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Biosintesis del hemo

Todas las células aerdbicas, tanto bacterianas como animales o vegetales, son
capaces de sintetizar hemo o clorofila., E1 hemo es el agente que hace dispo-
nible el oxigeno para que cumpla sus funciones metabdlicas, a cuyo fin se com
bina con proteinas especiales, formando hemoglobina, mioglobina, citocromos.
También forma parte de enzimas hémicas, por ej.s catalasa, peroxidasa, trip-

tofano pirrolasa,

La biosintesis del hemo ha sido y es bastante estudiada, conociéndose todos
pus pasos con mayor o menor detalle (1). En el esquema 1 se pueden observar
dichos pasos, con mencidén de les enzimas que los catalizan. Primero se unen
dos moléculas, glicocola y succinilCoA, para formar una cadena corta, la mo-
lécula de dcido §-aminolewilico. Luego, dos moldculas de este &cido se conden
san formando una molécula ciclica, un monopirrol:s el porfobilindgeno. A con-
tinuacién, cuatro monopirroles son encadenados para formar un gran anillo te-
trapirrdlico, incoloro, el uroporfirindgeno. Este encadenamiento puede reali-
zarse de dos maneras distintas, dando por resultado uroporfirinégeno I o uro-
porfirindgeno III (esquema 2). La diferencia entre ambos radica en la posi=-
cién de los sustituyontes (restoes acético y propidnico), existiendo una inver
sion de dichas posiciones en uno de los cuatro pirroles. Hay otros dos isdme-
ros mas del uroporfirindgeno, II y IV, que no son naturales. E1l uroporfirind-
geno (I o III) es descarboxilado, con eliminacidén de cuatro moléculas de co,
a partir de los grupos carboxilo terminales de los restos acéticos sustituyen
tes. Se llega asi al coproporfirindgeno, cuyos cuatro carboxilos remanentes
pertenecen a los restos propidnicos Unicamente. Los porfirindgenos, cuyo ni-
mero de carboxilos varfa de 8 a 4, dan por oxidacidén las respectivas porfiri-
nas, con igual nimero de carboxilos pero con seis adtomos menos de H, El paso
siguiente de la biosinteeis involucra la descarboxilacidn oxidativa de dos de
las cadenas laterales de propidnico del coproporfirindgeno III, formando gru-
pos vinilos, con lo cual se obtiene el protoporfirinégeno, y la posterior e-

liminacidén de seis dtomos de H del anillo tetrapirrélico, para pasar del pro
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ESQUEMA 2

Estructura de los uroporfirindgenos I y III

A P P P
Uroporfirinogenol  Uroporfirindgeno Il
A= -CHZ-COOH

P=-C H2-CH2—COOH

& v . +2
toporfirindgeno a la protoporfirina 9., A esta dltima molécula se une el Fe ’

dando el hemo (Fe-protoporfirina),

En el curso del proceso metabdélico (eaquema 1) se requiere energ{a para que
ocurra la primera reaccidn, es decir la activacién del succinato, que debe es
tar en forma de succinil-coenzima A para unirse a la glicocola y formar ALA,
Las demds reacciones, que involucran la formacidén de pirroles resonantes y a-
nilles porfirinicos, descarboxilaciones y oxidaciones, estdn termodinimica-

rente favorecidase.

Se requiere oxigeno en dos puntos de la biosintesis: uno es la formacidn de



succinilCoA via ciclo del acido citrico, y el otro es la oxidacidén del copro-
porfirindgeno a protoporfirina. Ambos procesos enzimaticos oxidativos ocurren
en la mitocondria, cuando ésta existe, mientras que el resto de las reaccio-

nes del camino metabdlico son catalizadas por enzimas "solubles".

Cabe destacar que en el hombre, y también en animales, se producen a veces
disturbios metabdlicos que afectan la biosintesis del hemo. Estas enfermeda-
des, conocidas como porfirias, tienen diversos origenes y exteriorizaciones,
pero todas producen una excrecidn y/o acumulacidén aumentads de algunos de los
compuestos del camino metabdlico o derivados de elloss ALA, PBG, uroporfiri-
nas I y III, coproporfirinas I y III y protoporfirina. Las porfirinas son pro
ductos de oxidacidn de sus respectivos porfirindgenos y por eso se detectan
como tales luego de oxidacién de la muestra a analizar, en la cual pueden co-

existir los estados reducido y oxidado.,

Porfirindgenos como intermediarios reales

Dentro del proceso de biosintesis del hemo (eaquema 1), cabe destacar la in-
tervencidn de los porfirindgenos como intermediarios reales., En efecto, las
reacciones catalizadas por la decarboxilasa y por la coprogenasa, tiemnen co-
mo sustratos a tales compuestos. La decarboxilasa, estudiada en el presente
trabajo de tesis, actia en la conversidn de uroporfirindgeno (I o III) a co-
proporfirindgeno, y la coprogenasa, en la de coproporfirindgeno III a proto-

porfirina 9.

En una primera etapa de las investigaciones se creia que las reacciones men-—
cionadas tenfan lugar a nivel de las porfirinas, produotos de oxidacidn de

los porfirindgenos. Asi, en 1952, Salomon y col.(2) encontraron una conver-
sidn de uroporfirina III radiactiva en protoporfirina, usando homogenatos de
médula dsea de conejo. En 1953, Falk y col.(3) lograron formacidn de proto-,
copro- y uroporfirinas incubando hemolizados de eritrocitos de pollo aerdbi-
camente, con PBG como sustrato. Como una parte del PBG no se convertia en

porfirinas ni quedaba como tal, se planted la posibilidad de que el PBC se



hubiera convertido en precursores incoloros de las porfirinas. Esta suposi-
cidn se basaba en trabajos previos (4), donde se observaba que por calenta-
miento en medio &cido, el PBG daba origen primero a ciertos pigmentos y lue-
go a porfirinas. No obstante esta sospecha, el hecho de haber obtenido una

mezcla de uro-, copro- y protoporfirinas los indujo a intentar una demostra-
cion directa de interconversidn de dichas porfirinas.'Cuando incubaron uro-
porfirina III pura con el hemolizado , un 52% se convirtid en protoporfiri-
na, confirmando los resultados de Salomon y col.. No se obtuvo en cambio una

conversidn de coproporfirina III en protoporfirina.,

También en 1953, Bogorad y Granick (5) demostraron la conversién de PBG en
porfirinas de 2 a 8 carboxilos por molécula, usando preparaciones congela-

das y descongeladas de células de Chlorella,

Todos los trabajos mencionados hicieron pensar en su momento que la biosin-
tesis del hemo podria tener lugar a través de la conversion de PBG en uro-
porfirina y la descarboxilacidn gradual basta llegar a la coproporfirina y

finalmente a la protoporfirina y al hemo.

Sin embargo, los pacientes porfiricos excretaban parte de las porfirinas al
estado de cromégenos incoloros. Fischer y Orth (6), trabajando con el caso
Petry de porfiria, encontraron que en heces la coproporfirina se hallaba en
gran proporcidén como un cromdgeno. También en otras oportunidades se recono-
cleron cromégenos de la coproporfirina (7,8), observdndose en un caso que
por agregado de H202 a muestras de orina, aumentaba la cantidad de porfiri-

nas, fluorescentes.

De Langen (9) estudid también la existencia de leuco-compuestos de las por-
firinas, los que debfan ser oxidados para su deteccidn. Con un trabajo mis

minucioso, Watson y col.(10) mostraron similitudes entre el cromdgeno inco-
loro aislado de orina de pacientes, que por oxidacidén daba coproporfirina (I
vy II1I), y el compuesto que se preparaba por reduccién con amalgama de sodio

de la coproporfirina,



Estos hechos planteaban una incégnita acerca del papel de los productos de re
duccidn de las porfirinas, los porfirindgenos, en el metabolismo del hemo.
Por eso se pensd en ellos como posibles intermediarios verdaderos, en lugar

de las respectivas porfirinas (11).

Loe trabajos de Dresel y Falk demostraron que los sobrenadantes de hemoliza-
dos de eritrocitos de pollo son capaces de utilizar PBG para dar uro- y copro
porfirinae (12), pero no dan productos de descarboxilacidn a partir de uropor
firina III (13). En base a esto plantearon que la uroporfirina III no serfa
un intermediario normal en la sintesis del hemo, siendo las porfirinas que se
detectan productos laterales formados a partir de los intermediarios verdade-

ros.

Dentro de este mismo aspecto, Bogorad (14) encontrd, usando extractos de ho-
Jas de espinaca, que a partir del PBG se formaba un producto incoloro que era
sustrato de enzimas descarboxilantes de células de Chlorella, ya que se for-
maban porfirinas de 3 a T carboxilos como productos. 4 su veg, el producto in
coloro daba por oxidacidén uroporfirina I. Como las preparaciones de Chlorella
fueron inoapaces de utilizar uroporfirina I o III como sustratos para la sin-
tesis de porfirinas con menos de 8 carboxilos por molécula, se dedujo que el
producto incoloro precursor mencionado daba lugar a las porfirinas de menos
carboxilos sin necesidad de pasar por la uroporfirina. Por otra parte, se pu-
do obtener coproporfirina incubando las mismas preparaciones con uroporfiri-
négeno I, y coproporfirina + protoporfirina incubando con uroporfirindgeno
III (15). Estos uroporfirinégenos se prepararon por reduccion de las respec-—
tivas porfirinas con Pd/H2 o0 con amalgama de sodio y por el hecho de servir
como sustratos de decarboxilasas, se los relacioné con el precursor incoloro

aislado a partir de PBG.

También Granick (16) informd el hallazgo de intermediarios incoloros que apa-
recian en el camino metablico entre PBG y protoporfirina y que podfan oxidar

se dando uroporfirina y coproporfirina.



Townsley y col.(17) presentaron evidencias de la formacidn de porfirindgenos

a partir de ALA, con lisados de células de M., lysodeikticus.

Hoare y Heath (18) no lograron conversion de uroporfirinas I y III en copro-
porfirinas, con preparaciones de Rhodopseudomonas spheroides. Pudieron detec-
tar un precursor, a partir de PBG, con las propiedades de una porfirina redu-
cida, y oonsiguieron formacién de coproporfirinas I y III a partir de los res
peoctivos uroporfirindgenos. No hubo isomerizacidén a nivel de los porfirindge-
nos, es deoir que el uroporfirindgeno III daba sdlo coproporfirindgeno II1I y

el I daba coproporfirindgeno I.

La condensacidn quimica de 4 moléculas de PBG concuerda perfectamente con la
estructura del uroporfirindgeno (19,20). A pH 4cidos y alcalinos se forma una
mezcla de isdmeros del uroporfirinégeno, cuya oxidacidn da las respectivas

porfirinas (21). Igualmente se postulé una condensacién de 2 dipirroles para

dar uroporfirindgeno III (22).

Los trabajos de Neve, Labbe y Aldrich (23) mostraron que la incorporacidn de
F959 a hemina por hemolizados de eritrocitos de pato, se estimulaba por agre-
gado de uroporfirindgeno III, preparado por reduccidén con amalgama de sodio.
En cambio, no habia ningin incremento en la biosintesis por agregado de uro-
porfirinas I o III ni de uroporfirinégeno I. El uroporfirindgeno III producia

14

dilucidn isotdpica cuando se usaba glicina-2-C como precursor del hemo,

Rimington y Booij (24) también informaron la utilizacién del uroporfirinégeno

III por hemolizados de gldbulos rojos humanos, para dar coproporfirina III,

Mauzerall y Granick usaron uroporfirindgeno I y III como sustratos de una de-
carboxilasa de gldbulos rojos de conejo (25), obteniendo coproporfirinégono
como producto final. Por descarboxilacion enzimidtica parcial y posterior oxi-
dacidén de los productos, identificaron por cromatografia en papel porfirinas

de 5 a T carboxilos.

Quedaba claro pues que eran los uroporfirin6genos los sustratos de los siste-

mas descarboxilantes que los convertian en coproporfirindgenos. Era casi obvio



que osa tranaformacion se debia llevar a cabo pasando por los porfirindge-
nos de 7,6 y 5 carboxilos, presuncion avalada por haberse detectado las

correspondientes porfirinas.

La demostracidn mis rigurosa de un porfirindgeno heptacarboxilico como in-
termediario en la descarboxilacidén se logrd en 1962 (26, 27) mediante la
técnica de dilucidn isotdpica, utilizando hemolizados de gldébulos rojos de
pollo. También se prepard dicho porfirindgeno heptacarboxflico (firiaporfi-
rindgeno) marcado con 014, a partir de ALA-Cl4, ¥y usindolo como sustrato se
observé formacidn de protoporfirina-cl4. Idénticos resultados se obtuvieron
usando uroporfirinégeno III y coproporfirindgeno ITI, lo que fue una confir

macién de trabajos anteriores.

Restaba pues verificar la intervenciodn efectiva de los porfirin530nos de 5
¥y 6 grupos carboxilos por molécula, Esto Gltimo fue demostrado, utilizando
también hemolizados de eritrocitos de pollo, por San Martin y Grinstein (28),

mediante el uso de técnicas iguales a las recién mencionadas.

De igual modo quedd aclarado que era el coproporfirindgeno III y no la copro

porfirina III el sustrato de la coprogenasa (22, 26, 29, 30).

Oxidacidén de los porfirindgenos

Los porfirindgenos son tetrapirrilmetanos, incoloros, que contienen 6 dtomos
de H mds que las respectivas porfirinas. Se pueden preparar por reduccidn
con amalgama de Na, en oscuridad y anaerobiosis (25), con Pd/H2 (15) o con

borohidruro (31).

Si se oxida uroporfirindgeno III con 12, al finalizar la reaccidon se llega a
recuperar practicamente el 100% de la uroporfirina que habia sido previamen~
te reducida (25). A pH neutro y en oscuridad, el uroporfirindgeno se puede

oxidar con Pb02, algunas quinonas, Fe(CN)g- y Cr20 ~. A pH 4cidos son oxidan

2
1
. No obstante, como la reaccién con I_ es cuantitativa

3 2

e instantdnea y presenta en menor grado el problema de destruccién del por-

tes ol Fe3+ y el Cr0



ESQUEMA 3

Porfirinas y sus estados reducidos

No se indican los sustituyentes de los pirroles.

Hexahidroporfirina Tetrahidroporfirina
( Porfirindgeno) ( Porfometeno)

Dihidroporfirina Porfirina
(Florina)
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firindgeno por un exceso del oxidante, se prefirid este método para oxidar el
uroporfirinégeno de manera gradualmente creciente. Se forman asi productos
que represontan los distintos estados de oxidacidn intermedios entre ambos ex
tremos (esquema 3). Las estructuras de estos compuestos de oxidacidén interme-
dios se dedujeron por comparacidén de propiedades tales como espectros de ab-
sorcidn , PK, formacidén de complejos con Zn2+, SO§- y Szoi-, con las de al-
quildipirrilmetenos conocidos (25). También mediante fotoreduccidn en anae-
5 i- de porfiri-
nas, se tuvieron datos adicionales para proponer las estructuras del esquema

3 (32).

robiosis por aminas bis-terciarias o reduccidén quimica con S0

Un aspecto muy importante desde el punto de vista practico es la autoaxida-
cidén de los porfirindgenos. En efecto, Mauzerall y Granick (25) estudiaron en
detalle la autooxidacidn del uroporfirindgeno III en soluciones neutras y en-
contraron que es muy estimulable por la luz y también por agregado de uropor-
firina (autocatdlisis). Soluciones de uroporfirindgeno a las cuales se les e-
liminaba el oxigeno, se oxidaban sélo levemente al exponerlas a la luz. El
glutation inhibia la fotooxidacidén, asi como también la 2-mercaptoetilamina

y ol SO Naz, a pH=7. La velocidad de fotooxidacidn aumenta a medida que es me

3
nor el pH y junto con ella aumenta la recuperacidén de las porfirinas.

De lo expuesto se deduce la conveniencia de un medio anaerdbico, oscuridad y
algin agente inhibidor de la fotooxidacidn cuando se trabaja con los porfiri-
ndégenos y se los quiere mantener como tales. En este sentido se puede plan-
tear también la posibilidad de una oxidacidén enzimitica de los porfirindge-

nos, como sugirid Bogorad (15).

Porfirinas de diferente numero de carboxilos, "in vitro".

En repetidas oportunidades, estudiando la biosintesis del hemo, se detectaron
"in vitro" porfirinas de 8 (uro), 7, 6, 5, 4 (copro) y aun menos carboxilos,
utilizando preparaciones enzimiticas de diversos origenes Yy partiendo de dife

rentes sustratos, inclusive antes de conocerse con certeza la participaciodn



de los porfirindgenos como intermediarios verdaderos.

Con células de Chlorella y PBG como sustrato, se observd la formacidn de uro-
porfirina, principalmente de la serie isomérioca I, y porfirinas de T, 6, 5,

4, 3 y 2 carboxilos, ademds de protoporfirina (5,14).

Con el sistema enzimitico de Rhodopseudomonas spheroides, que sintetiza uro-
porfirinas I y III, copro- y protoporfirinas, a partir de ALA o de glicina y
oxoglutarato, se han detectado trazas de porfirinas de 3 y 6 carboxilos (33).
También con extractos libres de células de Rh.spheroides y PBG como sustrato,
se formé uroporfirina (una mezcla de isdémeros I y III, con piedominio delI),
coproporfirina y pequefias cantidades de porfirinas de 7, 6 y 5 carboxilos(34).
Con el mismo sistema pero mids purificado, se consiguié formacidén de uroporfi-
rina I, coproporfirina I y porfirinas intermedias, en mayor cantidad la de 5
carboxilos. Tambidn a partir de uroporfirindgeno se observaron intermediarios

similares (35).

Con preparaciones de glandula de Harder de ratas y ALA o PBG como sustrato,
se formaron porfirinas de 8, 7, 6, 5, 4 y 3 carboxilos, ademis de protoporfi-
rina. Bn la etapa inicial de la reaccidén hubo una acumulacidn relativa de la

de 7 carboxilos (36).

Si se usaban hemolizados de eritrocitos humanos, con ALA (24) o PBG (37) co-
mo sustratos, se formaban uroporfirina III, a veces uroporfirina I, y porfi-
rinas de 7 a 4 carboxilos (sorie III). En ciertas condiciones, la porfirina

heptacarboxilica III se acumulaba relativamente. Iguales resultados se obtu-—
vieron con sobrenadantes de hemolizados de glébulos rojos humanos o de cone-

jo (38).

Con uroporfirindgeno como sustrato y una preparacidn parcialmente purificada
de decarboxilasa de reticulocitos de conejo (25), se obtuvieron, ademis de
uro- y coproporfirinas, las de 7, 6 y 5 carboxilos, tanto en el caso de la
serie isomérica III como en el de la I. Con preparaciones de gldbulos rojos

de conejo se observd, a partir de PBG, de ALA o de uroporfirindgeno III, for-



- 13 -

macion de la porfirina heptacarboxilica ¥ cantidades pequenas de las penta- y

hexacarboxilicas, ademis de coproporfirina III (39,40).

Con eritrocitos de pollo (intactos, hemolizados o sobrenadantes de hemoliza-
dos) y a partir de PBG y de ALA, se formaron uroporfirina, porfirina heptacar
boxilica, coproporfirina y cantidades menores de las de 6 y 5 carboxilos,
principalmente de la serie III. En ciertos casos se formaron protoporfirina y
una tricarboxilica (12,39,41,42). Con la misma fuente de enzimas pero con uro
porfirindgeno I, III o firiaporfirindgeno III como sustratos, se formaron tam

bién porfirinas con un numero decreciente de carboxilos (27).

Dentro de la conversidn enzimdtica del uroporfirindgeno, octacarboxilico, en
coproporfirindgeno, tetracarboxilico, es importante recalcar el hecho de que
el porfirindgeno heptacarboxilico, o su producto de oxidacidén la firiaporfiri
na, se ha encontrado en numerosas oportunidades en cantidades mayores que los
otros dos intermediarios, los penta- y hexacarboxilicos. Esto se observé con
preparaciones de gldbulos rojos humanos, de pollo y de conejo (37-43) y tam-
bién con preparaciones de gldndula de Harder (36) y de hojas de avena (44).
Una acumulacidén de porfirina de 7 carboxilos también ocurre en algunos tipos

de porfirias, las que se comentan a continuacidn.

Porfirinas de diferonte nimero de carboxilos, "in vivo". Porfirias .

Las porfirias, enfermedades cuya manifestacidn metabdlica es una alteraciédn
de la biosintesis dol hemo, se pueden clasificar en: 1) eritropoyeéticas, en
las cuales hay un disturbio en el sistema hemopoyético; 2) hepdticas, en las
cuales el desorden se ubica a nivel del higado; 3) experimentales (o quimi-
cas), que son las producidas por ciertas drogas. Sn todos los casos, se acu-
mulan y se excretan cantidades anormalmente elevadas de porfirinas y/o de sus
precursores, en proporciones variables y con predominio de alguno de los ti-

pos isoméricos naturales, I o III.

En los casos de porfiria congénita humana (eritropoyética), las porfirinas



urinarias muestran un predominio de la serie isomérioa I (80-90%) y dentro de
ella la mayoria es uroporfirina (80% o mds). También hay coproporfirina (10%)

Yy cantidades pequeiias de las porfirinas de 7, 6 y 5 carboxilos. Un 10% del to
tal corresponde a las porfirinas del tipo isomérico III (45-50). En heces hay
predominio de coproporfirina I (50,51); en plasma la distribucidn es con una

mayoria de uroporfirina, micho menos de coproporfirina y trazas de las hepta-,
hexa- y pentacarboxiliocas (50); en eritrocitos sdlo se han detectado copro- y

protoporfirina (50).

También en casos de porfiria congénita en cerdos y ganado vacuno se hallaron,
en orina, uro- (70-90% de la serie I) Y coproporfirinas y cantidades menores
de porfirinas de 3, 5, 6 y T carboxilos (52-54). En plasma de ganado vacuno

se encontraron porfirinas de 8 a 4 carboxilos, ademds de protoporfirina (54).

