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ABREVIATURAS Y EQUIVALENCIAS

ALAs Acido 8 -aminolevúlico

PBGt Porfobilinógeno

porfirinógeno
octacarbozílico

porfirinógeno
heptacarboxílico

UPG z Uroporfirinógeno = 8-COOHporfirinógeno =

FPGz Fíriaporfirinógeno z 7-0003 porfirinógeno s

HPGz 6-0003 porfirinógeno = porfirinógeno hexacarbozílioo

PPGu 5-0003 porfirinógeno = porfirinógono pentacarbozílico

porfirinógeno
CPGz Coproporfirinogeno = 4-COOHporflrinogono a tetracarbozílico

Uroporfirina - porfirina octacarbozílioa - 8-0003porfirinaC:

F z Firiaporfirina = porfirina heptacarboxílica - T-COOHporfirina

F21 Hexacarboxiporfirina = porfirina hexacarboxílica - 6-COOHporfirina

P Pentacarboxiporfirina = porfirina pentacarboxílica - S-OOOHporfirina

C z Coproporfirina = porfirina tetracarbozílica - 4-COOHporfirina

COOHa grupo carboxilo

EDTAa Etilendiamintetraacetato

GSHz Glutation reducido

GSSGz Glutation oxidado

DEAE-Celulosa: Dietilanri.noetil—Celuloaa
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Biosintesis del hemo

Todas las células aeróbicas, tanto bacterianas comoanimales o vegetales, son

capaces de sintetizar hemoo clorofila. El hemoes el agente que hace dispo­

nible el oxígeno para que cumpla sus funciones metabólicas, a cuyo fin se com

bina con proteínas especiales, formandohemoglobina, mioglobina, citocromoe.

Tambiénforma parte de enzimas hémicas, por ej.: catalasa, peroxidasa, trip­
tofano pirrolasa.

La biosíntesis del hemoha sido y es bastante estudiada, conociéndose todos

sus pasos con nmyor o menor detalle (l). En el esquema l se pueden observar

dichos pasos, con mención de las enzimas que los catalizan. Primero se unen

dos moléculas, glicocola y succinilCoA, para formar una cadena corta, la mo­

lécula de ácido 8-aminolevúlico. Luego, dos moléculas de este ácido se condeg

san formando una molécula cíclica, un monopirrol: el porfobilinógeno. A con­

tinuación, cuatro monopirroles son encadenadospara formar un gran anillo te­

trapirrólico, incoloro, el uroporfirinógeno. Este encadenamientopuede reali­
zarse de dos maneras distintas, dandopor resultado uroporfirinógeno I o uro­

porfirinógeno III (esquema2). La diferencia entre ambosradica en la posi­

ción de los sustituyontes (restos acético y propiónico), existiendo una inveg
sión de dichas posiciones en uno de los cuatro pirroles. Hay otros dos isóme­

ros más del uroporfirinógeno, II y IV, que no son naturales. El uroporfirinó­

gano (I o III) es descarboxilado, con eliminación de cuatro moléculas de CO2
a partir de los grupos carboxilo terminales de los restos acéticos sustituyen
tes. Se llega así al coproporfirinógeno, cuyos cuatro carboxilos remanentes

pertenecen a los restos propiónicos únicamente. Los porfirinógenos, cuyo nú­

mero de carboxilos varía de 8 a 4, dan por oxidación las respectivas porfiri­

nas, con igual número de carboxilos pero con seis átomos menos de H. El paso

siguiente de la biosíntesis involucra la descarboxilación oxidativa de dos de

las cadenas laterales de propiónico del coproporfirinógeno III, formandogru­

pos vinilos, con lo cual se obtiene el protoporfirinógeno, y la posterior e­

liminación de seis átomosde H del anillo tetrapirrólico, para pasar del pro
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ESQUEMA 2

Estructura de los urogorfirinógenos I I III

A P P P

Uroporfirinógenol Uroporfirinógeno III

A = -CH2-COOH
P : -CH -CH -COOH

2 2

' . 0 . O
toporfirinogeno a la protoporfirlna 9. A esta ultlma molecula se une el Fe ,

dando el hemo(Fe-protoporfirina).

En el curso del proceso metabólico (esquema l) se requiere energía para que

ocurra la primera reacción, es decir la activación del succinato, que debe es
tar en forma de succinil-coenzima A para unirse a la glicocola y formar ALA.

Las demásreacciones, que involucran la formación de pirroles resonantes y a­

nillos porfirínicoe, descarboxilacionee y oxidaciones, están termodinámica­
mente favorecidas.

Se requiere oxígeno en dos puntos de la biosíntesis: uno es la formación de



succinilCoA vía ciclo del ácido cítrico, y el otro es la oxidación del copro­

porfirinógeno a protoporfirina. Ambosprocesos enzimáticos oxidativos ocurren

en la mitocondria, cuando ésta existe, mientras que el resto de las reaccio­

nes del caminometabólico son catalizadas por enzimas "solubles".

Cabe destacar que en el hombre, y también en animales, se producen a veces

disturbios metabólicos que afectan la biosíntesis del hemo.Estas enfermeda­

des, oonocidas comoporfirias, tienen diversos orígenes y exteriorizaciones,

pero todas producen una excreción y/o acumulación aumentada de algunos de los

compuestos del camino metabólico o derivados de ellos: ALA,PBG, uroporfiri­

nas I y III, coproporfirinas I y III y protoporfirina. Las porfirinas son prg
ductos de oxidación de sus respectivos porfirinógenos y por eso se detectan

comotales luego de oxidación de la muestra a analizar, en la cual pueden co­

existir los estados reducido y oxidado.

Porfirinógenos comointermediarios reales

Dentro del proceso de biosíntesis del homo(esquemal), cabe destacar la in­

tervención de los porfirinógenos comointermediarios reales. En efecto, las

reacciones catalizadas por la decarboxilasa y por 1a coprogenasa, tienen co­

mosustratos a tales compuestos. La decarboxilasa, estudiada en el presente

trabajo de tesis, actúe en ls conversión de uroporfirinógeno (I o III) a co­

proporfirinógeno, y la coprogenasa, en la de coproporfirinógeno III a proto­
porfirina 9.

En una primera etapa de las investigaciones se creía que las reacciones men­

cionadas tenian lugar a nivel de las porfirinas, productos de oxidación de

los porfirinógenos. Así, en 1952, Salomony col.(2) encontraron una conver­

sión de uroporfirina III radiactiva en protoporfirina, usando homogenatosde

médula ósea de conejo. En 1953, Falk y col.(3) lograron formación de proto-,

copro- y uroporfirinas incubandohemolizadosde eritrocitos de pollo aeróbi­

camente, con PBGcomo sustrato. Comouna parte del PBGno se convertía en

porfirinas ni quedaba comotal, se planteó la posibilidad de que el PBGse



hubiera convertido en precursores incoloros de las porfirinas. Esta suposi­

ción se basaba en trabajos previos (4), donde se observaba que por calenta­

miento en medio ácido, el PBGdaba 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

ción directa de interconversión de dichas porfirinas.'Cuando inoubaron uro­

porfirina III pura con el hemolizado , un 52%se convirtió en protoporfiri­

na, confirmando los resultados de Salomony col.. No se obtuvo en cambio una

conversión de coproporfirina III en protoporfirina.

También en 1953, Bogorad y Granick (5) demostraron la conversión de PBGen

porfirinas de 2 a 8 carboxilos por molécula, usando preparaciones congela­

das y descongeladas de células de Chlorella.

Todos los trabajos mencionadoshicieron pensar en su momentoque la biosín­

tesis del hemopodría tener lugar a través de la conversión de PBGen uro­

porfirina y la descarboxilación gradual hasta llegar a la ooproporfirina y
finalmente a la protoporfirina y al hemo.

Sin embargo,los pacientes porfíricos excretaban parte de las porfirinas al

estado de cromógenosincoloros. Fischer y Orth (6), trabajando con el caso

Petry de porfiria, encontraron que en heces la coproporfirina se hallaba en

gran proporción comoun cromógeno. También en otras oportunidades se recono­

cieron cromógenosde la coproporfirina (7,8), observándose en un caso que

O a muestras de orina, aumentabala cantidad de porfiri­2 2

nas, fluorescentes.
por agregado de H

De Langen (9) estudió también la existencia de leuco-compuestos de las por­

firinas, los que debían ser ozidados para su detección. Conun trabajo más

minucioso, Watsony col.(10) mostraron similitudes entre el cromógenoinco­

loro aislado de orina de pacientes, que por oxidación daba coproporfirina (I

y III), y el compuesto que se preparaba por reducción con amalgamade sodio

de la coproporfirina.



Estos hechos planteaban una incógnita acerca del papel de los productos de r3

ducción de las porfirinas, los porfirinógenos, en el metabolismo del hemo.

Por eso se pensó en ellos comoposibles intermediarios verdaderos, en lugar

de las respectivas porfirinas (ll).

Los trabajos de Dresel y Falk demostraron que los sobrenadantes de hemoliza­

dos de eritrocitos de pollo son capaces de utilizar PBGpara dar uro- y coprg

porfirinas (12), pero no dan productos de descarboxilación a partir de uropor

firina III (13). En base a esto plantearon que la uroporfirina III no sería
un intermediario normal en la síntesis del homo, siendo las porfirinas que se

detectan productos laterales formadosa partir de los intermediarios verdade­
1'08.

Dentro de este mismoaspecto, Bogorad (14) encontró, usando extractos de ho­

jas de espinaca, que a partir del PBGse formaba un producto incoloro que era

sustrato de enzimas descarboxilantes de células de Chlorella, ya que se for­

mabanporfirinas de 3 a 7 carboxilos comoproductos. A su vez, el producto ig

coloro daba por oxidación uroporfirina I. Comolas preparaciones de Chlorella

fueron incapaces de utilizar uroporfirina I o III comosustratos para la sín­

tesis de porfirinas con menosde 8 carboxilos por molécula, se dedujo que el

producto incoloro precursor mencionadodaba lugar a las porfirinas de menos

carboxilos sin necesidad de pasar por la uroporfirina. Por otra parte, se pu­
do obtener coproporfirina incubando las mismaspreparaciones con uroporfiri­

nógenoI, y coproporfirina + protoporfirina incubando con uroporfirinógeno

III (15). Estos uroporfirinógenos se prepararon por reducción de las respec­

tivas porfirinas con Pd/H2 o con amalgamade sodio y por el hecho de servir
comosustratos de decarbozilasas, se los relacionó con el precursor incoloro

aislado a partir de PBG.

TambiénGranick (16) informó el hallazgo de intermediarios incoloros que apa­

recían en el camino metabólico entre PBGy protoporfirina y que podían oxidar
se dandouroporfirina y coproporfirina.



Townsleyy col.(17) presentaron evidencias de la formación de porfirinógenos

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

Hoare y Heath (18) no lograron conversión de uroporfirinas I y III en copro­

porfirinas, con preparaciones de Rhodopseudomonasspheroides. Pudieron detec­

tar un precursor, a partir de PBG,con las propiedades de una porfirina redu­

cida, y consiguieron formaciónde coproporfirinas I y III a partir de los reg
pectivos uroporfirinógenos. Nohubo isomerización a nivel de los porfirinóge­

nos, es decir que el uroporfirinógeno III daba sólo coproporfirinógeno III y

el I daba coproporfirinógeno I.

La condensación química de 4 moléculas de PBGconcuerda perfectamente con la

estructura del uroporfirinógeno (19,20). A pHácidos y alcalinos se forma una

mezcla de isómeros del uroporfirinógeno, cuya oxidación da las respectivas

porfirinas (21). Igualmente se postuló una condensación de 2 dipirroles para

dar uroporfirinógeno III (22).

Los trabajos de Nave, Labbe y Aldrich (23) mostraron que la incorporación de

F659 a hemina por hemolizados de eritrocitos de pato, se estimulaba por agre­

gado de uroporfirinógeno III, preparado por reducción con amalgamade sodio.

En cambio, no había ningún incremento en la biosíntesis por agregado de uro­

porfirinas I o III ni de uroporfirinógeno I. El uroporfirinógeno III producía
14dilución isotópica cuando se usaba glicina-Z-C comoprecursor del hemo.

Rimingtony Booij (24) también informaron la utilización del uroporfirinógeno

III por hemolizados de glóbulos rojos humanos,para dar coproporfirina III.

Mauzerall y Granick usaron uroporfirinógeno I y III comosustratos de una de­

carboxilasa de glóbulos rojos de conejo (25), obteniendo coproporfirinógono
comoproducto final. Por descarboxilación enzimática parcial y posterior oxi­

dación de los productos, identificaron por cromatografía en papel porfirinas
de 5 a 7 carboxilcs.

Quedabaclaro pues que eran los uroporfirinógenos los sustratos de los siste­

masdescarbozilantes que los convertían en coproporfirinógenos. Era casi obvio



que osa transformación se debía llevar a cabo pasando por los porfirinóge­

nos de 7,6 y 5 carboxilos, presunción avalada por haberse detectado las

correspondientesporfirinas.

La demostración más rigurosa de un porfirinógeno heptacarbozílico comoin­

termediario en la descarbozilación se logró en 1962 (26, 27) mediante la

técnica de dilución isotópica, utilizando hemolizados de glóbulos rojos de

pollo. Tambiénse preparó dicho porfirinógeno heptacarboxílico (firiaporfi­

rinógeno) marcado con 014, a partir de ALA-014,y usándolo comosustrato se

observó formación de protoporfirina-Cl4. Idénticos resultados se obtuvieron

usando uroporfirinógeno III y coproporfirinógeno III, lo que fue una config
maciónde trabajos anteriores.

Restaba pues verificar la intervención efectiva de los porfirinógenos de 5

y 6 grupos carboxilos por molécula. Esto último fue demostrado, utilizando

también hemolizados de eritrocitos de pollo, por San Martín y Grinstein (28),

mediante el uso de técnicas iguales a las recién mencionadas.

De igual modoquedó aclarado que era el coproporfirinógeno III y no la coprg

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

Oxidación de los porfirinógenos

Los porfirinógenos son tetrapirrilmetanos, incoloros, que contienen 6 átomos

de H más que las respectivas porfirinas. Se pueden preparar por reducción

con amalgama de Na, en oscuridad y anaerobiosis (25), con Pd/H2 (15) o con
borohidruro (31).

Si se oxida uroporfirinógeno III con 12, al finalizar la reacción se llega a
recuperar prácticamente el 100%de la uroporfirina que había sido previamen­

te reducida (25). A pH neutro y en oscuridad, el uroporfirinógeno se puede
2- o

2O7 . A pH acidos son oxidag

tes el Fe3+ y el Cr03. No obstante, comola reacción con 12 es cuantitativa
e instantánea y presenta en menorgrado el problema de destrucción del por­

oxidar con Pb02, algunas quinonas, Fe(CN)É- y Cr



ESQUEMA 3

Porfirinas 1 sus estados reducidos

Nose indican los sustituyentes de los pirroles.

Hexahidroporfirina Tetrahidroporfirina
(Porfirino’geno) ( Porfometeno)

Dihidroporfirina Porfirina
(Florina)
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firinógeno por un exceso del oxidante, se prefirió este métodopara oxidar el

uroporfirinógeno de manera gradualmente creciente. Se forman así productos

que representan los distintos estados de oxidación intermedios entre ambose!

tremos (esquema 3). Las estructuras de estos compuestos de oxidación interme­

dios se dedujeron por comparación de propiedades tales comoespectros de ab­

sorción , pK, formación de complejos con Zn2+, SOÏ- y 8202-, con las de al­
quildipirrilmetenos conocidos (25). Tambiénmediante fotoreducción en anae­
robiosis por aminasbis-terciarias o reducción química con S - de porfiri­2

204
nas, se tuvieron datos adicionales para proponer las estructuras del esquema

3 (32).

Un aspecto muyimportante desde el punto de vista práctico es la autooxida­

ción de los porfirinógenos. En efecto, Mauzerall y Granick (25) estudiaron en

detalle la autoozidación del uroporfirinógeno III en soluciones neutras y en­

contraron que es muyestimulable por la luz y también por agregado de uropor­

firina (autocatálisis). Soluciones de uroporfirinógeno a las cuales se les e­
liminaba el oxígeno, se oxidaban sólo levemente al exponerlas a la luz. El

glutation inhibía la fotooxidación, así comotambién la 2-mercaptoetilamina

y el SONa2, a pH=7. La velocidad de fotooxidación aumenta a medida que es me3
nor el pHy junto con ella aumenta la recuperación de las porfirinas.

De lo expuesto se deduce la conveniencia de un medio anaeróbico, oscuridad y

algún agente inhibidor de la fotooxidación cuandose trabaja con los porfiri­

nógenos y se los quiere mantener comotales. En este sentido se puede plan­

tear también la posibilidad de una oxidación enzimática de los porfirinóge­

nos, comosugirió Bogorad (15).

Porfirinas de diferente númerode carboxilos "in vitro".

En repetidas oportunidades, estudiando la biosíntesis del hemo, se detectaron

"in vitro" porfirinas de 8 (uro), 7, 6, 5, 4 (copro) y aun menoscarbozilos,

utilizando preparaciones enzimáticas de diversos orígenes y partiendo de difig
rentes sustratos, inclusive antes de conocerse con certeza la participación



de los porfirinógenos comointermediarios verdaderos.

Con células de Ghlorella y PBGcomosustrato, se observó la formación de uro­

porfirina, principalmente de la serie isomórioa I, y porfirinas de 7, 6, 5,

4, 3 y 2 carbozilos, ademásde protoporfirina (5,14).

Con el sistema enzimático de Rhodopseudomonasspheroides, que sintetiza uro­

porfirinas I y III, copro- y protoporfirinas, a partir de ALAo de glicina y

oxoglutarato, se han detectado trazas de porfirinae de 3 y 6 carboxilos (33).

Tambiéncon extractos libres de células de Rh.spheroides y PBGcomosustrato,

se formó uroporfirina (una mezcla de isómeros I y III, con predominio del I),

coproporfirina y pequeñas cantidades de porfirinas de 7, 6 y 5 carboxilos(34).

Con el mismosistema pero más purificada, se consiguió formación de uroporfi­

rina I, coproporfirina I y porfirinas intermedias, en mayorcantidad la de 5

carbozilos. Tambiéna partir de uroporfirinógeno se observaron intermediarios

similares (35).

Con preparaciones de glándula de Harder de ratas y ALAo PBGcomo sustrato,

se formaron porfirinas de 8, 7, 6, 5, 4 y 3 carboxilos, ademásde protoporfi­

rina. En la etapa inicial de la reacción hubo una acumulaciónrelativa de la

de 7 carboxilos (36).

Si se usaban hemolizados de eritrocitos humanos, con ALA(24) o PBG(37) co­

mosustratos, se formabanuroporfirina III, a veces uroporfirina I, y porfi­
rinas de 7 a 4 carboxilos (serie III). En ciertas condiciones, la porfirina
heptaoarboxílica III se acumulabarelativamente. Iguales resultados se obtu­

vieron con sobrenadantes de hemolizados de glóbulos rojos humanos o de cone­

jo (38).

Conuroporfirinógeno comosustrato y una preparación parcialmente purificada

de decarboxilasa de reticulocitos de conejo (25), se obtuvieron, ademásde

uro- y coproporfirinas, las de 7, 6 y 5 carboxilos, tanto en el caso de la

serie isomórica III comoen el de la I. Conpreparaciones de glóbulos rojos

de conejo se observó, a partir de PBG, de ALAo de uroporfirinógeno III, for­
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maciónde la porfirina heptacarboxílica y cantidades pequeñas de las penta- y

hexacarboxílicas, ademásde coproporfirina III (39,40).

Coneritrocitos de pollo (intactas, hemolizados o sobrenadantes de hemoliza­

dos) y a partir de PBGy de ALA,se formaron uroporfirina, porfirina heptacaï

bozílica, coproporfirina y cantidades menoresde las de 6 y 5 carboxilos,

principalmente de la serie III. En ciertos casos se formaronprotoporfirina y

una trioarboxílica (l2,39,4l,42). Con la mismafuente de enzimas pero con urg

porfirinógeno I, III o firiaporfirinógeno III comosustratos, se formaron tam

bién porfirinas con un númerodecreciente de carbozilos (27).

Dentro de la conversión enzimática del uroporfirinógeno, octacarboxílico, en

coproporfirinógeno, tetracarboxílico, es importante recalcar el hecho de que

el porfirinógeno heptacarboxílico, o su producto de oxidación la firiaporfiri
na, se ha encontrado en numerosas oportunidades en cantidades mayores que los

otros dos intermediarios, los penta- y hezacarboxilicos. Esto se observó con

preparaciones de glóbulos rojos humanos, de pollo y de conejo (37-43) y tam­

bién con preparaciones de glándula de Harder (36) y de hojas de avena (44).

Una acumulación de porfirina de 7 carboxilos también ocurre en algunos tipos

de porfirias, las que se comentana continuación.

Porfirinas de diferente númerode carboxilos, "in vivo". Porfirias .

Las porfirias, enfermedadescuya manifestación metabólica es una alteración

de la biosíntesis del homo,se pueden clasificar en: 1) eritropoyéticas, en

las cuales hay un disturbio en el sistema hemopoyético; 2) hepáticas, en las

cuales el desorden se ubica a nivel del hígado; 3) experimentales (o quími­

cas), que son las producidas por ciertas drogas. En todos los casos, se acu­

mulan y se excretan cantidades anormalmenteelevadas 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 mayoría es uroporfirina (80%o más). Tambiénhay coproporfirina (10%)

y cantidades pequeñas de las porfirinas de 7, 6 y 5 carboxilos. Un 10%del tg

tal corresponde a las porfirinas del tipo isomérico III (45-50). En heces hay

predominio de coproporfirina I (50,51); en plasma la distribución es con una

mayoría de uroporfirina, muchomenosde ooproporfirina y trazas de las hepta-,

heza- y pentacarbozílioas (50); en eritrocitos sólo se han detectado copro- y

protoporfirina (50).

