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According to Cleland’s theoretical predictions, inosine phosphorolysis catalyzed by
chicken and pigeon’s liver PNPase (Purine nucleoside :ortophosphate ribosyltransfer-
ase. E.C. 2.4.2.I.) appears to be a rapid equilibrium random bi-bi with «dead end»
enzyme-phosphate-hypoxantine complex. This mechanism implies the existence of two
essential active centers in the enzymatic molecule to which inosine and phosphate
attach themselves independtly.

The observed lack of analogy in the PNPase mechanism of different species seems
to suggest the existence of structural differences between them.

En un trabajo anterior (8) acerca de la
fosforolisis de la inosina catalizada por la
purín nucleósido fosforilasa PNPasa (E.C.
2.4.2.1) de hígado de pollo y de pichón,
se estableció que el enzima de ambas pro­
cedencias se ajusta, de acuerdo con ]as
estipulaciones teóricas de Alberty (1, 2)
y de Dalziel (5), a un mecanismo se-
cuencial bi-bi al azar; la etapa limitante
de velocidad corresponde a la intercon­
versión del complejo ternario E-substra-
tos en E productos. Sin embargo, la inhi­
bición que ejerce el fosfato respecto a la
inosina, en ambos casos, corresponde, se­
gún Cleland (3, 4), a un mecanismo se-
cuencial bi-bi ordenado, con la consi- 
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guíente formación de un complejo de
«vía muerta» EBQ que correspondería al
complejo ternario E-fosfato-hipoxantina.

Al no ser posible establecer una corre­
lación entre los resultados obtenidos en el
estudio de las velocidades iniciales de
reacción, con los de la inhibición ejercida
por el fosfato (8), se ha completado el
estudio del mecanismo de reacción de la
purín nucleósido fosforilasa de ambos orí­
genes, aplicando al método de las inhibi­
ciones ejercidas por los propios productos
de la reacción, tal como prescriben las pre­
dicciones teóricas de Cleland (loe. cit.).

Con inosina y fosfato como substratos
se ha determinado el efecto inhibidor que
provoca la ribosa-l-P, la hipoxantina y la
guanina respecto a la inosina y al fosfato,
en presencia de concentraciones saturan­
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tes y no saturantes del substrato que se
mantiene constante.

Material y métodos

El estudio cinético de las inhibiciones
ejercidas por los propios productos de la
reacción en la fosforolisis de la inosina se
realizó de modo paralelo en los homoge-
neizados de hígado de pollo y de pichón,
a sus respectivos pH óptimos (7 y 7,4)
en tampón de tris-acetato 0,05 M. La
concentración de ambos homogeneizados,
0,83 mg tejido/ml, se mantuvo constante
en todas las experiencias.

La determinación de la actividad enzi-
mática se efectuó espectrofotométricamen-
te acoplando al sistema xantinoxidasa de
leche (9) midiendo a 293 nm los incre­
mentos de ácido úrico.

Para el estudio cinético de la inhibición
ejercida por la hipoxantina se utilizó un
método analítico directo, basado en la
lectura de los descensos de densidades
ópticas a X = 280 nm provocados por la
disminución de la concentración de inosi­
na durante la actuación de la PNPasa (12).

Resultados

Inhibición por ribosa-l-P, del sistema
inosina-PNPasa-fosjato. La inhibición 

ejercida por la ribosa-l-P (R-l-P) sobre
el enzima de ambos orígenes se determi­
na con concentraciones variables de inosi­
na y dos concentraciones constantes de
fosfato 5 X 10-2 M y 5 X 10~3 M que
son, respectivamente, saturante y no satu­
rante para ambos enzimas.

El R-l-P es inhibidor competitivo (fi­
gura 1) respecto de la inosina, indepen­
dientemente de que la concentración de
fosfato sea o no saturante. Resultados
análogos se obtienen con la PNPasa de
hígado de pollo, en este caso las constan­
tes de inhibición obtenidas son:

Kt = 6,7 X 10~3 M (fosfato saturante) y
Kí = 1,2 X 10-3M (fosfato no saturante)

