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Se

ha estudiado la obtencidn a partir de la levadura de

panaderia (Saccharomyces cerevisiae) de la enzima responsable

de la fijacién de anhfdrido carbénico por dicho microorganismo

¥y cuyas propiedades permiten clasificarla, de acuerdo a la no-

menclatura adoptada por Utter, como una carboxiquinasa fosfo-

enolpirivica que cataliza la carboxilaciédn reversible del fos-

foenolpiruvato de acuerdo a la ecuacidén:

CO2 +

Mn++
PEP ¢ ADP ———3 OA + ATP

Se ha desarrollado un método de obtencién y purificacidn
de la enzima a partir de polvo aceténico de levadura que com-

prende las siguientes etapas:

A)
B)

c)

D)

E)

F)
G)
H)
I)

J)
La

electroforesis libre y ultracentrifugacién analitica como un sis-

Extraccién de la enzima con buffer borato 0.05 M

Adsorcién negativa con gel de fosfato preparado "in
situ".

Precipitacién con sulfato de amonio entre 42 y 55% de
saturacién final. Didlisis alcalina, para eliminar el
sulfato de amonio y la cocarboxilasa.

Eliminacién de nucleatos por precipitacién con sulfa-
to de protamina.

Fraccionamiento aleohélico en presencia de iones Ca*t,
recogiendo la fraccién que cae entre 8.5 y 17% de con-
centracién alcohélica (v/v).

Precipitacién con sulfato de amonio. Didlisis.
Fraccionamiento alcohélico en presencia de iones zn**.
Precipitacién con sulfato de amonio. Didlisl s.

Cror.atografia en columna de dietil amino etil celulosa
(DEAE) (o alternativamente en columna de hidroxilapatita)

Electroforesis de zona en columna de celulosa.

preparacién final se comporta en los experimentos de

tema aparentemente homogeneo.

La

enzima cataliza el intercambio de 01402 eon el carboxi-

lo @sd@l oxalacetato a un pH éptimo cercano a 6.1 siendo la

reaccién dependiente de la presencia de ATP e iones Mn**. En esas

condiciones se pudo aislar oxalacetato radioactivo como 2-4 di-
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nitrofenilhidrazona, la cual se identificé por cromatograffia en
papel y radioautograffa. La accién activadora que el ADP y el
fosfoenolpiruvato ejercf{an sobre la reaccién de intercambio su-
girié que ambos compuestos podrian estar involucrados en la
reaccién de fijacién, pero los prineros ensayos de carboxilacidn
directa del fosfoenolpiruvato realizados con extractos poco pu-
rificados y en diversas condiciodes experimentales fueron nega-
tivos. Ello recién fué posible llevando a cabo la reaccidén de
carboxilacién en presencia de la transaminasa aspdrtico-glutéd-
mica y glutanato o de la mdlico dehidrogenasa y DPNH. En el pri-
mer caso utilizando 01402 se pudo aislar y caracterizar por cro-
matografia en papel y radioautografia, aspartato radioactivo y
en el segundo caso se pudo segulir espectrofotometricamente el
curso de la reaccién de oxidacién del DPNH.

La reaccién de carboxilacién del fosfoenolpiruvato requie-
re ADP e iones Mn** y tiene lugar a un pH dptimo de 5.4. E1l pi=-
ruvato mas ATP no pueden reemplazar al fosfoenolpiruvato y ADP.
La formacién de ATP duraente dicha reaccién y la estequiometria
de la misma se estudiaron utilizando un fosfoenolpiruvato marca-

32

en el grupo fosfato y llevando a cabo la reaccién en

presencia de 01402. La determinacién de las radioactividades

do con P

correspondientes al ATP y oxalacetato formadas en esas condicio-
nes permitié comprobar una estricta relacién estequiométrica en-
ire ambas.

La reaccién es especifica para los polifosfatos de la ade-
nosina, siendo la enzima inactiva con derivados de la guanosina,
inosina, citidina y uridina ya sea en la fijacién directa o en
la de intercambio, en cambio los deoxiderivados de la adenosina
resultaron parcialuente actiwos.

S1i bien los extractos impuros presentan una parcial acti-
vidad en ausencia de cationes divalentes, los extractos altamen-
te purificados son sumamente dependientes de los mismos. El 1on
Mn*t
siguiéndole en irmrortancia, el zn**, el Co++. el Mg** y el ca*t.

es el mas activo de todos los cationes divalentes ensayados,




Se estudié la influencia de la concentracién de bicarbo-
nato en la reaccién de carboxilacién pudiéndose determinar la
K _(C0,) = 9.9 x 1074 y 1a K, (CO.H) = 5 x 10 3y,

Los reactivos de tioles ejercen accidén inhibidora sobre
la enzima. E1 p-cloromercuribenzoato fué el més efectivo pues

4M tuvo una aceiédn inhibidora de casi el

en concentracién 10
100%. En esas condiciones la enzima puede ser reactivada par-
clalmente por el glutation reducido, dependiendo el grado de
reactivacién de la duracién del perfodo previo de incubacién de
la enzima con el inhibidor. El melarsen fué menos efectivo (20%
de inhibioién con una concentracién 0.66 x 10-3M). El iodoso-
benzoato y la N-etilmaleimida en oconcentraciones 7 x 10.4 y

5 x lO'*M respectivamente fueron inactivos.