Tambiénen 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 7 carbozilos (52-54). En plasma de ganado vacuno

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

Dentro de las porfirias hepáticas ha sido bastante estudiada la llamada "cutá
nea tarda". En orina de pacientes se encontró uroporfirina, firiaporfirina,
cantidades pequeñasde porfirinas penta- y hezacarboxílicas y coproporfirina.

La relación uro/firia fue de aproximadamente2:1 a 3:1 (55-57). La uroporfiri

na urinaria suele ser una mezcla de los isómeros I y III (60-80%de I y 20-40%

de III) (47), comoasí también las porfirinas de menosde 8 carboxilos (58 ,

59). Un estudio másreciente de los tipos isoméricos de las porfirinas urina­

rias de casos de "cutánea tarda", hecho por Chuy Chu (50), muestra caracte­
rísticas bastante peculiares:

Uroporfirina 50-70% (70-80%serie I)

7-COOHporfirina 18-28% (85-90% serie III)

6-coon " 1-6 fi (> 90%serie III)

5-00011 2-7 fl (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 isómeros I predominan en

la uro- y pentacarboziporfirina, mientras que los III predominanen la hepta­
y hexacarbozílica y en la coproporfirina. Esta distribución puede ser un ín­
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dice de la complejidad de la descarboxilación enzimática gradual, que a par­

tir de una determinada mezcla de uroporfirinógenos I y III llega a dar cant;
dades bastante dispares de ambos isómeros de los productos con menor número

de carboxilos. Unacaracterística de la porfiria cutánea tarda es la acumula
ción relativa de la porfirina de 7 carboxilos, hecho que se repite en orina,

hígado y plasma (50,61). Esta acumulación es tal que la porfirina heptacarbg
xílica constituye un 20-40%de las porfirinas totales.

Otra porfiria hepática es la "intermitente aguda", en la cual se observa la

presencia de uroporfirina, ooproporfirina y porfirinas de 7, 6 y 5 carboxi­
los en orina y porfirinas de menosde 7 carbozilos y protoporfirina en heces

(56,62). En orina, la uroporfirina es habitualmente la más abundante y con­

siste en una mezcla de 20-60%de isómero I y 40-80% de isómero III; se ha en

centrado a veces también que las porfirinas de 7 a 5 carboxilos están preseg

tes, en cantidades menores (8-l7% entre las tres), y son principalmente de

la serie III. La cantidad de coproporfirina es mayorque la de las anteriop

ree y tambiénpertenece casi toda a la serie III (47,50,58).

Por envenenamiento con plomo se produce una porfirinopatía. En.esos casos se

han detectado en orina, tanto humanacomode animales, porfirinas de 4 a 8

carboxilos y a veces tambiénuna tricarbozílica (50,56,63).

Resultados similares se obtuvieron por análisis de las porfirinas urinarias

de casos de intoxicación con heIaclorobenceno, ya sea humanos comode cone­

jos o ratas. Se encontró además en muchos de estos casos una acumulación r2

lativa (15-40%)de la porfirina heptacarboxílica, siendo la distribución gg
neral de las porfirinas muysimilar a la de la porfiria cutánea tarda (50,

64,65), pero con un predominio de la serie isomérioa III. Dentro de la uro­

porfirina proveniente de la porfiria humana"turca", aparece una apreciable

cantidad de isómero I, no así dentro de las de menor número de carboxilos

(<:20%de I) (50). En orina de ratas intoxicadas sólo hay trazas de isómero

I (65).

En cuanto al proceso de descarboxilación de uro- a coproporfirinógeno se pus
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de decir pues, en resumen, que entro las porfirinas excretadas o acumuladas

en casos de porfirias, se han encontrado casi siempre las de 8, 7, 6, 5 y 4

carboxilos. Conrespecto a la isomería, en las porfirias eritropoyéticas con
génitas hay muchomenosisómeros III y más I que en las porfirias hepáticas

pudiendo deberse esto a algún factor que influya sobre la isomorasa, respon­

sable de la formacióndeuroporfirinógenoIII. Dentro de las porfirias hepá­

ticas, la intermitente aguda presenta un predominio de isómeros III en las

porfirinas de 7 a 4 carboxilos, y una mezcla de III y I en la uroporfirina

(comosi la uroporfirina I no se descarbozilara). La cutánea tarda muestra

una mezcla disímil de isómeros en cada una de las porfirinas, resultando

por ello difícil plantear una justificación en base a lo conocidohasta ahg_
ra sobre la descarboxilación enzimática en la biosíntesis del hemo.

Probables productos de descarbozilación

Cabeaquí plantear las posibilidades de descarboxilación de los uroporfiri­

nógenos I y III (66,67), proceso que llevado a cabo enzimáticamente podría

tener cierto grado de especificidad, lo que orientaría las sucesivas elimi­

naciones de 002 en algunos sentidos preferenciales. Para simplificar, se es­
quematizan las estructuras de la siguiente forma:

A P A P

Uroporfirinogeno I = P A P A

(ver esquema 2) 8 COOK ' .
I A = resto acetico

A P A P P = resto propionico

Uroporfirinogeno III a A P P A

(ver esquema 2) 8 COOH
III
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Los posibles productos de descarboxilación serían, dentro de cada serie isg

mérica (siendo Mu resto metilo, proveniente de la eliminación de CO2de un
resto acético):

M P A P M P M P M P A P M P MCP M P M P

P A P A P A P A P A P M P A P M P M P M

7 COOH 6 COOH 5 COOH 4 COOH
I I I I

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

M P A P A P M P A P A P A P A P

A P P A A P P A A P P M M P P A

7 COOH
III

M P M P M P A P M P A P A P M P A P A P A P M P

A P P A M P P A A P P M A P P M M P P M M P P A

6 COOH
III

M P M P M P A P M P M P A P M P M P M P

A P P M M P P M M P P A M P P M M P P M

5 COOH 4 COOH
III III

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

Actualmente no se conocen las estructuras de los porfirinógenos intermedia­

rios de 7, 6 y 5 carbozilos de ninguna de las dos series isoméricas, I y III.
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En base a la gran cantidad de productos de descarboxilación teóricamente pg

sibles (25), sin haber considerado los isómeros no naturales II y IV, se

puede sospechar que la descarboxilación enzimática de los uroporfirinógenos

I y III debería ser bastante específica en cuanto a las características del

catalizador (una o más enzimas o cofactores) y/o en cuanto a su regulación,

en caso de que el proceso tuviera direcciones preferenciales; es decir, si
en forma natural se obtuvieran sólo algunos de los productos de descarboxi­

lación, quedandoexcluidos otros, presuntamente no naturales, de igual nú­

mero de carboxilos que los anteriores pero con una diferente disposición de

los grupos sustituyentes del núcleo tetrapirrólico.

El proceso de descarboxilación en las porfirias

Una vez planteada la complejidad potencial de la descarboxilación, que se
basa no sólo en consideraciones teóricas sino también en los resultados ob­

tenidos al estudiar las porfirinas excretadas o acumuladasen casos patoló­

gicos (porfirias) (ver pág. 13 a 16), se deben mencionar los estudios rea­

lizados que indican de alguna manera la posible participación del sistema
descarbozilante en un metabolismo alterado del hemo.

En cuanto a la porfiria cutánea tarda, en base a la acumulación hepática de

porfirinas de 8 y 7 carboxilos principalmente (pág. 14) se ha sugerido que

hay una descarboxilación defectuosa del uroporfirinógeno. Conrespecto a los

casos normales, se ha estudiado el sistema enzimático de hígado de ratas (68),

habiéndose encontrado que actúa sobre el uroporfirinógeno III produciendo co­

proporfirinógeno y todos los porfirinógenos intermedios, con acumulación del

de 7 carboxilos. Asimismoactúa sobre el uroporfirinógeno I pero a muchome­

nor velocidad, produce sólo pequeñas cantidades de coproporfirinógeno y no se

detectan los intermediarios de 7 a 5 carboxilos. Por otra parte, se ha estu­

diado la actividad de uroporfirinógeno decarboxilasa en hígado de ratas con

porfiria experimental inducida por hexaclorobenceno (69), la cual se asemeja

muchoa la cutánea tarda (pág. 15), y por una combinación de sobrecarga de



-19­

hierro y hexaclorobenceno. No se encontró actividad descarboxilante en los a­

nimales tratados con Fe/hexaclorobenceno, donde la acumulación hepática de

porfirinas es muy grande y se compone de un 88,5% de 8-COOHy un 11,5% de

7-COOHporfirina. Esto es congruente con la hipótesis de que se ha produci­

do un bloqueo a nivel de la uroporfirinógeno decarboxilasa, hecho que podría
ser similar en las porfirias cutáneas tardas reconociendola influencia del

Fe en el proceso. Sin embargo, en los animales tratados sólo con hexacloro­

benceno no hubo disminución de la actividad descarboxilante, aunque se obseg

vó una acumulación hepática de porfirinas de 8 y 7 carboxilos, no tan pronug

oiada comoen la intoxicación con Fe/hezaclorobenceno.

En cuanto a la porfiria eritropoyótica congénita, se ha encontrado que bemo­

lizados Provenientes de casos humanosproducen a partir de PBGuna mezcla de

porfirinas de los tipos isoméricos I y III, mientras que los de casos norma­

les danprinoipalmenteel tipo III (70,71). Se deduceque el defecto está pra
sente también en las células circulantes y no sólo en médula ósea.

La formación de una cantidad no habitual de uroporfirinógeno I se asocia ge­

neralmente a un desequilibrio entre las actividades de la PBGdeaminasa y la

isomerasa (72-74), que puede explicarse comoun error genético, una falta de

represión (72). El hecho de que no sólo haya uroporfirinógeno I sino también

sus productos de descarboxilación, hace pensar que dicha descarboxilación no

es específica para la serie III, hecho conocido, aunque el coproporfirinógeno
I no tiene destino. Una actividad descarboxilante "normal" podría dar cuenta

de la presencia de las porfirinas de la serie I, en condiciones patológicas.
La actividad hacia la serie III puede aparentemente utilizar el exceso de u­

roporfirinógeno III anormalmenteproducido, ya que hay un incremento en la

formación de protoporfirina 9, la cual proviene del coproporfirinógeno III

(72). De acuerdo a esto no se podría excluir la posibilidad de que la falta
de represión mencionadaantes se extendiera a los sistemas enzimáticos des­

carboxilantes y a la coprogenasa, lo cual estaría a favor de la idea de un s2

lo operón para la biosíntesis del hemo(72), cuya regulación se vería 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 distribución de porfirinas similar a

la observada en porfirias congénitas, por agregado de etanol al sistema de

incubación. A partir de ALAse acumuló uroporfirina I, una cantidad 40 veces

menor de 7-COOHporfirina, trazas de 5- y 6-COOHporfirinas y muy poca can­

tidad de coproporfirina. Evidentemente hubo una descarbozilación muyreduci­

da, que podría ser característica para la serie I o bien sería producida por
el efecto del etanol sobre el sistema enzimática correspondiente. También

consiguieron una distribución de porfirinas similar a la de la porfiria cu­

tánea tarda, por incubación de hemolizados de eritrocitos de pollo o sangre

humana con ALA, en presencia de Zn2+. También el efecto combinado de Zn2+,

hexaclorobencenc e hígado vacuno produjo una distribución característica de

dicha pcrfiria experimental.

De lo expuesto surge la necesidad de conocer cuál es el mecanismonormal de

la descarboxilación enzimática, a fin de poder relacionarlo luego con lo que
ocurre en los casos patológicos.

Sistemas enzimáticos descarbozilantes

El sistema enzimática responsable de la transformación de uroporfirinógeno

en coproporfirinógenc ha sido localizado en la fracción citoplasmática no pag
ticulada de diferentes células animales y vegetales. En la fracción "soluble"
de células de Chlorella se encontró actividad de formación de porfirinas de

hasta 2 carboxilos, a partir de PBG(5). Sobrenadantes de hemolizados de eri­

trocitos de pollo y de pato poseen sólo una pequeña proporción de la capaci­

dad del hemclizado total original para formar protoporfirina, pero pueden sig
tetizar uro- y coproporfirinas a partir de ALAc PBG(3,12,?5).

Varios grupos han llevado a cabo estudios más o menos detallados de los sis­
temas descarboxilantes.



Mauzerall y Granick trabajaron con sobrenadantes de hemolizados de reticu­

locitos de conejo y de glóbulos rojos de pollo y humanos.Por electrofore­

sis en gel de almidón de estos sobrenadantes, consiguieron separar entre sí

ALAdehidrasa, PBGdeaminasa-isomerasa y uroporfirinógeno decarbozilasa,

siendo en cada caso diferentes las velocidades de migración relativas (76).
Conuna preparación de uroporfirinógenc decarboxilasa de glóbulos rojos de

conejo así purificada, estudiaron el proceso de descarboxilación enzimática

(25), expresando la actividad como,mmolesde coproporfirinógeno/hora, for­

mados a 38°C y bajo N2. Luego de la oxidación de los productos de descarbo­
¡ilación parcial de uroporfirinógenoIII, detectaron las porfirinas de 7 y

6 carboxilos en concentraciones bajas y de estado estacionario, y la de 5

carboxilos en concentración aun menor. Cuandola concentración inicial de g

roporfirinógeno fue muybaja (6,n0, sólo se detectó coproporfirina ya que

los productos intermedios se convierten en ese caso totalmente en el produg
to final. E1 rendimiento de coproporfirinógeno a partir de los distintos i­

sómeros del uroporfirinógeno fue: III >‘IV > II >>I. Los naturales son I y

III, y el III fue descarboxilado dos veces más rápido que el I. Ademásno

encontraron isomerización química o enzimática de los porfirinógenos, lo que

podría haber ocurrido por apertura y posterior cierre del núcleo tetrapirró­
lico en diferentes posiciones. La coproporfirina recuperada siempre corres­

pondió a la isomería del sustrato utilizado, o sea que no hay cambios, en

ese aspecto, durante la reducción de la uroporfirina con amalgamade Na, ni

en la incubación con la enzima, ni en 1a oxidación final de los porfirinó­

genos. La actividad de la enzima no fue mayormente alterada por: Mg2+, Ca2+,

H_, PBG,y cantidades pequeñas de coproporfirina o copropor­
3

firinógeno (aprox. 6,flM). El oxígeno tuvo efecto inhibidor (autooxidación

2- 2­
so3 , 3204 , co

del uroporfirinógeno), así comotambién la uroporfirina III, siendo esto úl­

timo evitado por glutation (el GSHanula el efecto de sensibilización de la

autooxidación del uroporfirinógeno producido por la uroporfirina). Se obser­

vó una fuerte inhibición por Hg2+, Cu2+, Mn2+, iodoacetamida y p-cloromercu­

ribenzoato, evitada en todos los casos por GSH51:10_3M, evidenciándose así
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que la enzima (o enzimas) tiene grupos sulfhidrilos esenciales. La actividad

de las preparaciones utilizadas no aumentó más que un 20%por el agregado de

GSH,pero si estas preparaciones sufren contaminación con metales, aumenta la

necesidad del GSHpara mantener la actividad. La reacción de descarboxilación

fue irreversible. Se encontró un pH óptimo de 6,8 para la reacción total, tag
to en condiciones aeróbicas comoanaeróbicas. En cuanto a la concentración de

sustrato, la velocidad de formaci6n de ooproporfirinógeno deoreció a concen­

traciones de uroporfirinógeno mayores que 2110.-5M. Se obtuvo, trabajando con

concentraciones menores que la recién mencionada, una KMaparente menor que
5:10’6 M.

Hoare y Heath estudiaron la biosíntesis de porfirinas a partir de PBG,en Rng

dopseudomonasspheroides (35). De extractos libres de células lograron sepa­

rar la PBGdeaminasa de la uroporfirinógeno decarboxilasa por fraccionamien­

to con SO4(NH4)2.El ensayo de actividad (realizado a 37°C, en oscuridad y

bajo N2) fue en general indirecto, usando PBGcomosustrato y un exceso de
PBGdeaminaea (libre de decarboxilasa), y determinándose la coproporfirina

formada luego de oxidación de los porfirinógenos al finalizar las incubacio­

nes. La decarboxilasa fue estable a -15°C durante 2-3 semanas, en presencia

de dimercaptopropanol, sugiriendo ser una enzimasulfhidrílica. Esta decar­

boxilasa parcialmente purificada fue activa con uroporfirinógeno III como

sustrato, así comotambién con los uroporfirinógenos del tipo isomérico I,

II y IV; aunque las actividades determinadas con PBGcomosustrato fueron

siempre mayores que las determinadas con uroporfirinógenos. A partir de PBG,

en el ensayoindirecto, se formaronuroporfirina I, coproporfirina I, y las

porfirinas intermedias, indicando esto que la PBGdeaminasa utilizada no con
tenía isomerasa activa. Dentro de las porfirinas intermedias se detectó en

mayor cantidad una cuyo comportamiento cromatográfico permite suponer que es

la pentacarboxílica. Se encontraron factores estimulantes de la formación de

coproporfirinógeno en ultrafiltrados de extractos de Rhodopseudomonassphe­

roides, levadura, hígado de cerdo y sangre de pollo, que actuaron principal­



mente cuando el sustrato fue PBGy/o con preparaciones enzimáticas crudas.

Urata y Kimuratrataron de aislar el sistema enzimático de síntesis de co­

proporfirinógeno de eritrocitos de pollo (77) mediante una resina de inter­
cambio iónico. Se obtuvieron dos fracciones con actividad de síntesis de

porfirinas, en anaerobiosis, a 37°C y a partir de ALAo de PBG. Se encontró

que una de las fracciones contenía un factor termoestable y dializable, de

naturaleza polipeptídica, que podría estar involucrado ya sea en la isomeri­
zación del anillo tetrapirrólico o en uno de los pasos del proceso de des­
carboxilación.

Cornford estudió también con cierto detalle la transformación de PBGen por_

firinas, con preparaciones de eritrocitos humanos(37» conduciendo esto a

consideraciones sobre el sistema descarbozilante. Se obtuvieron, en aerobig
sis, mezclas de los isómeros I y III variando sus proporciones de acuerdo a

las demás condiciones de incubación. La mayoría del isómero I, formado con

hemolizados de glóbulos rojos, se encontró comouroporfirina I, haciendo de
ducir que la decarboxilasa fue muchomás activa con el uroporfirinógeno III

que con el I. Conuna mezcla I/III (27:23), el pasaje de uroporfirinógeno

III a coproporfirinógeno III fue 7,5 veces más veloz que en el caso de la

serie I. La formación de coproporfirina fue óptima a pH=7,2y fue estimula­

da por menores concentraciones de oxígeno (incubación bajo N2). No se encon
tró un factor activador, comoen otros casos (18,34,77). Por agregado de

fosfato o cloruro de sodio (33 a 181 mM)al sistema de incubación, no hubo

variación en la cantidad de porfirinas totales pero disminuyóla formación

de coproporfirina y la de uroporfirina I. El déficit de coproporfirina es­
tuvo equilibrado por un aumentode la firiaporfirina. La cantidad de porfi­

rinas de 5 y 6 carboxilos fue pequeña en todos los casos, de modoque el ag
mentorelativo de la porfirina heptacarboxilica se asoció a un efecto inhi­

bidor del Na+ sobre el paso: 7-COOH——96-COOH.Esta acumulación del 7-COOH

porfirinógeno permitió plantear que dos o más enzimas pudieran ser necesa­

rias para convertir uroporfirinógeno en coproporfirinógeno.



Recientemente Romeoy Levin describieron la purificación parcial de un sis­

tema enzimático de bazo de ratón que cataliza la transformación de los uro­

porfirinógenos I y III en los correspondientes coproporfirinógenos (78). La
actividad descarboxilante presentó un máximoa los 6 días de tratamiento de

los ratones con fenilhidracina, coincidentemente con el mayorporcentaje de

células nucleadas capaces de sintetizar hemoglobina (79). Aun luego de la

purificación hubo algo de la actividad de PBGdeaminasa en las preparacio­

nes de decarboxilasa. La enzimaevidenció ser sulfhidrílica, y fue estable

guardada con un protector adecuado. A 37°Cy con la preparación más purifi­

cada, se obtuvieron las siguientes KMaparentes: 1,01110-6 Mpara el ure­
porfirinógeno I y 0,9110-6 Mpara el uroporfirinógeno III. Se logró satura­

ción aparente de la enzima a concentraciones 6x10-6 Mde cualquiera de los

dos isómeros. Nohubo estimulación de la actividad por fosfato de piridozal

ni por agregado de un sobrenadante de un homogenato calentado previamente

lO minutos a 60°C. No se acumularon porfirinas de menos de 8 y más de 4 car

boxilos; todo el uroporfirinógeno que desapareció estuvo compensadopor el

coproporfirinógeno formado, o sea que si había intermediarios parcialmente

desoarboxilados, estaban presentes en pequeñas cantidades y no se detecta­

ron. La actividad descarbozilante hacia ambosuroporfirinógenos se destru­

yó por completo por calentamiento de la preparación enzimática 5 minutos a

50°C. A 43°C la inactivación fue más lenta, y la velocidad con la cual se

perdió la actividad fue igual con los dos sustratos (I y III). Estos resul­

tados, junto con las KMy velocidades máximas, indicarían que el sistema eg
zimático probablemente es el mismopara los dos isómeros naturales. Sin em­

bargo, podría ser que hubiera más de una enzima, catalizando cada una uno o

máspasos de la descarbozilación secuencial.

Multienzimas. Enzimas multivalentes

El hecho de que el proceso de descarboxilación de uro- a coproporfirinógeno
. . O . nconste de cuatro pasos, y siendo ademásdos las series isomericas involucra­



das, plantea la posibilidad, ya mencionada, de que haya más de una enzima cg

talizadora (sistema multienzimátioo) o bien enzimasmultivalentes.

