS a
partir de E y ES, respectivamente, es igual a la relacion de las constantes

de velocidad para la escisién de los complejos ES y EMS. En este caso,
la ecuacién de velocidad tiene la forma

vo  ks(l + keM/ksK3)/(1 + M/K3)  aks
(Eo &{1 + ksM/k5K3} B aK,’

1+ 1+

S 1+ M/K; S
Puesto que se trata de un estudio en equilibrio rapido, las constantes
de velocidad representan etapas limitantes de velocidad y pueden
considerarse las velocidades maximas (V). De esta forma, la represen-
tacion 1/v frente a 1/S en presencia de modificador sera paralela a la
correspondiente en ausencia del mismo, con independencia de si el
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W M=0
e
/
—
Vs
Figura 17

modificador activa o inhibe la reaccion (fig. 17). Este tipo de conducta
se conoce como «incompetitiva» y la exhibe, por ejemplo, la gluta-
mico deshidrogenasa con NADP* y GTP como inhibidor.

Cuando el tratamiento cinético se realiza en las condiciones de
«steady-staten, la ecuacion de velocidad es notablemente compleja.
La representacion 1/v frente a 1/S en ausencia de modificador es siempre
lineal, puesto que la ecuaciéon correspondiente no contiene términos
en S o de orden superior; en presencia de modificador es posible
obtener representaciones reciprocas no lineales. Si la situacion experi-
mental se simplifica bajo la forma,

k k
E+S =2 ES 2 E+P
K, ks
k—Z“ k2 k-3 }H k3 >
EM+S =2 EMS -2 EM+P
k_. koo

la ecuacion de velocidad adquiere la forma,
ks(EMS)
ks{l+ ——u—
. 5< t (ES)
° . ® EM)  (EMS)
(ES)  (ES) (ES)
donde E, EM, ES y EMS representan la concentracion de las diferentes
formas de la enzima y pueden calcularse por el método de King y

y Altman (74).
Una serie de condiciones pueden darse que impongan la identidad
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(1 + ke/k_4) = (1 + ks/k_,)y, entre ellas, cuando ks = kg y k_4 = k_,
(el modificador no ejerce efecto sobre la escision de ES para dar Ey P
y no influencia la velocidad méxima). La ecuacion de velocidad toma
la forma

Vo _ k5
®o |, Ki[L+ MK,
S 1+ M/K,

El resultado es similar a un efecto competitivo, y cuando K, es superior
a K3 (K; y K3 describen respectivamente la uniéon del modificador
a E y ES), se trata de un «activador competitivo» (fig. 18). Sik; = k, en

M=0

M:CD

A
Figura 18

adicion a las igualdades establecidas (ks = kg, k—_4 = k_1), y teniendo
presente la reversibilidad microscopica k_ k_s/kiks = k_ k_,/k,ka,
K, seraigual a K3, y el modificador no tendra efecto sobre la velocidad
de la reaccion enzimatica. Este tipo de «activacion competitiva» se
presenta cuando K; = oo, es decir, cuando no se forma el complejo ES
y el mecanismo de la reaccion es E + M=EM, EM + S= EMS—
—EM + P.

Frieden (cf. nota 73) sefiala de esta forma como dos muy diferentes
mecanismos pueden originar una ecuacion cinética similar.

Otra simplificacién ocurre cuando k3 = k4 = 0 (el complejo EMS
no puede formarse por gran interacciéon entre M y S, por ejemplo), en
cuyo caso la ecuacion de velocidad es,

Vo ks

(E)o 1+ %(1 + kk_s) 1+ M/Kz):
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y entonces M serd siempre un inhibidor competitivo y no puede activar
la enzima bajo circunstancia alguna.

En estas dos simplificaciones del tratamiento cinético bajo la con-
diciéon de «steady-state», pueden obtenerse representaciones reciprocas
lineales en presencia y ausencia de M.

Representaciones reciprocas lineales deben obtenerse siempre en el
caso de sustratos unicos, a condicion de que éste no actue como modi-
ficador; en ausencia de modificador, una representacion no lineal
indica que el sustrato mismo esta actuando como modificador. Sin
embargo, varias otras causas pueden conducir a representaciones no
lineales; entre ellas se mencionan: a) impurezas del sustrato; b) la pre-
sencia de dos diferentes enzimas con diferentes propiedades cinéticas;
¢) inhibicién a elevados niveles de sustrato; d) la existencia de dos loca-
lizaciones diferentes para las moléculas de sustrato.

Existen, asimismo, casos en que la representacion reciproca es
lineal en ausencia de modificador, y no lineal en presencia de modifica-
dor. Ademas del descrito anteriormente, existen otras posibilidades,
como la del modificador que potencia un efecto que resulta de la union
del sustrato a otra iocalizacion diferente de la del centro activo.

Cuando la representacion reciproca es una curva en ausencia del
modificador y es lineal o se ofrece menos curvada en presencia del
mismo, surgen varias interpretaciones posibles. Nos encontramos, pues,
con dificultades en la explicacion de los datos cinéticos que obligan a ir
en busca de nuevas formas de representacién de estos datos y de nuevos
métodos capaces de suplementar las observaciones cinéticas. En esta
situacion —1964— se discute a las curvas de saturacion sigmoideas su
necesaria vinculacion a la interaccion de multiples localizaciones y se
describen explicaciones alternativas como ciertos procesos en las
reacciones a base de dos sustratos en 1966 (75) o mediante mecanismos
de relajacion en 1967, sin la necesidad de supuestos especiales sobre la
estructura cuaternaria de la proteina (76). Y, mientras tanto, las expe-
riencias de tipo cinético se suplementan con experiencias de unioén de
ligandos en el equilibrio, y los resultados describen las interacciones no
covalentes entre sustratos, activadores e inhibidores, y las diferentes
localizaciones de la enzima alostérica. Podemos decir que, casi también
de modo simultaneo, toman cuerpo una serie de interpretaciones de los
datos cinéticos y de union de ligandos que se centran en ciertos modelos,
de los que —como mads adelante se comprobara— el mas restrictivo es
el de Monod, Wyman y Changeux, desarrollado en 1965.

Interacciones moleculares n
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En esta situacion, Frieden (77) desarrolla nuevos métodos de repre-
sentacion de los datos alostéricos, haciendo uso de la ecuacion de velo-
cidad procedente, a su vez, de la ecuacion que define la fraccion de
saturacion de una proteina con un ligando segun el modelo de Monod.

vo ot + o)y ' +Lea(l + co)”!
PVmex (L +0) + L{1 + cof

A este proposito se definirdin mas adelante las suposiciones basicas
del modelo y las adicionales para aplicar la ecuacion de unién a los
datos cinéticos. En la anterior ecuacion, L es una constante de equilibrio
que describe el equilibrio entre dos estados conformacionales de la
proteina; ¢ es la diferencia en la capacidad de los dos estados para unir
el ligando (¢ = Ks/K1),y 1 es el nimero de localizaciones de union del
ligando por mol de proteina; « es la concentracion de ligando libre
dividida por una constante de unidén para la conformacién de la pro-
teina que une mas fuertemente el ligando (concentracion de ligando
reducida, a = S/Kj).

Frieden lleva a cabo una critica comparativa de diversas formas de
representacion de los datos cinéticos de la ecuacion anterior y concluye
la conveniencia de la representacién v/« frente a v. En la figura 19 tene-

T T
10FA B
%
20 1000 -
v 100
05
0_-|
2
1
0 |
1.0 10 20

Yo
Figura 19

mos las representaciones de v frente a o y la de sus valores reciprocos
para diversos valores de L(c =0 y n = 4). En la figura 20 tenemos
la representacion de Frieden, v/o frente a v, a varios valores de L(n = 4
y dos valores de ¢, 0 y 0,1). Bajo esta forma, la cinética hiperbolica viene
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epresentada por una recta con una tangente negativade 1/K; (K; es la
:onstante de disociacion para la union del sustrato a la forma confor-
nacional de la enzima que une mas fuertemente el sustrato).

\
\\ n=4 c=0 \ n=4 c=01
1 \ A 1 \\ B
\\ \
05 F 2 \ -2 \
\ \
\Y \\
y L \
7 L
10 10
025 -
100 100
B 1000 I~ 1000
0
0 1 1 1 1 1 1]
0.5 1.0 05 1.0
v v
Figura 20

En la figura 20 se observa la existencia de pendientes limites a eleva-
dos valores de v y para la mayoria de los valores de L. Asi, pues, en una
representacion v/S frente a v, esta pendiente limite puede suministrar
K (uni6n de S a la conformacién que une mas fuertemente €l sustrato).
La extension a la que esta pendiente limite puede observarse o a la que
representa la constante de disociacion K; depende del valor de n. Esta
dependencia se observa de forma muy clara en la figura 21, en la que se
representa v/a frente a v para diferentes valores de Ly dos valores de
n,2y 8; para n = 2 las curvas alcanzan la pendiente limite sélo a muy
elevados valores de n, mientras que, para n = 8§, la pendiente limite
se logra a bastante bajos niveles de v. Se esta, pues, en presencia de ur
procedimiento para la determinacion de n. Tomando la primera deri
vada de v/a con relacién a v, y haciendo v/a = 0, la tangente limite ¢

altos valores de v es,
1 1 +Lc"
Ki |l +Lct
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oS5

Vor

0251

Figura 21

que se reducea — 1/K; cuando ¢ = 06 1, cuando L tiene un valor prac-
ticamente nulo o cuando Lc"y Le"~! < 1. Con esta forma de represen-
tacion desarrollada por Frieden (cf. nota 73) se obtienen esquemas
lineales en cualquiera de las condiciones: a) ¢ = 1, es decir, no existe
diferencia en las constantes de unién para los dos estados conforma-
cionales de la enzima; b) L= 0, es decir, sélo existe un estado conforma-
cional; ¢) a muy elevados valores de L, es decir, cuando la enzima existe
practicamente s6lo en el estado que une pobremente el sustrato, a
condicién de que ¢ no sea 0.

Para determinar, pues, los parametros de la ecuacién de velocidad
anterior, debe procederse segun el procedimiento siguiente: 1) Repre-
sentaciéon de los datos experimentales v/S frente a v. 2) Examinar la
pendiente limite a elevados valores de v para obtener un valor aproxi-
mado de n. 3) Comparar los datos con las representaciones teéricas para
obtener en primer lugar ¢ y en segundo lugar L en funcién de la concen-
tracion del modificador. 4) Refinamiento de los datos obtenidos.

Otras formas de representaciéon de los datos cinéticos han sido
descritas para el analisis de los pardmetros de las enzimas alostéricas.
El procedimiento desarrollado por Horn y Bornig (78) utiliza asimismo
el modelo de Monod y su funcién de saturacién para el sustrato cuando
¢ = 0. Una serie de transformaciones de dicha ecuacién de unidn
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conduce a la representacién de log[c/(vo/Vma)] —« —1 frente a
log (I + o), en forma de una recta con una pendiente — (n — 1).

V. Modelos alostéricos
1. GENERALIDADES

Desde hace bastantes afios se conoce como la unién del oxigeno a
la hemoglobina sigue una curva de naturaleza sigmoidea que difiere
notablemente de la ecuaci6on de Michaelis-Menten. La ecuacién de Hill
disefiada en 1910 (cf. nota 61).

Y=k p"

siendo n = 2.6, dio cierta aproximacioén a los datos experimentales.

En 1925, Adair (79) obtuvo un mayor ajuste a los datos experimen-
tales haciendo uso de una ecuacion con cuatro constantes, relacionadas
con las sucesivas constantes de afinidad del oxigeno con los grupos
hemo de la hemoglobina. La ecuacion de Adair no explicaba, sin
embargo, los cambios en las constantes de afinidad. Fue Pauling,
en 1935 (80), quien llevd a cabo el primer intento para relacionar los
cambios de dichas constantes con la geometria de la proteina, supo-
niendo una Gnica constante de afinidad y un término de interaccion
dependiente de la geometria de las cuatro subunidades.

Con relacion a las enzimas alostéricas, varios mecanismos formales
han sido objeto de tratamientos tedricos detallados. Por lo general se
acepta que la unidn cooperativa resulta del acoplamiento de etapas de
union a cambios conformacionales discretos del protémero. Ello necesita
ocurrir én el protémero aislado y, a su vez, transmitirse a los demas pro-
tomeros de la estructura cuaternaria. El acoplamiento de los cambios
conformacionales puede conducir a una cooperatividad de la unién
de ligandos, y los diversos mecanismos que han sido propuestos difieren
—de modo fundamental— en condicionamientos acerca del namero,
grado de acoplamiento y afinidades relativas de los estados conforma-
cionales del protémero hacia los diversos ligandos.

En los Gltimos afios, gran parte de los estudios llevados a cabo sobre
las enzimas alostéricas han ido encaminados a la consecucion de un
principio mecanistico unificador al que pudiera conformarse la especial
manera de manifestar su actividad catalitica. Debe, sin embargo,
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tenerse también presente que los detallados estudios de cada vez mayor
nimero de enzimas individuales (glutamina sintetasa, aspartoquinasa-
homoserina deshidrogenasa, CTP sintetasa, etc.) van ofreciendo sis-
temas de regulacién que resisten un rigido encuadramiento.

Haciendo uso de diversas teorias y tratamientos fisicos se han
elaborado distintos modelos de interacciones alostéricas indirectas y
—como ya ha quedado puntualizado— establecidas entre localizaciones
de unidn topografica:aente distintas a través de cambios conforma-
cionales. En este sentido, debe adelantarse ya como dichos estudios
se han manifestado en la aparicion de dos tendencias de pensamiento
concretadas en la proposicion de dos modelos moleculares para inter-
pretar los mecanismos alostéricos de control ; dos modelos que relacionan
la cooperatividad con la estructura de la proteina y que parecen capaces
de explicar los fenémenos observados y ser de amplia aplicabilidad.
Uno de ellos debido a Monod, Wyman y Changeux (81) y otro des-
arrollado por Koshland, Némethy y Filmer (82), haciendo uso de
de principios previos establecidos por Adair (83) (cf. nota 79). Ambos
modelos, basados en la estructura cuaternaria de las proteinas y en las
alteraciones en la conformacién provocadas por la uniéon de ligandos,
y ambos modelos elaborados ya mediante un tipo «mecanistico»
de tratamientos, o bien haciendo uso de una condiciéon de equilibrio
esencial a la comprensién de funciones tales como la unién de ligandos
en equilibrio; ademas de este tipo de tratamientos existen otros de
naturaleza termodinamica y descriptiva y de caracter mas general
y formal.

Estos modelos «mecanisticos» o «configuracionales» suponen una
enzima constituida por g protémeros, siendo capaz cualquiera de ellos
de existir en un cierto numero de configuraciones (*) poseedoras de
diferentes afinidades por los ligandos, constantes cataliticas y otras
propiedades.

/

(*) Whitehead (84) insiste en el empleo del término «configuracién», de caracter
mas operacional que el intuitivo de «conformacion». La utilizacion de «configuracidon»
hace no sujetarse en extremo a una idea exclusivamente estérica y se comprenden casos
en que la adaptacién inducida por ligandos no es debida a complementaridad estérica.
Asi, en la hemoglobina, aunque existe un cambio en la estructura cuaternaria durante
la oxigenaci6n, referente a la orientacién relativa de las subunidades, no se observan
variaciones en la estructura terciaria (85). Un proceso de asociacion-disociacion de
cadenas polipeptidicas seria un ejemplo extremo de cambio «configuracional».
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Asi, en un tratamiento mecanistico generalizado, para una confi-
guracion dada, 7, de un protdmero, existen (¢ + 1) especies T;, donde i
protomeros se encuentran en la configuracion 7. En ausencia de ligan-
dos, la concentracion de cada especie T; viene especificada por una cons-
tante de equilibrio L;, de forma que

’IE =LiT0.

La union de un ligando a una determinada conformaciéon de una
subunidad induce su estabilizacion, y ello influencia la conformaciéon
adoptada por otras subunidades de la misma molécula, lo que, a su vez,
determina las interacciones entre aquellas subunidades y ligandos. La
resultante sera, pues, una interaccion entre moléculas de ligando unidas
a las diferentes subunidades.

2. MODELO DE MoONOD, WYMAN Y CHANGEUX

El primer intento para explicar las interacciones homotropicas y
heterotropicas haciendo uso de las causas fisicas que subyacen al feno-
meno, fue llevado a cabo por Monod, Wyman y Changeux (l.c.). El li-
gando w se une exclusivamente a una configuracion, T, de un protémero,
siendo la constante de asociacién, B, idéntica para todos los proto-
meros; asi se tiene

TQ,

TQo
siendo TQ, y TQ, las concentraciones de los protdmeros con una y cero
moléculas de w respectivamente; (Bw) es la probabilidad de encuentro
de @ con el protomero T. En una serie de { protémeros en el estado T,
la probabilidad de encuentro con r moléculas relativa al encuentro
cuando no existe w, vendra dado por

TQ, il (i )
Qo rl(i—r)! (Boy = <r) (B

Las moléculas de w se distribuyen de modo binomial sobre las i localiza-
ciones disponibles. La relacion anterior permite calcular la concentra-
cion relativa total de T; en funcién de w

T~ ¥ T = T3 (‘) (Bwy = TL( + Bwy
T=0 r=0 \F

= (Bw),

de acuerdo con los razonamientos de Whitehead.
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De esta forma, la fraccién del numero total de protomeros en el
estado Tsera dado por la ecuacion de estado

q q
il Y iLi(l + Boy
q.

0
q .
> Li(1 + Bw)
=0

La fraccién de protéomeros Q capaz de unir w seré igual a T multi-
plicado por la saturacién de tales protémeros, segin la ecuacién de
unién:

> iLiBw(1 i-1
Bw igoz iBow(1 + Bw)

0= T=
1 + Bw

q"Y Li(l + Bw)
i=0

Monod, Wyman y Changeux modifican la expresién general de T
mediante la simplificaciéon que supone L;= 0 (exceptoi=qgei = 0),0
lo que es lo mismo, T, y T, son las iinicas especies de la enzima que existen
en concentracion apreciable. De esta forma, las ecuaciones de estado y
de unién, haciendo uso de la hipétesis configuracional que w se une
exclusivamente a la configuracion 7, seran:

L,(1 + Bw)*
1+ L, + Bw)
L4Bax(1 + Bw)?™!

1+ Lo(1 + Ba)

T

ﬁ:

La hipotesis significa, desde el punto de vista fisico, la conservacion
de la simetria que poseen las moléculas de proteinas oligdmeras, lo que
conduce al corolario de que un cambio en la conformaciéon de una
subunidad produce un cambio equivalente en todas las subunidades
idénticas.

Si el sistema puede exhibir dos configuraciones, T'y R, de forma que
sustrato y activador se unen solamente a una de ellas y el inhibidor a
la otra, la ecuacién de unién adquiere la forma:

Bxx  L,(1+ Bx)*(1 + B,y)*/(1 + B,2)°

X =
(1 + Bux) 1 +Lg(1 + Boxft (1 + Byy)f'/(1 + Bz)*
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siendo y el activador y z el inhibidor. Ligandos antagonistas (sustrato
e inhibidor o activador e inhibidor) ocasionaran un incremento en la
mutua cooperatividad, mientras que ligandos sinergistas (activador y
sustrato) originaran una disminucién de la misma.

A las mismas funciones —funcién de estado, R o T, y funcién de
saturacion, Y.— se llega en el modelo de Monod, Wyman y Changeux,
haciendo uso directo de las ecuaciones de equilibrio a base de los g
protémeros

To = LR,

F F

R, = Rog— T, = Togq—

1 quR 1 quT
q—1F qg-1F
R; =R — =T——
2 17> Kz 2 175 K,
g—2F q—2 F
R3; =R ;=T ——
3 273 Kx 3 273 K,
1 F 1 F
R Ry-1y—— T,-1——
q (C] l)qKR q (q l)qKT

siendo L la constante de equilibrio de la transicidon Ry = T, llamada
asimismo «constante alostérica», y siendo Ky y Kr las constantes de
disociacién de un ligando F unido a una localizacion estereoespecifica
en los estados R y 7, respectivamente; estas constantes de disociacion
son las mismas para todas las localizaciones homologas en cada uno
de los dos estados, debido a la simetria y a que la unidn de cada ligando
se supone intrinsecamente independiente de la unién de cualquier otro.
Los estados en equilibrio son:

Ro + F=R, To+ F=T,
R, + F=R, T, + F=T,

Ry-1 + F=R, Tyoy + F=T,
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La fraccion de proteina en estado R es:
Ro=1-T=
3 Ro+ Ry + Ry + ... + R,
" Ro+ R +R:+ ... tR)+(TH+ T+ T+ ...+ T)
B 1+ o)
TL(L 4 cayi+ (1 + a)f
en donde L sigue siendo la constante de equilibrio para la transicién
Iz()F—A To ya= F/KR, C = KR/KT-
La fraccion de localizaciones unidas al ligando, fracciéon de satura-
cion, es:
v (Ri+2R;+ ...+ qR)+ (1 +2T1 + ... + qT) _
F 7 g[Ro+Ri+Ra+ ... +R)+ (To+ 1+ Th + ... + T)]

_ Lea(l+cayt™ ' 4 ol + o) ?
LA+ ca) + (1 + )

Dicha funcién, ¥, adquiere formas tedricas de representacion segin
los valores de Ly c, de quien depende la cooperatividad del ligando;
efecto cooperativo que se expresa por la curvatura de la parte inferior
de las curvas y aparece mas intenso a valores elevados de L (equilibrio
conformacional fuertemente desplazado hacia Tp) y a bajos valores de ¢
(figs. 22 y 23).

1+

Figura 22
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En estas condiciones, la funcién de saturacion toma la forma:

- _ ol 4!
FUL+ (1 + o)

Cuando la afinidad del ligando es igual hacia los dos estados de la
proteina (¢ = 1) y, asimismo, cuando L es muy pequeiia, dicha funcién
puede simplificarse:

- o

Y=
F 1+«

El modelo da cuenta, pues, de los efectos homotropicos de naturaleza
cooperativa exhibidos de forma general por las proteinas alostéricas.

La interpretacion de los efectos heterotropicos segin el modelo que
se expone tiene que basarse (inicamente en el equilibrio conformacional
entre los estados R y Ten que la proteina puede presentarse. La funcion
de saturacién que representa la fraccién de localizaciones especificas
ocupadas por el ligando de que se trate es:

Leca(l +ca)? ! + ol + )2 ?

Y
L1+ ca) + (1 + a)f

y la funcién de estado:

= I+ o
R L'(l4+ca)+ (1 + a)
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en donde L’ es la constante de equilibrio conformacional aparente entre
los estados R 'y T y es una funcidon de todos los efectores alostéricos,
excepto el ligando F. L', conocida asimismo como «constante alosté-
rica aparente», viene definida por:

I = 25T
YIRS
donde 37 Tr y 3% R 4 significan, respectivamente, la suma de los diferentes
complejos del estado T con I (inhibidor) y de R con A (activador).

Si consideramos un sistema con tres ligandos estereoespecificos,
cada uno de ellos unido a una localizacion diferente, y suponemos que
uno de dichos ligandos es el sustrato (el cual posee afinidad significativa
s6lo para uno de los dos estados de la proteina, R, por ejemplo) y que
los otros dos ligandos se unen de forma selectiva a los estados Ry T
(inhibidor I, al estado T: activador, A, al estado R). En este caso la
funcién de saturacion para el sustrato en presencia de inhibidor y de
activador es:

5 ol + a7t
STL+ (1 +a)f
en donde o = S/Kpgs).

La constante de equilibrio conformacional aparente, L’ entre los
estados R y Tes una funcion de todos los efectores alostéricos en ausen-

cia de sustrato:
T)
L, = ey
<R 2=0

y su relacién con Ly, constante alostérica (T/R) en ausencia de cualquier
tipo de ligando, es la siguiente:

1_1[(1 +dp) (1 + v)]“
L' L{d+p +ey

€n que ﬁ = I/KT(I), Y= A/KR(A), d = KT(I)/KR(I)a e = KR(A)/KT(A) rela-
cion que, de forma simplificada, de acuerdo con la anterior supo-
sicion, es:

Loy Wy

S 4yr
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La sustitucion del valor de L’ en la expresion de Ys da lugar a la expre-
sion:
- ol + ay™?

LOEPE g
(I+y1
Ecuacién que establece una nueva propiedad fundamental del modelo,
esto es, que el efecto heterotropico de un ligando alostérico sobre la
funcién de saturacion de otro ligando alostérico es capaz de modificar
las interacciones homotrépicas del Gltimo. Cuando el sustrato mismo
cae dentro del concepto de ligando alostérico, la presencia de los efec-
tores origina un cambio en la forma de la curva de saturacion del sus-
trato (fig 24); asi, el inhibidor incrementa la cooperatividad de la curva

Figura 24

de saturacién del sustrato, en tanto que el activador tiende a hacer des-
aparecer dicha cooperatividad. Los tres tipos de ligandos, sustrato,
activador e inhibidor, exhiben efectos cooperativos homotrépicos.

El modelo de Monod, Wyman y Changeux viene definido por los
siguientes principios:

1) Las proteinas alostéricas son oligdmeros cuyos protoémeros se
asocian ocupando posiciones equivalentes. Ello implica que la molécula
posee al menos un eje de simetria.
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2) Cada protomero posee una localizacion capaz de formar con
cada ligando un complejo estereoespecifico. Ello equivale a considerar
que la simetria de cada serie de receptores estereoespecificos es 1a misma
que la simetria de la molécula.

3) La conformacion de cada protémero viene constrefiida por su
asociacion a los demas protémeros.

4) Los oligbmeros alostéricos pueden presentarse en al menos dos
estados reversibles; estados que difieren en la distribucion y energia de
los enlaces entre los protomeros y, por consiguiente, en las imposiciones
conformacionales ejercidas sobre los protomeros.

5) En consecuencia, la afinidad de-las localizaciones estereoespeci-
ficas con los correspondientes ligandos se altera con motivo de la tran-
sicion entre los estados conformacionales.

6) En la transicion entre los estados conformacionales se conserva
la simetria. molecular.

Changeux y Rubin (86) mantienen la suposicién de dos tunicas
configuraciones en el seno de la teoria de simetria, pero el ligando no
puede forzar enteramente el equilibrio en favor de una configuracion,
sino que se une a ambas configuraciones (uni6on no exclusiva). Con ello
pretenden explicar los autores la accion de ciertos inhibidores que alcan-
zan un valor limite de accion inferior al 100 por 100. Segun Changeux y
Rubin, el intervalo de valores de la funcién de estado R viene determinado
por la constante alostérica intrinseca, L,y por las relaciones de las cons-
tantes de disociacion de los ligandos considerados por los dos estados
(c, d, e). En ausencia de inhibidores o activadores (f =y = 0), los
limites de R en funcidén de la concentracion de sustrato relativa o =
= §/Kpg(s) son:

a=0 o — 00

AL+ 1) < R < 1/(Let + 1)

mientras que, en presencia de niveles saturantes de inhibidor (f — oo,
y = 0), los valores accesibles de R vienen definidos por:

a=0 o — 00
1/(Ld? + 1) < R < 1/Lc%" + 1).

Con pocas excepciones, los limites de funcidén de estado son diferentes
de cero y la unidad, que son los valores limitantes de la funcién de
saturacion.
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La relacién de las dos conformaciones (funcién 0) en presencia de
activador e inhibidor viene dada por:

R_ R (L+af(d+dpy(l +yr

T 1-R L{+cof(l+ 1 + ep)?

siendo ¢, d y e los coeficientes de union no exclusiva de sustrato, inhibi-
dor y activador, respectivamente. Cuando dichos coeficientes son muy
pequefios, 1a expresion anterior adquiere la forma:

0= R (L+af( +yyf
"1-R  LA+py

Q=

Por otro lado,

v=-%* R,

LA
anx 1+a

de donde:

R=v..1+cx v

= ; —,
Vmax o4 V max

siendo V', 1a velocidad maxima que puede lograrse en presencia de
una concentracion dada de sustrato, si la proteina se encuentra total-
mente en la conformacion R.

La comparacion de esta ecuacion con el valor de Q da lugar a:

R _ v _ o4y
1—-R Vee—v (1+p7

donde C = (1 + a)?/L(87).

Para facilitar la comparacién de los estudios conformacionales y
de unién de ligandos, Changeux y Rubin (87*) introduce la «funciéon
de estado relativa» (Rr)

0=

R R(@) — R(x = 0) (L'e" + D[ + a)* — (1 + ac)]
Yy = — — =
Rl@— o) — Rl =0) (1 — e[ + o) + L'(1 + ac)?]

expresion, ciertamente, mas compleja que la simple de R, pero tiene la
ventaja de que corresponde a la variacion de un parametro de confor-
macion de la proteina entre valores limitantes, medidos en ausencia de
un ligando especifico y a concentraciones de saturacion del mismo.
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Esta funcion de estado relativa varia entre 0 y 1, de la misma manera
que la funcion de saturacion. Las posiciones relativas de las represen-
taciones de Rr e Y depende de los valores particularesde L',c y q; en el
caso concreto de que L' = ¢~ %%, ambas funciones se cruzan en el punto
medio. En los casos en que I; sea mayor o menor que ¢~ %2, Rr intersecta
la funcién Y por encima o debajo del punto medio, respectivamente.

3. MobpeLo DE KOSHLAND, NEMETHY Y FILMER

El modelo de Monod, Wyman y Changeux, para explicar los efectos
alostéricos y cooperativos, esta basado, pues, en el «principio de sime-
tria», y establece que los protomeros estan dispuestos de una forma
simétrica, la cual se conserva durante los cambios conformacionales
de la proteina, o, lo que es lo mismo, los cambios en la conformacion
de una subunidad van acompafiados de cambios idénticos en todas
las subunidades iguales. Este modelo no se limita exclusivamente a dos
estados, pero, al postular que los ligandos tienden a desplazar el equi-
librio hacia estados pre-existentes, queda implicada una especie de
tacita suposicion de la existencia de muy pocos estados.

Las mencionadas propiedades alostéricas y cooperativas de las
proteinas han sido tratadas por Koshland y colaboradores (l.c.) desde
el punto de vista del acoplamiento inducido, suponiendo la existencia
de una interaccion flexible entre ligando y proteina, con la aparicion
de una nueva conformacién de la subunidad. Esta deformacién puede,
a su vez, afectar a la forma y estabilidad de las subunidades vecinas en
grado variable. Si el cambio conformacional en una subunidad no se
encuentra estrechamente relacionado con la conformacion de las
subunidades vecinas, éstas pueden no resultar afectadas y la resultante
total sigue siendo del tipo Michaelis-Menten. Si, por el contrario, las
interacciones entre las subunidades son muy estrechas, un cambio
provocado en una subunidad dara lugar a cambios iguales o parciales
en las subunidades adyacentes que ocurrirAn de forma secuencial con
la adicién de ligandos, o, lo que es lo mismo, se observaran cambios
conformacionales hibridos. En la figura 25 se representa el esquema de
Koshland y Neet (90), en el que se ilustra la idea de flexibilidad enzima-
tica y los cambios conformacionales de un monémero inducidos por
el sustrato. En la parte superior puede obsorvarse como el transito
de la conformacion circular a la conformacién cuadrada puede tener
lugar mediante tres tipos de procesos; en el proceso K, K, el cambio de
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conformacion inicial va seguido de la unién del sustrato a la nueva
conformacion; en el proceso K;Kj, la inicial union del sustrato va seguida
del cambio conformacional; el proceso K K; supone la situacion
intermedia, segiin la cual, un cambio de conformacion inicial y la unién
de sustrato ocurren de modo simultaneo, lo que va seguido de un ulterior
cambio conformacional K;” final.

(A)

Ky

O3 L
©

.

Ky

l HH
]l.l PRDTEINA “‘|]

+ Na‘ T

Figura 25
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En la parte inferior de la figura 25 se ilustran los cambios ante-
riores a base de atracciones hidrofobicas y electrostaticas de la pro-
teina y el sustrato en presencia de los iones de la solucion.

El modelo alostérico de Koshland, Némethy y Filmer —mas general
y, por ende, mas complejo—, en contraste con el de Monod, Wyman
y Changeux, esta basado en el postulado fundamental de la existencia
de estados conformacionales hibridos o, lo que es lo mismo, que cada
subunidad puede cambiar de conformacion sin que de modo necesario
se produzca un cambio igual en las demas subunidades. Ello permite
la existencia de todas las formas T, Ty, T3, ..., T, y asigna un valor a las
constantes L;. La representacion esquematica de ambos modelos aparece
en la figura 26.

=23~
— SO BI

Ry Iy

4S + = % +4S
I I

35+ S = % +38
I I

25+ 515 et % +2S
I Il

S+ :5 = % +S
I {
] =

Figura 26
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El modelo de Koshland predice los efectos homotropicos y hetero-
tropicos tanto positivos como negativos. Este modelo, de naturaleza
secuencial, no necesita definir el proceso operativo de los sefialados
anteriormente, pero tiende a favorecer los procesos K;K; v Ky K}, en
tanto que el modelo de simetria favorece el proceso K K,. El modelo
de Koshland sugiere la presencia de muchos estados conformacionales
intermedios y finales, puesto que la estructura estabilizada implica una
interaccion complementaria de ligando y proteina mas que la estabili-
zacion de una determinada estructura.

La variacién de energia libre «standard» para la transformacion de
un protéomero en estado R a la forma Tes la suma de tres términos:
(1) un término «intrinseco», considerado como la variacion de energia
libre «standard» para la transformacion configuracional del protomero,
sin tener en cuenta las interacciones con los deméas protémeros del
sistema; (2) un término debido a la interaccion del protomero con los
demas protomeros en el estado T (3) un término debido a la interaccion
con los demas protémeros en el estado R. La contribucion de los
sumandos (2) y (3) depender4 de la geometria del sistema. A base de un
tetramero, Koshland analiza cuatro disposiciones espaciales (fig. 27):
modelo tetraédrico (cada subunidad interacciona con las otras tres),
modelo cuadrangular (cada subunidad interacciona con las dos adya-
centes), modelo lineal (las subunidades del interior pueden inter-
accionar con las dos vecinas, y las extremas tan s6lo con una) y modelo
concertado (no depende de la geometria de las interacciones, ya que las
subunidades cambian simultaneamente de conformacion; se diferencia
del modelo de Monod en que los requerimientos de simetria no son
esenciales y en que las subunidades no se presentan en la conformacién
R cuando la enzima carece absolutamente de ligando).

Whitehead (91) estudia la disposicion tetraédrica del modelo de
Koshland (las subunidades situadas en los vértices de un tetraedro
regular) y de esta forma los términos (2) y (3) dependen simplemente
de los contactos R-T'y T-T existentes en la molécula.

De todas formas, cualquier disposicion espacial de las subunidades
tiene que acogerse a las caracteristicas generales del modelo, que se
centran en las principales siguientes:

1. Las subunidades enzimaticas pueden presentarse en dos estados
conformacionales, T y R. Una de las conformaciones, tal como
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R, no posee afinidad apreciable por el ligando y se presenta
cuando la subunidad esta carente de ligando (cf. fig. 27).
2. La otra conformacioén, T, posee gran afinidad por el ligando
y se presenta cuando la subunidad est4d unida a una de tales
moléculas de ligando.
3. Launion de una molécula de ligando a una de estas subunidades
induce en ella tan s6lo un cambio conformacional desde la forma
T a la forma R.
Tetrahedrica
3 £ 5, £S, S,
Cradranguiar [s]s]
CO a —
E 0 He) s|s
Cls]
=100
Lineal
0000 — — — — GELED

Coscertads

&

S S S|S s|s
S S s|s
Figura 27

Debido a la interaccion positiva con las demas subunidades en
el seno de la estructura cuaternaria, las subunidades vacias
experimentan secuencialmente el cambio conformacional de la
forma R a la forma T con una facilidad cada vez mayor, a medida
que va teniendo lugar la unién sucesiva de los ligandos.
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5. Por todo ello, el grado de unién del ligando y, en consecuencia,
la magnitud de la transformacion estructural de las subunidades
son dependientes de la concentraciéon del ligando.

Si en la referida disposicion tetraédrica se considera la forma T,
en la que una subunidad R adopte la configuraciéon 7, el cambio de
energia libre «standard» que tiene lugar en el proceso dispondra de un
término (1) «intrinseco» AGr, un término (3) que dara cuenta de los
tres contactos R-T, 3AGgy, sin que exista contribucion (2), al no existir
interaccion entre protomeros en el estado T,

AGY = 3AGgr + AGr

En la transicion Ty a Ts, el término «intrinseco» sera 2AGr, al que de-
beran afiadirse la contribucién (2) AGy; debido a la interaccion T-T
y la contribucion (3) 4AGgy debido a las cuatro interacciones R-T, con
lo que se tendra:

AGY = 4AGgrr + AGrr + 2AGr.
Por andlogos razonamientos se tendria:

AGg = 3AGgr + 3AGrr + 3AGr
AGS = 6AGrr + 4AGr.

Las constantes de equilibrio que aparecen en la descripcion de estos
modelos pueden correlacionarse con los términos de energia libre
mediante la relacién AG® = — RTIn K. Por otro lado, debe tenerse
en cuenta (fig. 28) que la forma T; representa en realidad cuatro molécu-
las con su correspondiente constante de equilibrio (L)) con 7. Asi,
pues, resulta:

L, = 4L; = 4K}:K

L, = 6L, = 6K%:KrrK3%
L; = 4L, = 4K}, K3, K3
L, = Ly = K$7K%

I
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(K1, Krr y K71 son las constantes de equilibrio correspondientes a
AGrt, AGrr y AGrr).

To _T}___Tz _Ta__ Ta
B+ BHE <A
B || P
B || B
A &
=
_@J

Figura 28

Una simplificacion de estas relaciones puede obtenerse por defini-
cién de una nueva constante K = Kr/K%7, con lo que resulta:

L, =4L), L, =6KL\? Ly =4K3L)* Ls= K°L\*

Una suposicién que es esencial al modelo de Koshland es que un ligando
impone una configuracion a los protomeros, que la adoptarian en su
ausencia solo en una proporcion practicamente nula. Ello se expresaria
matematicamente diciendo que, para valores de w a los que Q es una
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cantidad mesurable, Bw > 1. La ecuaciéon de unién tomaria en este
caso la forma:

Si solamente existieran dos configuraciones, R y 7, el estado de la
proteina, la poblacién y las interacciones R-R, R-T'y T-T vienen por
completo determinadas por T. Pero, en las condiciones de induccién y,
por definicion, T = 0 cuando w = 0, de modo que la energia libre total
de la interaccion entre subunidades cuando se afiade suficiente w
para llevar T a un valor dado, depende sélo del valor de T, y no de las
concentraciones de ligandos, puesto que se inicia y se termina a los
mismos niveles de energia de interaccién. Adema4s, bajo las condiciones
de induccion, Q = T, de modo que las interacciones entre subunidades
son las mismas que entre moléculas « unidas y la energia libre total
de la interaccion es una funcién de Q y no de las concentraciones de
ligandos.