De los inhibidores de la asimilacién de anhf{drido carbé-
nico por la célula entera, que se ensayaron; 2-4 dinitrofenol,
fluoruro y azida sédica, tan solo el Yltimo fué capaz de inhi-
bir en forma significativa a la enzima.

La enzima ejerce una marcada accién decarboxilante espe-
cificamente sobre el oxalacetato, siendo la reaccién dependien-
te de la presencia de concentraciones cataliticas de ATP, reem-
plazable por ADP 6§ AMP y sus deoxi-derivados. Los otros nucleé-
sido trifosfatos ensayados carecen de accién activadora sobre
la misra. Cuando la reaccién se rcaliza en presencia de ATP, los
productos de la reaccién son piruvato y fosfoenolpiruvato. Es-
te dltimo compuesto se identificé utilizando ATP marcado con
P32 en los gru,os fosfatos K’y (5 y aislando un fosfoenolpiru-
vato radioactivo. En los trabajds de rutina el fosfoenolpiruvato
se determiné por el ortofosfato liberable por nitrato mercirico.
Con ADP § A*P el fosfoenol . iruvato no se forma durante la reao-
cién de decarboxilacién.

Se debe descartar la posibilidad de que el ATP actie en
concentraciones catal{tica en la reaccién, debido a su regene-
racién continua a traves del sistema de la quinasa pirdvica, por-

que si bien se determiné la presencia en los extractos utilizae




dos de esta Wltima enzima, la misma requiere estrictamente la
presencia de Mg** é Hn*+. en contraste con lo que ocurre con la
actividad oxalacético decarboxilante de la enzima de levadura,

++, ++, ++
?

que es inhibida por cationes divalentes (Mn**; Zn cd "; Co

y Mg*t).

También los agentes comylejantes de metales tienen aocién
inhibidora sobre la mencionada actividad decarboxilante. As{ el
verseno y la o-fenantrolina en concentraciones 6.7 x 10.6 y
5 x 10-5M ejercieron una inhibicién cercana al 100%. La 8-hi-
droxiquinolina y el dietilditiocarbamato de amonio presentan
una accién inhividora comparativamente menor. La accién int ibie
dora del verseno puede ser suprimida por el agregado de un
concentracién adecuada de iones Mn**, pero en ese caso se Ob-
serva la accién inhibitoria propia del Mn*?*,

Al igual que la reqccién de fijacién, la reaccién de de-
carboxilacién es inhibida por los reactivos de tioles, siendo
el mis efectivo el p-cloromercuribenzoato, siguiéndole en im-
portancia el melarsen, N-etilmaleimida, iodosobenzoato y el io-
doacetato.

Se discute la posibilidad de gue ambas actividades (fi-
Jacién de anhfdrido carbénico y decarboxilacién del oxalaceta-
t0) correspondan a una misma enzima o bién e-tén relacionadas
con entidades proteicas indepgcndientes.

Adends se describen una serie de experimentos realizados

32-—fosfoenolpiruvato y 014

con P 02 que pueden interpretarse co-
mo un indicio de la formacién de un complejo intermediario en-
zima-sustrato sobre el que se llevar{a a cabo la reaccién de
carboxi laci én.

Finalmente se discuten los posibles mecanisiios enzimé-
ticos involucrados en la reaccién, en relacién a los resulta-
dos obtenidos con la enzima de levadura de panaderfa y otras

enzimas similares.
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mibulosa 1-5 difosfato
6cido 3 fosfoglicérico
frifosfopiridin nucleétido
TPN reducido

difosfopiridis nucleétido
DPN reducido

adenosina menofosfato
adenosina difosfato
adenosina trifosfato
guanosina difosfato
guanosina trifosfato
citidina difosfato
citidina trifosfato
inosina difogfato

inosina trifosfato

uridina difosfato

Pibosa 5-fosfato

Fructuosa 6-fosfato

2=4 dinitrofenilhidrazona
S-amino=-4-imidazol (N-succinilcarboxamida) ribétido
pirofosfato de tiamina
paracloromercuribenzoato
fosfoenolpiruvato
oxalacetato

ortofosfatoe

pirofosfato

Coenzima A

dcido tricloroaecético
dcido etilendiaminotetracético (verseno)