Dentro de las porfirias hepiticas ha sido bastante estudiada la llamada "cutd
nea tarda". En orina de pacientes se encontrd uroporfirina, firiaporfirina,
cantidades pequefias de porfirinas penta— y hexacarboxilicas y coproporfirina.
La relacion uro/firia fue de aproximadamente 2311 a 3311 (55-57). La uroporfiri
na urinaria suele ser una mezcla de los isdmeros I y III (60-80% de I y 20-40%
de III) (47), como asi también las porfirinas de menos de 8 carboxilos (58 ,
59). Un estudio mds reciente de los tipos isoméricos de las porfirinas urina-
rias de casos de "cutdnea tarda", hecho por Chu y Chu (50), muestra caracte-

risticas bastante peculiaress

Uroporfirina 50-70% (70-80% serie I)
7-COOH porfirina 18-28% (85-90% serie III)
6-COOH " 1-6 4 (> 904 serie III)
5-CO0H 2-71 % (60-70% serie I)
Coproporfirina 1-8 $ (50-80% serie III)

Valores similares, con la coproporfirina aumentada, fueron obtenidos por Nacht
y col.(60). Los resultados expuestos indican que los isdmeros I predominan en
la uro- y pentacarboxiporfirina, mientras que los III predominan en la hepta-

¥ hexacarboxilica y en la coproporfirina. Esta distribucidén puede ser un {n-
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dice de la complejidad de la descarboxilacidn enzimdtica gradual, que a par-
tir de una determinada mezcla de uroporfirindégenos 1 y III llega a dar canti
dades bastante dispares de ambos isdmeros de los productos con menor mimero
de carboxilos. Una caracter{stica de la porfiria cuténea tarda es la acumla
cidn relativa de la porfirina de 7 carboxilos, hecho que se repite en orina,
higado y plasma (50,61). Esta acumilacidn es tal que la porfirina heptacarbo
x{lica constituye un 20-40% de las porfirinas totales.

Otra porfiria hepatica es la "intermi tente aguda", en la cual se observa la
presencia de uroporfirina, coproporfirina y porfirinas de T, 6 y 5 carboxi-
los en orina y porfirinas de menos de 7 carboxilos y protoporfirina en heces
(56,62) . En orina, la uroporfirina es habitualmente la mis abundante y con-
siste en una mezcla de 20-60% de isdmero I y 40-80% de isdmero III; se ha en
contrado a veces también que las porfirinas de 7 a 5 carboxilos estén presen
tes, en cantidades menores (8-17% entre las tres), y son principalmente de
la serie II1., La cantidad de coproporfirina es mayor que la de las anterio-

res y también pertenece casi tods a la serie III (47,50,58).

Por envenenamiento con plomo se produce una porfirinopatia. En esos casos se
han detectado en orina, tanto humana como de animales, porfirinas de 4 a 8

carboxilos y & veces también una tricarboxilica (50,56,63).

Resultados similares se obtuvieron por andlisis de las porfirinas urinarias
de casos de intoxicacidén con hexaclorobenceno, ya sea humanos como de cone-
jos o ratas. Se encontrd ademis en muchos de estos casos una acumulacidn re
lativa (15-40%) de la porfirina heptacarboxflica, siendo la distribucidn ge
neral de las porfirinas muy similar a la de la porfiria cutédnea tarda (50,

64,65), pero oon un predominio de la serie isomérica III. Dentro de la uro-
porfirina proveniente de la porfiria humana '"turca", aparece una apreciable
cantidad de isémero I, no asi dentro de las de menor nimero de carboxilos

(£ 20% de I) (50). En orina de ratas intoxicadas sélo hay trazas de isdmero
I (65).

En cuanto al proceso de descarboxilacidn de uro- a coproporfirinégeno se pue
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de decir puos, en rosumen, que entro las porfirinas excretadas o acumuladas
en casos de porfirias, se han encontrado casi siempre las de 8, 7, 6, 5y 4
carboxilos. Con respecto a la isomeria, en las porfirias eritropoyéticas con
génitas hay mucho menos isdémeros III y wds I que en las porfirias hepaticas
pudiendo deberse esto a algun factor que influya sobre la isomerasa, respon-
sable de la formacidn de uroporfirindgenoIII. Dentro de las porfirias hepa-
ticas, la intermitente aguda presenta un predominio de isdmeros III en las
porfirinas de 7 a 4 carboxilos, y una mezcla de IIT y I en la uroporfirina
(como si la uroporfirina I no se descarboxilara). La cutdnea tarda muestra
una mezcla dis{mil de isdémeros en cada una de las porfirinas, resultando
por ello diffcil plantear una justificacidn en base a lo conocido hasta aho

ra gobre la descarboxilacidn enzimitica en la biosintesis del hemo.

Probables productos de descarboxilacidn

Cabe aqufi plantear las posibilidades de descarboxilacidém de los uroporfiri-
négenos I y III (66,67), proceso que llevado a cabo enzimiticamente podria

tener cierto grado de especificidad, lo que orientaria las sucesivas elimi-
naciones de CO_ en algunos sentidos preferenciales, Para simplificar, se es-

2
quematizan las estructuras de la siguiente formas

AP AP
Uroporfirinogeno 1 = |pa pa
(ver esquema 2) 8 coon -
I A = resto acetico
AP AP P = resto propionico
Uroporfirinogeno III = AP P A
(ver esquema 2) 8 COOH
III
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Los posibles productos de descarboxilacidn serian, dentro de cada serie iso
mérica (siendo M = resto metilo, proveniente de la eliminacién de 002 de un

resto acético)s

MP AP MP MP EP AP MP MP MP MP
PA PA PA PA PA PM PA PM PM PXM
7 COOH 6 COOH 5 COOH 4 COCH
I I I I

Total de los posibles productos de descarboxilacidn de la serie I = 5

MP AP {AP MP ] AP AP | AP AP

AP PA|AP PA| AP PM | MKP PA

7 COOH
III

MP MP| MP AP | MP AP | AP MP | AP AP | AP KP

AP PA|MP PA|AP PM|AP PM|MP PM|MKP PA

6 COOH
I1I
MP MP|[MP AP |MP MP | AP MP MP MP
AP PM|MP PM|MP PA | MP PM MP P M
5 COOH 4 COOH
IO I11

Total de los posibles productos de descarboxilacidn de la serie III = 15

Actualmente no se conocen las estructuras de los porfirindgenos intermedia-

rios de 7, 6 ¥ 5 carboxilos de ninguna de las dos series isoméricas, I y III.
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En base a la gran cantidad de productos de descarboxilacidn tedricamente po
sibles (25), sin haber considerado los isdmeros no naturales II y IV, se
puede sospechar que la descarboxilacidn enzimitica de los uroporfirindgenos
I y I1I deberia ser bastante especifica en cuanto a las caracteristicas del
catalizador (una o mis enzimas o cofactores) y/o en cuanto a su regulacidn,
en caso de que el proceso tuviera direcciones preferenciales; es decir, si
en forma natural se obtuvieran s6lo algunos de los productos de descarboxi-
lacidn, quedando exclufdos otros, presuntamente no naturales, de igual nd-
mero de carboxilos que los anteriores pero con una diferente disposicidn de

los grupos sustituyentes del nicleo tetrapirrdlico.

El proceso de descarboxilacidén en las porfirias

Una vez planteada la complejidad potencial de la descarboxilacidn, que se
basa no s8dlo en consideraciones tedricas sino también en los resultados ob-
tenidos al estudiar las porfirinas excretadas o acumuladas en casos patold-
gicos (porfirias) (ver pig. 13 a 16), se deben mencionar los estudios rea-
lizados qQue indican de alguna manera la posible participacidn del sistema

descarboxilante en un metabolismo alterado del hemo.

En cuanto a la porfiria cutdnea tarda, en base a la acumulacidén hepdtica de
porfirinas de 8 y 7 carboxilos principalmente (pag. 14) se ha sugerido que
hay una descarboxilacidn defectuosa del uroporfirindgeno. Con respecto a los
casos normales, se ha estudiado el sistema enzimitico de higado de ratas (68),
habiéndose encontrado que actda sobre el uroporfirindgeno III produciendo co-
proporfirindgeno y todos los porfirindgenos intermodios, con acumulacidn del
de 7 carboxilos. Asimismo actia sobre el uroporfirindgeno I pero a mucho me-
nor velocidad, produce s88lo pequefias cantidades de coproporfirindgeno y no se
detectan los intermediarios de 7 a 5 carboxilos. Por otra parte, se ha estu-
diado la actividad de uroporfirindgeno decarboxilasa en higado de ratas con
porfiria experimental inducida por hexaclorobenceno (69), la cual se asemeja

mucho a la cutdnea tarda (pdg. 15), y por una combinacidn de sobrecarga de
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hierro y hexaclorobenceno. No se encontré actividad descarboxilante en los a-
nimales tratados con Fe/hexaclorobenceno, donde la acumulacidén hepdtica de
porfirinas es muy grande y se compone de un 88,5% de 8-COOH y un 11,55 de
7-COOH porfirina. Esto es congruente con la hipdtesis de que se ha produci-
do un bloqueo a nivel de la uroporfirindgeno decarboxilasa, hecho que podria
ser similar en las porfirias cutédneas tardas reconociendo la influencia del
Fe en el proceso. Sin embargo, en los animales tratados s6lo con hexacloro-
benceno no hubo disminucidn de la actividad descarboxilante, aunque se obser
vé una acumulacidén hepatica de porfirinas de 8 y 7 carboxilos, no tan pronun

ciada como en la intoxicacidn con Fe/hexaclorobenceno.

En cuanto a la porfiria eritropoyética congénita, se ha encontrado que hemo-
lizados provenientes de ocasos humanos producen a partir de PBG una mezcla de
porfirinas de los tipos isoméricos I ¥y 111, mientras que los de casos norma-
les danprinoipalmente el tipo III (70,71). Se deduce que el defecto estd pre

sente también en las células circulantes y no sélo en médula dsea.

La formacién de una cantidad no habitual de uroporfirindgeno I se asocia ge-
neralmente a un desequilibrio entre las actividades de la PBG deaminasa y la
ipomerasa (72-T4), que puede explicarse como un error genético, una falta de
represidn (72). El hecho de que no sdlo haya uroporfirinégeno I sino también
sus productos de descarboxilacidn, hace pensar que dicha descarboxilacidn no
es especifica para la serie I1I, hecho conocido, aunque el coproporfirindgeno
I no tiene destino. Una actividad descarboxilante '"normal" podria dar cuenta
de la presencia de las porfirinas de la serie I, en condiciones patoldgicas.
La actividad hacia la serie III puede aparentemente utilizar el exceso de u-
roporfirinégeno III anormalmente producido, ya que hay un incremento en la
formacidén de protoporfirina 9, la cual proviene del coproporfirindégeno III
(72). De acuerdo a esto no se podrfa excluir la posibilidad de que la falta
de represidn mencionada antes se extendiera a los sistemas enzimiticos des-
carboxilantes y a la coprogenasa, lo cual estaria a favor de la idea de un so

lo operdn para la biosintesis del hemo (72), cuya regulacién se veria afecta-



da en las porfirias.

Estudios llevados a cabo por Chu y Chu (42), con sangre de pollo, indican
que se puede conseguir "in vitro" una distribucidn de porfirinas similar a
la observada en porfirias congénitas, por agregado de etanol al sistema de
incubacién. A partir de ALA se acumulé uroporfirina I, una cantidad 40 veces
menor de 7-COOH porfirina, trazas de 5- y 6~COOH porfirinas y muy poca can-
tidad de coproporfirina. Evidentemente hubo una descarboxilacidn muy reduci-
da, que podria ser caracteristica para la serie I o bien serfa producida por
el efecto del etanol sobre el sistema enzimitico correspondiente. También
consiguieron una distribucidn de porfirinas similar a la de la porfiria cu-
ténea tarda, por incubacidén de hemolizados de eritrocitos de pollo o sangre
humana con ALA, en presencia de Zn2+. También el efecto combinado de Zn2+,

hexaclorobenceno e higado vaouno produjo una distribuocidn ocaracteristica de

dicha porfiria experimental.

De lo expuesto surge la necesidad de comocer cuil es el mecanismo normal de
la descarboxilacidon enzimitica, a fin de poder relacionarlo luego con lo que

oourre en los casos patoldgiocos.

Sistomas enzimdticos descarboxilantes

El sistema enzimitico responsable de la transformacidén de uroporfirindgeno

en coproporfirindgeno ha sido localizado en la fraccidn citoplasmitica no par
ticulada de diferentes células animales y vegetales., En la fraccidn "soluble"
de células de Chlorella se encontrd actividad de formacidn de porfirinas de
hasta 2 carboxilos, & partir de PBG (5). Sobrenadantes de hemolizados de eri-
troocitos de pollo y de pato poseen sdlo una pequefia proporcidn de la capaci-
dad del hemolizado total original para formar protoporfirina, pero pueden sin

tetizar uro- y coproporfirinas a partir de ALA o PBG (3,12,75).

Varios grupos han llevado a cabo estudios mis o menos detallados de los sis~

temas descarboxilantes.



Mauzerall y Granick trabajaron con sobrenadantes de hemolizados de reticu-
locitos de conejo y de gldbulos rojos de pollo y humanos. Por electrofore-
sis en gel de almiddn de estos sobrenadantes, consiguieron separar entre si
ALA dehidrasa, PBG deaminasa~-isomerasa y uroporfirindgeno decarboxilasa,

siendo en cada caso diferentes las veloocidades de migracidn relativas (76).
Con una preparacién de uroporfirindgeno decarboxilasa de gldbulos rojos de
conejo asi purificada, estudiaron el proceso de descarboxilacidn enzimitioco
(25), expresando la actividad como pmoles de coproporfirindgeno/hora, for-

mados a 38°C y bajo N_. Luego de la oxidacidén de los productos de descarbo-

2
xilaoidn parcial de uroporfirindgeno III, detectaron las porfirinas de 7 y

6 carboxilos en concentraciones bajas y de estado estacionario, y la de 5
carboxilos en concentracién aun menor. Cuando la concentracién inicial de u
roporfirindgeno fue muy baja (6 pM), sélo se deteotd coproporfirina ya que
los productos intermedios se oconvierten en ese ocaso totalmente en el produc
to final. El rendimiento de coproporfirindgeno a partir de los distintos i~
sdémeroe del uroporfirindgeno fue: III > IV > II > I. Los naturales son I y
III, y el III fue descarboxilado dos veces mis rdpido que el I, Ademis no
encontraron isomerizacién quimica o enzimitica de los porfirindgenos, lo que
podr{a haber ocurrido por apertura y posterior cierre del nicleo tetrapirrd-
lico en diferentes posiciones. La coproporfirina recuperada siempre corres-
pondid a la isomeria del sustrato utilizado, o sea que no hay cambios, en
ese aspecto, durante la reduccidén de la uroporfirina con amalgama de Na, ni
en la incubacidn con la enzima, ni en la oxidacidén final de los porfirind-
genos., La actividad de la enzima no fue mayormente alterada por: M32+, Ca2+,
SOi-, 3202 H-, PBG, y cantidades pequeifias de coproporfirina o copropor-

4 3
firindgeno (aprox. 6 pM). El oxfgeno tuvo efecto inhibidor (autooxidacién

-, €O

del uroporfirindgeno), aei como también la uroporfirina III, siendo esto dl-
timo evitado por glutation (el GSH anula el efecto de sensibilizacion de la

autooxidacién del uroporfirindgeno producido por la uroporfirina). Se obser-

. . .. 2+ 2+ 2+
vo una fuerte inhibicion por Hg , Cu , Mn , iodoacetamida y p-cloromercu-

3

ribenzoato, evitada en todos los casos por GSH 5110— M, evidenciandose as{
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que la enzima (o enzimas) tiene grupos sulfhidrilos esenciales. La actividad
de las preparaciones utilizadas no aumentd mis que un 20% por el agregado de
GSH, pero si estas preparaciones sufren contaminacidn con metales, aumenta la
necesidad del GSH para mantemer la actividad. La reaccidn de descarboxilacidn
fue irreversible. Se encontré un pH Sptimo de 6,8 para la reaccidn total, tan
to en condiciones aerdbicas como anaerdbicas. En cuanto a la concentracidn de
sustrato, la velocidad de formacién de coproporfirinageno decrecid a concen-
traciones de uroporfirindgeno mayores que 2::10-5 M, Se obtuvo, trabajando con
concentraciones menores que la recién mencionada, una KM aparente menor que

5x10"6 M.

Hoare y Heath estudiaron la bios{intesis de porfirinas a partir de PBG, en Rho
dopseudomonas spheroides (35). De extractos libres de células lograron sepa-
rar la PBG deaminasa de la uroporfirindgeno decarboxilasa por fraccionamien-
to con SO4(NH4)2. El ensayo de actividad (realizado a 37°C, en oscuridad y
bajo Nz) fue en general indirecto, usando PBG como sustrato y un exceso de
PBG deaminasa (libre de decarboxilasa), y determinandose la coproporfirina
formada luego de oxidacidén de los porfirindgenos al finalizar las incubacio-
nes. La decarboxilasa fue estable a ~15°C durante 2-3 semanas, en presencia
de dimercaptopropanol, sugiriendo ser una enzima sulfhidrilica. Esta decar-
boxilasa parcialmente purificada fue activa con uroporfirinégeno III como
sustrato, as{ como también con los uroporfirindgenos del tipo isomérico I,
II y IV; aunque las actividades determinadas con PBG como sustrato fueron
siempre mayores que las determinadas con uroporfirindgenos. A partir de PBG,
en el ensayo indirecto, se formaron uroporfirina I, coproporfirina I, y las
porfirinas intermedias, indicando esto que la PBG deaminasa utilizada no con
tenfa isomerasa activa. Dentro de las porfirinas intermedias se detectd en
mayor cantidad una cuyo comportamiento cromatogrdfico permite suponer que es
la pentacarboxflica. Se encontraron factores estimulantes de la formacidn de
coproporfirindgeno en ultrafiltrados de extractos de Rhodopseudomonas sphe-

roides, levadura, hizado de cerdo y sangre de pollo, que actuaron principal-



mente cuando el sustrato fue PBG y/o con preparaciones enzimiticas crudas.

Urata y Kimura trataron de aislar el sistema enzimdtico de sintesis de co-
proporfirinégeno de eritrocitos de pollo (77) mediante una resina de inter-
cambio idnico., Se obtuvieron dos fracciones con actividad de sintesis de
porfirinas, en anaerobiosis, a 37°C y a partir de ALA o de PBG. Se encontrd
que una de las fracciones contenfa un factor termoestable y dializable, de
naturaleza polipeptidica, que podria estar involucrado ya sea en la isomeri-
zacion del anillo tetrapirrdlico o en uno de los pasos del proceso de des-

carboxilacifn.

Cornford estudié también con cierto detalle la transformacién de PBG en por
firinas, con preparaciones de eritrocitos humanos (37» conduciendo esto a
consideraciones sobre el sistema descarboxilante. Se obtuvieron, en aerobio
sis, mezclas de los isdmeros I y III variando sus proporciones de acuerdo a
las demds condiciones de incubacidn. La mayor{a del isdmero I, formado con
hemclizados de glébulos rojos, se encontré como uroporfirina I, haciendo de
ducir que la decarboxilasa fue mucho mds activa con el uroporfirindgeno III
que con el I. Con una mezola I/III (27:23), el pasaje de uroporfirindgeno
III a coproporfirinégeno III fue 7,5 veces mis veloz que en el caso de la
serie I. La formacién de coproporfirina fue Sptima a pH=7,2 y fue estimila-
da por menores concentraciones de oxfgeno (incubacidn bajo N2). No se encon
tré un factor activador, como en otros casos (18,34,77). Por agregado de
fosfato o cloruro de sodio (33 a 181 mM) al sistema de incubacién, no hubo
variacidén en la cantidad de porfirinas totales pero disminuyé la formacidn
de coproporfirina y la de uroporfirina I. El déficit de coproporfirina es-
tuvo equilibrado por un aumento de la firiaporfirina. La cantidad de porfi-
rinas de 5 y 6 carboxilos fue pequeila en todos los casos, de modo que el au
mento relativo de la porfirina heptacarboxf{lica se asocid a un efecto inhi-
bidor del Na+ sobre el pasos T-COOH —» 6-COOH. Esta acumulacién del 7-COOH
porfirindgeno permitid plantear que dos o mis enzimas pudieran ser necesa-

rias para convertir uroporfirin6geno en coproporfirinégeno.



Rocientemente Romeo y Levin describieron la purificacion parcial de un sis-
tema enzimitico de bazo de ratdn que cataliza la transformacidn de los uro-
porfirinégenos I y III en los correspondientes coproporfirindgenos (78). La
actividad descarboxilante presentd un miximo a los 6 dfas de tratamiento de
los ratones con fenilhidracina, coincidentemente con el mayor porcentaje de
células nucleadas capaces de sintetizar hemoglobina (79). Aun luego de la
purificacidén hubo algo de la actividad de PBG deaminasa en las preparacio-
nes de decarboxilasa, La enzima evidenci6é ser sulfhidrilica, y fue estable
guardada con un protector adecuado. A 37°C y con la preparacién mis purifi-
ocada, se obtuvieron las siguientes KM aparentess 1,01110-6 M para el uro-
porfirindgeno I y 0,9110“6 M para el uroporfirindgeno III. Se logré satura-
cion aparente de la enzima a concentraciones 6110-6 M de cualquiera de los
dos isdmeros. No hubo estimulacidn de la actividad por fosfato de piridoxal
ni por agregado de un sobrenadante de un homogenato calentado previamente
10 minutos a 60°C. No se acumularon porfirinas de menos de 8 y mis de 4 car
boxilos; todo el uroporfirindgeno que desaparecid estuvo compensado por el
coproporfirindgeno formado, o sea que si habfa intermediarios parcialmente
descarboxilados, estaban presentes en pequeinas cantidades y no se detecta-
ron. La actividad descarboxilante hacia ambos uroporfirin6genos se destru-
y6 por completo por calentamiento de la preparacidn enzimidtica 5 minutos a
50°C. A 43°C la inactivacidén fue mds lenta, y la velocidad con la cual se
perdié la actividad fue igual con los dos sustratos (I y III). Estos resul-
tados, junto con las KM y velocidades méximas, indicarfan que el gistema en
zimitico probablemente es el mismo para los dos isdmeros naturales. Sin em-
bargo, podria ser que hubiera mis de una enzima, catalizando cada una uno o

més pasos de la descarboxilacidén secuencial.