El sistema multienzimático (80) más simple estaría constituido por entidades

moleculares (enzimas) independientes, no asociadas. En sistemas más comple­

jos habría una mayororganización, una asociación física de las enzimas ind;
viduales que eventualmente podrían estar incluidas en estructuras supramole­
culares tales comomembranaso ribosomas.

La cinética de un sistema multienzimático es difícil de analizar pues cada

miembrode la secuencia metabólica tiene una KMpara 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 más de un sitio activo (81), di­

chos sitios pueden o no ser independientes entre sí. Si no tuvieran influen

cia uno sobre otro, una molécula con n_sitios sería exactamente equivalente

a‘n moléculas de enzima con un sitio cada una, no pudiendo distinguirse en­
tre si ambassituaciones.

Si los sitios de la enzimamultivalente interactuaran, una vez ocupadoel

primero de ellos, la velocidad con que se llenaría el segundono sería igual

a la velocidad con que se habría llenado el primero. El mismorazonamiento

se aplicaría a las reacciones inversas, las que a partir de un sitio lleno
darían el sitio vacio y sustrato, y las que a partir de un sitio lleno da­
rían el sitio vacío y producto.

El esquema de reacciones, para el caso más simple de una enzima con 2 sitios,
sería:

S z sustrato D : enzima con l sitio ocupado

P a producto D : enzima con los 2 sitios ocupados

E s enzima libre k z constante de velocidad
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l la.__x -_¡.I) S+DTD1 D1—)“+P

2,I
I) S+D1‘_'2_D2 132-92“D +1:

De acuerdo a la teoría, es k1 f k2, y difieren más que por el factor de prg
habilidad, que es 2 en el caso de la reacción I (pues hay 2 sitios vacantes

disponibles para que se una el sustrato) y 1 en el caso de la reacción II

(pues hay l sitio vacante).

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

anterior, se llega a una eouación de velocidad de la siguiente forma:

(as + sz)¡ Et
1 + cS + dS

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

Vak
La velocidad a saturación por sustrato es pues la velocidad con que se pro­

duce producto a partir de la enzima con ambossitios ocupados.



P L A N T E 0 D E L T R A B A J O

El presente trabajo tuvo por objeto el estudio del sistema descarboxilante

que cataliza una de las etapas de la biosíntesis del hemo, la transformación

del uroporfirinógeno en ooproporfirinógeno. Este sistema recibe el nombrede

porfirinógeno carbozi-liasa y comunmentese lo llama decarboxilasa.

Comomaterial de partida se eligieron glóbulos rojos de pollo, los cuales se

asemejan a los eritroblastos tardíos de mamíferos, es decir, a una etapa de

maduración de 3-5 días en médula ósea, siendo 6 días aproximadamente el tiem

po necesario para la conversión de hemocitoblastos, no diferenciados, en re­

ticulocitos, anucleados (1). Tanto los eritrocitos de aves comolos eritro­
blastos tardías de mamíferoscontienen núcleo y mitocondrias; está presente

el sistema completo de biosíntesis del hemo (1), hay DNA,RNAy síntesis de

RNA(82). En esas circunstancias se podía esperar encontrar una mayor canti­

dad de enzima, unióndose esto al hecho de que por haber una proteína amplia­

mente mayoritaria, la hemoglobina, se conseguiría una buena purificación si

se la lograba separar del sistema enzimática que se quería estudiar.

La purificación de la carboxi-liasa a partir de esta fuente y el estudio de

sus características y propiedades a través de las reacciones secuenciales

que cataliza, realizados en el presente trabajo de tesis, permitiría: a) en­
carar en el futuro estudios similares en casos humanos,normales y patológi­

cos especialmente con relación a la porfiria eritropoyética congénita y b)
aportar datos tendientes a elucidar el complejo mecanismode descarboxilación

en el que está involucrada.

N O T A I Este trabajo de tesis ha sido parcialmente publicado, según se de­
talla a continuación:

. FEBSLetters, 5 (1969) 149-152

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

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

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



MATERIALES Y METODOS
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Drogas

E1 agua usada fue deionizada o, a veces, deionizada y destilada sobre vidrio.

Todas las drogas utilizadas fueron de grado analítico. Algunas se debieron

purificar en el laboratorio para que cumplieran con las exigencias del tra­

bajo experimental, a saber:

. Acetato de sodio: Se recristalizó de agua caliente, con agregado de car­
bón activado.

. Oxido de magnesio: Se preparó el de grado III según Brockmann (83), por

calentamiento a 37°C durante 1 día.

. Kerosene: Se lavó con agua, secó con CaCl2y bidestiló en columna, aislág
dose la fracción 210-240°C.

. Cloroformo: Se lavó con agua, seco con CaCl y destiló, agregándole luego2

CH3OHhasta 1% (v/v).

Técnicas

l) Cromatoggafía en papel de ésteres metílicos de porfirinas, según el mé­

todo de Falk I Benson (84)

Las determinaciones cualitativas se hicieron sembrandoen punto y las cuan­

titativas sembrando en bandas de aproximadamente 6 cm. Los materiales de

siembra fueron soluciones clorofórmicas concentradas de ésteres metílicos

de porfirinas. La cantidad sembrada en banda varió entre 2 y 5 nmoles. Es

posible hacer la cromatografía con cantidades menores (hasta l nmol), pe­

ro la visualización de las diferentes bandas en que se distribuye este ma­

terial es más difícil, y los errores experimentales son también mayores.

El revelado se realizó por observación a la luz ultravioleta. Las porfiri­

nas fluorescen intensamente (color rojo) y esto de gran sensibilidad al má
todo.

Para la cromatografía, que es ascendente, se usaron tiras de papel Whatman
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N° l de 20 cm de largo. El desarollo se efectuó en forma sucesiva con dos

solventes diferentes: l) Kerosene - cloroformo (6 s 9)

2) Kerosene - dioxano (ll : 4 a lO : 5)

La primera corrida se efectuó para eliminar impurezas contaminantes y por­

firinas que hubieran quedadosin esterificar. Se desarrolló durante 10 mi­

nutos, se secó el papel y se cortó por encima de la línea de siembra. Lue­

go se efectuó la segunda corrida, durante Záa3 horas, siendo ésta la que
realmente resuelve.

De esta manera se separaron en bandas o manchas sucesivas, desde el origen

hacia arriba, los ásteres metílicos de las porfirinas de 8, 7, 6, 5 y 4 ca;
boxilos, y tambiénla protoporfirina éster, si fuera el caso. La visualiza­

ción a la luz UVperndte cortar las diferentes bandas y haoer una determi­

nación cuantitativa luego de eluir con cloroformo y medir en espectrofotó­
metro.

2) Cromatografía en columnade ósteres metílicos de porfirinas

a) Adsorbente: C03Ca

Se empleó el método de Grinstein y col. (55). Las columnas se armaron com­

pactas, con ayuda del vacío, y la corrida cromatográfica se hizo igualmente

con succión en el extremo inferior de la columna. Antes de efectuar la sieg

bra se pasó benceno de modode mojar el tercio o mitad superior de la colug

na. Antes de que se secara la superficie donde se sembraría, se aplicó la

muestra de porfirinas, guardada al estado de ésteres metílicos. Para ello

se solubilizaron en benceno, previo agregado de gotas de cloroformo, lo

cual es indispensable para lograr una completa disolución. El solvente de

desarrollo consistió en mezclas de benceno-cloroformo en diferentes propor­

ciones, que se fueron variando a medida que progresaba la cromatografía, de

acuerdo a la separación que se obtenía, dentro del rango 9:1 a 7:3. Si la

muestra a cromatografiar era rica en porfirinas de mayor númerode carboxi­
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los, las soluciones de desarrollo contenían ya desde el comienzomayorprg
porción de cloroformo.

El desarrollo es tal que se logra una separación en bandas más o menosne­

tas, que correspondena los ósteres metílicos de las diferentes porfirinas.

En orden desde el origen hacia abajo, éstas son: uroporfirina, firiaporfi­

rina, porfirina heracarborílioa, porfirina pentacarbozílica y coproporfirg
na.

Cada banda de los crOmatogramasobtenidos se aisló, una vez extrudada la

columna de CO3Ca,por simple corte con bisturí. Esto es posible por ser cg
loreadas las bandas y por su fluorescencia. Se eluyeron luego las porfiri­

nas de cada banda con cloroformo y se concentraron a presión reducida. Se

sometió luego cada una de ellas al análisis oromatográfico en papel s/Falk

y Benson(pág. 28). Este análisis reveló cuáles eran las porfirinas presea
tes en cada banda de la columna, y dio una idea aproximada de las cantida­
des relativas.

b) Adsorbenten Olg (85)

El armadode las columnasy el desarrollo de la cromatografía fue operati­

vamente igual al caso del adsorbente COCa. La diferencia radicó, además

del adsorbente, en los solventes empleaïos en las diferentes etapas y en

los cromatogramasobtenidos. El solvente con que se mojó la parte superior

de la columna antes de sembrar fue cloroformo libre de metanol (lavado con

agua y secado con 012Ca, filtrado y usado en el momento). Los solventes de
desarrollo fueron mezclas de metanol O,l-0,5% (v/v) en cloroformo.

El orden de las bandas correspondientes a los ósteres metílicos de las di­

ferentes porfirinas es exactamente inverso al caso del adsorbente COJCa.
Aquí, a partir del origen, se presentan las bandas de los ósteres de la cg
proporfirina, pentaoarboxiporfirina, hexacarboxiporfirina, firiaporfirina
y uroporfirina. Esta cromatografía en OMgse usó sólo para separar pequeñas

cantidades de ósteres de firiaporfirina y trazas de hexacarbcziporfirina de
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cantidades relativamente muchomayores de uroporfirina. Esta separación es

a veces difícil usando CO3Cacomoadsorbente.

3) Obtención de porfirinas

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

La orina se llevó a pH=3-3,2 con ClH concentrado y se le agregó talco como

adsorbente. Se agitó vigorosamentey luego se dejó reposar. Se filtró con

succión y el talco con las porfirinas adsorbidas se suspendió en mezcla eg

terificanten CHSOH- SO4H219:1 (v/v). Se filtró nuevamente por buchner,
lavando el talco con mezcla esterificante hasta no observar más fluorescqg
oia an el filtrado. Lasporfirinas se dejaron esterifioar 48 horas, extra­
yéndolas luego con cloroformo previa neutralización con solución saturada

de acetato de sodio. El extracto clorofórmioo se concentró a presión redu­

cida, hasta sequedad. En ese estado, se puede guardar la mezcla de partir;
nas esterificadas a temperatura ambiente hasta su procesamiento, destinado

a separar entre sí los diferentes componentes.Esto se llevó a cabo mediag

te la realización consecutiva de cromatografías en columna de CO3Ca.Cada
una de las bandas obtenidas en las columnas se recromatografió, y este prg
ceso se repitió hasta obtener porfirinas esterificadas que fueran homogé­

neas en cuanto a su comportamiento oromatográfico en papel s/Falk y Benson

(pág. 28).

Para separar entre sí los ósteres de las uroporfirinas I y III, se utilizó
la cromatografía en papel s/Falk y Benson, en escala preparativa, usando

papel Whatman N° 3 MM.

b) A partir de orina de ratas intoxicadas con hexaclorobenoeno:

Se utilizó la orina de ratas con porfiria inducida por hezaclorobenoeno

(65). La droga se administró diariamente por sonda gástrica, en dosis de

aproximadamente 1 mg/g de peso del animal, como suspensión acuosa. A los

2-4 meses de tratamiento las orinas mostraron una intensa fluorescencia r2
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La orina se aoidificó con HCl concentrado hasta pH-3-3,5. Luego se agregó

resina de intercambio aniónicc De Acidite FF/lP (73/100 ml orina). La mez­

cla se agitó y la resina con las porfirinas libres combinadasse separó por

filtración sobre placa filtrante, con vacío. Al filtrado se le agregó mas
resina y se repitieron las operaciones. El procedimiento se continuó hasta

que en el filtrado no hubo, por observación espectroscópica, bandas de ab­

sorción en el visible características de las porfirinas. Las resinas se reg
nieron y se lavaron con agua destilada hasta que ósta saliera incolora (e­

liminación de pigmentos). La resina lavada se extrajo repetidamente con HCl

25%(p/v) hasta no observar más fluorescencia roja en la solución clorhídri

ca, a la luz UV. Esta solución ácida se llevó a pH-3-3,2 con HaOHconcentra

do, a fin de conseguir la precipitación de las porfirinas. Se dejó estar u­

na noche a 34°C y el precipitado se filtró por papel. El papel con las po;
firinas se secó en desecador y se efectuó la esterificación por inmersión

en la mezcla cn3on—so411219:1 (v/v) .

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

tención que utiliza la adsorción en talco, ya descripto en g,

Por los métodosa y b, arriba detallados, se obtuvieron los ósteres metíli­
cos de las uroporfirinas I y III, la firiaporfirina III y la coproporfirina
III.

Las porfirinas al estado libre se obtuvieron por hidrólisis ácida de los ¿g
teres metílioos. El éster purificado se disolvió en el menorvolumenposi­

ble de HCl 25%(p/v) y se dejó 24 horas a temperatura ambiente, en la oscu­

ridad. Luego se agregó cuidadosamente, a 0°C, NaOHconcentrado. Al llegar a

pH-3-3,2 precipita la porfirina libre. Se alcanza el punto justo cuandoel
líquido queda incoloro, lo cual es indice de que la gran mayoría de la por­
firina que fue hidrolizada se ha insclubilizado. Se dejó toda 1a noche a

3-4°C y se oentrifugó. Se separó el sobrenadante y el precipitado se lavó



con un pequeño volumen de agua llevada a pH-3 con HCl diluido. Finalmente

se disolvió este precipitado en NaOH25 mu, obteniéndose una solución cuya

concentración se determinó espectrofotométricamente por medición de 1a ab­

sorbancia de una alícuota, diluída con HCl 25%.

4) Sustratos

Durante 1a primera etapa del estudio se usaron: ALAobtenido comercialmente

de Sigma Chemical Co. y PBOcedido gentilmente por el Dr. E. Sanoovioh, prg

parado según un mótododescripto (86). Conposterioridad, los sustratos de

las reacciones enzimáticas fueron, en casi todos los casos, uroporfirinó­
genoIII y firiaporfirinógeno III. Algunasveces se usó uroporfirinógeno I

y coproporfirinógeno III. Todos ellos debieron obtenerse por reducción de

las correspondientes porfirinas (porfirinas H porfirinógenos).

La solución de la porfirina, en NaOH25 nu, se diluyó hasta tener una con­

centración 60-75 pus Luego se redujo con amalgama de sodio 3%recientemen­

te preparada y molida antes de usar, de acuerdo a Mauzerall y Granick (25).

Esta reducción se realizó bajo corriente de nitrógeno y su rendimiento fue

de aproximadamente90%.La solución de porfirinógeno obtenida se filtró por

placa porosa y se ajustó el pH del filtrado a 7,0 con P0411340%(p/v).
Despuésde los estudios de requerimientos, el filtrado se recogió sobre gl!

tation, de modode tener una concentración final 5 mMdel protector. La so­

lución del pcrfirinógeno así obtenida se usa inmediatamente comosustrato

de las reacciones enzimáticas. Unaalícuota de esta solución, se acidifica

con un exceso de HCl 5%y se deja reoxidar al aire hasta el día siguiente.

Luego ss lleva a volumen con HCl 5%y se determina 1a concentración espec­

trofotométrioamente.
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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 mg
tílicos disueltos en cloroformo. En todos los casos se midió la absorban­

cia a la longitud de onda correspondiente a la banda de Soret, especifica
da en el cuadro siguiente. Se usaron los coeficientes de extinción recí­

procos dados por Salumy col. (87), los que se detallan a continuación.

l
K =I - 11100198 ml

E /

Libre Ester metílico

Porfirina K K K

HCl 25% (nm) 301 5% (nm) 01303 (nm)

Proto (2 00011) 3,637 407,5 5,864 407

Copro (4 c003) 2,639 401 5,566 400

Penta (5 00011) 5,308+ 402

Hen (6 00011) 5,090+ 403

Firia (7 00011) 2,434 407 2,085 405 4,897 405

Uro (8 COOH) 2,580 410 2,280 406 4,460 406

+ Los coeficientes de extinción recíprocos en cloroformo de los ésteres
de las porfirinas pente- y hexacarboxílicas fueron interpolados entre
los correspondientes a los ésteres de la firiaporfirina (7 COOK)y la
coproporfirina (4 COOH),suponiendo una función lineal entre el número
de carboriloe y el coeficiente de extinción recíproco (en ¡ig/ml). Este
procedimiento no puede provocar demasiado error pues la cantidad de por
firinas penta- y hexacarboxílicas siempre fue pequeñafrente a las o­
tras.

6) Valoración de las actividades enzimáticas

Teniendo en cuenta el camino biosintétioo mencionado en el esquema l (pág.
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3 ), se puede efectuar la reacción de producción de los porfirinógenos de

diferente númerode carboxilos partiendo del sustrato sobre el cual actúa

inicialmente la decarbozilasa, el uroporfirinógeno; o bien partiendo de ALA

en los casos en que la preparación enzimática usada sea tal que contenga las

enzimas ALA-dehidrasa y deaminasa-isomerasa en cantidad suficiente comopa­

ra que las reacciones previas a la descarboxilación no sean limitantes.

Lo que se efectuó con más frecuencia fue la reacción:

002 co2 002 °°2
8-COOH.—¡‘—>7-coon La 6-0003 La 5-0003 2-) 4-COOHporfirinógeno

Para evaluar la actividad enzimática descarboxilante se partió pues de un

porfirinógeno y una vez finalizada la reacción, los productos y el sustrato

remanente se oxidaron por acción del oxígeno del aire, favorecido esto por

el medio ácido (HCl 5%p/v) usado para detener dicha reacción (25). 0 sea que
la valoración de 1a actividad enzimática consiste en la determinación de las

cantidades de las diferentes porfirinas producidas por oxidación. Unade e­

llas proviene del sustrato y las demásprovienen de los productos de desear
boxilaoión.

La mezcla de incubación usada con más frecuencia, salvo al comienzo del tra

bajo, contenía buffer PO4H2K-PO4HK267 mM(pH-7), GSH 1 mu, EMA 0,1 mM,
preparación enzimática y porfirinógeno 2,5-3,5'flM, en un volumentotal de
4 ml. Lo estrictamente necesario para detectar la actividad es la prepara­

ción enzimática, el porfirinógeno y un buffer para mantener el pH en el ran

go deseado. Las reacciones se realizaron en general anaeróbicamente, en tu­

bos de Thunberg, a 37°C, en oscuridad y con agitación mecánica. Se detuvie­

ron de dos maneras de acuerdo a la preparación enzimática utilizada:

a) Cuando se usó comopreparación enzimática el sobrenadante de hemolizado

de eritrocitos, se agregó al final de la incubación 5 volúmenesde una mez­

cla acetato de stilo-ácido acético 3:1 (v/v), con vigorosa agitación. Lue­
go se dejó estar toda la nochey se filtró por papel, lavando el precipita­



do y el papel con porciones de la mezcla acetato de stilo-ácido acético 3:1.

El filtrado se lavó dos veces con agua, para eliminar el acético. La mezcla

deporfirinaslibres, disueltas en acetato de etilo, se extrajo con HCl5%

(p/v). Esta extracción se repitió para que fuera cuantitativa. Se llegó pues
a una solución en HCl 5%de la mezcla de porfirinas libres. El procedimien­

to descripto se realizó para evitar 1a presencia de hematina en el extracto

clorhídrico. Las medidas espectrofotomótricas en estos casos se oorrigieron

s/ Rimington y Sveinsson (88).

b) Cuandose usó comopreparación enzimática cualquier solución proteica

distinta de la mencionadaen a), las incubaciones se detuvieron por adición

de HCl concentrado hasta una concentración final de 5%(p/v). Luego se de­

jó estar 30 min. a 0°C. Se filtró por papel y se lavó el precipitado con

HCl 5%hasta que no se observó más fluorescencia a la luz UVen el papel ni

en el precipitado.

Con los extractos clorhídricos provenientes ya sea del método a) o del b)

se siguió el mismoprocedimiento. Este consistió en llevarlos a sequedad en

desecador, al vacío. Luegose sometieron los residuos sólidos a esterifica­

ción con CH3OH-SO4H219:1 (v/v). Se dejaron 48 horas y se extrajeron las
porfirinas esterificadas con cloroformo, previa neutralización con solución
saturada de acetato de sodio. Los extractos clorofórmicos correspondientes

a cada uno de los incubados se concentraron a presión reducida y se reali­

zaron las oromatografías en papel s/ Falk y Benson (pág. 28).

Estas oromatografías permitieron determinar los porcentajes de las diferen­

tes porfirinas presentes en la mezcla. Estas provienen de la oxidación de

los porfirinógenos presentes al final de la incubación, de modoque el por­

centaje molar de las porfirinas es el mismoque el de los porfirinógenos.

Este porcentaje molar, aplicado al númerototal de nmoles de sustrato (que

es el porfirinógeno de mayor número de carboxilos presente en la mezcla), da

comoresultado la cantidad de nmoles de sustrato remanente y la de cada uno

de los Productos de desoarboxilación.



De acuerdo a las características de la reacción, que se describen en los re­

sultados (pág. 70, 78), cuando se usa uroporfirinógeno comosustrato la ac­

tividad se puede expresar de dos manerasque involucran diferentes signifi­
oadosz

l) nmolea de firiaporfirinógeno + hexacarboxiporfirinógeno + pentacarbozipog

firinógeno + ooproporfirinógeno (F+H+P+C)producidos por unidad de tiempo.

2) nmoles de coproporfirinógeno (C) producidos por unidad de tiempo.

Cuandoel sustrato es firiaporfirinógeno, la actividad sólo se expresa de la
segunda forma.