CAPITULO I

INTRODUCCION

LA ASIMITACION DEL ANHIDRIDO CARBOWICO
POR SISTEMAS BIOLOGICOS

La agimilacién de anhidrido carbénico es un fendémeno biolégico ampliamen
te distribuido en la naturaleza y que se ha puesto de mesnifiesto en ecasi to
das las formas de vida, animales, plantas superiores, algas, hongos y bacte
rias. Si se exceptua la asimilacién fotosintética y quimosintética del an-
hidrido carbénico (la primera de las cuales ya era conocida en el siglo
XVIII por los estudios de Priestley) y algunas observaciones aisladaa sobre
el requerimiento de anhidrido carbdénico para el desarrollo de clertos mierg
organismos (1;2 y 3), el anhidrido carbénico era considerado hasta hace re-
lativamente poco tiempo, exclusivamente como un producto final del metabo -
lismo y no como un sustrato activo en gran ndmero de procesos biosintéticos
que conducen a la incorporacion del mismo en las estructuras celulares.

Aun cuando Lebedev en 1921 habla adelantado la hipétesis de la existencia
de la fijacién de anhidrido carbdénico por brganismos heterotrofos, es recién
en 1935 que Wood y Werkman estudiando la fermentacién del glicerol por 1las
bacterias propibénicas, demuestran por primera vez la asimilacién del anhi -
drido carbénico (4) y su utilizacién en la sintesis de ascidos dicarboxili -
cos (5), por microorganismos heterotrofos tipicos. Poco tiempo después un
fenémeno similar era estudiado en tejidos de animales (higado de paloma) ca
sl simulténeamente por Evans y Slotin (6); Krebs y Eggleston (7) y Wood ,
V¥erkman, Hemingwsy y Nier (8) y en protozoarios por Niel y col, (9). Desde
entonces se han llevado a cabo estudios intensivos con el fin de resolver
tres tipos de problemas: a) V{és de incorporacién biologica de anhidrido
carbénico en células o tejidos; b) Naturaleza de las reacciones de fijecién
y sistemas enzimdticos correspondientes, 1o que comprende el aislamiento y
purificacién de los mismos, y ¢) Significado fisiol6gico de los mecanismos
involucrados, y en caso de coexistencia de varioa mecanismos, participacidn
relativa de cada uno de ellos en el proceso total,

La amplitud del tema y la existencia de excelentes monograflas sobre el
mismo (10,11,12 y 1%) exime de analizar todos los aspectos del problema ex-
tensamente, lo que por otra parte excederia los alcances de esta introduc -
cién, No obstante lo cual es conveniente dar un panorama general sobre el
eatado actual de los conocimientos de las reacciones primarias de fijacidn
con especial atencidén a las reacciones que podemos agrupar bajo el nombre
genérico de "reaccidn de Wood y Werkman™ y a cuyo grupo pertenece la reac -
cién catalizada por la enzima objeto del presente estudio.
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REACCIONES PRIMARTAS DE FIJACION DE ANHIDRIDO

CARBONICO

Se puede definir como reaccién primarig de fijacidn a la reaccién me -
diante la cual se forma inicialmente una unidén C-C de tipo orgénico entre
el anhidrido earbénico y otro compuesto (Wood, (14)). Actualmente conven -
dria ampliar la definicién de tal manera de poder incluir tambien a-una for
ma activada del anhidrido earbdnico como posibie agente carboxilante. Las
regceciones secundariag son aquellas mediante las cuales un gran ndmero de
compuestos pueden derivarse de 1o productos de la reaccién primaria.

El numero de reacciones primarias de fijacién que actualmente se conocen
es grande y aun cuando en casi todos los casos estudiados, La figacidn se
traduce en la incorporacién de un grupo carboxilo sobre el sustrato respec-
tivo, existe una gran heterogeneidad en lo que a sustratos, cofactores,pro
piedades, mecanismos de reaccidén y sistemas biol6gicos en los que intervie-
nen, se retiere, A continuacion se indican las principales reaccicmes de
carboxilacién estudiadas hasta el presente,

A) CARBOXILACION DE LA RIBULOSA DIFOSFATO (RIBULOSA DIFOSFATO CARBOXILASA O

CARBOXTDISMITASA) '

Es la enzima principalmente responsable de lLa 1rijaéion de anhidrido car-
bénico en los arganismos foto y quimosintéticos (como veremos después pue -
den ® existir también en los mismos otras vias de incorporacién de anhidri-
do carbénico). Los trabajos de Calvin y colaboradores sobre la fotosinte -
sis en plantas verdes condujeron a establecer el funcionamiento en les mis-
mas de un ciclo de reacciones mediante el cual el anhidrido carbénico es
transformado, en presencia de la luz y agua, en compuestos policarbonados .
El mismo puede ser dividido en dos grandes etapas, una que puede llevarse a
cabo en la oscuridad ("dark reaction") y durante la cual el anhidrido carbd
nico reacciona con La RuDP para dar un compuesto inestable de 6C que se rom
pe para dar dos compuestos de 3C cada uno, Por Lo menos uno de elloa es
3*PGA. E1 otro puede ser también 3:PGA o bien otro compuesto de 3C como ser
la triosa fosfato (gliceraldehido fosfato)., En la segunda etapa o serie de
reacciones, el 3-PGA es reducido a triosa tosfato con ATP y TPNH derivado de
la reaccién a la luz y agua, la cual a su vez por otra serie de reacciones
regenera a la RuDP.