Multienzimas. Enzimas multivalentes

El hecho de que el proceso de descarboxilacidn de uro- a coproporfirindgeno

conste de cuatro pasos, y siendo ademis dos las series isoméricas involucra-



das, plantea la posibilidad, ya mencionada, de que haya mis de una enzima ca

talizadora (sistema multienzimitico) o bien enzimas multivalentes.

El sistema multienzimitico (80) mis simple estaria constitufdo por entidades
moleculares (enzimaa) independientes, no asociadas. En sistemas mds comple-

jos habr{a una mayor organizacidn, una asociacién f{sica de las enzimas indi
viduales que eventualmente podrfan estar inclufdas en estructuras supramole-

culares tales como membranas o ribosomas.

La cinética de un sistema multienzimitico es diffcil de analizar pues cada
miembro de la secuencia metabdlica tiene una KM para su sustrato y para sus
posibles cofactores. Por consiguiente, las concentraciones de estado esta-
cionario de los intermediarios y las de las diferentes enzimas determinan

las velocidades de los pasos individuales, de las cuales una es en general

limitante, ya sea por la cantidad de su sustrato y/o por la de la enzima.

En el caso de existir una sola enzima con mis de un sitio activo (81), di-

chos sitios pueden o no ser independientes entre si. Si no tuvieran influen
cia uno sobre otro, una molécula con n sitios serfa exactamente equivalente
a n moléoulas de enzima con un sitio cada una, no pudiendo distinguirse en-

tre sf ambas situaciones.

S5i los sitios de la enzima multivalente interactuaran, una vez ocupado el
primero de ellos, la velocidad con que se llenarfia el segundo no seria igual
a la velocidad con que se habria llenado el primero. El mismo razonamiento
se aplicaria a las reacciones inversas, las que a partir de un sitio lleno
darian el sitio vacio y sustrato, y las que a partir de un sitio lleno da-

rfan el sitio vacio y producto.

El esquema de reacciones, para el caso mis simple de una enzima con 2 sitios,
serias

S : sustrato D, : enzima con 1 sitio ocupado

P & producto D_ : enzima con los 2 sitios ocupados

E : enzima libre k : constante de velocidad
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1, la
U .:‘
I) S+E‘—1—Dl Dl—)u+P

2
I —
I) S + Dl = D2

De acuerdo a la teorfa, es kl f k2, y difieren mids que por el factor de pro
babilidad, que es 2 en el caso de la reaccién I (pues hay 2 sitios vacantes
disponibles para que se una el sustrato) y 1 en el caso de la reaccidén II

(pues hay 1 sitio vacante).

Resolviendo el sistema de las ecuaciones que se plantean en base al esquema

anterior, se llega a una ecuacidén de velooidad de la siguiente forma:

(as + bsz)x E,
Va siendo Et = enzima total
l+cS+ dsS

a, b, c y d representan diferentes relaciones entre las constantes de velo-
cidad de las reacciones planteadas. Para valores grandes de S (saturacidn)

resulta:

Vskzaxmt

La velocidad a saturacidén por sustrato es pues la velocidad con que se pro-

duce producto a partir de la enzima con ambos sitios ocupados.



PLANTEO DEL TRABAJO

El presente trabajo tuvo por objeto el estudio del sistema descarboxilante
que cataliza una de las etapas de la biosintesis del hemo, la transformacidn
del uroporfirindgeno en coproporfirindgeno. Este sistema recibe el nombre de

porfirindgeno carboxi-liasa y comunmente se lo llama decarboxilasa.

Como material de partida se eligieron glébulos rojos de pollo, los cuales se
asemejan a los eritroblastos tardios de mamf{feros, es decir, a una etapa de
maduracidén de 3-5 dias en médula 4sea, siendo 6 dfas aproximadamente el tiem
po necesario para la conversidn de hemocitoblastos, no diferenciados, en re-
ticulocitos, anucleados (1), Tanto los eritrocitos de aves como los eritro-
blastos tardfos de mamiferos contienen nicleo y mitocondriasj estd presente
el sistema completo de biosintesis del hemo (1), hay DNA, RNA y sintesis de
RNA (82). En esas cirounstancias se podia esperar encontrar una mayor canti-
dad de enzima, uniéndose esto al hecho de que por haber una proteina amplia-
mente mayoritaria, la hemoglobina, se conseguiria una buena purificacidn si

se la lograba separar del sistema enzimitico que se queria estudiar.

La purificacidon de la carboxi-liasa a partir de esta fuente y el estudio de
sus caracteristicas y propiedades a través de las reacciones secuenciales

que cataliza, realizados en el presente trabajo de tesis, permitirias a) en-
carar en el futuro estudios similares en casos humanos, normales y patologi-
cos especialmente con relacidn a la porfiria eritropoyética congénita y b)
aportar datos tendientes a elucidar el complejo mecanismo de descarboxilacidn

en el que estd involucrada.

N OTA s Este trabajo de tesis ha sido parcialmente publicado, segin se de-
talla a continuacidns

. FEBS Letters, 5 (1969) 149-152

. Biochim., Biophys. Acta, 198 (1970) 353-363

. Anales Asoc. Quim. Argentina, 60 (1972) 239-248

o Biochim, Biophys. Acta, (1973) Aceptado para su public.
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Drogaa

El agua usada fue deionizada o, a veces, deionizada y destilada sobre vidrio,

Todas las drogas utilizadas fueron de grado analitico. Algunas se debieron
purificar en el laboratorio para que cumplieran con las exigencias del tra-
bajo experimental, a saber:

. Acetato de sodio: Se recristalizd de agua caliente, con agregado de car=-
bon activado.

. Oxido de magnesios Se preparo el de grado III segin Brockmann (83), por
calentamiento a 37°C durante 1 dfa.

. Kerosene: Se lavé con agua, secd con CaCl_y bidestild en columna, aislén

2

dose la fraccidn 210-240°C.
. Cloroformos Se lavd con agua, secd con CaCl_y destild, agregéndole luego

CH,OH hasta 1% (v/v).

2

Técnicas

1) Cromatograffa en papel de 8ésteres metilicos de porfirinas, seglin el mé-

todo de Falk y Benson (84)

Las determinaciones cualitativas se hicieron sembrando en punto y las cuan-
titativas sembrando en bandas de aproximadamente 6 cm. Los materiales de
siembra fueron soluciones cloroférmicas concentradas de ésteres metilicos
de porfirinas. La cantidad sembrada en banda vario entre 2 y 5 nmoles. Es
posible hacer la cromatograffa con cantidades menores (hasta 1 nmol), pe-
ro la visualizacidén de las diferentes bandas en que se distribuye este ma-

torial es mAs diffcil, y los errores experimentales son también mayores.

E1l revelado se realizd por observacion a la luz ultravioleta. Las porfiri-
nas fluoroscen intensamente (color rojo) y esto de gran sensibilidad al mé

todo.

Para la cromatografia, que es ascendente, se usaron tiras de papel “hatman
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N° 1 de 20 cm de largo. El desarollo se efectud en forma sucesiva con dos
solventes diferentess 1) Kerosene - cloroformo (6 s 9)

2) Kerosene - dioxano (11 : 4 a 10 : 5)
La primera corrida se efectud para eliminar impurezas contaminantes y por-
firinas que hubieran quedado sin esterificar. Se desarrolld durante 10 mi-
nutos, se secé el papel y se cortd por encima de la linea de siembra. Lue-
go se efectué la segunda corrida, durante 24-3 horas, siendo ésta la que

realmente resuelve,

De esta manera se separaron en bandas o manchas sucesivas, desde el origen
hacia arriba, los ésteres met{licos de las porfirinas de 8, 7, 6, 5 y 4 car
boxilos, y también la protoporfirina éster, si fuera el caso. La visualiza-
cidén a la luz UV permite cortar las diferentes bandas y hacer una determi-
nacidén cuantitativa luego de eluir con cloroformo y medir en espectrofotd-—

metro,.

2) Cromatografia en columa de ésteres metilicos de porfirinas

a) Adsorbente: C03Ca

Se empled el método de Grinstein y col. (55). Las columnas se armaron com-
pactas, con ayuda del vacfo, y la corrida cromatogridfica se hizo igualmente
con succidn en el extremo inferior de la columna. Antes de efectuar la siem
bra se pasd benceno de modo de mojar el tercio o mitad superior de la colum
na. Antes de que se socara la superficie donde se sembrarfa, se aplicé la
muestra de porfirinas, guardada al estado de ésteres metilicos. Para ello
se solubilizaron en bencené, previo agregado de gotas de cloroformo, lo
cual es indispensable para lograr una completa disolucidn. El solvente de
desarrollo consistid en mezclas de benceno-—cloroformo en diferentes propor-
ciones, que se fueron variando a medida que progresaba la cromatografia, de
acuordo & la soparacidén que se obtenfa, dentro del rango 9:1 a T:3. Si la

muostra a cromatografiar era rica en porfirinas de mayor nimero de carboxi-
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los, las soluciones de desarrollo contenfan ya desde el comienzo mayor pro

porcidén de cloroformo.

El desarrollo es tal que se logra una separacidén en bandas mids o menos ne-
tas, que corresponden a los ésteres metflicos de las diferentes porfirinas.
En orden desde el origen hacia abajo, éstas sons uroporfirina, firiaporfi-
rina, porfirina hexacarboxilioa, porfirina pentacarboxilica y coproporfiri

Nae.

Cada banda de los cromatogramas obtenidos se aisld, una vez extrudada la

columna de CO3Ca, por simple corte con bistur{. Esto es posible por ser co
loreadas las bandas y por su fluorescencia. Se eluyeron luego las porfiri-
nas de cada banda ocon oloroformo y se concentraron a presidén reducida. Se

sometid luego cada una de ellas al andlisis oromatogrdfico en papel s/Falk
y Benson (pég. 28). Este anflisis revels cuéles eran las porfirinas presen
tes en ocada banda de la columna, y dio una idea aproximada de las cantida-~

dee relativas,

b) Adsorbente:s OMg (85)

El armado de las colummas y el desarrollo de la oromatografia fue operati-

vamente igual al caso del adsorbente CO_Ca. La diferencia radicd, ademis

3
del adsorbente, en los solventes empleados en las diferentes etapas y en

los cromatogramas obtenidos. El solvente con que se mojd la parte superior
de la columna antes de sembrar fue cloroformo libre de metanol (lavado con

agua y secado con Cl_Ca, filtrado y usado en el momento). Los solventes de

2
desarrollo fueron mezclas de metanol 0,1-0,5%4 (v/v) en cloroformo.

El orden de las bandas correspondientes a los ésteres metflicos de las di-
ferentes porfirinas es exactamente inverso al caso del adsorbente 00303.
Aquf, a partir del origen, se presentan las bandas de los ésteres de la co
proporfirina, pentaoarboxipdrfirina, hexacarboxiporfirina, firiaporfirina
y uroporfirina., Esta cromatograffa en OMg se usd sdlo para separar pequeias

cantidades de ésteres de firiaporfirina y trazas de hexacarboxiporfirina de
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cantidades relativamente mucho mayores de uroporfirina. Esta separacidn es

a veces diffcil usando CO3Ca como adsorbente.

3) Obtencidn de porfirinas

a) A partir de orina de pacientes porfirfcos (55):

La orina se llevd a pH=3-3,2 con ClH concentrado y se le agregd talco como
adsorbente. Se agitd vigorosamente y luego se dejé reposar. Se filtrd con
succién y el talco con las porfirinas adsorbidas se suspendid en mezcla es
terificantes CHBOH - SO4H2 19:1 (v/v). Se £iltré nuevamente por buchner,
lavando el talco con mezcla esterificante hasta no observar mAs fluorescen
cia en el filtrado. Las porfirinas se dejaron esterifiocar 48 horas, extra-
yéndolas luego oon cloroformo previa neutralizacidn con solucidn saturada
de acetato de sodio. El extracto clorofdrmico se concentrd a presidn redu-
cida, hasta sequedad. En ese estado, se puede guardar la mezcla de porfiri
nag esterificadas a temperatura ambiente hasta su procesamiento, destinado
a separar entre si los diferentes componentes. Esto se llevo a cabo median
te 1la realizacién consecutiva de cromatografias en colummna de CO3Ca. Cada
una de las bandas obtenidas en las colummas se recromatografid, y este pro
ceso se repitid hasta obtener porfirinas esterificadas que fueran homogeé-

neas en cuanto a su comportamiento cromatogradfico en papel s/Falk ¥ Benson
(pég. 28).

Para separar entre s{ los ésteres de las uroporfirinas I y III, se utilizo
la cromatografia en papel B/Falk Yy Benson, en escala preparativa, usando

papel Whatman N° 3 MM,
b) A partir de orina de ratas intoxicadas con hexaclorobencenos

Se utilizd la orina de ratas con porfiria inducida por hexaclorobenceno
(65). La droga se administrd diariamente por sonda gistrica, en dosis de
aproximadamente 1 mg/g de peso del animal, como suspengidn acuosa., A los

2-4 meses de tratamiento las orinas mostraron una intensa fluorescencia ro



Ja.

La orina se acidificdé oon HCl concentrado hasta pH=3-3,5. Luego se agregd
resina de intercambio aniénico De Acidite FF/1P (7g/100 ml orina). La mez-
ola se agitd y la resina con las porfirinas libres combinadas se separd por
filtraoidn sobre placa filtrante, con vacfo. Al filtrado se le agregd més
resina y se repitieron las operaciones. El procedimientc se continud hasta
que en el filtrado no hubo, por observacidén espectroscépica, bandas de ab-
sorcién en el visible caracterf{sticas de las porfirinas., Las resinas se reu
nieron y se lavaron con agua destilada hasta que ésta saliera incolora (e-
liminacidn de pigmentos) . La resina lavada se extrajo repetidamente con HCl
25% (p/v) hasta no observar mis fluorescencia roja em la solucién olorhfdri
oa, & la lus UV. Esta solucidn &cida se llevd a pH=3-3,2 con NaOH concentra
do, a fin de conseguir la precipitacidn de las porfirinas. Se dejé estar u-
na noche a 3-4°C y el precipitado se filtrd por papel. El papel con las por
firinas se secd en desecador y se efectud la esterificacidn por inmersion

en la mezols CH,0H-SO,E, 1911 (v/v).

A partir de este paso se continud exactamente igual que en el método de ob-

tencidn que utiliza la adsoroidn en talco, ya descripto en a.

Por los métodos a y b, arriba detallados, se obtuvieron los ésteres metfli-
cos de las uroporfirinas I y III, la firiaporfirina III y la coproporfirina
111,

Las porfirinas al estado libre se obtuvieron por hidrdlisis &cida de los és
teres metflicos. E1 éster purificado se disolvid en el menor volumen posi-
ble de HC1l 25% (p/v) ¥y se dejé 24 horas a temperatura ambiente, en la oscu-
ridad. Luego se agregd ouidadosamente, a 0°C, NaOH concentrado. Al llegar a
pHe3-3,2 precipita la porfirina libre. Se alcanza el punto justo cuando el
1fquido queda incoloro, lo cual es fndice de que la gran mayorfa de la por-
firina que fue bidrolizada se ha insolubilizado. Se dejé toda la noche a
3-4°C y se centrifugd. Se separd el sobrenadante y el precipitado se lavd



con un pequefio volumen de agua llevada a pH=3 con HC1l dilufdo. Finalmente
se disolvid este precipitado en NaOH 25 mM, obteniéndosd una solucidn ocuya
oonoentracién se determind espectrofotométricamente por medicién de la ab-
sorbancia de una alfcuota, dilufda oon HC1l 25%.

4) Sustratos

Durante la primera etapa del estudio se usaron: ALA obtenido ocomercialmente
de Sigma Chemiocal Co, y PBO cedido gentilmahte por el Dr. H. Sanocovich, pre
parado segin un método desoripto (86). Con posterioridad, los sustratos de
las reacciones enzimfticas fueron, en ocasi todos los casos, uroporfiriné-
geno III y firiaporfirindgeno III. Algunas veces se usd uroporfirindgeno I
y ocoproporfirinfgeno III. Todos ellos debieron obtenerse por reducoién de

las correspondientes porfirinas (porfirinas _SEl, porfirindgenocs) .

La solucidn de la porfirina, en NaOE 25 mM, se diluyé hasta tener una con-
oentracién 60-75 pM, Luego se redujo oon amalgama de sodio 3% recientemen-
te preparada y molida antes de usar, de acuerdo a Mauzerall y Granick (25).
Esta reduccidn se realizd bajo oorriente de nitrdgeno y su rendimiento fue
de aproximadamente 90%. La solucidn de porfirindégeno obtenida se filtré por
placa porosa y se ajustd el pH del filtrado a 7,0 con PO4H3 40% (p/v) .«
Después de los estudios de requerimientos, el filtrado se recogid sobre glu
tation, de modo de tener una concentracién final 5 mM del protector. La so-
lucidén del porfirindgeno as{ obtenida se usa inmediatamente como sustrato
de las reacoiones enziméticas. Una alfocuota de esta solucién, se acidifica
con un exceso de HCl 5% y se deja reoxidar al aire hasta el dfa siguiente.
Luego se lleva a volumen con HCl 5% y se determina la concentracidn espeo-

trofotométricamente.
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5) Determinaciones espectrofotométricas

Se hicieron determinaciones espectrofotométricas para evaluar concentra-
ciones de porfirinas libres disueltas en HCl 5% y 25% y de sus ésteres me
tilicos disueltos en cloroformo. En todos los casos se midié la absorban-
cia a la longitud de onda correspondiente a la banda de Soret, especifica
da en el ocuadro siguiente. Se usaron los coeficientes de extincidn reci-

procos dados por Salum y col. (87), los que se detallan a continuacidn.

1
K = —E-= nmoles/ml
/

Libre Ester metilico
Porfirina K K K

HC1 25% | (nm) HC1 5% (nm) C1,CH (nm)

Proto (2 COOH) 3,637 | 407,5 | 5,864 407
Copro (4 COOH) 2,639 | 401 5,566 400
Penta (5 COOH) 5,308" | 402
Hexa (6 COOH) 5,090" 403
Firia (7 COOH) 2,434 407 | 2,085 | 405 4,897 405
Uro (8 COOH) 2,580 410 | 2,280 | 406 4,460 406

+ Los coeficientes de extincidn reciprocos en cloroformo de los ésteres
de las porfirinas penta- y hexacarboxilicas fueron interpolados entre
los correspondientes a los ésteres de la firiaporfirina (7 COOH) y la
coproporfirina (4 COOH), suponiendo una funcién lineal entre el numero
de carboxilos y el coeficiente de extincidn reciproco (en pg/ml). Este
procedimiento no puede provocar demasiado error pues la cantidad de por
firinas penta- y hexacarboxilicas siempre fue pequeila frente a las o-
tras.

6) Valoraocidn de las actividades enzimiticas

Teniendo en cuenta el camino biosintético mencionado en el esquema 1 (pég.
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3), se puede efectuar la reaccidn de produccidn de los porfirindgenos de
diferente nimero de carboxilos partiendo del sustrato sobre el cual actia
inicialmente la decarboxilasa, el uroporfirinégeno; o bien partiendo de ALA
en los casos en que la preparacidn enzimitica usada sea tal que contenga las
enzimas ALA-dehidrasa y deaminasa-isomerasa en cantidad suficiente como pa-

ra que las reacciones previas a la descarboxilacidn no sean limi tantes.

Lo que se efectud con mias frecuencia fue la reaccidns

0, %, @, X,
8-Co0E —273 7-coor 425 6-coor &3 5-0008 25 4-CO0H porfirindgeno

Para evaluar la actividad enzimitica descarboxilante se partid pues de un
porfirindgeno y una vez finalizada la reaccidén, los productos y el sustrato
remanente se oxidaron por accidn del oxigeno del aire, favorecido esto por
el medio &cido (HC1l 5% p/v) usado para detener dicha reaccidn (25). O sea que
la valoracion de la actividad enzimitica consiste en la determinacidén de las
cantidades de las diferentes porfirinas producidas por oxidacidén. Una de e-
llas proviene del sustrato y las demis provienen de los productos de descar
boxilacidn.

La mezcla de incubacidén usada con mis frecuencia, salvo al comienzo del tra
bajo, contenfa buffer PO,H K-PO,HK, 67 m (pH=T), GSH 1 mM, EDTA 0,1 mlf,
preparacidn enzimitica y porfirindgeno 2,5-3,5 uM, en un volumen total de

4 ml., Lo estrictamente necesario para detectar la actividad es la prepara-
cidén enzimitica, el porfirindgeno y un buffer para mantener el pH en el ran
go deseado. Las reacciones se realizaron en general anaerébicamente, en tu-
bos de Thunberg, a 37°C, en oscuridad y con agitacidén mecénica. Se detuvie-
ron de dos maneras de acuerdo a la preparacidn enzimitica utilizadas

a) Cuando se usd como preparacidén enzimitica el sobrenadante de hemolizado
de eritrocitos, se agregd al final de la incubacidén 5 volumenes de una mez-—
cla acetato de etilo-dcido acético 31l (v/v), con vigorosa agitacién. Lue-

go se dejd estar toda la noche y se filtré por papel, lavando el precipita-



do y el papel oon porciones de la mezcla acetato de etilo-dcido acétioco 3:l.
El filtrado se lavd dos veces con agua, para eliminar el acético. La mezcla
de porfirinas libres, disueltas en acetato de etilo, se extrajo con HC1l 5%

(p/v) . Esta extraccidén se repitid para que fuera ouantitativa. Se llegd pues
a una solucidn en HC1l 5% de la mezcla de porfirinas libres. El procedimien-—
to desoripto se realizd para evitar la presencia de hematina en el extracto
olorhfdrico. Las medidas espectrofotométricas en estos casos se corrigieron

s/ Rimington y Sveinsson (88).

b) Cuando se usd como preparacidn enzimitica cualquier solucidn proteica
distinta de la mencionada en a), las incubaciones se detuvieron por adicidn
de HC1 concentrado hasta una concentracién final de 5% (p/v). Luego se de-
j6 estar 30 min., a 0°C. Se filtrd por papel y se lavd el precipitado con
HCl 5% hasta que no se observé mids fluorescencia a la luz UV en el papel ni

en el preocipitado.,

Con los extractos olorhidricos provenientes ya sea del método a) o del b)
se siguid el mismo procedimiento. Este consistid en llevarlos a sequedad en
desecador, al vacio. Luego se sometieron los residuos sélidos a esterifica-
cién con CH3OH—SO4H2 19:1 (v/v). Se dejaron 48 horas y se extrajeron las
porfirinas esterificadas con cloroformo, previa neutralizacidn con solucidn
saturada de acetato de sodio. Los extractos clorofdrmicos correspondientes

a cada uno de los incubados se concentraron a presidn reducida y se reali-

zaron las oromatograffas en papel s/ Falk y Benson (pig. 28).