Los estudios de purificación se hicieron usando uroporfirinógeno comosustrg

to, y en ellos se expresó usualmente la actividad de la manera 1). En ese cg

so se define comounidad enzimática a la cantidad de enzima capaz de produ­

cir la descarbozilación de 1 nmcl de uroporfirinógeno por hora. Se entiende

por descarboxilación de éste a la eliminación de por lo menosun carbozilo,

con lo cual deja de ser uroporfirinógeno.

7) Determinación de groteínas

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

Para evaluar la concentración proteica de las fracciones eluídas de las co­

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

8) Eleotroforesis en ¿el de Roliacrilamida

Las electroforesis en gel de poliacrilamida 5%se realizaron esencialmente

mediante las técnicas de Raymondy Weintraub (91). Se usaron cilindros de

gel de 0,7 x 12 cm, y las corridas se efectuaron en las siguientes condicig
nes:

a) Conbuffer trisqglicina 0,05 M, pH=8,3, durante 3-5 horas, a razón de 5-6

mApor tubo.



b) Con buffer fosfato de sodio 0,1 M, pH-7,2, durante 6 horas y a 7 mApor

tubo c

c) Igual que b) pero con dodecil sulfato de sodio (SDS) 0,1% (92). En estos

casos se hizo un tratamiento previo de la muestra a sembrar, con SDS1%y

fidnercaptoetanol 0,01M, a pH-7,5 y 40°C, durante 30 minutos. Luego se agrg
gó iodoacetamida hasta 0,05 My se dejó a temperatura ambiente l día, ha­

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

Una vez hechas las corridas, los geles se extrudaron y se tiñeron por inmeg

sión en Amido-Schwarz0,25% en ácido acético 7%, durante 20 minutos, o en

CoomasieBrilliant Blue 0,25% en metanol-aoético-agua (5:1:5). Luego se los

lavó repetidamente con acético 5%para eliminar el exceso de colorante.

En las condiciones de o), recién mencionadas, se hizo una curva de calibra­

ción de pesos moleculares, usando las siguientes proteínas comopatrones:

albúmina (68.000), catalasa (60.000), alcohol dehidrogenasa de levadura

(37.000), hemoglobina(15.500), lisozima (14.300). Los valores entre parén­

tesis indican los correspondientes pesos moleculares de las proteínas, lue­

go del tratamiento disociante mencionadoen c).



RESULTADOS
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P U R I F I C A C I O N Y

C O N D I C I 0 N E S D E D E T E R H I N A C I 0 N

Purificación parcial de la enzima- I

Teniendo en cuenta que entre las enzimas "solubles" de glóbulos rojos corres

pondientes a la biosíntesis del hemose encuentra la decarbozilasa (3,12,75),

se partió de sobrenadantes de hemolizados de eritrocitos de pollo para su pg
rificaoión.

Se usó sangre de pollo fresca, con heparina comoanticoagulante. Por centri­

fugación a 1.00013 durante 15 minutos se separaron el plasma y los leucoci­

tos de los eritrocitos. Las células se lavaron 3 veces por suspensión con

NaCl0,9%y centrifugaoión posterior, y finalmente se suspendieron en un vo­

lumen de agua fría. El hemolizado se obtuvo por dos congelamientos y descon­

gelamientos sucesivos de la suspensión acuosa de glóbulos rojos, usando ace­

tona-CO2 comomezcla congelante. Luego se centrifugó a 35.0001g durante 60
minutos, y el sobrenadante se separó cuidadosamente para evitar contaminación

con la fracción celular particulada, presente en el precipitado.

La proteína mayoritaria en este sobrenadante es la hemoglobina. Por consi­

guiente el primer objetivo fue tratar de eliminarla. Para ello se usó una

modificación del método de Hennesssy y col. (93). La separación se basa en

el empleo de un intercambiador iónico (DEAE-Celulosa). A la DEAE-Celulosa

se unen proteínas entre las cuales se cuentan la ALAdehidrasa, la PBGdea­

minasa-isomerasa, la decarbozilasa y una parte de la hemoglobina. Esta hemo­

globina se elimina por lavado de la DEAE-Celulosacon un buffer de baja fue;

za iónica. Luego se eluye el resto de las proteínas con uno de mayor fuerza
iónica.

Se efectuaron ensayos previos para evaluar la cantidad de proteínas combina­

das con la DEAE-Celulcsa,sin determinar actividad enzimática. Se mezclaron



2,5 ml de sobrenadante de hemolizado con 2,5 ml de una suspensión de DEAE­

Celulosa (83/100 ml), se agitó 20 minutos y se centrifugó. Se descartó el ag

brenadante y la DEAE-Celulosa,con las proteínas unidas, se sometió a una s3

rie de eluciones con buffer fosfato de potasio 0,003 MpH-7,4, hasta obtener,

luego de centrifugación, un sobrenadante incoloro. Esto indica ausencia de

hemoglobina.

A la DEAE-Celulosaasí liberada de hemoglobina se la trató en forma sucesi­

va (elución en tandas) con buffer fosfato de potasio 0,134 MpH=7,4 (Tabla

N° 1).

TABLA N° 1

Eluoión de proteínas de DEAE-CelulosaI en tanda

Eluído Volumen Tiempo, Proteinas eluídas
no (ml) de elucion

(min) I¡us/ml ms

1 5.5 20 1,44 7,9

2 2,8 10 0,84 2,4

3 2,8 10 0,71 2,0

4 2,8 10 0,49 1,4

Se ve que la mayorparte de las proteínas se deadsorbe con el primer eluído.

Se efectuó una experiencia básicamente igual pero midiendo actividades enzi

máticas (Tabla N° 2). La adsorción de las proteínas se hizo mezclando 5 ml

de sobrenadante de hemolizado con 5 ml de suspensión de DEAE-Celulosa. Los

eluídos en tanda con el buffer fosfato de potasio 0,134 MpH-7,4 se hicie­

ron con mayores volúmenes que en el caso anterior. Comosustrato se usó ALA
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en exceso, y se midió la cantidad total de porfirinas formadasy su distri­

bución según el númerode carbozilos. Las condiciones de incubación todavía

no habían sido investigadas y se oontemplaron los requerimientos de las en­

zimas ALAdehidrasa y PBGdeaminasa-isomerasa, ya que el ensayo dependía de

sus actividades.

La cantidad total de porfirinógenos (U+F+H+P+C)formados por el sobrenadan­

te de hemolizado fue aproximadamente la misma que cuando se usaron como fueg

te de enzima los eluídos de DEAE-Celulcsa.Por consiguiente, la relación eg

tre las cantidades de ALAdehidrasa y PBGdeaminasa-isomerasa, responsables

de la formación del uropcrfirinógeno que luego se descarboxila, no varía fun

damentalmente en los eluídos de la DEAE-Celulosacon respecto al sobrenadag

te de hemclizado. Además,la acumulación relativa de uroporfirinógeno (difig

rencia entre los porfirinógenos totales formadosy los descarboxilados, Ta­

bla N° 2),observada en todos los casos permite suponer que la ALAdehidrasa

y la PBGdeaminasa-isomerasa no fueron limitantes. La mayor parte de la ac­

tividad descarbozilante, expresada de cualquiera de las dos diferentes mana

ras (pág. 37), se observó principalmente en el primer eluído de la DEAE-Ce­

lulosa. En base a los resultados expuestos se dedujo la conveniencia de reg
lizar la eluoión de la deoarbozilasa de la resina en una sola tanda, con un

mayor volumen de buffer fosfato de potasio 0,134 M, durante más tiempo y con

agitación constante.

En general, por cada 0,4 g de DEAE-Celulosase usaron 25 ml del buffer para

eluir la decarbozilasa, agitando magnéticamentedurante 45 minutos.

Condiciones de incubación - I

Antes de proseguir el estudio fue imprescindible investigar las condiciones

de incubación para lograr una mayoractividad descarboxilante. Estas condi­

ciOnes sufrieron ajustes más adelante.

Se estudió 1a influencia de la aerobiosis y de la anaerobiosis sobre la de!



TABLAN°2

ElucióndelaorfirinóenodecarboxilaeadeDEAE-Celuloeaentanda

Lasincubacioneeeerealizarondurantedoshorse,a37°C,enaerobiosieyoscuridad,conlBlpmoleede ALAcomosustratoybufferP0HzK-POBK267mM(pH=7,0),KCl15mu,M3013mM,cieteína5mM.Comofuentedeenzimaseecolocóeá cadaaeounafraccióndelcorrespondieneeluídodelaDEAE-Celuloea,obienunafraccióndeleobrenadantedehemolizado.

TiempoPorfirinógenoePorfirinógenoedeecarboziladoePt, At_vidad

FuenteVolumendetotalesformados(nmoleg)ÏOtZÏnas°1 ' _

deenzimas(ml)elución(U+F4H+Pfc)°esespeclflca

(mn)(moles)(F+H+P+C)(c)(me)+

—42­

Sobrenadante
dehemolizado5 '3022191061o3850,16

EluídoN°103o2271385710,56,6

1060244,03,0 102833o14176692,92.4 1012o1,7o 103o0.90

1

..N02

N°3 N°4

5

P000

LñlñLñLñ

IlNo

+Actividadespecífica:nmoleedeUPGdeecerboxiladoporhoraypormgdeproteína 4



-43­

carboxilación, utilizando distintos sustratos y preparaciones enzimáticas
(Tabla N° 3). En todos los casos se observó que hay una mayor descarboxila­

ción en condiciones anaeróbicas, expresando los resultados ya sea comonmo­

les de uroporfirinógeno descarbozilado (nmoles de RPG+ HPG+ PPG + CPGfor

mados) o bien como nmoles de coproporfirinógeno formados. Cuando se usó ALA

_comosustrato se utilizaron distintas preparaciones enzimáticas, que repre­

sentan diferentes estados de pureza. Cuandose usó uroporfirinógeno III co­

mosustrato, se utilizó una mismapreparación enzimática y se efectuaron los

ensayos con y sin M3012en el sistema de incubación. El ion M52+no influye
sobre el efecto positivo de la anaerobiosis. Dichocatión se necesita para

la formación de uroporfirinógeno a partir de ALA,pero cuando se parte diras

tamente del porfirinógeno comosustrato, aparentemente no hace falta.

Otro requerimiento para la conversión de ALAen PBGy por ende en urcporfi­

rinógeno es el de los compuestossulfhidrílicos, de allí que se usara cistg
{na en los ensayos. Se trató de averiguar si este requerimiento era válido

para la descarboxilación (Tabla N° 4). Se comprobóque la cisteína no sólo

no es necesaria, sino que inhibe considerablemente la descarboxilación, ya

sea en presencia o en ausencia de M3012. Ademásse vió que el EDTAactiva al
go el proceso enzimático y revierte la inhibición producida por la cisteína

o bien impide que ésta actúe.

Purificación de la enzima- II

La purificación obtenida mediante el intercambio iónico con DEAE-Celulosa,

eluyendo las proteínas activas en una sola tanda, fue importante. Los resul
tados obtenidos se esquematizan en la tabla N° 5.

En el experimento N° l se usó ALAcomo sustrato, aprovechando la presencia

de las enzimas ALAdehidrasa y PBGdeaminasa-isomerasa. Con un exceso de ALA

se formó una cantidad considerable de porfirinógenos. Cuandola preparación

enzimática fue un eluído de DEAE-Celulosa,esta cantidad llegó al 81%de la



TABLAN°3

Descarbozilaciónencondicionesaeróbicasanaerobicas

PorfirinógenosPorfirinógïnos

PreparaciónProteínasSustratoSistematotalesdescarbïxladOS
enzimática(mg/m1)deincubación(nmoles)(nmoes)

(U+F+H+P+C)(F+H+P+C)(c)

Completo+KCl15mM

EluídodeDEAE-Anaeróbico

0,35ALA0,5NM

3921,410,5

CelulosaentandaCompleto+KC115mu

Aeróbica

4415.44,4

y cisteína 5 mM.E1 sustr
tema completo contenía buffer P0

la preparación enzimática utilizada­
ato se indi4H2K-PO

deo.0-6071’.sat.de

(1m)deleluídoCompleto-¡{Cl15mu

de4DEAÉelulosaenAnaeróbicotanda.Desaladopor0,60ALA1,25mMCompleto+KCI15mu pasaJeporSephadexAeróbicaG-25

15,48,03,8 17,75,3194

deo.40-60%sat.de SO4(NH)deleluídoCompleto+KCl15mMdeDEAÉ-elulosaenAnaeróbico tanda,dializadocon2,2ALA1,25mM

-K11mM

trabufferfosfatodeComp1:::2bfco5 potasio0,134MpH=L4

16,910,56,4

ca en cada caso, como así
4HK2 67 EM (PH‘790)0 M8012 3 mM

tamb O

Las incubaciones se realizaron durante 2 horas, a 37°Cy en oscuridad.
Las anaeróbicas se efectuaron en tubos de Thunberg, al vacío. E1 sis­

ien

12221131204°24,05,6

EluídodeDEAE-UPGIII281931113284°22,84,0

032c1t.Mgcl4026068
a5PMogagrgbico2,'

ComïleÏOJMgCI4022,83,2

erobico2

Celulosaentanda
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TABLA N° 4

Rguerimientoe gara la. desoarbonlación enzimática - I

El sistema de incubación normal contenía buffer P0 HzK-POHK 67 mM
(pH-7,0) , UPGIII en concentración 4,4 PM en el exgerimengo fi" 1 y
5 PMen el experimento N° 2, y preparación enzimática (eluído de DELE­
Celuloea. en tanda), en ambos experimentos en concentración de 0,36 mg
pormhntro;
Condiciones: Tiempo, 2 horas. Temperatura, 37°C. Anaerobioeie. Oeou­
ridad.

Porfirinógenos desoarbonladoe

E13° Adici ones (“0168)
(F+H+P+c) (C)

M601 3 mM
Cieteísa 5 mM 12’9 1’7

1 Mgc12 3 mM 16,8 5,3

Cieteína 5 mM 11,6 1,1

Ninguna 31 , 6 15 , 6

Cieteína 5 mM 26,0 6,8

2 EnmA0,1 mM 34,0 18,0

Cisteína 5 mM
EDI‘A0,1 mM 31’6 17’2



TABLAN°5

PurificaciónorintercambioiónicosobreDEAE-Celuloeaentanda

I

LasincubacioneeserealizaronenmediobufferP04H2K-P04HK267mu(pH=7,0),durante2horas,a37°C,en anaerobiosisyoscuridad.

1=(F+H+P+c)2=(C)

_ActividadActividad__

PreparaciónProteínasESÉSÉSÉtotalt::::;e especficaEfgnogggígáenzimática(mg/m1)totales(a (me)(bg fi)

1

(nmoles)121212

mi

Suetratq‘Adiciones

2

Sobrenadante

Cisteína5 dehemolizado

lALAll8C]?3muEluídode

500WKc115ml!DELE-Celulosa0,352426733173.951,9461494435

entanda

124298110681.2400,0890,05510010011

Sobrenadantedehemolizado26,32174371.5800,0470,02310010011

UPGIII

Em0’17“MEluIdode

3,5

PM DEAE-Celulosa0,38214112152,730,8055325835

2entanda

Eluídode

¡DIA0,17HMDEAE-Celulosa0,3815-—18,515__1,14___.--._

entanda

RPGIII 2,5nn

(a)anmoles/hora(b)-nmoles/horaxmg
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cantidad de porfirinógenos formados cuando se usó un sobrenadante de hemo­

lizado comofuente de enzimas. Esto confirma (pág. 41) que el proceso de ig

tercambio iónico que lleva a la purificación de la decarboxilasa no altera
la relación de las enzimas antes mencionadas. Teniendo en cuenta la purifi­

cación lcgrada, el rendimiento se puede considerar bueno. Los valores de pu

rifioación y rendimiento no difieren muchoen función de la manera de exprg

sar la actividad, pero siempre son menores al expresarle comoaparición del

producto final.

En el experimento N° 2 se usaron dos sustratos diferentes. Conuropcrfiriné

gano se observa también una purificación y un rendimiento debidos al inter­

cambio iónico que son comparables con los obtenidos en el experimento N° l.

Sus valores, calculados según la segunda manera de expresar la actividad, o

sea la aparición del producto final (CPG), son bastante menoresque los cal

culados según la primera manera, o sea desaparición del uroporfirinógeno.

Los datos que se obtienen usando firiaporfirinógeno comosustrato, expresa­

dos sólo de la segunda manera, indican una actividad total y específica ma­

yores que las calculadas también de la segunda forma cuando el sustrato era

uroporfirinógeno. Comolas incubaciones se hicieron en las mismascondicio­

nes, con excepción del sustrato, se deduce que la descarboxilación del fi­

riaporfirinógeno probablemente se estaba haciendo en condiciones más aleja­

das de la saturación cuando el sustrato era uroporfirinógeno que cuando se

empleabafiriaporfirinógenc La concentración de este último usada fue mayor

que la que se acumula normalmente cuando se parte de uroporfirinógeno.

Para proseguir la purificación más allá del eluído de DEAE-Celulosaen tan­

da fue necesario concentrar la solución proteica. Esto se realizó por preci

pitación con SO4(NH4)2sólido, el cual se agregó lentamente a1 eluído de
DEAE-Celulosa, a 0°C, hasta llegar al %de saturación deseado. El pH se fue

ajustando a 7,0 con KOH2 N, durante el curso de la precipitación. Una vez

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



TABLA N° 6

Rangos de precipitación por SO NH4( 4)2

Las incubaciones se realizaron a 37°C, durante 2 horas, en anaerobiosis y
oscuridad. Las mezclas de reacción contenían buffer fosfato de potasio
67 mM(pH-7,0), EDTA0,4 al, UPCIII 12 PMy preparación enzimática enconcentraciones variables.

Rangode Actividad total Activ. específica

precipitación Pï°t7íïïs (nmoles/hora) nmoleshor
(fi sat. por SO (Mi ) ) me

4 4 -2 (mmm c) (c) (mn-+140) (c)

0-20 0,8 0 0 0 0

20-45 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 centrifugó a 20.000xg, 15 mnutos.

Para encontrar el rango de saturación en el que precipita la decarboxilasa

se efectuaron precipitaciones sucesivas, abarcando rangos más o menospeque­

ños. Los respectivos precipitados se disolvieron en buffer fosfato de pota­

sio 0,134 My se dializaron toda la noche contra el mismobuffer, antes de

ensayar sus actividades. De los resultados que figuran en la Figura N° l se

deduce que hasta el 40%de saturación por SO4(NH4)2no precipita casi nada
de decarbozilasa y por encima del 75%tampoco. Los datos de la tabla N° 6

ilustran un experimentode precipitación en etapas. La fracción que preoipi
tó entre 20 y 45%de saturación tuvo una baja actividad específica frente a

las otras dos fracciones activas: 45-60 y 60-75%.

Contrariamente a lo esperado, prácticamente no hubo purificación enzimática
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FIGURA N° 1

Preoigitaoión Bor so NH4( 4)2

Las incubaciones se realizaron a 37°C, durante 2 horas, en anaero­
biosis y oscuridad. Las mezclas de reacción contenían buffer fosfa­
to de potasio 67 mM(pH-7,0), EDIL 0,4 mM,UPGIII 12-14.pM y pre­
paración enzimática correspondiente a los precipitados por sulfato
de amonio(diferentes rangos), en concentraciones finales de l a
4 mg/ml. Los resultados graficados son el promedio de dos experi­
mentos. Se representa la fracción de la actividad total (fi), expre­
sada comonmoles/hora de F+H+P+C(0-0) o C (0-0), que precipi­
ta a medida que aumenta el grado de saturación salina.

100% 0-0-0

L0“

Fraccióndelaactividad(Vo)

o a2 ox. oie ' oÏa

Grado de saturación salina
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en ninguno de los rangos. Esto significa que se produjo inactivación, ya<uue

la determinación de la actividad de la enzima fue hecha siempre en las mig

mas condiciones. Es probable que la inactivación se haya producido en la'g

tapa de diálisis, previa a dicha determinación, debido a su prolongada du­
ración.

En todo el trabajo posterior a estos experimentos se usó el rango 40-75%

de saturación por SO4(NH4)2para precipitar proteínas, comométodo de con­
centración. Para evitar la probable inactivación se acertó la duración de

1a diálisis e inclusive se suprimió, planteando esto último la posibilidad

de que el SO4(NH4)2que queda impregnando las proteínas precipitadas ejer­
oiera algún efecto. Los resultados obtenidos (Tabla N° 7) fueron variables.

En algunos casos se logró purificación (exp. 1 y 4) y en otros se produjo

inactivación (exp. 2 y 3), tanto ensayandola actividad de los precipita­
dos dieueltos y dializados comola de los sin dializar.

Condiciones de incubación - II

Se trató de averiguar los posibles requerimientos de compuestossulfhidrí­

licos. Al comienzodel trabajo, cuando el sustrato utilizado era ALA,se
usaba habitualmente cisteina 5 mMen el medio de incubación. Más tarde se

comprobó(Tabla N° 4) que la cisteína tiene acción inhibitoria.sobre la
descarbcxilaoión y por eso se suprimió de la mezcla de reacción. Cuandose

investigó el efecto de otros compuestos,glutation reducido y tioglicolato,
tomando comoreferencia 1a actividad determinada en ausencia de compuestos

sulfhidrílicos, se vió (Tabla N° 8) que tanto el GSHcomoel tioglicolato

tienen efecto activador. Se confirmó además1a inhibición producida por la
cisteína.

Tambiénse estudió el efecto del p-mercaptcetanol (Tabla N° 9) con refe­

rencia al del GSH.La actividad determinada en presencia de B-mercaptoetg
nol siempre resultó menor que la determinada en presencia de GSR.