Si en los razonamientos de Koshland tiene lugar AGyr < AGgr, €l
modelo queda reducido al de simetria. No tiene nada de extrafio, pues,
que ambos modelos —concertado y secuencial— (fig. 29) sean inter-
pretados como situaciones limites. En el primero (MWC) se conserva
la simetria estructural, en tanto que en el segundo (AKNF) un ligando
induce el cambio del estado conformacional de una subunidad, que
afecta la unién del siguiente ligando o de un ligando diferente a través
de un cambio en la interaccion entre las subunidades.

Koshland estudia las diferentes disposiciones espaciales de su modelo
para las que define N, nimero medio de moléculas de sustrato unidas
por molécula de enzima

q
do 2, IES)
N, = n¥— sustr'ato untl 1o _ .=qo ’
enzima tota
X (ES)

donde i, como es habitual, representa el nimero de moléculas de S
unidas a una especie molecular individual y g el nimero de subunidades
por especie molecular. Los valores de N pueden estar comprendidos
entre 0 y q.
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En la figura 30 aparecen las representaciones de N, frente a (S) o
log (S) utilizadas por Koshland, asi como la definiciéon de dos constan-
tes: (Sq9) 0 concentracion de S cuando la mitad de las localizaciones se
encuentran saturadas por el ligando, es decir, cuando Y= 0.5; R, es
la relacion de la concentracion de ligando para Y= 0.9 a la concentra-
cion para Y = 0.1. Estas constantes son de gran valor en la comparacion
de las curvas sigmoideas con las clasicas de Michaelis-Menten.

Estas curvas de saturacion son la representacion de

4K K(S)

N = I KK GY
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para las que:

K (afinidad intrinseca del ligando para una subunidad) = 15)

(D(S)

K, (constante de equilibrio para el cambio de conformacion) = ®
Veamos la forma que adquiere N; en algunos ejemplos de disposiciones
espaciales segun el modelo de Koshland. En la disposicion tetraédrica
existiran cuatro formas equivalentes para unir una molécula de (S),
seis formas para unir dos moléculas de (S), cuatro formas para unir tres

A 4 — B
36 |- ‘;1-_7_—»—'*'-\—- '
=
P 1
3L e '
s '
Ve !
7 |
- /

Ng=aYa | /. !
7 | :
/ 1 1 :
i i i
101 1 '
I_’ ! | '
‘ ! '
ol s |

i rd | 1 2 1 1

0 2 4 6 8 0
10 XS)

Figura 30

moléculas de (S) y una forma para unir cuatro moléculas de (S). Teniendo
esto presente, las concentraciones de enzima que unen un nimero
determinado de moléculas de (S) vienen dadas por las ecuaciones:

(ES) = (R3TS) = 4Kzr[ KK (S)](R4)
(ES3) = (R;T,8;) = 6K4rKrr[ KK (S)]A(R4)
(ES3) = (RT3S3) = 4K3rK3r[ KK (S)]*(R4)
(ES4) = (T4S4) = K$1[KK(S)]*(Ra)
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y que sustituidos en la expresion de N, dan:
_ AKRKK((S) + 12K3rKrr[KK(S)]? +
* 1+ 4K3rKK(S) + 6KErKrr[KK(S)]* +

+ 12K3rK3r[KKi(S)]® + 4K [ KK (S)]*
+ 4KxrK3r[KK(S)]® + K§r[KK(S)]* °

en donde las constantes Kgr v K7 vienen definidas por:

Kpp = RDR) Kpp = TDR)R)
(RRY(TY (RR)(T)(T)

Si Kgr > 1 significa que la interaccion de RT es mas favorable que la
interaccion de RR y tiende a estabilizar el par R7, vecino, con respecto
al par RR. Kgp se considera la unidad, ya que cualquier otro valor signi-
ficaria un simple desplazamiento relativo en el estado «standard» y
no un cambio en la relacion de subunidades.

En el caso de la variacién denominada «concertada» del modelo de
Koshland, la conformacién de las subunidades cambia simultaneamente
en todas ellas (fig. 27) y se tendra:

(Th) = K;';:(R{t)

en donde K,, es la constante de equilibrio de la transicién conforma-
cional (la interaccion de las subunidades cambia de modo concomitante
con el cambio de conformacion). Las concentraciones de ES; tendran
en este caso las formas:

(T,S) = 4K(SXTy)
(T4S2) = 6KZ(S)H(T2)
(T4S3) = 4K2(S)X(Th)
(TaS4) = Ks(S)*(T2) = K3 Kit(S)*(R4)

que otorgan a N, el valor:

4K(S)1 + K(9)]°
K:* +[1 + K(9]*

ecuacion ésta de saturacion, cuya diferencia de la resultante del modelo
de Monod estriba en la distinta posibilidad de uni6n del ligando a las

N, =
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formas de la enzima; la ecuacién derivada del modelo de Monod se
transforma en la anterior con la suposiciéon de que solo una de las dos

formas es capaz de unir S.
Las curvas de saturacion (N, en funcion de log S) correspondientes

a las diferentes geometrias de interaccion antes resefiadas han sido
calculadas por Koshland utilizando unidades de representacién com-
putarizadas, a la vez que comprueba la simetria alrededor del punto

medio.

zlo

100 Kyoz10
0 Kgg
20 Kje=s0

2104

Ks

N=4Y 20

Tetrahedrico KoKy =
Cuadrangulav K.K
Concertade

4] a 5

Y i z
log($)

Figura 31

En la figura 31 aparecen las curvas correspondientes a las disposi-
ciones espaciales tetraédrica, cuadrangular, lineal y concertada, compa-
radas con la curva de tipo Michaelis-Menten; todas las curvas estan
calculadas a base de las mismas constantes de unioén y de transforma-
cion (K, v K;) e interacciones moderadas entre las conformaciones
T K7t = 10). En estas condiciones, la forma mas empinada corresponde
a la disposicion tetraédrica, seguida de las disposiciones cuadrangular
y lineal; sin embargo, el punto medio de las curvas se desplaza hacia
concentraciones de sustrato mas bajas, es decir, se requiere menos
concentracion de ligando para alcanzar la semi-saturacion de la enzima
(en el caso del mecanismo concertado, la eleccién de K, y K,. fueron

hechas de forma que dieran la misma constante total del proceso
R4 + 4§ =T,S, que en el caso de la disposiciéon cuadrangular). Las
diferentes geometrias originan, pues, diferentes curvas de saturacion
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a base de las mismas constantes intrinsecas, las que, sin embargo,
pueden hacerse concidir mediante seleccién adecuada de las constantes
de equilibrio.

La variacion de K K, o de Krr (siendo Kgr = 1) da lugar a varia-
ciones en las curvas de saturacion. Asi, cuando Krr > 1, se observa un
desplazamiento de Sq.5 hacia valores mas bajos y una tendencia a exhibir
una transicion mas aguda al aumentar Krr. Cuando K¢r < 1, la curva
tiende a hacerse plana para valores de N; = 2. Es este un simple ejemplo
de las variaciones que experimentan las curvas de saturacién con la
variacion de las constantes; Koshland discute ampliamente estas
variaciones al hacerlo ademas Kgzr(Krr y K K, constantes) o ambas
Krry K1 simultineamente. En la figura 32 se observan las representa-

s °
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Figura 32

ciones de las curvas de saturacion en el caso de la disposiciéon cuadran-
gular en el caso de la variacion de Kgr. (En la figura K 4).

El problema de indole practica que se presenta ahora, asi como en
todos los casos en que se pretende investigar el ajuste de los datos expe-
rimentales a un modelo tedrico, es obtener la curva tedrica que mas
intimamente se acerca a los datos experimentales y compararla con
las curvas teodricas deducidas de los diferentes modelos. Este problema
se plantea, pues, referido al procedimiento, mas o menos preciso y
coémodo, de ajuste de curvas. En este sentido se han desarrollado métodos
de obtencion de nomogramas que facilitan dicho ajuste; asi, existe un
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procedimiento para la obtencién de nomogramas para la averiguacion
de n de la ecuacion de Hill (92). Koshland, en el amplio estudio descrip-
tivo de su modelo, desarrolla un método para la obtencion de nomogra-
mas que permiten muy buenos ajustes tan sélo a base de tres puntos
de la curva sigmoidea: S,.5 y los dos puntos de saturacion al 10 por 100
y 90 por 100 (o su relacion R,).

A la vista de los resultados que Koshland discute acerca del ajuste de
los datos experimentales a las descripciones teoricas de los modelos
(Monod y Koshland) y sus supuestos fundamentales, es dificil distinguir
con rigor dicho ajuste tan sélo haciendo uso de los datos suministrados
por las curvas de saturacién. Ante ello, Koshland (cf. nota 88) estudia
profundamente un modelo de proteinas oligoméricas capaz de unir dos
ligandos y las posibilidades —mediante mecanismos varios— de incidir
sobre parametros del tipo de la velocidad maxima (V,,), el punto
medio de la curva de saturacion (So.5s) y la extension de la cooperatividad
de dicha curva (R)).

Al existir, por lo pronto, dos ligandos (X y L) que pueden funcionar
como dos sustratos, sustrato y activador, sustrato e inhibidor, cada
subunidad del oligdmero podra poseer una localizacién de union para X
y otra para L. Pero, a la vez, esta existencia de dos ligandos introduce
una notoria complejidad ante la necesidad de tener presentes las posibles
permutaciones.

Para la produccion de efectos cooperativos es suficiente que uno de
los ligandos sea capaz de inducir un cambio conformacional que afecte
a la interaccion de las subunidades, y supongase que X produce inva-
riablemente este cambio, en tanto que L puede o no ocasionar este
cambio. De esta forma, para una subunidad determinada que pueda
unir ambos ligandos, son posibles cuatro conformaciones: sin ligando
alguno, con X, con Ly en cuarto lugar con ambos X y I, con lo que
se multiplica de forma notable la posibilidad de interacciones diferentes
entre subunidades. En la figura 33 se representan ejemplos de especies
moleculares que pueden resultar de la unioén de un solo ligando X (fi-
gura A) y de dos ligandos X y L(figura B); la union de X origina seis
especies moleculares cuyo contenido en ligando puede variar de 0 a 4
y cuya presencia va siempre acompafiada del cambio conformacional
de la subunidad correspondiente a la que se une; este cambio conforma-
cional puede afectar la interaccién entre las subunidades (Kgr % 1 0
Krr # 1) o puede no hacerlo (Kgr = Krp = 1). La presencia de X
y Lsimultaneamente da lugar a gran niumero de especies moleculares
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diferentes, algunas de las cuales aparecen en la figura B, en las que pueden
aparecer variadas las proporciones de X y L asi como la posibilidad de L
de inducir o no al cambio conformacional. Por ejemplo, en las especies
a, by c, el ligando L esta unido al estado conformacional R, en tanto
que en las especies d, e, f y g estd unido al estado conformacional T; la
union de X ha producido en todos los casos €l cambio conformacional
y dicho ligando aparece siempre en el estado T.

A

B-83= 58+ BB
< —— —_—
.Q . T Ox XJO T Ixix

B
OO LU XL L0
Q. b. C. d.
L] XL| X | X [ X
L] xO XL L
e. f. Q.
Figura 33

Por otro lado, la posibilidad de unién de dos ligandos a la misma
subunidad hace que ello pueda realizarse de modos diferentes (Fig. 34);
en una primera situacion, X o L pueden unirse a la subunidad separada-
mente, con lo que se establece una competencia entre los ligandos y que,
a su vez, se puede lograr mediante la union de Lal estado conformacional
R o al T'; en una segunda situacion, la union de X y L puede ser indepen-
diente, y ambos ligandos pueden situarse en la misma subunidad, con la
misma diferencia de formas antes apuntada por lo que se refiere a las
dos posibilidades de unién de L, la unién ordenada de los ligandos X
y L permite la unién simultdnea de ambos a través de sucesivas uniones
que logicamente pueden exhibirse alternadas.

Desde el punto de vista de las ecuaciones de saturacion, la forma
relativamente sencilla que hemos visto anteriormente tienen las ecua-
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ciones de N en funcién de S, se complica por la presencia de los dos
ligandos. En la exposicion general del modelo de Koshland han quedado
expuestos los valores de N, en los casos de disposiciones espaciales

FORMA FORMA II

UNION

O*- = COMPETITIVA
I I
©

OL O_X- UNION
g X X INDEPENDIENTE
— XL L]—= [xU
O-X[x O
Ll lL UNION
® X ORDENADA

Figura 34

tetraédricas y concertada; la forma general de la ecuacion de union
de un unico ligando, X, al tetrdmero es:

N, = X+ 20,(X)? + 303(X)? + 404(X)*
7 00 4 0,(X) + 02(X)? + 05(X)® + 0(X)*

en la que las funciones 8 estan relacionadas con las especies Ry, R3TX,
R,T,X,,RT3X 3y T4 X 4 ysondependientes de las constantes de afinidad
(Ky), del cambio de conformacién (K,) y del cambio en la interaccion
entre las subunidades (Krr y Kr7); funciones que varian con la disposi-
cién espacial utilizada para la discusién del modelo.
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Dicha ecuacién general aparece transformada en la expresion general

_ Yh(ligando + 2y5(ligando)® + 3yi(ligando)® + 4yi(ligando)*
" Yo + Y (ligando) + y,(ligando)? + y5(ligando)® + y,(ligando)*

'21 iyi(ligando)

n

¥ yi(ligando)'

i=

enla que N puede ser Ny, (cantidad total de X unido por mol de proteina)
y Ni, (cantidad total de Lunido por mol de proteina), en cuyos casos
los términos y; son iguales a los y;; cosa que no ocurre cuando N sea
Ny (cantidad total de X unido a las subunidades que no contienen L),
Ny (cantidad total de L unido a las subunidades que no contienen X),
Ny (cantidad total de X unido a las subunidades que asimismo con-
tienen, L) y N x (cantidad total de L unido a las subunidades que asi-
mismo contienen X). Los términos  y ¥’ para la unién de dos ligandos
han sido obtenidos por Kirtley y Koshland a partir de los términos 6; de
la ecuacién general en presencia de un solo ligando; términos obtenidos
para las diferentes situaciones y formas antes resefiadas de la union
de ambos ligandos a las subunidades constituyentes de una proteina
tetramérica. Mediante este procedimiento se llega a las ecuaciones de N
y al calculo de las curvas correspondientes con la correspondiente obser-
vacion de los parametros apuntados V.., So.s ¥ Rs. La contemplacion
de las variaciones de estos parametros en las situaciones y formas de
unién de los ligandos permite discriminar en cierta medida entre los
mecanismos operativos que puedan ofrecerse como posibilidades alter-
nativas en sistemas enzimaticos particulares.

Hay que tener en cuenta que, para cualquier combinacion de los
parametros observados, s6lo necesita ser considerado un niimero muy
limitado de diferentes modos de union y, en ciertos casos, s6lo uno de
ellos es consistente con los resultados; las ambigiiedades que, indudable-
mente, pueden existir s pueden eliminar en otras experiencias en que se
cambien sistematicamente los ligandos.

Koshland ha estudiado el comportamiento de dos sistemas enzima-
ticos, dCMP amino-hidrolasa e isocitrico deshidrogenasa a la vista de
los planteamientos anteriores. Por ejemplo, la dCMP amino-hidrolasa
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posee como sustrato dACMP y un activador (dCTP), asi como un inhi-
bidor (dTTP); al utilizar dACMP como ligando variable y dCTP o
dTTP.como ligandos fijos, se observan las variaciones en los parametros
cinéticos, las que son consistentes con la forma II de la unién indepen-
diente, siendo L activador, o con la forma I de unidn ordenada, siendo X
activador; la uniéon ordenada del activador seguida de la del sustrato
quedo desechada, porque la enzima resulta activa en ausencia del acti-
vador y se estima, pues, como unica alternativa la unién independiente
de ambos ligandos —sustrato y activador— que provoca el cambio
conformacional de la subunidad y el consiguiente incremento de las
interacciones.

Mas recientemente, el modelo secuencial de induccién por ligandos
se ha visto refinado (93), con objeto de interpretar situaciones cinéticas
supuestamente anormales. Este refinamiento supone que en una proteina
compuesta de subunidades idénticas, el contacto de una subunidad con
dos adyacentes ocurrira a través de diferentes residuos de aminoacidos

B &
0

O
A SUBUNIDADES INVERTIDAS

Figura 35

o, de forma mas general, a través de diferentes dominios de unién (p,
q,r, etc.). Ha quedado con anterioridad mencionado que una interaccion
pp sera isologa, en tanto que una interacciéon pg sera heterdloga. La
naturaleza de las interacciones —iso6logas, heterologas o mixtas—
dependera del nimero de subunidades y de su orientacién; un ejemplo de
estas interacciones en el seno de una proteina tetramérica aparece en
la figura 35. Para distinguir las diversas interacciones entre subunidades

Interacciones moleculares 12
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Ry T,se podran definir como Kgrgp, Krrpg Kr1pp taly como se observa
en la figura 36. Kxr es la constante de afinidad del ligando X —sustrato
o modificador— que se une a la particular conformaciéon T. Kgr es la
constante de equilibrio del cambio conformacional correspondiente.

(o) (b) (c)

©
0
©

Figura 36

La figura 37 considera un tetramero a base de subunidades R con
dominios de union pp, 44, pg y pq que unen dos moléculas de ligando X
segun:

R, +2X =R, X,
R, T, X, puede presentarse bajo seis formas diferentes (fig. 37), y si se
Y =

1

B R - QR G- G
coMioMe MK Shi¢ MRS
o m ™ v o prais

Figura 37

vonsidera Unicamente el equilibrio I =11, se requieren los siguientes
términos: K%z, en virtud de los cambios de 2R en 2T; K%y, responsable
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de la unién de 2X a la conformacion 2T Kgrrgg, Krrpe ¥ K11, debido
a los cambios en las interacciones de las subunidades; finalmente, un
factor estadistico de R,. De ello resulta,

ESpCCiCS tlpo II = (R4)K12(TKiTKRquKRquKTTpp(X)Z

Si se tienen en cuenta las seis diferentes especies:

R, X
v, = ﬁﬁ = (Kx1Krr)* [ KrTeaKrTpaK1Tpp + KrTppKRTapK TTaq
4\

+ KRquKRquKTqu + KRTppKRquKTqu + 2KRTPPKRquKRquKRqu]

Esta expresion no es sino la curva de saturacion, definida por 5,
resultante de la combinacion de toda la serie de parametros moleculares
mencionados. Los términos (i1, W2, 3, 4) representan simplemente
la constante de asociacion de la formacion de la proteina conteniendo i
(1, 2, 3, 4) moléculas de ligando a partir de la proteina sin ligando y
ligando libre. La ecuaciéon de saturaciéon seguird teniendo la forma
general

1+ .le,b,-(X )y
=
pero con la complicacién introducida por la significacion de ;.
Sin = 4 (ntimero total de localizaciones de unién) y siendo Y la habitual
fraccion de saturacion:

V(X)) + 20a(X)? + 3Ps(X)° + Apa(X)*

47 =
=1 + Yi(X) + Yo X)? + Pa(X) + da(X)*

Cornis-Bowden y Koshland han calculado los términos i; de las curvas
de saturacion para distintas disposiciones espaciales tetraméricas que
comparan con las ecuaciones dadas por otros modelos. En la figura 38
se representa N, (nimero medio de moléculas de ligando X unidas por
molécula de proteina) frente a log (X') para un tetramero todo heterélogo
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exhibiendo cooperatividad positiva (a), negativa (¢) y no cooperati-
vidad (b). La simetria o asimetria de las curvas de union y el grado de
cooperatividad que en cada caso se obtienen han sido utilizados para
discriminar entre modelos diferentes seglin el razonamiento expuesto

-5 -4
Log (X)

Figura 38

en el estudio de interaccion con dos ligandos. El presente tratamiento,
con la consideracion de los dominios de unién, implica en la mayoria
de los casos ciertos cambios en las ecuaciones de union, lo que posibilita
el estudio mas detallado y profundo del comportamiento cinético de las
proteinas reguladoras.

Se trata, pues, de intentos sucesivos de explicar la cooperatividad
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de las proteinas alostéricas en términos de cambios conformacionales
que ocurren en una subunidad, sin que de modo necesario tengan lugar
cambios equivalentes en las demas subunidades; presencia ésta de los
estados- conformacionales hibridos que es sustancial al modelo de
Koshland, Nemethy y Filmer, los que afectan en distinto grado al resto
de las subunidades. El cambio en la estructura de la proteina oligbmera
puede ocurrir en este modelo antes o después de la unién del ligando,
aunque se supone implicitamente que el ligando juega un papel funda-
mental en la consecucidén del estado conformacional final. Ofrece este
modelo de Koshland como caracteristica fundamental su generalidad
frente a la simplicidad que representa el modelo de Monod, fundado en
la simetria de la interaccion.

4. PROBLEMATICA DE LOS MODELOS ALOSTERICOS

En el momento de asignar el comportamiento enzimaético particular
a cualesquiera de estos modelos, hay que tener presente que las simples
curvas de saturacion no pueden llevar a cabo por si solas dicha distin-
cién, y es necesario acudir a criterios adicionales. Entre estas posibili-
dades cuentan la medida de las propiedades fisicas de las proteinas e
incluso la obtencién de datos cinéticos clasicos, velocidad maxima
(Vaman), punto medio de saturacion (S,.5) y alcance de cooperatividad de
la curva de saturacion (R;). Kirtley y Koshland (cf. nota 88) encuentran
que la aplicacion de estos parametros puede por si misma conducir a un
cierto grado de discriminacion.

La unién de ligandos y la cinética en «steady-state» suministran
de hecho una importante informacion, pero muchas de las etapas de las
reacciones enzimaticas ocurren a velocidades no accesibles a dichas
técnicas. Con este objeto se han desarrollado los métodos basados en
la espectrometria de relajacion, y en particular el procedimiento deno-
minado de salto de temperatura («T-jump»), que se estudia con detalle
en otro lugar de esta obra.

Un punto, sin embargo, que ha sido objeto de discusion es si, para
la interpretacion de los datos cinéticos —relacion sigmoidea entre
velocidades y concentraciones de sustrato—, hay necesariamente que
acudir a las interacciones alostéricas entre subunidades (modelos de
Monod y de Koshland) o incluso a los modelos que hacen uso de pro-
teinas con multiples localizaciones, pero sin la intervencion de la inter-
accion entre subunidades (94-95). Algunos autores (96) discuten otras
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alternativas diferentes de la cooperatividad para la interpretacion de
los datos sigmoideos con tal de que exista mas de un proceso condu-
cente a la unién de una molécula de sustrato a la unica localizacion
activa. Asi, cualquier modelo que pueda conformarse con una ecuacion
de velocidad cuya forma reciproca posea términos en (S) elevados a
potencias inferiores a —1, es capaz de explicar los resultados sigmoideos.
Sweeny y Fisher (cf. nota 96) describen un grupo de modelos cuyas
ecuaciones pueden reducirse a

Z=a+bisy,

siendo x igual o inferior a —2. Estos modelos no requieren cooperativi-
dad o la unién de mas de una molécula de sustrato a cada localizacion
catalitica para exhibir sigmoidicidad. En estos modelos, un cambio en
una constante de velocidad puede inducir o eliminar dicha sigmoidi-
cidad, de forma que cambios en la conformacién de una enzima pueden
inducir variaciones en la magnitud relativa de las constantes de velocidad
y de aqui provocar variaciones en las caracteristicas cinéticas.

La existencia de este tipo de alternativas para la interpretacion
de los datos cinéticos sin hacer intervenir la interaccion entre subunida-
des ha sido asimismo descrita por otros autores (97) (cf. nota 75).

Aun teniendo en cuenta la aceptacion de esta posible situacion
cinética, debe hacerse notar que tampoco la derivacion en perfecto
«steady-state» es explicacion primaria de las anormalidades de dichos
sistemas enzimaticos. Ya se ha visto con anterioridad (cf. nota 73)
cOdmo existen gran nimero de condiciones —por ejemplo, la identidad
de ciertas constantes de velocidad o de sus relaciones— que, impuestas
a las mas complejas ecuaciones de velocidad derivadas del «steady-
state», dan lugar a formas similares a las derivadas por métodos de
equilibrio rapido. La suposicion de equilibrio entre sustrato y enzima
conduce, asimismo, a semejante simplificacion; calculos sencillos mues-
tran que, en las etapas de unién, se alcanza el equilibrio en menos de
1073 segundos.

A pesar, sin embargo, de estas restricciones, lo que se manifiesta
conceptualmente como de gran interés y como una seria objecion a los
tratamientos cinéticos del «steady-state», es que las curvas de saturacién
sigmoideas no son reflejo de modo necesario de la interaccion de mal-
tiples localizaciones. La informacién cinética obtenida a partir del
«steady-state» es, por tanto, insuficiente para permitir de forma inequi-
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voca asignaciones precisas de mecanismos formales. Dicha informacion
se limita a la obtencidn de datos acerca de la velocidad de las etapas
limitantes (Vna,) ¥ @ las constantes de disociacion aparentes de sustra-
tos (K,,) o efectores (K;) hacia la enzima. Sus ventajas se centran en la
posibilidad de utilizar preparaciones enzimaticas no purificadas y en
las pequeiias cantidades requeridas para el estudio.

Los datos que puedan obtenerse mediante el tratamiento cinético
del «steady-state» acerca de los mecanismos de regulacion alostérica
son del mismo orden que los deducidos por estudios directos de union de
ligandos. Este tipo de experiencias necesita, sin embargo, el empleo de
enzimas en forma pura y grandes cantidades; sus resultados describen
las interacciones no covalentes entre sustratos y modificadores y las
multiples localizaciones de la enzima, asi como permiten determinar el
numero de localizaciones de unién para cada ligando.

La limitacién que, en su conjunto, ofrecen los métodos de obtencion
de datos en el equilibrio es que solamente ofrecen una vision global
del comportamiento de los sistemas complejos.

En la excelente critica de los métodos en general y de la evaluacion de
los métodos cinéticos en particular, Kirschner (98) establece que la
validez de un modelo particular s6lo puede instituirse cuando se exclu-
yen necesariamente los demas. Si la informacién deducida de los estudios
directos de unién de ligandos es tan insuficiente como el tratamiento
cinético para la asignacién del mecanismo operativo, se impone el
enfrentamiento del problema con una metodologia que obtenga para-
metros relacionados con la conformacion y estructura de la proteina o
que mida las constantes de equilibrio individuales implicadas en los
procesos de cooperatividad. La cristalografia de rayos X y el estudio de
las reacciones rapidas son los tratamientos hoy mas capaces para
enfrentarse con la dualidad mencionada.

Una vez mas debe insistirse en que uno de los métodos mas tutiles
a] establecimiento de mecanismos formales consiste en el estudio de las
reacciones rapidas. Las condiciones experimentales propias de este tipo
de técnicas permiten la deteccion de las especies presentes en los diferen-
tes mecanismos a lo largo del tiempo, lo cual supone —a su vez— una
notable ventaja sobre los procedimientos de unién en el equilibrio. En
los casos favorables, ello permite la observacién directa de cada una de
las etapas a intervalos propios y caracteristicos de los procesos parti-
culares.

Quiza en el seno de esta problematica deba hacerse mencion de que
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si bien, efectivamente, los esquemas cinéticos complicados pueden surgir
de las propiedades alostéricas, esto es, de los cambios conformacionales
reversibles de la molécula de enzima inducidos por la unién de ligandos,
y también del orden de la unién de sustratos y liberacion de productos
con que ocurre la reaccion enzimatica a base de dos o mas sustratos y
productos, en este segundo caso no se dan transiciones moleculares de
la proteina enzimatica. Ahora bien, el examen de las propiedades
alostéricas de un sistema enzimatico capaz de presentar un mecanismo
«ping-pong» ofrece situaciones cinéticas complicadas por la oscilacion
de la enzima entre varias formas estables (99). Estas caracteristicas
cinéticas han sido estudiadas por Sumi y Ui (100), haciendo uso de la
teoria de equilibrio parcial (101). En este tipo de supuesto, la enzima
oligomérica —adaptable para simplificacién al modelo de Monod—
puede, por un lado, participar del equilibrio entre los estados Ry T,y
por otro, existir bajo las formas E y E’ estables e igualmente responsables
de la actividad enzimatica, una de las representaciones de este tipo de
esquemas cinéticos es:

EnA : EnC
nA J : \//nc
hD//\ ? %DB
EnD ’ EnB

en que 4 y B son los sustratos que unen, respectivamente, a Ey E' a
base de n subunidades; D y C son los productos de la reaccién. El
esquema exhibe dos zonas de equilibrio rapido, una relativa a la unién
y disociacién de E, y la otra a las de E'. Estas zonas se encuentran ligadas
a través de etapas lentas limitantes de la velocidad de reaccion total.
La ecuacioén de velocidad derivada para el anterior esquema cinético es:

kiksABE,

ke 1+ B L\ kkB(1+ 4
Kp <1+_B>" K4

Kp

=@
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siendo K4 y Kp las constantes de disociacion de EA y E'B, respectiva-
mente, y k; v k, las constantes de velocidad de las etapas limitantes de
la velocidad de la reaccion correspondientes a EA y E'B; E, es la con-
centracion total de la enzima.

Ciertos autores (102) sugieren que, en algunos casos en que no se
observan cambios en las conformaciones terciarias, no es necesario
acudir a los cambios conformacionales descritos por los modelos ante-
riores para interpretar los efectos alostéricos y cooperativos, y desarro-
llan una teoria alternativa denominada de exclusion estérica de ligandos
a través de interacciones entre ligandos multifuncionales que se unen
a localizaciones comunes y topologicamente distintas. En la figura 39

AV | { ~ v o |
a b
|
v i |
c
Figura 39

se representa la superficie de una enzima poseedora de cuatro localiza-
ciones, cada una de ellas capaz de unir un grupo funcional de un ligando.
La enzima puede unir tres tipos de ligandos, poseedores cada uno de ellos
de dos grupos funcionales que son capaces de unirse independiente-
mente a una localizacion. Cada ligando bifuncional puede unirse a la
enzima a través de una o dos localizaciones, y el sustrato deberé unirse
a ambas localizaciones (I y II) para que se manifieste la actividad
catalitica.

En ausencia de activador, ambos, inhibidor y sustrato, pueden unirse
a la enzima de modo simultaneo segin (a) y (b), pero en un momento
dado sélo un ligando puede unirse a través de dos localizaciones. La
uniéon de un ligando activador a las localizaciones III y IV resulta (¢)
en que la inhibicién resulta impedida. Asi, una enzima poseedora de este
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o similar comportamiento podria describirse como alostérica. De igual
manera, el complejo activo de una reaccion con dos sustratos, en que
uno de ellos suministra una localizacién especifica para la unién del
segundo, da lugar necesariamente a una reaccién ordenada de tipo
secuencial en que cada uno de los sustratos incrementa la unién del
otro de forma cooperativa. Si los dos sustratos son idénticos, la ecuacion
cinética es

v aS?

V' 1+ BS + aS¥
que permite una dependencia sigmoidea de la velocidad con la concen-

tracion del sustrato.
Otro tipo de sistema propuesto por los mismos autores (fig. 40)

Figwa 40

supone que la enzima puede unir el sustrato bajo dos formas diferentes
e independientes, I-II y III-1V, de las que s6lo una es activa; la enzima
puede unir asimismo un inhibidor a la combinacién de localizaciones
II-I1I, cada una de las cuales forma parte de los respectivos sistemas de
unioén de los sustratos. Suponiendo que los ligandos se unan a la enzima
tan s6lo mediante la participacion de su doble funcionalidad, resultan
dos diferentes complejos (a) y (b); en el primero de ellos no hay posibi-
lidad de unién para el inhibidor, mientras que, en el segundo caso, la
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unién del inhibidor impide 1a de los sustratos. La ecuacion resultante
seria:

v aS + S§?

Vo (@+ B)S + 8% + af(l + yIy’
y la velocidad de reaccion tendra una dependencia sigmoidea de la con-
centracion del sustrato cuando exista una suficiente concentracion de
inhibidor; en ausencia de dicho inhibidor, la dependencia es por com-
pleto hiperboélica.

Si en este mismo sistema la enzima estuviera constituida por dos
subunidades (fig. 41) disociables, la disociaciéon habria de rendir las
|
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Figura 41

subunidades (c) y (d) y solamente la segunda seria cataliticamente
activa; el sistema exhibiria una cinética hiperbolica normal aun en
presencia de cualquier concentracion de inhibidor. La disociacién en
subunidades en este tipo de sistemas conduce, pues, a una hiperbolica
normalizacién de la primera cinética sigmoidea.

Las teorias conformacionales explican el efecto de un ligando sobre
la capacidad de unidn de otro, como resultado de una conexion sucesiva
ligando-enzima-ligando, mientras que la presente teoria de exclusion
de ligandos daria lugar al mismo efecto a través de una conexidén
directa ligando-ligando; las consecuencias cinéticas serian, sin embargo,
del mismo tipo en ambos casos. Cross y Fisher (103) estudian la unién
multiple de varios ligandos a la glutamico deshidrogenasa y consideran
la aplicabilidad de las situaciones antes mencionadas.
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V1. Histéresis enzimatica

Las caracteristicas cinéticas de las enzimas alostéricas vienen
siendo sometidas a nuevas elaboraciones, como las que supone la
presencia de procesos lentos al lado de los rapidos equilibrios de otras
etapas de un conjunto metabdlico. Ello ha conducido al establecimiento
de la idea de histéresis y de enzimas histeréticas (104). Asi, histéresis en
las enzimas reguladoras es el tiempo que transcurre entre la induccion
—cambio rapido en la concentracién de ligandos— y la apariciéon de
la respuesta bajo la forma de propiedades fisicas o cinéticas. Enzimas
histeréticas son las que responden de forma lenta a cambios rapidos
en la concentracién de ligandos. Etapa lenta que pueden ser los cambios
conformacionales de las enzimas, lo que ofrece una notable repercusion
sobre los mecanismos de regulacién en su conjunto.

Estas etapas lentas pueden afectar de modo primario a diferentes
tipos de procesos, isomerizacion, polimerizaciéon y desplazamiento de
ligandos. Veamos, de acuerdo con Frieden (cf. nota 104) la forma de las
ecuaciones cinéticas en un caso sencillo de isomerizacién en presencia
de un solo sustrato. En este caso y teniendo presente la existencia de dos
estados conformacionales de la enzima, el proceso en su conjunto
podria considerarse,

L, ks L,
E+S ES ES E+S
ks | k-3 | ke

E-p

+ k-, +

P P
(las constantes ks y k¢ representan la escisiéon de ES y E'S, complejos de
los dos estados conformacionales de la enzima y el sustrato con afini-
dades diferentes). En este caso, la ecuacion de saturacion y la ecuacion
de velocidad adquieren la forma:

Yo (S/Ly) + K5(S/L,)
1+ (S/Ly) + K, <1 + 5)
L,
v ks

E_°_1 EL{ 1+ K, }
S M1 + K,L,/L,
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habiendo supuesto ks = kg = 0 (se trata s6lo de considerar la union de
ligandos) y que K, = k,/k_, en el equilibrio. La ecuacion cinética se
deriva de la ecuacién de unidn suponiendo que ks y kg son idénticas y que
estas etapas son determinantes, de la velocidad del proceso. El mismo
mecanismo considerado en «steady-state» origina una expresion mas
compleja con términos en S2.

Si se suponen las siguientes circunstancias: a) las etapas E + S = ES,
E' + S = FE’'S se encuentran en rapido equilibrio; b) la reaccion en su
conjunto es irreversible; ¢) la concentracion de sustrato se mantiene
constante, y d) no existe inhibicidén por productos, la velocidad obtenida
es funcion del tiempo:

v, = vy + (Vo — vy)e

con tal de que las constantes de velocidad de isomerizacion (ks, k-3, k,
y k_;) sean suficientemente pequeiias. v, es la velocidad a un tiempo ¢t
relativa al cambio en las condiciones de t = 0, v, esla velocidad at = oo,
vo es la velocidad a t = 0 y k' es una constante de velocidad muy com-
pleja dependiente de S, L, L, y las demas constantes de velocidad. Esta
misma velocidad de cambio es aplicable en otras circunstancias, como
cuando la enzima existe solo bajo la forma E antes de la adicion del
sustrato y como cuando E y E’ existen a tiempo cero.

El cambio de la concentracion de producto en funcion del tiempo es,

dap e Uy — Ug\ _.
a1 (e

de donde,

1 v
P, = qu:t - E’(l —e ’”):l

si Vg = 0. .

La formaciéon de producto es funcion lineal del tiempo cuando
ekt 1. .

La extension de la fase de induccion (fase «lag») antes de alcanzar
una velocidad constante de formacion de producto depende de k'.

La situacion es notablemente mas compleja en presencia de sustrato
y de modificador. En todos los casos estudiados por Frieden (cf. nota'104),
las velocidades inicial y final manifiestan una dependencia del sustrato
que puede calcularse suponiendo un equilibrio rapido de todas las
especies enzimaticas implicadas. Si la velocidad de formacion del pro-
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ducto manifiesta una respuesta histerética después de la adicion del
sustrato, la velocidad final de la reaccion enzimatica es la que se obtiene
cuando la formacion del producto se hace lineal con el tiempo. Esta
velocidad final puede exhibir una conducta alostérica en funcion de la
concentracion del sustrato, interpretable en término de los modelos
propuestos por Monod o Koshland. Esta respuesta histerética no es,
ciertamente, incompatible con los tratamientos cinéticos de dichos
modelos; ello indica, tan s6lo, una participacion del factor tiempo en la
transformacion de los estados enzimaticos.