Estas oromatografias permitieron determinar los porcentajes de las diferen-
tes porfirinas presentes en la mezcla. Estas provienen de la oxidacidn de
los porfirindgenos presentes al final de la incubacidn, de modo que el por-
centaje molar de las porfirinas es el mismo que el de los porfirindgenos.
Este porcentaje molar, aplicado al nimero total de nmoles de sustrato (que
es el porfirindgeno de mayor nimero de carboxilos presente en la mezcla), da
oomo resultado la cantidad de nmoles de sustrato remanente y la de cada uno

de los productos de descarboxilaciodn.



De acuerdo a las caracteristicas de la reaccidén, que se describen en los re-
sultados (pdg. 70, 78), cuando se usa uroporfirindgeno como sustrato la ac-
tividad se puede aexpresar de dos maneras que involucran diferentes signifi-

oadoss

1) nmoles de firiaporfirindgeno + hexacarboxiporfirindgeno + pentacarboxipor

firindgeno + ooproporfirindgeno (F+H+P+C) producidos por unidad de tiempo.
2) nmoles de coproporfirinégeno (C) producidos por unidad de tiempo.

Cuando el sustrato es firiaporfirinégeno, la actividad sdélo se expresa de la

segunda forma,

Los estudios de purificacidn se hicieron usando uroporfirinégeno como sustra
to, y en ellos se expresd usualmente la actividad de la manera 1). En ese ca
so se define como unidad enzimitica a la oantidad de enzima capaz de produ-
oir la descarboxilacién de 1 nmol de uroporfirin6geno por hora, Se entiende
por desoarboxilacidn de éste a la eliminacién de por lo menos un carboxilo,

oon lo ocual deja de ser uroporfirindgeno.

7) Determinacién de proteinas

Las protefnas se determinaron en general por el método de Lowry (89).

Para evaluar la concentracidn proteica de las fracciones elufdas de las co-

lumnas de DEAE-Celulosa se midié la absorbancia a 260 y 280 nm (90).

8) Eleotroforesis en gel de poliaorilamida

Las electroforesis en gel de poliacrilamida 5% se realizaron esencialmente
mediante las técnicas de Raymond y Weintraud (91). Se usaron cilindros de
gel de 0,7 x 12 cm, y las corridas se efectuaron en las sigulentes condicio

ness

a) Con buffer tris-glicina 0,05 M, pH=8,3, durante 3-5 horas, a razdn de 5-6
mA por tubo,



b) Con buffer fosfato de sodio 0,1 M, pHa7,2, durante 6 horas y a 7 mA por
tubo.

c) Igual que b) pero ocon dodecil sulfato de sodio (SDS) 0,1% (92). En estos
casos se hizo un tratamiento previo de la muestra a sembrar, con SDS 1% y
’iqnercaptoetanol 0,01M, a pHa7,5 y 40°C, durante 30 minutos. Luego se agre
gd iodoacetamida hasta 0,05 M y se dejdé a temperatura ambiente 1 dfa, ha-

ciendo mis denso el medio con glicerol, antes de sembrar en el gel,

Una vez hechas las corridas, los geles se extrudaron y se tifieron por inmer
8idn en Amido-Schwarz 0,25% en &cido acético 7%, durante 20 minutos, o en
Coomasie Brilliant Blue 0,25% en metanol-acético-agua (5:1:5). Luego se los

lavd repetidamente con aodtico 5% para eliminar el exceso de colorante.

En las oondiciones de c), recién mencionadas, se hizo una curva de calibra-
oién de pesos moleculares, usando las siguientes proteinas como patromes:
albimina (68,000), catalasa (60,000), aloohol dehidrogenasa de levadura
(37.000), hemoglobina (15.500), lisozima (14.300)., Los valores entre parén-
tesis indican los correspondientes pesos moleculares de las proteinas, lue-

go del tratamiento disociante mencionado en c).



RESULTADOS
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PURIFICACION Y

CONRDICIONES DE DETERMINACION

Purifioacidén parcial de la enzima - I

Teniendo en cuenta que entre las enzimas "solubles" de gldbulos rojos corres
pondientes a la biosfntesis del hemo se encuentra la decarboxilasa (3,12,75),
se partid de sobrenadantes de hemolizados de eritrocitos de pollo para su pu

rificaciodn,

Se usd sangre de pollo fresoa, con heparina como anticoagulante. Por centri-
fugaoidn a 1.000xg durante 15 minutos se separaron el plasma y los leucoci-
tos de los eritrocitos. Las células se lavaron 3 veces por suspensidn con

NaCl 0,9% y centrifugaoidn posterior, y finalmente se suspendieron en un vo-
lumen de agua fria. El hemolizado se obtuvo por dos congelamientos y descon-
gelamientos sucesivos de la suspensidn acuosa de gldbulos rojos, usando ace~-
tona-002 como mezcla congelante. Luego se centrifugd a 35.000xg durante 60

minutos, y el sobrenadante se separd cuidadosamente para evitar contaminacidn

con la fracoidn celular particulada, presente en el precipitado.

La proteina mayoritaria en este sobrenadante es la hemoglobina. Por consi-
guiente el primer objetivo fue tratar de eliminarla. Para ello se usd una
modificaocidn del método de Hennessey y col. (93). La separacidn se basa en
el empleo de un intercambiador iénico (DEAE-Celulosa). A la DEAE-Celulosa

se unen proteinas entre las cuales se cuentan la ALA dehidrasa, la PBG dea-
minasa-isomerasa, la decarboxilasa y una parte de la hemoglobina. Esta hemo-
globina se elimina por lavado de la DEAE-Celulosa con un buffer de baja fuer
za idnica. Luego se eluye el resto de las protefnas con uno de mayor fuerza

ic'mic&.

Se efeotuaron ensayos previos para evaluar la cantidad de proteinas combina-

das con la DEAE-Celulosa, sin determinar actividad enzimitioa. Se mezclaron



2,5 ml de sobrenadante de hemolizado con 2,5 ml de una suspensidn de DEAE-
Celulosa (B8g/100 ml), se agité 20 minutos y se centrifugd. Se descartd el so
brenadante y la DEAE-Celulosa, con las protefnas unidas, se sometié a una se
rie de eluciones con buffer fosfato de potasio 0,003 M pH=T,4, hasta obtener,
luego de ocentrifugacidn, un sobrenadante incoloro. Esto indica ausencia de

hemoglobina.

A la DEAE-Celulosa asi liberada de hemoglobina se la tratd en forma sucesi-
va (elucidén en tandas) con buffer fosfato de potasio 0,134 M pHa7,4 (Tabla
K° 1).

TABLA F° 1

Eluoidn de protefnas de IEAE-Celulosa, en tanda

Elufdo Volumen Tiempo' Proteinas eluidas
Ko (ml) de elucion
(min) mg/ml | mg
1 595 20 1,44 149
2 2,8 10 0,84 2,4
3 2,8 10 0,71 2,0
4‘ 2’8 10 0,4‘9 1,4

Se ve que la mayor parte de las proteinas se deadsorbe con el primer eluido.

Se efeotud una experiencia bésicamente igual pero midiendo actividades enzi
miticas (Tabla K° 2), La adsorcidn de las proteinas se hizo mezolando 5 ml
de sobrenadante de hemolizado con 5 ml de suspensidén de DEAE-Celulosa. Los
eluidos en tanda con el buffer fosfato de potasio 0,134 M pH=T7,4 se hicie-

ron con mayores volimenes que en el caso anterior. Como sustrato se usé ALA
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en exoeso, y se mididé la cantidad total de porfirinas formadas y su distri-
bucidn segin el nimero de carboxilos. Las oondiociones de incubacién todavia
no habfan sido investigadas y se contemplaron los requerimientos de las en-
zimas ALA dehidrasa y PBG deaminasa-isomerasa, ya que el ensayo dependfa de

sus actividades.

La cantidad total de porfirindgenos (U+P+H+P+C) formados por el sobrenadan-
te de hemolizado fue aproximadamente la misma que cuando se usaron como fuen
te de enzima loe eluidos de DEAE-Celulosa. Por consiguiente, la relacidn en
tre las cantidades de ALA dehidrasa y PBC deaminasa-isomerasa, responsables
de la formacidn del uroporfirinégeno que luego se descarboxila, no varfa fun
damentalmente en los elufdos de la DEAE~Celulosa con respecto al sobrenadan
te de hemolizado., Ademis, la acumulacidn relativa de uroporfirindgeno (dife
rencia entre los porfirindgenos totales formados y lcs descarboxilados, Ta-
bla N° 2),cbservada en todos los casos permite suponer que la ALA dehidrasa
¥ la PBG deaminasa-isomerasa no fueron limitantes. La mayor parte de la ac-
tividad descarboxilante, expresada de cualquiera de las dos diferentes mane
ras (p&g. 37), se observd principalmente en el primer elufdo de la DEAE-Ce-
lulosa. En base a los resultados expuestos se dedujo la conveniencia de rea
lizar la elucidén de la decarboxilasa de la resina en una sola tanda, con un
mayor volumen de buffer fosfato de potasio 0,134 M, durante mis tiempo y con

agitacion constante.

En general, por cada 0,4 g de DEAE-Celulosa se usaron 25 ml del buffer para
eluir la decarboxilasa, agltando magnéticamente durante 45 minutos.

Condioiones de incubacidn - I

Antes de proseguir el estudio fue imprescindible investigar las condiciones
de incubacidn para lograr una mayor actividad descarboxilante. Estas condi-

ciones sufrieron ajustes mis adelante.

Se estudié la influencia de la aerobiosis y de la anaerobiosis sobre la des
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ca;boxilacién, utilizando distintos sustratos y preparaciones enzimdticas
(Tabla N° 3). En todos los ocasos se observé que hay una mayor descarboxila-
0idn en ocondiciones anaerdbicas, expresando los resultados ya sea como nmo-
lee de uroporfirindgeno desocarboxilado (nmoles de FPG + HPG + PPG + CPG for
mados) o bien como nmoles de coproporfirindgeno formados. Cuando se usd ALA
.oomo sustrato se utilizaron distintas preparaciones enzimiticas, que repre-
sentan diferentes estados de pureza. Cuando se usd uroporfirindgeno III co-
mo sustrato, se utilizd una misma preparacidn enzimitica y se efectuaron los
ensayos oon y sin MgCl2 en el sistema de incubacion. E1 ion Mgz+ no influye
gsobre el efeoto positivo de la anaerobiosis. Dicho cation se necesita para
la formacidn de uroporfirinégeno a partir de ALA, pero cuando se parte direc

tamente del porfirindgeno como sustrato, aparentemente no hace falta,

Otro requerimiento para la conversidn de ALA en PBG y por ende en uroporfi-
rindgeno es el de los oompuestos sulfhidrflicos, de allf que se usara ciste
{na en los ensayos. Se tratd de averiguar si este requerimiento era vdlido
para la descarboxilacidn (Tabla N° 4). Se comprobd que la cistefna no sélo
no es necesaria, sino que inhibe considerablemente la desoarboxilacién, ya
sea en presencia o en ausencia de Mgclz. Ademis se vid que el EDTA activa al
go el prooceso enzimidtico y revierte la inhibioidn producida por la cisteina
o bien impide que ésta actie,

Purificacidn de la enzima - II

La purificacidn obtenida mediante el intercambio idnico con IEAE-Celulosa,
eluyendo las proteinas activas en una sola tanda, fue importante. Los resul

tados obtenidos se esquematizan en la tabla N° 5,

En el experimento N° 1 se usd ALA como sustrato, aprovechando la presencia
de las enzimas ALA dehidrasa y PBG deaminasa-igomerasa. Con un exceso de AlLA
se formd una cantidad considerable de porfirindgenos. Cuando la preparaciédn

enzimitioa fue un elufdo de DEAE-Celulosa, esta cantidad llegd al 81% de la
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Las incubaciones se realizaron durante 2 horas, a 37°C y en oscuridad.
Las anaerdbicas se efectuaron en tubos de Thunberg, al vacfo. El sis-

tema completo contenfa buffer PO

2 3 mM

también

4B KFO,HK, 67 uM (pH=T,0), MgCl

Yy cistefna 5 mM, El sustrato se indica
la preparacidn enzimitioca utilizada.

re
1

en cada caso, oomo as
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TABLA N° 4

Requerimientos para la desoarboxilacidon enzimitica - I

El sistema de incubacidn normal contenfa buffer PO HK-PO,HK 67 mM
(pBE=7,0), UPG III en ooncentracidn 4,4 F‘M en el exﬁerimen%o §° ly

5 pM en el experimento N° 2, y preparacion enzimitica (elufdo de IEAE-
Celulosa en tanda), en ambos experimentos en concentracidn de 0,36 mg
por mililitro.

Condioioness Tiempo, 2 horas. Temperatura, 37°C. Anaerobiosis. Oscu-
ridad.,

Porfirindgenos desocarboxilados
E;:g ¢ Adiciones (nmoles)

(F+H+P+C) (c)
MgCl 3 mM

Cistefaa 5 mM 12,9 1,1

1 MgCl, 3 mM 16,8 593

Cistefna 5 mM 11,6 1,1

Ninguna 31,6 15,6

Cistefna 5 mM 26,0 6,8

2 EDTA 0,1 mM 34,0 18,0
Cistefna 5 mM

EDTA 0,1 mM 31,6 17,2
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oantidad de porfirindgenos formados cuando se usd un sobrenadante de hemo-

lizado como fuente de enzimas. Esto confirma (pég. 41) que el proceso de in
tercambio idnico que lleva a la purificacidén de la decarboxilasa no altera

la relaocidén de las enzimas antes mencionadas. Teniendo en cuenta la purifi-
cacidén lograda, el rendimiento se puede considerar bueno. Los valores de pu
rificacidn y rendimiento no difieren muicho en funcidén de la manera de expre
sar la actividad, pero siempre son menores al expresarla como aparicidén del

producto final.

En el experimento N° 2 se usaron dos sustratos diferentes. Con uroporfiriqé
geno se observa también una purificacidn y un rendimiento debidos al inter-
cambio idénico que son comparables con los obtenidos en el experimento N° 1.
Sus valores, calculados segin la segunda manera de expresar la aotividad, o
sea la aparicién del producto final (CPG), son bastante menores que loes oal

oulados segin la primera manera, o sea desaparicion del uroporfirindgeno.

Los datos que se obtienen usando firiaporfirinégeno como sustrato, expresa-
dos 8dlo de la segunda manera, indican una actividad total y especifica ma~
yores que las calouladas también de la segunda forma cuando el sustrato era
uroporfirindgeno. Como las incubaciones se hiocieron en las mismas condicio-
nes, con excepcidén del sustrato, se deduce que la descarboxilacidn del fi-

riaporfirinégeno probablemente se estaba haciendo en condiciones mis aleja-
das de la saturacidn cuando el sustrato era uroporfirindgeno que cuando se

empleaba firiaporfirindgeno La concentracidn de este Ultimo usada fue mayor

que la que se acumila normalmente cuando se parte de uroporfirindgeno.

Para proseguir la purificacidén mis alld del elufdo de DEAE-Celulosa en tan-
da fue necesario oconcentrar la solucidn proteica. Esto se realizd por preci
pitaocidn con SO4(NH4)2 sdlido, el cual se agregd lentamente al elufdo de
DEAE-Celulosa, a 0°C, hasta llegar al % de saturacidn deseado. El pH se fue
ajustando a 7,0 con KOH 2 N, durante el curso de la precipitacidn. Una vez

agregado todo el SO4(NH4)2, se dejd estar la suspensidén 30 minutos y luego



TABLA N° 6

Rangos de precipitacidn por SO4(NH4)2

Las incubaciones se realizaron a 37°C, durante 2 horas, en anaerobiosis y
oscuridad. Las mezclas de reaccidn contenfan buffer fosfato de potasio

67 mM (pH=7,0), EDTA 0,4 mM, UPG III 12 PM ¥y preparacidn enzimdtioca en
concentraciones variables.

Rango de Protefna Actividad total |Activ. especffica
precipitacién ( /ml)s (nmoles/hora) | (nmoles/horaxmg)
(4 sat., por SO,(FE,),) e,

477472 (F+B+P+C)| (0©) (P+B+P+C (¢)

0-20 0,8 0 0 0 )
2045 4,1 48 12 0,8 0,2
45-60 0,7 52 10 3,1 0,6
60-75 0,9 20 3 1,7 0,3

75-85 0,15 0 0 0 0

se centrifugd a 20.000xg, 15 minutos.

Para encontrar el rango de saturacidn en el que precipita la decarboxilasa
se efectuaron precipitaciones sucesivas, abarcando rangos mds o menos peque—
fios. Los respeotivos precipitados se disolvieron en buffer fosfato de pota-
slo 0,134 M y se dializaron toda la noche contra el mismo buffer, antes de
ensayar sus actividades. De los resultados que figuran en la Figura N° 1 se
deduce que hasta el 40% de saturacidén por SO4(NH4)2 no precipita casi nada
de decarboxilasa y por encima del 75% tampoco. Los datos de la tabla K° 6
ilustran un experimento de precipitacion en etapas. La fraccidm que precipi
t6 entre 20 y 45% de saturacidn tuvo una baja actividad espec{fica frente a

las otras dos fracciones activass 45-60 y 60-75%.

Contrariamente a lo esperado, practicamente no hubo purificacidn enzimidtica
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FIGURA F° 1

Precipitaoidn por SO ,(NH
P P 4( 4)2

Las incubaciones se realizaron a 37°C, durante 2 horas, en anaero-
bioeis y oscuridad. Las mezclas de reaccidn contenfan buffer fosfa-
to de potasio 67 mM (pH=7,0), EDTA 0,4 mM, UPG III 12-14 pM y pre-
paracidn enzimidtica correspondiente a los precipitados por sulfato
de amonio (diferentes rangos), en concentraciones finales de 1 a

4 mg/ml. Los resultados grafiocados son el promedio de dos experi-—
mentos. Se representa la fraccidn de la actividad total (%), expre-
sade como nmoles/hora de F+H+P+C (O—OQ) o C (@—@®), que precipi-
ta a medida que aumenta el grado de saturacidn salina.

Lor

Fraccion de la actividad (%)

1 A1

0 02 0h 06 08
Grado de saturacion salina

1
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en ninguno de los rangos. Esto significa que se produjo inactivaaidn, ya que
la determinacidn de la actividad de la enzima fue hecha siempre en las mis
mas condiciones. Es probable que la inactivaecidén se haya producido en la o
tapa de diflisis, previa a dicha determinacidn, debido a su prolongada du-

racidn.

En todo el trabajo posterior a estos experimentos se usé el rango 40-75%
de saturacidn por SO4(NH4)2 para precipitar protefnas, como método de con-
oentracidn. Para evitar la probable inaotivacidén se acortd la duracidn de
la didlieis e inclusive se suprimid, planteando esto Qltimo la posibilidad
de que el SO4(NH4)2 que queda impregnando las proteinas precipitadas ejer-
clera algin efecto. Los resultados obtenidos (Tabla N° 7) fueron variables.
En algunos casos se logrd purificacidn (exp. 1 y 4) y en otros se produjo
inactivacidn (exp. 2 y 3), tanto ensayando la actividad de los precipita-
dos disueltos y dializados como la de los sin dializar.

Condiciones de incubacidon - II

Se tratdé de averiguar los posibles requerimientos de ocompuestos sulfhidr{i-
lioos. Al comlenzo del trabajo, cuando el sustrato utilizado era ALA, se
usaba habitualmente cistefna 5 mM en el medio de incubacidén. Mis tarde se
comprobé (Tabla N° 4) que la cisteina tiene acoidn inhibitoria.sobre la
descarboxilacidn y por eso se suprimid de la mezcla de reaccidén. Cuando se
investigd el efecto de otros compuestos, glutation reducido y tioglicolato,
tomando como referenoia la actividad determinada en ausencia de compuestos
sulfhidr{liocos, se vidé (Tabla N° 8) que tanto el GSH como el tioglioolato
tienen efecto activador. Se confirmé ademéis la inhibioidn producida por la
cistefna.

También se estudid el efecto del @ -mercaptoetanol (Tabla K° 9) con refe=-
rencia al del GSH. La actividad determinada en presencia de ﬁ-mercaptoet_g

nol siempre resultd menor que la determinada en presencia de GSH.
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TABLA N° 8

Requerimientos para la descarboxilacidn enzimitica - II

Las incubaciones se realizaron a 37°C, durante 2 horas,en anaerobiosis y os
ouridad. La mezola contenfa buffer fosfato de potasio 67 mM (pH-?,O), EDTA
0,1 mM, UPG III 2,5 uM, preparacidén enzimitica (ppdo. 40-75% de saturacidn
por SO4(NH4)2) 0,21 mg/ml y compuestos sulfhidr{licos segin se detallan.