RuDP.
energle radiante (fotosintesis)
o f~CO, (En la oscuridad)
energla quimica (quimosintesis)
PGA

El resultado neto del ciclo es la convergidén de 6 moies de anhidrido car

bénico en un mol de fructuosa-6-P de acuerdo con la ecuacién:
6 002 + 18 ATP + 12 TPNH —— F'6°P + 18 ADP + 12 TPN + 17 Pi (10)

La reaccién catalizada por la ribulosa difosfato carboxilasa tué postula
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da y demostrada por Calvin y sus colaboradores. (15) casi simultdneamente con
Horecker (16), y posteriormente purificada a partir de hojas de espinaca por
Jacoby y col. (17), Racker (18) y Wéissbach y col. (19). Estos dltimos 1la
obtuvieron en un estado casi puro, electroforeticamente considerado. Su pe

so molecular calculado por medidas de sedimentacidén y difusién, es de
300,000, La enzima purificada cataliza la reaccién:

?Hzo-POB

C= Coo™

CHOH + 00, —» 2 léHon + oH"

%HOH CH20-P03

CHpO-PO3 )
Ribulosa 1-5 difosfato” 3-t'oafoglicerato

La misma es practicamente irreversible. El1 H para la reaccién es de
-5000 cal a 25°C, Es especifica para RuDP y necesita la presencia de iones
divalentes como el Mn™* y el Mg** ; el Co**, Nit* Yy Fe' son menos efecti-
vos., Parece ser una enzima sulfhidrilo porque es activada por el GSH y 1la
cisteina, e inhibida por los reactivos de sulfhidrilos, Existen varios me-
canismos propuestos para la reaccién enzimdtica (consuitar Utter (11)). Si
bien durante la reaccidn catalizada por la enzima "in vitro®, o bien "in vi
vo"™ en la oscuridad, se forman 2 moleculas de 3PGA por cada molécula de RuDP
carboxilada, hay serias dudas de que ocurra lo mismo durante la carboxila -
cién "in vivo" a la luz, Bassham y Kirk (20) demostraron que la carboxila-
cién de la RuDP "™in vivo"™ a la luz parece ser seguida por la conversidn del
producto de la misma en una molécula de PGA yuna molécula de otro compuesto
de 3C no identificado, pero distinguible cineticamente, que los autores su-
gieren que podrfa ser triosafosfato o bien un "pool®™ pequefio de PGA separa-
do de alguna manera del compartimiento del "pool"™ principal de PGA. Un he-
cho interesante que hace nota. Racker (18) éon réspecto a esta.enzima es la
baja actividad y baja afinidad por el annidrido carbénico (Km = 2x1072) que
tiene cuando se la ensaya "in vitro", que no parece ser compatible con la
velocidad de incorporacién durai:te el proceso totosintético ™in vivo™ con
tensiones bajas de anhidrido carbénico, lo cual lo lleva a suponer que el
comportamiento de 1la enzima en la cé&lula intacta es diferente, o que un com
ponente muy labil que facilita la carboxilacién se destruye al romperse 1la
célula,

B) CARBOXILACION DE LAS ACILCoA
Hasta el momento se nan estudiado cuatro reacciones correspondientes a
este tipo de carboxiliacion a las cuales debemos agregar las de transcarboxi
lacién., Dichas reacciones son catalizadas por las siguientes enzimas:
PROPIONILCoA CARBOXTIASA. Cataiiza la reaccién;
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CH coo™
K |
CH2 s CH-CH3 s = +
| + C0p + ATP + Hy0 —>» | + ADP + Pi + 2H
co Cco
| I
SCoA SCoA
PropionilCoA metil malonilCoA

Interviene en la interconversién de propionato y succinato en los anima-
les por medio de un mecanismo que tué aclarado por ios trabajos de Ochoa ¥y
colaboradores (21, 22, 23, 24 y 25) y que comprende la siguiente serie de
reaccionest

ATP + CoA + propionato =——3» propionil CoA + ALP + P-P (a)
ATP + CO, + propioniiCoA —3¥— metilmalonilCoA + Pi + ADP (b)
Metil malonilCoA — succiniiCoA —P succinato (c)

catalizadas por las siguientes enzimas: a) PropioniiCoA quinasa, b) la
propionilCoA carboxilasa, c) La metilmalonilCoA isonmerasa y la succinilCoAd
deacilasa, '