VII. Esquemas generales de regulacion enzimatica
1. CONTROL DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

Uno de los mas sencillos mecanismos de control biolégico esta
basado en la auto-regulacién de la concentracion de un metabolito a
través de la inhibicién de una enzima esencial a su propia biosintesis.
Ello constituye un principio elemental de economia celular; la innece-
saria presencia de un producto metabdlico Z, ya sea debido a una sintesis
elevada o a una falta de utilizacién, o a ambas cosas, obliga a 1a operacion
de un mecanismo que impida el incremento en la concentracion de Z,
y ello se logra por reduccion de su propia biosintesis al actuar Z como
ligando de una enzima reguladora.

A B C—————- ——Y —Z7 utiljzacién

A

inhibicién

Estamos en presencia del mas elemental mecanismo de «retroinhi-
bicion» (inhibicion «feedback»), que opera generalmente sobre la
primera enzima del proceso metaboélico; enzima que ha de pertenecer
al grupo de las denominadas «reguladoras» o «alostéricas», haciendo
con ello mencidn a la funcion bioldgica o al mecanismo fisico (no siempre
coincidentes) operativos. Pero, en cualquier caso, lo que en el estado
actual de la cuestion debe tenerse presente de modo fundamental es que
las caracteristicas cinéticas singulares que las enzimas reguladoras o
alostéricas exhiben estan fundadas en las interacciones entre subunida-
des constituyentes de la indispensable estructura cuaternaria de estas
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enzimas. Toda una serie de resultados experimentales (105) llegan a la
conclusion de que, aunque las subunidades parecen actuar como
entidades independientes, es necesario cierto tipo de interaccién sub-
unidad-subunidad para la actividad catalitica, a lo que debe afiadirse
nuevas interacciones justificadoras de las caracteristicas cinéticas
anormales de estas enzimas.

El esquema acabado de exponer como ejemplo de este tipo de
control enzimatico por «retroinhibicion» no es, ciertamente, nico,
sino que se presenta bajo diversas modificaciones con sus caracteristicas
propias en el orden regulador. El conjunto de mecanismos que han sido
descubiertos y estudiados, merced preferentemente al metabolismo
bacteriano de aminoacidos, pueden clasificarse siguiendo las lineas
generales de Umbarger (106) en los siguientes apartados:

1. Inhibicion
A) Procesos conducentes a producto final unico.
B) Procesos conducentes a multiples productos finales.
a) Accién de los productos finales sobre una enzima con
multiples localizaciones efectoras.
b) Inhibicion secuencial.
¢) Accién de los productos finales sobre enzimas multiples
con la misma especificidad catalitica y caracteristicas regu-
ladoras diferentes.

II.  Activacion

A) Activacion por precursores.
B) Activacién compensadora en procesos convergentes.

Los procesos conducentes a miltiples productos finales, secuencias
metaboblicas divergentes —preferentemente poseedoras de actividades
biosintéticas— reunen en primer lugar a una serie de mecanismos en que
los diferentes productos finales ejercen su funcion reguladora sobre el
mismo sistema enzimatico, localizado en la primera etapa de la secuencia
comun a todos ellos. Las diferencias van a surgir en cuanto a las modali-
dades singulares bajo las que los productos finales ejercen su funcién



368 Angel Martin Municio

reguladora. En un primer caso, los productos finales ejercen su funcion
reguladora de forma necesariamente concertada,

ALB—C

sin que ninguno de ellos pueda realizar dicha funcién de modo inde-
pendiente. Ejemplo de este tipo de regulacion la manifiestan las aspar-
toquinasas de Bacillus polymyxa y de Rhodopseudomonas capsulatus
(cf. figs. 42 y 43). En un segundo esquema, los productos finales del
proceso metabélico ramificado.

ejercen su inhibicidon de manera cooperativa, es decir, su accion conjun-
tada supone un efecto inhibidor superior al que supondria la suma de los
individualmente ejercidos. Como ejemplo se ha descrito una especial
aspartoquinasa de E. coli (107). Una tercera forma de inhibicion por
productos finales multiples supone la conseguida como simple conse-
cuencia de la adicion de las acciones inhibidoras parciales —sin coopera-
cioén y sin antagonismo—, denominada inhibicién cumulativa.

Se ha descrito como ejemplo de este tercer tipo la inhibicion de la gluta-
mina-sintetasa (108).
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Los tres tipos de mecanismos anteriores representan casos particu-
lares de funcion reguladora ejercida por miultiples productos finales al
inhibir la misma enzima bajo formas diversas. Dentro de este mismo
esquema general puede considerarse el caso de que la inhibicién que
sobre la enzima inicial ejerce uno de los productos finales de la reaccion,
sea contrarrestada por uno de los metabolitos de otra conexionada
secuencia metabdlica,

Un ejemplo de este tipo de inhibicion lo ofrece la accion de la valina al
compensar la inhibicién que sobre la treonina-desaminasa ejerce la
isoleucina en Baccillus subtilis.

L.a denominda inhibicién secuencial supone la existencia de un pro-
ceso metabolico multi-ramificado con una serie de productos finales
que regulan su formacion independiente inhibiendo la primera enzima
después de la ramificacion que a ellos conduce; inhibicion que se conti-
nua ejerciendo por los metabolitos en los que se establece la ramifica-
cion,

El proceso general de biosintesis de compuestos aromaticos (cf. figs. 61
y 62) ofrece una regulacion de este tipo con la presencia de metabolitos
centrales sobre los que la ramificaciéon enzimatica se ejerce, acidos
corismico y prefénico (109).

En ciertas ocasiones, una determinada etapa enzimatica viene cata-
lizada por enzimas que, si bien poseen la misma especificidad, gozan de
caracteristicas fisicas distintas que posibilitan su separacion bajo la
forma de entidades diferentes (isoenzimas). La formacién del acido
p-aspartil-fosférico a partir del acido aspartico (cf. figs. 42 y 43) vicne
catalizada por aspartico-quinasas diferentes, cada una de ellas sensible
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en forma distinta a los productos finales, conforme a un esquema
general del tipo siguiente:

Sin embargo, el ejemplo particular de las varias aspartico-quinasas no
tan solo ofrece este esquema de inhibicién enzimatica, sino que sirve a la
vez para poner de manifiesto la existencia de mecanismos de represion
enzimatica por productos finales; de la combinacién de ambos meca-
nismos, inhibicion y represidn, resultan las diferencias de las diversas
aspartico-quinasas, como mas adelante se detallara.

Ademas de estos procesos mencionados en los que la regulacion
de la actividad enzimatica se pone de manifiesto a través de mecanismos
diversos de inhibicidén, existen procesos en los que el mecanismo regu-
lador esta basado en la activacion enzimdtica.

Un sencillo proceso de activaciéon lo constituye la activacién por
precursores en que una etapa enzimatica de una secuencia viene acti-
vada por uno de los metabolitos precursores (110).

ACBBCQ-’D —FE

Otro proceso de activacion enzimatica es la denominada activacién
compensadora, que se presenta en procesos convergentes y, segin la
cual, un metabolito de una secuencia cumple la doble condiciéon de
utilizarse en conjuncién con otro metabolito de otra secuencia y de
activar la primera etapa enziméitica de ésta. La activacion por AMP
de la treonina-desaminasa es un ejemplo de este mecanismo de con-
trol (111).

A-g-B—=C—=D—~E
>
F—G—H
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2. CONTROL DE LA SINTESIS DE ENZIMAS

De la misma forma que existen diversos sistemas de regulacion de la
actividad enzimética a base de inhibicidén o activacién de la misma,
pueden describirse variaciones en los sistemas de induccién y represién
de los niveles de enzimas. En la regulacion de los niveles de enzimas que
participan en procesos biosintéticos, Umbarger agrupa aquellos que
conducen a productos finales unicos y los que dan lugar a multiples
productos finales. El caso mas sencillo agrupa los procesos en que el
producto final origina la represion de todas las enzimas de la secuencia
conducente a dicho producto:

Como ejemplo puede citarse la represion por leucina de las enzimas que
conducen a su biosintesis en S. typhimurium (112).

En procesos sencillos de este tipo pueden darse de modo simultaneo
los mecanismos de induccidén y de represion enzimaticos; ello ocurre,
por ejemplo, en la biosintesis de leucina en N. crassa (113); producto
final que reprime la formacién de la primera enzima del proceso, cuyo
producto inmediato de la reaccion (acido a-isopropil-malico) induce,
a su vez, la formacion de las enzimas subsiguientes de acuerdo con el
esquema general:

En los procesos biosintéticos conducentes a multiples productos
finales pueden darse, asimismo, variaciones en las formas de actuar
los mecanismos de represion de los niveles de enzimas. Se estd en pre-
sencia de una represion cumulativa cuando los productos finales ejercen
su funcion parcial de modo individual y la funcién total resulta de la
adicién de dichos efectos. Un ejemplo de este tipo lo ofrece la represion
de carbamil-P-sintetasa por uracilo y arginina en E. coli (114). La
represion de forma concertada es la que ejercen valina, leucina e isoleu-
cina en la regulacion de las enzimas biosintéticas del proceso conducente
a valina-isoleucina (115).
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3. REGULACION DEL METABOLISMO DE LOS AMINOACIDOS DE LA FAMILIA
DEL ACIDO ASPARTICO

La represion de la sintesis de enzimas y la inhibicion de la actividad
enzimatica son, como venimos conociendo, dos mecanismos basicos
de control de las reacciones bioquimicas y que ofrecen. la caracteristica
de no ser mutuamente excluyentes. De ello vamos a considerar uno de
los ejemplos mas estudiados, el esquema biosintético que utiliza el acido
aspartico para la elaboracion de metabolitos esenciales, meso-diamino-
pimélico, lisina, metionina, treonina e isoleucina; proceso de biosintesis
en el que un precursor comin origina varios productos finales (fig. 42)
a través de una serie de reacciones enzimaticas con un complesjo control
de las primeras enzimas participantes.

La represion de la sintesis de una enzima inicial en el proceso de

p-ASPARTIL-FOSFATO —semialdehido—»HOMOSERINA—homoserina— L-TREONINA

1 aspartico | fosfato
L-ASPARTICO ! Cistationina l

dihidro- 1 a-ceto-
dipicolinico Homocisteina butirico

| ! !
piperidein-2, 6- L-METIONINA acetohidroxi-
dicarboxilico butirico

| l
N-succinil-e- dihidroxi-
ceto-L-amino- isoleucina
pimélico l

1 a-ceto-
N-succinil-LL- isoleucina
diaminopimélico !

l L-ISOLEUCIN
LL-diamino-
pimélico

l
meso-Diamino-
pimélico

l

L-LISINA

Figura 42
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biosintesis o0 una retroinbicicidn eficaz por cualquiera de los metabolitos
esenciales finales, crearia dificultades insuperables a la célula, ya que ello
limitaria la obtencion y la utilizacion de los demas productos finales
del proceso. El control de la biosintesis de los aminoacidos de la familia
del acido aspartico ofrece un ejemplo especialmente ilustrativo de como
la célula resuelve este problema mediante combinaciones de influencias
criticas sobre reacciones enzimaticas fundamentales.

La primera utilizaciéon del acido aspartico en bacterias conducente
a la sintesis de lisina, metionina, treonina e isoleucina (fig. 42) consiste
en su fosforilacion a f-aspartil-fosfato por la enzima aspartoquinasa en
presencia de ATP y un cation divalente. Este producto es ulteriormente
defosforilado y reducido de forma concomitante por la f-semialdehido
aspdrtico deshidrogenasa en presencia de nucleotidos de piridina redu-
cidos para formar el fp-semialdehido aspartico; sobre este producto
acta la homoserina deshidrogenasa que rinde homoserina, posicion
singular que sirve para la ulterior elaboracion de los tres aminoacidos
metionina, treonina e isoleucina. El f-semialdehido aspartico sirve,
asimismo, por condensacion con pirivico, para iniciar las etapas propias
de la biosintesis de lisina. La metionina se elabora a partir de la homo-
serina a través de una serie de reacciones que se inician en la succinila-
cion de este aminoacido en presencia de succinico, ATP y coenzima A y
catalizada por la homoserina O-transsuccinilasa; el producto formado,
0-succinil-homoserina, reacciona con cisteina para originar cistationina,
que, por ulterior hidrolisis del tioéter y metilacién bioquimicas, rinde
metionina (figs. 42 y 50).

Una brillante aportacién al estudio de la regulacion del anterior
esquema de reacciones se ha llevado a cabo por Cohen y col. (116).

De la consideracion del esquema general de la figura 42 se concluye
la presencia crucial de dos metabolitos, B-semialdehido aspartico y
homoserina, cuyos niveles han de ofrecerse en el organismo de acuerdo
con sus precisas necesidades fisiologicas. Al nivel de las enzimas corres-
pondientes puede hacerse una triple clasificacion: 1) enzimas comunes
a la sintesis de los cuatro aminoacidos finales, asparticoquinasa y
p-semialdehido aspartico deshidrogenasa; 2) enzimas comunes a la
sintesis de tres aminoacidos, solamente la homoserina deshidrogenasa;
3) todas las demds enzimas, que son propias para la sintesis de productos
finales {inicos.

Es importante destacar ahora que los esquemas de control meta-
bolico no van a ser por completo uniformes a los diferentes organismos
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estudiados y que, por otro lado, esta diversidad de esquemas reguladores
y de las correspondientes implicaciones fisiologicas va a tener una gran
significaciéon en el contexto de las relaciones filogenéticas.

Las variadas formas de control definidas para el esquema de la
figura 42 puede acogerse a una serie de mecanismos generales, tales
como control por isoenzimas, retroinhibicion concertada, retroinhibicion
secuencial, retroinhibicion compensadora, represion multivalente y control
ligado a otros procesos metabdlicos.

El control por isoenzimas de la fosforilacion del acido aspartico, cada
una de ellas bajo la influencia reguladora de un producto final diferente,
inicia la resolucion del problema que presentan las necesidades fisiolo-
gicas variables y distintas que puedan ofrecer los aminoacidos finales
(fig. 43). En distintos tipos de organismos se han descrito varias aspar-
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ticoquinasas diferentes en cuanto a su sensibilidad a los sistemas regu-
ladores. En E. coli se han descrito las siguientes formas (117-124)

AK 1. Sensible a la retroinhibicién por TREONINA.
AK II. Reprimible por METIONINA.
AK III. Sensible a la retroinhibiciéon por LISINA.

Asi, pues, bajo la apariencia de una reacciéon comun, la biosintesis de los
aminoacidos —lisina, metionina y treonina— y, desde el punto de vista
de la regulacion, ocurre como si se tratara de rutas independientes.

Cada una de dichas enzimas ha sido aislada, purificada y estudiada
en sus caracteristicas cinéticas, e incluso aislado mutantes carentes de
alguna de las quinasas (125). Dicho aislamiento se consiguié mediante
la utilizacion de N-metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidina y el siguiente
esquema de seleccion: la sintesis de la homoserina deshidrogenasa se
reprime en presencia de treonina e isoleucina, y su actividad se inhibe
por treonina; de esta forma en un medio sintético carente de metionina,
el crecimiento quedara fuertemente inhibido y recuperara su crecimiento
normal con la adicién de dicho aminoacido; la pérdida de la actividad
quinasica sensible a la lisina entre la poblacién mutagenizada —dado
que el resto de la actividad quinasica se encuentra reprimida e inacti-
vada— ird acompafiada de una incapacidad para sintetizar acido
diaminopimélico, de forma que no crecerd y la penicilina no ejercera
sobre el mismo su accién. De esta forma fue aislado el mutante GIF 54,
carente de la aspartico-quinasa sensible a la lisina, que crece facilmente
en un medio minimo y exhibe un requerimiento para el acido diamino-
pimélico en presencia de treonina, metionina e isoleucina.

Ambas isoenzimas, aspartico-quinasas I y III, exhiben caracteris-
ticas de cooperatividad frente a los inhibidores correspondientes
L-treonina y L-lisina, respectivamente; en cambio, aspartico y ATP
—en ausencia de inhibidores— presentan la clasica cinética de satura-
cion. En presencia del inhibidor, la unidn del aspartico a la isoenzima
sensible a la lisina permanece hiperbolica, mientras que la unién del
aspartico a la isoenzima sensible a la treonina es de tipo sigmoideo;
diferencias que son debidas al grado de antagonismo entre los efectores.
Ambas enzimas pierden gradualmente su actividad por conservacion
en solucion reguladora de fosfatos a pH 7.0 1a isoenzima I lo hace mas
rapidamente que la I11; esta pérdida de actividad se recupera por adicidn
de los inhibidores a la solucién enzimdtica parcialmente inactivada.

La actividad catalitica de la aspartico-quinasa III, sensible a lisina,
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ha sido estudiada en relacién a sus propiedades moleculares (126),
poniendo de manifiesto la influencia del Mg2 ™ en la dimerizacién de la
enzima mediada por lisina. Elevadas concentraciones de lisina o0 Mg?*
inducen una dimerizacion parcial de dicha isoenzima; la enzima nativa
de peso molecular 75,300 y formada por dos subunidades, responde a
mucho mas bajas concentraciones de la mezcla lisina-Mg?* para dar
lugar por dimerizaciéon a la molécula tetramera de peso molecular
150.000. Esta accidn sinérgica que presentan ambos ligandos, lisina
y Mg?*, sobre la modificacion de la estructura cuaternaria, no es capaz
de explicar la reversidn competitiva por Mg?™* de la inhibicién con lisina
en las experiencias cinéticas. _

Varios hechos experimentales ponen de manifiesto que la dimeri-
zacion esta relacionada con la inhibicion de la actividad enzimatica de la
aspartico-quinasa III de E. coli. Una serie de condiciones bajo las que
sucede una reconocida inhibiciéon de la actividad (concentraciones
adecuadas de sustrato y lisina, altas concentraciones de Mg2*, o de
ATP-Mg?*), inducen una notoria dimerizacion. Por otro lado, ATP
aislado no es capaz de producir la dimerizacion de la enzima, lo cual
es consistente con el supuesto de que es ATP-Mg? ™ el verdadero sus-
trato que se une a la misma. El fallo del 4cido aspartico para dar lugar a
elevadas concentraciones una inhibicién por sustrato, frente a su capa-
cidad para llevar a cabo la modificaciéon molecular en el sentido de la
dimerizacion, puede ser indicacién de que el dimero producido por la
asociacion ATP-Mg?™* es diferente del producido por la presencia del
aspartico.

Cuando E. coli B crece en presencia de elevadas concentraciones de
metionina, la actividad especifica de las aspartico-quinasas se eleva de
modo notable; variacion que afecta de modo principal a la aspartico
quinasa III, sensible a lisina. Descartada la influencia de la metionina
a nivel genético, y teniendo presente que la sintesis de la aspartico-qui-
nasa III depende del nivel intracelular de lisina (127), se ha sugerido que
la accién de la metionina pueda ejercerse a través de los niveles de
lisina, que, a su vez, se vera reflejada en la velocidad de sintesis de la
quinasa. Ademas de la inhibicion especifica que la lisina lleva a cabo sobre
la aspértico-quinasa IIl, esta isoenzima estad sujeta a la inhibicion «no
especifica» por distintos efectores, metionina, leucina, isoleucina y
fenilalanina (128). La inhibiciéon causada por la presencia conjunta de
lisina y cualquiera de los anteriores aminoacidos es muy superior a la
de la suma de las inhibiciones producidas aisladamente por cada
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inhibidor. Esta observacion puede justificar la variacion de la sintesis
de la aspartico-quinasa IlI, aparentemente inducida por la presencia
de metionina.

Otras bacterias presentan esquemas de aspartico-quinasas por
completo diferentes del que acabamos de ver en E. coli, y muchas de
ellas presentan una Unica aspartico-quinasa. En Rhodopseudomonas
spheroides, 1a enzima se inhibe por el semialdehido aspartico (129), y,
en Rhodospirillum rubrum, la enzima se inhibe por L-treonina y revierte
especificamente por L-isoleucina (130). En diversas especies Bacillus
(131), y en Rhodopseudomonas capsulatus (132), la aspartico-quinasa se
inhibe mediante un mecanismo de retroinhibicion concertada por
L-treonina y L-lisina que mas adelante se comentara.

Una situacion singular la ofrece Bacillus subtilis (133), que contiene
dos aspartico-quinasas que han sido separadas y examinadas sus
diferentes propiedades. Una de ellas (AK I) se inhibe especificamente
por el acido meso-diaminopimélico, mientras que la otra (AK II) esta
sujeta a una inhibicién concertada por L-treonina y L-lisina. Esta
retroinhibicion multivalente ofrece ciertas semejanzas con las aspartico-
quinasas aisladas de otras especies del mismo género. Ademas, su peso
molecular (125.000) es del mismo orden de los descritos para B. poly-
myxa (116.000) y B. stearothermophilus (110.000). La actividad de la
aspartico-quinasa II es modulada por L-aminoacidos no polares de
la misma forma que la enzima procedente de B. Polymyxa (134); adi-
cionalmente, algunas de sus propiedades son compartidas por la enzima
de Brevibacterium flavum (135), y la aspartico-quinasa sensible a la
lisina de E. coli (136).

Por el contrario, las propiedades de la aspartico-quinasa I de B. sub-
tilis son completamente diferentes de las enzimas de otras especies de
Bacillus; su peso molecular es mucho mas elevado y, a diferencia de la
mayoria de las demas aspartico-quinasas, su actividad viene afectada
s6lo de forma muy ligera por iones K* o NHZ'. En el ultimo aspecto,
la aspartico-quinasa I se asemeja a la de Rhodopseudomonas spheroides
(cf. nota 129), siendo interesante destacar que ambas enzimas no son
reguladas por productos finales, sino por metabolitos intermedios del
proceso de biosintesis.

Otro aspecto singular que ofrecen las aspartico-quinasas de B. sub-
tilis, es que los niveles relativos de las dos isoenzimas cambian durante
el crecimiento del organismo. Asi, mientras el nivel de la aspartico-
quinasa I viene poco influido por las condiciones de crecimiento, la
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actividad especifica de la aspartico-quinasa II declina hacia el final del
crecimiento exponencial. Estas observaciones, al lado de la naturaleza
de la regulacion por producto final, sugieren que la funcion fisiologica
primaria de la aspartico-quinasa II es la de suministrar precursores
de los aminoacidos requeridos en la biosintesis de proteinas. Por otro
lado, el nivel de aspartico-quinasa I no parece responder a los diferentes
estados de crecimiento ni a la naturaleza del medio de crecimiento; la
posible funcidn de esta enzima pudiera radicar en asegurar la obtencion
del acido diaminopimélico, componente esencial de la pared celular,
cuando se deprimen la cantidad y la actividad de la aspartico-quinasa I,
tal como ocurre en los medios ricos conteniendo un exceso de L-treonina
y L-lisina. Hipoétesis que es consistente con la retroinhibicion observada
de la aspartico-quinasa I por meso-diaminopimélico y con el hecho de
que en B. subtilis, a diferencia de lo que ocurre en E. coli, la dihidropico-
linico-sintetasa no es objeto de inhibicion por L-lisina (137-138).

La comparacion esbozada entre las aspartico-quinasas de diferentes
especies Bacillus sigue ofreciendo interesantes planteamientos; las
posibilidades de interconversion entre enzimas y la reconsideracion de
la presencia de aspartico-quinasa I en otras especies diferentes de
B. subtilis constituyen hoy puntos de investigacion que necesitan nuevos
esclarecimientos.

Otro sistema isoenzimdtico que participa en el esquema del metabo-
lismo de los aminoacidos de la familia del dcido aspartico es el de la
homoserina deshidrogenasa, para el que se han descrito en E. coli K 12.

HSDH 1. Sensible a la retroinhibicion por TREONINA.
HSDH II. Reprimible por METIONINA.

El estudio cinético comparado de ambas actividades isoenzimaticas,
aspartico-quinasa y homoserina deshidrogenasa sensibles a la accién
de la treonina, puso de manifiesto los siguientes hechos: 1) la actividad
de la homoserina deshidrogenasa se inhibe por ATP y Acido aspartico,
sustratos ambos de la otra reaccion; 2) la actividad de la aspartico-
quinasa se inhibe por L-homoserina y NADP, sustratos de la reaccién
de deshidrogenacion; 3) ambas actividades se protegen frente a la inacti-
vacion térmica por NADPH. Hechos todos que, aunque de manera
indirecta, suscitaban la idea de la presencia de ambas actividades
enziméaticas en la misma proteina y que posteriormente se ha visto
confirmado de forma directa por Cohen y colaboradores (cf. notas 119
y 121) al observar que la relacion de las dos actividades permanecia
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constante a través de sucesivas y variadas purificaciones. El complejo
aspdrtico-quinasa I-homoserina deshidrogenasa I va a poseer propiedades
singularmente interesantes desde los puntos de vista funcional y estruc-
tural. En primer término debemos destacar que nos encontramos en
presencia de un sistema funcionalmente multienzimatico y que, como
tal, encajaria en el seno de los complejos resultantes de la interaccion
de enzimas diversas; mas la naturaleza de su estructura permite su mejor
consideracion como enzima bifuncional alostérica.

Desde el punto de vista de su funcion catalitica, el complejo aspartico-
quinasa I —homoserina deshidrogenasa I cataliza dos reacciones no
directamente secuenciales del esquema de biosintesis de aminoacidos
de la familia del acido aspartico:

AK
Aspartico + ATP <= f-aspartil-P + ADP

-semialdehido aspartico + + = Homoserima + .
i} ialdehid arti NADPH + H* = H i NADP*

Ambas enzimas requieren K*y estan sujetas a retroinhibiciéon por
L-treonina, uno de los productos finales del proceso; por otro lado, la
sintesis del complejo esta reprimida por una combinacién de dos de los
productos finales, L-isoleucina y L-treonina. Experiencias de u1ién
de ligandos utilizando L-treonina-!*C mediante técnicas de dialisis « 1
equilibrio y filtraciéon por gel muestran que tanto la unién de treonina a
la proteina como la inhibicién por treonina de las actividades de homo-
serina deshidrogenasa y aspartico-quinasa exhiben una fuerte coopera-
tividad. En la figura 44 aparecen los datos de unién de treonina a la
proteina en representacion de Scatchard (A) y de Hill (B) (n es el nimero
de equivalentes molares unidos a la concentracién u de treonina libre;
en la primera representacién n/u se lleva frente a n y en la segunda
log n/(ny; — n) frente a log u, donde n,, es el valor de n a saturacion).

El tratamiento con N-etil-maleimida desensibiliza la actividad de
homoserina deshidrogenasa y la proteina modificada ha perdido la
propiedad de unir treonina.

Por lo que al peso molecular se refiere existe general acuerdo acerca
del valor 360.000; se trata de un complejo enzimatico al que se ha
venido atribuyendo una composicion a base de seis subunidades de
peso molecular 60.000 (139-141); dichas subunidades parecen mostrar
pequefias diferencias en las secuencias, lo cual estaria de acuerdo con
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la unién de tres moléculas de nucleotidos de piridina y la existencia de
tres centros activos para su actividad deshidrogenésica(*).

(*) Esta obra en pruebas, se publica (142) una revisién del peso molecular de las
subunidades del sistema aspartico-quinasa I-homoserina deshidrogenasa I al que se atri-
buye un valor de 86.00044.000, lo que exige una modificacion de la concepcién oligo-
meérica del complejo al que se atribuye ahora una naturaleza tetramérica. Los datos
obtenidos acerca de la estructura primaria de las cadenas polipeptidicas constituyentes
de las subunidades hablan en favor de una identidad de las mismas. Ello ha de obligar
a la reconsideracion de los datos de union de ligandos para adecuarlos a la nueva situa-
cion oligomérica de la enzima.

En la misma fecha, Cohen y colaboradores (143) describen el aislamiento y carac-
terizacion de dos fermas modificadas de la enzima que muestran una variaciéon en su
funcion y una modificacion fisica de las subunidades. Una de dichas formas fue obtenida
por proteolisis limitada de la proteina nativa y exhibe @inicamente la actividad enzimatica
correspondiente a la homoserina deshidrogenasa; la otra forma, obtenida del mutante
de E. coli conocido como Gif 108, exhibe tan sélo la actividad de aspartico-quinasa.
La primera de dichas enzimas aparece bajo la forma de un dimero con subunidades de
peso molecular 55.000; la segunda, se ha aislado como un tetramero a base de subunida-
des de peso molecular 45-50.000.

Las dos actividades del conjunto aspartico-quinasa I-homoserina deshidrogenasa I
se presentan secuencialmente distribuidas a lo largo de la cadena polipeptidica, de forma
que la actividad aspartico-quinasica queda localizada en la porcién amino-terminal,
en tanto que la actividad de homoserina deshidrogenasa aparece en la porcion carboxilo-
terminal.
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Las experiencias de union de ligandos por dialisis en equilibrio con
L-treonina isotopicamente marcada, ademas de la fuerte cooperatividad
antes apuntada (coeficiente de Hill # = 2.5), establecen la existencia de
seis localizaciones para la union del aminoacido. La unién cooperativa
de la treonina, en presencia de iones K *, origina perturbaciones impor-
tantes en la absorcién ultravioleta y en la fluorescencia de la pro-
teina (144), relacionadas con cambios conformacionales consistentes,
a su vez, con un modelo de dos estados. Los tres ligandos alostéricos,
aspartico, iones potasio y treonina, pueden desplazar el equilibrio
pre-existente en cualquier direccién por unidén preferencial a una de las
dos conformaciones de la proteina; aspartico y K™ se unen a una forma
R cataliticamente activa, mientras que treonina se une a la forma
inactiva T.

La intensidad de fluorescencia en presencia de concentraciones
intermedias de ligandos es:

p_ TFr+R Fe
- T+ R

(Fry Fr son las intensidades de fluorescencia de la solucion de proteina
en las conformaciones R y T). Los valores de Fg v F pueden medirse a
concentraciones de treonina variables y calcular las funciones R/(R + T)
y T/(R +T) a partir de

Fr—-F

TR = -2~
/ F — Fy

Las figuras 45 representan las variaciones de T/(R + T) cuando se
afiade treonina a la solucion de proteina conteniendo cantidades va-
riables de los ligandos K* (fig. 45 A) y aspartico (fig. 45 B). Los efectos
homotropicos positivos implican que el cambio configuracional en una
subunidad de la proteina induce un cambio similar de diferente grado
en las demas subunidades, y en un caso extremo, las n subunidades
cambian su conformacion de manera concertada. A la concentracion
A del ligando, la funcién T/R vale,

1+ A/Kz

(L es el valor de T/R en ausencia del ligando A; Kr y Ky son las cons-
tantes de disociacion de AT y AR). En el caso de la treonina, Ky =

TR =L (1 + A/KT)"
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= 40 uM obtenido del estudio de la unién a la proteina a bajas con-
centraciones de K*. Como se conoce que la unién de la treonina al
estado R es practicamente despreciable (cf. nota 123) la ecuacién anterior
toma la forma,

TR = L(1 + A/K)

(4 es la concentracién de treonina y K+ 40 uM).

A
' — -
y =
~ n/ X l:,/
sl /
= / 2
o
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® X
0 x'x/n N X : A
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Figura 45

Una representacion de Hill modificada (log TR frente a log (1 +
+ A/K7)) debera originar una linea recta cuya tangente n es el niimero
de subunidades que participan en el fenémeno de la cooperatividad.
Efectivamente, Cohen y colaboradores obtienen una serie de rectas
para describir el efecto de la treonina sobre el equilibrio R-T a diversas
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concentraciones de los demas ligandos, K™ y aspartico. De esta repre-
sentacion se deduce para n un valor de 3, esto es, dentro del hexamero
el trimero forma la unidad cooperativa (fig. 46).

+1F

VS P

| log (T7R)
S
\,\
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\\
2\
N\

log (1+A/Ky)

Figura. 46

La representacion de (T/R)'/? frente a la concentracién de treonina
origina una seric de rectas que cortan al eje de abcisas a —Kr; la
convergencia de estas rectas derivadas de las curvas de la figura 47

o
/ / Figura 47

1 1 1 1 1
-K4 O ol 02 03
L=Treonina mM

demuestra que la constante de disociacion, Kr, de la treonina es inde-
pendiente de la presencia o ausencia de los demas ligandos. Efectos
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similares han sido obtenidos por Cohen utilizando acido aspartico
como ligando.

Los resultados obtenidos mediante absorcion ultravioleta, fluores-
cencia y unioén de treonina son perfectamente anilogos y compatibles
con la existencia de dos estados conformacionales. Asimismo, existe
una correlacion entre las propiedades reguladoras y cataliticas de la
proteina. La inhibicién competitiva de la actividad de la aspartico-qui-
nasa por treonina y su activacion por iones K™ puede explicarse por la
union preferencial del aspartico a la forma activa (R). Por el contrario,
la inhibicion de la deshidrogenasa y la analoga activacién por K* no
se debe a un efecto sobre el cambio de conformaciéon R-T sobre la
unién de los sustratos, ya que se ha puesto de manifiesto una inhibicién
incompleta de naturaleza no competitiva.

El modelo secuencial de Koshland no puede admitirse, porque el
signo contrario que acompaiia a los cambios espectrales en 1a unién de
treonina y acido aspartico, indica la existencia previa de un equilibrio
entre las conformaciones R y T en ausencia de ligandos.

El complejo aspartico-quinasa I—homoserina deshidrogenasa 1 ha
sido objeto, asimismo, de interesantes estudios cinéticos del menciona-
do cambio de conformacién, haciendo uso de sus efectos sobre la
absorcion ultravioleta y sobre la fluorescencia de la proteina. El desplaza-
miento del equilibrio alostérico de la conformacién T a la R por rdpida
mezcla de la proteina con K* o con aspartico y de la conformacién
R ala T por rapida mezcla de la proteina con treonina, ha sido analizado
mediante técnicas de «stopped-flow» y «salto de temperatura» (145)
Los experimentos de «stopped-flow» muestran en ambos casos sencillas
curvas exponenciales (t;,, = 0.03-1.00 seg), y la naturaleza de la etapa
determinante de la velocidad es una cuestiéon que ha de ser contestada
mediante un estudio de los efectos de los parametros fisico-quimicos
del sistema. Los valores AF/F incrementan hasta alcanzar claramente
una zona maxima al aumentar las concentraciones de aspartico y
treonina; por otro lado, la variacion de la concentracion de proteina
no ejerce practicamente efecto sobre las velocidades que se producirian,
efectivamente, si intervinieran en el proceso la disociacién o reasociacion
de subunidades. Asi, pues, los datos experimentales no hablan en favor
de la unién de ligandos como determinantes de la velocidad, ya que,
caso de producirse, daria lugar a una reaccion bimolecular o aun de
orden superior, cuya velocidad incrementaria con la concentracion del
ligando; las constantes de velocidad observadas aumentan, en realidad,
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con la concentracion del ligando afiadido, pero se saturan a valores
inferiores a 30 seg™! a 25°, Las energias de activacion de las relajaciones
observadas tampoco pueden atribuirse a la union de pequefias molécu-
las a la proteina.

Todo este conjunto de observaciones ha permitido a Janin e Iwat-
subo (cf. nota 145) definir la existencia de una etapa monomolecular
con una gran energia de activacion como determinante del cambio
conformacional de la proteina.

Aunque las medidas previas de equilibrio podian anticipar la exis-
tencia de una reaccion de isomerizacion, los resultados cinéticos no
pueden describirse en términos del equilibrio R; = T; propugnado por
el mecanismo concertado de Monod. Mayor informacion para la defi-
nicion de un modelo mas adecuado ha sido obtenida mediante experi-
mentos de «salto de temperatura». En ausencia de ligandos la respuesta
dinamica de la fluorescencia muestra la existencia de dos procesos de
relajacion cuyas velocidades son 1.000 seg™! y 14 seg™! a 28°, el mas
lento de los cuales se identifica con el proceso observado en los experi-
mentos de «stopped-flow». Estos y otros resultados experimentales han
permitido concluir varias propiedades interesantes de este sistema enzi-
matico; en primer término exhibe una concertaciéon parcial entre las
subunidades constituyentes de las moléculas proteicas, esto es, pueden
dividirse en dos tripletes que en el equilibrio pueden ser por completo
R o T capacitando de este modo a la molécula a presentarse bajo las
formas Rg, Ts y R3T3. En segundo lugar, el sistema se presenta bajo la
forma de un intermediario en la relajacién entre las formas Ry T,
cuyas propiedades cinéticas hipotéticas podrian estar de acuerdo con
hibridos del tipo R, Ts, R, T, o cualquiera de las estructuras del modelo
generalizado de Koshland. La posibilidad parece existir, sin embargo,
de un mecanismo concertado ampliado en que el estado intermedio S
participa de dos transiciones concertadas

Ri=S=T,; (i=0-3)

El mismo tipo de complejo enzimatico aspartico-quinasa I—homo-
serina deshidrogenasa I ha sido aislado y purificado a partir de
E. coli 9723 (146) y se ha definido como tetramero con subunidades
de peso molecular 80.000.

Ha quedado previamente mencionada la existencia de una aspartico-
quinasa cuya sintesis queda bajo el control del nivel de metionina
(aspartico-quinasa II) y de una homoserina deshidrogenasa II sometida

Interacciones moleculares 13
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al mismo tipo de represion. De la misma forma que las actividades
reguladas por los niveles de treonina quedaban bajo la forma estructural
de una unica proteina, asi el complejo aspartico-quinasa Il—homoserina
deshidrogenasa II, portador de las dos actividades reprimibles por
metionina, ha sido obtenido en forma homogénea a partir de extractos
de un mutante de E. coli K12. Este microorganismo posee muy bajos
niveles del complejo enzimatico reprimible por metionina, lo que impide,
practicamente, su estudio a no ser en mutantes desprovistos de las acti-
vidades enzimaticas sensibles a treonina.

Este sistema enzimatico, aspartico-quinasa II-—homoserina deshi-
drogenasa II, tiene un peso molecular de 169.000 y se disocia —en
presencia de guanidina y mercaptoetanol— en cuatro subunidades
de idéntico tamano.