Compuesto Aotividad Actividad relativa
Sulfhi dref1ico (nmoles/hora)
agregado (P+E+P+C) | (C) (R+E+P+C) | (C)
— 2,9 0,8 100 100
GSH 1 mM 3,5 1,5 121 188
Cistefna 1 mM 1,5 0,4 52 50
Tiogii:;lato 3,3 1,4 114 175

Por estos motivos se descartaron la cistefna y el P -mercaptoetanol; y en

lo sucesivo se usd GSH en la mezcla de reacoidn.

Estabilidad de la enzima

Se estudidé la estabilidad de la enzima en dos etapas diferentes de su puri-
ficacién (Tabla N° 10). El elufdo de DEAE-Celulosa en tanda que es una so-
lucidn proteica de concentracidén alrededor de 0,8 mg/ml, pierde parte de su
actividad ouando se lo guarda a -10°C, Esto puede deberse a que siendo una
solucidén relativamente dilufda, ocurriria desnaturalizaocidn en el proceso

de congelamiento y desocongelamiento.

En cambio, si se guarda & -10°C el precipitado 40-75% de saturacidén por sul



Requerimientos para la descarboxilacidn emzimitica - III
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TABLA N°¢ 9

Las mezclas de inoubacidn contenfan buffer fosfato de potasio 67 mM(pH=7,0),
EDTA 0,1 mM, UPG III 2,3 pM en el exp. 1 y 2,9 pM en el exp. 2, preparacidn
enzimitica (ppdo. 40-75% sat. por SO, (EH,)

mg/ml en el exp, 2 y compuestos su].fﬁidri‘.l’%oos segin se indica.

Temperatura: 37°C. Tiempos 2 horas. Anaerobiosis. Oscuridad

) 0,12 mg/ml en el exp. 1 y 0,08

Compuesto Actividad Actividad relativa
Exp. Sulfhidrflico (nmoles/hora)
NO
agregado (F+B+P+C) | (C) (F+E+P+C) | (C)
GSH 1 mM 3,6 2,2 100 100
1 p-uerc;p:;etanol 2,5 0,8 69 36
F-Mero;p:;etanol 2,5 0,8 69 36
GSH 1 oM 447 3 100 100
2
p—Meroip:;etanol 3,9 1,6 83 53




- 54 -

[ [ [ [
19 88 2t 9°¢ Lz 120 12 NA¢mmv¢om
¢ p P . Jod uotoeany 2
28 06 vét Lic Gfe ee‘o L —es 6D %G L-0b
opes tdtoead
00T 001 L't ‘v G¢2 12‘0 0
L9 €8 g0 v Gy 12¢0 14 spue} ue
e80T~ AVI( T
001 00T 2t €¢g rAd 12¢0 0 ep opmid
() (o+a+g+1) | (o) (0+d+H+d)
2]
H%H_a»wmp (T/Za) uA o W SOMEWIZUS | o
Teuis nIo (Suxexoy/seroun) oD *omo g8uye3oxd MMM@ ug yoexedeag e dxy
PepTATROR BT OP ¢ | sotyroedse pepIAT}OV ° 0 e

*pPePTINOS() °*ET180TqOTORUY °SeIOY 2 todmeT] °Dolf ®anjexedwej
*80TPUT 68 uUndes voTpmizue uUgtToexedexd £ IIY
odn £ ‘mm T BHSO ‘mw 10 viax ¢ (0°L-HA) MW L9 oTsejod ep o3eJsoJ IeFrnq 1ToTOoBqNOUT 8P 8eUu0 TOTpuo)

0001~ ®© ewTzue e ©p PEPTI1qe}sH

OT oN VIAVL



-55 =

TABLA N° 11

Requerimientos para la descarbozxilacidn enzimdtica - IV

Las reacciones se llevaron a cabo a 37°C, durante 2 horas, en anae-
robiosis y osouridad. Las mezclas contenfan EDTA O,1 mM, GSE 1 mM,

UPG III 2,5 pM, preparacidn enzimitioa (ppdo. 40-75% sat. por sul-

fato de amonio) 0,22 mg/ml y buffer fosfato de potasio 67 mM, de di
ferente pH en cada caso.

Actividad
oH (nmoles/hora)
(F+H+P+C) (),
645 2,7 1,1
7,1 3,2 1,2
7,4 249 1,1
T4 2,6 0,9

fato de amonio, mantiene bastante bien su actividad. En una semana hay poca

inactivacidn, en tres semanas ésta ya es mids notoria.

Condioiones de inocubacidén - III

En ouanto al pH dptimo para la descarboxilacién, se vio (Tabla N° 1l1) que
précticamente entre 6,8 y 7,4 no hay mayores variaciones en la actividad, la
oual disminuye algo ouando se baja o se sube por sobre dichos valores lfmi-

tes.

El estudio de la accidn del fosfato de piridoxal ocomo probable ocoenzima dio
resultados negativos (Tabla N° 12), No hubo ningin aumento significativo, den

tro de los errores experimentales, en la actividad descarboxilante.

También se hizo un estudio de los productos de descarboxilacidn formados en
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TABLA N° 12

Requerimientos para la descarboxilacidn enzimitioca - V

Las incubaciones se realizaron a 37°C, 30 minutos, en anaerobiosis y

oscuridad, y conten{an buffer fosfato de potasio 67 mM (pH=7,0), EDTA
0,1 mM, GSH 1 mM, preparacidén enzimitica (ppdo. 40-75% sat. por sul-

fato de amonio) 0,10 mg/ml, UPG III 2,8 pM y fosfato de piridoxal se-
gin se indioa.

' Actividad
Fosfato de
p:ridoxal (nmoles/hora)
(=19 (F+B+P+C) (¢)
0 13,2 4'2
0,050 12,8 3,7
0’125 13’3 5’2

un tiempo fijo, en funcién de la concentracidn de uroporfirindgeno (Figura

e 2).

Se observa que la desaparicidn del sustrato (F+H+P+C), describe una curva
como las de saturacién de enzima por sustrato. No es exactamente una ourva
de ese tipo pues los valores correspondientes a las menores concentracio-
nes de sustrato myy probablemente son menores que los valores de velocida-
des iniciales, que deberfan graficarse para tener una correcta curva de sa

turaoiodn.

A mayores conoentraciones de sustrato los valores pueden acercarse bastan-
te a las velocidades iniciales, por lo que se puede decir que en cuanto a
la desaparioién del uroporfirindgeno (eliminacidén del primer carboxilo), a

proximadamente a ooncentraciones mayores que 3’ﬂM hay saturacidn de la en-
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zima o se estd cerca de ese estado.

La ourva del primer intermediario de descarboxilacién, el firiaporfirindgeno,
es sigmoidea, y la cantidad acumulada es siempre mayor que la de los otros
dos intermediarios (porfirindgenos de 5 y 6 carboxilos), cuyo nivel se mantie
ne bajo aun a concentraciones elevadas de sustrato. Esta mayor acumulacidn
del firiaporfirindgeno parece alcanzar un miximo a las concentraciones mis al

tas de sustrato utilizadas.

El producto final, coproporfirindgeno, presenta un maximo de formacidn a una
concentracién de sustrato de alrededor de 2 B, bajando luego significativa-

mente los valores.

Purificaocién de la enzima - III

A fin de proseguir la purifiocacidén enzimdtica se ensayd una cromatografia de
intercambio idnico sobre DEAE-Celulosa. Segin se ve en la figura N° 3, se ob-
tuvieron en esa oportunidad dos picos de protefnas. La actividad descarboxi-
lante estuvo asoociada principalmente al primer pico. Con respecto a las acti-
vidades especificas, no se consiguié purificaocidn, sino que mds bien hubo i-

nactivacidn,

Se debe tener en ocuenta que los dos plcos de la columna de la figura N° 3 re-
presentan aproximadamente el 40% de las proteinas sembradas, el resto no fue
elufdo ocon las fuerzas idnicas usadas. Como la actividad descarboxilante estd
asoclada en su mayorfa al primer pico y éste representa un 30% del material
sembrado, debiera haberse obtenido una purificacidén mucho mayor de no haberse

producido inactivacién de la enzima.

Se intentd reducir dicha inactivacidn reproduciendo la cromatografia en colum
na ocon GSH 1 mM como protector, y al mismo tiempo se modificd en parte el gra
diente de elucidén discontinuo reduciendo el nimero de sus pasos. Se obtuvie-
ron as{ 3 picos (o sea uno mds que en la figura N° 3), que representan el 80%

de las protefnas sembradas. La actividad descarboxilante coincide con el pri-
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FIGURA N° 3

Cromatografia en columna de DEAE-Celulosa-I

La columna de DEAE-Celulosa (0,83 meq/g) tenfa 20 cm de largo y 1,6 cm2 de sec
cidn y fue equilibrada con buffer fosfato de potasio 3 mM (pH=7). Las protei-
nas sembradas fueron las correspondientes al ppdo. 40-75% de saturacidn por
SO4(NH4)2, disueltas y dializadas contra el buffer 3 mM durante 3 horas.

Una vez efectuada la siembra se pasdé buffer 3 mM y luego un gradiente discon-
tinuo de KCl, ouyas concentraciones se indican, disuelto en el mismo buffer.
El flujo de la ocolumna se mentuvo alrededor de 1 ml/min mediante la aplicacidn
de presidn sobre la parte superior. La concentracidén proteica de las fraccio-
nes se evalud espectrofotométricamente en forma directa., La actividad se deter
miné en las siguientes condiciones: Buffer fosfato de potasio 67 mM (pH=7,0),
EDTA O,1 mM, GSHE 1 mM, UPG III 2,8 pM. Tiempo: 2 horas. Temperatura: 37°C. Ana
erobiosis. Osocuridad.

La actividad espeoffica (mmoles/horaxmg) se encuentra graficada segin sus dos

expresiones: D—N uroporfirindgeno desaparecido

O—O coproporfirindgeno formado
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mero de los picos y su valor especifico (Tabla N° 13) indica que se consiguid
una purificacidén de la enzima, habiéndose evitado por lo menos parcialmente

su inactivacidn.

En la Tabla N° 14 se encuentran esquematizados todos los pasos de la purifi-
cacién, que ya han sido discutidos individualmente. E1 cuadro corresponde a
un experimento al cual pertenece la cromatografia en columna de DEAE-Celulo-
sa de la Figura N° 4. La etapa N°2 produce la purificacidén mds notoria, ha-
llazgo esperable por cuanto la hemoglobina que se elimina es la proteina pre
ponderante. La precipitacidn por SO4(NH4)2 (etapa N° 3) no provocd aumento
de la actividad espeocifica en esta oportunidad. En cambio hubo un aumento a-
preciable debido a la cromatograffa en columna de DEAE-Celulosa (etapa N° 4
y 4'). Teniendo en cuenta la purificacidén total obtenida, el rendimiento fi-

nal puede considerarse bueno.

Con el objeto de eatablecer el grado de pureza alcanzado se realizaron ensa-
yos para detectar la posible presencia de otras enzimas "solubles" del cami-
no metabdlioo de las porfirinas que actdan en etapas vecinas a la descarboxi
lacién. Se midid la actividad de ALA dehidrasa (94) de los picos 1 y 2 de 1la
columna de DEAE-Celulosa que se representa en la Figura N° 4. Las incubacio-
nes se realizaron a 37°C durante 1 hora y la mezcla de reaccidn contenia buf
fer fosfato de potasio 67 mM (pH=7,0), cistefna 10 mM, AIA 5 mM y proteinas
provenientes del pico N° 1 (0,22 mg/ml) o del pico N° 2 (0,28 mg/ml). Las re
acoiones se detuvieron por agregado de 0,1 ml de solucidén saturada de sulfa-
to de ocobre. Luego se centrifugd y se determind la cantidad de PBG formado
por el procedimiento de Gibson (95). Las lecturas a 555 nm dieron absorban-

cia nula, indicando ausencia de ALA dehidrasa en ambos picos.

La actividad de PBG deaminasa-isomerasa (96), del pico N° 1 Unicamente, se
midié a 37°C, incubando durante 4 horas buffer fosfato de potasio 67 mi (pH=
7,0), PBG 93,.1M ¥ proteinas 0,15 m.g/ml. No se obtuvo formacddén de porfirinas

conservindose como tal todo el PBG puesto como sustrato. Se deduce que no



FIGURA KR° 4

Cromatografia en columna de DEAE—Celulosa — II

La oromatografia en columna de DEAE~Celulosa se realizd de manera similar a
la descripta en la Figura N° 3. Las actividades se midieron incubando las
respectivas fracciones & 37°C, durante 30 minutos, en anaerobiosis y oscuri-
dad, con buffer fosfato de potasio 67 mM (pH=7,0), EDTA O,1 mM, GSH 1 mM y
UPG III 2,9 pM.

La actividad espec{fioca (nmoles/horaxmg) se encuentra representada de las

formas clésicas . .
dos formas clasicas: D— Uroporfirinizeno desaparecido
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TABLA N° 15

Purificacidn mediante columna de DEAE-Celulosa - II

Las inoubaciones se hicieron a 37°C durante 20 minutos, en anaero
biosis y oscuridad, y contenfian buffer fosfato de potasio 67 mM
(pE=7,0), EDTA O,1 mM, GSH 1 mM y preparacidén enzimitica (eluido
de columna de DEAE-Celulosa) y sustirato segin se detalla.

Preparacidén | Protefnas Sustrato (nﬁzri:}izga)
enzimdtica (mg/ml)
( F+E+P+C) (c)
UPG III 2,7 8,1 643
Pico N° 1 0,09 7 ’ ’
FPG IIT 2,3 pM | — 4,5
UPG III 2,7 3,3 0
Pico N° 2 0,07 T RN ?
FPCG III 2,3 pM -— 0

hay deaminasa-isomerasa en el pico N° 1, donde se encuentra la decarboxila-

88.

También se ensayl comparativamente la actividad descarboxilante de los picos
N° 1 y 2 hacia uroporfirindgeno III y firiaporfirindgeno III (Tabla N° 15).
El pico N° 1 presenta actividad frente a ambos sustratos, pero el pico N° 2
muestra una actividad disminuida frente al uroporfirindgeno y nula frente al
firiaporfirindgeno. Se puede considerar que la baja actividad del pico N° 2
mencionada representa la (ltima porcidn de la actividad descarboxilante que

se eluye de la columna.

Grado de purificacidén . Peso molecular

Para evaluar el grado de purificacidn obtenido luego de la columna de DBAE-
Celulosa, se hicieron geles de poliacrilamida con parte de las fracciones

mAs activas del primer pico de dichas columnas (Figura N° 4), en diferentes
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FIGURA N° 5

Doterminacidn de peso molecular por electroforesis en gel de poliacrilamida

Los detalles experimentales se encuentran aclarados en Métodos (pég. 38 )
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condiciones (pég. 37 ).

Por corrida electroforética a pH=8,3 se obtuvo una sola banda proteica, a una
distancia del origen aproximadamente igual a 2/3 de la longitud total del
gel. Este resultado indicarfa que se estaba trabajando con una protefna Uni-
ca. A pH=7,2 se obtuvo también una sola banda, pero la movilidad fue mucho
menor (1/8 de la longitud del gel), por lo cual es mis significativo el re-
sultado obtenido a pH=8,3.



Se intentd desdoblar la protefna presuntamente homogénea, tratando la mues-
tra a analizar con dodeoil-sulfato de sodio (SDS) y @-mercaptoetanol ¥ blo-
queando luego los grupos sulfhidrilos oon iodoacetamida. Por electroforesis
a8 pH=7,2 en buffer que contenfa SIS 0,1%, se observd nuevamente una sola ban
da, obteniéndose as{ un mayor apoyo en cuanto a la existencia de una sola
protefna enzimitioa con actividad descarboxilante, aunque también podrfa ser

que esa protefna se hubiera disociado en subunidades iguales entre sf.

Se hizo una curva de calibracidn de pesos moleculares por electroforesis en
gel de poliaorilamida, en presencia de SDS (pdg.38), cuyos resultados se ven
en la Figura N° 5. De acuerdo a la movilidad de la protefna en estudio, in-
dicada en el gréfico, se obtuvo un valor de peso molecular de 42.000 * 1.000.
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PROPIEDADES

Acumlacidn de intermediarios parcialmente desocarboxilados

La desoarboxilacidn enzimftioa en etapas del uroporfirindgenoc III, octacar
box{lico, para dar el ooproporfirindgeno correspondiente, tetracarboxflico,
tiene oaracterfsticas particulares. En la tabla N° 16 se puede observar la
aoumlacién de los diferentes intermediarios, obtenida cuando se hacen ac-
tuar preparaciones enzimfticas de diferentes grados de pureza sobre el uro
porfirinfgeno III. En todoe los casos hay una cantidad mayor del primer pro
duoto de desoarboxilacidn, el firiaporfirindgeno, heptacarboxflico, El pro
‘duoto final, como es 1l8gioco, también se acumulaj pero la cantidad de los [)
tros dos intermediarios (hexa- y pentacarboxflico) es pequefia y casi no
presenta variaciones. Esta situacion es privativa de la serie isomérioca III,
pues los resultados son diferentes con la serie I, En la tabla N° 17 se com
para la acumulacidn de intermediarios producida a partir de uroporfirin&gg
pno III y de uroporfirindgeno I. En el primer oaso se observa lo ya descri-
to en la tabla N° 16, pero en el gegundo caso sdlo se aprecia una acumila-
0oién del produoto final, El intermediario heptacarboxilico se encuentra en
cantidad menor, no se detectd el hexacarboxflico y aparece el pentacarboxi

lico en cantidad mayor que en la serie III.

Esgpecificidad

Como se puede observar en la tabla K° 17, en la columna oorrespondiente a
(P+B+P+C), con uroporfirindgeno I la descarboxilacién se produce a la mitad
de velocidad que oon el III. La reacoidn enzimitica es pues més efiociente
con UPG III Que oon UPG I como sustrato. No obstante, la diferencia de ve-
looidades en ambos casos no es tan grande ocomo para pemsar que el sistema
descarboxilante es muy especf{fico. Podrfa ser que hubiera una o mis enzi-

mas, diferentes para cada serie iaomérioa, aunque esto parece improbable



TABLA N° 16

Acumulacidn de intermediarios - I

Las incubaciones se hicieron a 37°C, en anaerobiosisy oscuridad, durante
30 minutos. Las mezclas de reacoidn contenfan buffer fosfato de potasio
67 oM (pH=7,0), EDTA O,1 mM, GSH 1 mM, UPG III 2,9 pM y preparacién enzi
mitica segin se indica.

Porfirindgenos formados

. Protefnas (nmoles)
Preparacidn enzimitica
(mg/ml)
P H P C
Sobrenadante de hemo
lizado. 7466 3,1 0,5 045 1,4
Elufdo de DEAE-Celu 0,11 3,2 0,5 0,5 1,5

losa en tanda,

Ppdo. 40-75% de sat.
por S0,(F¥H )2, diali 0,13 3,5 0,6 0,5 1,9
zado o?bu.ffer 3 mM,

Elufdo de colwmna
de IEAE-Celulosa 0,03 3,91 0,6 | 0,5 | 2,8
(ler. Pico)
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teniendo en ocuenta que los isdémeros I no tienen destino alguno conocido.,

TABLA R° 17
Aoumilacidén de intermediarios - II

Se hicleron incubaciones & 37°C, durante 2 horas, en anaerobiosis y
osouridad, con buffer foesfato de potasio 67 mM (pH=T,0), EDTA 0,17 mM,
enzima correspondiente al elufdo de DEAE-Celulosa, en tanda (0,48 mg
por ml), ¥ los sustratos que se indican.

Porfirindgenos formados
Sustrato (nmoles)
F H P C F+H+P+C
UPG II1
3,8 pM 3,4 0,7 0,7 399 8,7
PG I
4,1 gk 1,0 0 1,2 2,2 4,4

Reversibilidad de la reacoidn

Cuando se llevaron & cabo inocubaciones de preparaciones enziméticas parcial
mente purificadas (ppdo. 40-75% de sat. por SO 4(ma 4) o9 dializado, ooncentrs
oidén final = 0,3 mg/ml) oon coproporfirinégeno III 0,9 uM, en presencia de

CO3H- 2,5110-4 M y demds componentes de la mezcla de reaccidén, no se deteo-

taron en ningin oaso productos de mis de 4 carboxilos, indicando la irrever

sibilidad de la reacocidn.

En iguales condiciones tampoco hubo disminucidn de la descarboxilacidén de

UPG IIT (0,5 a 2,8 pM) por CPG III (0,17 y 0,34 jM), demostrando que no hay



inhibicidn por producto.

Curso de reaccidn

El curso de la reacocidn oorrespondiente a la serie isomérica III, estudia-
do utilizando enzima de una etapa de purificacidn intermedia (Fig. N° 6),
muestra una mayor cantidad del intermediario heptacarboxflico, observable
en todo momento dentro del lapso estudiado. La aparicién del produoto final
es lineal oon el tiempo,

Esta concentracidén aumentada del porfirindgeno heptacarboxflico no se vio
fundamentalmente alterada por variaciones en la concentracidn de la prepa-

racién enzimitica (Fig. N° 7).

Se estudid también el curso de reaocidn utilizando la enzima més purifioca-
da, La serie de graficos de la Fig. N° 8 (A,B,C,D) muestra los resultados
obtenidos oon 4 diferentes concentraciones de uroporfirindgeno III. En to-
dos los ocasos, y en conoordancia con los datos previos, la cantidad del in
termediario heptacarboxf{lico fue mayor que la de los hexa y pentacarboxfli
oos, acumléndose el producto final en forma lineal. En funcién de las con
centraoiones crecientes de sustrato se observa que la mixima acumulacién
del firiaporfirindgeno se aloanza en tiempos también crecientes. As{ en el
gréfico TA se obtiene el mArimo a los 20 minutos, en el 7B & los 45 minu-
tos, y en los gréficos 7C y 7D los tiempos son mayores adn.