Se determinó la inhibición ejercida por
el R-l-P sobre las dos PNPasa en estudio
con fosfato como substrato variable e ino­
sina como substrato constante. Cabe se­
ñalar que el enzima de ambas proceden­
cias no se satura por el nucleósido. Con
los homogeneizados de hígado de pichón la
concentración de inosina fue 4 X 10-4 M;
sin embargo, con el enzima de hígado de
pollo la concentración de inosina cons­
tante fue 1 X 10-4 M, ya que con la
PNPasa de esta procedencia se observan
desviaciones de la linealidad en la repre­
sentación de Lineweaver-Bruk si las con-

Fig. 1. Inhibición por ribosa-1-P del sistema Inosina-PNPasa (hepática de pichón)-fosfato.
(a), (b): Concentraciones variables de inosina y constante de fosfato 5X 10-3 M y 5X 10-3 M,
respectivamente; (c): Concentraciones variables de fosfato y constante de inosina 4 X 10_< M.

Las velocidades iniciales se expresan en AD.O./min a 293 nm en 3 mi.
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centraciones del substrato superan a la
mencionada.

El R-l-P es un inhibidor competitivo
(fig. 1) de ambas PNPasa, respecto del
fosfato. Con el enzima de hígado de
pollo Ki = 3,7 X lO"3 M.

Inhibición del sistema inosina-PNPasa 

centraciones de fosfato constantes, satu­
rante y no saturante.

La hipoxantina es inhibidor competiti­
vo respecto a la inosina, independiente­
mente de la concentración de fosfato, y
no competitivo respecto al fosfato (fig. 2),
siendo la concentración de inosina cons­
tante de 4 X 10-4 M.

(hepática de pichón)-fosfato, por hipoxan­
tina. El estudio se ha efectuado única­
mente con el enzima de hígado de pichón,
debido a la ausencia de xantindeshidro-
genasa en el tejido hepático del ave (6).

Se estudió el carácter de la inhibición

Inhibición del sistema inosina-PNPasa-
fosfato por guanina. Los resultados an­
teriores pueden confirmarse estudiando,
con el enzima de ambas procedencias, la
inhibición ejercida por la guanina, pro-

Fig. 2. Inhibición por hipoxantina del sistema
inosina-PNPasa (hepática de pichón)-fosfato.
(a), (b): Concentraciones variables de inosina
y constantes de fosfato 8 X 10-3 M y 5 X 10~3
M, respectivamente; (c): Concentraciones va­
riables de fosfato y constantes de inosina
4 X 10~* M y representaciones secundarias. Las
velocidades iniciales se expresan en AD.O./

min a 293 nm en 3 mi.

Fig. 3. Inhibición por guanina del sistema
inosina-PNPasa (hepática de pichón)-fosfato.
(a), (b): Concentraciones variables de inosina
y constantes de fosfato 5 X 10-3 M y 5 X 10-3
M, respectivamente; (c): Concentraciones va­
riables de fosfato y constantes de inosina
4 X 10_< M y representaciones secundarias. Las
velocidades iniciales se expresan en AD.O./

min a 293 nm en 3 mi.
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ducto de la reacción catalizada por la
PNPasa cuando el substrato nucleosídico
es la guanosina (10).

El método analítico aplicado es el des­
crito en un trabajo anterior (8). La con­
centración de xantinoxidasa fue de 1/75
U/ml. Las concentraciones de guanina
utilizadas no inhiben a la xantinoxidasa
de leche.

Los homogeneizados de hígado de pollo
y de pichón no presentan actividad gua-
násica perceptible en las condiciones ex­
perimentales descritas.

El efecto inhibidor inducido por Ja
guanina respecto a la inosina, se determi­
nó con dos concentraciones de fosfato
constantes: saturante y no saturante.

La guanina es inhibidor competitivo del
enzima de hígado de pichón (fig. 3), res­
pecto de la inosina, independientemente
de la concentración de fosfato.

Análogos resultados se obtienen con el
enzima de hígado de pollo. El valor de
las constantes de inhibición son, en este
caso, independientes de la concentración
de fosfato K = 4,3 X 10"s M.

Sin embargo, la guanina es inhibidor
no competitivo respecto al fosfato (fig. 3)
independientemente de la procedencia del
enzima.

La concentración de inosina que se
mantuvo constante para la PNPasa de
hígado de pollo y de pichón fue de
1 X 10“4 M y 4 X 10-4 M, respectiva­

mente. Las constantes de inhibición para
el enzima de hígado de pollo son:

Ku = 9,5 X 10-5 M
y Kip = 1,6 X 1O‘-M

En la tabla I se resumen los resultados
obtenidos en el estudio del mecanismo de
reacción de la PNPasa de hígado de pollo
y de pichón mediante el estudio de las
inhibiciones ejercidas por los propios pro­
ductos de la reacción.