Si, como veremos mas adelante, la evolucion de los mecanismos regu-
ladores de un mismo proceso metabolico es sustancial al establecimiento
de conexiones filogenéticas entre los diversos organismos, la compara-
cion de las propiedades fisicas y quimicas de las proteinas multifun-
cionales del tipo de las que se han venido considerando —cortas en
numero y de interés singular— ha de permitir hipotetizar sobre su
origen. Dos hipotesis principales se han sefialado acerca del origen de
estas proteinas multifuncionales; una de ellas basada en la existencia
de un gen ancestral comun que por duplicacion, seguida de traslocacion
y evolucidn divergente daria lugar a las dos proteinas actuales. La se-
gunda posibilidad se basa en una evolucion por completo indepen-
diente con una fuerte presion selectiva para el logro de las dos moléculas
provistas con la misma asociacién de actividades cataliticas, pero
diferentes en su esquema regulador. Son éstas, de todas formas, hipotesis
generales con las que se especula habitualmente acerca del origen de
proteinas distintas, pero conexionadas en su funcionalidad; la eleccion
necesita, en cualquier caso, el conocimiento total de la secuencia de las
subunidades constitutivas que aun no se ha logrado en los sistemas
enzimaticos que consideramos. Un dato indicativo en este sentido es
que los antisueros preparados frente a ambas proteinas no exhiben
reactividad cruzada en las pruebas de precipitacion.

Hasta aqui se ha considerado la participacion del control por isoen-
zimas en la regulacion de la sintesis de los aminoacidos de la familia del
acido aspartico. Veamos algunos otros mecanismos de control. La
retroinhibicion concertada requiere de modo simultaneo la presencia de
dos productos finales para la regulacion de la actividad enzimética
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de una enzima anterior. Asi, la actividad de la aspartico-quinasa de
Rhodopseudomonas capsulata no viene influenciada por producto
final alguno actuando de modo independiente, pero la presencia simul-
tanea de lisina y treonina (fig. 48) inhibe fuertemente la actividad enzi-

.
i

LISINA e
‘ _.- TREONINA

-’
.
.
.
’

RTICO ~{—~ASPARTIL-P —Sgg‘;g‘fr}}?g —J - HOMOSERINA

-,
.

N -,
~ .-
~
~ -
~ -

~ -~ e

ISOLEUCINA
/ ’

METIONINA

————— Inhibicién concertada
————— Inhibicién secuencial

Figura 48

matica. Este sistema de inhibicién multivalente o concertada opera
asimismo «in vivo», ya que el crecimiento del microorganismo se inhibe
de modo eficaz cuando ambos aminoacidos estin presentes en el medio
de cultivo (147).

Inhibicion similar por la accién concertada de lisina y treonina la
presentan diversas especies del género Bacillus (148-149).

El mecanismo de retroinhibicién secuencial lo presenta la actividad
de la aspartico-quinasa de Rhodopseudomonas spheroides. El efecto
regulador se establece bajo la forma de una inhibiciéon en cascada que
parte del producto final isoleucina, cuyos altos niveles inhiben la acti-
vidad de la treonina-desaminasa que provoca la elevacion de treonina,
el cual —a su vez— reduce la velocidad de la sintesis del aminoacido
homoserina por disminucion de la actividad de la homoserina deshi-
drogenasa; ello conduce a la acumulacion de S-semialdehido aspartico,
cuya accion reguladora se ejerce en el sentido de la inhibicién de-la
aspartico-quinasa (150). Un aspecto de interés que surge de este tipo de
regulacion es la influencia que en su conjunto pueda ejercer sobre los
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niveles de los demas aminoacidos que no intervienen de forma directa
en la retroinhibicion en cascada, es decir, lisina y metionina ; los niveles
de estos aminoacidos quedan protegidos de una disminucion excesiva,
porque treonina y semialdehido aspartico son inhibidores competitivos
con relacion a los sustratos, semialdehido aspartico y aspartico y ATP,
respectivamente. De esta forma, los niveles de semialdehido aspartico
no pueden quedar en condiciones insuficientes a las necesarias para la
sintesis de lisina y metionina.

El control que sobre la regulacion ejercen los productos finales
puede ser de naturaleza opuesta o retroinhibicion compensadora como
ocurre en Rhodospirillum rubrum (fig. 49). En este organismo, la ac-
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tividad de la homoserina deshidrogenasa se inhibe por treonina; inhi-
bicion que resulta contrarrestada por isoleucina. La actividad de
la aspartico-quinasa resulta regulada en una forma similar a la anterior;
dicha actividad es objeto de una retroinhibicién concertada por lisina y
treonina, que es, a su vez, contrarrestada por la accion de la isoleucina
(cf. nota 130). Esta reversiéon de una inhibicion concertada no se ha
encontrado, al parecer, en otras bacterias, incluso en Rhodopseudo-
monas capsulata (cf. nota 132),

En los diversos mecanismos que hasta ahora se han considerado
acerca de la regulacion del metabolismo del acido aspartico, los niveles
de aspartico-quinasa y homoserina deshidrogenasa en E. coli podian
venir conjuntamente reprimidos por metionina. La represion enzima-
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tica se presenta también bajo el simultaneo control de varios productos
finales, concretamente treonina e isoleucina, actuando sobre aspartico-
quinasa I, homoserina deshidrogenasa I y treonina sintetasa (151).
Dicho control no se ejerce de forma coordinada, ya que la limitacion de
uno de los dos aminoacidos (treonina o isoleucina) acarrea una desigual
desrepresion de las tres enzimas.

Este tipo de control por represion multivalente asegura la innecesaria
producciéon de metabolitos reduciendo la velocidad de sintesis de las
enzimas.

Todo este conjunto de mecanismos que intervienen en el control
general del proceso metabolico que se viene considerando, se ven ademas
completados por influencias particulares en cada uno de los sistemas
ramificantes. En la figura 50 se detallan los sistemas de retroinhibicion
operativos en las ramificaciones individuales.

Este proceso, finalmente, se encuentra conexionado en su regulacion
con otro con él relacionado, como la biosintesis de la metionina a
partir de sulfatos (fig. 50), atravesando por la posicion intermedia de la
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cisteina; este aminoacido es un enérgico inhibidor de la homoserina
deshidrogenasa de E. coli y de algunas bacterias fotosintéticas (152).
De esta forma, el incremento de los niveles de cisteina pueden provocar
el aumento de cistationina y metionina, si se dispone de cantidad
suficiente de homoserina. Por otro lado, la sobreproduccion de me-
tionina puede impedirse por la acciéon controladora del aminoacido
sobre su propia ramificacion. Asimismo, la sobreproduccion de treonina
queda controlada por analogo mecanismo de retroinhibicién sobre la
homoserina deshidrogenasa y la homoserina quinasa (153).

A lo largo del estudio del complejo proceso regulador de los amino-
acidos de la familia del Acido aspartico, se ha podido claramente observar
la inclusién de sistemas ramificantes e intermediarios comunes con la
participaciéon de enzimas poseedoras de singulares caracteristicas
cinéticas. Dentro de estas caracteristicas, la regulacion de dicho com-
plejo ofrece atin adicionales particularidades, como la respuesta histe-
rética de la homoserina deshidrogenasa, respuesta lenta, pues, a un
rapido cambio en la concentraciéon de ligandos.

El control por retroinhibicion de la homoserina deshidrogenasa
por parte de la treonina es, en realidad, desventajoso para la producccién
de metionina en E. coli, y este aminoacido se requiere para su crecimiento
normal cuando lo hace en presencia de un exceso de treonina. Al ser
este efecto de la treonina dependiente del tiempo (154) o, lo que es lo
mismo, al ser la homoserina deshidrogenasa una enzima histerética, el
cambio en la velocidad de formacion de metionina se encontrara tampo-
nado frente a las variaciones del nivel de treonina; con ello, los niveles
de metionina se mantienen, al menos durante un cierto tiempo, y la
biosintesis de proteinas puede tener lugar en presencia de un exceso
de treonina.

En Bacillus subtilis, 1a treonina desaminasa ofrece, de igual manera,
un comportamiento histerético frente a un rapido incremento en los
niveles del inhibidor, isoleucina; de esta manera, las concentraciones de
lisina, metionina y treonina quedan tamponadas frente al cambio en los
niveles de isoleucina.

El contenido bioquimico de los mecanismos reguladores adquiere
una significacion especial en la contemplacion de los esquemas evolu-
tivos. En la analogia de composicién quimica, en la semejanza de los
procesos bioquimicos y, en tercer término, en la comparaciéon de los
mecanismos reguladores, se basan los criterios moleculares para esta-
blecer las relaciones filogenéticas en el contexto de la evolucién biolo-
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gica. El proceso aspartico—aspartil-P—semialdehido aspartico—homo-
serina, presente en diferentes tipos de bacterias, puede significar un origen
evolutivo comun; por otro lado, sistemas de control divergentes, espe-
cialmente la aspartico-quinasa, pueden tomarse como evidencia de
origenes evolutivos separados. A la luz de estos criterios, dos especies
del mismo género, Rhodopseudomonas capsulata y Rhodopseudomonas
spheroides, morfologica y fisiolégicamente relacionadas, exhiben di-
ferentes sistemas de control, retroinhibicién concertada y secuencial,
respectivamente. Frente a ello, diversas especies Bacillus y Rhodo-
pseudomonas capsulata poseen en comun el mecanismo concertado de
control por retroinhibicidn, por lo que podrian considerarse con arreglo
a un origen comun. El examen comparativo de la aspartico-quinasa
de ambos, Rhodopseudomonas capsulata y Rhodopseudomonas sphe-
roides, muestra que se trata de proteinas similares con relacion a las
localizaciones de unién del modificador; la primera se inhibe en su
actividad por la mezcla lisina-treonina, y la segunda por semialdehido
aspartico, si bien posee localizaciones que reconocen a ambos lisina y
treonina. Ello puede sugerir (155) que el primitivo control concertado
dio origen a la pérdida de los efectos reguladores y al nacimiento de un
nuevo modificador, semialdehido aspartico, por un cambio mutacional
sencillo.

VIII. Control del metabolismo por modificacion quimica de enzimas
1. INTRODUCCION

A los ya estudiados sistemas de regulacion basados en modificaciones
de la actividad enzimatica o en los niveles de las enzimas pueden afia-
dirse otros mecanismos de control consistentes en la modificacion
quimica de las enzimas o de las proteinas en general.

Una caracteristica general de este tipo de control es la interconver-
sion de formas estables de la enzima regulada. Este hecho es de notable
importancia en el orden regulador y constituye una diferencia esencial
con los sistemas basados exclusivamente en modificaciones fisicas
(unidén de efectores a proteinas mediante enlaces no covalentes, hidro-
fébicos, electrostaticos, de hidrdgeno); las modificaciones quimicas de
las proteinas con cambios en su estructura primaria, constituyen formas
estdbles aun desaparecidos los efectores causantes de la transformacion
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y rapidamente efectivas; frente a ello, las modificaciones fisicas son
asimismo caracterizadas por una inmediata respuesta, pero ésta des-
aparece al hacerlo los efectores especificos.

Bajo la idea estricta de modificaciones quimicas de enzimas y
proteinas se comprenden los equilibrios entre formas estables con la
participacién, a su vez, de enzimas diferentes encargadas de dotar al
proceso de una reversibilidad metabdlica. No quedan comprendidos
en esta idea los casos de modificaciones quimicas con rotura irreversible
de aminoacidos y péptidos, como la activacion de zimoégenos o de
proteinas participantes en el proceso de coagulacion de la sangre;
tampoco guardan relacién con este concepto regulador las modifica-
ciones quimicas que ocurren con motivo de la formacion de interme-
diarios covalentes en el proceso catalitico de las enzimas.

Las modificaciones quimicas consisten de modo fundamental en
reacciones de fosforilacion, adenilacion y oxidacion de grupos tidlicos;
a ellas pueden afadirse ADP-ribosilacion, acetilacion y metilacion.

Las mas importantes enzimas y proteinas cuya actividad esta regu-
lada por modificacion quimica aparecen en la Tabla 1, y entre ellas

TaBLA 1

REGULACION METABOLICA POR MODIFICACION QUIMICA DE ENZIMAS

ENZIMA MODIFICACION QUIMICA

Glucdgeno fosforilasa fosforilacion
Fosforilasa b quinasa fosforilacion
Glucogeno sintetasa fosforilacion
Piravico deshidrogenasa fosforilacion

RNA polimerasa (¢) (E. coli) fosforilacion

Lipasa fosforilacion
Fructosa-1,6-difosfatasa fosforilacion
Glutamina sintetasa adenilacion

RNA polimerasa («) E. coli adenilacién
Aminoaciltransferasa II ADP-ribosilacion
Piruvico liasa oxidacion -SH—-SS-
Xantin oxidasa oxidacion -SH—-SS-

debemos destacar las que deben su transformacion a la accion de las
denominadas proteina-quinasas, es decir glucégeno-fosforilasa, fosforila-
sa b-quinasa, glucégeno-sintetasa y otras varias enzimas y proteinas,
entre las que se encuentran las histonas, protaminas, lipasa sensible a hor-
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monas, proteinas de microtubulos, factor ¢ de RN A-polimerasa de E. coli,
etcétera. Las proteina-quinasas correspondientes, que utilizan como
sustratos las anteriores proteinas, ven modulada su actividad y sirven
como receptores del AMP-ciclico.

glucagon
HORMONAS ¢ iinefring
agizinil
Ciclasa .
AMP-ciclico —fosfodiesterasa _ 5 vp
FOSFORILASA-QUINASA GLUCOGENO SINTETASA D
inactiva \‘
PROTEINA-QUINASA
AMP-cdep fosfatasa
FOSFORILASA-QUINASA /
actwa

GLUCOGENO SINTETASA I
FOSFORILASA b FOSFORILASA a

glucosa)
fosfatasa

(glucosa) |, 4
glucosa-1- P —— UDPG

Figura 51

2. GLUCOGENO FOSFORILASA Y GLUCOGENO SINTETASA

Veamos la influencia de tales modificaciones quimicas sobre la regu-
laciéon del metabolismo del glucogeno. La sintesis y la degradacion
del glucdgeno se realiza merced a la intervencion de glucdgeno-sintetasa
y glucogeno-fosforilasa, respectivamente, conforme indica el esquema
de la figura 51, enzimas ambas que pueden presentarse bajo dos formas
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moleculares diferentes interconvertibles por fosforilacion y defosfori-
lacién. En términos generales, esta interconversion tiene lugar conforme
a las reacciones siguientes:

p proteina quinasa
proteihe quaese

Proteina + nAT proteina-P, + nADP

Proteina-P, + nH,O fosfoproteina fosfatasa
Ambos tipos de reacciones se presentan, pues, utilizando como proteinas
las enzimas fosforilasa y sintetasa del glucogeno; la reaccion de fosfori-
lacion viene catalizada por la quinasa especifica en cada caso, fosfori-
lasa-quinasa y sintetasa-quinasa, respectivamente. La fosforilasa b qui-
nasa se presenta, a su vez, bajo dos formas diferentes, con diferentes
actividades cataliticas, y cuya forma activa se debe a la accion enzima-
tica de una nueva proteina-quinasa (con actividad de fosforilasa-
quinasa-quinasa), dependiente para su actividad de la presencia de
AMP-ciclico. Estas proteina-quinasas constituyen, pues, un punto
central en el esquema de regulacion (fig. 51) del metabolismo del glucé-
geno, ya que, aunque bajo formas distintas, son responsables de la
activacion de las dos enzimas; por otro lado, estas proteina-quinasas
ejercen su actitud catalitica mediante la modulacién ejercida por los
niveles de AMP-ciclico (156-168).

Con estos antecedentes veamos algunos detalles en conexion con
los siguientes apartados: a) proteina-quinasa y AMP-ciclico; b) fosfori-
lasa-quinasa y glucdgeno-sintetasa, y c¢) fosforilasas.

El AMP-ciclico y la adenil-ciclasa, enzima responsable de su forma-
cién a partir del ATP, estan presentes en casi todas las células animales
examinadas, y sus niveles resultan elevados por la accién de diversas
hormonas polipeptidicas (Tabla 2). La hormona circulante activa la
adenil-ciclasa en el membrana plasmatica, y el AMP-ciclico formado
se difunde a través de la célula y realiza la funcion fisiologica especifica.

El AMP-ciclico asi formado estimula, pues, la proteina-quinasa del
musculo, dotada de una amplia especificidad; asi cataliza la fosforila-
cién y activacion de la fosforilasa b quinasa por ATP, pero también
lo hace a la glucégeno sintetasa (169), de modo que el AMP-ciclico
controla los procesos de sintesis y degradacion del glucogeno. El nu-
cleotido ciclico no es por completo esencial para la actividad, puesto
que su efecto desaparece sobre la enzima envejecida y es restaurado con
la adicién de mercaptoetanol; ello sugiere que la oxidacion de la pro-
teina-quinasa ocasiona un cambio estructural similar al que se induce

proteina + nP;
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TABLA 2
INFLUENCIA HORMONAL SOBRE LOS NIVELES DE AMP-CICLICO

Hormona Tejido Respuesta

Epinefrina Higado Glucogenolisis

Miisculo Glucogenolisis

T. adiposo Lipolisis

Corazén Efecto inotopico
Glucagon Higado Glucogenolisis

T. adiposo Lipolisis
ACTH T. adiposo Lipolisis

T. adrenal Esteroidogénesis
TTH Tiroides Todacioén, oxidacion de

glucosa

Hormona paratiroidea Corteza renal Fosfaturia

Hueso Resorcion de Ca
Vasopresina Medula renal Reabsorcion de agua
Tiroxina Corazon Taquicardia

por la union a la enzima del AMP-ciclico. Por otro lado, los requeri-
mientos de 1a enzima hacia el nucleotido ciclico disminuyen al disminuir
la concentraciéon de la enzima; una explicaciéon de este fenémeno
(cf. nota 169) es que tanto el AMP-ciclico como la diluciéon promueven
la disociacién y la activaciéon simultanea de la proteina-quinasa.

Otros datos cinéticos acerca de la actuacién del AMP-ciclico sefialan
el hecho del incremento de V,,,, sin efecto aparente sobre la afinidad de
la enzima hacia los sustratos —ATP y proteinas—. De este conjunto de
observaciones se ha concluido que la enzima estd constituida por sub-
unidades reguladora (R) y catalitica (C) que se disocian en presencia
del AMP-ciclico.

CR = C +R
(complejo inactivo) (enzima activa),

siendo R la subunidad que une el AMP-ciclico.

La existencia de este equilibrio se ha visto confirmada por expe-
riencias de naturaleza més directa. Asi, por ejemplo, de extractos de
corteza suprarrenal se ha conseguido aislar una proteina que une el
AMP-ciclico, separable de la actividad de proteina-quinasa (170); la
adicion de la primera proteina a la fraccion de proteina-quinasa, inhibe
su actividad en ausencia de AMP-ciclico. Otro ejemplo lo constituye la
disociacion de una proteina-quinasa de reticulocitos de conejo por
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accion del AMP-ciclico en las subunidades catalitica y reguladora
—susceptible de unién al nucleotido (171). Resultados analogos se han
obtenido a partir de higado y musculo (172-173).

La subunidad C ocasiona un desplazamiento del AMP-ciclico unido
a la subunidad R, en una reaccion facilitada por iones Mg?* y ATP; la
sensibilidad de la proteina-quinasa reconstruida hacia el AMP-ciclico
depende de la relacion R/C. A partir de estos datos (174) se ha propuesto
la existencia de un equilibrio dinamico entre dichos componentes:

RC + AMP-ciclico =R - AMP-ciclico + C,

del que se sigue que una elevacion hormonal de la concentracion intra-
celular de AMP-ciclico desplazaria el equilibrio hacia la formacion
de la proteina-quinasa en su estado activo C; inversamente, la depresiéon
de la concentracion intracelular de AMP-ciclico conduciria a la forma-
cion de la enzima RC en estado inactivo.

Recientemente (175) se han analizado las formas moleculares y com-
posicion en subunidades de una proteina-quinasa, dependiente de
AMP-ciclico, aislada de corazoén de buey. Dicha proteina-quinasa se
presenta bajo una sola forma molecular, a diferencia de la heteroge-
neidad molecular observada en la proteina aislada de otros orige-
nes (176), constituida por dos subunidades desiguales; la subunidad
que une el AMP-ciclico posee un peso molecular 55.000, y la subunidad
catalitica, 42.000. La mencionada heterogeneidad parece ser conse-
cuencia de la existencia de equilibrios de asociacion-disociacion que
darian lugar a multiples formas moleculares por combinaciones varias
de las anteriores subunidades. Ello estd de acuerdo con la disociacion
espontanea que ocurre con la variacién de pH o fuerza iénica del medio,
o simplemente por conservacion.

Profundizando en la naturaleza de la heterogeneidad de las proteina-
quinasas dependientes de AMP-ci:lico, se han obtenido a partir de
higado de rata una serie de fracciones con las siguientes caracteris-
ticas (177).

. Dependencia de ’ . .
Fraccion AM P-ciclico Heterogeneidad Peso molecular
By Independiente Homogénea 3 x 104
B, Dependiente Heterogénea 1.8 x 10°
B, Dependiente Heterogénea 12 x 10°
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La fracciéon B, da lugar a dos especies de proteina-quinasas depen-
dientes de AMP-ciclico, la mas pequeiia de las cuales (peso molecular
1.2 x 10°) parece corresponde a un artefacto de la proteolisis ocurrida
durante el método de aislamiento. Todas las fracciones AMP-ciclico
dependientes obtenidas representan formas inactivas de proteina-
quinasa, viniendo la actividad inhibida por asociacién con la proteina
reguladora R; como ha quedado resefiado con anterioridad, el AMP-
ciclico activa las formas inactivas por unién alostérica a la proteina R
y liberacion consiguiente de la forma activa de la proteina-quinasa.
Cuando las formas B; y B, —dependientes— liberan las correspon-
dientes formas activas, son éstas indistinguibles entre si e idénticas a la
forma B, con un peso molecular 3 x 10* —independiente.

En la actualidad se especula con la posible funcion de las diferentes
formas moleculares de la proteina-quinasa dependiente de AMP-ciclico,
bien como poseedoras de diferentes especificidades de sustrato o sujetas
a distinta regulacion.

La proteina-quinasa dependiente de los niveles de AMP-ciclico
(fig. 51) cataliza la activacion de la fosforilasa quinasa.

. . roteina-quinasa . , .
fosforilasa quinasa P quISE fosforilasa quinasa fosforilada

(inactiva) ATP,Mg?*, AMP-c (activa)

La fosforilasa quinasa fue la primera proteina-quinasa especifica
descubierta (178-179), y la gran mayor parte de los datos obtenidos lo
han sido a partir de la enzima aislada de muasculo de conejo. Esta quinasa
cataliza la reaccion,

fosforil i
2 fosforilasab + 4 ATP ostorriasa qulnaia fosforilasaa + 4 ADP

(dimero) (tetramero)

Las dos formas de fosforilasa quinasa difieren en su afinidad hacia la
fosforilasa b; diferencia que es mas notable por debajo de pH 7, al que
la enzima es virtualmente inactiva.

La activaciéon puede ocurrir por el mecanismo de fosforilaciéon
antes mencionado y también por digestion triptica limitada o la accién
de una proteasa Ca?*-dependiente. El fosfato que se incorpora a la
fosforilasa quinasa se une de forma covalente, alcali-labil, a restos de
serina. :
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La reversibilidad del proceso se consigue mediante la enzima fosfo-
rilasa fosfatasa,

ilasa fosfat
fosforilasa a + 4H,0 CSiorilasa fosfatasa ) o o ilasa b + 4P,

Las propiedades de la fosforilasa quinasa que contribuyen a la
regulacién de su actividad son, ademas de 1a mencionada existencia bajo
dos formas de activacion diferentes, los requerimientos de Ca?* y su
interaccion con el glucégeno. Los requerimientos de iones Ca®* por
parte de la fosforilasa quinasa muscular se han relacionado con la con-
traccién muscular (180-182). Cuando el calcio se desprende por el reticulo
sarcoplasmico, se produce un incremento en la actividad de la fosforilasa
quinasa, a la vez que induce la contraccién de las miofibrillas; ello con-
duce, pues, a la activacion de la fosforilasa y de la glucogenolisis, siendo
de destacar que la misma sefial es capaz de poner en marcha procesos
que requieren o liberan ATP (183).

De otro lado, el glucdgeno interacciona con la fosforilasa quinasa
incrementando su actividad (184).

La glucégeno sintetasa se presenta bajo dos formas diferentes e
interconvertibles por fosforilacion y defosforilacion enzimaticas (185),
segun las reacciones:

. sintetasa I quinasa
glucogeno-sintetasa I + nATP 4

glucogeno-sintetasa D + nADP

, . sintetasa fosfatasa
glucégeno-sintetasa D + nH,O —

glucégeno-sintetasa I + nP;

La forma fosforilada de la glucogeno-sintetasa se conoce como forma
D y hace referencia a la forma de la enzima que es dependiente de la
glucosa-6-P, mientras que la forma no fosforilada —forma I— es
independiente de la misma y constituye el estado activo fisiologicamente
de la enzima. La enzima esta formada por subunidades varias de peso
molecular 90.000-100.000 (186-187), existiendo discrepancias acerca
de la estequiometria de la unidn del fosfato.

Puede ya observarse que la forma activa de la enzima que regula
la biosintesis del glucogeno es la «defosfo», mientras que la forma
fosforilada de la fosforilasa —fosforilasa a— es la forma activa de la
enzima que regula la glucogenolisis.

La glucégeno-fosforilasa existe, pues, bajo dos formas —a y b—,
cuya interconversion resulta de reacciones de fosforilacion y defosfo-
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rilacién enzimaticas y son diferentes en cuanto se refiere a peso molecular
y actividad catalitica. Ambas fosforilasas, b y a, se disocian en moné-
meros cuando se tratan con un exceso de p-cloromercuribenzoato;
monoémeros no fosforilados en el caso de la forma b y monbémeros
fosforilados en el caso de la forma a. Un extremo importante en el estudio
de las fosforilasas ha sido el establecimiento de las relaciones peso
molecular-fosforilacion-actividad enzimatica, acerca de lo que se han
obtenido muy variados datos, con frecuencia dificilmente reconciliables.
La propuesta mas razonable (188) asigna los valores de 370.000 y
185.000, respectivamente, a las fosforilasas a y b, siendo 92.500 el peso
molecular del mondémero de la fosforilasa b.

La fosforilasa a participa de un equilibrio asociacion-disociacion,
siendo destacable a este respecto que la disminucién de la concentra-
cion de proteina va acompafiada de un incremento en la actividad
especifica (189). Ello se debe a la formacion de un dimero de fosforilasa a
(distinguible de la fosforilasa b, dimero sin residuos de aminoacidos
fosforilados), con actividad catalitica superior a la de l1a forma tetrAmera.
Ambas formas de fosforilasa a —dimera y tetramera— son catalitica-
mente activas, exhibiendo el dimero una mayor afinidad por el glucé-
geno que el tetramero. Este equilibrio de asociacion-disociacidon de la
fosforilasa a puede servir asimismo como mecanismo de regulacion
del metabolismo del glucogeno; la agregacion de la fosforilasa a cons-
tituye un sistema rapido de reducir la velocidad de degradacién del
glucogeno, si bien no son conocidos los efectores que puedan ser respon-
sables de esta transformacion «in vivoy.

La regulacién de la actividad enzimética por transformacion qui-
mica se ve, por tanto, estrechamente conexionada con la existencia de
formas moleculares resultantes de diferente grado de polimerizacion.

La transformacion de fosforilasa a en fosforilasa b, segin los estudios
de sedimentacion de Fischer y colaboradores (cf. nota 188), ocurre de
una forma gradual y fundada sobre la existencia del equilibrio dimero-
tetramero, cuya posicion dependera de las condiciones ambientales,
efectores, concentracion de proteina, etc. Como puede observarse en
la figura 52 (cf. nota 188), a medida que la defosforilacion procede por la
accion de la fosfatasa sobre la fosforilasa a (tetramero fosforilado), se
favorece la disociacion en los dimeros (con distinto grado de fosforila-
cion), hasta llegar a la fosforilasa b, s6lo presente como dimero no
fosforilado. Las formas moleculares dimeras se va a poder presentar
en dos conformacionaes diferentes (redonda y cuadrada) bajo la influen-
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cia del grado de fosforilacion; asi, las especies «defosfo» y «monofosfo»
pueden presentarse en una conformacién activa (cuadrada) que tiende
a tetramerizarse, y en otra conformaciéon inactiva (redonda), sélo
presente bajo la forma dimera, mientras que las especies «difosfo»
s6lo se han reconocido bajo la forma conformacional activa (cuadrada).

Los efectores, glucosa-1-P y AMP, favorecen la conformacion
activa, mientras que la glucosa-6-P desplaza el equilibrio hacia la
conformacién inactiva en el sentido de la dimerizacion.

El esquema de la figura 52 plantea la influencia del AMP como
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efector alostérico de la fosforilasa b, una de las primeras enzimas en las
que se demostro este tipo de influencias. La fosforilasa b experimenta
una transicion intramolecular reversible inducida por AMP y, en menor
grado, por el fosfato; las especies dimeras favorecidas por AMP o
fosfato se asocian a baja temperatura dando lugar a un tetrimero, cuya
conformacién es similar a la de la fosforilasa a.
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que obedezca el principio de simetria, donde activador (y) y sustrato (x)
se unen a una sola configuracion.
La interseccion de las rectas con el eje de ordenadas es igual a

(Ly)"(1+B,x.)

Haciendo g = 2, los datos obtenidos con fosfato, como sustrato, y
AMP como activador de la fosforilasa b, se conforman perfectamente
a la anterior relacién lineal.

La regulacién de la actividad enzimatica de la fosforilasa ha quedado
centrada en su modificacion covalente por fosforilacion-defosforilacion,
asi como en su modificaciéon alostérica por AMP; esta regulacion de la
actividad enzimatica de la fosforilasa incide, pues, sobre la degradacion
del glucégeno, fendmeno que contribuye —a su vez— al gobierno
energético de la contraccién muscular. La degradaciéon del glucégeno
se activa en sincronizacioén con la contraccion muscular suministrando
parte de la energia necesaria para este proceso. La mediacidn fisioldgica
de los impulsos nerviosos provoca la liberacion de iones Ca** de las ve-
siculas del reticulo endoplasmico, los que inician la interaccién de la acti-
nomiosina, asi como la conversion fosforilasa b — fosforilasa a mediada
por la fosforilasa quinasa (193). En este orden de ideas es interesante
conocer la participacion del AMP en la regulacién de la actividad de la
fosforilasa durante la contraccién muscular y respecto a lo cual han
sido sefialadas varias discrepancias en relacion al efecto producido en la
célula muscular y en estado purificado. En una simulacién de las condi-
ciones intracelulares por lo que se refiere a la presencia de sustratos y
efectores, la enzima muestra unas cien veces superior actividad a la de
el misculo en reposo, aunque la presencia de ATP contrarresta la
activaciéon por AMP de la fosforilasa b. Por otro lado, la relacion
AMP/ATP en la célula muscular no varia suficientemente durante la
contraccidén para explicar el incremento (unas sesenta veces) de la ac-
tividad de la fosforilasa (194). Un segundo efecto del AMP es la in-
hibicion de la actividad de la fosforilasa fosfatasa que resulta de la
unién del nucleotido al sustrato —fosforilasa a— y no a la enzima
misma; la constante de unién de la fosforilasa a y el AMP es unas cien
veces inferior a la que corresponde a la concentracién intracelular del
nucleotido en el misculo en reposo; por consiguiente, la reaccion de
defosforilacion propia del reposo deberia estar bloqueada.

Heilmeyer y colaboradores (195) estudian la importancia de la
activacion alostérica de la fosforilasa b en relacion con la modificacion
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covalente haciendo uso de una fraccién muscular a base del complejo
proteina-glucogeno y elementos del reticulo sarcoplasmico (196); dicho
complejo contiene las enzimas del metabolismo del glucogeno, las que
de esta forma integradas exhiben propiedades que se correlacionan
mejor con las observaciones «in vivo» de lo que lo hacen las mezclas
de enzimas purificadas. La escision del glucogeno en esta fraccion puede
seguirse por medida del flujo de intermediarios del proceso glicolitico,
y, puesto que la fosforilasa a es la enzima limitante de la velocidad,
dicho método puede utilizarse para estimar su actividad. Con objeto de
evitar la degradacion del AMP por la AMP-desaminasa que contamina
el complejo, los autores han empleado AMP-N-6xido. La velocidad
maxima de la fosforilasa b, ligada al complejo, es unas tres veces inferior
queladelaenzima cristalizada, mientras que la K, no presenta variacion.
La integracion de la fosforilasa en el complejo no impide la unién del
nucleotido, puesto que tanto la forma purificada como la unida al com-
plejo reaccionan a la misma velocidad con el 6-purina-5'-ribonucleotido
5-(2-nitrobenzoico) tioéter que une de forma covalente el AMP a la
enzima. Por otro lado, la actividad especifica de la fosforilasa a en el
complejo es la misma que bajo la forma de enzima purificada. La sepa-
racién de los elementos del reticulo endoplasmico y la digestiéon por
amilasa del glucégeno no logran incrementar la activacion de la fosfo-
rilasa b por el AMP-N-oxido.

De estas observaciones se ha concluido que algiin componente del
complejo impide solamente el cambio conformacional que induce la
actividad enzimatica; componente con una posible estructura proteica,
ya que no se pierde mediante dialisis y no esta presente en los ultrafil-
trados de bajo peso molecular. Los elementos del reticulo sarcoplasmico
no participan aparentemente en la supresion de la actividad, ya que la
fosforilasa b continiia manifestando una actividad especifica disminuida
en las preparaciones de las que se han separado. La dilucion del complejo
(unas veinte veces) origina un incremento de la actividad especifica
(unas seis veces), ocasionado por labilizacion de las interacciones
proteina-proteina, disociacion del complejo y liberaciéon de la enzima.
Asi, pues, la activacion de la fosforilasa b por el nucleotido se suprime
debido a las interacciones con otras proteinas, manifestadas en el seno
del complejo proteina-glucogeno.

Veamos algunos casos adicionales de regulacion metabolica con
la participacion de enzimas quimicamente modificadas y, en particular,
nuevos ejemplos de participacion de proteina-quinasas.
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La velocidad de liberaciéon de acidos grados libres en el tejido adiposo
viene controlada por la actividad de la triglicérido-lipasa hormonal-
mente sensible. Las hormonas que activan de forma aguda esta lipasa
(catecolaminas, ACTH, glucagdn, etc.), estimulan la actividad de la
adenilciclasa e incrementan los niveles en el tejido adiposo de AMP
ciclico. En analogia a la regulacién de la glucégeno-fosforilasa y glucé-
geno-sintetasa, se ha sugerido que dicha lipasa esté regulada por una
fosforilacidon dependiente de AMP ciclico (197-198). En los ultimos
afnos se han descrito preparaciones de proteina-quinasa (199-200) (cf. nota
164), capaces de incrementar la actividad lipolitica del tejido adiposo en
preparaciones libres de células. Los resultados experimentales parecen
probar la existencia de dos formas de lipasa relacionadas entre si,

teina-quinasa
Lipasa b + nATP profeina-quinas lipasa a + nADP

lipasa-fosfatasa
Lipasaa + nH,0O [pasa-fosatas lipasa b + nP;

Otro ejemplo interesante lo constituyen las modificaciones estruc-
turales de proteinas nucleares, especialmente histonas (201-202), pro-
teinas basicas componentes fundamentales de los cromosomas de los
organismos eucarioticos. Los mecanismos bioquimicos implicados en
estas transformaciones son analogos a los de las modificaciones enzi-
maticas apuntadas con anterioridad, aunque la significacion biolégica
de los mismos necesita de profundos esclarecimientos. No obstante,
la introduccion enzimatica de grupos acetilo, metilo y fosforilo en las
diferentes especies de histonas puede ser de notable significacion biolo-
gica, puesto que cambios en las cargas de estas proteinas —que se unen
al DNA principalmente mediante fuerzas electrostaticas— pueden
modificar la interaccion histonas-DNA. Con respecto a la fosforilaciéon
de histonas, Langan (203) fue el primero en describir una proteina-
quinasa poseedora de una cierta especificidad frente a dichas proteinas,
demostrando con posterioridad su estimulacion por AMP-ciclico (204)
y justificando de esta manera el mecanismo por el que ciertas hormonas
pueden promover la sintesis de m-RNA (cf. nota 159). Asimismo, se
ha descrito otra proteina-quinasa que fosforila a proteinas no-histonas
y es independiente del AMP-ciclico (205). Del musculo de langosta se
ha aislado una proteina-quinasa estimulada por GMP-ciclico (206).

A partir de higado de rata han sido purificadas parcialmente dos
proteina-quinasas, estimuladas por AMP ciclico, que catalizan la fosfo-
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rilaciéon de proteinas ribosomales; dichas enzimas fosforilan tres pro-
teinas presentes en la subunidad 40S, y nueve proteinas de la subunidad
60S (207).

La regulacion de proteina-quinasas por AMP-ciclico se conoce,
asimismo, en el sistema nervioso (208) (cf. nota 160), jugando un impor-
tante papel en ciertos tipos de transmision sindptica (209). Las fracciones
celulares del cerebro, ricas en membranas sinapticas, contienen pro-
teina-quinasas dependientes de AMP ciclico, asi como proteina-fosfa-
tasas capaces de separar fosforico de las proteinas de membrana fosfo-
riladas. Recientemente se ha observado la fosforilacion endégena de
una proteina de peso molecular 100.000, componente de la membrana
sinaptica (210).

3. MODIFICACION QUIMICA DE HISTONAS

La acetilacion «in vivo» de histonas representa un mecanismo de
alteracion de las actividades biosintéticas del nucleo celular (211-214),
habiéndose demostrado en diversos tipos de células eucarioticas la
existencia de sistemas transferasicos acetilantes con elevada especificidad
hacia el sustrato (215-217). Asimismo, existen sistemas enzimaticos
capaces de catalizar la desacetilacion de histonas acetiladas. De esta
manera, se postulan mecanismo de acetilacion y desacetilacion dife-
rencial de histonas como requerimientos esenciales a la regulacion
genética en eucariotes. La acetilacion de histonas exhibe caracteristicas
de especificidad hacia el sustrato y frente al tiempo; asi, utilizando células
sincronizadas de mamiferos, la acetilacion de histonas comprueba que la
fraccion F-1 se acetila de modo reversible en el periodo biosintético (S)
inicial del DNA, mientras que las fracciones F-2a, F-2b y F-3 se acetilan
reversiblemente con posterioridad (218). Es interesante hacer notar
que estos esquemas de comportamiento enzimatico en funciéon del
tiempo son diferentes para otras modificaciones covalentes de las
histonas, como metilaciéon y fosforilacion. Estudios realizados tratando
de correlacionar los esquemas de acetilacion de histonas en funcion
del tiempo con los niveles de acetiltransferasa, no han podido definir
conclusiones en este sentido, por lo que el control de la acetilacion
de histonas tiene que radicar en otra area aun indeterminada de la
actividad celular.