A fin de aclarar los pasos de la reacoidén de descarboxilacidn, ésta se pue
de esquematizar de la siguiente manera, en la que se indica solamente el

nimero de carboxilos de los diferentes porfirindgenoss

Va Vo Vo va
8 COOE ——=3 7 COOH «—=—p 6§ COOH ——p 5 COOH === 4 COOH
\.vl./ \ v, v

En base a los resultados obtenidos se puede deducir que la eliminacidn del



FIQURA N° 6

Curso de reaccidén - I

Las mezclas de reacoidn contenfan buffer fosfato de potasio 67 mM
(pE=7,0), EDTA O,1 mM, GSE 1 oM, UPG III 2,9 pM y preparacidn enzi-
m&tioa correspondiente al ppdo. 40-75% de sat. por SO, (NH )2 (0,14
mg/ml). Las inoubaciones se realizaron a 37°C, en anaérobgosis y
osouridad.
Porfirinégenos des ~ &—4& 8 COOH (sustrato)

O—O 7 COOH

O—0 6 COOE é 5 COOH

@—@® 4 COOH (producto final)

Porfirinégenos ( nmoles)

1 4
0 15 LS

tiempo(min)

B-id
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FIQURA N° 7

Aoumulaoidn de intermediarios

Las reacciones se realizaron a 37°C, en anaerobiosis y oscuridad, duran
te 30 minutos. Las mezclas de incubacidn contenfan buffer fosfato de PO
tasio 67 mM (pH=6,8), EDTA O,1 mM, GSH 1 mM, UPG III 2,9 pM y prepara-
oidén enzimltioa (ppdo. 40-75¢ de sat. por SO,(NH )2, dializado) en con-
centraciones variables. 474

&—A B8-COOE porfirindgeno

O—O 17-cooH "
O—0§ § 5-C008 "
®—@ 4-co0H "
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FIGURA N° 8

Curso de reaccidn - II

Las mezolas de reacoién contenfan buffer fosfato de potasio 67 mM (pH=7,0),
EDTA 0,1 mM, GSH 1 mM, enzima proveniente de oolumna de DEAE-Celulosa 0,14
mg/ml y UPG III segtin e indioca en cada caso. Las incubaciones se llevaron
a cabo a 37°C, en osouridad y anaerobiosis, durante tiempos variables.

Porfirindgenoe des M —4~@ 8 COOH (sustrato)

O—O 7 COOH
Oo—0 6 COOH § 5 COOH
®—@ 4 COOH
A 6 B

N
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primer carboxilo del uroporfirindgeno ocurre més velozmente que la descar-
boxilacidn subsiguiente (v8:> vb), produciéndose as{ una acumulacidén del
intermediario heptacarboxflico. 4 medida que tramscurre el tiempo, la velo
oidad de eliminacidn del primer carboxilo (vh) va decreciendo, en razdn de
la disminucidn en la concentracidén del sustrato octacarboxflico, y cuando
esta velooidad ocomienza a ser menor que la velocidad de eliminacidén del oar
boxilo siguiente (va <vb), empieza a decrecer la cantidad del primer in-
termediario,

Es interesante destacar que la pequeida cantidad de los intermediarios he-
xa y pentacarboxflicos, que se mantiene pricticamente constante con el tdem
Po, hace suponer que sus respectivas velocidades de formacidén y desapari-

cidn son equivalentes, es decirs

b c c a
Resumiendo, definimos A6 y v, oomos
vb-vo-vd-va Vl 72
8-C00H —>» 7-COOH —> 4-COOH
y vﬁ - v1

Durante la primera parte de la reacoidn es vl> 72 y mis adelante es vl < Ve
Se vié que el punto de equilibrio (vl - 72) varia segin sea la concentraocidn
del sustrato octacarbox{lico, lo cual es ldgico pues la disminucidn de v, es
més acentuada ocuando hay menos sustrato y por consiguiente se llega mis pron

to a igualar a Vo

La cindtioa enzimitioca, que se discute ms adelante, se realizé determinan

do velocidades iniciales (v1 inicial y v2 inicial), y en estos casos es siem
pre v1> Ve

La oonclusidn de que vb = vc =- vd se ve confirmada por los experimentos rea
lizados con firiaporfirindgeno como sustrato (Fig. F° 91 A,B y C). Asf,los

ocursos de reaocidn con diferentes concentraciones iniciales de dicho sustra
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FIGURA N° 9

Curso de reaccidn - III

Las incubaciones se realizaron a 37°C, en anerobiosis y oscuridad, durante
tiempos variables. Las mezolae contenfan buffer fosfato de potasio 67 mM
(pE=6,8), EDIA O,1 mM, GSH 1 mM, enzima proveniente de columna de DEAE-Ce-
lulosa 0,16 mg/ml ¥y FPG III en concentraciones que se indican en los gréf}_
cos correspondientes.
Porfirindgenos des Q-=Q T-COOH (sustrato)
O—0O 6-CO0H & 5-COOH
@®—@® 4-CO0H

(nmoles )
I/
Cl

0 2 . 5
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to, muestran que las cantidades de los intermediarios hexa y pentacarbox{-
licoe son pequeiias y constantes con el tiempo. Es decir que sdlo se observa

desaparicidn del sustrato y apariocidén del producto final.

Se obtuve un apoyo adicionmal a las inferencias mencionadas por medio de ex-
perimentos en los cuales se eiguil el ourso de reaccidn, colocando como sus
trato megzolas de uroporfirinégeno y firiaporfirin6geno, en diferentes pro-

porciones (Fig. N° 10).

En ouanto a la desaparicidn del uroporfirin6geno, se puede observar que tu
vo lugar a velooidades decrecientes a medida que disminuyd la concentra-
cién inicial del mismo en la mezcla de reaccidn (grificos 10 4, 10 B, 10 C,
y 10 D). Ademis, se comprueba que esta eliminacidén del primer carboxilo se
hizo lineal con el tiempo a medida que hubo menos cantidad de uroporfiriqé
geno y més de firiaporfirindgeno (comparar 10 A y 10 5 con 10 C y 10 D).
Esto es diferente de lo que se podfa prever, ya que sdlo cuando la concen-
tracidén de sustrato va aumentando se puede esperar una tendencia a la li-
nealidad constante de la reacoidn con el tiempo, pero no a la inversa. La
razén de este ocomportamiento, teniendo en cuenta que habfa presentes canti
dades crecientes de firiaporfirindgeno, podrfa residir en que este firiapor
firindgeno se une a la enzima, disminuyendo asf la concentracidn efectiva
de enzima que pueda descarboxilar el uroporfirindgeno. Esto haria suponer
que la enzima es una sola para todas las etapas de descarboxilacién, ¥ que
ademds no podria descarboxilar uro- y firiaporfirindgeno al miemo tiempo

oon igual efiocienoia que cuando cada uno de esos sustratos es unioco.

Con referencia al firiaporfirindgeno, en el grédfico 10 A se ve que a los 20
minutos aloanza su mixima acumilacidn (vl = v2), 0 sea que su concentracién
inicial no era sufioiente, en relacidén a la del uroporfirindgeno, para que
v2:> vy Lo mismo sucede en el grifico 10 B, pero el mArimo se alcanza en
menos tiempo, a los 10 minutos, pues la relacidn firia-uroporfirinégeno es
mayor es mayor que en 10 A, En el grifioco 10 C hay una leve disminuoién li-
neal del firiaporfirindgeno con el tiempo, o sea que allf ya fue suficiente



FIGURA N° 10

Curso de reaccidén - IV

Las mezclas de incubacidn contenfan buffer fosfato de potasio 67 ml (pH=6,8),
EDTA O,1 mM, GSH 1 nM, enzima proveniente de columna de DEAE-Celulosa 0,09
mg/ml y cantidades variables de UPG III y FPG III tales que la suma de ambos
diera una concentraocidén total de porfirindgenos comprendida entre 2,2 y
254 pM. Las concentraciones inioiales de ambos porfirindgenos se indican en
cada uno de los grificos.
Las reacciones se llevaron a cabo a 37°C, en anaerobiosis y oscuridad,
Porfirindgenos des & ——4M& 8-COOH O—0 6-CO0H & 5-COOH

O—0 7-C00H ®—@ 4-C00H

[ A k B

6‘\\\\ UPG 1.58 uM UPG 1.4 uM

i FPG 079 uM \ FPG 093uM

\ A

¢ -/—o—-——ke S/O\Q\g
p I

UPG 1.28uM UPG 1.06 uM

l\‘ FPG 1.02uM| [ FPG 1.14 uM

-\\
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o -0
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la relaoidn de ambos sustratos para que 72:> vl desde el comienzo. También
se observa esto en el gréfico 10 D, siendo en este caso mis acentuada la ve
looidad de desapariocidn del firiaporfirinégeno, como corresponde a su mayor

oonocentraoién inioial,

El produoto final tetracarboxflico aparecié, en todos los casos, linealmente

oon el tiempo,

Formas de expresién de la aotividad enzimftioa

En base a la acumilacidn de intermediarios y al ourso de reaccidn de la des
carboxilacién enzimitica se ha planteado un esquema de dos etapas (pig. 74).
Se dijo también que considerando velooidades inioiales, es siempre v1:> v2

cuando se parte de uroporfirindgeno como sustrato.

vl se expresa habitualmente como nmoles de uroporfirindgeno desaparecidos

por hora, lo Que es igual a la suma de los nmoles de firia-, hexacarboxri-,
pentacarboxi- y coproporfirinfgenocs producidos en igual lapso, Con vl se mi-
de la actividad enzimétioca correspondiente a la eliminacidn del ler, carbo-

xilo.

v2 se expresa como nmoles de coproporfirindgeno producidos por hora y con
ella se mide la actividad correspondiente a la eliminacidn de cualquiera de

loe tres carboxilos subsiguientes.

Como v, < V1o oonsiderando la descarboxilacidon total, es A la limitante.

Por lo tanto v2 da idea del proceso de descarboxilacidn ocompleto.

Efecto del pH

Se estudid el efecto del DH sobre las veloocidadee iniclales (vi y v2) de reac
oién. Se observa en la Fig. N° 11 que hay un intervalo Sptimo entre 6,5 y
7,0, tanto en cuanto a v1 como en ouanto a v2. Los valores de las velocida-
des, especialmente Vi fueron distintos segin el buffer usado.

Los menores valores se obtuvieron ocon tris-maleato y los mayores con fosfa-
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FIGURA K° 1l

Efecto del pH

Las inoubaciones se realizaron a 37°C, en anaerobiosisy oscuridad, Las meg
olas de reacoidn contenfan EDTA O,1 mM, GSH 1 mM, UPG III 2,8 pM, protefna
enzimftioa (elufdo de columna de DEAE-Celulosa) 0,09 mg/ml, y diferentes

buffers, de dietintos pH, seglin el caso. Se encuentran representadas v

(puntos vacfos) y v, (puntos 1llencs). 1

p-Tris-Maleato 75 mM QO-Fosfato de potasio 67 mM
O-Tris-Cloruro 75 mM U-Acético-Acetato 67 mM
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to de potasio y tris—cloruro.

Efecto de la concentracidn de enzima

La variaocion en la concentracidén enzimdtica provocd una respuesta lineal de
la velocidad, ya sea v, bien 5 (Figura N° 12), dentro del rango estudia-
do.

Estabilidad térmica de la enzima

Se estudid el efecto de diferentes tiempos de precalentamiento, a 60°C, so-
bre la actividad de la enzima en un estado intermedio de purificacidén (Tabla
N° 18). Se vio que se produce una importante inactivacién, siempre mayor en
el caso de A que en el de Vs usando como sustrato uroporfirinégeno III o
I. Los resultados oorrespondientes al isdmero IIT, que ha sido el mis estu-
diado, indican qQue la alteracidn de la estructura de la enzima por el calen-
tamiento afecta menos la reacoidn de eliminacidn del primer ocarboxilo que la
de cualquiera de los tres subsiguientes. Asf, en per{odos de 5-10 minutos se

producen inaotivaciones del 50-70% con respecto a V10 frente al 100% con res

pecto a 72.

Las tres dltimas descarboxilaciones se estudiaron separadamente usando como
sustrato firiaporfirindgeno III (Tabla N° 18, Exp. 4). Se confirmé de esta
manera Que la velooidad de descarboxilacidén de los porfirindgenos de 7, 6 ¥
5 oarboxilos disminuye mucho (80%) por inactivacién de la enzima, indepen-
dientemente de la previa disminucidn de la velocidad de descarboxilacidn del

porfirindgeno de 8 carboxilos.

La inactivaoidn diferencial en ocuanto a R4 a v, no hace més que confirmar

la existencia de dos etapas bien definidas en el proceso total de descarboxi

lacidn.

Por otra parte, el hecho de que 1la inactivacion abarque ambas etapas en una
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FIGURA N° 12

Efecto de la concentraocidn de enzima

Las mezolas de reacoidn contenfan buffer fosfato de potasio 67 mM (pH=6,8),
EDTA O,1 oM, GSH 1 mM, UPG III 2,9 pM y protefna enzimitioca correspondien-

te al ppdo. 40-75% de sat. por SO (NH4)2, en las concentraciones que se in
diocan. Las inoubaociones se realiz&ron a 37°C, en anaerobiosis y oscuridad.
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TABLA N° 18

Efecto del precalentamiento de la enzima

Las incubaciones se llevaron a oabo a 37°C, durante 2 horas, en anaerobio-
sis y osouridad. Las mezclas de reaccidn contenfan buffer fosfato de pota-
sio 67 mM (pH=7,0), EDTA O,1 mM, UPG I o III o FPG III segin se indica y

preparaciones enzimdticas provenientes del elufdo de DEAE-Celulosa en tan-
da, previamente calentados a 60°C durante los tiempos que se indican ¥ lue
go centrifugadas. Los sobrenadantes de ocentrifugacidn se usaron para efeo-
tuar las incubaciones, siendo las ooncentraciones proteicas finales de 0,25

a 0,45 mg/ml,

Mempo de| Actividad espeof{fica
E;I:. Sustrato gm:}ng- (nmoles/horaxmg) Inactivaocidn (%)
(min) v, esp. v, esp. | v, esp. v, e8p.
0 1,84 0,71 - -
UPG I 5,0 p 5 0,95 0 48 100
1l
0 5,15 2,06 — —
UPG III 4,8 pu 5 2,17 0 58 100
Y 3,93 1,74 - -
1,42 0 64 100
‘2 |UPG III 4,1 pM 10 1,38 0 65 100
15 1,53 0 61 100
Y 0,75 0,36 - -
UPG I 4,1 pM 0,15 0 80 100
3
o 1’53 0,69 _— _—
UPG III 3,8 pit 5 0,71 0 54 100
0 2,65 0,79 - -
UPG III 3,5 pt 10 0,79 0 70 100
4
Y — 1,70 — ——
FPG III 3,5 pM 10 _ 0,33 _ 81
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magni tud importante, hizo desechar la idea de utilizar este recurso para po-

der estudiar separadamente las dos etapas de la descarboxilaciédn.

Efecto de sales

1) Cloruro de sodio

De acuerdo a Cornford (37), que trabajé con eritroocitos humanos, la descar-
boxilaoidén del uroporfirindgeno III se inhibe parcialmente por sales de so=
dio, afectdndose aparentemente la eliminacidn del segundo grupo oarboxilo
(pég. 23). En base a esto se pensd que el NaCl se podr{a utilizar ocomo inhi-
bidor de la desoarboxilacidén del 7-COOH porfirindgeno, pudiéndose asi{ estu-

diar la eliminacidén enzimétioa del primer ocarboxilo individualmente,

Con ese objeto se ensayd la accidén de diferentes concentraciones de NaCl
(Tabla B° 19) sobre la desoarboxilacién del uroporfirindgeno III y del fi-
riaporfirindgeno III. Bn el primer caso se dan las velocidades 1 ¥y v2, y on
el segundo, obviamente se da sdlo Voo Se considerd que la menor concentra-
0i16n de NaCl es 50 mM y no nula, debido a que los porfirindgenos sustratos
de la decarboxilasa se preparan por reduccidén de las correspondientes porfi-
rinas con amalgama de sodio. El valor 50 mM se obtuvo teniendo en cuenta
que, en un caso lfmite, la amalgama liberaria todo el sodio que contiene du-

rante el prooceso de produccidén de hidrdgeno. El ion sodio es introducido en

los incubados junto con los porfirinégenos, en cantidad oconstante.

Con uroporfirindgeno como sustrato, se observa que concentraciones salinas
orecientes inhiben en forma también oreciente la actividad, tanto v, ocomo

v,, siendo siempre mayor la inhibicidén de v, que la de v.. Cuando el sustra

2’ 2 1
to es firiaporfirindégeno, no se observa inhibicién hasta una concentracidn
400 mM de NaCl. Esto representa una diferencia con respecto a cuando el sus-

trato es uroporfirindgeno, pues en ese caso ya hay inhibicidn con NaCl 100 mM,

A fin de aclarar el efecto inhibitorio observado, se puede analizar la dis-

tribucidn de los diferentes porfirindgenos en funcidn de la ooncentracién sa



(WW) o0lpos ap 04nio0))
00% 00¢ 00¢ 00l 0 00Y 00€ omN om: 0
1 L ¥ ! ]

o @ g—o [/‘U =

N

/
\O

\
o i
(sejowu) souabouysisiog

WH I's TOd4d )
g ’ v il

i
1
«©

OI - o -
7 v W g2 I odn
O < v <10l
HOOO-V : @ HO00-G 9 HOOO-9: O HOOO-L:O HOOO-8 . § 10p SousFoutITIIOg

*eIN8TJ ¥pEO U6 VWOTPUT ©8 undes ojexiens £ du\wa ot‘o (oveztreTd .NA¢m5¢om aod *jes op ¥GLl-0oF opertdro
exd) eoTypuyizue uoToeredead ‘wm T HSD ‘Ww 10 VIOE ¢(0*L=Hd) Ww L9 oTe®j0d ©p 038JFSOJ JeJJnq UeJUO4UOO
§8To2z0mW Se] °PEPTIMOB0 £ 8180TqoJerUe Ue ‘S04NUTH Of 63UeINP ),l{ © UOTeZITEOX ©8 S86UOTOBQNOUT SeTq

TO®R Tep ojoegd

€T oN VHNOILI



- 85 =

TABLA N° 19

Inhibioidn por NaCl

Las oondiociones de inoubacidn son las de la Figura N° 13, Las velocidades
estdn expresadas en nmoles/hora.

NaCl Sustrato v v Inhibicién (%)
() 1 2 v v

1 2
50 13,1 | 4,1 - -
100 12,5 | 2,3 5 44
000 | UPG III 2,8 pM 9,9 | 1,6 24 61
400 4,6 | 0,6 65 85
50 - 2,2 - —
100 — 2,2 - 0
o00 | FEGIIL 3,1 pM| 2,4 _ o
400 - 1,1 - 50

lina, ouando se parte de uno u otro sustrato. Eso es lo que se representa en
la Figura N° 13. En el grédfioco A se ve que el sustrato, uroporfirindgeno, se
desoarboxila cada vez menos a medida que aumenta la concentracidn de NaCl.
En ocuanto al primer intermediario, el firiaporfirindgeno, aumenta un poco su
aoumilacidn a bajas concentraciones de NaCl, para decrecer luego sostenida-
mente. Esto indioca que la eliminacidn del primer ocarboxilo no se veria afec-
tada por oconocentraciones salinas moderadas, pero s{ se inhibe oon cantidades
mayores. La eliminacidn de los carboxilos subsiguientes se ve afectada en to
do el rango ensayado, inhibiéndose prinoipalmente la formacidén del copropor-
firindgeno. En el grdfico B de la Figura N° 13 estd representada la varia-
oién de la oantidad de firiaporfirindgeno, usado esta vez como sustrato, jun

to con la de los intermediarios subsiguientes y la del producto final. Sélo
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se observa inhibiocion de la descarboxilacidén con alta oconcentracidén de NaCl.
Las cantidad de los porfirindgenos hexa- y pentacarboxflicos préacticamente
no varia, mientras que desoiende la del 00proporfirinégeno & una conocentra-

oldn elevada de la sal.

Comparando los gréficos A y B de la Figura N° 13, es notoria la diferencia
en ocuanto a las cantidades de coproporfirindgeno formadas en ambos casos.
La inhibiocidn oontinua que se observa en A no se repite en B, salvo a altas
oonoentraociones de NaCl. La diferenaia fundamental entre A y B es que en el
caso A el firiaporfirindgeno estd presente en cantidades de intermediario
(2-4 nmoles), mientras que en B, como es el sustrato, su oantidad es bastan
te mayor (aproximadamente 12 nmoles). Esta dltima cantidad podr{a ser sufi-
olente como para ejercer hasta un oierto lfmite un efecto de tipo proteotor
sobre la enzima frente & la aocidn inhibitoria del NaCl, Este hipotético e-
fecto protector no serfa producido enm igual medida por el uroporfirindgeno.

2) Sulfato de amonio

El efeoto inhibitorio observado oon NaCl podrfa no ser espec{fico de esa sal
o de ese catidén o anidn. Por eso se estudid la influencia del sulfato de &a-
monio sobre la actividad descarboxilante (Tabla N° 20), encontréndose que &’
una concentracién 200 mM esta sal inhibe considerablemente tanto vy oomo V.
La magnitud de la inhibicidn estd dentro del orden de la producida por NaCl
200 mM, pero se debe tener en cuenta Que mientras la fuerza idnioca del NaCl
200 oM es 0,2, la del SO4(NE4)2 200 mM es 0,6. Con esta dltima oconsideracidn,
serfa mfs efectivo oomo inhibidor el NaCl que el 804(113.4)2 ¥y su efecto se de

ber{a mfs bien a sus iones constituyentes.

Efecto de anflogos del sustrato

Se ensayd el efecto de la uroporfirina III, cuya reduccidén da origen al uro-

porfirindgeno, sobre la actividad enzimAtioca. La estructura de la uroporfiri
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TABLA N°

20

Inhibicidén por 804(NH4) >

Las megzolas de reaccidm contenfan buffer fosfato de potasio 67 mM (pH=7,0),
EDTA O,1 mM, GSH 1 mM, UPG III 2,5 My preparacidn enzimitica (elufdo de
columa de IEAE-Celulosa, primer pico) 0,09 mg/ml. Las incubaciones se lle-
varon & cabo durante 45 minutos, a 37°C, en anaerobiosis y oscuridad. Las

velocidades se expresan en nmoles/hora.