Lasreaccionessellevaronacaboenbufferfosfatodepotasio67mu,pH-7,0yEDTA0,1mM,a37°C,ananaerobiosisyoscuridad.Tiempo:2horasenlosexp.1,2y3y45minutosenelexp.4.Lascon centracionesdesustratoseindicanencadacaso.Laspreparacionesenzimáticasusadascorrespon­díanalassiguientesetapasdepurificación:1-EluídodeDEAE-Celulosaentanda;2-deo.40-75%desaturaciónporSO(NH)2;3-deoo40-75%desaturaciónporSO fosfatodepotasio34m!áurante3horas.

TABLAH°7

Purificaciónorreciitacióncon80401114)2

4(N34)2,dializadocontrabuffer

Conc.de
UPGIII

(PM)

Adiciones

Etapade

purificación

(me/ml)

Proteínas

Activ.específicas

(nmoles/horaxmg)

Purificación

(F+H}P+C)

(C)

(F+B}P+C)

(C)

0,32 0,34

3,7 5,3

195

1 1957

1 1,73

0,18 0,21

4.7 3,4

1,8 0.9

1 0,72

1 0,50

GSH1ml

0,17 0,27 0,26

7,2 5,1 5,1

4,3 4,1 3,6

1 0,71 0,71

1 0,95 0,84

GSH1m!

0,17 0,03

9,6
26,8

3,4 6.7

l

1 1,97

- 51 _



-52­

TABLA N° 8

Reguerimientos para la descarboxilación enzimática - II

Las inoubaciones se realizaron a 37°C, durante 2 horas,en anaerobiOsis y og
ouridad. La mezcla contenía buffer fosfato de potasio 67 mM(pH-7,0), EDTA
0,1 mM,UPGIII 2,5 pH, preparación enzimática (ppdo. 40-75%de saturación

por SO4(NH4)2)0,21 mg/mly compuestos sulfhidrílicos según se detallan.

Compuesto A°t1V1dad Actividad relativa
Sulfhidrílico (nm°l°°/h°r°)

agr°g°d° (F+H+P+C) (c) (FWH}P+C) (c)

——_. 2,9 0,8 100 100

asa 1 mM 3,5 1,5 121 188

Cisteína 1 mM 1,5 0,4 52 50

11 1 t
mel Z; a ° 3,3 1,4 114 175

Por estos motivos se descartaron la cisteína y el 9-4mrcaptoetan01; y en
lo sucesivo se usó GSHen la mezcla de reacción.

Estabilidad de la enzima

Se estudió la estabilidad de la enzima en dos etapas diferentes de su puri­

ficación (Tabla N° 10). El eluído de DEAE-Celulosaen tanda que es una so­

lución proteica de concentración alrededor de 0,8 mg/ml, pierde parte de su

actividad cuando se lo guarda a - 0°C. Esto puede deberse a que siendo una

solución relativamente diluída, ocurriría deenaturalizaoión en el proceso
de congelamiento y desoongelamiento.

En cambio, ei se guarda a -10°C el precipitado 40-75%de saturación por sql
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TABLA N° 9

Rguenmientoa para. la descarboxilaoión enzimática - III

Las mezclas de incubación contenían buffer fosfato de potasio 67 mM(pH-7,0) ,
ED'I‘A0,1 mM,UPGIII 2,3 ¡LHen el exp. l y 2,9 pl! en el exp. 2, preparación
enzimática (ppdo. 40-75%sat. por so (NH)
mg/ml en el exp. 2 y compuestos sulfflidrílï

) 0,12 mg/ml en el exp. 1 y 0,08
cos según se indica.

Temperatura: 37°C. Tiempo: 2 horas. Anaerobioaie. Oscuridad

Compuesto A°tiVidBd Actividad relativa
Exp. Sulfhidrílico (moles/hora.)

No

38r°gad° (F+H+P+C) (c) (F+H+P+c) (c)

GSH 1 mu 3,6 2,2 100 100

1 P-Hercïpïetanol 2,5 o,8 69 36

F-Mercgpïetanol 2,5 0,8 69 36

GSH 1 nu 4,7 3 100 100

2

p-MerCÏplÏetanol 3,9 1, 6 83 53



TABLAN°10

Estabilidaddelaenzimaa-10°C

Condicionesdeincubación:bufferfosfatodepotasio67mM(pH=7,0),EDTA0,1mn,GSH1mu,yUPG IIIypreparaciónenzimáticasegúneeindica. Temperatura37°C.Tiempo:2horas.Anaerobiosis.Oscuridad.

Actividadespecífica%delaactividad

TiempoProteínasconc'de (nmolea/horazmg)original

Exp.Preparación

a-10°CUPGIII

(me/ml)

N°enzimática

(días)(PM)(F+H*P+C)(c)(E+H+P+c)(C)

EluidodeO0,214,25,31,2100100

lDEAE-Celuloaa

entanda140,214,54,40,88367

-54­

Precipitado
40-75%desa­

2turaciónpor70'222'53171949082

SO4(HH4)2210,212,73,61,28671
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TABLA N° ll

Reguerimientos para la descarboxilación enzimática - IV

Las reacciones se llevaron a cabo a 37°C, durante 2 horas, en anae­
robiosis y oscuridad. Las mezclas contenían EDTA0,1 mM,GSHl mM,
UPGIII 2,5 PM, preparación enzimática (ppdo. 40-75%sat. por sul­
feto de amonio) 0,22 mg/ml y buffer fosfato de potasio 67 mM,de q;
ferente pH en cada caso.

Actividad

pH (nmoles/hora)

(F+H+P+C) (c)

6,5 2,7 1,1

6,8 3,1 1,2

7,1 3,2 1,2

7.4 2,9 1.1

7,7 2,6 0,9

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

inactivación, en tres semanasésta ya es másnotoria.

Condiciones de incubación - III

En cuanto al pH óptimo para la descarboxilación, se vic (Tabla N° ll) que

prácticamente entre 6,8 y 7,4 no hay mayores variaciones en la actividad, la

cual disminuye algo cuando se baja o se sube por sobre dichos valores lími­
tes.

El estudio de la acción del fosfato de piridozal comoprobable ccenzima dic

resultados negativos (Tabla N° 12). No hubo ningún aumento significativo, den

tro de los errores experimentales, en la actividad descarbcxilante.

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

Reguerimdentospara la descarboxilación enzimática - V

Las incubaciones se realizaron a 37°C, 30 minutos, en anaerobiosis y
oscuridad, y contenían buffer fosfato de potasio 67 mM(pH-7,0), EDTA
0,1 un, css 1 mM,preparación enzimática (ppdo. 40-75%sat. por sul­
fato de amonio) 0,10 mg/ml, UPGIII 2,8 pl! y fosfato de piridoxal se­
gún se indica.

' ActividadFosfato de
Piridoxal (anIBB/hora)

(mu) (F+H+P+c) (c)

o 4,2

0,125 13,3 5,2

un tiempo fijo, en función de la concentración de uroporfirinógeno (Figura

N° 2).

Se observa que la desaparición del sustrato (F+H+P+C),describe una curva

comolas de saturación de enzima por sustrato. No es exactamente una curva

de ese tipo pues los valores correspondientes a las menores concentracio­

nes de sustrato muyprobablemente son menores que los valores de velocida­

des iniciales, que deberían graficarse para tener una correcta curva de eg
turación.

A mayores concentraciones de sustrato los valores pueden acercarse bastan­

te a las velocidades iniciales, por lo que se puede decir que en cuanto a

la desaparición del uroporfirinógeno (eliminación del primer carboxilo), g

proximadamente a concentraciones mayores que 3'flMIhay saturación de la en­



FIGURAH°2

ProductosdedescarboxilaciónenfuncióndelaconcentracióndesustratoM

Lasmezclasdereacciónconteníanbufferfosfatodepotasio67mM(pH=7,0),EDTA0,1mM,GSHlmM,preparaciónenzimática(ppdo.40-75%sat.porSO(N34)2)0,12mg/mlyconcentracionesvariablesdeg roporfirinógenoIII.Tiempodeincubación:2hors

A:F*H+P+C0=FD=HoPO=C l
OP

_A/A 1

D OO st N

o\

(camu) uploelnxqueosapap sazonde
O

[Uroporfírinógeno](pM)
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zima o se está cerca de ese estado.

La curva del primer intermediario de desoarboxilación, el firiaporfirinógeno,
es sigmoidea, y la cantidad acumulada es siempre mayor que la de los otros

dos intermediarios (porfirinógenos de 5 y 6 carboxilos), cuyo nivel se mantig
ne bajo aun a concentraciones elevadas de sustrato. Esta mayor acumulación

del firiaporfirinógeno parece alcanzar un máximoa las concentraciones más al
tas de sustrato utilizadas.

El producto final, ooproporfirinógeno, presenta un máximode formación a una

concentración de sustrato de alrededor de 2 PM, bajando luego significativa­
mente los valores.

Purificación de la enzima- III

A fin de proseguir la purificación enzimática se ensayó una cromatografía de

intercalbio iónico sobre DELE-Celulosa.Según se ve en la figura N° 3, se ob­

tuvieron en esa oportunidad dos picos de proteínas. La actividad descarbozi­

lante estuvo asociada principalmente al primer pico. Conrespecto a las acti­

vidades específicas, no se consiguió purificación, sino que másbien hubo i­
nactivaoión.

Se debe tener en cuenta que los dos picos de la columna de la figura N° 3 re­

presentan aproximadamenteel 40%de las proteínas sembradas, el resto no fue
eluído con las fuerzas iónicas usadas. Comola actividad descarbozilante está

asociada en su mayoría al primer pico y éste representa un 30%del material

sembrado, debiera haberse obtenido una purificación muchomayor de no haberse

producido inactivación de la enzima.

Se intentó reducir dicha inactivación reproduciendo la cromatografía en colug

na con GSHl mMcomoprotector, y al mismo tiempo se modificó en parte el gra

diente de elución discontinuo reduciendo el númerode sus pasos. Se obtuvie­

ron así 3 pioos (o sea uno más que en la figura N° 3), que representan el 80%

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

Cromatografía en columna de DEAE-CelulosaáI

La columna de DEAE-Celulosa (0,83 meq/g) tenía 20 cm de largo y 1,6 cm2 de seg
ción y fue equilibrada con buffer fosfato de potasio 3 mM(pH=7). Las proteí­
nas sembradas fueron las correspondientes al ppdo. 40-75%de saturación por
SO4(NH4)2,disueltas y dializadas contra el buffer 3 mMdurante 3 horas.
Una vez efectuada la siembra se pasó buffer 3 mMy luego un gradiente discon­
tinuo de KCl, cuyas concentraciones se indican, disuelto en el mismobuffer.
El flujo de la columna se mantuvo alrededor de 1 ml/min mediante la aplicación
de presión sobre la parte superior. La concentración proteica de las fraccio­
nes se evaluó espectrofotométricamente en forma directa. La actividad se deteï
minó en las siguientes condiciones: Buffer fosfato de potasio 67 mM(pH-7,0),
EDTA0,1 mn, GSHl mM,UPGIII 2,8 PM; Tiempo: 2 horas. Temperatura: 37°C. Ana
erobiosis. Oscuridad.
La actividad específica (nmoles/horaxmg) se encuentra grafioada según sus dos

elpreSioneB' ¿N-—i5uroporfirinógeno desaparecido
0-0 coproporfirinógenoformado

, KCl(M)——ñ
0.10 (120 c125 030 035 0;.0
l l l l l l

5-
3 L É
.0:A l
2 P s
3 3 uso m

fl!

3 ' ‘E
g 2* mo;
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2: \ 5'.(J
< 1.

o 20 ¡o 60 ao 100 120 11.0

Volumen eluído (ml)



TABLAN°13

PurificaciónmediantecolumnadeDEAE-Celulosa-I

LacolumnadeDEAE-CelulosaserealizódemanerasimilaraladelaFiguraH°3,constandoelgra­ dientedelassiguientesconcentracionesmolaresdeKCl:0,10,0,20,0,25y0,30.TodaslassolucignesconteníanGSHlmM.Tantoenelmaterialdesiembracomoenlasfraccioneseluídasdelacolum­ na,lasactividadessedeterminaronenbufferfosfatodepotasio67mM(pH=7,0),EDTA0,1HM,GSH lmMyUPGIII3}flI,durante2horas,a37°C,enanaerobiosisyoscuridad.

,,ActividadtotalAct.específicaRendimiento

PreparaCionPrOtelnas(nmoles/hore)(nmoles/hora‘(%)
enzimáticatotalesImg‘

(me)

Purificación

(FwH+P+c(c)(F%H}P+C)(c)(FwH+P+c)(c)(r»H+P+c)(c)

PPd°o40-75%desat. zadocontrabuffer733732605913,610010011 fosfatodeK3mM. Eluídototaldeco­ lumnadeDEAE-Celu­losaconactividad
descarbozilante.

18,31671079,15,945411,81.6

Máximodelpicode actividaddelaco-8,71068412,29,72832 lumnadeDEAE-Cel.



mero de los picos y su valor específico (Tabla N° 13) indica que se consiguió

una purificación de la enzima, habiéndose evitado por lc menosparcialmente
su inactivación.

En la Tabla N° 14 se encuentran esquematizadcs todos los pasos de la purifi­

cación, que ya han sidc discutidos individualmente. El cuadro corresponde a

un experimento al cual pertenece la cromatografía en columna de DEAE-Celulc­

sa de la Figura N° 4. La etapa N°2 produce la purificación más notoria, ha­

llazgo esperable por cuanto la hemoglobinaque se elimina es la proteína prg

pcnderante. La precipitación por 8040134)2 (etapa N° 3) no provocó aumento
de la actividad específica en esta oportunidad. En cambio hubo un aumento a­

preciable debido a la cromatografía en columna de DEAE-Celulosa(etapa N° 4

y 4'). Teniendoen cuenta la purificación total obtenida, el rendimiento fi­
nal puede considerarse bueno.

Con el objeto de establecer el grado de pureza alcanzado se realizaron ensa­

yos para detectar la posible presencia de otras enzimas "solubles" del cami­

no metabólico de las porfirinas que actúan en etapas vecinas a la descarbcxi

lación. Se midió la actividad de ALAdehidrasa (94) de los picos l y 2 de la

columna de DEAE-Celulosaque se representa en la Figura N° 4. Las incubacio­

nes se realizaron a 37°C durante 1 hora y la mezcla de reacción contenía bug

fer fosfato de potasio 67 EM(pH=7,0), cisteína 10 mM,ALA5 EMy proteínas

provenientes del pico N° 1 (0,22 mg/ml) o del pico N° 2 (0,28 mg/ml). Las r2

acciones se detuvieron por agregado de 0,1 ml de solución saturada de sulfa­

to de cobre. Luego se centrifugó y se determinó la cantidad de PBGformado

por el procedimiento de Gibson (95). Las lecturas a 555 nm dieron absorban­

cia nula, indicando ausencia de ALAdehidrasa en ambospicos.

La actividad de PBGdeaminasa-iscmerasa (96), del pico N° 1 únicamente, se

midió a 37°C, incubando durante 4 horas buffer fosfato de potasio 67 EM(pH=

7,0), PBG93'údy'prcteínas 0,15 mg/ml. No se obtuvo formación de porfirinas
conservándcse como tal todo el PBGpuesto como sustrato. Se deduce que no



FIGURA N° 4

Cromatografía en columna de DEAE-Celulosa - II

La cromatografía en columna de DEAE-Celulosase realizó de manera similar a
la descripta en la Figura N° 3. Las actividades se midieron incubando las
respectivas fracciones a 37°C, durante 30 minutos, en anaerobiosis y oscuri­
dad, oon buffer fosfato de potasio 67 mu (pH-7,0), ED‘I'A0,1 mM, (EH 1 mMy
UPGIII 2,9 FM.
La actividad específica (nmolee/horamg) se encuentra representada de las
dos formas clásicas: A-ú Uroporfirinózzenodesaparecido

0-0 Coproporfir -1ógenoformado
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TABLAN°14

Tabladepurificaciónde1aenzima

LasincubacionesserealizaronenlascondicionesdescriptaaenlaFiguraN°4 .

fi....ProteínasActiv.totalAct.específicaRendimiento ¿tapasdepurlflcaCIOD

totales(nmoles/hora)nnnles/horaxmg)(fi)PurlflcaCIon

N°Descripflón(me)(mmmc)(c)(mmmc)(c)(mame)(c)(F+H+P+C)I(c)

Sobrenadantedehe­ molizado14.8005.2301.2800,3540,086100100ll EluídodeDEAE-Celglosa,entanda

1313.42090026,06,965707380

deo.40-75%desat

3porsulfatodeamo-771.83054023,77,035426781

nio,dializado Eluídototaldeco­ lumnadeDEAE-Celu­

o2

4 losaconactividad15l10634873’22390127207267

desoarboxilante Máximodelpicode actividaddelaco-3,846016412143913340500 lumnadeDEAE-Cel.

4



TABLA N° 15

Purificación mediante columna de DEAE-Celulosa- II

Las incubaciones se hicieron a 37°C durante 20 minutos, en anaerg
biosis y oscuridad, y contenían buffer fosfato de potasio 67 mu
(pH-7,0), EDTA0,1 dl, GSHl mMy preparación enzimática (eluído
de columna de DEAE-Celulosa)y sustrato según se detalla.

PrePar“ión Proteínas Sustrato (5::Ï::?:::3)enzimática (me/ml)
(FH-H+P+C) (C)

UPG III 2 7 3 1 5 3
Pico N° 1 0909 , PM , ,

ch III 2,3¡un -- 4,5

UPG III 2 7 3 3 0
Pico N° 2 0,07 , PM ,

FPGIII 2,3 pm — °

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

También se ensayo comparativamente la actividad descarboxilante de los picos

N° 1 y 2 hacia uroporfirinógeno III y firiaporfirinógeno III (Tabla N° 15).

El pico N° 1 presenta actividad frente a ambossustratos, pero el pico N° 2

muestra una actividad disminuida frente al uroporfirinógeno y nula frente al

firiaporfirinógeno. Se puede considerar que la baja actividad del pico N° 2

mencionadarepresenta 1a última porción de la actividad descarboxilante que

se eluye do la columna.

Grado de purificación . Peso molecular

Para evaluar el grado de purificación obtenido luego de 1a columna de DEAE­

Celulosa, se hicieron geles de poliacrilamida con parte de las fracciones

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



-55­

FIGURA N° 5

Determinación de Beso molecular por electroforesis en gel de Boliacrilamida

Los detalles experimentales se encuentran aclarados en Métodos (pág. 38 )

É e!b
Bmw?
Émoood‘g'kfi

230000“ o344
3 0- '
ozaooo­“ 5

‘¡G

p r
10.000 ' 4.0

\
{2‘

Movilidad

condiciones (pág. 37 ).

Por corrida electroforética a pH-8,3 se obtuvo una sola banda proteica, a una

distancia del origen aproximadamenteigual a 2/3 de la longitud total del
gel. Este resultado indicaría que se estaba trabajando con una proteína úni­

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 más significativo el re­
sultado obtenido a pH=8,3.



Se intentó desdoblar la proteína presuntamente homogénea,tratando la mues­

tra a analizar con dodeoil-sulfato de sodio (SDS)y Q-mercaptoetanol y blo­
queando luego los grupos sulfhidrilos con iodoacetamdda. Por electroforesis

a pH-7,2 en buffer que contenía SDS0,1%, se observó nuevamente una sola bag

da, obteniéndose así un mayor apoyo en cuanto a la existencia de una sola

proteína enzimática con actividad descarbozilante, aunque también podría ser

que esa proteína se hubiera disociado en subunidades iguales entre sí.

Se hizo una curva de calibración de pesos moleculares por electroforesis en

gel de poliaorilamida, en presencia de SDS(pág.38), cuyos resultados se ven

en la Figura N° 5. De acuerdo a la movilidad de la proteína en estudio, in­

dicada en el gráfico, se obtuvo un valor de peso molecular de 42.000 t 1.000.
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P R 0 P I E D A D E S

Acumulaciónde intermediarios parcialmente descarboziladcs

La desoarbozilaoión enzimática en etapas del uroporfirin6geno III, ootaoar
bozilico, para dar el coprcporfirinógeno correspondiente, tetracarboxílico,
tiene caraoterísticas particulares. En la tabla N° 16 se puede observar la

acumulación de los diferentes intermediarios, obtenida cuando se hacen ac­

tuar preparaciones enzimiticas de diferentes grados de pureza sobre el urg

porfirinógenc III. En todos los casos hay una cantidad mayordel primer prg

ducto de descarbozilación, el firiaporfirinógeno, heptacarboxílico. El pra

"ducto final, comoes lógico, también se acumula; pero la cantidad de los g

tros dos intermediarios (hera- y pentacarbczilico) es pequeñay casi no

presenta variaciones. Esta situación es privativa de la serie isomárica III,

pues los resultados son diferentes con la serie I. En la tabla N° 17 se com

para 1a acumulaciónde intermediarios producida a partir de uroporfirinógg
no III y de uroporfirinógano I. En el primer caso se observa lo ya descri­

to en la tabla N° 16, pero en el segundo caso sólo se aprecia una acumula­

ción del producto final. El intermediario heptacarbcxílico se encuentra en

cantidad menor, no se detectó el heracarbozílico y aparece el pentacarbon;
lico en cantidad mayorque en 1a serie III.

Especificidad

Comose puede observar en la tabla N° 17, en la columna correspondiente a

(F+H+P+c),con uroporfirinógeno I la descarbcxilación se produce a la mitad
de velocidad que con el III. La reacción enzimática es pues más eficiente

con UPCIII que con UPCI comosustrato. No obstante, la diferencia de ve­

locidades en ambos casos no es tan grande comopara pensar que el sistema

descarbozilante es muyespecífico. Podría ser que hubiera una o más enzi­

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



MBLA N° 16

Acumulaciónde intermediarios - I

Las incubaciones se hicieron a 37°C, en anaerobiosisy oscuridad, durante
30 minutos. Las mezclas de reacción contenían buffer fosfato de potasio
67 mM(pH-7,0), EDI‘A0,1 nll, GSHl mM,UPGIII 2,9 FM y preparación enzi
mátioa según se indica.