Las modificaciones covalentes de las histonas afectan a distintos
grupos funcionales de los aminoacidos. Asi, la acetilacién ocurre en los
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grupos e-amino de los residuos de lisina presentes en las histonas ricas
en arginina y precede o acompafia a los incrementos de actividad
de la RNA-polimerasa y de la sintesis de RNA. La metilacion tiene lugar
en los restos de lisina, histidina o arginina; la metilacion de la lisina
parece guarda cierta relacion con los cambios que tienen lugar en el
nucleo previamente a la mitosis cuando la cromatina se condensa y el
ricleo se hace menos activo en las reacciones de sintesis (219). La fos-
forilacién se lleva a cabo en los residuos de serina, y la funcién que esta
modificacion estructural realiza puede ser especifica de 6rgano (220).

Otras modificaciones estructurales que pueden exhibir las histonas
son fosforribosilacion, oxidacion de tioles, reduccion de grupos disul-
furo (221).

La especificidad celular de la fosforilacion y acetilacion de histonas
ha sido estudiada en células de testiculos de trucha a diferentes estados
de espermatogénesis: células espermatogoniales, espermatocitos pri-
marios y secundarios y espermatidas. Estas células pueden separarse
por centrifugacion en gradientes de albumina y utilizarse en experiencias
de fosforilacion y acetilacién de histonas y otras proteinas basicas (222).
La definicion correcta de las relaciones entre sintesis de DNA, sintesis
de histonas y fosforilacion de histonas ha sido muy discutida; al lado de
una diversidad de velocidades metabdlicas de sintesis de DNA y de
sintesis y fosforilacion de histonas (cf. nota 222) se ha reconocido asimis-
mo un paralelismo entre los tres fenémenos (223-224). La incidencia
experimental de la resolucion molecular de las histonas y la resolucién
celular antes mencionada ofrece detalles adicionales de las relaciones
temporales entre dichos fendmenos (225). Asi, la fosforilacién parece
tener lugar inmediatamente después de la sintesis de ciertas histonas (2a,)
y con cierta distancia de la del resto. Siendo alrededor de siete dias el
tiempo total para la division de las células testiculares de trucha inducida
hormonalmente, el contenido en histonas de dichas células se dupli-
cara cada siete dias o, de otra forma, una séptima parte del contenido
total de histonas se sintetiza diariamente. Si estos datos se conjugan
con la observacion de que seis-ocho horas constituyen la vida media de
los restos fosfato que esterifican las histonas, se deduce que el 5 por 100 de
las histonas totales de los testiculos de trucha se estan fosforilando en
cada instante. Efectivamente, ciertas especies de histonas exhiben una
gran variacién de especies fosforiladas (2b y 3), lo que indica una fosfori-
lacién méas extensa o un tiempo mayoér para la actividad metabdlica
del fosfato, mientras que otras histonas presentan una fosforilacion
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menor en su conjunto, manifestacion —a su vez— de una fosforilacion
mas restringida o de una actividad metabdlica del fosfato méas corta.

Los diferentes tipos de células presentan diferentes velocidades de
sintesis y de fosforilacion de histonas, si bien las relaciones de sintesis
a fosforilaciéon son en cada caso muy semejantes a la unidad; por otro
lado, la correlacion positiva entres estos fenomenos y la sintesis de DNA
sugiere la fosforilacién de histonas como exigencias para su correcta
union al DNA (cf. nota 225), hecho que habia sido relacionado con la
sustitucion de histonas por protaminas durante la transformacion
de la cromatina.

La sintesis de protaminas comienza en las espermatidas mediada
la espermiogénesis, y las protaminas recién sintetizadas se fosforilan ex-
tensamente. La especificidad celular de la fosforilacion de histonas su-
giere que este proceso no se requiere para la progresiva pérdida de
histonas durante las transformaciéon de las espermatidas (de las que
sedimentan a 1.5 mm/hora a las que lo hacen a 1.0 mm/hora).

La acetilacion de histonas se ha estudiado asimismo en los distintos
tipos de células antes mencionados; la acetilacion de histonas se ha
observado a lo largo de la espermatogénesis. En la iniciacion del desarro-
llo celular tiene lugar tanto la sintesis intensa de histonas como su
acetilacién, mientras que en las espermatidas ocurre una muy escasa
sintesis de histonas; asi, en las experiencias de doble marcaje con ace-
tato-'*C y lisina-*H, la relaciéon isotépica '*C/*H es veintisiete veces
superior en las esparmatidas que en las células precedentes. Estos
resultados (226) han sugerido que la acetilacion de histonas en las células
espermatidas puede estar implicada en la separacion de estas proteinas
del DNA, mientras que, en las células anteriores, en las que la sintesis
de histonas acompafia a la acetilacion, las mismas modificaciones pueden
conexionarse con la asociacion correcta del DNA a las histonas recién
formadas.

Las interacciones entre constituyentes de la cromatina, asi como
entre DNA e histonas, se detallan en otros lugares de esta obra: la
participacion, sin embargo, de las histonas modificadas ofrece aun
numerosas incognitas. El estudio de las interacciones con modelos del
tipo DNA de fago A/histonas de timo (227) ha permitido poner de mani-
fiesto fendémenos cooperativos en la union cuya ulterior extension a
clases de histonas especificas y a histonas modificadas covalentemente
abrira nuevas perspectivas a la naturaleza dinamica de la cromatina.
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4. (GLUTAMINA SINTETASA

Todos los ejemplos estudiados acerca de la regulacion de la actividad
enzimdtica por modificacion covalente de la enzima han hecho referencia
a la introduccién de grupos fosforilo (excepcion hecha de los comen-
tarios sobre modificacion de histonas). Un caso singular de regulacion
lo va a ofrecer la glutamina sintetasa, y ello por una doble circunstancia;
en primer lugar, porque esta enzima ofrece multiples modalidades de
regulacion, y asi se deja reprimir en su sintesis (228-229), y su actividad
catalitica se modifica por retro-inhibicion de tipo cumulativo (230),
y, en segundo lugar, porque se modifica de forma covalente mediante
reacciones de adenilacion.

La glutamina sintetasa cataliza la formacion de glutamina a partir
de acido glutdmico y NHY en una reaccion dependiente del ATP;
es capaz, ademas, esta enzima de transferir el y-glutamilo de la glutamina
a un aceptor adecuado, como hidroxilamina. La enzima obtenida de
E. coli se presenta bajo dos formas diferentes en dependencia de la forma
de crecimiento del organismo (231) y designadas como sintetasas a y b
(o también como I y II); una preparacioén enzimatica a base, de modo
fundamental, de sintetasa a se obtiene a partir de células crecidas en
glucosa y cloruro amonico y recogidas en fase logaritmica, mientras que
la forma b se logra aislar de células crecidas en glicerina y glutamico y
recogidas en fase estacionaria. Ambas formas de la glutamina sintetasa
poseen la misma composicion en aminoacidos y exhiben el mismo
comportamiento en la sedimentacion (232), pero la forma b contiene
unido AMP de forma covalente, de lo que carece la forma a. Por lo que
a la actividad catalitica se refiere, la glutamina sintetasa b (II) posee
menos del 5 por 100 de la actividad que exhibe la forma a, ensayada en
presencia de magnesio. La transformacion de la forma a en su corres-
pondiente b se lleva a cabo de forma enzimatica merced a la accion
catalitica de la ATP: glutamina sintetasa adenil-transferasa; dicha
transferasa logra introducir hasta 12 restos de AMP y de forma cova-
lente por mol de enzima, lo que sugiere que cada una de las subunidades
de que consta la enzima nativa acepta un resto adenilico (233).

Glutamina sintetasa a + 12 ATP — Glutamina sintetasa b + 12 PP;

activa inactiva

Inversamente, la reactivacion de la enzima se logra en sistemas celulares
carentes en el medio de iones amonio (234) y en sistemas libres de células.
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La reactivacion, que va acompaiiada de una escision fosforolitica del
AMP de la glutamina sintetasa b, se lleva a cabo mediante la partici-
pacién de dos proteinas diferentes; una de estas proteinas parece ser la
misma adeniltransferasa que se modifica por una segunda proteina,
de forma que la accion catalitica resultante esta basada en la transfe-
rencia de los restos adenilicos de la glutamina sintetasa b al ortofosfa-
to (235-236).

La transformacién mutua de las sintetasas a y b se encuentra modifi-
cada por glutamina (favorece la adenilacion e inhibe la desadenilacion)
y a-ceto-glutarico, que produce el efecto contrario.

El cambio estructural que la adenilacién supone en la estructura
proteica produce toda una serie de efectos sobre las propiedades bio-
sintéticas de la enzima que han sido estudiados en funcion del grado de
adenilacion (237). De esta forma han sido estudiadas preparaciones de
glutamina sintetasa conteniendo 0.8-12 equivalentes de grupos adenilo
por mol de enzima.

La adicién o eliminacién de grupos adenilo (fi = 0.8-3, n = 8.5-12)
produce cambios muy profundos en la dependencia de las actividades de
losiones Mg2* o Mn?* ; en estados intermedios de adenilacién (fi = 3-8),
la influencia ejercida por los catiores anteriores resulta menos afectada
por la presencia del AMP unido de forma covalente a la enzima. Las
formas sin adenilar parecen estar especificamente activadas por Mg?*,
mientras que las subunidades adeniladas exhiben requerimientos abso-
lutos hacia el Mn?*. Los iones Mg?* o Mn?" activan especificamente
tan solo las subunidades adeniladas o no adeniladas, respectivamente,
de forma que, en conjuncién con los sustratos, son capaces de determinar
si se forman o no complejos activos.

Estudios cinéticos y de union de ligandos (238) sugieren que cada
subunidad del dodecamero de la glutamina sintetasa posee localiza-
ciones cataliticas para ATP y L-glutamico y que, entre las formas adeni-
ladas y sin adenilar, existen interacciones heterélogas implicadas en la
expresion de V., y K,, de cada tipo de subunidad. Las experiencias de
unién sugieren la presencia de una segunda localizacion de L-glutamico
por subunidad, que puede funcionar como localizacion alostérica.
Por otro lado, los equilibrios de unién que muestran los inhibidores,
AMP o L-triptofano, en ausencia de sustratos, son independientes de la
extension de la adenilacion.

Recientemente, Wedler y Boyer (239), miden velocidades de equilibrio
por intercambio isotépico, con objefo de esclarecer el efecto de los
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modificadores sobre la catalisis de la glutamina sintetasa; los equilibrios
estudiados fueron !'“C-glutdmico = glutamina y 3?P; = ATP. Los
efectos de los modificadores sobre los anteriorss equilibrios expresados

simplemente en forma cualitativa aparecen en la Tabla 3.

TaBLA 3
Inhibicion de
Modificador
P, = ATP Glu = Gin
AMP Fuerte, completa Débil, parcial
GDP Fuerte, completa Débil, parcial
L-alanina Fuerte, completa Fuerte, completa
CTP Fuerte, completa Fuerte, completa
Glicocola Fuerte, completa Fuerte, completa
L-histidina Mode.ada, parcial Débil, parcial
L-triptofano Débil, variable Débil, parcial
Glucosamina-6-P Débil, parcial Débil, variable
Carbamoil-P Fuerte, completa Fuerte, parcial

Datos de Wedler y Boyer (J. Biol. Chem. 247,993 (1972).

La interpretacion del efecto de los modificadores depende del mecanismo
catalitico, es decir, si tiene lugar una unién ordenada o casual, si suceden
reacciones parciales y si se forman intermedios covalentes con ]a enzima.
En la forma adenilada de la glutamina sintetasa, la unién del sustrato
no es ordenada, no se detectan intermedios covalentes o reacciones par-
ciales, y cualquier intercambio dependera de la presencia de todos los
sustratos; ello significa que, si la unién de algin sustrato a su localizacion
catalitica se bloquea por un modificador, quedan inhibidos todos los
intercambios. Semejante esquema de inhibicién se cumple cuando las
relaciones velocidad-concentracion de sustrato siguen las relaciones sen-
cillas —Michaelis-Menten— o mas complejas —efectos cooperativos.

E] presente tratamiento implica la comparacién del efecto experi-
mental de los modificadores con el que resultaria de la consideracion
de esquemas tedricos supuestos, como, por ejemplo, la secuencia de dos
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reactivos y dos productos en una combinacién no ordenada con inter-
conversion de los complejos ternarios.

EAB

E EPQ E
k, k, k, ki
EB EQ

Este esquema representa un sistema «random Bi Bi» con las ade-
cuadas constantes de velocidad, y el efecto de los modificadores puede
comprobarse haciendo uso de las ecuaciones generales que definen la
velocidad de los intercambios A=< P y B= Q.

Los resultados obtenidos mediante este tipo de tratamientos ofrecen
una singular caracteristica en el caso del GDP. Este modificador
bloquea completamente el intercambio P;= ATP sin ejercer efecto
alguno practicamente sobre el intercambio glutimico = glutamina;
resultados experimentales que se ajustan al esquema en que un modifi-
cador retrasa la disociacidon o ambas, asociacion y disociacion, de un
par de sustratos. El ligero incremento inicial del intercambio gluta-
mina = glutdmico puede ser indicativo del retraso preferencial de la
reaccidn de disociacion para P; o ATP, o para ADP y ATP. Este nuevo
tipo de acciéon modificadora por parte del GDP se interpreta como una
catalisis «criptica», en que el modificador impide la disociacion del ATP,
pero permite la rapida interconversion quimica de los sustratos ligados
y el rapido intercambio NHj;-glutamina y glutamico-glutamina, asi
como 20 entre glutamico y P;.

Ya ha quedado mencionado como ciertos productos del metabolismo
de la glutamina, e incluso la glutamina misma, ejercen un control sobre
la adenilacion enzimatica de la glutamina sintetasa, cuya actividad
resulta de esta forma modulada. A este proposito hay que tener presente
que la reaccion de adenilacion tiene como sustrato, ya en si mismo, una
proteina alostérica, lo que conduce a la consideracion de la posibilidad
de que dicho control se ejerza sobre la enzima inactivante —ATP :glu-
tamina sintetasa adeniltransferasa— cuya actividad puede incrementarse
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por la union de glutamina o sobre la glutamina sintetasa misma, cuya
vulnerabilidad a la accion de la adeniltransferasa pudiera elevarse por
la union de glutamina. Un hecho trascendente en este sentido es que los
efectores positivos de la reaccion de transferencia —iones magnesio y
glutamina— incrementan el nimero de grupos -SH de la adeniltrans-
ferasa, en tanto que los inhibidores de dicha reaccion —3-fosfogli-
cérico y o-cetoglutarico— disminuyen el numero de dichos grupos
titulables con acido 5,5-ditio-bis(2-nitrobenzoico). Ello ha permitido
concluir que el control de la reaccion de adenilacion se ejerce a nivel
de la adeniltransferasa (240), y que los mismos sustratos de la reaccion
como Mg, ATP y glutamina sintetasa no adenilada, son capaces de
exponer adicionales grupos -SH a la reaccion de titulacidn, mientras
que los sustratos de la reaccion inversa {fosforolisis de la AMP-gluta-
mina sintetasa) son capaces de disminuir dicha potencialidad de titu-
lacion.

Wolf y Ebner {cf.nota 240), haciendo uso de los anteriores resultados,
sugieren la existencia de dos conformaciones limites, abierta y cerrada.
La conformacién abierta seria cataliticamente mas efectiva para la
transferencia de adenilo a la glutamina sintetasa; la conformacion
cerrada seria mas apta al objeto de la desadenilacion pirofosforolitica
de la adeniltransferasa. Esta idea se encuentra soportada por los cambios
conformacionales inducidos por Mg**. A bajas concentraciones de
magnesio se favorece la reaccion de desadenilacién, a la vez que se obser-
va la presencia de una conformacién cerrada para la adeniltransferasa,
mientras que las concentraciones 6ptimas de magnesio para que tenga
lugar la reaccion adenaltransferasica promueven, a su vez, la conforma-
cién abierta.

La glutamina sintetasa de mamiferos ha sido también estudiada
desde los puntos de vista de su comportamiento catalitico y regulador.
Los 6rganos de los que se ha aislado y purificado son fundamentalmente
cerebro (241-242) e higado (243-245). La enzima de mamiferos exhibe una
serie de analogias con la de E. coli, por gjemplo, la inactivacion por gli-
cocola, L-alanina y L-serina, as como por carbamoil-fosfato y la accidén
que sobre ella ejercen los iones Mn?* ; se presentan, sin embargo, dife-
rencias en los 6rdenes estructural y regulador y que guardan relacion con
las diferentes funciones que en cada caso esta enzima ha de cumplir.
Ciertas diferencias que, por otro lado, también se presentan entre la
glutamina sintetasa de cerebro y la procedente de higado.

La glutamina sintetasa de ambos 6rganos, higado y cerebro, tiene
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el mismo numero de subunidades y con la misma disposicién, la misma
movilidad electroforética y la misma composicion en aminoacidos.
El numero de subunidades es 8, y, en el caso de la enzima de higado
de rata, la inhibicién es completa por la unidén de tan sdlo cuatro restos
de metionina-sulfoximina; la enzima de cerebro requiere mayor nimero
de restos del mismo inhibidor para provocar el mismo grado de inhibi-
cién. En la misma linea se encuentra la union de ATP a la enzima;
el nimero maximo de restos de ATP que la enzima de higado es capaz
de unir asciende a cinco, en tanto que la enzima de cerebro llega a unir
hasta ocho restos de ATP, uno por cada subunidad. Esta unién de menor
numero de ligandos que el que corresponde al nimero de subunidades
ha sido interpretado en virtud de ciertos hechos (246); dejando a un lado
la siempre posible inactivacion parcial de la enzima, se ha sugerido que
la mitad de las subunidades cumplen la misién de unir los aminoacidos
inhibidores a las localizaciones alostéricas correspondientes, y que
esta union produzca la inhibicion de la actividad catalitica. En este
sentido, la problematica esta aun abierta acerca de la conexion que este
hecho tendria con la diferenciacion posible entre las subunidades del
oligbmero.

La glutamina sintetasa de higado es mas sensible a la activacion
por a-cetoglutarico y a la inhibicion por aminoacidos que lo es la enzima
de cerebro. Esta mayor inhibiciéon por los aminoacidos esta en juego
con el metabolismo general de la glutamina (247); asi, la inhibicion
de la glutamina sintetasa hepatica puede controlar, a su vez, su donacién
de grupos amino que, captados por diferentes cetoacidos —piruvico,
hidroxipirtvico, etc.—, viene catalizada por la glutamina transami-
nasa (248). De modo similar, la inhibicion de la glutamina sintetasa
por carbamoil-fosfato constituye un mecanismo regulador de la cantidad
de glutamina disponible para la biosintesis de pirimidinas.

IX. Control del metabolismo por sistemas enzimaticos autoasociantes
1. INTRODUCCION

La estructura cuaternaria de las enzimas se considera una condicion

intrinseca a su comportamiento alostérico en el orden regulador;

ello equivale, ciertamente, a considerar la existencia de interacciones
proteina-proteina entre las subunidades constituyentes. Ahora bien,



414 Angel Martin Municio

desde un punto de vista fisico, dichas interacciones pueden tener un
tratamiento general, ya que similares tipos de fuerzas han de estar impli-
cadas en todas ellas; sin embargo, desde un punto de vista funcional,
cabe distinguir las interacciones entre subunidades en el seno de una
enzima activa de las interacciones que resultan de la polimeracion
de esta forma activa a formas superiores de peso molecular. Son, pre-
cisamente, estos sistemas enzimdticos autc-asociantes los que vamos a
considerar a continuacion; sistemas que experimentan reacciones aso-
ciacién-disociacion en dependencia, ya sea de simples variaciones de
concentracion, o bajo la influencia de ligandos, pero —en todo caso—
consistentes con la idea de que dicho fenémeno confiere un mayor
grado de control sobre la regulacion de la actividad enzimatica. Logi-
camente, tampoco caen bajo la idea que acabamos de exponer los com-
plejos multienzimaticos (con interacciones proteina-proteina entre
enzimas poseedoras de actividades diferentes) ni las enzimas multi-
funcionales.

En la Tabla 4 figura una serie de enzimas que participan del con-
cepto antes mencionado de enzimas auto-asociantes y de las que
pueden destacarse por su posicion clave en los procesos metabolicos la
glucégeno-fosforilasa, fosfofructo-quinasa y acetil-CoA carboxilasa. Entre
ellas, la glucdégeno fosforilasa ha sido considerada anteriormente como
enzima capaz de dejarse modificar quimicamente, hecho que influen-
cia las posibilidades de asociacién-disociacion, y con lo que se ejemplifica
la existencia de mecanismos de regulacion de la actividad enzimatica,
que pueden presentarse en coexistencia sobre el mismo sistema enzi-
matico.

Para investigar el efecto de la asociacion sobre la cinética y union
de ligandos de una enzima determinada, hay que evaluar una serie de
caracteristicas, como extensiéon de la polimerizacion, constantes de
equilibrio y de velocidad, etc.; ello requiere una metodologia singular
que hace uso de procedimientos de dispersion de luz, electroforéticos,
cromatograficos, de ultracentrifugacion, filtracion por geles, de fluores-
cencia, viscosimétricos, etc. La variacién de las propiedades espectrales
que la polimerizacién induce sobre derivados de las proteinas con grupos
cromoforos se utiliza para la medida de las velocidades de polimerizacion.

Las velocidades de polimerizacion varian notablemente de unos
casos a otros. La polimerizacion de la acetil-CoA carboxilasa inducida
por la presencia de citrato es muy lenta, si bien la medida de la actividad
enzimatica no distingue la causa de tal velocidad, que puede ser muy
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bien una lenta polimerizacién de la enzima o un lento cambio conforma-
cional inducido por el ligando —etapa determinante de la velocidad—.
A este mismo tipo de equilibrio lento de asociacion-disociacion perte-
necen fosfofructoquinasa y fosforilasa a; la actividad enzimatica de
ambas esta relacionada con el peso molecular. A elevadas concentra-
ciones de proteinas, la fosforilasa a existe bajo la forma de un tetramero
—forma inactiva de la enzima— que se disocia lentamente a la forma
activa dimera (sin embargo, teniendo en cuenta las ideas mencionadas
sobre auto-asociacion y de acuerdo con Frieden (cf. nota 105), las
anteriores formas de fosforilasa a deben ser mencionadas respectiva-
mente como dimero y mondmero).

La glutamico deshidrogenasa de higado es uno de los representantes
mejor estudiados de enzimas que experimentan una asociacién-disocia-
cién reversible extraordinariamente rapida. Experiencias de Frieden
(cf. nota 68) acerca de la dependencia de los efectos cooperativos sobre
la concentracion enzimatica, demuestran que la magnitud de la interac-
cion cooperativa es dependiente de la concentracion.

La figura 54 ofrece una representacion de Scatchard de la union
de GTP a la glutamico-deshidrogenasa en funcion de la concentracion
de enzima (r es la relacion de moles de GTP unido por mol de enzima
de peso molecular 400.000). Al aumentar la concentracion de enzima,
lo hace el grado de polimerizacion, y asimismo se incrementa la desvia-
ciéon de la forma normal de representacion. Los mismos autores estudian
la uniéon de GTP a la glutAmico-deshidrogenasa nativa y a una forma
quimicamente modificada, cuyo comportamiento cinético es normal
a bajas concentraciones, pero que no es capaz de experimentar asociaciéon
a elevados niveles; de esta forma, la unién del GTP a la enzima activa,
no asociada, es completamente normal. Estas experiencias demuestran
que la responsabilidad de los efectos cooperativos se debe a la asociaciéon
de la enzima bajo formas de elevado peso molecular. La extension
de la cooperatividad depende de la relacion de especies de diferente
peso molecular y de la relacion de las constantes de union del ligando a
las diferentes formas.

Las consecuencias de la rapida asociacion-disociacion entre formas
que poseen la misma actividad intrinseca, pero diferentes afinidades
para ciertos ligandos, estriba en el hecho de que tal interaccidon produce
un mayor grado de sensibilidad de la actividad enzimatica a la concen-
tracion del ligando. Pequefios cambios, pues, en la concentracion de
ligandos se traducen en grandes cambios de velocidad, con lo que la
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regulacion metabdlica de las reacciones catalizadas por tales enzimas
se hace mucho mas sensible.

El caso es notoriamente distinto con las enzimas sujetas a reacciones
lentas de asociacion-disociacion; el equilibrio se establece entre formas
activas e inactivas, de modo que los factores que lo influencian repercuten
sobre el nivel de actividad enzimatica sin que resulte afectado su com-
portamiento cinético. Asi, pues —seglin sefiala Frieden (249)—, estas
transiciones lentas pueden servir para tamponar ciertas alteraciones
metabolicas producidas bajo condiciones violentas. El ejemplo que se-
fiala Frieden (cf. nota 249) es el de la lenta conversion de la forma
inactiva de fosforilasa a en su correspondiente estado activo, que puede
impedir la desaparicion de glucogeno bajo las condiciones extremas de
excesiva contracciéon muscular.

El estudio tedrico de las consecuencias cinéticas de la union de
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pequefias moléculas a sistemas autoasociantes puede tener una cierta
similitud al tratamiento de las enzimas alostéricas de Monod; en este
caso, sin embargo, es mayor el nimero de variables implicadas. El
modelo de Monod postula la existencia de varios estados conformacio-
nales interconvertibles, con idéntico numero de localizaciones de unién
que difieren en su afinidad por el ligando; en el equilibrio asociacion-
disociacion, la constante de equilibrio depende de la concentracién
enzimatica en ausencia y en presencia de ligandos que se uniran a
diferente numero de localizaciones segin se trate de mondomero o
polimero. Uno de los tratamientos mas completos sobre la unién de
ligandos a diferentes especies poliméricas coexistentes en equilibrio
es el de Nichol y colaboradores (250), quienes suministran una base
plausible para los efectos alostéricos. Dichos autores derivan una
ecuaciones que relaciona la concentracion de un soluto (S) libre en
mezclas en equilibrio de (A) —mondémero— con (C) —polimero—

nd = cC,

con una funcién de union (denominada r en la terminologia de Nichol),
definida como la concentracion de (S) unido dividida por la concentra-
cién inicial de proteina. El soluto (S) afiadido se une a (A) y (C) segun
reacciones gobernadas por las correspondientes constantes de equilibrio
(L:, M)y a través de p localizaciones de union por molde (A) (i = 1, 2,...p)
y q localizaciones de unién por mol de (C) (j = 1, 2,..q)

ASi_; + S=AS, L—[Tgi_ls‘]]—[s—]
CS;-, +8=CS;, M;= %ﬁj
AS,_, + S=AS, L,= [A%S:'j]ﬁ
CS,1 + S=CS, M, = L35

 [CS,-1][8]
A+ S=AS, Lz[AS]/[A][S]
C +S=CS5, M; =[CS]/[C][S]
Las constantes de equilibrio, L; y M}, junto con una constante rela-

cionada con el equilibrio entre (A) y (C), son suficientes para definir
cualquier mezcla en equilibrio.

Interacciones moleculares
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Siendo Mj; el peso molecular de (S) y M, el peso molecular del
monoémero, la funcién de unién (r) viene dada por la expresion

M {[AS] + 2[AS;] + -- + i[AS;] + ‘- + p[AS,] + [CS] + 2[CS,] +
M {[A] + [AS] + - + [AS;] + -~ + [AS,]} + nM {[C] + [CS] +
+ - +J[CS;] + - + g[CS,]}
+ -+ [CS;] + -+ + [CS,]}
en la que la sustitucion de las expresiones anteriores origina:
__ My[A][S]fi + M;[C] [S1S3
M, [Alf1 + nM,[C]f>

donde
f2 = 1 + Ml[s] + ..+ Ml MQ_.MJ[S]" + .. + M1M2..Mq[S]"
fi =dfi/d[S]
fz = df,/d[S]
Suponiendo que todas las localizaciones de uni6n son equivalentes,
li= {p"'(l_ 1)}KA
i
M. = {q_(j_ 1)}KC
! J
K, y K¢ son las constantes de unidon intrinsecas.
La sustitucion de estas ecuaciones en las expresiones de f; y f>

resulta fi= (L + KL[S]P
fr=(1+ K[S]®
que, a su vez, dan para la funcién de unién
— {Ms[A] [S]pKA(1 + K4[S])>~* + Ms[C][S]gKc(l + Kc[S])*™}
M [A]( + K4[S])? + n M4[C](1 + Kc[S]®

Frieden (cf. nota 77) compara varios modelos para discutir el com-
portamiento cinético de las enzimas alostéricas y presenta un mecanismo
basado en la polimerizacion reversible de una enzima, cuyas formas
monoémera y polimera difieran con respecto a los parametros cinéticos.
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Utiliza como ejemplos los antes mencionados de glutimico-deshidro-
genasa de higado y fosforilasa a de musculo. En el primer caso, las
especies polimeras unen el ligando inhibidor GTP menos fuertemente
que lo hacen las especies de peso molecular 400.000 (mon6émero). De
manera similar, la fosforilasa a, de peso molecular 380.000, une muy
escasamente glucogeno en comparacion con la enzima disociada de
peso molecular 190.000. Tales situaciones pueden describirse, efectiva-
mente, de una forma analoga a la propuesta por Monod, en la que los
estados conformacionales diferentes se sustituyen por el equilibrio
entre monomero y polimero. Segin dicho modelo, la fraccion de satura-
cién, Y, de una proteina con el ligando es

ol + &) ' + Lea(l+ coy ™!
(I + o) + L1 + ca)"

donde L es la constante de equilibrio entre los dos estados conformacio-
nales; ¢ la diferencia en la capacidad de los dos estados para unir el
ligando; n es el nimero de localizaciones para la union de ligandos por
mol de proteina y « es la concentracion de ligando reducida, esto es,
la concentracion de ligando no unido dividida por una constante de
unién (K ;) para la conformacién de proteina que une méas fuertemente
el ligando.

Una de las suposiciones de este modelo, que es esencial al razonamien-
to de Frieden (cf. nota 77) es que la unién de una molécula de ligando
a un estado conformacional particular no afecte en modo alguno a la
constante de unién intrinseca de otra molécula de ligando que se une
a una diferente localizacion del mismo estado conformacional. Frieden
convierte la ecuacion de unidén en una ecuacion cinética, sustituyendo
Y por la fraccion vo/nV,..., donde v, es la velocidad inicial,

?:

vo _ ol+ )"+ Lea(l + co)"”?
NV max (I+ "+ L(1 + co)*

La aplicacion de la ecuacion de union a los datos cinéticos requiere
supuestos adicionales como: a) que exista un rapido equilibrio entre
todas las especies moleculares en las que participa la enzima bajo todas
las formas conformacionales y que la etapa limitante de la velocidad
de la accidn catalitica en su conjunto no se localiza en alguna de estas
etapas; b) que el modificador afecta solamente a la relaciéon de los dos
estados conformacionales y no a 1a unién del sustrato; ¢) que « se refiere
exclusivamente a la unidon del sustrato. Si un modificador afectara la
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velocidad inicial maxima, la ecuacion anterior tendria que ofrecer otra
relacion entre los parametros cinéticos y 1a concentracion del modifi-
cador.

En la reaccién catalizada por la glutdmico-deshidrogenasa, la veloci-
dad de asociacion o disociacion es rapida, mientras que la velocidad
de disociacion de la fosforilasa a es muy lenta comparada con la veloci-
dad total de la reaccion enzimatica. Para la glutdmico-deshidrogenasa,
el término L de la ecuacion anterior ha de incluir la concentracion de
enzima libre y la constante de equilibrio de la polimerizacion. Asi,
suponiendo que un monoémero posee n localizaciones (el dimero con 2n
localizaciones) y que existe un rapido equilibrio de todas las especies
enzimaticas, puede demostrarse que

v kofl + o)t + 2k K (E)du(l + do)?nt

1V max (1 + &) + 2K (E)(1 + do)*"
siendo k;y k, las constantes de velocidad para la escision del complejo
enzima-sustrato en el que participan, respectivamente, monémero y
dimero; K., es la constante de equilibrio para la dimerizacion (E,,)/(E,)*
y (E,) es la concentracion del monomero libre; d es la relacion de cons-
tantes de disociacion de sustrato a monémero y dimero. En este caso la
concentracion de enzima libre es

E, - = (I + )" + /(1 + 0)*" + 4E; K(1 + da)*”
2K (1 + da)*”
que puede sustituirse en la ecuacidon cinética anterior.

Un sistema enzimatico que sigue este tipo de mecanismo puede
exhibir una cinética normal a bajas concentraciones de enzima (esto es,
en ausencia de interaccion), una dependencia anormal de la velocidad
inicial en funcién de la concentracién de ligando a concentraciones
enzimaticas medias y una dependencia normal a elevadas concentracio-
nes; situacién que ha sido observada asimismo por Frieden (cf. nota 68)
en el caso de la glutimico-deshidrogenasa, en el que la forma mono-
mera une el ligando GTP mas fuertemente que cualquier forma de peso
molecular mas elevado, dando Iugar a una interacciébn cooperativa
aparente entre localizaciones de GTP a niveles enzimaticos en los que se
presenta cierto grado de asociacion; a los bajos niveles enzimaticos a
los que se llevan a cabo por lo general las experiencias cinéticas, tal
efecto cooperativo no se presenta.
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TABLA 4

SISTEMAS ENZIMATICOS AUTO-ASOCIANTES

Acetil-CoA carboxilasa

D-aminoacido oxidasa

Arginina descarboxilasa (E. coli)

Aspartico-descarboxilasa (A. faecalis)

Aspartico-quinasa IIl (E. coli)
Glutamico-descarboxilasa (E. coli)
Glutamico-deshidrogenasa

Glutaminasa

Homoserina deshidrogenasa

Treonina desaminasa (E. coli)

Triptofano-sintetasa (B) (E. coli)

Triptofanasa (E. coli)

Tirosinasa

Fosfoenolpiravico carboxilasa
(S. typhimurium, E. coli)
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La mayor parte de estos datos han sido tomados de la recopilacion de Frieden (Ann.

Rev. Biochem. 40, 653, 1971).

Vamos a continuacién a destacar la importancia de algunas enzimas

autoasociantes en el orden regulador.

2. ACETIL-COA CARBOXILASA

La acetil-CoA carboxilasa cataliza la primera etapa de la bio-
sintesis de acidos grasos y pertenece al grupo de las denominadas
biotin-enzimas (251-252); grupo al que asimismo pertenecen propionil-
CoA carboxilasa, pirivico-carboxilasa, metilmalonil-CoA oxalacético
transcarboxilasa y f-metilcrotonil-CoA carboxilasa. Todas ellas vienen
caracterizadas por 1a propiedad de unir anhidrido carbénico segin la
reaccién general:

ATP + CO;H™ + biotin-enzima

CO,-biotinenzima + ADP + P,
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con la formacién de una carboxibiotin-enzima, que cede en ulterior
etapa el CO, al aceptor especifico del sistema enzimatico y que, en el
caso de la acetil-CoA carboxilasa, ocurre seglin

CO,-biotin enzima + acetil-CoA = malonil-CoA + biotin enzima

La carboxibiotin enzima ha sido aislada y caracterizada (253).

La acetil-CoA carboxilasa de higado, de tejido adiposo y de otros
diversos origenes, requiere para su actividad citrato, isocitrato o algin
otro acido di- o tri-carboxilico (254-257), siendo Vagelos y colaboradores
los primeros en sefialar que dicho efecto del citrato esta asociado con
la conversion reversible de 1a forma protomera inactiva en una forma
polimera activa. Los estudios mas extensos sobre esta enzima se han
llevado a cabo con higado de pollo, cuya forma inactiva posee un peso
molecular de 410.000 y se agrega para originar formas activas de peso
molecular 4-8.000.000, con estructura filamentosa de 80-100 A de anchura
y 0.2-0.5 p de longitud. Estas formas polimeras estin constituidas
por 10-20 protémeros unidos linealmente.

La mencionada accion del citrato favorece dicha agregacion de la
misma forma que isocitrato, malonato, fosfato y un débil pH acido
(6.15-7). De otro lado, ATP (o ATP-Mg), malonil-CoA o elevadas con-
centraciones de sales favorecen la desagregacion e inactivacion de la
enzima (258). La disociacion de la forma polimera se produce asimismo
a valores de pH superiores a 7.5 y por la carboxilacion de la enzima
con formacion de carboxi-biotin enzima. .

El equilibrio asociacion-disociacion es muy lento, lo que sugiere
un cambio conformacional asimismo lento, inducido por la presencia
del ligando, y que induce formas que polimerizan en diferente medida.

En acetil-CoA carboxilasa de E. coli se han descubierto varias sub-
unidades funcionales (259-260); se trata, pues, de un sistema multi-
enzimatico que, de la misma manera que el complejo acido graso
sintetasa, incluye una proteina portadora («carrier protein»). Vagelos y
colaboradores han aislado dos subunidades activas, E, y E,, cuya presen-
cia conjunta es esencial a la accion enzimatica carboxilante de la acetil-
CoA, requiriendo asimismo la presencia de ATP y Mn?*.Lasubunidad E,
contiene 2.3 nmoles de biotina por miligramo de proteina, mientras
que E, no contiene biotina. La accion de E, consiste en su participacion
en la reaccion,

ATP + CO;H™ + Biotina-E, = CO,-Biotina-E, + ADP + P;.
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Los ensayos de E, estan basados en la medida de la carboxilacion,
segiin el esquema anterior, en la incorporaciéon de biotina-!*C por
auxotrofos de biotina o en la copulacién con la accion de E, en la car-
boxilacion de acetil-CoA. La funcionalidad de E, ha sido estudiada
utilizando como sustrato carboxibiotina-E,-!*C (261), que transporta
el CO, a la acetil-CoA para originar malonil-CoA. La fraccion E, se
disocia a pH 9, dando lugar a dos proteinas diferentes; una es la biotina-
carboxilasa (BC), y la otra es la biotina-proteina transportadora del
carboxilo (BCCP). La fraccion E, posee la funcidon de transcarboxilasa.
A continuacion figura la participacidon de dichas tres proteinas,

BC.Mn?*

_ATP + CO, + BCCP CO; ~ BCCP + ADP + P;

Ey _
CO; ~ BCCP + CH;3-CO — SCoA == "OOC-CH,-CO-SCoA + BCCP

de forma que la biotina carboxilasa cataliza la carboxilacién de BCCP,
dependiente de ATP y Mn?*, que contiene unida biotina de forma
covalente. La fraccion E, cataliza la transcarboxilacion desde CO5; BCCP
a la acetil-CoA. La biotina-proteina se ha obtenido en forma pura y
homogénea a partir de E. coli (cf. nota 260). Una proteina similar ha
sido aislada a partir de metilmalonil-CoA-oxalacético transcarboxilasa
de P. shermanii (262). Las preparaciones de BCCP obtenidas de E. coli
se presentan en varias formas de diferente tamafio; sus pesos moleculares
son 40.000, 10.267 y 9.100. Los valores de K, y Viax para las.dos formas
inferiores de BCCP son exactamente iguales, mientras que la forma de
mayor tamafio posee valores superiores de V,,, e inferiores de K,, en
la reaccion de carboxilacion de acetil-CoA. La forma de mayor tamafio
dé BCCP se disocia espontaneamente en formas de tamafio inferior,
sin que sus relaciones sean bien conocidas en la actualidad.