Adiciones V. v Inhibicién (%)
1 2 V. v,
1l 2
— 8,3 395 — —
S0,(NE,), 200 ma| 5,5 [ 1,7 | 34 51
TABLA N° 21

Inhibiocidn por uroporfirina III

Las condioiones de las reacolones son las mismas que las de 1la Tabla N° 20,

Las velocidades se dan en nmoles/hora.

Conoentracién def o |fnhibicién (%)
uroporfirina III 1 2 v v2
0 8,3] 3,5| — -
0,4 pM 7,8 | 2,6 6 26
1,2 pM TsT | 246 7 26
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na, muy relacionada con la del sustrato, hizo pensar en un posible efecto
inhibidor. En efecto, segun la Tabla N° 21, concentraciones de uroporfirina
menores que la mitad de le del sustrato produjeron una pequefia disminucidn
de vy (6=7%) y un decrecimiento mfs apreciable de v, (26%) . Estos bajos va-
lores de inhibicién hacen suponer que pueda deberse casi exclusivamente a
un efeoto de autocatflisis en la oxidacidn de los porfirinégemos (pég. 11).
Este efeoto, 1l8gicamente, se verfa reflejado mis acentuadamente en las des-
carboxilaciones finales, ya que los porfirinSgenos de menor ndmero de carbo
xilos que se generan durante la reaccidn enzimitica se oxidarfan, no permi-
tiendo su conversidm a productos. Estos resutados no excluyen sin embargo,
que otra de las causas de la disminucidn de la actividad por la presencia
de la uroporfirina pueda ser un real efecto inhibidor de esa sustancia so-

bre la enzima,

Acoidn de compuestos tidlicos reducidos y oxidados

Cuando se estudiaron las condiociones de incubaoidén se vio que la cistefna
inhibfa la descarboxilacién (Tablas N° 4 y 8). Asimismo, se encontrd.un e-
fecto activador del glutation, en las condiciones del ensayo realizado (Ta-

bla N° 8).

Por otra parte, se comprobd que la dltima etapa de purifioceciémn, la columna
de IEAE-Celulosa, requeria en todo momento GSH, de lo contrario se observa-
ba una inaotivacidn de la enzima, de modo tal que los datos no indicaban u-

na real purificacidén (pég. 58, 61 y Tabla F° 13),

Con esos antecedentes fue que se estudid el efecto de la cistefna y del glu
tation reducido y oxidado, en concentraciones variables, sobre la decarboxi
lasa., De esta manera se pretendid conocer las caraoter{sticas de la enzima

en cuanto a la probable existencia de grupos sulfhidrilos, sea en estado re

ducido como oxidado.

En la figura N° 14, grafico A, se puede observar el efecto de la cistefna
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sobre la actividad enzimftica. Hay una clara inhibicidn,de tipo exponencial,
tanto en el caso de v1 oomo en el de vé’ aunque més marcada para vl. Con u-
na concentracién 1 mM de cistefna se consigue un 86% de la inhibicidn méxi-
ma de vl. Este porcentaje se ocalocula teniendo en ocuenta que vl desociende a-
proximadamente en forma asintdtica, tendiendo a un clerto valor que serfa
la actividad residual de la enzima, la que aun persiste a pesar de la pre-
sencia de oantidades elevadas de cistefna. La acclén marcadamente inhibito-
ria de la cistefna estarf{a indicando la existencia de uniones disulfuro en
la protefna enzimftica, que se romperfan por el agregado del compuesto tid-

lico (97)s

E—S==S8—E + 2 Cig=S—~H T—=2 E—=Se—H + Cig—=S—=S~—Cis

Los potenciales redox estarf{an favoreciendo la reaccién hacia la derecha, y
aparentemente la ruptura de por lo menos algunos de los puentes disulfuros

provocarfa una pérdida apreciable de la actividad enzimética,

En el gréfico B de la figura N° 14 estd representado el efecto de oconcentra
ciones variables de glutation reducido sobre la actividad enzimftica. la
curva es similar en cuanto 8 v, y a v.3 pero es mfs acentuada en el caso de

1l 2
v.. La forma de las ourvas indica que casl no hay efeocto a ooncentraciones

m;y bajas de GSH (hasta 0,5 mM), luego se observa una acentuada inhibicién
que a ooncentraciones mayores se va anulando gradualmente. Teniendo en cuen
ta cdmo eran las ourvas en el caso de la cistefna, se puede pensar que el
GSH actia de otra manera ademfs de la que deriva de su ocaracter sulfhidrfli
co. La primera parte de las ourvas del gréfico B (Figura N° 14) presentas va
riantes con respecto al gréfico A, pero se asemejan, en general, en que hay
un efecto inhibitorio. La diferencia mis notoria estf en la segunda parte,
mfs alld de ooncentraciones 1 mM, donde en el grd&fico B hay una recuperacién
de la aotividad enzimitioa que podrfa deberse a un efecto activador del GSH,

independiente de su cardcter de compuesto tidlico, que compensarfa en parte
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la inhibiocidn producide por ruptura de grupos disulfuros, anfloga al caso de
la oistefna. De modo que se puede postular una accién dual del GSHs por una
parte inhibirfa por probable ruptura de grupos disulfuros, como la oistefna,
y por otra aotivarf{a. Esta superposicidn de efectos antagdnicos podrfa ser
la responsable de que la primera parte de 1la curva del gréfico B no denote

upns decidida inhibicidén desde el comienzo, como sucede en el gréfico A,

Ya que la cistefna presenta s88lo un efeoto inhibidor, se hizo un experimento
en el que los inocubados oontenfan una cantidad fija de ocistefna y cantidades
variables de GSH (Figura N° 14, gréfico C). La cantidad fija de oistefna usa
da, 1 mM, se sabe por el gréfico A que produce mie del 80% de la mixima inhi
bicldn posible, atribuida a ruptura de grupos disulfuro importantes para la
plena actividad enzimAtioca. De esta manera, la ciste{na presente podr{a ac-
tuar en este sentido, al igual que el GSH, pero dejando probablemente a éste
dltimo mfs posibilidades de actuar como activador Unicamente. Esto depende-
rfa por supuesto de los potenciales redox de la cisteina y del GSH con res-
peoto a los potenociales de los grupos disulfuro de la enzima y también de
las respeotivas velooidades de las reacciones de dxido-reduccidén. las ocurvas
del gréfico C muestran que, en presencia de la cantidad fija de cistefna ci-
tada, el GSH actia como activador hasta una concentracidén 3 mM aproximadamen
tes Este resultado es concordante con le hipétesis planteada., Pareceria,pues,
que estando presentes cistefna y GSH, el potencial redox y/o la velocidad
correspondientes a la primera es tal que actia preferentemente sobre los di-
sulfuros de la enzima, de modo que el GSH puede aotuar como activador. La
parte ascendente del gréfico C es muy similar a la curva del gréfico B a par
tir de conoentraciones 1 mM de GSH,

El efecto del glutation oxidado, GSSG, sobre la actividad enzimAtica, estd
representado en la Figura N° 15. Este experimento indica que el GSSG tiene
un efecto inhibidor y que a concentraciones de 0,5 mM ya ejerce préoticamen-
te todo pu poder. La inhibicidén radicarfia a nivel de oxidacidén de grupos

sulfhidrilos de la enzima que fueran necesarios como tales, en estado redu-



- 92 -

FIGURA R° 15

Efecto del glutation oxidado

Las inocubaciones se realizaron a 37°C, en anaerobiosisy oscuridad.
Las mezolas contenfan buffer fosfato de potasio 67 mM (pH=6,8),

EDTA 0,1 mM, UPG III 2,5 pM, enzima elufda de columsa de DEAE-Ce-
lulosa 0,08 mg/ml y GSE 0,5 mM, proveniente éste {ltimo de la so-

luoidn enzimftioca.
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oido (97):

2 E—SH + 0356 —=E—S—S—E + 2 GSHE

La méxima inhibiocidn alocanzada es del 33%, pero este valor podrfa quizés ser
mayor si no hubiera presente GSH en las mezclas de incubacidn. Esto se debe
a que se usd enzima elufda de columna de DEAE~Celulosa y el GSH es necesario
para prevenir la inactivacidn durante el proceso de purificacién. E1 efecto
inhibitorio del (SSG, junto con el de la cistefna, indioarfan pues que la
efectividad de la acoidn catalftica depende de la presencia tanto de grupos
3= como S-H en el catalizador.

Con respecto al efecto activador del GSH, independiente de su cardcter sulf-
hidrflico, cabe mencionar que en el caso de la histidasa de hfgado de rata

86 ha observado algo semejante, Esta enzima ee activada por glutation e in-
hibida por cistefna (98), y se sugiere que el GSH puede no estar funcionando
simplemente como un reactivo sulfhidrflico. Se relaciona esto con el hecho

de que la histidasa es también activada por el pirofosfato, postuléndose que
la estructura de la enzima puede estabilizarse por efecto de polianiones, en

tre los cuales se cuenta el (GSH,

Los resultados obtenidos en relacion al GSE (Figura N° 14, B) no son del to-
do concordantes con los de la Tabla N° 8, donde se observaba un neto efecto
aotivador. 3in embargo, se pueden conciliar ambas situaciones pensando que
los efectos de los compuestos tidlicos sobre las protefnas dependen de sus
oconoentraciones relativas, y esto es lo que podrfa diferir en los doe casos
citados. La oantidad de OSH que provood aotivacidn en un caso podrfa equiva-
ler a una oantidad menor o mayor en el otro caso, segiin fueran las concentra
oiones relativas de protefnas usadas. De acuerdo a la Figura §¥° 14 B, oonocen
traciones menores que 0,5 mM de GSH o bien 8lgo mayores que 5 mM, podrfan e-
ventualmente ejercer un efecto activador similar al obtenido en la Tabla K¥°8,
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Descarboxilacién a diferentes temperaturas

Se estudid el efecto de la temperatura sobre la descarboxilacidn, partiendo

de uroporfirindgeno III. En todo el rango emnsayado (O a 75°C) hubo acumla-

oidn relativa del 7-COOH porfirin6gono. Una particularidad observada fue que
hasta 26°C no hubo formaocidn del producto final, 4-COOH porfirindgeno.

Se ocaloularon las veloclidades iniciales (v1 y Vé) y ee hizo la representa-~

oion de Arrhenius, basada en la ecuaciéns

B
v = octe., x o RT
o biens ln v = 1n cte. -3
RT
- --E__ 1
log v = log ote. 3,3 R x T

En la Pigura N° 16 se ve que se obtuvieron dos reoctas (ourvas 1y 2), de cu-

yas pendientes se oalcularon los valores de E.= 10,3 Koal/mol y E,- 14,8

1l
Koal/mol. Para reacciones simples, el valor de E representa la emergia de agc

tivaoiodn.

En el oaso de la recta 1 puede hacerse la misma consideracidn, ya que vl

oorresponde Unicamente a la eliminacién del primer oarboxilo del 8-~COOE por-
firindgeno. la energfa de aotivaocidn de este primer paso de la descarboxila-
oién enzimitioca serfa de 10,3 Koal/mol.

En ol caso de la recta 2 se debe recordar que v2 representa las tres ultimas

descarboxilaciones, y se piensa que Ve Vo Yy (ver pég. 74). Pero como

esto es mis bien una situacidn de estado estacionario, no hay certeza acerca
de que vé represente realmente cualquiera de los tree Ultimos pasos de la re
accién. Por eso E, (14,8 Kcal/mol), mds que la energfa de activacidn de cada
uno de los tres pasos ocitados, debe considerarse una energfa de activaciodn

"oombinada", donde se relacionan de algin modo las tres energfas de activa-
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FIQURA N° 16

Efecto de la temperatura sobre la desocarboxilacién

Las incubaciones, realizadas en anaerobiosisy osouridad, contenfan buffer
fosfato de potasio 67 mM (pH=T,0), EDTA O,1 mM, GSE 1 mM, enzima (elufda de
columa de IEAE-Celuloes) 0,11 mg/ml y UPG III 2,6 pM. Las temperaturas fue
ron variables. Se encuentran representados los logaritmos de las velocida-
des iniciales (v1 y v.), tomadas en nmoles/hora, en funcién de las inversas
de las temperaturas, tomadas en °K, 0v1 o v,

o9t

E1=10.3 Kcal/mol

&
v
N

> -
u -
o N1 ) 1 i i y Y
B T R N T T
" 1,T
- (k1)
o3l \
I ®
\
- Ep= 14,8 Kcal/mol
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oién reales.

De todos modos, el hecho de que E1<E2 concuerda con la observaoidon de que
vl> v, en los momentos iniciales de la reacoidén, oorroborando la existenoia

de dos etapas.

Curvas _de oonocentracién de sustrato

1) Uroporfirinfgeno III

Se determinaron las velocidades iniciales para una serie de concentraciones
del sustrato octacarboxflico, siendo similares las curvas obtenidas tanto

para vl oomo para v2 (Figura N° 17) . Se puede observar que la primera parte
de las curvas se asemeja & lo esperado para un comportamiento '"michaeliano"
de la enzima, pero se llega & un miximo en las velocidades y luego los va-

lores decrecen. La posicifn del miximo es diferente segin se trate de v. o

1
de vz. Asf, en el oaso de vl, el méximo corresponde aproximadamente & una
ooncentracién 3 pM de uroporfirinégeno, mientras que en el caso de v, 8se en

ouentra dentro del rango de ooncentraciones de sustrato 1,3-1,8 pM, Ademis
g8e observa que v2 aloanza un valor constante para ooncentraociones mayores
de uroporfirindgeno, e igual tendencia parece tenmer Vv,s 8unque menos aoen-
tuada. Se debe tener en ouenta que sdlo la ourva de v, es estrictamente una
ourva de velocidades iniciales, pues el sustrato es uroporfirinégeno y vl
mide la eliminaoién del primer oarboxilo. En ocambio, v, mde las descarboxi
laciones subsiguientes partiendo del intermediario heptacarboxflico que se
aoumila y por oonsiguiente no se puede asegurar que las velocidades determi
nadas sean realmente iniciales, puesto que hubo una etapa previa para lle-
gar a ese intermediario que es el sustrato de la segunda etapa de descarbo-

xilaciones (pég. 74).

Restringiéndose al examen de la curva de v,» 8e puede decir que se estd fren

te a una inhibioién por sustrato, siendo en este caso el uroporfirindégeno el
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FIGURA R° 17

Curva de concentracifém de uroporfirindgeno III

Las inoubaciones, realizadas & 37°C, en anaerobiosis y oscuridad, contenfan bu-
ffer fosfato de potasio 67 mM (pH=7,0), EDTA O,1 mM, GSH 1 mM, enzima (elufda de
columna de IEAE-Celulosa) 0,11 mg/ml, y oonoentraciones variables de UPG III,
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inhibidor. También los productos de oxidacidén parcial del uroporfirindgeno
podr{an ser inhibidores, pero esto queda descartado pues, segin lo estudia
do por Mauzerall y Granick (25), en las condiciones de trabajo usadas (anp_
erobiosis, oscuridad, GSH) dicha oxidacién no se produce. Por otra parte,

es ourioso que vé presente un mféximo a menores oconcentraciones que vl. El

hecho de que vl aumente hasta llegar a un méximo quiere decir que el pri-

mer intermediario de la desocarboxilacién (7-COOE) se forma con rapidez cre
olente a medida que es mayor la concentracidn de su antecesor, de un oarbo

xilo mfs. Deberfa esperarse pues que vé tuviera igual tendeneia que vi, es

deoir que ambos miximos coinoidieran o bien que el de v2 estuviera dezpla-

zado a la derecha, ya que las descarboxilaciones siguientes estén condicio
nadas a 1la primera. Sin embargq,v2 llega & un miximo y ocomienza a disminuir
cuando todavia v estd aumentando, oomo si el porfirindgeno heptacarboxfli
00, que se sigue formando ocon rapidez creciente, estuviera inhibiendo su
propia descarboxilacidén, de manera anfloga al uroporfirindgeno. Este efec-
to de v, sobre v, estd representado en forma independiente en la figura N°

1 2

18, donde se ve olaramente que v, no aumenta constantemente a medida que

lo haoe Vir sino que a partir de olerto valor deja de inocrementarse y lue-
go baja. Otra posibilidad serfa que el mismo uroporfirinégeno inhibiera pre
ferencialmente la descarboxilacién del 7-COOH porfirinégeno y las sucesivas,
presentédndose por ello un deorecimiento de v2 antes que vi. Ademés, en la
ourva de vé de la figura K° 17, se puede observar también que la estabiliza
ocién de la velocidad tiene lugar aproximadamente a partir de oconocentraocio-
nes 4,nu de uroporf1r1n6geno, ¥y se produce ouando A4 estd disminuyendo, o
sea luego de haber alcanzado su mAximo. Esto sugiere que al reducirse la ra
pidez de formacidn del firiaporfirindgeno, decreceria suficientemente la su
puesta inhibioidn sobre las descarboxilaciones subsiguientes, de modo que

v, no seguirfa bajando. Esto podrfa aclararse usando direotamente el firia-

2
porfirinfgeno ocomo sustrato,
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FIGURA FR° 18

Efecto de vi sobre v2

Todas las condiciones son iguales que em la figura N° 17,

 m

10

Vz (nmoles/hora)
(= )
D

4

4

'l

4

8

12

V, (nmoles/hora)

16




- 100 -

2) Firiaporfirindgeno III

Se determinaron las velooidades iniciales para wna serie de conocentraciones
del porfirindgeno heptacarboxflico, analizéndose slo v, en este caso. Los

resultados representados en la Figura N° 19, indican que la velocidad llega
a un mfximo oon concentraciones de 1,7 a 241 pM del sustrato, para decrecer
luego deocididamente. De acuerdo a esto se oonfirma la presuncidén hecha acer
ca de que el firiaporfirindgeno aotia como inhibidor, viéndose que la inhi-

biocién por sustrato es ain més clara que con el uroporfirindgeno.

En esta oportunidad no se llegd a una estabilizaocidn de la veloocidad a las

mayores oconocentraciones, oomo era el ocaso de Vé en la Fig. N° 17, pues aquf
la ocantidad de firiaporfirindgeno (inhibidor) se hace aumentar constantemen
te, ya que se agrega oomo sustrato, y no se estd formando a partir del uro-

porfirindgeno, como en el caso de la Fig. N° 17,

Resumiendo parcialmente los resultados de 1) y 2), se puede decir que, usan
do 8-COOH pofirindgeno como sustrato, hay una inhibioién prodncida por éste
sobre su propia descarboxilacién, y existe la posibilidad de que también in
hiba en alguna medida las descarboxilaciones subsiguientes. En forma indi-
recta se tienen indicios también de una inhibioidén ejercida por el 7-COOH
porfirindgeno sobre las descarboxilaciones que tienen lugar a partir de 61,
Esta ltima posibilidad se confirmé en forma directa usdndolo como sustra-

to en las inoubaciones.
3) Uroporfirinégeno III + Miriaporfirinégeno III

Cuando se midieron las velocidades iniciales en funcidén de conoentraciones
orecientes de uroporfirinégeno y deorecientes de firiaporfirindgeno se ob-
tuvieron los resultados de la Fig. N° 20 B, La 1lfnea punteada representa
las conoentraciones de 7-COOH porfirindgeno incubadas, ouya disminucién se
ve acompafiada por un disoreto aumento de v, ¥ un inoremento de v, que se ha

1
ce mfés notable a medida que es menor la cantidad del 7-COOH con respecto a
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FIGURA F° 19

Curva de concentracidn de firiaporfirindgeno IIT

Las inocubaciones se realizaron a 37°C, en anserobiosis y oscuridad, Las mez
clas oontenfan buffer fosfato de potasio 67 mM (pH=6,8), EDTA 0,1 mM, GSH

1 oM, enzima (elufda de columa de IEAE-Celulosa) 0,13 mg/ml y concentracio
nes variables de FPG III (7-COOE).,
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la del 8-COOH porfirindgeno,

Como oontrol (Fig. N° 20 A) se midieron anflogamente las velocidades en fun
oién de la concentracién de uroporfirindgeno, pero en este caso en presen-
ocla de ocantidades casi oonstantes de T7~COOH porfirinégeno, marcadamente me-—
nores que en la Fig. N° 20 B, Estas cantidades de firiaporfirindgeno varia-
ron my poco oon relacidén a las de uroporfirinégeno, y su presencia se de-

bid a que, a 0°C, mientras se elimina el O_ de los tuboe de Thunberg que

2
luego se oolooarédn a 37°C para efectuar las inoubaciones, se produce en ma
yor o menor medida una leve oonversidén enzimftica del porfirindgeno de 8

oarboxilos en el de 7 carboxilos. La magnitud de la desoarboxilacion mfs a

114 del primer intermediario es préoticamente nula a 0°C,

Las ourvas de vl y vé de la Fig. N° 20 A son similares a la porcidén de las
ourvas de la Figura N° 17 correspondiente a las menores concentraciones de
uroporfirinégeno. Como diferencias se encuentra que: a) Y5 alcanza su maxi-
mo & menores ooncentraciones de sustrato que en el caso de la Figura N° 17,
posiblemente por haber mayores oantidades inioiales del 7-COOH porfirindge-

no. b) el aumento de v, parece ser menos pronunciado en la Figura N° 20 A

1
que en la Figura K° 17. No obstante estas diferencias, el comportamiento ob

servado es basiocamente el mismo en ambos casos.