Porfirinógenos formados
. , Proteínas (nmoles)Preparacion enzimatioa

(ms/ml)
F H P C

Sobrenadante de homo
lizado. 7’66 3,1 095 095 194

Eluïdo de DELE-Cela 0,11 3,2 0,5 0,5 1,5lose en tanda.

deo. 40-75%de s'at.
por SO(NB)2, dial; 0,13 3,5 0,6 0,5 1,9
zado o buffer 3 mil.

Eluído de columna
de ¡(ELE-Celulosa 0,03 3,9 0,6 0,5 2,8
(1er. Pico)



-69­

teniendo en cuenta que los isómeros I no tienen destino alguno conocido.

TABLA N° 17

Acumulaciónde intermediarios - II

Se hicieron inoubaciones a 37°C, durante 2 horas, en anaerobiosis y
oscuridad, con buffer fosfato de potasio 67 mM(pH=7,0) , ED'I‘A0,17 mu,
enzima correspondiente al eluído de DIME-Celulosa, en tanda (0,48 mg
por m1), y los sustratos que se indican.

Porfirinógenos formados
Sustrato (“0193)

F H P C F+H+P+C

UPCIII
3,8 PM 3,4 0,7 0,7 399 897

UPC I 0
4,1 PM 1, o 1,2 2,2 4,4

Reversibilidad de la reacción

Cuandose llevaron a cabo incubaciones de preparaciones enzimáticas par-cia;

mente purificadas (ppdo. 40-75%de sat. por SO4(NH4)2,dializado, concentra
ción final - 0,3 mg/ml) con ooproporfirinógeno III 0,9 FM, en presencia de

C033- 2,5:¡10-4 ll y demás componentes de 1a mezcla de reacción, no se detec­
taron en caso productosde másde 4 oarboxilos, indicando la irreveg
sibilidad de 1a reacción.

En iguales condiciones tampocohubo disminución de la descarbozilación de

UPCIII (0,5 a 2,8 PM) por CPGIII (0,17 y 0,34 PM), demostrando que no hay
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inhibición por producto.

Curso de reacción

El curso de la reacción correspondiente a la serie isomérica III, estudia­

do utilizando enzima de una etapa de purificación intermedia (Fig. N° 6),

muestra una mayorcantidad del intermediario heptacarboxílico, observable

en todo momentodentro del lapso estudiado. La aparición del producto final

es lineal con el tiempo.

Esta concentración aumentadadel porfirinógeno heptacarboxilico no se vio

fundamentalmentealterada por variaciones en la concentración de la prepa­

ración enzimática (Fig. N° 7).

Se estudió también el curso de reacción utilizando la enzimamás purifica­

da. La serie de gráficos de la Fig. N° 8 (A,B,C,D) muestra los resultados

obtenidos con 4 diferentes concentraciones de uroporfirinogeno III. En to­

dos los casos, y en concordancia con los datos previos, la cantidad del ig

termediario heptacarbozílioo fue mayorque la de los hera y pentacarboxíLL

cos, acumulandoseel producto final en forma lineal. En función de las con
centraciones crecientes de sustrato se observa que la máximaacumulación

del firiaporfirinógeno se alcanza en tiempos también crecientes. Asi en el

gráfico 7A se obtiene el máximoa los 20 minutos, en el TB a los 45 minu­

tos, y en los graficos TCy 7D los tiempos son mayores aún.

A fin de aclarar los pasos de la reacción de descarboxilación, ésta se pus
de esquematizar de la siguiente manera, en la que se indica solamente el

númerode carbozilos de los diferentes porfirinógenoss

va vb vc vd
8 COOH-——)7 COOH-—>6 COOK—>5 COOK—)4 COOH

V14 L ‘72 4

En base a los resultados obtenidos ee puede deducir que la eliminación del



FIGURA N° 6

Curso de reacción - I

Las mezclas de reacción contenían buffer fosfato de potasio 67 ml!
(pH-7,0), EDTA0,1 mn, (¡SH1 mil, UPGIII 2,9 PI y preparación enzi­
mática correspondiente al ppdo. 40-75%de sat. por SO (NH)2 (0,14
Ing/m1). Las inoubaciones se realizaron a. 37°C, en márob oeis y
oscuridad.

Porfirinógenos de: Á—Á 8 COOH(sustrato)
0-0 7 00011
D-—O 6 COOH 6 5 COOH
0-. 4 COOH(productofinal)
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FIGURA N° 7

Acumulaciónde intermediarios

Las reacciones se realizaron a 37°C, en anaerobiosis y oscuridad, duran
te 30 minutos. Las mezclas de incubación contenían buffer fosfato de pg
tasio 67 mu (pH-6,8), EDTA0,1 un, GSHl ml, UPGIII 2,9 FH y prepara­
ción enzimática (ppdo. 40-75%de sat. por SO(NH)2, dializado) en con­centraciones variables. 4 4

Á-Á 8-0003porfirinógeno
0-0 7-coon "
CI-D 6 6 5-0003 "
O-O 4-0003 "
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FIGURA N° 8

Curso de reacción - II

Las mezclas de reacción contenían buffer fosfato de potasio 67 ml!(pH-7,0),
EMA 0,1 mil, GSH1 mu, enzima proveniente de columna de DELE-Celulosa 0,14
¡ng/mly UPGIII según se indios en ceda caso. Las incubaoiones se llevaron
s cabo s 37°C, en oscuridad y anaerobiosis, durante tiempos variables.

Porfirinógenos de: Á-Á 8 0003(sustrato)
0-0 7 000K
D—D 6 COOH6 5 OOOH
.—-. 4 OOOH
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primer oarbozilo del uroporfirinógeno ocurre más velozmente que la descar­

boxilaoión subsiguiente (va:> vb), produciéndose así una acumulación del
intermediario heptacarboxílico. A medidaque transcurre el tiempo, la velg

cidad de eliminación del primer carboxilo (vá) va decreciendo, en razón de
la disminución en la concentración del sustrato ootacarbozílico, y cuando

esta velocidad comienzaa ser menorque la velocidad de eliminación del ca;

bozilo siguiente (va < vb), empiezaa decreoer la cantidad del primer in­
termediario.

Es interesante destacar que la pequeña cantidad de los intermediarios he­

ra y pentacarboxílicos, que se mantiene prácticamente constante con el tieg
po, hace suponer que sus respectivas velocidades de formación y desapari­

ción son equivalentes, es decir:

vb -vc vc -vd

Resumiendo, definimos v1 y v2 comoa

V'V-V-V VI '72b c d 2
8_coon-———>7-COOH -->-4-COOH

y “A ' vl

Durante 1a primera parte de la reacción es v1) v2 y más adelante es vl < v2.

Se vió que el punto de equilibrio (vl - v2) varía según sea la concentración

del sustrato octacarboxílico, lo cual es lógico pues la disminución de vl es
más acentuada cuando hay menos sustrato y por consiguiente ss llega más prog

to a igualar a v2.

La cinética enzimática, que se discute más adelante, se realizó determinan

do velocidades iniciales (v1 inicial y vá inicial), y en estos casos es sieg
pre v1> v2.

La conclusión de que vb - v6 - vd se ve confirmada por los experimentos reg
lizados con firiaporfirinógeno comosustrato (Fig. N° 9: A,By C). Así,los

cursos de reacción con diferentes concentraciones iniciales de dicho sustrg
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FIGURA N° 9

Curso de reacción - III

Las incubaciones se realizaron a 37°C, en anerobiosis y oscuridad, durante
tiempos variables. Las mezclas contenían buffer fosfato de potasio 67 mM
(pH-6,8), EM‘A0,1 mM, GSH1 mM, enzima proveniente de columna de DEAE-Ce­
lulosa 0,16 Ing/mly FPGIII en concentraciones que se indican en los grata;
cos correspondientes.

Porfirinógenos de: 0-0 7-COOH(sustrato)
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to, muestran que las cantidades de los intermediarios hexa y pentacarbozí­

licos son pequeñas y constantes con el tiempo. Es decir que sólo se observa

desaparición del sustrato y aparición del producto final.

Se obtuvo un apoyo adicional a las inferencias mencionadas por medio de ez­

perimentos en los cuales se siguió el curso de reacción, colocando comosus

trato mezclas de uroporfirinógeno y firiaporfirinógeno, en diferentes pro­

porciones (Fig. N° lO).

En cuanto a la desaparición del uroporfirinógeno, se puede observar que ng
vo lugar a velocidades decrecientes a medida que disminuyó la concentra­

ción inicial del mismoen la mezcla de reacción (gráficos 10 A, 10 B, 10 C,

y 10 D). Además, se compruebaque esta eliminación del primer carbozilo se

hizo lineal con el tiempo a medida que hubo menoscantidad de uroporfiriná

geno y más de firiaporfirinógeno (comparar 10 A y 10 B con 10 C y 10 D).

Esto es diferente de lo que se podia prever, ya que sólo cuando la concen­

tración de sustrato va aumentandose puede esperar una tendencia a la li­

nealidad constante de la reacción con el tiempo, pero no a la inversa. La

razón de este comportamiento, teniendo en cuenta que había presentes cant;

dades crecientes de firiaporfirinógeno, podría residir en que este firiapog
firinógeno se une a la enzima, disminuyendoasí la concentración efectiva

de enzima que pueda desoarbozilar el uroporfirinógeno. Esto haría suponer

que la enzima es una sola para todas las etapas de descarboxilación, y que

ademásno podría descarboxilar uro- y firiaporfirinógeno al mismotiempo

con igual eficiencia que cuando cada uno de esos sustratos es único.

Conreferencia al firiaporfirinógeno, en el gráfico 10 A se ve que a los 20

minutos alcanza su máximaacumulación (v1 - v2), c sea que su concentración
inicial no era suficiente, en relación a la del uroporfirinógeno, para que

v2:> v1. Lo mismo sucede en el gráfico 10 B, pero el máximose alcanza en
menostiempo, a los 10 minutos, pues la relación firia-uroporfirinógeno es

mayor es mayor que en 10 A. En el gráfico 10 C hay una leve disminución li­
neal del firiaporfirinógeno con el tiempo, o sea que allí ya fue suficiente



FIGURA N° 10

Curso de__reacción - IV

Las mezclas de incubación contenían buffer fosfato de potasio 67 mm(pH=6,8),
ED‘I‘A0,1 mM, GSHl UM, enzima proveniente de columna de DEAE-Celulosa 0,09
¡ng/ml y cantidades variables de UPGIII y FPGIII tales que la suma de ambos
diera una concentración total de porfirinógenos comprendida.entre 2,2 y
2,4 ¡m1.Las concentraciones iniciales de ambosporfirinógenos se indican en
cada uno de los gráficos.
Las reacciones se llevaron a cabo a 37°C, en anaerobiosis y Oscuridad.
Porfirinógenos de: A-A 8-coon 0-0 6.000136 5-0003
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la relación de ambossustratos para que v2:> vl desde el comienzo. También
se observa esto en el gráfico 10 D, siendo en este caso más acentuada la v2

looidad de desaparición del firiaporfirinógeno, comocorresponde a su mayor
concentracióninicial.

El producto final tetraoarboxílioc apareció, en todos los casos, linealmente
con el tiempo.

Formas de expresión de la actividad enzimática

En base a la acumulación de intermediarios y al curso de reacción de la dos

carboxilación enzimática se ha planteado un esquemade dos etapas (pág. 74).

Se dijo también que considerando velocidades iniciales, es siempre v1:> v2
cuando se parte de uroporfirinógeno comosustrato.

v1 se expresa habitualmente comonmoles de uroporfirinógeno desaparecidos
por hora, lo que es igual a la sumade los nmoles de firia-, hexaoarbozi-,

pentacarbczi- y ooproporfirinógenos producidos en igual lapso. Convl se md­
de la actividad enzimática correspondiente a la eliminación del 1er. carbo­
n10.

v2 se expresa comonmoles de coproporfirinógeno producidos por hora y con
ella se mide la actividad correspondiente a la eliminación de cualquiera de

los tres carbozilos subsiguientes.

Comov2 < v1, considerando la descarbozilación total, es v2 la limitante.

Por lo tanto v2 da idea del proceso de desoarbczilaoión completo.

Efecto del pH

Se estudió el efecto del pH sobre las velocidades iniciales (vi y v2) de reag
ción. Se observa en la Fig. N° ll que hay un intervalo óptimo entre 6,5 y

7,0, tanto en cuanto a vl comoen cuanto a v2. Los valores de las velocida­

des, especialmente vl, fueron distintos según el buffer usado.
Los menores valores se obtuvieron con tris-maleato y los mayores con fosfa­



_ 79 _

FIGURA N° 11

Efecto del RH

Las inoubaoionee se realizaron a 37°C,en anaerobiosisy oscuridad. Las mag
olas de reacción contenían EDTA0,1 all, GSH1 mu, IIPGIII 2,8 Fu, proteína
enzimática (eluído de columna de DELE-Celulosa)0,09 mg/ml, y diferentes
barrera, de distintos pH, según el oaeo. Se encuentran representadas v1
(puntos vacíos) y v2 (puntos llenos).

n-JI‘rie-llaleato 75 m 0-Foefato de potasio 67 ni!
¿drug-Cloruro 75 un V-Aoético-Acetato 67 mu
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to de potasio y tris-cloruro.

Efecto de la concentración de enzima

La variación en la concentración enzimática provocó una respuesta lineal de

la velocidad, ya sea vl o bien v2 (Figura N° 12), dentro del rango estudia­
do.

Estabilidad térmica de la enzima

Se estudió el efecto de diferentes tiempos de precalentamiento, a 60°C, so­

bre la actividad de la enzimaen un estado intermedio de purificación (tabla

N° 18). Se vio que se produce una importante inactivación, siempre mayor en

el caso de v2 que en el de v1, usando comosustrato uroporfirinógeno III o
I. Las resultados correspondientes al isómero III, que ha sido el más estu­

diado, indican que la alteración de la estructura de la enzimapor el calen­
tamiento afecta menos 1a reacción de eliminación del primer carboxilo que 1a

de cualquiera de los tres subsiguientes. Así, en períodos de 5-10 minutos se

producen inactivaciones del 50-70%con respecto a v1, frente al 100%con reg

pecto a v2.

Las tres últimas descarboxilaciones se estudiaron separadamente usando como

sustrato firiaporfirinógeno III (Tabla N° 18, Exp. 4). Se confirmó de esta
manera que la velocidad de descarboxilación de los porfirinógenos de 7, 6 y

5 oarboxilos disminuye mucho(80%) por inactivación de la enzima, indepen­

dientemente de la previa disminución de 1a velocidad de descarbozilación del

porfirinógeno de 8 carboxilos.

La inactiVBción diferencial en cuanto a v1 y a v2 no hace mas que confirmar
la existencia de dos etapas bien definidas en el proceso total de descarbori
lación.

Por otra parte, el hecho de que la inactivación abarque ambas etapas en una



-81­

FIGURA N° 12

Efecto de la concentración de enzima

Las mezclas de reacción contenían buffer fosfato de potasio 67 mM(pH-6,8),
EMA 0,1 nfl, 03H 1 mil, IIPGIII 2,9 PMy proteína enzimática correspondien­
te a1 ppdo. 40-75% de eat. por SO (NH) , en las concentraciones que ee ig
dican. Las incubacionee ee reahz on a 37°C, en anaerobioeia y oscuridad.

Velocidades 1nd.oi alee: 0-171 0-172

Velocidadesiniciales(ramales/hora)

OD

l J J l l L
0.1. Q6 0.8

Conc.proteica (mg/ml)
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TABLA N° 18

Efecto del precalentamiento de la enzima

Las inoubaciones se llevaron a cabo a 31°C, durante 2 horas, en anaerobio­
sis y oscuridad. Las mezclas de reacción contenían buffer fosfato de pota­
sio 67 mM(pH-7,0), EDTA0,1 mu, UPGI o III o FPGIII según se indica y
preparaciones enzimátioas provenientes del eluIdo de DELE-Celulosaen tan­
da, previamente calentados a 60°C durante los tiempos que se indican y 1u_e_
go centrifugadas. Los sobrenadantes de oentrifugación se usaron para efec­
tuar las inou‘baoiones, siendo las oonoentraoiones proteioas finales de 0,25
a 0,45 mg/ml.

¡napa de Actividad. específica

E3. Sustrato ïïïzízg- (moles/horamg) Inactivaoion
(min) v1 esp. v2 esp. v1 esp. v2 esp.

o 1,84 0,71 ._ .­

UPG I 5’0 PM 5 0.95 o 48 100
1

o 5,15 2,06 —— .­

UPGIII 4'8 I'M 5 2,17 o 58 100

0 3,93 1,74 — —

5 1,42 o 64 100

'2 Um In 4'1 P“ 1o 1,38 o 65 100

15 1,53 0 61 100

o 0975 0,36 - —

UFOI 4’1 PM 5 0,15 o 80 100
3

o 1,53 0959 - ­
UPCIII 3,8¡uu 5 0,71 o 54 100

° 2.65 0.79 — _

UPGIII 395 fm lo 0,79 o 70 10°
4

o — — un­
FPGIII 3,5 ¡uu lo _ 0’33 _ 81
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magnitudimportante, hizo desechar la idea de utilizar este recurso para po­

der estudiar separadamente las dos etapas de la descarboxilación.

Efecto de sales

l) Cloruro de sodio

De acuerdo a Cornford (37), que trabajó con eritrocitos humanos, la descar­

bozilaoión del uroporfirinógeno III se inhibe parcialmente por sales de so­

dio, afeotándose aparentemente la eliminación del segundo grupo carbozilo

(pág. 23). En base a esto se pensó que el Nacl se podría utilizar comoinhi­

bidor de la desoarbozilaoión del 7-COOHporfirinógeno, pudiéndose así estu­

diar la eliminación enzimática del primer carbozilo individualmente.

Con ese objeto se ensayó la acción de diferentes concentraciones de NaCl

(Tabla N° 19) sobre la descarbozilación del uroporfirinógeno III y del fi­

riaporfirinógeno III. En el primer caso se dan las velocidades vl y v2, y en

el segundo, obviamente se da sólo v2. Se consideró que la menor concentra­
ción de NaCl es 50 mmy no nula, debido a que los porfirinógenos sustratos

de 1a deoarboxilasa se preparan por reducción de las correspondientes porfi­
rinas con amalgamade sodio. El valor 50 mMse obtuvo teniendo en cuenta

que, en un caso límite, la amalgamaliberaría todo el sodio que contiene du­

rante el proceso de producción de hidrógeno. El.ion sodio es introducido en

los inoubados junto con los porfirinógenos, en cantidad constante.

Conuroporfirinógeno comosustrato, se observa que concentraciones salinas

crecientes inhiben en forma también creciente la actividad, tanto v1 como

v , siendo siempre mayor la inhibición de v2 que la de v . Cuando el sustrg2 l
to es firiaporfirinógeno, no se observa inhibición hasta una concentración
400 mude NaCl. Esto representa una diferencia con respecto a cuando el sus­

trato es uroporfirinógeno, pues en ese caso ya hay inhibición con.NaCl lOOmlL

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

tribución de los diferentes porfirinógenos en función de la concentración eg
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EfectodelN801
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TABLA N° 19

Inhibición por NaCl

Las condiciones de incubación son las de la Figura N° 13. Las velocidades
están expresadas en nmoles/hora.

NBC]. augusto v v Inhibición (1)
(un) 1 2 v v

1 2

so 13,1 4,1 _ —

100 12,5 2,3 5 44

200 nro III 2,8 ¡m 9,9 1,6 24 61

400 4.6 0.6 65 85

50 — 2,2 .. _

100 — 2,2 .— o

200 FPGIII 3,1 ¡m _ 2,4 _ o

400 — 1,1 _ 50

lina, cuando se parte de uno u otro sustrato. Eso es lo que se representa en

la Figura N° 13. En el gráfico A se ve que el sustrato, uropcrfirinógeno, se

descarbozila cada vez menos a medida que aumenta la concentración de NaCl.

En cuanto al primer intermediario, el firiapcrfirinógenc, aumentaun poco su

acumulación a bajas concentraciones de NaCl, para decrecer luego sostenida­

mente. Esto indica que la eliminación del primer carbozilo no se vería afec­

tada por concentraciones salinas moderadas, pero sí se inhibe con cantidades

mayores. La eliminación de los carbozilos subsiguientes se ve afectada en tg

do el rango ensayado, inhibiéndcse principalmente 1a formación del coprcpor­

firinógeno. En el gráfico B ds la Figura N° 13 está representada la varia­

ción de la cantidad de firiaporfirinógeno, usado esta vez comosustrato, jun
tc con la de los intermediarios subsiguientes y la del producto final. Sólo



- 86 ­

se observa inhibición de la descarbozilaoión con alta concentración de NaCl.

Las cantidad de los porfirinógenos hexa- y pentacarbozílicos prácticamente

no varía, mientras que desciende la del coproporfirinógenc a una concentra­
ción elevada de la sal.

Comparandolos gráficos A y B de la Figura N° 13, es notoria le diferencia

en cuanto a las cantidades de coproporfirinógeno formadas en ambos casos.

La inhibición continua que se observa en A no se repite en B, salvo a altas

concentraciones de NaCl. La diferencia fundamental entre A y B es que en el

caso A el firiaporfirinógeno está presente en cantidades de intermediario

(2-4 nmoles), mientras que en B, comoes el sustrato, su cantidad es bastan

te mayor (aproximadamente12 nmoles). Esta última cantidad podría ser sufi­

ciente comcpara ejercer hasta un cierto límite un efecto de tipo protector

sobre la enzimafrente a la acción inhibitoria del NaCl. Este hipotético e­

fecto protector no sería producido en igual medidapor el uroporfirinógeno.