La proteina-biotina, BCCP, posee ciertas semejanzas con la proteina
transportadora de acilo (ACP), presente en el complejo multienzimatico
de la acido graso sintetasa. Ambas proteinas son componentes de un
complejo firmemente asociado en organismos diferentes de E. coli,
que rinde complejos facilmente disociables; ambas proteinas poseen
grupos prostéticos covalentemente unidos, biotina en BCCP y 4'-
fosfopanteteina en ACP, a los que se unen los respectivos sustratos.
A partir de germen de trigo se ha aislado una forma intermedia de
acetil-CoA carboxilasa, que puede disociarse en dos proteinas activas
que corresponden a las consideradas E, y E, en Coli, pero sin que haya
sido posible su ulterior resolucion.
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La regulacién de la sintesis de acidos grasos tiene en la actuacion
de la acetil-CoA carboxilasa una etapa limitante de la velocidad de
sintesis «in vitro». La acetil-CoA carboxilasa viene regulada tanto en su
actividad como en sus niveles; la actividad enzimatica viene alostéri-
camente regulada por la accion de distintos tipos de efectores. La definida
accion activadora que ejercen entre otros acidos organicos citrato e
isocitrato, esta asociada con la polimerizacion de protomeros inactivos
en filamentos poliméricos activos. Estudios cinéticos llevados a cabo con
las reacciones parciales que la enzima en su conjunto cataliza, han demos-
trado que ambas vienen estimuladas por el citrato; anlisis cinéticos
realizados con la enzima de diferentes origenes (higado de rata, higado
de ave, tejido adiposo) han concluido que el efecto fundamental del
citrato se ejerce sobre la velocidad maxima de la enzima mas que sobre
los valores de K,, para los sustratos. Teniendo presente que un ingre-
diente coman de ambas reacciones es la biotina, Lane (263) ha demostrado
que el citrato origina cambios conformacionales en la zona de proteina
proxima a la unién con la biotina; demostracion evidenciada por la
disminucién de la reactividad del grupo prostético con avidina y por el
incremento de la reactividad de la carboxibiotin-enzima en presencia de
citrato.

Un hecho que merece destacarse en este punto es que los efectos
alostéricos que ejerce el citrato no han podido ponerse de manifiesto
en la enzima de origen bacteriano (264) (cf. nota 261).

La significacion fisiologica del citrato como regulador de la ace-
til-CoA carboxilasa no esta suficientemente clara; una interpretacion
logica a primera vista es que los altos niveles de los intermediarios del
ciclo de Krebs —incluido citrato— como consecuencia de una elevada
ingestion alimenticia, estimularian la sintesis de los acidos grasos a
través de la acetil-CoA carboxilasa. Una dificultad importante que se
opone a esta interpretacion es que la activacion de la carboxilasa requiere
concentraciones de citrato relativamente elevadas (1073-107%M), lo
que es dificil de concebir, dado que el 70 por 100 del citrato es intra-
mitocondrial (células de higado de mamiferos), y la enzima es extra-
mitocondrial; también puede ocurrir que los niveles necesarios para la
activacion «in vivo» sean inferiores a los requeridos «in vitro».

La relacion antes apuntada de la accién del citrato con el compor-
tamiento de la avidina y los cambios conformacionales de la proteina
ha sido objeto de mas profundos estudios al observarse que la acetil-CoA
carboxilasa tratada con avidina descarboxila, aunque lentamente,
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la malonil-CoA (265). Este hecho inicial fue en seguida relacionado
con el previamente conocido de la descarboxilacion espontanea de la
enzima-biotina-CQO3, que resultaria, a su vez, de la descarboxilacion
de los aceptores carboxilados (malonil-CoA, metilmalonil-CoA, oxalacé-
tico, como productos de carboxilacion de los sustratos respectivos acetil-
CoA, propionil-CoA y pirvico), de acuerdo con el esquema general
globalizado:

Acetil-CoA carboxilasa- Malonil-CoA
+ 4+ -

1 .2
ADP +P; Enzima-(BIOTINA)-CO;#4 “Acetil-CoA

Enzima{BIOTINA)+CO3

Sin embargo, el que esta descarboxilacion se detecte asimismo
en presencia de acetil-CoA carboxilasa (aislada de higado de pollo),
tratada con avidina, sugirio6 la existencia de un mecanismo adicional de
descarboxilacién de malonil-CoA en el que no apareciera implicada la
biotina. Mecanismo éste de descarboxilacion, independiente de biotina,
que ha sido demostrado haciendo uso de diversas carboxilasas y que,
segun Lane (266), constituye una solucién alternativa a la descar-
boxilacion dependiente de biotina:

Acetil-CoA +Enzima-(BIOTINA)-CO;
Enzima- /
(BIOTINA) Enzima- Enzima-(BIOTINA) + CO;

+ =] (BIOTINA)
Malonil-CoA Malonil-CoA

Acetil-CoA + Enzima-(BIOTINA) + CO,

Otros hechos hablan en favor de este mecanismo alternativo inde-
pendiente de biotina. De un lado, el que la velocidad de descarboxi-
lacién de la malonil-CoA (o de otro aceptor carboxilado) sea mucho
mas rapida que la del complejo enzima-biotina-COj; en segundo
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término, el que la subunidad E, de la acetil-CoA carboxilasa de E. coli,
con funcién de transcarboxilasa, cataliza la descarboxilacion de malonil-
CoA a pesar de que no contiene biotina covalentemente unida (267).

El comportamiento del citrato es diferente en dependencia de la
naturaleza del proceso de descarboxilacion; si la descarboxilacion
transcurre con dependencia de la biotina, se incrementa en presencia
del sustrato aceptor —acetil-CoA— y del citrato o isocitrato, en tanto
que el proceso independiente de biotina no se afecta por avidina ni por
citrato y se inhibe ligeramente por acetil-CoA. Ademas, el hecho de que
el citrato sea activador de las reacciones 1 y 2, en las que es también
comun la participacion de la biotina, habla en favor de que sea ésta el
blanco de la accion del citrato. A ello se une la evidencia de los cambios
conformacionales promovidos por el citrato en el entorno polipeptidico
de la biotina que la hacen inaccesible a la avidina.,

Dentro del mismo esquema de modulacion de la actividad de la
acetil-CoA carboxilasa, Bortz y Lynen (268) han demostrado que
concentraciones fisiologicas de acil-CoA de cadena larga inhiben la
actividad de la acetil-CoA carboxilasa; esta inhibicién es competitiva
con relacion al citrato, y no competitiva con relacion a los sustratos,
acetil-CoA, biocarbonato o ATP, estando por otro lado asociada a la
despolimerizacion de la enzima. La regulacion de la sintesis de acidos
grasos por los niveles de acil-CoA de cadena larga supone un interesante
mecanismo de control; como la concentracion hepatica de los derivados
acilados de CoA de cadena larga se incrementa (durante el ayuno y dieta
grasa) de modo secundario a la lipolisis del tejido adiposo, se puede supo-
ner que las condiciones fisiologicas asociadas a lipolisis incrementada y
disminucién de la sintesis de acidos grasos admitan una explicacién
en la inhibicion de la acetil-CoA carboxilasa en el higado por los acil-
derivados de CoA de cadena larga. La union inespecifica de acil-CoA a
diversas proteinas y enzimas y su inhibicién de diversas enzimas, la
activacion que produce sobre algunas enzimas —fosfoenolpirivico
carboxilasa— analoga a la producida por alcoholes de cadena larga,
dificultan la interpretacion fisiologica del comportamiento mencionado
de los acil-derivados de coenzima A.

Veamos a continuacion qué factores son capaces de influenciar los
niveles de acetil-CoA carboxilasa. Los niveles de la enzima, en cuales-
quiera de sus formas —protémero, polimero en presencia de citrato y
desagregada en presencia de palmitoil-CoA— son precipitados por los
anticuerpos obtenidos con acetil-CoA carboxilasa de higado de ave, los
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que, por otro lado, dan reaccién cruzada con la enzima de higado de
rata. Nakanishi y Numa (269) demuestran que las variaciones producidas
en la actividad de la acetil-CoA carboxilasa por influencias dietéticas y
en estados diabéticos, se explican a base de diferencias en la cantidad de
enzima; diferencias que se producen por alteracion en ambos fen6menos,
sintesis y degradacion de la enzima. Asi, por ejemplo, en los estados
diabéticos, la velocidad de degradacion es normal, en tanto que la
velocidad de sintesis esta disminuida; la disminucién que se produce en
los niveles de enzima en animales en ayuno se debe a ambos: disminu-
cién de la sintesis e incremento en la degradaciéon de la misma.

A diferencia de los resultados obtenidos en higado acerca de las
modificaciones en los niveles de acetil-CoA carboxilasa inducidos por
variaciones dietéticas, en hepatomas de ratas no se producen estas
modificaciones, si bien ambas enzimas aisladas presentan el mismo
comportamiento «in vitro» en la activacién por citrato e inhibicion
por palmitoil-CoA. Es claro, pues, que los factores que influencian las
modificaciones en los niveles en higado no son capaces de hacerlo en
hepatomas.

Los niveles de acetil-CoA carboxilasa se han visto regulados por
represion en L plantarum (270-274), debida a acidos grasos insaturados;
control enzimatico que no se ha demostrado en E. coli.

La acetil-CoA carboxilasa se ha obtenido también en forma pura a
partir de higado de rata (272-273), mediante combinacion alternada de
precipitaciones con sulfato amonico y cromatografias sobre DEAE-
celulosa, gel de fosfato calcico y Sepharosa 2B. Este tipo de prepara-
ciones, por completo homogéneas, exhiben un peso molecular de 215.000
y, mediante electroforesis, en presencia de dodecilsulfato sodico, se
logra su disociacién en subunidades diferentes de pesos moleculares
118.000 y 125.000. El dimero es ba-tante estable, resiste en cierto grado
la accidn del dodecil-sulfato sodico a la temperatura ambiente y contiene
0.91 mol de biotina y 2.1 moles de fosfato por 215.000 daltons; ello
significa, por un lado, que s6lo una de las subunidades contiene biotina
y, por otro, que el fosfato puede estar localizado en una de las subuni-
dades o en ambas.

Por lo que a la presencia de biotina se refiere, estas preparaciones
de acetil-CoA carboxilasa de higado de rata presentan caracteristicas
semejantes a las exhibidas por la enzima de E. coli, tales que de las sub-
unidades en que el dimero se escinde tan sélo una de ellas posee dicho
cofactor. La comparacién resulta dificil, sin embargo, con los preparados
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enzimaticos procedentes de higado de pollo, en los que resulta un mol
de biotina por 410.000 daltons de protomero (cf. nota 259), practica-
mente la mitad que en el caso de higado de rata.

En cuanto a la presencia de fosfato ligado en las preparaciones
enzimaticas de higado de rata, se ha sefialado —y la idea no deja de ser
tentadora— la posibilidad de que la acetil-CoA carboxilasa participe
en los mecanismos reguladores a través de los sistemas de asociacioén-
disociacion y, a la vez, a través de cambios covalentes de.la enzima.

Las preparaciones enzimaticas de higado de rata guardan, sin embar-
go, diversas analogias con las correspondientes de higado de pollo;
asi, son similares la composiciéon respecto de algunos aminoacidos y
la estabilidad que presentan a 5° y 20°,

A proposito de la acetil-CoA carboxilasa debe recordarse, finalmente,
como se trata de uno de los pocos casos de «configuraciones abiertas»
de tipo oligomérico con funciones cataliticas y reguladoras;ello contrasta
en cierta manera con que la mayoria de las proteinas de este tipo —co-
lageno, miosina, proteinas capsulares de virus, etc—, poseen funda-
mentalmente propiedades de naturaleza estructural. Ambos hechos se
han pretendido conjugar atribuyendo a los filamentos de acetil-CoA
carboxilasa una adicional finalidad estructural, que, para Lane (274),
servirian de matrices sobre las que construir complejos supramolecula-
res labiles en los que estarian presentes enzimas de la sintesis de acidos
grasos y de la lipogénesis.

X. Complejos multienzimaticos
1. INTRODUCCION

Los complejos multienzimdticos son capaces también de manifestar
interacciones proteina-proteina con idénticos tratamientos y caracte-
risticas desde el punto de vista fisico que las interacciones entre subuni-
dades de una enzima o las mostradas por los sistemas enzimaticos
auto-asociantes. Desde el punto de vista funcional, los complejos
multienzimaticos se caracterizan por la presencia de actividades cata-
liticas diferentes en el seno de niveles cuaternarios de estructura.

La consideraciéon de estos complejos multienzimaticos, desde el
punto de vista de la multiplicidad de funciones, lleva a una distincién
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primera atendiendo a la fuerza de la uni6n entre las proteinas. Asi,
se tienen a modo de ejemplo:

A) Complejos enzimaticos en los que la unién de proteinas poseedoras
de actividades diferentes es muy sélida y no se distorsiona con
facilidad.

Acido graso sintetasa (levadura, mamiferos, aves).
a-Cetodcido-deshidrogenasa (mamiferos)
Antranilico-sintetasa (bacterias)

Acetil-CoA carboxilasa (E. coli)

B) Complejos enzimaticos en los que l1a union de proteinas poseedoras
de actividades cataliticas diferentes es mas débil y con frecuencia
la especificidad de alguna de las enzimas se altera por las demas.
Lactosa sintetasa
Triptofano-sintetasa y complejo aromdtico
Cisteina sintetasa
Nitrato-reductasa

Al lado de los anteriores complejos enzimaticos constituidos por
niveles cuaternarios de estructura a base de la interacciéon de miltiples
proteinas portadoras de actividades cataliticas diferentes, existen
sistemas enzimaticos multifuncionales radicados en una proteina unica.

C) ENZIMAS MULTIFUNCIONALES.
Aspdrtico-quinasa I-Homoserina deshidrogenasa I (E. coli)
Aspdrtico-quinasa 11-Homoserina deshidrogenasa 11 (E. coli)
PRAMP ciclohidrolasa (1-N-(5-fosforribosil)-ATP pirofosfohidro-
lasa, 1-N-(5-fosforribosil)-AMP ciclohidrolasa, histidinol deshi-
drogenasa)
DN A polimerasa.

La posibilidad existe, por Gltimo, de que la multifuncionalidad pre-
sente en el complejo enzimatico sea catalitica y reguladora, localizada
en subunidades diferentes.

D) Aspdrtico-transcarbomilasa

Conviene tener presente que algunos de los anteriores complejos
enzimaticos participan en equilibrios disociacion-reasociacion, gober-
nados por las condiciones del entorno, como en ciertos complejos de
acido graso sintetasa. El origen de los complejos enzimaticos es, con
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frecuencia, causa de comportamiento distinto en el orden estructural y
funcional; asi, la acetil-CoA carboxilasa de E. coli se comporta como
complejo enzimatico fuertemente ligado, en tanto que la procedente
de tejido adiposo e higado es una enzima auto-asociante. Otro ejemplo
de interés lo constituye el complejo de acido graso sintetasa; el complejo
de levadura, aves y mamiferos, es muy estable, y como tal se aisla,
si bien su conducta ante la disociacion-reasociacion ofrece caracte-
risticas diferenciales; el complejo enzimatico no se logra aislar como tal
en E. coli aunque se identifican la totalidad de las reacciones enzima-
ticas constituyentes aisladas, que pueden separarse por los procedimien-
tos convencionales de fraccionamiento de proteinas.

Los complejos multienzimaticos representan un nivel de organiza-
cion superior al de las enzimas monofuncionales solubles, que, al aso-
ciarse bajo sistemas especificos, suministran modelos funcionales alta-
mente eficaces. La diversidad de estos modelos y la naturaleza diferente
de los complejos multienzimaticos otorga a éstos particularidades
sefialadas en orden a los mecanismos de control para la regulacion
de procesos especificos.

A continuacion se describen ejemplos representativos de los men-
cionados grupos.

2. ACIDO GRASO SINTETASA

El sistema enzimatico conocido como dcido graso sintetasa se des-
cubrid en la levadura por Lynen bajo la forma de complejo multienzi-
matico (275-276), y extendido mas tarde a otros diversos origenes tales
como higado de ave (277), higado de rata (278), glandula mamaria de
rata (279), Mycobacterium phlei (280) y plantas superiores (281-283).
Este tipo de complejos enzimaticos, con sus diversas procedencias,
cataliza reacciones quimicas de la misma naturaleza, si bien ofrecen
ciertas diferencias en sus propiedades moleculares, y en particular
por lo que se refiere a su organizacion estructural. Se trata de entidades
de elevado peso molecular que retinen una coleccién de actividades
enzimaticas bajo la forma de complejos fuertemente asociados, estables
en condiciones fisiologicas. Una comparacion de estas propiedades se
resume en la Tabla 5.

La naturaleza y el detalle de las reacciones catalizadas por dichos
complejos enzimaticos han sido aclarados por Lynen merced a la
utilizacion de sustratos modelo, la identificacion de acil-derivados de
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la proteina enzimatica y, sobre todo, al estudio de sistemas bacterianos.
En contraste con los complejos multienzimaticos de acido graso sinte-
tasa de los origenes antes mencionados —fuertemente asociados—, el
sistema responsable de la biosintesis de los acidos grasos en bacterias,
Clostridium kluyveri y E. coli (248-285), se presenta bajo una forma
fuertemente disociada en las proteinas individuales. Un problema se
presenta, pues, lleno de interés acerca del grado de interaccion «in vivo»
de los componentes enzimaticos que conducen en bacterias a la obten-
cion de los acidos grasos de cadena larga y de las posibilidades de su
obtencion y aislamiento sin provocar su disociacion.

Una singular forma de tratamiento para el estudio de estos comple-
jos enzimaticos consiste en averiguar las caracteristicas moleculares y
cataliticas de los sistemas procedentes de células con cierta particular
significacion. En este sentido, Bloch (286) ha estudiado el sistema
enzimatico de Euglena gracilis —dotada de caracteristicas potenciales
animales y vegetales—, encontrando en dichas células dos tipos diferen-
tes de acido graso sintetasa.

El estudio de los sistemas bacterianos —obtenidos bajo la forma de
componentes individuales— permitid inicialmente (287-288) el escla-
recimiento de la reaccion de intercambio:

HOOC—CH,—CO—SCoA + R—CO—SCoA =
=R—CO—CH,—CO—SCoA + CO; + CoASH

dependiente de malonil-CoA. Esta reaccion permitié dilucidar el inter-
cambio malonil-CoA—CO; y su participacidon en la sintesis total de
acidos grasos, pero no pudo, en su iniciacion, aclarar la cuestion de la
naturaleza de los productos de condensacion.

La naturaleza de dichos intermediarios quedo esclarecida por Lynen
en experiencias de estimulacidon por tioles y de inhibicidon por agentes
de bloqueo de dichos grupos —SH, asi como por Vagelos al aislar
—utilizando el sistema enzimatico de E. coli— acil-S-proteina y definir
la participacion metabdlica y caracteristicas estructurales de esta
proteina (289-292). De acuerdo con los resultados de dichas expe-
riencias, Lynen (cf. nota 276) ha postulado el ciclo de reacciones cata-
lizadas por el complejo enzimatico de acido graso sintetasa, a base
de siete diferentes etapas enzimaticas, que figura en la pagina siguiente.
En este conjunto de reacciones catalizadas por el complejo enzimatico,
el —SH superior se refiere al procedente de la proteina transportadora
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de acilo (ACP), y el —SH inferior a una localizacién presente en la
enzima condensante.

En la reaccion inicial, 1a acil-transferasa cataliza la trarsferencia
de un resto acetilo de la acetil-CoA al grupo tidlico de la proteina con-
densante o también de un resto acilo, en general, desde el —SH de la
proteina transportadora al —SH de la enzima condensante. Ello va
seguido de la transferencia de un resto de malonilo de su derivado de
coenzima A al —SH de la proteina transportadora; de esta forma
quedan bloqueados en el complejo enzimatico, el grupo —SH de la
proteina transportadora por el malonilo y el grupo —SH de la enzima
condensante por un acilo (acetilo en el primer ciclo de reacciones,
butirilo en el segundo, etc.). El malonil-acil-complejo asi formado
experimenta una reacciéon de condensacidn en la que el resto acilo
(acetilo en el caso del primer ciclo) ataca el grupo metileno nucleofilico
del malonil-tioéster con el desprendimiento acoplado de CO, con lo
que se favorece termodinamicamente la reaccion de condensacion que
rinde f-cetoacilenzima. A partir de este momento tienen lugar una serie
de reacciones enzimaticas en el resto acilo que permanece unido al
—SH de la proteina transportadora; son estas reacciones de reduccion,
deshidratacion y ulterior reduccién, después de lo que se obtiene un
acil-complejo. Este acil-complejo puede ser sustrato de varios tipos
de reacciones en dependencia de la longitud de la cadena carbonada
del acido graso. Si el resto acilo no ha alcanzado atn la longitud sufi-
ciente para su separacion, continia el alargamiento de la cadena me-
diante una previa transferencia a la posicion —SH de la enzima conden-
sante, con lo que queda el conjunto apto para la nueva entrada y con-
densacién con otra molécula de malonico; si, por el contrario, la
longitud de la cadena del acido graso es adecuada, se transfiere a la
coenzima A y como tal acil-CoA se libera en el complejo enzimatico de
levadura (293), siendo acidos grasos libres los productos finales en los
casos de los complejos enzimaticos de higado de aves y mamiferos y
tejido adiposo.

La naturaleza del producto final, asi como ciertas caracteristicas
de la iniciacién de las reacciones en E. coli, tienen ciertas propiedades
de acuerdo con la naturaleza disociable del complejo y con la bien
definida naturaleza de la proteina transportadora de acilo. Un resumen
de la naturaleza de los sustratos iniciales y productos finales de la
reaccion segun el origen del complejo aparece en la Tabla 6. Asi, la
reaccién inicial de transferencia de acilo tiene lugar desde la acetil-CoA
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- TaBLA 6

CARACTERISTICAS DE LA REACCION CATALIZADA POR EL COMPLEJO
ACIDO GRASO SINTETASA

ORIGEN DEL sustratos productos
t
COMPLEJO iniciales finales cofactores
Levadura acetil-CoA y palmitoil-CoA y NADPH. FMN
malonil-CoA estearoil-CoA ’
E. coli acetil-ACP y vaccenico y NADPH - NADH
C malonil-ACP estearico :
Plantas acetil-ACP y palmitico y NADPH - NADH
malonil-ACP estearico
Higado pichén :::lt;lr-l(ii-o(; ‘Z palmitico NADPH
Higad t acetil-CoA y lmiti
igado rata malonil-CoA palmitico NADPH
Glandula acetil-CoA y s
Imit ADP
mamaria (rata) malonil-CoA patmitico N H

a la proteina ACP, para ser luego transferido al grupo —SH de la
enzima condensante.

CH;3CO-S-CoA + HS-ACP =CH;CO-S-ACP + CoA-SH
CH;CO-S-ACP + HS-E,.q, =CH3CO-S-E,,.s. + ACP-SH

De igual manera, la malonil-CoA—ACP transacilasa cataliza la
transferencia del resto de malonilo a la proteina ACP.

HOOCCH,CO-S-CoA + HS-ACP=HOOCCH,CO-S-ACP + CoA-SH

De esta forma se tienen acetil-enzima y malonil-ACP, entre los
que tiene lugar la reaccién de condensacion originando acetoacetil-
ACP. Las etapas que a continuacién ocurren son las mismas descritas
para el complejo enzimitico de levadura, es decir, reduccion, des-
hidratacién y ulterior reduccion. La reduccion inicial de acetoacetil-
ACP por NADPH tiene lugar de manera estereoespecifica con for-
macién de D-(—)p-hidroxibutiril-ACP; la deshidratacion de éste
conduce al trans-tioéster no saturado, crotonil-ACP, que a su vez
se reduce por NADPH para originar la forma saturada, butiril-ACP.



Interacciones moleculares y regulacion del metabolismo 437

Las investigaciones de Dugan, Slakey y Porter (294) han establecido
inequivocamente que las dos etapas reductivas de la sintesis de acidos
grasos transcurren de forma estereoespecifica. La ulterior elongacioén
vuelve a tener como etapa inicial la transacilacion a la enzima conden-
sante y repeticion de las reacciones anteriores. El producto final es, en
su mayor proporcion, palmitoil-ACP que al menos «in vitro» se hidro-
liza especificamente a 4acido graso libre (295). De otro lado, los acil-ACP
pueden reaccionar de modo directo con glicerina-3-P y originar pro-
ductos intermedios en la biosintesis de fosfolipidos (296-298). En este
sentido, Vagelos ha sugerido que la localizacién de la ACP en la super-
ficie interna de la membrana puede tener una cierta significacion en la
transferencia de acilos a los fosfolipidos integrantes de la membrana (299).

Las caracteristicas moleculares de los complejos multienzimaticos
han sido estudiadas en los sistemas obtenidos de levadura, higado,
glandula mamaria y Mycobacterium phlei. Entre los tipos de trata-
mientos efectuados han de subrayarse los estudios de disociacion-
reasociacién, la identificacion de localizaciones de unién y el control
de su sintesis y actividad.

El complejo dcido graso sintetasa de levadura se ha obtenido en forma
cristalina (300-301), con un peso molecular de 2.300.000 y compuesto
de tres series de subagregados de peso molecular 700.000. Estos sub-
agregados son conjuntos funcionales de las siete enzimas de la acido
graso sintetasa. Del complejo acido graso sintetasa de levadura se ha
aislado la correspondiente ACP por desnaturalizacion con cloruro de
guanidinio del complejo —panteteina— **C (302); es éste €l inico caso en
que se ha podido aislar ACP a partir del complejo multienzimatico.

La distincion entre los grupos tidlicos de la proteina transportadora
de acilo y los de la enzima condensante se ha realizado haciendo uso del
comportamiento selectivo de la iodoacetamida en la diferenciacion
de péptidos resultantes de las localizaciones activas de ambas proteinas.
Hagen (303) demosiré en 1963 que la inactivacion de la acido graso
sintetasa por iodoacetamida era debida a su unica reaccién con la
enzima condensante, ya que no era posible obtener carboximetilcis-
teamina en los hidrolizados de la enzima; de estas experiencias y otras
similares se establecié que la iodoacetamida reacciona con la enzima
condensante, pero no con el grupo tiolico de la ACP. Este tipo de trata-
miento se ha llevado a cabo conjuntamente con la acilacién (acetilo,
malonilo, palmitoilo, etc.) del complejo e hidrolisis del acil-derivado-
“C con la averiguacién consiguiente de los péptidos resultantes.
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El tratamiento de la acido graso sintetasa de levadura con palmi-
toil-CoA (304) ha permitido en primer lugar comprobar su unién no
especifica a las proteinas y la frecuente inhibicion de la actividad enzi-
matica debido a la accion detergente (305-306); adicionalmente Lynen
ha comprobado la unién especifica y covalente a la acido graso sintetasa
de acuerdo con los siguientes datos: 1) la digestién péptica no separa
palmitico o palmitoil-CoA ; 2) la hidrélisis conduce a palmitoil-péptidos,
existiendo un solo tipo de unién a localizaciones no-tidlicas y dos tipos
alocalizaciones tidlicas, de las que una respondg a péptidos que contienen
p-alanina y acido pantoténico: 3) el tratamiento previo con iodoaceta-
mida inhibe de modo especifico la formaciéon de uno de los tipos de
palmitoil-péptidos; 4) la extension de la reaccion de palmitoil-CoA con
la enzima se reduce por la presencia de acetil-CoA en la mezcla de
incubacién. Los resultados obtenidos dan lugar a la siguiente estructura
peptidica en ACP:

...Lis—Gly—Ser—Val—Pro—Ala...

O —P—O—pantoteina

O O-

diferente de la estructura de ACP aislada de E. coli, a 1a que se ha asigna-
do la estructura siguiente alrededor del centro activo,

...Ala—Asp—Ser—Leu—Asp—Thr...

O — P—O—pantoteina

O O-

La composiciéon y secuencia de los palmitoil-péptidos obtenidos
permiten sugerir que malonil-CoA y acil-CoA reaccionan con una
transacilasa comun; transacilasas que intervienen en las tres etapas de la
sintesis de los acidos grasos, iniciacion, elongacién y terminacion, cuyo
mecanismo de actuacion estaria grandemente favorecido con la comu-
nidad catalitica antes mencionada. Asi, la terminacién con la transfe-
rencia del palmitoilo desde la enzima a la CoA, tiene que ir seguida de la
iniciacion con la transferencia de acetilo desde la CoA a la enzima;
ademas, la elongacién comienza con la transferencia de malonilo desde
CoA a la enzima. De esta manera, si la terminacion se realiza por la
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misma transacilasa que incorpora malonilo, la incorporacion del resto
de malonilo se veria circunstancialmente bloqueada, dando tiempo a
los restos acetilo a llevar a cabo su unién a la enzima condensante por
intermedio de la ACP.

Otra posibilidad alternativa a los resultados experimentales seria
la coincidencia en la estructura primaria de la zona peptidica alrededor
del centro activo en dos transacilasas diferentes, malonil- y palmitoil-
transacilasa. Otros hechos experimentales insisten, sin embargo, en la
bifuncionalidad de la misma enzima, malonil-transacilasa y palmitoil-
transacilasa.

Entre estos hechos experimentales que apoyan la idea de una unica
enzima se encuentran en primer lugar los datos de competencia entre
acil-CoA (12-18C) y malonil-CoA (cf. nota 305) (307). La existencia
de una unica transacilasa explicaria, asimismo, la influencia de la rela-
cion acetil-CoA/malonil-CoA sobre la longitud de la cadena carbonada
de los acidos grasos sintetizados, en el sentido de que el aumento de
dicha relaciéon induce una mayor proporcién de los acidos grasos de
cadena corta; al no existir competencia o estar muy disminuida por
parte de la malonil-CoA, la transacilasa puede efectuar mas facilmente
su funcién terminadora de la cadena.

El complejo enzimatico de acido graso sintetasa de levaduras se ha
estudiado asimismo mediante tratamientos genéticos. Estudios gené-
ticos de E. coli han probado la existencia bajo la forma de operones
del conjunto de genes estructurales correspondientes a las enzimas
integrantes de diversos complejos enzimdticos tales como pirtivico-
deshidrogenasa (308) y triptofano-sintetasa (309). En este sentido,
Schweizer y Bolling (310) aislan un mutante de Saccaromyces cerevisiae,
defectivo en el complejo acido graso sintetasa; el complejo enzimatico
exhibe una constante de sedimentacion idéntica al de la cepa de origen
y en su aspecto bioquimico muestra la ausencia de actividad enzima-
tica correspondiente a la condensacién de acético y maldnico para formar
acetilacético. El resto de las actividades enzimaticas del complejo son
exhibidas por mutante y cepa de origen con idénticas actividades espe-
cificas, concluyéndose que este mutante (X 2180p~ fas 15) es portador
de una mutacion sin sentido en los genes estructurales de la enzima con-
densante o ACP. Ulteriores estudios (311) sugieren la unioén y trans-
cripcién coordinada de dichos genes.

El complejo enzimatico de dcido graso sintetasa de higado de pichon
ha sido asimismo aislado en forma homogénea (312) con un peso mole-
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cular de 450.000 y un mol de 4'-fosfopanteteina. Por lo que a la disocia-
cién de este complejo se refiere, no ha sido posible obtener subunidades
enzimaticamente activas por tratamiento con cloruro de guanidinio;
el complejo se disocia, sin embargo, en subunidades de peso molecular
mitad simplemente por envejecimiento (313) o por tratamiento del
complejo con maleato potasico, disulfuro de carboximetilo o palmitoil-
CoA (314), con pérdida completa de la total actividad enzimatica.
Una disociacién completa del complejo se logra por tratamiento con
mercaptoetanol en presencia de un medio de baja fuerza iénica (315-316);
disociacion que va acompafiada de la pérdida de la actividad enzima-
tica condensante, manteniéndose las demas actividades parciales a
la vez que ocurre la oxidacion de cinco-seis grupos —SH por mol de
enzima. Las subunidades pueden reconstruir la enzima activa por
reasociacion en medio de elevada fuerza idnica y alta concentracion
de ditiotreitol; la existencia de esta reasociacion es dependiente de la
concentracién de subunidades y en condiciones o6ptimas puede llegar
a ser completa. Debido a estos resultados, Porter y colaboradores
sugieren que los cambios conformacionales en el complejo —bajo
condiciones de baja fuerza idnica— modifican la geometria y reactividad
de los grupos —SH que, a su vez, pueden promover cambios configura-
cionales locales en el complejo, dando lugar a la disociacion; alterna-
tivamente, la disociacién del complejo podria tener lugar por interac-
ciones electrostaticas intramoleculares en presencia de la baja fuerza
ionica del medio, con lo que la pérdida de los grupos —SH seria con-
secuencia secundaria de la disociacion. En cualquier caso queda por
resolver la significacion del ditiotreitol en la reconversiéon a la forma
activa.

Porter y colaboradores (317) han profundizado en el estudio de esta
disociacion del complejo de acido graso sintetasa de higado de pichon
que ha sido estudiada en un gran margen de condiciones experimentales
de fuerza iénica, pH y temperatura. Bajo estas condiciones se ha definido
la actividad enzimatica y correlacionado con los cambios en las carac-
teristicas de sedimentacion de la enzima y con los cambios conforma-
cionales en el complejo antes de la disociacion. El complejo inicial
(14.0 S) se inactiva y disocia en subunidades de peso molecular mitad
(9.0 S) en presencia de soluciones reguladoras de baja fuerza ionica,
siendo las velocidades de pérdida de actividad catalitica y de disociacién
dependientes de la fuerza i6nica y pH del medio, asi como de la tempera-
tura. A modo de ejemplo se representa en la figura 55 la variacion de



Interacciones moleculares y regulacion del metabolismo 441

Glicocola 35mM— KCl 0.2M

60 |-

40

30

PORCENTAJE DEACTIVIDAD INICIAL

20 +

2 4 6 8 10 12 14
TIEMPO DE INCUBACION (HORAS)

Figura 55

la actividad inicial-en funcién de la concentracion de Tris-glicocola, y
en la figura 56 aparece dicha variaciéon en funciéon del pH. La inactiva-
cion del complejo de acido graso sintetasa en un medio de Tris-glicoco-
la (glicocola variable) con EDTA (1 mM) y mercaptoetanol (I mM) y
a pH 8.35 (fig. 55) es maxima a una concentracion de glicocola 10 mM
y decrece al aumentar las concentraciones del aminoacido. En medios
de baja fuerza iénica (0.01) y pH débilmente alcalino (8.35) son coinci-
dentes las velocidades de inactivacion y de disociacion del complejo
en subunidades; en medios de elevada fuerza i6nica y en presencia de
mercaptoetanol se encuentran complejo activo, complejo inactivo y
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subunidades inactivas. Por lo que se refiere a la influencia que ejerce la
variacion del pH (fig. 56), hay que sefialar que la maxima actividad,
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Figura 56

coincidente con la maxima estabilidad del complejo, se presenta a pH
neutro, y que desviaciones en ambos sentidos incrementan la velocidad
de inactivacion, asi como la disociacion del complejo; cuando la varia-
cién es por encima de siete, la inactivacion y disociaciéon son simulta-
neas, en tanto que, cuando la variacion es por debajo de siete, la inacti-
vacion es rapida, pero la disociaciéon del complejo es muy lenta y la
enzima existe principalmente bajo la forma de complejo inactivo.

Por lo que al efecto de la temperatura se refiere, la velocidad de
inactivacion y disociacion a pH 8 35 es unas diez veces superior a 0° que
a temperatura ambiente; la velocidad mas baja de inactivacion se
encuentra a 18-25°,

Ademas, la inactivacién y disociaciéon del complejo en subunidades
no requieren la oxidacion de los grupos sulfhidrilo de la enzima; de
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aqui que la oxidacién de estos grupos no es un requisito esencial a la
disociacion del complejo. Sin embargo, las subunidades resultantes no
transfieren los restos acetilo desde la 4’-fosfopanteteina a la cisteina, por
lo que carecen de la actividad catalitica de la sintesis de los acidos
grasos. Queda resaltada con estos resultados la importancia de las
condiciones experimentales, ya que su variacién puede inducir resulta-
dos opuestos referidos a la oxidacion o no oxidacion de los grupos
—SH de la enzima, asi como a otros parametros fisicos o actividades
cataliticas o reguladoras.

Estos resultados obtenidos con acido graso sintetasa de higado de
pichén ponen de manifiesto 1a significativa contribuciéon de las inter-
acciones hidrofébicas en €l mantenimiento de la integridad estructural
del complejo. Por otro lado, la estabilizacion del complejo no es 1ogico
resulte de atracciones electrostaticas entre las cadenas polipeptidicas,
ya que tales uniones se debilitarian por elevadas concentraciones de
electrolitos, cuando la realidad es que el complejo es mas estable en
estas condiciones.