La reacci6n b) catalizada por la propionilCoA carboxilasa en un princi -
pio se creyé que procedia en dos etapas, en la primera de Las cuales el an-
hidrido carbonico era activado por el ATP liber4ndose rosrato inorgénico, y
en la segunda etapa se mroduciria la carboxitacién de la propionilCod por el
"CO, activo®™, La activacién se creyo qugrﬁebida a la accién de la "tluoro-
quinasa" de Ochoa (26) pero la puriticacién y cristalizacién de La misma de
mostré que no tenia ninguna funcion en la reaccién. La propionilCoA carbo-
xilasa ha sido ultimamente obtenida al estado crastalino por Ochoa y sus c2
laboradores (27) a partir de corazén de cerdo, y el anélisis electroforéti-
co y en la ultracentrifuga la sefialaron como homogena., La misma es capaz
de catalizar la reaccién total b), es decir que sl nay previa activacién del
anhidrido carbonico ambas reacciones son llevadas a cabo por la misma enzi-
ma, Tiene un peso molecular de 700.000 y es dependiente de Mg++ Yy grupos-SH,
Contrariamente a lo senalado en un trabajo anterior (25) la enzima contiene
cuatro moléculas de biotina por cada molécula de enzima. Tiene también ung
ligera accién carboxilante sobre la butiril, crotonil y acetil coenzima A .

DIMETIL ACRILILCoA CARBOXIIASA: En la serie de reacciones en el metabo-
lismo de la leucina que conducen a su transformacién en acetoacetato y ace-

111CoA, tiene luger intermedisriemente una reaccién de carboxilacién de une
ecilCoA, la dimetil acrililCoA a @metilglutacbnilCdA. De acuerdo con la re

accién:

CH

x g -00C-CH,, = = .
~ C=CH~CO-SCoA + ATF + CO, + H,0 5> N C=CH-CO-SCoA+ADP™+Pi” +2H
CH,*” CH,
3 3
dimetil ecrililCoA gimetil glutaconilCoA

La enzima he sido purificada a partir de un Mycobecterium por Lynen y col.
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(30). En higado de pollo se estudid una enzima similar (31). La actividad
enzimdtica es inhibida pcir avidina y la enzime aislada de Mycobacterium pa-

rece tener biotina,
ACETILCoA CARBOXILASA. Cataliza la carboxilaeldén ge l1la AcetilCoA a malo -

nilCoA de acuerdo con la reaccibn:
+4

Mg - = = +
CHS—CO~SCOA + ATP + COZ + H20 —E—QPCOO -CHZ-CO—SCOA + ADP + Pi + 2 H

¥ Jjuega un papel importasnte en la biosIntesis de &cidos grasos., La enzima
fué estudiada por Wakil (32) en higado de aves y por Férmica y Brady (33)
en corazén de cerdo e higado de paloma, Wakil y Ganguly (34) inforusron de
la presencia en la enzima por ellos estudiada, de biotina y la necesidad de
un ion divalente (Mn++). Kasumore y col. (35) encontraron que extractos 11
bres de célules de M, evium, M, smegmatis y Nocardia asteroides pueden car-
boxilar reversiblemente la acetilCoA para dar malonato o un derivado del mig
mo en presencia de Mg++ 6 Mn++, pero en este caso el ATP no so0lo no es necg
sario para la reaccién, sino que actda como inhibidor de la misma,
BUTIRILCoA CARBOXTLASA. La carboxilacién de la butirilCoA a 2—etilmelpg
nilCoA ha sido estudiada por Stern, Friedman y lklenon (36, 37) en mdsculo es
quelético de perro, misculo cardiaco de perro e higado de buey, pollo y ra-
ta. Se requiere ATP y un ién divalente Mn++ é Mg++ y procede de acuerdo a

la reaccién:

++
butirilCoA + CO, + ATP + H,0 P 2-etilmulonilCoh + (ADP+Pi)

La reaccién es inhibida por la avidina. Los extractos utilizados catali
zan también la carboxilacién de la propionilCoA y la acetilCoA pero como s«
trata de extractos muy crudos no es posible afirmar por el momento que lag
tres reacciones sean catalizadas por la misma enzima,

Ademds de las mencicnadas AcilCoA carboxilases, Bachhawatt y col, (38)
comuniceron la carboxilacién de la @’hidroxiisovalerilCoA a f9hidroxi:3metxl
gluterilCoA por extractos de higado de rata y corazéon de cerdo; Yy Tustenoff
y Stern (39) de la carboxilacién de la crotcnilCoA a glutaconilCoA en pre -
sencia de ATP y Mg++ 6 Mn™" cor. extractos de higado de rata, reaccién rela-
cionada con el metabolismo del glutarato. En ambos casos parece ester 1la
biotina involucrada en la reaccidén.