2) Sulfato de amonio

El efecto inhibitorio observado con NaClpodría no ser específico de esa sal
o de ese catión c anión. Por eso se estudió la influencia del sulfato de a­

monio sobre la actividad descarbozilante (Tabla N° 20), encontrándose que a"

una concentración 200 mnesta sal inhibe considerablemente tanto v1 comov2.
La magnitud de la inhibición está dentro del orden de la producida por NaCl

200 mn, pero se debe tener en cuenta que mientras la fuerza iónica del NaCl

200 mmes 0,2, la del 8040134)2 200 mMes 0,6. Con esta última consideración,

sería más efectivo comoinhibidor el NaCl que el SO4(NBI4)2y su efecto se de
bería másbien a sus iones constituyentes.

Efecto de análcggs del sustrato

Se ensayó el efecto de la uroporfirina III, cuya reducción da origen al uro­

porfirinógeno, sobre la actividad enzimática. La estructura de la urcporfiri
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TABLA N° 20

Inhibicion por SO4(IÏH4)2

Las mezclas de reacción contenían buffer fosfato de potasio 67 mM(pH-7,0),
EDI‘A0,1 nfl, (BH 1 mll, UPGIII 2,5 ¡un y preparación enzimática (eluído de
columna de IEEE-Celulosa, primer pico) 0,09 ¡ng/ml. Las incubaciones se lle­
varon a cabo durante 45 minutos, a 37°C, en anserobiosis y oscuridad. Las
velocidades se expresan en moles/hora.

Adiciones v v Inhibición (fi)
1 2 v v

1 2

— 8.3 3.5 — —

30,40%)2 200 m 5.5 1.1 34 51

TABLA 3° 21

Inhibición por uogorfirina III

Las condiciones de las reacciones son las mismasque las de ls Tabla N° 20.
Las velocidades se dan en moles/hora.

Concentraciónde v Inhibición
uroporfirina III 1 v2 v1 v2

0 8 y3 3 95 — '­

0 ,4 PM 7 ,8 2,6 6 26

1 92 FH 7 97 2 o6 7 26
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na, muyrelacionada con la del sustrato, hizo pensar en un posible efecto

inhibidor. En efecto, según la Tabla N° 21, concentraciones de uroporfirina

menores que la mitad de la del sustrato produjeron una pequeña disminución

de vl (ó-Wfiby un decreodmiento más apreciable de v2 (26%). Estos bajos va­
lores de inhibición hacen suponer que pueda deberse casi exclusivamente a

un efecto de autocatólisis en la oxidación de los porfirinógenos (pág. 11).
Este efecto, lógicamente, se varía reflejado más aoentuadamenteen las des­

carboxilaoiones finales, ya que los porfirinógenos de menornúmerode carbg

xilos que se generan durante la reacción enzimática se oxidarían, no permi­

tiendo su conversión a productos. Estos resutados no excluyen sin embargo,

que otra de las causas de la disminución de la actividad por la presencia

de la uroporfirina pueda ser un real efecto inhibidor de esa sustancia so­
bre la enzima.

Acción de compuestos tiólicos reducidos l oxidados

Cuandose estudiaron las condiciones de incubación se vio que la cisteína

inhibía la desoarboxilación (Tablas N° 4 y 8). Asimismo, se encontró.un e­

fecto activador del glutation, en las condiciones del ensayo realizado (Ta­

bla N° 8) .

Por otra parte, se comprobóque la última etapa de purificación, la columna

de DEAE-Celulosa, requería en todo momentoGSH, de lo contrario se observa­

ba una inactivaoión de la enzima, de modotal que los datos no indicaban u­

na real purificación (pág. 58, 61'y Tabla N‘ 13).

Conesos antecedentes fue que se estudió el efecto de la cisteína y del gh¿

tation reducido y oxidado, en concentraciones variables, sobre la decarbori
lasa. De esta manera se pretendió conocer las características de la enzima

en cuanto a la probable existencia de grupos sulfhidrilos, sea en estado r2
ducido como oxidado.

En la figura N° l4, gráfico A, se puede observar el efecto de la cisteína
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sobre la actividad enzimática. Hayuna clara inhibición,de tipo exponencial,

tanto en el caso de v1 como en el de v2, aunque más marcada para v1. Con u­
na concentración l mMde cisteína se consigue un 86%de la inhibición maxi­

ma de v1. Este porcentaje se calcula teniendo en cuenta que vl desciende a­
proximadamenteen forma asintótica, tendiendo a un cierto valor que sería

la actividad residual de la enzima, la que aun persiste a pesar de la pre­
sencia de cantidades elevadas de cisteína. La acción marcadamenteinhibito­

ria de la cisteína estaría indicando la existencia de uniones disulfuro en

la proteína enzimática, que se rcmperían por el agregado del compuestotió­

lico (97):

E-S-S-—E + 2 Cis-S-H ;;::E=2 E-—S-—H+ Cis-S-—S-—Cis

Los potenciales redoz estarían favoreciendo la reacción hacia 1a derecha, y

aparentemente la ruptura de por lo menosalgunos de los puentes disulfuros

provocaría una pérdida apreciable de la actividad enzimática.

En el gr‘fico B de la figura N° 14 esta representado el efecto de concentra
ciones variables de glutation reducido sobre la actividad enzimática. La

curva es similar en cuanto a v1 y a g pero es más acentuada en el caso dev

v1. La forma de las curvas indica quezoasi no hay efecto a concentraciones
muybajas de GSH(hasta 0,5 EM), luego se observa una acentuada inhibición

que a concentraciones mayores se va anulando gradualmente. Teniendo en cuan

ta cómoeran las curVas en el caso de la cisteína, se puede pensar que el

08Hactúa de otra manera ademásde la que deriva de su caracter sulfhidríli

oo. La primera parte de las curvas del gráfico B (Figura N° 14) presenta v5

riantes con respecto al gráfico A, pero se asemejan, en general, en que hay

un efecto inhibitorio. La diferencia másnotoria está en la segundaparte,

m‘s allá de concentraciones 1 nm, donde en el gráfico B hay una recuperación

de la actividad enzimática que podría deberse a un efecto activador del GSH,

independiente de su carácter de compuesto tiólico, que compensaría en parte
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FIGURAN° 14

Efecto de cogueetos sulfhidrílicos
21o

A Las incubadones se realizaron a 37°C,
en anaerobiosis y osom-idad, se hicig

16 ron con buffer fosfato de potasio 67
mm(pH-6,8) , EDTA0,1 mM,preparación

o o enzimática. (ppdo. 40-75%de eat. por
so (m4)2, dianzado) 0,45 ¡ng/ml, UPG

6 IIÍ 2,9 pH y compuestossulfhidríli­
cos según se indican.
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la inhibición producida por ruptura de grupos disulfuros, análoga al caso de

la cisteína. De modoque se puede postular una acción dual del GSR:por una

parte inhibiria por probable ruptura de grupos disulfuros, comola cisteína,
y por otra activaría. Esta superposición de efectos antagónicos podría ser

la responsable de que la primera parte de 1a curva del gráfico B no denota

una decidida inhibición desde el comienzo, comosucede en el gráfico A.

Ya que la cisteína presenta sólo un efecto inhibidor, se hizo un experimento

en el que los incubados contenían una cantidad fija de cisteína y cantidades

variables de H (FigczraN° 14, gráfico c). La cantidad fija de cisteína usa

da, l mll, se sabe por el gráfico A que produce más del 80% de la máxima inh.1¿

bición posible, atribuida a ruptura de grupos disulfuro importantes para la

plena actividad enzimática. Deesta manera, la cisteína presente podría ac­

tuar en este sentido, al igual que el GSR,pero dejando probablemente a éste

último más posibilidades de actuar comoactivador únicamente. Esto depende­

ría por supuesto de los potenciales redox de la cisteina y del GSHcon res­

pecto a los potenciales de los grupos disulfuro de la enzimay también de

las respectivas velocidades de las reacciones de óxido-reducción. Las curvas

del gráfico Cnnestran que, en presencia de la cantidad fija de cisteína ci­

tada, el 68Hactúa comoactivador hasta una concentración 3 muaproximadameg

te. Este resultado es concordante con la hipótesis planteada. Parecería,pues,

que estando presentes cisteína y GSH,el potencial redoz y/o la velocidad

correspondientes a 1a primera es tal que actúa preferentemente sobre los di­

sulfuros de la enzima, de modoque el GSHpuede actuar como activador. La

parte ascendente del gráfico C es muysimilar a la curva del gráfico B a par
tir de concentraciones l ml de GSH.

El efecto del glutation oxidado, GSSG,sobre la actividad enzimática, está

representado en la Figura N° 15. Este experimento indica que el GSSGtiene

un efecto inhibidor y que a concentraciones de 0,5 muya ejerce prácticamen­

te todo su poder. La inhibición radicaría a nivel de oxidación de grupos

sulfhidrilos de 1a enzima que fueran necesarios comotales, en estado redu­
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FIGURA N° 15

Efecto del glutetton oxidado

Lee incubaoionea ee realizaron e 37°C,en anaerobioeiey oscuridad.
Lee mezclas contenían buffer fosfato de potasio 67 mM(pH-6,8),
EDTA0,1 un, UPGIII 2,5 PM, enzim eluída de columna de DELE-Ce­
lulosa 0,08 Ing/m1y (BH0,5 mM,proveniente éste último de la. eo­
11101611enzimáüoa.

O 71 O V2

E1v6
3 ° o
:5"
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cido (97):

2 E-SH + msc:E—s—s—E + 2 asa

La máximainhibición alcanzada es del 33%,pero este valor podría quizás ser

mayor si no hubiera presente GSHen las mezclas de incubación. Esto se debe

a que se usó enzima eluída de columna de DELE-Celulosa y el ¡SH es necesario

para prevenir la inactivación durante el proceso de purificación. El efecto

inhibitorio del GSSG,junto con el de la cisteina, indicarían pues que la

efectividad de la acción catalítica dependede la presencia tanto de grupos
3-8 comoS-—Hen el catalizador.

Conrespecto al efecto activador del GSH,independiente de su carácter sulf­

hidrilico, cabe mencionarque en el caso de la histidasa de hígado de rata

se ha observado algo semejante. Esta enzima es activada por glutation e in­

hibida por cisteína (98), y se sugiere que el GSHpuede no estar funcionando

simplemente comoun reactivo sulfhidrílico. Se relaciona esto con el hecho

de que la histidasa es también activada por el pirofosfato, postulándose que

la estructura de la enzimapuede estabilizarse por efecto de polianiones, en
tre los cuales se cuenta el 08H.

Los resultados obtenidos en relación al GSH(Figura N° 14, B) no son del tc­

do concordantes con los de la Tabla N° 8, donde se observaba un neto efecto

activador. Sin embargo, se pueden conciliar ambas situaciones pensando que

los efectos de los compuestostiólicos sobre las proteínas dependende sus

concentraciones relativas, y esto es lo que podría diferir en los dos casos
citados. La cantidad de OSHque provocó activación en un caso podría equiva­

ler a una cantidad menor o mayor en el otro caso, según fueran las concentrg

ciones relativas de proteínas usadas. De acuerdo a la Figura H° 14 B, conceg

traciones menores que 0,5 mMde ¡SH o bien algo mayores que 5 mm,podrían e­

ventualmente ejercer un efecto activador similar al obtenido en la Tabla N°8.
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Descarbozilación a diferentes temperaturas

Se estudió el efecto de 1a temperatura sobre 1a descarbozilación, partiendo

de urcporfirinógeno III. En todo el rango ensayado (0 a 75°C) hubo acumula­

ción relativa del 7-000Hporfirinógeno. Unaparticularidad observada fue que

hasta 26°C no hubo formación del producto final, 4-000Hporfirinógeno.

Se calcularon las velocidades iniciales (vi y vé) y se hizo 1a representa­
ción de Arrhenius, basada en la ecuación:

-_E_.
v - cte. z e RT

o bienn ln v - ln cte. --!­
RT

log v log cte. 2,3 R z T

En la Figura I° 16 se ve que se obtuvieron dos rectas (curvas l y 2), de cu­

yas pendientes se calcularon los valores de E a 10,3 Kcal/mcl y E2- 14,81

¡cal/mol. Para reacciones simples, el valor de E representa 1a energía de ag
tivación.

En el caso de la recta l puede hacerse la mismaconsideración, ya que v1
corresponde únicamente a la eliminación del primer carboxilo del 8-0003 por­

firinógeno. La energía de activación de este primer paso de la descarbozila­

ción enzimática sería de 10,3 ¡{cal/mol.

En el caso de la recta 2 se debe recordar que vé representa las tres últimas

descarbczilacicnes, y se piensa que vé-vb- ve- va (ver pág.‘74). Pero como
esto es más bien una situación de estado estacionario, no hay certeza acerca

de que vé represente realmente cualquiera de los tres últimos pasos de la ng

acción. Por esc E2 (14,8 Kcal/mol), más que la energía de activación de cada
uno de los tres pasos citados, debe considerarse una energia de activación

"combinada", donde se relacionan de algún modolas tres energías de activa­
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FIGURA N° 16

Efecto de le tegeratm‘a sobre le descarbonlaoión

Las inoubaciones,realist enanaerobiosiay oscuridad, conteníanbuffer
fosfato de potasio 67 nu (pH-7,0) , mm 0,1 nll, osa 1 nfi, enzim (olvida de
column de IEAE-Celulosa) 0,11 ¡ng/mly UPGIII 2,6 FM. Las temperaturas mg
ron variables. Se encuenu'an representados los logaritmos de las velocida­
des iniciales (v y v ), tomadasen muelas/here, en función de las inversas
de las temperaturas, omsdssen °K. 071 . v2
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ción reales.

De todos modos, el hecho de que E1<E2 concuerda con la observación de que

v1) v2 en los momentosiniciales de la reacción, corroborando la existencia
de dos etapas.

Curvas de concentración de sustrato

l) UroporfirinógenoIII

Se determinaron las velocidades iniciales para una serie de concentraciones

del sustrato octacarborílioo, siendo similares las curvas obtenidas tanto

para v1 comopara v2 (Figura I° 17). Se puede observar que la primera parte
de las curvas se asemeja a lo esperado para un comportamiento "nd.chaeliano"

de la enzima, pero se llega a un mirimo en las velocidades y luego los va­

lores decrecen. La posiciGn del mínimoes diferente según se hate de vl o
de v . Así, en el caso de v , el máximocorresponde aproximadamente a una

ooncÏntradón 3 pl! de uropoifirinógeno, mientras que en el caso de v2 se eg
cuentra dentro del rango de concentraciones de sustrato 1,3-l,8 FM. Además

se observa que v2 alcanza un valor constante para concentraciones mayores

de uroporfi-rinógeno, e igual tendencia parece tener v1, aunque menosacen­

tuada. Se debe tener en cuenta que sólo la curva de v:l es estrictamente una

curva de velocidades iniciales, pues el sustrato es uroporfirinógeno y v1

mide la eliminación del primer carbonlo. En cambio, v2 mide las descarbon_
lacdones subsiguientes partiendo del intermediario heptacarborílico que se

acumla y por consiguiente no se puede asegurar que las velocidades determi_

nadas sean realmente iniciales, puesto que hubouna etapa previa para lle­

gar a ese intermediario que es el sustrato de la segunda etapa de descarbo­

zilaoiones (pág. 74) .

Restringiéndose al examende la curva de v1, se puede decir que se está frog
te a una inhibición por sustrato, siendo en este caso el uroporfirinógeno el
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FIGURA N° 17

Curva de oonoentraoi6n de urogorfirinógeno III

Las inoubaoiones, realizadas a 37°C, en merobiosis y oscuridad, contenían bu­
ffer fosfato de potasio 67 mi! (pH-7,0), ED’I'A0,1 mu, (SH 1 nn, enzima. (eluídn de
column. de ELE-Celulosa.) 0,11 Ing/m1,y concentraciones variables de UPCIII.
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inhibidor. Tambiénlos productos de oxidación parcial del uroporfirinógenc

podrían ser inhibidores, pero esto queda descartado pues, según lo estudig_

do por Mauzerall y Granick (25), en las condiciones de trabajo usadas (eng

erobiosis, oscuridad, GSH)dicha oxidación no se produce. Por otra parte,

es curioso que vé presente un máximoa menores concentraciones que v1. El

hecho de que v1 aumente hasta llegar a un máximoquiere decir que el pri­
mer intermediario de la descarboxilación (7-0003) se forma con rapidez org

ciente a medida que es mayor la concentración de su antecesor, de un carbg

xilo más. Debería esperarse pues que vé tuviera igual tendencia que v1

decir que ambosmáximosooincidieran o bien que el de v2 estuviera dezpla­
zado a la derecha, ya que las descarboxilaciones siguientes están condicig

nadas a la primera. Sin embargq,v2 llega a un máximoy comienza a disminuir

cuando todavía v1 esta aumentando, comosi el porfirinógeno heptacarbcxi1i_
cc, que se sigue formandocon rapidez creciente, estuviera inhibiendo su

propia descarboxilación, de maneraanáloga al uroporfirinógeno. Este efec­

to de v1 sobre v2 está representado en forma independiente en la figura N°

18, donde se ve claramente que vé no aumenta constantemente a medida que

lc hace v1, sino que a partir de cierto valor deja de incrementarse y lue­
go baja. Otra posibilidad sería que el mismouroporfirinógeno inhibiera pra
ferencialmente la descarboxilaoión del 7-0003porfirinógenc y las sucesivas,

presentándose por ello un decrecimiento de vé antes que vi. Además, en la

curva de vé de la figura N° 17, se puede observar también que la estabiliza
c16n de la velocidad tiene lugar aproximadamentea partir de concentracio­

nes 4 pM de uroporfirinógeno, y se produce cuando v1 está disminuyendo, o
sea luego de haber alcanzado su máximo.Esto sugiere que al reducirse la ra

pidez de formación del firiaporfirinógeno, decrecería suficientemente la gg
puesta inhibición sobre las descarboxilaciones subsiguientes, de modoque

v no seguiría bajando. Esto podría aclararse usando directamente el firia­2

porfirinógenc comosustrato.
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FIGURA N° 18

M3 sobrev2

Todas las condiciones son iguales que en la figura N° 17.

10*

V2(nmoleslhora)
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2) Firiaporfirinógeno III

Se determinaron las velocidades iniciales para umaserie de concentraciones

del porfirinógeno heptacarbozílioo, analizandose sólo v2 en este caso. Los
resultados representados en laFigura N° 19, indican que la velocidad llega

a un maximocon concentraciones de 1,7 a 2,1.PM del sustrato, para decrecer

luegodscididamente. De acuerdo a esto se confirma la presunción hecha ace;
ca de que el firiaporfirinógeno actúa comoinhibidor, viéndose que la inhi­

bición por sustrato es aún más clara que con el uroporfirinógeno.

En esta oportunidad no se llegó a una estabilización de la velocidad a las

mayores concentraciones, comoera el caso de v2 en la Fig. N° 17, pues aqui
la cantidad de firiaporfirinógeno (inhibidor) se hace aumentar constantemen
te, ya que se agrega comosustrato, y no se está formandoa partir del uro­

porfirinógeno, comoen el caso de la Fig. N° 17.

Resumiendoparcialmente los resultados de l) y 2), se puede decir que,1uuq¿

do 8_COOHpofirinógeno comosustrato, hay una inhibición producida por éste

sobre su propia descarbozilación, y existe la posibilidad de que también ig_
hiba en alguna medida las descarbozilaciones subsiguientes. En forma indi­

recta ee tienen indicios también de una inhibición ejercida por el T-COOH

porfirinógeno sobre las descarbozilaciones que tienen lugar a partir de 61.
Esta última posibilidad se confirmó en forma directa usándolo comosustra­
tc en las incubaciones.

3) UroporfirinógenoIII + Firiaporfirinógeno III

Cuandose midieron las velocidades iniciales en función de concentraciones

crecientes de uroporfirinógeno y decrecientes de firiaporfirinógeno se ob­

tuvieron los resultados de la Fig. N° 20 B. La línea punteada representa

las concentraciones de 7-0003 porfirinógeno incubadas, cuya disminución se

ve acompañada por un discreto aumento de v y un incremento de v que se bg2 l
oe mas notable a medida que es menor la cantidad del 7-0003 con respecto a
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FIGURA N° 19

Curva de concentración de firianorfirinógeno III

Las incubaoionea se realizaron a 37°C, en amerobiosis y oscuridad. Las mag
olas contenían buffer fosfato de potasio 67 mM(pH-6,8) , EMA 0,1 all, (BH
1 dl, mina (olvida de columnade ELE-Celulosa) 0,13 mg/mly concentracig
nos variables de FPGIII (7-0003) .
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la del 8-COOHporfirinógeno.

Comocontrol (Fig. H° 20 A) se midieron analogamente las velocidades en fug_

ción de 1a concentración de uroporfirinógeno, pero en este caso en presen­

cia de cantidades casi constantes de 7-COOHporfirinógeno, marcadamente me­

nores que en la Fig. N° 20 B. Estas cantidades de firiaporfirinógenc varia­

ron muypoco con relación a las de uroporfirinógeno, y su presencia se de­

bió a que, a 0°C, mientras se elimina el 02 de los tubos de Thunberg que
luego se colocarán a 37°Cpara efectuar las incubaciones, se produce en mg

yor o menor medida una leve conversión enzimática del porfirinógeno de 8

carbozilos en el de 7 carbozilos. La magnitud de la descarbozilación másg
11a del primer intermediario es prácticamente nula a 0°C.

Las curvas de v1 y v2 de la Fig. N° 20 A son similares a la porción de las
curvas de la Figura N° 17 correspondiente a las menores concentraciones de

uroporfirinógeno. Comodiferencias se encuentra que: a) v2 alcanza su máxi­
moa menores concentraciones de sustrato que en el caso de la Figura N° 17,

posiblemente por haber mayores cantidades iniciales del 7-000Hporfirinóge­

no. b) el aumento de vl parece ser menos pronunciado en la Figura N° 20 A
que en la Figura N° 17. No obstante estas diferencias, el comportamiento cg
servado es básicamente el mismo en ambos casos.