La disociacion y pérdida consecuente de la actividad enzimatica
de la acido graso sintetasa de higado de pichén se impide por la adicién
al medio de KC1 (0.2 M) o NADPH (20 uM). El coeficiente de sedimen-
tacion del complejo, y como consecuencia de este tratamiento, pasa de
11.8S a 12.95, 1o que se atribuye a una alteracion parcial de la estructura
de dicho complejo (318). Por el contrario, la coenzima A aumenta la
velocidad de inactivacion del complejo, posiblemente como resultado
de la formacién de disulfuros mixtos con grupos —SH de la enzima.

Mediante el empleo de técnicas analogas a las antes mencionadas
para el caso del complejo enzimatico de levadura, se han identificado
las localizaciones de unién de acetilo y malonilo al complejo de higado
de pichén, definiendo asimismo la naturaleza de los intermediarios
y de los mecanismos de sintesis (319-321). La digestion péptica de la
4C-acetil- y '*C-malonil-enzima conduce a varios grupos de péptidos-
'4C que han sido analizados en su estructura primaria; la acilaciéon
tiene lugar en tres localizaciones diferentes para el acetilo y en dos
localizaciones para el malonilo, deducidas del anilisis de los pépti-
dos-'*C en combinacién con el empleo de la reactividad de la iodo-
acetamida, la susceptibilidad a la oxidacién con acido perférmico y con
las condiciones requeridas para la escision de los grupos acetilo y malo-
nilo con hidroxilamina. Las tres localizaciones a las que se une el resto
acetilo son: —SH de 4'-fosfopanteteina, —SH de cisteina y —OH de
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describe dicho mecanismo, en el que cada uno de los ciclos operativos
se inicia por la transferencia de un grupo acilo desde la 4'-fosfopan-
teteina a un resto de cisteina; simultaneamente, un resto malonilo seria
transferido desde la malonil-CoA a la localizacion denominada B, y
con posterioridad a la 4'-fosfopanteteina. La reaccion de condensacion
tiene lugar cada vez que se produce la elongacién de la cadena de acidos
grasos en dos atomos de carbono, cuyo transporte tiene lugar unida al
—SH de la 4'-fosfopanteteina y ocurriendo asi las reacciones de reduc-
cion y deshidratacion. La reaccion terminal en el complejo de higado
de pichon es diferente de la de levadura, siendo los acidos grasos libres
los productos de la reaccion.

El complejo acido graso sintetasa de varios origenes muestra di-
ferente comportamiento inmunolégico; experiencias de doble difusion
exhiben una identidad parcial entre las enzimas de higado de pichon
y de pollo, pero el antisuero de conejo frente a la segunda no da reaccion
cruzada con las enzimas de rata o hamster.

La disociacion reversible del complejo de acido graso sintetasa se
ha estudiado asimismo en el sistema procedente de higado de pollo (324)
con un peso molecular de 500.800 y coeficiente de sedimentacion 12S;
la disociacion del complejo en tris-glicocola a baja fuerza ionica, pH 8.3,
origina dos subcomplejos de peso molecular 253.000 y coeficiente de
sedimentacion 8S, del mismo tamafio y diferente carga neta. El detalle
de los resultados obtenidos con este complejo muestran la existencia
de varias formas moleculares interconvertibles por alteraciones de pH,
fuerza ibdnica y grupos tiolicos. La disociacion del complejo puede
llevarse a cabo mediante dos rutas alternativas; el complejo activo
12S (A) (fig. 58) se disocia directamente en una forma reducida de sub-
compejos (S, y S;) en presencia de tris-glicocola conteniendo ditiotreitol,

-DTT .
+DTT
pH83| |pH7.0 pH70| |pH 8.3
88, =T g
' +DTT

Figura 58



446 Angel Martin Municio

en cuya ausencia la oxidacién tiene lugar. La disociaciéon puede llevarse
a cabo por otra secuencia cuya primera etapa es la formacion del inter-
mediario inactivo (I) 12S; los subcomplejos resultantes (S9 y S3) tienen
alterados por oxidacion los grupos tidlicos. El envejecimiento del com-
plejo activo en ausencia de ditiotreitol o la incubacion de los subcom-
plejos oxidados en solucion de fosfatos neutra dan lugar al complejo
inactivo 128, que se activa ripidamente con ditiotreitol. La reactivacion,
pues, de los subcomplejos oxidados exige ambos tiol reducido y solu-
cién neutra de fosfatos, mientras que la reactivacion de los subcomplejos
reducidos ocurre en ausencia del tiol.

La disociacion del complejo tiene lugar bajo condiciones de elevado
pH y baja fuerza idnica (favorecedoras de la repulsion en la molécula
negativamente cargada); ello implica que las interacciones idnicas
juegan un importante papel en la unién de los subcomplejos y que la
repulsion de cargas es primariamente responsable de la disociacion, sin
que por ello se excluyan interacciones hidrofébicas y otras uniones no
covalentes. La oxidacion de los grupos tidlicos puede originar cambios
conformacionales responsables de la disminucion de la capacidad de
los subcomplejos oxidados para la reconstrucciéon del complejo y de
1a reactivacion del complejo inactivo, después de un periodo de enve-
jecimiento.

Estos fenémenos, que consideramos de disociacion-reasociacion,
presentan en el complejo enzimatico de glindula mamaria ciertas
particularidades. El peso molecular de la enzima de rata es 478.000, en
tanto que la de conejo llega a ser 910.000 (325-326). La acido graso
sintetasa de glandula mamaria de rata lactante 13S es un complejo
multienzimatico labil al frio, propiedad que exhibe también el complejo
de higado de rata.

A este proposito debe mencionarse la existencia de un grupo de
enzimas, que de forma reversible pierden su actividad a 0° debido a la
disociacion en subunidades y cuya subsiguiente reasociacion a tempera-
turas superiores implica la reactivacién enzimitica. Piravico-carboxila-
sa, argino-succinasa, ATP-asa mitocondrial, figuran entre los sistemas
enzimaticos que exhiben referido comportamiento. Otros sistemas enzi-
maticos experimentan agregacion en frio como la glucogeno-fosforilasa
de musculo, mientras que, en algunas enzimas, la inactivacion por el
frio, mas que a procesos de disociacion o agregacion, esta ligada a
cambios conformacionales como la 17-f-hidroxiesteroide-deshidro-
genasa.



Interacciones moleculares y regulacion del metabolismo 447

La forma nativa del complejo acido graso sintetasa, 138S, se disocia
lentamente en subunidades de peso molecular mitad, 9S, por enveje-
cimiento en frio; la actividad enzimdtica perdida en las subunidades 9S
se recupera por calefaccion del medio a 20-30°; lo que va acompaifiado
de una rapida reasociacion a la forma 13S (327). El proceso de diso-
ciacidn-reasociacion exhibe caracteristicas comunes con el antes men-
cionado en el complejo enzimatico procedente de higado. La forma
nativa 13S* participa de un doble equilibrio con la forma inactiva co-
rrespondiente de un lado, y con las subunidades 9S, de otro; equilibrio
que viene influenciado por las condiciones de temperatura y por la
presencia o ausencia de tioles. Dicha forma nativa 13S* a 21° y en
ausencia de tioles se convierte lentamente en la forma 13S inactiva,
proceso que se invierte por la adicion de tioles; a su vez, dicha forma
13S* por almacenamiento en frio, en presencia de tioles, se disocia en
las especies 9S* de peso molecular mitad; la actividad que estas especies
son capaces de manifestar es debida a su rapida reasociacién a la forma
activa original 13S*. Cuando ¢l almacenamiento antes mencionado

Enzima nativa TIOL e
Y S :'
13s* +TIOL 13
+TIOL -TIOL
Frio | | Calor Frio Calor
-TIOL
DO S
9s* T'IOL 9s
Figura 59

se lleva a cabo con las formas 13S —en frio y ausencia de tioles—, la
disociacion rinde subunidades 98, las que por adicién al medio de ensayo
no recuperan actividad enzimatica, si bien la reasociacién ocurre.

El equilibrio de disociacion-reasociaciéon se presenta, pues, tanto en
las formas activas como inactivas y viene influenciado principalmente
por las condiciones de temperatura; la interconversion de formas
activas e inactivas, por otro lado, se afecta por la presencia o ausencia
de tioles. La configuracién activa de la enzima se presenta tanto en el
dimero como en las subunidades debido a la presencia de tioles.
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En estos complejos acido graso sintetasa de glandula mamaria de
rata, la disociacion no implica oxidaciéon de grupos —SH de 1a proteina,
ya que el nimero total de grupos tiolicos titulables con 5,5-ditiobis(2-
nitrobenzoato), en presencia de urea 6M, es el mismo en ambos, enzima
nativa y subunidades. Ahora bien, el bloqueo de mas de dos del total
de 28 —SH presentes en las subunidades restringe la capacidad de
reasociacion de éstas por accion de la temperatura; resulta-dificil, sin
embargo, valorar debidamente la participaciéon de los grupos tidlicos
como tales en el proceso de reasociacion, ya que el bloqueo con p-CMB
puede por si mismo inducir cambios conformacionales en la proteina
que repercutan en la interaccion entre las subunidades.

De gran interés resulta, por otro lado, la correlacion del efecto de
la temperatura sobre la estabilidad de la enzima y las interacciones
responsables del mantenimiento de la estructura cuaternaria. She-
raga (328) ha estudiado la dependencia de la temperatura de las posibles
interacciones responsables del mantenimiento de este nivel estructural
y encuentra un reforzamiento de las uniones de hidrégeno, asi como
una debilitacion de las uniones hidrofébicas al pasar de 60 a 0°. Smith
y Abraham (cf. nota 327) discuten la labilidad al frio de estos complejos
enzimaticos —acido graso sintetasa de glandula mamaria y de higado
de rata— a la luz de los hechos anteriores y de que, por tanto, la dismi-
nucion de-la estabilidad que la mayoria de las proteinas manifiestan
ante la elevacion de temperatura es sefial de la preponderancia de las
uniones de hidrogeno en el mantenimiento de sus estructuras secun-
darias. :
La presencia simultinea de uniones hidrofobicas y de hidrogeno
en una proteina puede originar modificaciones de la estabilidad de la
a-hélice respecto a la temperatura; de esta forma, las proteinas con una
elevada proporcién de uniones hidrofébicas experimentaran una inver-
sion de la estabilidad de la a-hélice frente a la temperatura, presentando,
por tanto, condiciones de labilidad al frio.

Esta descripcion de las propiedades del complejo multienzimatico
de acido graso sintetasa va a dejar paso al control que en el orden
regulador ejerce sobre el metabolismo de los acidos grasos; en este
sentido debe mencionarse la influencia mencionada que, sobre la
actividad enzimatica, ejerce el fendémeno de disociacion-reasociacion
por medio de cambios fisicos y quimicos en el ambiente celular.

La regulacion del complejo 4cido graso sintetasa viene, ademas,
influenciada por modificadores alostéricos, por condiciones nutritivas,
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hormonales y de desarrollo, asi como por represion de su sintesis en
diversos microorganismos.

En una consideracion completa de la biosintesis de acidos grasos
no puede olvidarse el control que sobre ella puede ejercer la actividad de
la acetil-CoA carboxilasa y, a su vez, la serie de factores que rigen el
estado de agregacion de la enzima como causa fundamental de sus
propiedades reguladoras. Recuérdese en este sentido el comportamiento
del citrato y de los acil-derivados de coenzima A de cadena larga.

Los dos sistemas enzimaticos, acetil-CoA carboxilasa y acido graso
sintetasa, responden en sus niveles a diversas influencias nutritivas y
condiciones metabolicas como ayuno prolongado (329), dieta (330),
ayuno y reinstauracion de dieta rica en hidratos de carbono (331), defi-
ciencia de biotina (332). Las dietas ricas en grasa disminuyen la incor-
poracion de acetato en acidos gasos (333), lo que ha sido atribuido al
bloqueo de la etapa de actuacion de la acetil-CoA carboxilasa (334).
La administracion a ratas ayunadas de dietas libres de grasas producen
una marcada elevacion en las actividades de acetil-CoA carboxilasa y
acido graso sintetasa hepaticas (335); resultados similares han sido
obtenidos en deficiencias experimentales de linoléico (336). Por el
contrario, los acidos linoléico, linolénico y araquiddnico, incluso en
muy pequefias proporciones, hacen descender la actividad de la acido
graso sintetasa (337), Estas variaciones en la actividad de las dos enzimas,
acetil-CoA carboxilasa y acido graso sintetasa, dependen de la com-
posicion en acidos grasos de la dieta, y la influencia es dependiente
del 6gano estudiado (338); asi, el efecto depresivo originado sobre
ambas enzimas por acido linoléico es mas pronunciado en tejido adiposo
que en higado.

La forma precisa bajo la cual los lipidos de la dieta regulan las
actividades de las enzimas lipogénicas no estd suficientemente clara.
Acerca de ello se ha sefialado que la velocidad de sintesis de acetil-CoA
carboxilasa es de cinco a diez veces mayor en animales sometidos a
dieta libre de grasa que en ratas en ayuno (339). De otro lado, la con-
centracion de acido graso sintetasa se encuentra disminuida en higados
de ratas en ayuno o aloxanizadas (340-341); el tratamiento con insulina
de las ratas diabéticas da lugar a una recuperacion de los niveles enzi-
maticos normales. Esta elevacion e incluso la que ocurre por encima de
los niveles normales al administrar dietas libres de grasa a ratas en
en ayuno se atribuye a la sintesis adaptativa de la enzima.

La influencia de factores nutritivos y hormonales sobre la acido

Interacciones moleculares 15



450 Angel Martin Municio

graso sintetasa de cerebro e higado se ha estudiado en relacion al
desarrollo animal (342). La actividad sintet4sica del cerebro es considera-
blemente mayor en los periodos fetal y de lactancia que en el organismo
de mas edad; la actividad en el higado es baja, excepto una elevacion
transitoria en el periodo perinatal, hasta la terminacion de la lactancia
en que ocurre una aguda y notable elevacion. La actividad de dicha
sintetasa en el cerebro experimenta variaciones como consecuencia de
modificaciones dietéticas tan s6lo después de largos periodos, en tanto
que la actividad en el higado se ve rapidamente alterada.

La 4cido graso sintetasa de diversos origenes, higado de pichén
y de rata, cerebro de rata, levadura, se encuentra modulada en su acti-
vidad por palmitoil-CoA y otros derivados de coenzima A de cadena
larga (343-346). Grandes discrepancias existen acerca del mecanismo
de actuacion de estos tioésteres; Lynen (346) propone que su interven-
cion radica en una retroinhibicion, en tanto que Porter (347) 1a atribuye
a su inespecifica y marcada accion detergente, que por otro lado, es
extensible a gran numero de sistemas enzimaticos.

En relaciéon con la modulacién enzimatica del complejo acido graso
sintetasa, constituye un hecho importante la estimulaciéon producida
por los azicar-fosfato entre los que la fructosa-1,6-P es el que da lugar
a mas notables efectos (348). Estudios cinéticos posteriores (349) con
sintetasa de higado de pichén, han demostrado que la enzima es sensible
a la inhibicién por malonil-CoA; inhibicién que es de naturaleza com-
petitiva con relacion a NADPH, y mixta con relacién a acetil-CoA.
La malonil-CoA afecta marcadamente la K, para NADPH, que expe-
rimenta un aumento de diecinueve veces en un amplio intervalo de
concentracion de sustrato. Esta inhibicion por malonil-CoA se revierte
por fructosa-1,6-P, lo que se refleja en la progresiva disminuciéon de
la K,, (NADPH) al aumentar las concentraciones del azucar-P; la
fructosa-1,6-P no altera de manera sustancial los valores de K,, con
relacion a acetil-CoA o malonil-CoA. Algunas de las representaciones
logradas por Wakil y colaboradores (cf. nota 349) —representaciones
reciprocas de la velocidad de sintesis frente a la concentracion de
malonil-CoA— conducen a esquemas no lineales y se sugiere la posi-
bilidad de la unién del sustrato a localizaciones reguladoras como el
mecanismo de inhibicion en lugar de la clasica interaccion de las molécu-
las de sustrato en las localizaciones activas.

La represion de la sintesis de la enzima en bacterias se ha sugerido
como factor importante en la regulacion de la biosintesis de acidos
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grasos, si bien se insintian diferencias notables en organismos diferentes.
En E. coli, 1a presencia de Acidos grasos de cadena larga, tanto saturados
como no saturados, no es capaz de influir sobre la sintesis (350-351), en
tanto que en Lactobacillus plantarum resulta disminuida en presencia
de acidos grasos no saturados y ciclopropanicos (352-353). El hecho
de que extractos de células crecidas en presencia de icido oléico no
exhiban actividad en orden a la biosintesis de acidos grasos se atribuye
a la participacién de un mecanismo de represion enzimatica, posterior-
mente confirmado por Wakil en dicho organismo y, para los dos siste-
mas enzimdticos lipogénicos (354).

3. SISTEMAS ENZIMATICOS IMPLICADOS EN EL METABOLISMO DE
AMINOACIDOS AROMATICOS

La triptdfano-sintetasa, que cataliza la etapa final de la biosintesis
del aminoacido en su forma nativa, esti compuesta de cuatro cadenas
polipeptidicas, a,f,, que se disocian en subunidades a« y §,. Este com-
plejo enzimdatico ha sido estudiado de modo preferente en E. coli
(355-359) y Pseudomonas putida (360-362).

Dichas subunidades ejercen la maxima actividad enzimatica cuando
se encuentran integradas en el complejo, si bien, como tales subunidades,
son capaces de exhibir débiles actividades cataliticas particulares; asi,
la subunidad o cataliza la aldolisis reversible del indol-3-glicerol-P a
gliceraldehido-3-P e indol, mientras que la subunidad f, cataliza la
condensacion de indol y L-serina para dar lugar al triptéfano.

Desde el punto de vista de la estructura primaria, se conoce la de
la cadena « (363) y cierto nimero de detalles de la subunidad §, de
diferentes origenes (cf. notas 357 y 362).

El empleo de reactivos bifuncionales sobre la subunidad a«, como
el bis(maleimidometil)-éter, ha establecido la proximidad (10-13 A)
de las cisteinas que ocupan las posiciones 80 y 117 (364). El formaldehido
establece puentes metilénicos entre los residuos asparagina (156)-serina
(214) y glutamina (218)-serina (232). En ninguno de estos casos, la forma-
cion de dichas uniones guarda relacién con modificacién de la actividad.
El tratamiento con 1,5-difluor-2,4-dinitrobenceno introduce un puente
intramolecular entre los residuos cisteina (80) y lisina (108), con una
pérdida de su actividad aldolasica sobre indol-glicerol-P.

La subunidad f, contiene dos moléculas de piridoxal-5-P fuerte-
mente unidas a la proteina de cuya presencia es dependiente la actividad
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enzimatica. Los pesos moleculares y propiedades quimicas generales
de las subunidades £, de las dos especies estudiadas son muy semejantes,
habiéndose podido detectar tan s6lo una ligera reacciéon inmunolégica
cruzada.

Esta union del piridoxal-P a la enzima hace que las soluciones
del componente f, se conviertan en monodispersas en la ultracentrifuga,
que no lo eran antes del tratamiento; la unidén especifica del cofactor
suministra a la molécula una resistencia a la disociacion superior a la
exhibida en su ausencia. La formacion de la base de Schiff con el piri-
doxal-P, que ocurre de modo subsiguiente a la formacion del dimero,
incrementa la unién entre las subunidades (365).

El buen conocimiento de la secuencia de la cadena o ha dado origen
a la localizacion de muchas sustituciones de aminoacidos mutacional-
mente derivadas (366); asimismo se han clasificado y localizado ciertas
mutaciones que afectan a la cadena 8 (367) y entre ellas la trpB244 (368),
que da lugar a un cambio de lisina por asparagina, cuyo estudio cons-
tituye un excelente ejemplo del tratamiento conjunto del analisis genético
en su estructura fina y el analisis de la secuencia de aminoacidos.

La triptofano-sintetasa de bacterias y algas poseen la estructura
mencionada a base de dos componentes protéicos diferentes, producto
de dos genes contiguos e independientes. Sin embargo, la triptéfano-
sintetasa de hongos tales como Neurospora crassa (369) y Saccharomyces
cerevisiae (370) consta de una sola cadena peptidica, controlada por un
locus genético unico, en la que existen dos regiones funcionales analogas
a las subunidades de bacterias y algas.

Esta misma idea de la fusién de genes contiguos, codificadores de
proteinas distintas, originando cadenas polipeptidicas multifuncionales
se ha descrito a proposito del complejo antranilico sintetasa (AS}—an-
tranilico PRPP fosforribosil transferasa (PRT), que cataliza las primeras
etapas en la biosintesis del triptofano en Salmonella typhimurium (Fig. 60).
Dicho complejo consta de dos subunidades codificadas por distintos
genes, la denominada Col y la conocida como Coll, ambas de analogo
tamafio molecular (371-372). El complejo Col-Coll cataliza ambas
etapas enzimaticas y se requiere de modo necesario para la reaccion AS,
en tanto que la reacciéon PRT puede venir catalizada por la subunidad
Coll con la misma eficacia que lo hace el complejo en su conjunto. La
subunidad Coll ejerce, pues, una doble funcidn: sobre la reacciéon PRT
y sobre la reacciéon AS. La funcién que Coll realiza sobre la etapa AS
es de naturaleza catalitica, puesto que la unién de la glutamina en la
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reaccion catalizada por el complejo tiene lugar en la subunidad Coll
(373); a dicha reaccién catalitica se ha asignado el papel de glutamina-
amido-transferasa suministrando el grupo amido de la glutamina para
la reaccion catalizada por Col. De esta forma, Coll aparece como po-
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Figura 60

seedor de una doble funcionalidad, antranilico-fosforribosil transferasa
y glutamina amido-transferasa doble funcionalidad que ha emergido
de la fusion de dos genes precursores independientes (374) que antes
de la fusion codificaron proteinas catalizadoras por separado de dichas
funciones independientes.

Merece mencionarse que la antranilico-sintetasa (AS) —procedente
de B. subtilis— exhibe una estructura compleja a base de dos subunida-
des diferentes (375) denominadas E y X. La subunidad X es una cadena
polipeptidica de pequefio tamafio, alrededor de 16.000, cuya sintesis
se reprime por triptéfano. Ambas subunidades son productos respecti-
vos de los genes trpE y trpX, de forma que extractos crudos de cultivos
de mutantes de trpE y trpX son capaces de presentar actividad de antra-
nilico sintetasa. Recientemente se ha reconocido una mutacién trpX
con lo que se ha podido reconocer la participacion del producto genético
correspondiente —subunidad X— tanto de la antranilico sintetasa
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como de la p-aminobenzoico sintetasa, que catalizan los dos procesos
siguientes:

COOH

Antranilico
sintetasa

COOH
acido CH, glutamina
corlsmico 1 ! S
I C\
0~ “COOH COOH
OH nobenzoic

p-Ami
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NH,

Procesos ambos que utilizan corismico y glutamina como sustratos y
rinden productos —éacido antranilico y acido p-aminobenzoico— muy
similares.

Los mutantes trpX no poseen actividad de p-aminobenzoico sinte-
tasa, siendo probable que alguna subunidad constituyente de dicha
sintetasa compita con la subunidad E en su asociaciéon con la subunidad
X para formar, respectivamente, p-aminobenzoico sintetasa o antrani-
lico sintetasa (376). Estos hechos parecen indicar una funcion para la
subunidad X del tipo de las denominadas proteinas «especificadoras»,
como los factores ¢ interaccionan con la RNA polimerasa para espe-
cificar las localizaciones iniciadoras de la transcripcion o como la
a-lactalbimina, al asociarse con la galactosil transferasa, convierte a
ésta en lactosa sintetasa (377).

La mutacién trpX no aparece localizada en el operén triptofano,
aunque, sin embargo, la sintesis de la subunidad X aparece controlada
por el amino4cido y varia de forma coordinada con relacion a las demas
enzimas del operon triptéfano durante un cierto intervalo de la derre-
presion. La sintesis tiene lugar de forma no coordinada a bajos y a altos
niveles de la enzima, constituyendo un ejemplo de represion semi-
coordinada.

En orden a la biosintesis de aminoacidos aromaticos se ha conside-
rado el complejo enzimatico triptéfano-sintetasa (constituido por dos
actividades enzimaticas) que cataliza las etapas finales de la biosintesis
del aminoacido y la antranilico sintetasa, enzima poseedora de estruc-
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tura cuaternaria y catalizadora de la transformacion del acido corismico
en acido antranilico. Ahora bien, en el conjunto de etapas metabélicas
conducentes a la sintesis de los compuestos aromaticos, en general, y
del triptofano en particular, se conocen otros dos complejos enzima-
ticos; el denominado complejo aromdtico reune cinco enzimas que
inician su actuacion en el acido 3-desoxi-D-arabino-heptulosonico-7-P
y terminan con la formacién del 3-enolpiruvil-siquimico-5-P; el deno-
minado complejo antranilico sintetasa retine dos actividades enzimaticas,
ya en la ruta particular de biosintesis del triptéfano, que son N-(5'-
fosforribosil)-antranilico isomerasa e indol-3-glicerolfosfato sintetasa.
Situacion de estos complejos en €l conjunto biosintético de compuestos
aromaticos que se detalla en el esquema de la figura 61.
El complejo aromatico cataliza las reacciones:

3-Desoxi-D-arabino-heptulosénico-7-P + NAD* — 5-dehidroquinico + NADH.
5-Dehidroquinico —5-dehidrosiquimico.

5-Dehidrosiquimico + NADPH —siquimico + NADP .

Siquimico + ATP —siquimico-5-P + ADP.

Siquimico-5-P + fosfoenolpirivico— 3-enolpiruvilsiquimico-5-P + P;

cuyos sistemas enzimaticos individuales se encuentran unidos de forma
no covalente originando un agregado de tamafio aproximado de
200.000, aislado de Neurospora crassa (378). La disrupcion del agregado
con detergentes (379) origina subunidades de peso molecular 100.000, o
incluso de tamafio inferior, con cloruro de guanidinio 6 M, lo que
ocasiona la pérdida de las cinco actividades enzimaticas. Las mismas
actividades enzimdticas y las mismas propiedades fisicas han sido
observadas en los complejos multienzimaticos aislados de seis especies
diferentes de hongos (380). Sin embargo, propiedades diferentes se atri-
buyen al complejo aromatico aislado de N. crassa, asimismo por Gaert-
ner (381); su peso molecular, 290.000, es notoriamente distinto de las
anteriores preparaciones, asi como lo es el coeficiente de sedimentacion
10.6S —frente a 11.4S—. El procedimiento de aislamiento del complejo
aromatico de Gaertner permite el aislamiento simultaneo del complejo
antranilico-sintetasa.

Los sistemas enzimaticos que participan de la biosintesis de com-
puestos aromaticos son capaces ademas, y de un lado, de reunirse en
complejos parciales y, de otro, de dejarse regular mediante multiples
mecanismos.
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En E. coli, S. typhimurium y A. aerogenes se han descrito tres com-
plejos sencillos que funcionan en la utilizaciéon de acido corismico en la
biosintesis de fenilalanina, tirosina y triptéfano. Uno de ellos cataliza las
dos primeras reacciones de la sintesis del triptéfano, y esta constituido
por antranilico sintetasa y antranilico PRPP fosforribosil transferasa,
complejo que ha sido mencionado anteriormente; el segundo, contiene
corismico-mutasa y prefénico-deshidrogenasa, y cataliza la conversion
total de corismico a 4-hidroxifenilpirtvico, precursor de la tirosina; en
tercer lugar se ha descrito el complejo constituido por corismico-mutasa
y prefénico-dehidratasa, que cataliza la conversion total de corismico
en fenilpiravico, precursor de la fenilalanina, de acuerdo con las reac-
ciones siguientes:

Co; _ _
0., CH=C-COZ
G 0
C - Corismico &)
PN
: 0 €02 mytasa :
OH OH
CORISMICO PREFENICO
- CH,-C-CO,
0L, sCHz~C-CO0; 2= (70 (6)
0]
o}
_ +CO, + H,0
Prefénico
: deshidratasa
OH
PREFENICO FENILPIRUVICO

En B. subtilis se ha obtenido evidencia genética y fisica de la pre-
sencia de un complejo a base de 3-desoxi-D-arabino-heptulosénico-7-P
sintetasa y corismico mutasa (382); durante el proceso de purificacion
de este complejo dichos autores han observado la unién adicional de
siquimico-quinasa. A esta unién se han atribuido interesantes funciones
reguladoras, ya que, al estar la primera y tercera de las mencionadas
enzimas reguladas por retroinhibicion por corismico y prefénico, res-
pectivamente, se sugiere que la segunda —corismico-mutasa— posea
una localizacién que pueda actuar como catalitica para la actividad
de la enzima misma y como reguladora para las otras dos enzimas del
complejo.
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En el conjunto de las etapas de biosintesis de compuestos aromaticos
se presentan muy diversos tipos de regulacion, y asi se han descrito
sistemas de inhibicién cumulativa, inhibicién concertada, retroinhibi-
cién secuencial y retroinhibicion por isoenzimas.

Por lo que se refiere a la regulacion por isoenzimas se han descrito
varios tipos de regulacion de 3-desoxi-D-arabino-heptulosonico-7-P
(DAHP) sintetasa, algunas de las cuales figuran a continuacién:

E.coliK,;, Inhibe tirosina. Inhibe fenilalanina. Reprime tripto-
fano.

E.coliwW  Reprime tirosina. Reprime fenilalanina. Reprime trip-
tofano.

N.crassa  Inhibe tirosina. Inhibe fenilalanina. Inhibe tript6fano.

La corismico-mutasa se ha descrito también bajo formas isoenzima-
ticas distintas en de F. coliy 4 aerogenes (383) separables en cromatogra-
fia de DEAE-celulosa; una de ellas estd implicada en la biosintesis de
tirosina (CMT), y la otra en la de fenilalanina (CMP). La primera de
estas isoenzimas, CMT, cromatografia juntamente con la prefénico-
deshidrogenasa, actividad enzimatica subsiguiente a la corismico-
mutasa en el esquema de biosintesis de la tirosina; en tanto que la CMP,
es inseparable de la prefénico-deshidratasa, actividad enzimatica sub-
siguiente a la corismico-mutasa en el esquema de la biosintesis de la
fenilalanina. La mutacion conjunta de ambas actividades, en cada caso,
habla en favor de una cierta relacion entre ellas, bien bajo la forma de un
complejo enzimatico del tipo de los que venimos considerando en este
capitulo, bien bajo la forma de actividades diferentes presentes en una
unica cadena polipeptidica. Dado que las actividades de la corismico-
mutasa en E. coli K, vienen especificadas por los genes estructurales
responsables de las actividades de la prefénico-deshidrogenasa y pre-
fénico-deshidratasa, se ha sugerido que la forma actuante sea la repre-
sentada por la segunda de dichas alternativas.

La existencia de isoenzimas y la regulacién por retroinhibicién en
E. coli por parte de los aminoacidos aromaticos, triptéfano, fenilalanina
y tirosina se esquematizan en la figura 62.

En otras especies bacterianas existen modalidades reguladoras
diferentes. En B. subtilis se presenta un esquema de retroinhibicién
de tipo secuencial; asi, los puntos finales de la biosintesis, triptéfano,
fenilalanina y tirosina regulan la primera etapa después de la ramifica-
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cion que parte del acido corismico, que son, respectivamente, antranilico-
sintetasa, prefénico-deshidratasa y prefénico-deshidrogenasa. A su vez,
el acido corismico y el acido prefénico, que constituyen los sustratos de
las anteriores tres enzimas alostéricas, son efectores alostéricos del
primer sistema enzimatico de la secuencia comun, la DAHP-sintetasa.

4. DNA-POLIMERASA

Dentro del grupo de enzimas que son capaces de exhibir diferentes
actividades cataliticas en una cadena polipeptidica, se puede considerar
la DN A polimerasa de E. coli, descubierta por Kornberg; esta multiple
funcionalidad que se asigna a la DNA polimerasa encierra el notorio
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interés de que se va a poder observar la replicacion del DNA al lado del
papel reparador del DNA. En fechas recientes se habia venido observan-
do cémo la proteolisis limitada de la DNA polimerasa de E. coli (peso
molecular 109.000) origina dos cadenas polipeptidicas poseedoras de
diferentes actividades cataliticas (384-388) que han sido con detalle
reconocidas por Kornberg y colaboradores. Uno de estos fragmentos
—fragmento largo— posee un peso molecular de 76.000, y su funciéon
se centra en la capacidad de sintesis de DNA a partir de los desoxirri-
bonucledtidos (polimerasa) y en la actividad hidrolitica del DNA en
la direccion 3'— 5 (3' — 5’ exonucleasa) (389); el fragmento pequefio
de peso molecular 36.000, posee como unica funcionalidad enzimatica
la de hidrolizar exonucleoliticamente la doble cadena del DNA en la
direcciéon 5’ — 3’ (3’ —5') exonucleasa (389). Este fragmento pequeiio
no posee actividad de polimerasa ni actividad exonucleolitica sobre
DNA monocatenario.

La pérdida del fragmento pequefio capacita a la enzima restante a
sintetizar DNA en la direccion usual 5 — 3’ sin la degradaciun simul-
tanea en esta direccion, actividad que, sin embargo, es propia de la enzi-
ma nativa;ello implica que la sintesis de DNA no depende de la actividad
exonucleolitica 5" a 3'. Sin embargo, cuando se utiliza DNA polimerasa
intacta para replicar poli(dA)- poli(dT), la reaccién es autocatalitica;
posiblemente a causa de la accidon exonucleolitica (5’ — 3'), crea oligo-
nucledtidos suficientemente largos para ser utilizados como iniciadores,
con lo que aparecen nuevas localizaciones de la accién enzimatica.

Ambos fragmentos, obtenidos por accion de subtilisina, pueden
unirse de forma adyacente al DNA a través de un enlace diester; unién
que permite la accidon concomitante de las actividades de polimerasa y
5"— 3’ exonucleasa. La accién simultanea de los dos fragmentos restaura
propiedades de la enzima intacta (propiedades cataliticas influenciadas
por la accién concomitante de la 5’ — 3’ exonucleasa y polimerasa) que
se centran en las siguientes tres reacciones: 1) estimulacion de la actividad
exonucleolitica en la direccién 5'— 3’ por la sintesis concurrente de
DNA (390); 2) la formacion de oligonucleotidos de mas de tres residuos;
3) cinética autocatalitica en la sintesis de poli[d(A-T)]. Por lo que a
este tercer punto se refiere, hay que hacer notar que la sola presencia del
fragmento largo, a partir de dATP y dTTP, produce el copolimero
poli[d(A-T)] con arreglo a una velocidad practicamente lineal; la
mezcla de ambos fragmentos ocasiona una mucho mas rapida sintesis
de tipo autocatalitico.
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Segin Kornberg, una posible explicaciéon de este efecto autocatalitico
con la enzima intacta (o la mezcla de fragmentos) habria de estar basada
en que la sintesis de poli[d(A-T)] se lleva a cabo sobre el extremo
3’-OH del iniciador (con un exceso de polimerasa) y en que la accién
de la exonucleasa segun 5 — 3’ origina oligonucleotidos d(A-T); estos
oligonucleotidos podrian actuar como nuevas cadenas iniciadoras
utilizables para la sintesis de poli[d(A-T)]. Tal mecanismo no seria
logicamente posible con el fragmento largo debido a la carencia de la
actividad 5 — 3’ exonucleolitica.

Es importante sefialar que si, en general, el acoplamiento de fun-
ciones enzimaticas ofrece notorias ventajas a la luz de la recombinaciéon
genética, en este caso, con el acoplamiento de la actividad de la polime-
rasa y de la actividad litica en una misma enzima, la significacién
aumenta al poderse utilizar como instrumento de la reparacién «in vivo»
de las lesiones en el DNA, tales como los dimeros de timina. Cuando un
dimero de timina se separa por la accion litica, el hueco se rellena por la
accion de la polimerasa.

5. ASPARTICO TRANSCARBAMILASA

En la descripcion inicial de los complejos enzimaticos ha quedado
hecha mencion del caso singular de la aspdrtico-transcarbamilasa, com-
plejo caracterizado por la presencia de la funcién catalitica y la funcion
reguladora en subunidades diferentes y que ha jugado un papel esencial
en el desarrollo de las ideas acerca de las enzimas alostéricas. Ademas,
la aspartico-transcarbamilasa participa de modo fundamental en la
regulacién del metabolismo de pirimidinas en microorganismos, ha
dado origen a brillantes estudios sobre la interaccion entre las sub-
unidades y los cambios conformacionales, ha servido como uno de los
primeros sistemas modelo para la comprobacion de las teorias concer-
nientes a los mecanismos alostéricos y ha dado lugar a diversos tipos
de disposiciones estructurales de las subunidades.

La aspartico-transcarbamilasa cataliza la primera reaccién propia
de la biosintesis de pirimidinas:

carbamoil-fosfato + L-aspartico = carbomoil-aspartico + fosfato,

la cual esta sujeta a una inhibicion por productos finales, fenomeno ya
descrito en 1956 (cf. nota 2).
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La situacion de la aspartico-transcarbamilasa en el conjunto de la
regulacion del metabolismo de pirimidinas en E. coli aparece a con-
tinuacién. En este esquema aparece la posicion destacada de las dos
enzimas mas reguladas; carbamoil-fosfato-sintetasa y la objeto de nues-
tro estudio, aspartico-transcarbamilasa (ATC).
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El producto final CTP ejerce su funciéon reguladora sobre ambos
sistemas enzimaticos tanto como inhibidor de la actividad como represor
de su sintesis. La aspartico-transcarbamilasa de E. coli se inhibe por los
derivados de citosina segun el orden CTP, CDP, CMP, citidina, siendo
la base —citosina— un requisito esencial a la inhibicion; la base misma
no inhibe, y tampoco lo hacen los derivados de uridina. Sin embargo, los
derivados de desoxicitidina son tan efectivos como los de citidina misma,
hasta el punto de que dCTP es el mejor inhibidor natural descrito
(cf. nota 57). E1 ATP es capaz de invertir la inhibicion, y, en ausencia
de CTP, llega a exhibir un débil efecto activador; de otro lado, mientras
el CTP es capaz de aumentar la cooperatividad del aspartico, el ATP la
hace desaparecer. Gerhart y Pardeee han encontrado asimismo que los
efectos ejercidos por CTP y ATP se eliminan por simple calefaccion
de la enzima o por tratamiento con urea, mercuriales o iones mercurio,
pero se mantiene —o incluso se incrementa— la actividad catalitica de
la enzima.