Tabla I. Inhibición por producto (Cleland)
PNPasa hepática de pichón.

Substrato (Variable)

Inhibidor
Inosina
Fosfato

Fosfato
Inosina
no sat.no sat. sat.

Ribosa-1-P C c c
Hipoxantina c c NC
Guanina c c NC

Secuencia reaccional de la PNPasa he­
pática de pichón y de pollo. El conjunto
de los resultados obtenidos en el estudio
de las inhibiciones por producto, concuer-
dan, según Cleland (3), en que el meca­
nismo por el que rige su actuación la
PNPasa hepática de ave (pollo y pichón)
en la fosforolisis de la inosina, es secuen-
cial bi-bi al azar en equilibrio rápido, con
la formación de un complejo de «vía
muerta» E-fosfato-hipoxantina.

Fig. 4. Esquema de la secuencia reaccional de la PNPasa de hígado de pollo y de pichón
en la fosforolisis de la Inosina.
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Este mecanismo implica la existencia
de dos centros activos esenciales en la ac­
tividad enzimática, uno para la inosina y
otro para el fosfato; de acuerdo con la
nomenclatura de Cleland (4), se repre­
senta esquemáticamente en la figura 4.

Discusión

La aplicación a los resultados que se
describen de las predicciones teóricas de
Cleland (loe. cit.) confirman que la se­
cuencia mecanística de actuación de la
PNPasa de hígado de pollo y de pichón
se rige por un mecanismo secuencial al
azar, en el cual la etapa limitante de la
velocidad es la interconversión del com­
plejo ternario E-inosina-fosfato en E-ribo-
sa-l-P-hipoxantina, con la formación de
un complejo de «vía muerta» (E-fosfato-
hipoxantina). Esto permite explicar que
la inhibición provocada por el fosfato (8)
sea acompetitiva respecto a la inosina, ya
que aquél se une con dos formas enzimá-
ticas diferentes, dando lugar a la forma­
ción de dos complejos ternarios, uno «pro­
ductivo» E-inosina-fosfato y otro de «vía
muerta» E-hipoxantina-fosfato.

El que la PNPasa de ambos orígenes
se adapte a este mecanismo implica la
existencia de dos centros esenciales en la
molécula enzimática, uno para el fosfato
y otro para la inosina.

El mecanismo que se propone para la
fosforolisis de la inosina con PNPasa he­
pática de ave (pollo y pichón) difiere de
los sugeridos por otros autores con el
enzima procedente de piel (7), de eritroci­
tos humanos (9) y de bazo de buey (11).
Todos ellos coinciden en afirmar que la
ausencia reaccional se ajusta a un meca­
nismo secuencial bi-bi ordenado, desta­
cando Krenitsky (11) la existencia de
dos formas enzimáticas isomórficas inter­
convertibles entre sí, una de ellas se com­
bina con la base y la otra con el nucleósi-
do. En el mecanismo de actuación de la
PNPasa de procedencia humana, tanto de
la piel (7) como de eritrocitos (9), no 

existen formas isomórficas del enzima;
sin embargo, difieren entre sí en el orden
de adición de los substratos.

La discrepancia existente entre los me­
canismos de actuación de la PNPasa de
los distintos orígenes puede atribuirse a
que la forma estructural del enzima varía
de unos tejidos a otros, aspecto que tra­
tan de aclarar los estudios actuales.

Resumen

La fosforolisis de la inosina catalizada por
la purín nucleósido fosforilasa de hígado de
pollo y de pichón (E.C. 2.4.2.1) se adapta, de
acuerdo con las predicciones teóricas de Cle­
land, a un mecanismo secuencial al azar bi-bi,
en equilibrio rápido, con la formación de un
complejo ternario de «vía muerta» E-fosfato-
hipoxantina. Este mecanismo implica la exis­
tencia de dos centros activos esenciales en la
molécula enzimática, en los que concurren la
inosina y el fosfato, respectivamente.

El que el enzima de otros orígenes se ajuste
a un mecanismo de reacción distinto quizá
pueda atribuirse a diferencias estructurales en­
tre ellos.
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