En la Figura N° 20 B se puede apreciar odmo varia la situacidén por el hecho
de tener como sustrato el 7-COOH porfirindgeno en cantidades relativamente

elevadas y que varf{an de mayor a menor, ademis del 8-COOH porfirindgeno que
var{a de menor a mayor, de forma tal que se tiende progresivamente a la si-

tuaoidn ‘de la Figura N° 20 A. Se observa Que v, aumenta mucho menos que lo

habitual a bajas concentraoiones de uroporfiriiégeno, pero va recuperando
sus valores a medida que la relacidn del 7-COOH al 8-COOH porfirinégeno va
slendo ocada vez menor, Esto suglere un efeoto inhibitorio del 7-COOH porfi-
rindgeno sobre la descarboxilacidén del 8-CO0H porfirindgeno. Sin embargo es

necesario examinar qué sucede con v,, puesto que la menor veloocidad de eli-

2’
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FIGURA N° 20

Inhibicién de v, ROT firiaporfirinégeno III

Las inoubaciones se realizaron a 37°C, en anaerobiosis y osouridad. Las mez
olas de reacoifn oontenfan buffer fosfato de potasio 67 mM (pH=6,8), EDTA

0,1 mM, GSH 1 mM, enzima (elufda de columna de IEAE-Celulosa) 0,12 mg/ml, y
concentraciones variables de UPG III (abscisa) y FPG III (ordenada de la de

recha). La ordenads de la izquierda oorrespondo a8 v, y/o Ve
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minacidn del primer carboxilo del uroporfirindgeno podrfa deberse a que la
misma cantidad de enzima tiene mis cantidad del segundo sustrato (el porfiri
nogeno de 7 oarboxilos) disponible para descarboxilar, ademis del 8-COOH por
firinégeno. Si as{ oourriera, v, en 1la Figura N° 20 B deberfa ser mayor que

2
en la Figura N° 20 A, Comparando las vQ de las Figuras N° 20 A y 20 B se pue
de observar que tal cosa no parece suceder, pues los valores de v, son meno-

2
res en el gréfico B que el A, en priacticamente todo el rango de concentracio

nes., La tendencia de vz es a aumentar a medida que desciende la concentra-
olén del T-COOH porfirindgeno y aumenta la del 8-COOE porfirindgeno. Este ha
llazgo es aceptable si se recuerda la olara inhibioidn producida por el sus-
trato firiaporfirindgeno sobre las tres Ultimas descarboxilaciones (Figura
¥° 19). En los experimentos de la Figura 20 B tendrfa lugar este mismo efec-
to, 80lo que a medida que desciende la ooncentraocidn del sustrato-inhidbidor,
Y5 tiene mayor oportunidad de ascender en virtud del aumento de la oconcentra
oidén de 8-COOH porfirindgeno. Parece quedar descartado as{ que haya un efec-
to competitivo entre el 7-COOH y el 8-COOH porfirindgeno para explicar la
ourva de v, en la Figura N° 20 B, Por lo tanto adquiere mayor validez la hi-
pbtesis planteada aceroa de una inhibicidn oruzada de la descarboxilacion

del 8-COOH porfirindgeno por el 7-COOH porfirindgeno.

Un ocomportamiento recfproco, es decir una inhibioidén de la descarboxilacién
del 7-C00H porfirindgeno por el 8-COOH porfirindgenoc, es diffcil de probar

pues, como se ha visto, el 7-COOH porfirindgeno ya es un fuerte inhibidor de
su propia desoarboxilacidén y la probable superposicidn del efecto inhibidor
del 8-COOH porfirindgeno no se detectarfa ocon facilidad pues estaria dentro

de los lfmites del error experimental,
4) Parfmetros oinéticos

El ocaso extremo mAs simple de inhibicidn por sustrato permite postular las

siguientes reacoiones (99):
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E + S =—=ES K
ES + S T=ES, K!
Kk

vV = KabS = (1)

S
1 St

Se dice que éste es un caso extremo pues el complejo ESz ser{a totalmente

inefectivo.

A bajas S la ecuacién (1) se simplificas

m
V= =
X K
1+-S— l+'§'
o bien 1 1+_l_(_ 1
v V vV S (2)
m m

bi 1 1 1
© bien .S (3)
v V kxkv
m m

De acuerdo & (2) y (3), la representacidn gréfica de 1/v en funcidn de 1/S
o de S daréd en cada caso una ocurva cuya porcidn recta se puede extrapolar

y obtener asf los valores aparentes de Vm ¥ K oK', Mediante el uso de cual
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quiera de las doe reotas se deber{a obtenmer un valor similar de Vm, calcula
do oomo la inversa de la interseccidn de la recta extrapolada con el eje de

las ordenadase.

En la Fig. N° 21 se pueden observar las representaciones graficas A y B,
oorrespondientes a las ecuaciones (2) y (3) respectivamente, siendo uropor-
firindgeno el sustrato. Ambas curvas presentan una porcidén recta extrapola-
¥ K!. Pero el valor

1l 1l
de las ordenadas correspondiente a la interseccidn con lae rectas extrapola

ble, pudiéndose obtener de ese modo los valores de K

das es distinto en cada oaso. Esta diferencia hace pensar que la ecuacidn
de velocidad de descarboxilacién a partir de uroporfirindgeno no es tan sen

cilla como la (1).

No obstante, como la primera parte de la ourva de concentracidn de uroporfi
rindgeno (Fig. N° 17) se asemeja a lo esperado para un comportamiento "mi-

chaeliano", es probable que el valor de K. obtenido del grifico A de la Fig.

1
N° 21 sea aproximadamente la KM para el uroporfirindgeno III. El1 valor de

K} no tendr{a ninguna significacién ya que el esquems de reacciones para ex
plicar el comportamiento observado no serfa el ya mencionado sino otro des-—

oonocido.

En la Fig. N° 22 se observan los graficos A y B, correspondientes a las e-
ouaciones (2) y (3) respectivamente, para el caso de ser firiaporfirindgeno

IIT el sustrato.

Con un razonamiento anélogo al recién expuesto, como en este caso tampoco
ooinciden los valores de l/Vh de los dos gréficos, se dirfa que sélo el va-
lor de K2 puede corresponder aproximadamente al de la KM:para el firiaporfi

rinégeno III.
En base a los datos obtenidos: K.,=5 () K= 1,3 (patt)

es probable que la afinidad de la enzima sea mayor por el T-COOH porfirindé-
geno III que por el B8-COOH porfirindgeno III.
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En el presente trabajo se describe la purificacion y propiedades del siste-
ma enzimdtico descarboxilante de eritrocitos de pollo, que cataliza la trans

formacidén irreversible de uroporfirindgeno em coproporfirindgeno.

Con anterioridad se aisld esta decarboxilasa a partir de gldbulos rojos de
oone jo (25) ¥ Rhodopseudomonas spheroldes (35) ¥y oon posterioridad a este

trabajo, de bazo de ratén (78).

En este estudio se consiguié una purificacién superior a las 300 veces, ob-
teniéndose de este modo una protefna que se comportd como entidad idnica en

electroforesis en gel de poliaorilamida (pég. 65), ain luego de ser sometida
a la acoién de agentes disoociantes, mostrando tener un peso moleoular de al-
rededor de 42,000, Podrfa ser una sola proteina que no se disocia o que por

disociacidn da subunidades iguales entre ef.

Esta prote{na enzimitioa es responsable de los cuatro pasos del proceso de
descarboxilacidn de la serie III (Esquema 1, p&g. 3). Se tuvo un indiocio con
oreto de que una sola entidad molecular podrfa actuar como catalizadora de
mis de un paso ouando se estudid el curso de reaccion usando dos sustratos,
uroporfirindgeno y firiaporfirindgeno, al mismo tiempo (pdg. 76). Alli se
comprobd que la desaparioidn del uroporfirindgeno se hacfa lineal con el tiem
po a medida que deorecfa su concentracidn inicial y aumentaba la de firiapor
firinégeno, como si la misma entidad catalizadora actuara tanto sobre el uro
porfirindgeno como sobre el firiaporfirindgeno. Probablemente también la mig
ma enzima actie sobre el hexacarboxi- y el pentacarboxiporfirindgeno, por ra

zones que se discuten més adelante.

La reaccidn de descarboxilaoidn oourre mids eficientemente en anaerobiosis
(pég. 44), como se encontrara también en glébulos rojos de conejo (25) y eri

trocitos humanos (37).

Se obtuvo un pH Sptimo dentro del rango 6,5-7,0 (pég. 78), lo que conouerda
con el valor de 6,8 informado en el caso de gldbulos rojos de comejo (25) y

el de 7,2 en eritrocitos humanos (37).
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La enzims estudiada es bastante estable (20 dfas a -10°C) en un estado inter
medio de pureza (pdg. 52), similarmente a la decarboxilasa de Rhodopseudomo-
nas spheroides (35) y a la de bazo de ratén (78). Por calentamiento a 60°C,
durante tiempos cortos, se produce una importante inactivacidén (pég. 80),evi
dencidndose as{ una labilidad al oalor observada también con sistemas descar
boxilantes de células de Chlorella (5), sobrenadantes de eritrocitos de po-
1lo (38,39), gléndulas de Harder (36) y bazo de ratén (78).

La influencia de compuestos tidlicos durante la purificacién de la enzima y
sobre la actividad enzimitioca (pég. 58y 88-93) sugiere la existenocis de gru-
pos sulfhidrilo y disulfuro que deben mantenerse como tales para la plena

funcionalidad del catalizador. En relacidén con esto se puede decir que las

decarboxilasas de gldébulos rojos de conejo (25) y de bazo de ratén (78) son
netamente sulfhidr{licas. Por otra parte, se encontrd un efecto activador no
clésico del glutation, es decir aparentemente prescindente de su cardcter de

tiol, quizds similar al hallado con la histidasa de higado de rata (98).

En cuanto a la presencia de los porfirindgenos con mimero intermedio de car-
boxilos entre el uroporfirindgeno (8 COOE) y el ocoproporfirindgeno (4 COOH),
oon referencia a la serie III se hallaron todos ellos (7, 6 y 5 COOH), veri-
ficédndose una acumilacién relativa del de 7 carboxilos (pég. 69 ). Este ulti-
mo resultado difiere de lo informado por Maugerall y Granick (25), quienes

detectan cantidades pequefias de las porfirinas de 7 y 6 carboxilos y ain me-~
nores de la de 5 carboxilos, y tampoco conocuerda con la descarboxilacidn lle
vada a cabo por la enzima de bazo de ratén (78), donde no se deteotan inter-
mediarios parcialmente descarboxilados. En ocambio, Chu y Chu (42) obtienen,

con hemoligzados de eritrocitos de pollo, tods la gama de intermediarios y en

mayor oantidad el de 7 ocarboxilos.

El estudio del ourso de la reaccién (pég.70-78 ), ocon los porfirindgenos de
8 y 7 oarboxilos de la serie III como sustratos, confirmd los resultados re-

ferentes a la acumilacidén de intermediarios y dio la base para proponer que



la descarboxilacion enzimétioca de la serie III consta de dos etapas defini-
dass 8-COOH — T-COOH —» 4-COOH porfirindgeno (pég. 74), de las cuales la
primera es mis rdpida. Probablemente, la no-deteccién de intermediarios con
el sistems enzimftico de gldbulos rojos de conejo (25) se deba a un largo
tiempo de incubacidnj con esos resultados se propone precisamente que el pa-
so determinante de la velocidad es la primera descarboxilacion del uroporfi-
rinégeno, o sea justamente lo contrario a lo verificado en el actual traba-
Jo.

El estudio de las velocidades de reaccién a diferentes temperaturas (pég.94)
sirvié de apoyo a la observacidn de que el paso 8-COOH —>T7-COOE es el mis
veloz y por consiguiente no-limitante.

Varios efeotores ejercieron su accidn en forma diferencial sobre las dos etd
pas de la descarboxilacidén. La inactivacidn producida por calentamiento del
sistema enzimitico (pég. 80) fue siempre mayor en cuento a la segunda etapa,
La disminucién de actividad por incubacidén en presencia de NaCl o SO4(NH4)2
(pég. 83 y 86 ) fue asimismo mayor para la segunda etapa, siendo signifioati
va también la disminucidén de la velocidad de la primera etapa. Esto dltimo
difiere en parte de los resultados obtenidos por Cornford (37) oon eritroci-
tos humanos, de los cuales se deduce que el Ha+ inhibe el paso T-COOH=96-COOH
pero no el 8-COOH—>»7-COOH. Ego es lo que se observo en el presente trabajo,
con ooncentraoiones de hasta 100 mM de NaCl, pero a mayores concentraciones
ya es evidente un efeoto sobre las dos etapas. Chu y Chu (42) obtuvieron,
con respecto al NaCl, resultados totalmente eimilares a los del presente tra

bajo.

También el efecto desfavorable de la aerobiosis (pdg. 44) y de la uroporfiri
na (pég. 86) tuvieron mayor intensidad con relacién a la segunda etapa, aun-
que en estos oasos, ademis de una posible influencia sobre la enzima, era es
perable un efecto de oxidacidn de los porfirindgenos, que légicamente debe

ser mis notorio a medida que se avanza en la descarboxilacidn secuencial.
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Los estudios de Chu y Chu (42) con hemolizados de eritrocitos de pollo y ALA
como sustrato, o sea con un sistema prédotiocamente completo de biosfntesis
del hemo, demuestran en cuanto a la descarboxilacidn de la serie III que Nal
35 y 105 mM, oxoglutarato 53 mM, FeSO4 22,6 mM y tiamina 16 mM inhiben la re
accion mds alléd del porfirindgeno de 7 ocarboxilos y AMP y AIP 53 mM inhiben
la descarboxilacidn del uroporfirindgeno III. Estos resultados los hacen
Plantear la existenoia de dos o mis descarboxilasas o cofactores para la
transformaocidn de uroporfirinégeno JII en coproporfirin6geno III, En reali-

dad, esos resultados confirman, ocon un sistema no purificado, lo observado

acerca de la existencia de dos etapas dentro del proceso total.

Las dos etapas tiemen pues un cierto grado de independencia entre sf. La se
gunda inoluye 3 pasos (7~COOH —» 6-COOH —»5-CO0OE —»4-C00H), los cuales
parecen suceder de manera interdependiente o concertada. En efeoto, ningﬁnig
gente o efector de los ensayados alterd la distribucidn caracterfstica de

los porfirin6genos, con una cantidad siempre pequeiia de los de 5 y 6 COCH,

sugiriendo que las mayores inhibiciones producidas sobre la segunda etapa a
barcarfan realmente los 3 pasos citados, que estarfan "acoplados" de alguna
manera. En oaso oontrario, deber{a heberse producido alguna variacidn en la
oantidad de alguno de los porfirindgenos involucrados, por efecto de dichos

agentes,

El estudio de las velocidades de reaccidén en funocidn de la concentracidn de

uroporfirindgeno III permitid postular lo siguiente (pég.96 )

a) El uroporfirindgeno inhibe su propia descarboxilacidn.
b) Hay indicios de que la descarboxilacidén del firiaporfirindgeno estd inhi
bida por el mismo firiaporfirindgemno y/o por el uroporfirindgeno.

Efeotuando el mismo estudio pero con firiaporfirindgeno como sustrato (pég.

100) , se llegd a la siguiente oonclusidns

o) El firiaporfirindgeno inhibe su propia descarboxilacidn.
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Cuando se usaron ocomo sustratos uroporfirindgeno y firiaporfirindgeno simul

t4neamente (pég.100), se dedujo ques
d) E1 firiaporfirindgeno inhibe la descarboxilacién del uroporfirindgeno.

Lo expuesto en a, b, c y d se puede resumr en un esquema ilustrativo de las

inhibiciones enocontradass

8-(1.)03 —_— I‘ 7-3203 —:% 4-CO0H porfirindgeno

Estas inbibiociones por sustratos se pueden deber a una competicidn entre
los diferentes porfirin6genos o a complejos enzima-sustrato menos efectivos
o inefectivos, ouya formacidén se verfa favorecida por concentraciones eleva
das de sustrato, aunque los modelos mis simples no se adaptan a los datos
obtenidos (pég.106). La competicién entre porfirindgenos parece improbable
més alléd del firiaporfirindgeno, en la descarboxilacidn secuencial, debido
a las pequefias cantidades de hexacarboxiporfirindgeno y pentacarboxiporfiri
ndgeno. Con respecto a los complejos enzima-sustrato pooco efectivos, se pue
den relacionar oon lo expuesto acerca de las enzimas multivalentes (pég.25)
si se piensa que una enzima bi-ocupada (D2) podrfa dar producto & una velo-
cidad menor que la mono-ocupada (Dl)’ es decir k28<: kla' A medida que 1la
cantidad de sustrato aumenta, partiendo de valores bajos, primero predomina
rén las enzimas mono-ocupadas(Dl) ¥ la velocidad tenderd pues al correspon-—
diente valor de saturacidn, o sea kla x Et' Pero 81 la cantidad de sustrato
sigue aumentando, va creciendo gradualmente la proporcidn de enzima bi-ocu-
pada (D2), que darf{a producto a menor velooidad, y por consiguiente la velo

oidad de la reaccidn totel deorecerfs, pues tenderfa al valor de saturacidn

kza p 4 Et.

A altas oonocentraciones de uroporfirindgeno III fueron observadas también
inhibiociones con los sistemas de eritrocitos de pato (23) y gldbulos rojos

de conejo (25).
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En cuanto a las oonstantes, en este trabajo se hallaron los siguientes va-
lores dg KM aparentes (pég.106)s 5110-6 M para el uroporfirindgeno III y
1,3x10 ~ M para el firiaporfirindgeno III. Mauzerall y Granick informaron(25)
una KM aparente menor que 5110-6 M para el uroporfirindgeno III, con la en-
zima de gl&bulos rojos de oconejo; Hoare y Heath (35) han dado datos que per
miten deducir que el valor de KM en Rh, spheroides serfa menor que 8110-6 My
Romeo y Levin (78) encontraron una K, eparente de l,lelO-6 M para uroporfi

rindgeno III,

Con referencia a la serie isomérica I, se obtuvieron resultados diferentes
a los de la serie III (pég. 67), utilizando preparaciones enzimiticas par~
clalmente purifiocadas. La velooidad de descarboxilacién del uroporfirinége
no I fue menor que la del uroporfirindgeno III (Tabla N° 17, pég. 69), re-
sultado similar al obtenido con la decarboxilasa de glébulos rojos de cone
jo (25) y de eritrocitos humanos (37), pero diferente al de la enzima de

bazo de ratén (78), donde se informa una velooidad igual para los isdmeros

Iy III,

En cuanto al curso de reacoidn cuando se parte de uroporfirindgeno I, no se
encontrd acumlaoidn del porfirindgeno de 7 OOOH y sf{ una cantidad relativa
mente elevada del de 5 COOH, Algo similar obtuvieron Hoare y Heath (35), con
una preparaoiGn parcialmente purificada de Rh. spheroides, y Chu y Chu (42),
oon hemolizados de eritrocitos de pollo., En cambio, Romeo y Levin (78) no

detectaron intermediarios. La diferente distribucidn cuantitativa de los in
termediarios para las series isoméricas I y III podrfa deberse a la existen
ola de enzimas distintas (pig. 67) o bien, en el ocaso de tratarse de la mig

ma enzima, a una diferencia en el mecanismo de la descarboxilacidnm.
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RESUMEYXN

+ Se estudian las condiciones de determinacién de actividad del sistema des
carboxilante que transforma uroporfirinégeno III en coproporfirindgeno IIX
(Porfirindgeno carboxi-liasa) en eritrocitos de pollo, halldndose que la
reaccién estd favorecida por anaerobiosis, pH aprorimadamente neutro, glu
tation y EDIA, El !LgCl2 no tiene ningin efecto y la cistefna y el @-mer-
oaptoetanol son inhibidores.

o Se realiza una purificacién de dicho sistema, basada en procesos de inter
cambio iénico sobre IEAE-Celulosa (en tanda o "batch" y en columma) y pre
oipitaoiones salinas. Se obtiene de ese modo una protefna activa, homogé-
nea de acuerdo a su oomportamiento electroforético. Ciertas evidencias in

diocan que podrfa tratarse de una sola espeocie molecular,

. Se estudian algunas caracter{sticas del eistema enzimitico: es relativa—
mente estable en un estado intermedio de pureza, es ldbil al calor y pare
oe poseer grupos sulfhidrilos y disulfuros que deben mantenerse como ta-
les para que no se pierda aotividad. Se encontré un efecto activador no

clésico del glutation.

. Durante el ourso de la desocarboxilacidén enzimitica del uroporfirindgeno se
deteotan los porfirindgenos de 8 a 4 carboxilos y durante la del firiapor
firindgeno, los de 7 & 4 carboxilos.

. Se verifioca la existencia de dos etapas en la reaccidén de descarboxilacidns
1) 8-CO0H —» 7=COOH y 2) 7-COOH —> 4-COOE porfirindgeno, siendo la velo-
cidad de la primera mayor que la de la segunda,

+ La velooidad de cada una de las etapas mencionadas tiene diferente suscep-
tibilidad frente a diversos agentes: calentamiento del sistema enzimitioo,
ox{geno, sales, uroporfirina III., Todos ellos inhiben en mayor grado la

segunda etapa. E1 aumento de la temperatura de reaccidn hace incrementar
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en mayor proporcidén la velocidad de la primera etapa.

Se estudia la oinétioa de las reacciones de descarboxilacidén enzimltica,
determinédndose los siguientes valores de KM aparentess 5::10"6 M para el
uroporfirindgeno III y 1,3110-6 M para el firiaporfirinégeno III. Se ob-
servan efeotos de inhibicidn por sustrato tanto con uroporfirindgeno como
con firiaporfirindgeno. E1l uroporfirindgeno inhibe su propia descarboxila
oidén y probablemente la de firiaporfirindgeno a coproporfirindgeno, El
firiaporfirindgeno inhibe también su propia descarboxilacidn y, ademés,

la del uroporfirindgeno.

En base a los resultados obtenidos, se disouten en una forma general el
meocanismo de descarboxilacidn para la serie III y las inhibiciones por sus

trato.

Se desoriben las caraoterfstioas de la desocarboxilacidn del uroporfirind-
geno 1 a coproporfirindgeno I, que presenta diferencias frente a la seris
III. Aparte de ser menos veloz, es distinta la distribucidn cuantitativa
de los productos de desocarboxilaocidn parcial., El intermediario de 7 car-
boxilos no se aoumula ocomo en el caso de la serie III y el de 5 carboxi-

los se enouentra presente en mayor oantidad que en la serie III,
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