En la Figura N° 20 B se puede apreciar cómovaría la situación por el hecho

de tener comosustrato el 7-000Hporfirinógeno en cantidades relativamente

elevadas y que varían de mayor a menor, además del 8-000H porfirinógeno que

varía de menor a mayor, de forma tal que se tiende progresivamente a la si­

tuación de la Figura N° 20 A. Se observa que v aumenta mucho menos que lol
habitual a bajas concentraciones de urcporfirinógeno, pero va recuperando

sus valores a medida que la relación del 7-0003 al 8-0003 porfirinógeno va

siendo cada vez menor. Esto sugiere un efecto inhibitorio del 7-000Hporfi­

rinógeno sobre la descarboxilación del 8-000Hporfirinógeno. Sin embargoes

necesario examinar qué sucede con v puesto que la menor velocidad de eli­2)
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FIGURA N° 20

Inhibición de v1 por firiagorfirinógenc III

Las incubaoionee se realizaron a 37°C, en aneerobioeie y oscuridad. Las mcg
olas de reacción contenían buffer fosfato de potasio 67 ml!(pH-6,8) , ED'I‘A
0,1 mil, H l nit, enzima (olvida de columna de ELE-Celulosa) 0,12 ¡ng/m1,y
concentraciones variables de UPGIII (abecisa) y FPGIII (ordenada de le de
racha). La.ordenada de le izquierda corresponde a v y/o v .1 2
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minación del primer carboxilo del uroporfirinógeno podría deberse a que la

mismacantidad de enzima tiene más cantidad del segundo sustrato (el porfiri

nógeno de 7 carboxilos) disponible para descarboxilar, además del 8-0003 por_

firinógeno. Si así ocurriera, v2 en la Figura N° 20 B debería ser mayorque

en la Figura 3° 20 A. Comparando las v2 de las Figuras 3° 20 A y 20 B se pue

de observar que tal cosa no parece suceder, pues los valores de v2 son meno­
res en el gráfico B que el A, en prácticamente todo el rango de concentracig'

nes. La tendencia de v2 es a aumentar a medida que desciende la concentra­
ción del 7-0003 porfirinógeno y aumenta la del 8-0003 porfirinógeno. Este ha
llaago es aceptable si se recuerda la clara inhibición producida por el sus­

trato firiaporfirinógeno sobre las tres últimas descarbozilaciones (Figura
3° 19). En los experimentos de la Figura 20 B tendria lugar este mismoefec­

to, sólo que a medidaque desciende la concentración del sustrato-inhibidor,

v? tiene mayor oportunidad de ascender en virtud del aumento de la concentra
ción de 8-0003 porfirinógeno. Parece quedar descartado así que haya un efec­

to competitivo entre el 7-0003 y el 8-0003 porfirinógeno para explicar la

curva de v1 en la Figura 3° 20 B. Por lo tanto adquiere mayor validez la hi­
pótesis planteada acerca de una inhibición cruzada de la descarbozilación

del 8-0003 porfirinógeno por el 7-0003 porfirinógeno.

Un comportamientorecíproco, es decir una inhibición de la descarbozilaoión

del 7-0003 porfirinógeno por el 8-0003 porfirinógeno, es difícil de probar

pues, comose ha visto, el 7-0003 porfirinógeno ya es un fuerte inhibidor de

su propia descarboxilación y la probable superposición del efecto inhibidor

del 8-0003porfirinógeno no se-detectaría con facilidad pues estaría dentro
de los límites del error experimental.

4) Parámetros cinéticos

El caso extremo más simple de inhibición por sustrato permite postular las

siguientes reacciones (99):
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E+S‘=_‘ES K

1328+S;:"_ES2 K'

kES—-9E+P

v-hlS=-—n-E—— (1)
S

1 +ï+ K.

Se dice que éste es un caso extremo pues el complejo E52 sería totalmente
inefecüvo .

A bajas S la ecuación (l) se simplifica:

o bien l 1 +í l
v V V S (2)

m m

kIE V
m

V II :I

1 WT 1 +ïT

bi 1 1 1
o en _=_+ o s (3)

v V KkV

De acuerdo a (2) y (3) , la representación gráfica de l/v en función de l/S

o de S dará en cada caso una. curva cuya porción recta ee puede extrapolar

y obtener así los valores aparentes de Vmy K o K'. Mediante el uso de cuasi
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quiera de las dos rectas se debería obtener un valor similar de Vm,calcula
do comola inversa de la intersección de la recta extrapolada con el eje de
las ordenadas.

En la F13. N° 21 se pueden observar las representaciones gráficas A y B,

correspondientes a las ecuaciones (2) y (3) respectivamente, siendo uropor­

firinógenc el sustrato. Ambascurvas presentan una porción recta extrapola­

y K'. Pero el valorl 1
de las ordenadas correspondiente a la intersección con las rectas extrapolg

ble, pudiéndose obtener de ese modolos valores de K

das es distinto en cada caso. Esta diferencia hace pensar que la ecuación

de velocidad de descarbcxilación a partir de uroporfirinógeno no es tan seg

cilla comola (l).

No obstante, comola primera parte de la curva de concentración de uropcrfi

rinógeno (Fig. N° 17) se asemeja a lo esperado para un comportamiento "md­

chaeliano", es probable que el valor de K1 obtenido del gráfico A de la Rig.

N° 21 sea aproximadamente la KMpara el uroporfirinógeno III. El valor de

Ki no tendría ninguna significación ya que el esquemade reacciones para e;
plicar el comportamiento observado no sería el ya mencionado sino otro des­
conocido.

En la Fig. N° 22 se observan los gráficos A y B, correspondientes a las e­

cuaciones (2) y (3) respectivamente, para el caso de ser firiaporfirinógeno
III el sustrato.

Con un razonamiento análogo al recién expuesto, comoen este caso tampoco

coinciden los valores de l/Vfi de los dos gráficos, se diría que sólo el va­

lor de K2 puede corresponder aproximadamente al de 1a KMpara el firiaporfiL
rinógenoIII.

En base a los datos obtenidos: Kl= 5 QNM) K2- 1,3 OM!)

es probable que la afinidad de la enzima sea mayor por el 7-COOHporfirinó­

geno III que por el B-COOHporfirinógeno III.



FIGURAH°21

Velocidadesinversas-Sustratosnroorfirinó

LascondicionesdeincubaciónsonlasdelafiguraH°17.
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FIGURAH"22

Velocidadesinversas-SustratosfiriaorfirinónoIII LascondicionesdeincubaciónsonlasdelafiguraH°19.
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En el presente trabajo se describe la purificación y propiedades del siste­

maenzimático descarboxilante de eritrocitos de pollo, que cataliza la trans
formación irreversible de uroporfirinógeno en coproporfirinógeno.

Conanterioridad se aisló esta decarboxilasa a partir de glóbulos rojos de

conejo (25) y Rhodopseudomonasspheroides (35) y con posterioridad a este

trabajo, de bazo de ratón (78).

En este estudio se consiguió una purificación superior a las 300 veces, ob­

teniéndose de este modouna proteína que se comportó comoentidad única en

electroforesis en gel de poliacrilamida (pág. 65), aún luego de ser sometida

a la acción de agentes disociantes, mostrando tener un peso molecular de al­

rededor de 42.000. Podría ser una sola proteína que no se disocia o que por

disociación da subunidadesiguales entre sí.

Esta proteína enzimática es responsable de los cuatro pasos del proceso de

descarbcxilación de la serie III (Esquemal, pág.3). Se tuvo un indicio con
oreto de que una sola entidad molecular podría actuar comocatalizadora de

más de un paso cuando se estudió el curso de reacción usando dos sustratos,

uropcrfirinógeno y firiapcrfirinógeno, al mismotiempo (pág. 76). Allí se

comprobóque la desaparición del uroporfirinógeno se hacía lineal con el tieg

po a medida que decrecía su concentración inicial y aumentaba la de firiapcr_

firinógeno, comosi la mismaentidad catalizadora actuara tanto sobre el urg

porfirinógeno comosobre el firiaporfirinógeno. Probablemente también la mig

ma enzima actúe sobre el hexacarboxi- y el pentacarboxiporfirinógenc, por rá
zones que se discuten más adelante.

La reacción de descarboxilación ocurre más eficientemente en anaerobiosis

(pág. 44), comose encontrara también en glóbulos rojos de conejo (25) y eri

trocitos humanos(37).

Se obtuvo un pH óptimo dentro del rango 6,5-7,0 (pág. 78), lo que concuerda

con el valor de 6,8 informado en el caso de glóbulos rojos de conejo (25) y

el de 7,2 en eritrocitos humanos(37).



La enzima estudiada es bastante estable (20 días a -lO°C) en un estado inter

medio de pureza (pág. 52), similarmente a la decarboxilasa de Rhcdopseudomo­

nas spheroides (35) y a la de bazo de ratón (78). Por calentamiento a 60°C,

durante tiempos cortos, se produce una importante inactivación (pág. 80),“;

denciándose así una labilidad al calor observada también con sistemas descaa
bczilantes de células de Chlorella (5), sobrenadantes de eritrocitos de po­

llo (38,39), glándulas de Harder (36) y bazo de ratón (78).

La influencia de compuestostiólicos durante la purificación de la enzimay

sobre la actividad enzimática (pág.583r88-93) sugiere la existencia de gru­
pos sulfhidrilo y disulfuro que deben mantenerse comotales para la plena

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

decarbozilasas de glóbulos rojos de conejo (25) y de bazo de ratón (78) son

netamente sulfhidrílioas. Por otra parte, se encontró un efecto activador nc

clásico del glutation, es decir aparentementeprescindente de su carácter de

tiol, quizás similar al hallado con la histidasa de hígado de rata (98).

En cuanto a la presencia de los porfirinógenos con númerointermedio de car­

bczilcs entre el uroporfirinógenc (8 OOOH)y el coproporfirinógeno (4 OOOH),

con referencia a la serie III se hallaron todos ellos (7, 6 y 5 GOGH),veri­

ficandcse una acumulaciónrelativa del de 7 carbcxilos (pág.69). Este últi­

moresultado difiere de lo informado por Mauzerall y Granick (25), quienes

detectan cantidades pequeñas de las porfirinas de 7 y 6 carbcrilos y aún me­

nores de la de 5 carboxilcs, y tampoco concuerda con la descarbcxilación llg_

vada a cabo por la enzima de bazo de ratón (78), donde no se detectan inter­

mediarios parcialmente descarbozilados. En cambio, Chuy Chu (42) obtienen,

con hemclizadcs de eritrocitos de pollo, toda la gamade intermediarios y en

mayor cantidad el de 7 carboxilos.

El estudio del curso de la reacción (pág.70-78 ), con los porfirinógencs de

8 y 7 carboxilos de la serie III comosustratos, confirmó los resultados re­
ferentes a la acumulación de intermediarios y dio 1a base para proponer que



la descarboxilación enzimática de la serie III consta de dos etapas defini­

dBBl B-OOOH—>7—COOH—-)4-OOOH porfirinógeno (pág. 74), de las cuales la

primera es más rápida. Probablemente, la no-detección de intermediarios con

el sistema enzimático de glóbulos rojos de conejo (25) se deba a un largo

tiempo de incubación; con esos resultados se propone precisamente que el pa­

so determinante de la velocidad es la primera descarbozilación del uroporfi­

rinógeno, o sea justamente lo contrario a lo verificado en el actual traba­
jo.

El estudio de las velocidades de reacción a diferentes temperaturas (pág.94)

sirvió de apoyo a la observación de que el paso 8-(XDOH—-)7-(X)OHes el más

veloz y por consiguiente no-limitante.

Varios efectores ejercieron su acción en forma diferencial sobre las dos etg
pas de la descarborilaoión. La inactivación producida por calentamiento del

sistema enzimática (pág. 80) fue siempre mayor en cuanto a la segunda etapa.

La disminución de actividad por incubación en presencia de NaCl o SO4(NH4)2
(pág. 83 y 86 ) fue asimismomayorpara la segunda etapa, siendo sigiificati
va también la disminución de la velocidad de la primera etapa. Esto último

difiere en parte de los resultados obtenidos por Cornford (37) con eritroci­

tos humanos, de los cuales se deduce que el Na+ inhibe el paso 7-000H96-000H

pero no el 8-000H-€>7-COOH.Eso es lo que se observó en el presente trabajo,

con concentraciones de hasta 100 nM.deNaCl, pero a mayores concentraciones

ya es evidente un efecto sobre las dos etapas. Chuy Chu (42) obtuvieron,

con respecto al NaCl, resultados totalmente similares a los del presente tra
bajo.

Tambiénel efecto desfavorable de la aerobiosis (pág. 44) y'de la uroporfiri_

na (pág.86) tuvieron mayorintensidad con relación a la segunda etapa, aun­

que en estos casos, además de una posible influencia sobre la enzima, era eg
perable un efecto de oxidación de los porfirinógenos, que lógicamente debe
ser más notorio a medida que se avanza en la descarboxilación secuencial.
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Los estudios de Chu y Chu (42) con hemolizados de eritrocitos de pollo y ALA

comosustrato, o sea con un sistema prácticamente completo de biosíntesis

del homo, demuestran en cuanto a la descarboxilación de la serie III que NaI

35 y 105 nl, ozoglutarato 53 mM,FeSO 22,6 mMy tiamina 16 mMinhiben la r3

acción más allá del porfirinógeno de á carboxilos y AMPy ADP53 nu inhiben

la descarboxilaoión del uroporfirinógeno III. Estos resultados los hacen

plantear la existencia de dos o más desoarbozilasas o cofaotores para la

transformación de uroporfirinógeno III en coproporfirinógeno III. En reali­

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

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

Las dos etapas tienen pues un cierto grado de independencia entre sí. La eg

gunda incluye 3 pasos (7-000H-—)6-COOH—>5-COOH-—)4-000H) , los cuales

parecen suceder de manera.interdependiente o concertada. En efecto, ningún‘g
gente o efector de los ensayadosalteró la distribución característica de

los porfirinógenos, con una cantidad siempre pequeña de los de 5 y 6 COOH,

sugiriendo que las mayores inhibiciones producidas sobre la segunda etapa a

barcarían realmente los 3 pasos citados, que estarían "acoplados" de alguna

manera. En caso contrario, deberia haberse producido alguna variación en la

cantidad de alguno de los porfirinógencs involucrados, por efecto de dichos

agentes.

El estudio de las velocidades de reacción en función de la concentración de

uroporfirinógeno III permitió postular lo siguiente (pág.96 ):

a) El uroporfirinógeno inhibe su propia descarbozilación.

b) Hayindicios de que la dssoarboxilación del firiaporfirinógeno está inhi_
bida por el mismofiriaporfirinógeno y/o por el uroporfirinógeno.

Efectuando el mismoestudio pero con firiaporfirinógeno comosustrato (pág.

100),se llegó a la siguiente conclusión;

c) El firiaporfirinógeno inhibe su propia descarbozilación.
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Cuandose usaron comosustratos uroporfirinógeno y firiaporfirinógeno simul

táneamente (pág.100), se dedujo que:

d) El firiaporfirinógeno inhibe la descarbozilación del uroporfirinógeno.

Lo expuesto en a, b, c y d se puede resumir en un esquemailustrativo de las
inhibiciones encontradas:

Ü

C

8-000H—> 7-0003a 4-000Hporfirinógeno

Estas inhibiciones por sustratos se pueden deber a una competición entre

los diferentes porfirinógenoe o a complejos enzima-sustrato menosefectivos

o inefeotivos, cuya formación se vería favorecida por concentraciones eleve

das de sustrato, aunque los modelos más simples no se adaptan a los datos

obtenidos (pág.106). La competición entre porfirinógenos parece improbable

másallá del firiaporfirinógeno, en la descarbozilación secuencial, debido

a las pequeñas cantidades de heracarboxiporfirinógeno y pentacarboziporfiri_

nógeno. Conrespecto a los complejos enzima-sustrato poco efectivos, se pue

den relacionar con lo expuesto acerca de las enzimas multivalentes (pág.25)

si se piensa que una enzima bi-ocupada (D2) podría dar producto a una velo­

cidad menor que la mono-ocupada (D1), es decir k28<í kla. A medida que la
cantidad de sustrato aumenta, partiendo de valores bajos, primero predomina

rán las enzimas mono-ocupadas(D1)y la velocidad tenderá pues al correspon­

diente valor de saturación, o sea k1a x Et. Pero si la cantidad de sustrato
sigue aumentando, va creciendo gradualmente la proporción de enzima bi-ocu­

pada (D2), que daría producto a menor velocidad, y por consiguiente la velg
cidad de la reacción total decrecería, pues tendería al valor de saturación

kza X Etc

A altas concentraciones de uroporfirinógeno III fueron observadas también

inhibiciones con los sistemas de eritrocitos de pato (23) y glóbulos rojos

de conejo (25).
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En cuanto a las constantes, en este trabajo se hallaron los siguientes va­

lores de KMaparentes (pag.106): 5110-6 H para el uroporfirinógeno III y
1,3110-6 H para el firiaporfirinógeno III. Hauzerall y Graniok informaron(25)

una KMaparente menor que 5110-.6Mpara el uroporfirinógeno III, con la en­
zima de glóbulos rojos de conejo; Hoare y Heath (35) han dado datos que peg_

miten deducir que el valor de KMen Rh. spheroides sería menor que 8110-6 M;

Romeoy Levin (78) encontraron una al aparente de 1,01130.6 ll para uroporfi
rinógenoIII.

Conreferencia a la serie isomérica I, se obtuvieron resultados diferentes

a los de la serie III (pág. 67), utilizando preparaciones enzimáticas par­

cialmente purificadas. La velocidad de descarbozilación del uroporfirinóqg
no I fue menorque 1a del uroporfirinógeno III (Tabla N° 17, pág. 69), re­

sultado similar al obtenido con la decarboxilasa de glóbulos rojos de oong

jo (25) y de eritrocitos humanos(37), pero diferente al de 1a enzima de

bazo de ratón (78), donde se informa una velocidad igual para los isómeros

En cuanto a1 curso de reacción cuando se parte de uroporfirinógeno I, no se

encontró acumulación del porfirinógeno de 7 COOHy sí una cantidad relatijg

mente elevada del de 5 COOH.Algo similar obtuvieron Hoare y Heath (35), con

una preparacion parcialmente purificada de Rh. spheroides, y Chuy Chu (42),

con hemolizados de eritrocitos de pollo. En cambio, Romeoy Levin (78) no

detectaron intermediarios. La diferente distribución cuantitativa de los ig_
termediarios para las series isoméricas I y III podría deberse a la existen

cia de enzimas distintas (pag. 67) o bien, en el caso de tratarse de la mdg_

ma enzima, a una diferencia en el mecanismode la descarbozilación.
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R E S U M E N

. Se estudian las condiciones de determinación de actividad del sistema des
carboxilante que transforma uroporfirinógenc III en coproporfirinógeno III

(Porfirinógeno carbozi-liasa) en eritrocitos de pollo, hallándcse que la

reacción está favorecida por anaerobiosis, pH aproximadamenteneutro, glg

tation y EMA. El M3012no tiene ningún efecto y la cisteína y el p-mer­
captoetanol son inhibidores.

Se realiza una purificación de dicho sistema, basada en procesos de inter

cambio iónioo sobre DEAE-Celulosa(en tanda c "batch" y en columna) y pre

cipitacicnes salinas. Se obtiene de ese modouna proteína activa, homogé­

nea de acuerdo a su comportamientoelectroforéticc. Ciertas evidencias in
dican que podría tratarse de una sola especie molecular.

Se estudian algunas características del sistema enzimática: es relativa­

mente estable en un estado intermedio de pureza, es lábil al calor y para

ce poseer grupos sulfhidrilos y disulfuros que deben mantenerse comota­

les pera que no se pierda actividad. Se encontró un efecto activador no

clásico del glutation.

Durante el curso de la descarbozilación enzimática del uroporfirinógeno se

detectan los porfirinógenos de 8 a 4 carbozilos y durante la del firiapog
firinógenc, los de 7 a 4 carboxilos.

Se verifica la existencia de dos etapas en la reacción de descarboxilaoión:

1) B-CDOH—>7-OOOHy 2) 7-000H —)4-000H porfirinógeno, siendo la velo­

cidad de la primera mayor que la de 1a segunda.

La velocidad de cada una de las etapas mencionadas tiene diferente suscep­

tibilidad frente a diversos agentes: calentamiento del sistema enzimático,
oxígeno, sales, uroportirina III. Todosellos inhiben en mayorgrado la

segunda etapa. El aumento de la temperatura de reacción hace incrementar
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en mayorproporción la velocidad de la primera etapa.

Se estudia la cinética de las reacciones de descarboxilaoión enzimática,

determinándoselos siguientes valores de anaparentes: 5le"6 H para el
uroporfirinogeno III y 1,3110-6H para el firiaporfirinógeno III. Se ob­
servan efectos de inhibición por sustrato tanto con uroporfirinógeno como

con firiaporfirinógeno. El uroporfirinógeno inhibe su propia descarboxilgï
ción y probablemente la de firiaporfirinógeno a ooproporfirinógeno. El

firiaporfirinógeno inhibe también su propia descarboxilación y, además,
la del uroporfirinógeno.

En base a los resultados obtenidos, se discuten en una forma general el

mecanismode desoarboxilación para la serie III y las inhibiciones por sus
trato.

Se describen las características de la descarboxilación del uroporfirinó­

gano I a ooproporfirinógenoI, que presenta diferencias frente a la serie

III. Aparte de ser menosveloz, es distinta la distribución cuantitativa
de los productos de descarboxilaoión parcial. El intermediario de 7 car­

boxilos no se acumula comoen el caso de la serie III y el de 5 carbozi­

los se encuentra presente en mayorcantidad que en la serie III.
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