Situada como queda la aspartico-transcarbamilasa en el conjunto
del metabolismo de las pirimidinas y su relacion con el producto final,
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CTP, veamos sus propiedades en el orden estructural y en la diversidad
de aspectos funcionales.

La enzima nativa ha sido purificada de E. coli (391-393), S. typhimu-
rium (394), P. aeruginosa 'y P. fluorescens (395-396) de modo principal.
Los estudios mas numerosos se han realizado con la enzima de E. coli
procedente de una cepa diploide para la region del cromosoma que con-
tiene los cistrones de la aspartico-transcarbamilasa (pyrB), de forma que
el 80 por 100 de 1a proteina total biosintetizada por las bacterias es dicha
enzima. Se trata de una enzima muy estable y ha sido cristalizada en
varias formas (397) (cf. nota 393).

Los estudios realizados con la aspartico-transcarbamilasa se pueden
centrar en la consideracion de las propiedades cinéticas y alostéricas de
la enzima nativa, asi como en el empleo de agentes desensibilizantes, ya
sea con accion disociante o proteolitica; la accion de estos agentes
conduce a enzimas modificadas o a subunidades en las que averiguar su
comportamiento frente a sustratos, sustratos modificados, ligandos, et-
cétera, o sus propiedades estructurales.

Las propiedades cinéticas de la enzima nativa han sido estudiadas
con gran detalle. La enzima exhibe una dependencia sigmoidea al repre-
sentar la velocidad de reaccion frente a la concentracion de aspartico
(K para el aspartico es 5.5 mM); el comportamiento de la enzima frente
al carbamoil-fosfato es, asimismo, sigmoideo (398) a concentraciones
adecuadas del sustrato; asi, pues, ambos sustratos, aspartico y carba-
moil-fosfato, alteran la interaccién entre las subunidades y crean efectos
cooperativos, con la consiguiente cinética de saturacion sigmoidea
(fig. 63). Los coeficientes de Hill a saturaciéon media son 1.6 (saturacién de
enzima con aspartico) y 3.0 (saturacion de enzima con carbamoil-fosfato)
cuando el respectivo sustrato estd presente a elevada concentracion.

En la figura 63 puede apreciarse asimismo como CTP incrementa
la sigmoidicidad de la velocidad de reaccion (mmoles de carbamoil-
aspartico/hr/mgproteina) frente a la concentracion de aspartico.

A altas concentraciones de carbamoil-fosfato, el CTP disminuye la
afinidad de la enzima hacia el aspartico, en tanto que, a elevadas con-
centraciones de aspartico, el CTP disminuye la afinidad de la enzima
hacia el carbamoil-fosfato. Cuando ambos sustratos se encuentran
presentes a elevadas concentraciones, el efecto del CTP es practicamente
nulo; la inhibicién se determina, pues, de modo conjunto por la concen-
traciéon de ambos sustratos alostéricos.

Ademas de los resultados cinéticos, sugeridores de la unidén coopera-



464 Angel Martin Municio

4.0 0.5 M CTP

2.0

mM  aspartico

Figura 63

tiva de los ligandos, hay que afiadir los mas definitivos, siempre resultan-
tes de las experiencias de dialisis en equilibrio utilizando succinico
—como analogo del aspartico que se une perfectamente a la enzima— en
presencia de altas concentraciones de carbamoil-fosfato (399). Del
conjunto de los resultados puede deducirse la existencia de efectos
homotropicos positivos en la union de ligandos y efectos heterotropicos
asociados con la unién del nucleotido.

El tratamiento de la enzima nativa de E. coli con urea 1.0 M o a
elevado pH (10.2) conduce a una pérdida de la cinética sigmoidea,
si bien no desaparece la sensibilidad a la inhibicién por CTP (400).
Sin embargo, el tratamiento de la enzima nativa con p-hidroximer-
curibenzoato la hace insensible al CTP; desensibilizacion de la enzima
que va acompafiada de su disociaciéon en dos tipos de subunidades,
denominadas cataliticas y reguladoras. Tras esta disociacion, las subuni-
dades se han podido separar por cromatografia sobre DEAE-Sephadex
y estudiar en sus caracteristicas fundamentales, que figuran en la Tabla 7.
La mayor de estas subunidades posee toda la actividad catalitica presente
en la enzima nativa y debe poseer, pues, la totalidad de localizaciones
de unién de carbamoil-fosfato y aspartico; es insensible a la acciéon
de los nucleotidos CTP y ATP. De los datos obtenidos acerca del peso
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molecular de las subunidades y de las proporciones en masa en las que
se obtienen dichas subunidades a partir de la enzima nativa, Gerhardt
y Schachman sugirieron inicialmente la féormula (reguladoras), (ca-
taliticas), para la estructura cuaternaria de la enzima. Incipiente estruc-
tura atribuida a la aspartico transcarbamilasa que habia de irse modi-
ficando a la luz de nuevos procedimientos de disociacion, del nimero de
localizaciones de unién para sustratos y efectores, de la determinacion
de grupos terminales, etc.

TaBLA 7
PESOS MOLECULARES
Subunidades
Meétodo Enzima nativa
Catalitica Reguladora
Equilibrio sedimentacion 300.000 100.000
Filtracién por Sephadex
G-200 305.000 96-110.000 28 - 30.000
Gradiente en sacarosa 300.000 100.000 28 - 35.000

La determinacion de grupos terminales en las subunidades cataliticas
obtenidas por disociaciéon con urea 8 M (401) demostrd que las subuni-
dades cataliticas anteriormente mencionadas poseian una subestructura.
El andlisis mediante equilibrio de sedimentacion dio un peso molecular
de 42.000 para las subunidades cataliticas y de 25.000 para las subunida-
des reguladoras, de acuerdo con los pesos equivalentes obtenidos de la
determinacion de restos N-terminales (47.500 y 25.000 respectivamente).
Por otro lado. Changeux, Gerhart y Schachman (cf. nota 399), encontra-
ron cuatro localizaciones por molécula de enzima en estudios de union
de succinato a enzima nativa y subunidades cataliticas y de union de
CTP y BrCTP a la enzima y las subunidades reguladoras. Experien-
cias que concluyeron —provisionalmente también— la naturaleza
tetramérica de la enzima (reguladoras), (cataliticas),, a base de cuatro
cadenas polipeptidicas reguladoras y cuatro con funcidén catalitica.

Cuando Weber (403) establecio la estructura primaria de la cadena
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polipeptidica con funcién reguladora, quedé claro que el peso molecu-
lar era 17.000 en lugar de 27.000, valor que se habia utilizado en los
calculos anteriores. Dicho peso molecular de 17.000 se confirmé por
electroforesis en gel de poliacrilamida, método que dio para las cadenas
cataliticas un peso de 33.000; estos pesos moleculares resultaron incom-
patibles con la estructura tetramérica que venia estando en vigor;
habida cuenta de la composicion y peso molecular de la enzima intac-
ta (404), se propugné por una estructura cuaternaria hexameérica (re-
guladoras)g (cataliticas)s.

Una serie de experiencias hablan en favor de una disposicion es-
tructural en forma de trimeros de las seis cadenas polipeptidicas catali-
ticas (405-407). Asi, 1a disociacion de la subunidad catalitica en cloruro de
guanidinio 4-8 M da cadenas de peso molecular de 3.4 x 10* daltons
en medidas de equilibrio de sedimentacion; datos similares a los obteni-
dos por electroforesis en gel en presencia de dodecilsulfato sédico
(Tabla 8).

TaBLA 8

PESOS MOLECULARES

Método Cadena polipeptidica Cadena polipeptidica
catalitica reguladora

Cloruro de guanidinio:

Equilibrio sedimentacion. 34.000 17.200
Filtracion por gel....... 33-35.000 17-18.000
Dodecilsulfato sédico:

Sephadex G-200........ 31-34.000 16-19.000
Poliacrilamida.......... 32-34.000 16-18.000
Resultados quimicos:

Carboxilo-terminales. . . . 33.000 17.000
Secuencia de aminoacidos. 33.000 17.000

Experiencias de hibridacion de la subunidad catalitica y su derivado
succinilado, que han sido mezcladas y después disociadas y reconsti-
tuidas, han conducido a cuatro formas de subunidades separables por
electroforesis 0 DEAE-Sephadex; hecho explicado a base de tres cadenas
cataliticas idénticas, cada una de ellas succinilada o no, y que, al reaso-
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ciarse estadisticamente, conducen a subunidades a base de 0, 1, 2 6 3
cadenas succiniladas respectivamente. Ademas, la actividad catalitica
de dichas cuatro subunidades responde a la actividad total sus dos ter-
cios, un tercio o ausente por completo.

El tratamiento con carboxipeptidasa de la subunidad catalitica en
presencia de dodecilsulfato sodico origina tres restos d¢ leucina por
cada 10° daltons de proteina, hecho acorde con la presencia de tres cade-
nas idénticas por subunidad catalitica.

El niimero de localizaciones de unién para el succinico presentes en
la subunidad catalitica ha sido determinado por el procedimiento de
Colowick y Womack (408), haciendo uso de las indicaciones de Porter,
Modebe y Stark (409), relativas al incremento en la constante de unién
para el succinico con la disminucion del pH. Las subunidades cataliticas
se disponen en la célula de dialisis junto con carbamoil-fosfato (4.8 x
x 10 7*M) y succinico-1*C (3 x 10~ >M), midiéndose asimismo a través
del tiempo la conversion enzimatica de carbamoil-fosfato en carbamoil-
aspartico; mediante este procedimiento, se demuestra la unién de tres
restos de succinico en cada subunidad catalitica (cf. nota 407). Indepen-
dientemente, Hammes, Porter y Wu (410) han probado que la subunidad
catalitica une, asimismo, tres equivalentes de carbamoil-fosfato. De
esta forma se ha comprobado que los dos ligandos complementarios
tienen el mismo namero de localizaciones en la subunidad catalitica
aislada. Debe notarse que hasta las mencionadas investigaciones
de Rosenbusch y Weber se venian atribuyendo valores inferiores para
el nimero de localizaciones de unién (cf. nota 399) del succinico, tal
vez por deficiencias experimentales —inactivacién de la enzima, des-
composicion de ligandos, etc— o por minusvaloracion del efecto
Donnan. El hecho cierto es que los resultados de Rosenbusch y Weber
acerca del nimero de localizaciones de unién contribuyen a soportar
la estructura hexamérica de la aspartico-transcarbamilasa.

Posterior evidencia en este sentido ha sido obtenida mediante estudios
del contenido en elementos metalicos. Asi, el contenido en Zn de la
enzima nativa oscila entre 5.3 y 6.4 atomos-gramo de Zn por mol de
proteina; union de los iones metalicos a la enzima que aparece como
muy solida, pero que no es necesaria para la actividad catalitica, ya que
las subunidades cataliticas —preparadas por disociacién y eliminacion
cromatografica de los iones metalicos— son perfectamente activas.
El Zn puede sustituirse por Cd, dando lugar a una enzima con idén-
ticas propiedades cinéticas.
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La titulaciéon de la enzima nativa con acido 5,5'-ditiobis(2-nitro-
benzoico) en cloruro de guanidinio 6 M esta de acuerdo con la presencia
de 29-31 restos de cisteina por mol de enzima; por otro lado, la oxidacién
de la enzima nativa con perféormico y analisis de los restos de acido
cisteico resultantes arrojan valores similares a los anteriores, con lo que
resulta excluida la presencia en la enzima de azufre bajo la forma de
puentes disulfuro y, por tanto, excluida la presencia de estos enlaces
covalentes en la interaccion entre las subunidades de la aspartico-
transcarbamilasa. Idénticas experiencias de titulacion con acido 5,5-di-
tiobis(2-nitrobenzoico), por un lado, y de analisis de restos de acido
cisteico, por otro, llevadas a cabo con las subunidades cataliticas y
reguladoras, han dado como resultado la presencia de 1 residuo de cis-
teina por cadena polipeptidica catalitica (peso molecular 33.500)
y de cuatro residuos de cisteina por cadena polipeptidica reguladora
(peso molecular 17.000). La concordancia entre los resultados logrados
con la enzima nativa y los obtenidos con las subunidades es perfecta a
base de la estructura hexamérica (cataliticas-reguladoras)s.

Rosenbusch y Weber, en elegantes experiencias de renaturacion
de la enzima a partir de sus productos de disociacién —en presencia de
cloruro de guanidinio 6 M o dodecilsulfato sodico al 5 por 100 afia-
didos de B-mercaptoetanol—, han logrado caracterizar las propiedades
cinéticas y moleculares propias del estado nativo, asi como el compor-
tamiento cooperativo y la inhibiciéon por CTP. Ademas, la proteina
renaturada da lugar a cristales con simetria trigonal.

Toda una serie de datos abundan en favor de una estructura trimé-
rica como ingrediente de la enzima nativa. Asi, por ejemplo, la reconsti-
tucidén de una mezcla de subunidades cataliticas intactas y parcialmente
succiniladas, en presencia de subunidades reguladoras inalteradas,
da lugar a tres especies de aspartico-transcarbamilasas que pueden
separarse por electroforesis (cf. nota 405). A partir de esta conclusion
al parecer evidente, de la estructura trimérica para las cadenas poli-
peptidicas cataliticas en el seno de la subunidad catalitica, se ha pro-
puesto la disposicion espacial que aparece en la figura 64. En ella apare-
cen los dos trimeros, constituyentes respectivos de las subunidades
cataliticas. dispuestos alrededor de un eje de simetria trigonal y tres
ejes de simetria binaria. Las seis unidades reguladoras aparecen inter-
caladas como dimeros entre los dos trimeros cataliticos.

En este modelo estructural, la disposicién de las cadenas polipep-
tidicas reguladoras no esta suficientemente soportada por datos expe-
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Figura 64

rimentales. Estudios mas profundos sobre la naturaleza fisica de las
subunidades reguladoras han sido realizados por Schachman y colabora-
dores (411), quienes aislan diversos derivados de dichas subunidades y
someten a una refinada experimentacion fisica (412).

Una de las preparaciones estudiadas por Schachman ha sido la
Zn-subunidad reguladora, obtenida por tratamiento con ZnCl, de las
subunidades reguladoras aisladas segiin Gerhart y Holoubek (413),
y que contienen cantidades variables de mercurio residual. Dichas
preparaciones Zn-subunidad reguladora contienen un ion cinc por
cadena polipeptidica y exhiben una absoluta competencia para reconsti-
tuir la enzima con las subunidades cataliticas. El cinc puede sustituirse
por mercurio, y ambos eliminarse, para dar lugar a la denominada
apo-subunidad reguladora; estas apo-subunidades reguladoras no se
combinan con las subunidades cataliticas para formar la enzima total
a menos que se afiadan iones cinc. La presencia o ausencia de iones
metalicos afecta al equilibrio monémero-dimero de las subunidades
reguladoras; asi, la Zn-subunidad reguladora se presenta como un
dimero homogéneo, con una constante de asociacion de 3.4 x 104 y
la separacion de los iones metalicos por tratamiento con EDTA da lugar
a un equilibrio monémero-dimero para la apo-subunidad reguladora
con una formacién favorecida del mondmero. La adicién de CTP origina
un aumento en la dimerizacion de la proteina; la adicién de CTP conduce
en todos los casos a un incremento en la constante de asociacion de las
subunidades reguladoras.

Las experiencias de union de CTP a las subunidades reguladoras en
‘presencia y en ausencia de iones cinc muestran que el nucleotido se
une mas fuertemente a la Zn-subunidad reguladora (constante de
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disociacion, K, definida como (CTP) (P)/(P-CTP), oscila entre
0.3-12 x 107* M) que a la aposubunidad reguladora (K oscila entre
6-11 x 10~* M); cuando la apo-subunidad. reguladora se convierte
en Zn-subunidad reguladora, se restaura la capacidad de unioén del CTP.

El problema quedaba centrado en la significacion que los dimeros
de cadenas polipeptidicas reguladoras antes sefialados pudieran tener
en ¢l seno de las moléculas de enzima nativas. Para obtener resultados
concluyentes en este sentido, Schachman y colaboradores (cf. nota 411)
obtienen dimeros covalentemente unidos a través de cadenas carbona-
das (414), que, al estar isotopicamente marcadas, permiten la averigua-
cién de su contenido en los conjuntos de reconstitucion. Estos dimeros
artificiales, convenientemente purificados a través de Sephadex G-100,
fueron mezclados con un exceso de subunidades cataliticas en experien-
cias de reconstitucion, obteniéndose alrededor de un 60 por 100 de
moléculas con la misma movilidad electroforética y el mismo coeficiente
de sedimentacion, 12S, que la enzima nativa; en estas enzimas reconsti-
tuidas, las cadenas polipeptidicas reguladoras existen bajo la forma
predominante (alrededor del 89 por 100) de dimeros covalentemente
unidos. '

Los espectros de dicroismo circular de las Zn- y apo-subunidades
reguladoras revelan contribuciones de cromoéforos en la region ultra-
violeta cercana del espectro. En la figura 65 aparecen los espectros de
dicroismo circular de Zn-subunidades reguladoras y apo-subunidades
reguladoras en dos condiciones experimentales diferentes (0.04 M de
fosfato-0.2 mM ZnCl, para las primeras y en presencia de EDTA 1 mM
para las segundas), y puede observarse la presencia de tres bandas de
elipticidad negativa que solapan entre si comprendidas entre 265 y
285 nm, asi como un gran pico a 252 nm en el espectro de la Zn-subuni-
dad reguladora. La eliminacién del Zn con el EDTA va acompafiada
de la presencia de la apo-subunidad reguladora y de la desapariciéon
total del maximo positivo y de una fuerte atenuacién de las bandas
negativas.

En la figura 66 aparecen los espectros de dicroismo circular, debidos
asimismo a Schachman y colaboradores, de las subunidades cataliticas
(bandas de elipticidad positiva entre 257 y 295 nm), enzima nativa
(fuerte banda positiva a 255 nm) y enzima reconstituida a base de una
mezcla de subunidades cataliticas y Zn-subunidades reguladoras.
De los datos arrojados por estos espectros se concluye una influencia
del Zn sobre la conformacion de las cadenas polipeptidicas reguladoras
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y cémo la reconstitucion del complejo enzimatico a partir de las subuni-
dades va acompafiada de cambios conformacionales.

A la vista de estos y otros datos espectroscopicos, se ha concluido
la presencia en la enzima intacta, y en las subunidades cataliticas, de
una cierta estructura organizada, que practicamente no existe en las
subunidades reguladoras.

Teniendo en cuenta que las subunidades cataliticas son trimeros
estables que no manifiestan tendencia alguna a disociarse en cadenas
polipeptidicas individuales, ni tampoco a asociarse bajo la forma de
especies de mayor tamafio (415); teniendo presente, asimismo, la exis-
tencia en la enzima de las entidades formadas por dimeros estables de
cadenas polipeptidicas reguladoras, y a la vista de una serie de datos
fundamentales de naturaleza cristalografica (416) y de microscopia
electronica (417), Schachman ha propuesto el modelo de la figura 67.
La disposicion estructural de este modelo satisface todos los requeri-
mientos encontrados, comenzando por la existencia de seis cadenas
polipeptidicas cataliticas y seis reguladoras dispuestas en forma de dos
trimeros —cataliticos— y tres dimeros —reguladores—. Cada subunidad
catalitica tiene una disposicion triangular y ligeramente plana; la dis-
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Figura 67

posicion asimétrica de las cadenas polipeptidicas constituyentes de
las subunidades cataliticas da lugar a la interaccion heterologa de los
dominios de union C:C; los trimeros cataliticos manifiestan, asimismo,
interacciones is6logas capaces de originar estructuras con ejes binarios
de simetria. Las subunidades reguladoras se manifiestan bajo la forma
de largos cilindros dirigidos uno hacia el otro, formando un angulo
agudo y originando tres dimeros —con las correspondientes interaccio-
nes isdlogas R: R—que conectan los dos trimeros cataliticos. La interpre-
tacion de las micrografias electrénicas de Richards y Williams parecen
indicar que las localizaciones cataliticas que resultan unidas por los
dimeros reguladores se encuentran desplazados unos 120°; son asimismo
hechos caracteristicos de este modelo el que los trimeros cataliticos no
exhiben interaccién alguna entre si y el que los dimeros reguladores se
encuentran asimismo separados espacialmente, de forma que no son
capaces de exhibir dominios de unién entre cadenas polipeptidicas
reguladoras de diferentes dimeros. En ambos casos, cualquier manifes-
taciéon de interaccion se hubiera traducido en la presencia de agregados
especificos de las subunidades correspondientes.

Sobre la estabilizacién que los iones cinc producen en la enzima
nativa, hay que sefialar que la estructura cuaternaria y los dominios
de unién C:C, R:R o C:R, han de resultar influidos de alguna manera;
Schachman y colaboradores (411) discuten ampliamente las diferentes
posibilidades de influencia, y concluyen que la estabilizacion de la
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estructura cuaternaria por los iones cinc resulta de la potenciacion
de las interacciones en los dominios R:R.

No cabe duda que, a la vista de la estructura de las subunidades
integrantes de la aspartico-transcarbamilasa y de su disposicion es-
pacial, representada principalmente por el modelo de Rosenbusch y
Weber y por el mas refinado de Schachman, se impone una revision
de las ideas sobre el mecanismo de los efectos alostéricos y de las propie-
dades alostéricas de la enzima sobre el efecto conformacional de los
ligandos y la contribucion de los diferentes dominios de union.

Por lo que hace referencia a los dominios de unién C:C, cada cadena
polipeptidica de subunidad catalitica posee dos componentes de un
dominio heterblogo, que en numero de tres, idénticos, existen por
subunidad. En estos dominios de unién no aparecen implicados restos
de cisteina, ya que solamente existen tres por subunidad catalitica
—uno por cada cadena— y pueden titularse directamente con p-hidro-
ximercuribenzoato o 5,5-ditiobis(2-nitrobenzoico) sin originar diso-
ciacion de la subunidad. Estas interacciones desaparecen por tratamiento
con cloruro de guanidinio, que origina disociacién y aparicion de las
cadenas polipeptidicas aisladas; la dialisis o dilucion ulteriores reconsti-
tuyen la subunidad indistinguible de la originaria. Los dominios de
union R:R entre cadenas polipeptidicas reguladoras para formar la
subunidad correspondiente estan constituidos por interacciones débiles,
ya que, a diferencia de los C:C, es posible que manifiesten una disocia-
cion a sus monomeros en las experiencias de equilibrio de sedimentacion;
cada cadena polipeptidica reguladora posee cuatro residuos de cisteina
sin implicacion alguna en el dominio R:R, ya que son titulables integra-
mente sin disociacion de la subunidad. Los dominios de unién C:R po-
seen una mayor significacion e interés, ya que las subunidades cataliticas
no son capaces de exhibir propiedades cooperativas en la unién de
ligandos; dado que estas propiedades, y también la sensibilidad a los
efectores nucleotidicos, aparecen en la reconstitucion de la enzima a par-
tir de las subunidades, queda destacada la importancia de los dominios
de unién C:R.

En relacion a la implicacion de los residuos de cisteina en los domi-
nios de unién C:R, hay que sefialar en primer lugar que las cadenas
polipeptidicas reguladoras poseen cuatro de dichos restos en las posi-
ciones 109, 114, 137 y 140, en tanto que las cadenas cataliticas poseen
un solo residuo de cisteina; en segundo término hay que hacer notar
que los dominios de unidén C:R se distorsionan con mercuriales y la
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conclusiéon de la participaciéon en ellos de los residuos de cisteina.
Ademas de la participacién antes mencionada, de los iones Zn en el
mantenimiento de los dominios de union R:R, se ha sefialado la posibi-
lidad de su participacién en los dominios C:R; asi, los medios de cultivo
de E. coli carentes de cinc ocasionan mayores cantidades de las subuni-
dades cataliticas libres que de la enzima completa, mientras que, en
presencia de cinc, la presencia de las subunidades libres es muy escasa;
asimismo, el hecho de que el cinc no pueda eliminarse de la enzima total
por dilisis prolongada frente a agentes quelantes, y que, por el contrario,
se separe con gran facilidad una vez la enzima ha sido tratada con mer-
curiales, abundan en el sentido de esta participacion en los dominios
de union establecidos entre las subunidades cataliticas y reguladoras.

Las interacciones entre las subunidades, establecidas a través de los
diferentes dominios de unién, son responsables de la mediacion de
los efectos cooperativos en las enzimas alostéricas; los efectos especificos
de los ligandos inducen variaciones en la magnitud de las fuerzas opera-
tivas en dichas interacciones. En el caso de la aspartico-transcarbamilasa,
ya se ha hecho mencion de la ausencia de disociacion, lo que no resta
para que, en presencia de ligandos, la conformaciéon que prevalece esté
menos fuertemente organizada que en su ausencia, manifestandose
esta presencia en una relajacion de la estructura cuaternaria. La existen-
cia de tal relajacion fue ya postulada en 1964 por Gerhart y Pardee (418)
Planteada, pues, la significacion funcional de los cambios conformacio-
nales, diversos autores han hecho uso para su averiguacion de técnicas
experimentales basadas en distintos principios; hay que hacer notar
a este proposito que la observacion de ciertos parametros, como la
simple absorcion o rotacion optica, puede dar sefial de cambios debidos
a efectos locales entre la proteina y los ligandos y no ser reflejo de varia-
ciones conformacionales.

Schachman y colaboradores han desarrollado y utilizado métodos
hidrodindmicos para el estudio conformacional de proteinas, que, al
estar basados en el volumen y la forma de las moléculas, no otorgan
ambigiiedad en la interpretaciéon de las variaciones. Asi, Gerhart y
Schachman (cf. nota 404) determinan los coeficientes de sedimentacion
de la enzima nativa en funcidén de la concentracion de succinico; Kir-
schner y Schachman (cf. nota 415) llevan a cabo experiencias de sedi-
mentacion diferencial simultineas de acuerdo con los procedimientos
previamente desarrollados (419-420), y obtienen datos de las diferencias
de los coeficientes de sedimentacién de las subunidades cataliticas
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en funcién asimismo de la concentracion de succinico. Los resultados
obtenidos con la enzima nativa indican la existencia de un cambio
conformacional motivado por la unién del sucinico en presencia de
carbamoil-fosfato; aumenta la reactividad de los residuos de cisteina
ala vez que disminuye en un 3.6 por 100 el coeficiente de sedimentacion.
Por el contrario, la presencia de CTP contrarresta ambos efectos. Ahora
bien, los cambios conformacionales que se producen en la subunidad
catalitica aislada son consistentes con un incremento en el coeficiente
de sedimentacion del 1.05 por 100 (presencia simultinea de succinico
y carbamoil-fosfato a concentraciones de 2 mM). La comparacion
de ambas experiencias, que aparece en la figura 68, deja constancia
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clara de que los cambios conformacionales en la enzima nativa y en la
subunidad catalitica tienen lugar a la misma concentracién de suc-
cinico (2 x 10™* M), si bien es contrario al sentido de la variacion.
En las subunidades cataliticas aisladas, los sustratos originan variaciones
en la conformacion, que dan como resultados formas mas isométricas,
en tanto que los cambios producidos en la enzima total tienden a formas
mas anisométricas.

Colman y Markus (421) estudian los efectos de sustratos y otros
ligandos sobre la enzima nativa en presencia de bajas concentraciones
de dodecilsulfato s6dico; el detergente se utiliza con objeto de amplifi-
car la tendencia de los ligandos a producir el relajamiento de la estructura
cuaternaria; en otras palabras, con objeto de transformar dicha tenden-
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cia en una disociaciéon actual en subunidades, que se mide cromato-
graficamente con Sephadex G-200; los ocupantes de las localizaciones
activas promueven la disociacion en la medida que ocasionan un mayor
predominio de las subunidades cataliticas en los esquemas de fracciona-
miento cromatografico (figura 69).
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Siendo el control sin ligandos la parte (a) de la figura, el orden de
efectividad es carbamoil-fosfato (b), aspartico en presencia de fosfato
inorganico (c), y succinico en presencia de carbamoil-fosfato (d). Teniendo
presente que dichos ligandos se han utilizado en condiciones de satura-
cion, el orden no viene prefijado por el grado de saturacién que imprimen
al centro activo; orden que tampoco es proporcional a las afinidades
intrinsecas hacia el centro activo, ya que, por ejemplo, el carbamoil-
fosfato se une 450 veces mas fuertemente que el aspartico, y es éste un
ligando mas eficaz en la promocion de la disociacion. Colman y Markus
(421) establecen que el orden mencionado de efectividad de los sustratos
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es el que corresponde a un incremento en los volimenes moleculares,
si bien la correlacion entre ambos parametros no es lineal. Para justifi-
car este efecto, dichos autores proponen un modelo funcional (422)
en el que, en presencia del ligando, la atraccién electrostatica que con-
tribuye al dominio C:R se debilita y tiende a producir, en mayor o
menor medida, las subunidades cataliticas (fig. 70). Collins y Stark (423)

Figura 70

han sugerido la presencia de multiples cargas positivas en el centro activo
de la enzima, de modo que la carga electrostatica del ligando ejercera
asimismo una influencia sobre la distorsion del dominio C:R. Estos
resultados guardan cierta relacién con las experiencias hidrodinami-
cas de Schachman, en que la disminucién del coeficiente de sedimentacién
en presencia de sustratos puede atribuirse a un incremento del volumen
hidrodinamico.

Cuando, en lugar de los sustratos, se ensayan los efectores alosté-
ricos CTP y ATP, se ha encontrado que ambos nucleotidos estabilizan
la estructura cuaternaria frente a la disociacién inducida por el dodecil-
sulfato sodico, como puede verse en la figura 71a y b. En presencia de
dichos efectores no se observa presencia alguna de subunidad catalitica.
Ello ha sido interpretado por Markus y colaboradores (cf. notas 421,
422) en el sentido de que tanto CTP como ATP inmo ilizan el dimero
regulador, suministrando un procedimiento de unién entre las sub-
unidades cataliticas y reguladoras. Funcién que ambos ligandos llevan
a cabo con independencia de su funcion fisiolégica antagbnica como
inhibidor (CTP) o activador (ATP) alostéricos de la funcionalidad
enzimatica. '
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Estas experiencias que mencionamos sobre los cambios conformacio-
nales inducidos por sustratos y efectores alostéricos estan de acuerdo
con los resultados de la proteolisis de la enzima intacta (424). Cuando
se ensaya la digestibilidad de la enzima por tripsina en ausencia y presen-
cia de diferentes ligandos, se concluye que el aspartico incrementa la
velocidad de digestion, mientras que los efectores alostéricos CTP y
ATP, a concentraciones aproximadas a las de saturacion, decrecen la
velocidad de digestion relativa al control. Cuando se examina el efecto
de la concentracion de aspartico sobre la digestibilidad triptica de la
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enzima, la curva control muestra que la aspartico-transcarbamilasa se
hace mas digestible a medida que aumenta la concentracion de aspartico.
Ahora bien, cuando estd presente CTP, la digestibilidad en ausencia
de aspartico es inferior a la del control; pero, al ir progresivamente
aumentado la concentracion del sustrato, se llega a alcanzar el mismo
maximo en la velocidad de digestion; la presencia de ATP hace dis-
minuir la velocidad relativa de digestion y desaparece la dependencia
sigmoidea de la digestibilidad de la enzima en funcién de la concentra-
cién del aspartico. Ambos efectores decrecen, pues, la digestibilidad
triptica de la aspartico-transcarbamilasa (fig. 72).

McClintok y Markus han examinado también el efecto de la diges-
tién triptica sobre las propiedades alostéricas de la enzima, y obtienen
una serie de resultados acerca de la capacidad de la aspartico-transcar-
bamilasa a dejarse regular por los efectores alostéricos, CTP y ATP,
en funcién del grado de digestién por tripsina a una misma concentra-
cién de aspartico (fig. 73). La grafica control sin digestiéon y a una serie
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de concentraciones de aspartico da la conocida accion de ATP (activa-
dor) y CTP (inhibidor); a los diez minutos de digestion se juntan nota-
blemente las graficas, y a los veinte son ya por completo coincidentes.
Ello significa la pérdida de las propiedades reguladoras de la enzima,
que, por otro lado, sigue poseyendo actividad catalitica. La destruccion
enzimatica ha tenido lugar de manera preferente sobre la porcidén
reguladora de la enzima. Esto esta, a su vez, de acuerdo con la mayor
sensibilidad al calor y a la accion de la urea y a la accién de los rayos X
que exhibe la porcion reguladora de la aspartico-transcarbamilasa.

Si, como acabamos de ver en la observacidon de una serie de efectos,
la accion de ambos efectores alostéricos es similar, no lo es en otros,
tales como la reactividad de los grupos tidlicos frente a los mercuriales
(cf. nota 422) y las sefiales de resonancia paramagnetica cuando la enzima
se marca en presencia de dichos efectores (425).

Ademas de ATP y CTP, otros nucleotidos y compuestos relacio-
nados influencian la actividad catalitica de la ATC-asa de E. coli.
Asi, adenosina y AMP son activadores alostéricos, siendo el maximo
efecto del segundo, a saturacion, inferior a la mitad del efecto produ-
cido por ATP, Inosina, ITP y GTP inhiben la enzima; citidina se com-
porta asimismo como inhibidor en tanto que no lo son 3-metil-citidina
y 7-metil-inosina. Haciendo uso de este comportamiento y de las pro-
piedades generales de los nucleotidos, se ha postulado la interaccion
del N mas fuertemente basico del anillo (N-1 del ATP, N-3 del CTP,
N-7 de GTP ¢ ITP) con una region electrofilica de la subunidad regu-
ladora, posiblemente los iones Zn * * (426). Esta regidén experimentaria
transiciones conformacionales acopladas a las transiciones de la enzima
en su conjunto, de forma que la distinta afinidad de los nucleotidos
hacia dichas conformaciones daria origen a su diferente influencia
sobre la actividad enzimatica. Dada la localizacion atribuida a los
iones Zn** en el dominio de unién R:C (cf. nota 412), los nucleotidos
actuarian directamente sobre las interacciones entre subunidades y no
sobre las subunidades reguladoras independientemente consideradas.

Esta influencia que ejercen los nucleotidos sobre la actividad de
la ATC-asa varia segln el origen de la enzima. ATP activa y CTP
inhibe fuertemente en E. coli y Citrobacter freundii (427). ATP y UTP
inactivan en Saccharomyces cerevisiae y Pseudomonas fluorescens (cf.
nota 396; 428). UMP es el inhibidor mas potente de la enzima obtenida
de Phaseolus aureus (429), seguido de UDP y UTP, sin que otros nu-
cleotidos manifiesten accion alguna. El cambio que en la retroinhibicion

hueracciones moleculares 16
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de la actividad enzimética y segin el origen de la enzima, se ejerce por
UTP o CTP, se ha relacionado con el desarrollo de la afinidad hacia
la parte pirimidinica del ATP (430).

Bajo ciertas condiciones experimentales se han obtenido formas mo-
dificadas de aspartico-transcarbamilasa. Asi, en un mutante de E. coli
que requiere uracilo se desreprimen las enzimas de la biosintesis de
pirimidinas en presencia de 2-tiouracilo, dando lugar a una enzima de-
sensibilizada (431) capaz de exhibir propiedades singulares (432).
Aunque la enzima posee en proporciones normales las dos clases de
subunidades, su comportamiento frente al pH 6ptimo, termosensibili-
dad, etc., es del tipo del que exhiben las subunidades cataliticas libres:
no exhibe interacciones homotropicas entre las localizaciones catali-
ticas pero sigue siendo sensible a las interacciones heterotropicas pro-
ducidas por el inhibidor CTP. Dichas interacciones homotrépicas no
aparecen ni en presencia de elevadas concentraciones de CTP, lo que
sugiere que este inhibidor no actia desplazando el equilibrio confor-
macional en direccidn contraria a la actuacion del acido aspartico:
esta falta de interacciones cooperativas entre las localizaciones cata-
liticas inducida por el 2-tiouracilo es, por el contrario, resultado de
una modificacién en la conformacién de las subunidades reguladoras
(433).

Acerca de la biosintesis de aspartico-transcarbamilasa, se ha ob-
servado una produccidon equilibrada de las subunidades cataliticas y
reguladoras por FE. coli en la desrepresion enzimatica. En la represion,
la biosintesis de las subunidades cataliticas cesa antes que la de las
subunidades reguladoras, lo que sugiere que la biosintesis de la enzima
viene gobernada por un m-RNA policistronico (434). A este respecto
se han determinado los parametros de expresién de los genes corres-
pondientes, la periodicidad de la transcripcion y el nimero de ribosomas
que traduce cada molécula de m-RNA.

En la actualidad se dedican esfuerzos al estudio de la regulaciéon
de la sintesis de la aspartico-transcarbamilasa en bacterias; ello presenta
dificultades procedentes en parte de la necesidad de disponer de ensayos
independientes de las subunidades reguladoras. Recientemente se ha
descrito un procedimiento que permite detectar 5 ng de subunidades
reguladoras a concentraciones de 0.1 pg/mg de extracto bruto; este
ensayo utiliza '**I-subunidad catalitica que se une espontaneamente
con la subunidad reguladora formando un complejo que se separa por
electroforesis en gel de poliacrilamida (435). De esta forma se ha eva-
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luado la proporcion de subunidades reguladoras a enzima nativa en
mutantes diversos de Salmonella typhimurium.

La determinacion de los mecanismos alostéricos implicados en la
regulacion de la aspartico-transcarbamilasa no han conducido a re-
sultados del todo concluyentes. Los resultados conseguidos al observar
la union de CTP mediante técnicas de dialisis en equilibrio (cf. nota
399: 436, 437) y empleando sondas marcadoras de espin no son coin-
cidentes (438). Como ha quedado hecho mencién, las discrepancias se
han presentado incluso en la confrontacion de la estructura hexameérica
y la unién de succinato a base de cuatro moléculas por mol de enzima
nativa (cf. nota 399). Los experimentos de unién de CTP han mostrado
la presencia de seis localizaciones (cf. nota 436) divididas en dos grupos
de 3 localizaciones independientes, fuertes y débiles. Mediante el empleo
de *C-CTP, Cook (437) sugiere la existencia de cambios secuenciales
de la conformacién de subunidades inducidos por el nucleotido.
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