En cuanto al mecanismo de accién, Lynen y col, (30) han propuesto un es-
guema generel, con participacién de un complejo intermediario enzima-bioti
na-&nhidrido carbdénico, que en el caso de la carboxilacién de la dimetil -

acrililCoA serfa:
ATP + biotina-enzima z—_-)- ADP-biotina-enzima + Pi
ADP-biotina~enzims + 002 12?—4-' COz-biotina-enzima + ADP

C02-b iotina-enzima+dimetilacrililCoA —e‘hbiotina-enzi ma+metil glutaconilCoA

TRANSCARBOXTLASAS. Las bacterias propiénices se sabla que formatan pro-
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piénico durante la fermentacién del glicerol y también de le lactosa, glucy
sa, etc. y de acuerdo con las primitivas ideas de Wood y Werkman (4,5) se
aceptaba que dichos sustratos se transformaban en piruvato el cual era car-
boxilado a oxalacetato y por la via del ciclo de los dcidos tricarboxilicos
convertido en suecinico el cual a su vez seria transformado en succinilCoA,
que al decarboxilarse darfa propionilCoA y anhidrido carbénico., Ultimamen-
te Swich y Wood (28) investigaron en el Propionibgcterium shermanii si 1la
fermentacién propionica procedia por la inversa de la serie de reacciones
a2), b) y c) seflalada anteriormente para los tejidos animales, y encontraron
que los extractos catalizaban una nueva reaccién que denominaron transcarbg
xilacién,

Piruvato + metil malonilCoA —— oxalacetato + propionilCoA

En dicha reaccién un grupo carboxilo es transferido, a través de un com-
plejo Enzﬁma-mclw, de un dador a un aceptor (en este caso metilmalonilCoA y
piruvato respectivemente)., Como la reacciébn es reversible, puece condu -
zir g la carboxilacién de la propionilCoA, actuando el oxalacetato como do-
nor del grupo carboxilo., Segdn dichos investigadores, la serie de reaccio-
nes que conduciria a la formacién de propiénico en las bacterias menciona -

flas serla la siguiente:

SuccinilCoA G—3 metil malonil CoA
Metil malonilCoA + E o3 propionilCoA + E-"Cl"
Piruvato + E-"Cl" — oxalacetato + E
Oxalacetato + 4 H —— succinato
Succinato+propionilCoA m=— succinilCoh + propionato

Piruvato + 4 H __}u? propionato

La blotina serfa un cofactor de la mencionada tzanscarboxilaciébn, y la
misma no reguiere Mg++ ni ATP., Es cuestibn actualmente de estudiar en los
microorganismos que decarboxilan el succinico o carboxilan el propiénico,si
los mecanismos per los cuales llevan a cabo dichas reacciones involucran
transcarboxilaciones del tipo sefialado anteriormente, reacciones semejantes
a las que ocurren en los tejidos animales, o bien alguna otra nueva reaccitn
no estudiada hasta el presente, (ver m4s adelante la hipbétesis de Siu y col.
2] respecto, al tratar la carboxitranstosforilasa fosfoenolpirivica).

Es de hacer notar que recientemente Halenz y Lane (29) han comunicado que
las preparaciones de propionilCoA carboxilasa por ellos obtenidas & partir
de mitocondrias de higado de bovino, poseen actividad de transcarboxilasa
pudiendo catalizar la rormacién de metilmalonilCoA a partir de etilmalonil
CoA y propionilCoA en ausencia de Mg++, ADP, ATP o Pi, posiblemente a tra -
vés de las reacciones:

EtilmalonilCoA + E~biotina 1?——3* E-biotina-002 + butirilCoA

E-biotina-CO2 + propionilCoA = metilmalonilCoA + E-bioting




Asi como la propionilCoA puede ser carboxilada a metilmalonilCoA en el
P, shermanii por una reaccién de transcarboxilacifén en la cual el oxalaceta
to actda como donor del grupo carboxilo, se ha demostrado que los extractos
de dicho microorganismo pueden también catalizar otras reacci ones de trans-

carboxilacién semejantes (28,108)

AcetilCoA + oxalacetato — malonilCoA + piruvato

ButirilCoA + oxalacetato = metilmalonilCoA + piruvato

REDUCIDOS

DIHIDROGENASA FOSFOGLUCONICA. Esta enzima cataliza la carboxilacidén re-
| ductiva reversible de la ribulosa-5-fosfato a dcido—6-fosfoglucénico en pre
. sencia de TPN reducido y cationes divalentes de acuerdo a la ecuacién:

?HZOH ?OOH

CO H-C-0H

| s 0™ H | + TPNY
H—?-OH + 002 4+ TPNH + H ——» HO-C-H
H-C-OH H:AC_OH

‘H

é 20P03H2 H é;OH

2OF03t,

Ribulosa-5-F 4cido 6-P-glucénico

Em una de las reacciones del denominado ciclo de las pentosas y se ha ds
mostrado en base a estudios realizados sobre la mencionada via metabdélica ,
que esté ampliamente distribuida en microorganismos, plantas, y animales
(consultar 10, 42 y 43). Horecker y Smyrniotis (40, 41) la han obtenido
parcialmente purificada a partir de levadura. Los mismés autores adelanta-
ron la hipétesis de que la reaccidén podria proceder por via de la formacién
de un ceto derivado intermediario, el &cido 3-ceto-6~fostoglucénico, pero
dicho intermediario no ha podido ser detectado, ni se ha podido separar 1la
actividad decarboxilante sobre dicho intermediario y la actividad dehidroge
nésica,

De Moss y col. (44) estudiaron en el Leuconostoc mesenternides uns dehi-~
drogenasa fosfoglucénica dependiente de DPN, y Hochster (45) en el Aspergi-
llus flavusoryzae encontraron aos denidrogenasas rositoglucénicas, una depen
diente de DPN y otra de TFN,

DEHIDROGENASA ISOCITRICA ("EnZIMA ISOCITRICA). Esta enzima descubierta
por Ochoa en misculo cardfaco (46) cataliza la reaccién reversible:




?OOH ?OOH
CH. H
+

| | . ™y T2 .

(IJH2 + 002 ++ TPNH + H g‘ CH-COOH <+ TPN

coO | OH

éOOH COQH
cetoglutédrico ac., 1lsocitrico

Ademds de la reaccidn mencionada la enzima es capaz de catalizar la de -
carboxilacién del oxalsuccinato a X cetoglutarato y anhidrido carbbnico, vy
' la reduceién del oxalsuccinato a isocitrato por el TPNH (47, 48), lo cual
hizo suponer en un principio que la decarboxilacién oxidative del isocitra-
to procedia en dos etepas catalizadas por enzimas diferentes (47),

d-isocitrato + TEN' ;E;:ff- oxalsuccinato + TPNH + H*
oxalsuccinato ;%::Er- -cetoglutarato + 002

Pero los trabajos posteriores de Moyle y Dixn (49, 50) y sobre todo los
de Siebert y col. (51, 52) demostraron que era imposible resolver el sistg
ma en dos sistemas enzimédticos independientes, pues la enzima altamente pu
rificada puede catalizar todas las reaccliones mencionadas, permaneciendo
constante la relacién entre dichas actividades a todo lo largo del proceso
de purificacién. Ademds comprobaron que el oxalsuccinato como tal no es un
intermediario libre de la reaccién total, porque cuando el 01402 se incor-
pora al isocitrato, o cuando el 014-isocitrato es convertido en alfacetoglu
tdrico en presencia en ambos casos de oxalsuccinato, este dltimo no se mar-
ca en grado significativo, adelantando la hipétesis de que més bien el in -
termediario podria ser un complejo oxalsuccinato-enzima., Contrariamente a
lo esteblecido antes (47) el Mg+* o el Mn++ son necesarios para todas las
reaccionesg catalizadas por la enzima.,

La presencia de la dehidrogenasa isocitrica he gido descripta en microoyx
ganismos, plantas y animales (5%, 10). En la levadura se han encontrado dos
enzimas (54) una dependiente de TPN, semejante en sus propiedades a la deg
cripta anteriormente, y otra dep:ndiente del DPN que requiere cantidades cg
talfticas de AMP y que decarboxila en forma irreversible al d-isocitrato y
no decarboxila al oxalsuccinato. También Plaut y Sung (55) encmtraron en
corazén de cobgyo y buey y en misculo pectoral de paloma una isocitrico de-
hidrogenasa dependiente de DPN que actda como la similar de levadﬁra.

ENZIMA MALICA. Esta enzime muy semejante en su comportamiento a la des-
hidrogenasa isocitrica, estd relacionada en su descubrimiento con las prime_
ras pruebas experimentales de la fijacién de anhidrido carbénico por teji -
dos animales (6, 7). Si bien su existencia tue sugerida por los trabajos
de Lwoff y col. (56, 57), tué demostrada por primera vez en higado de palo-
ma por Ochoa y col. (58, 59) y se comprobé que cataliza la carboxilacién re

ductiva reversible del piruvato en presencia de TPNH y Mn+* para dar l-malg




to y TENT .
C|:H3 Mn++ (1300 -
e +
fIJ-o + C0p + TPNH ——>~ <|3112 + TPN
Co0~ ICHOH
coo~

La enzima también decarboxila al oxalacetato y esta decarboxilacién es
est imulada por el TPN, Como en el caso de la enzima isocitrica en que se
habia postulado al oxalsucecinato como un posible intermediario de la reac-
cién, en este caso, en un principio también se supuso que el oxalacético pgo
dria ser el intermediario, pero diche posibilidad se descart6é pués la utili
zacién de 01402 permitié demostrar la no rotulacién del oxalacetato cuando
este se incubaba con la enzima, malato, TPN, Mn** y 01403HNa, incorpordndo-
se no obstante este Ultimo en el 7 carboxilo del malato, Rutter y Lardy
(61) obtuvieron la enzima mélica de higado de paloma con un alto grado de
pureza sin poder separar las dos actividades. Corroboraron también la espe
cificidad del TPN con respecto a ambas actividades y sugirieron que las migs
mas estén asociadas a un mismo centro activo de la enzima.

En Lactobacillus arabinosus (L, plantarum) existe una enzima mdlica de -
pendiente de DPN que tiene caracter adaptativo (62); y en Ascaris lumbri -
coides (63) y en la hemolinfa de la larva del gusano de seda (64) se han deg
cripto sendas enzimas mdlicas dependientes de DPN y TPN respectivamente,que
carecen de actividad oxalacético decarboxildsica.

La enzima dependiente de TPN estd muy difundida entre los seres vivos
pués se la ha encontrado en higado de aves y mamiferos, corazén, cerebro y
rifion, en Escherichia coli y otros microorganismos y en tejidos de plantas
superiores (53, 65, 66), especialmente en hojas verdes,

Las reacciones catalizadas por la enzime m4lica y las dehidrogenascitri
ca y fosfoglucénica estén desplazadas, en las cendiciones de baja tensién
de anhfdrido carbdénico gue comunmente prevalecen en los sitemas bioidbgicos,
nacia una decarboxilacit6n franca, no obstante lo cusl se ha podido obtener
sintesis neta de d-isocitrato y 1l-malato por carboxilacién del ¥ cetogluta-
rato y piruvato respectivemente, acoplando a los sistemes mencionados otro
sistema que proveea continuamente de TPNH, como el de la glucosa fosfato
deshidrogenasa:

Glucosa—6-P + TAN™ + H,0 =—a= 6-P-gluconato™ + TPNH + 2 H"

resultando la reaccién total:

TPN
glucusa=6-P + piruvato (cetoglutédrico) + CO2 —_—

——m 6-P-gluconato + l-malato (d-isocitrato)

En el caso de la enzima mdlica el agregado al sistema anterior de la fu-
maraesa que transtorma al malato formado en fumarato, desplaza todavia més la
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reaccién en el sentido de la carboxilacién. En ese sentido son muy intere-
santes las experiencias de Vishniac y Ochoa (67, 68), los cuales, utiliza -
ron como sistema regenerador de TPNH, al sistema fofoquimico de los cloro -
plastos capaz de catalizar la reaccién:

§ H0 + TN —38% 5 } 0, + TPNH

fragmentos
cloroplésticos

En esa forma incubando a la luz la enzima y los sustratos respectivos en
presencia de cloroplastos aislados de hojas de espinaca y cantidades catall
ticas de TPN se observé una marcada formacién de l-malato y d-isocitrato que
- no oecurre en la oscuridad o cuando se omite la enzima correspondiente o el
| TPN,

D) REACCION DE WOOD Y WERKMAN

Bajo este nombre genérico de "reaccién de Wood y Werkman® podemos actual
mente agrupar a una serie de reacciones que si bien presentan una gran hete
rogeneidad en lo que naturaleza del sustrato, cofactores y mecanismo de re-
accién se refiere , tienen en comin el hecho de sintetizar oxalacetato por
carboxilacién de un compuesto de 3 C, Wood y Werkman en sus estudios sobre
la fermentacién del glicerol por las bacterias propidénicas (4, 5) demostra-
ron que se producla en el medio un aumento de carbonc orgdnico total, equi-
valente a la disminucién del carbono inorgdnico (anhicrido carbénico),y que
el succinico formado era practicamente el responsable de dicho aumento, 1lo
cual pareceria indicar que habia habido una fijacién de anhidrido carbdnico
sobre un compuesto de % C para dar un 4cido dicarboxflico de 4 C. Conside-
rando que el compuesto de 3 C que méds probablemente podia actuar como acep
tor de anhidrido carbénico en dicho sistema era el piruvato postularon 1la
reacciéns

?H3 ?OOH
cs0 + CO, —> CH
, 2 2
&OOH +=O
COOH
cido pirdvico écido oxalacético

como etepa primera en la serie de reacciones que hipotéticamente canduciris
a la formacién de succinicos

002 + CH300 COOH —> COOH CH, CO COOH
COOH CH2 co COOH + 2H ——» COOH CH, GHOH COOH

COOH CH, CHOH COOH 4+ 2H —>» COOH CH, CH, COOH + H,0

2 2

Y que experiencias posteriores (69) empleando 01302 parecieron confirmar

pués el rétulo aparecfa exclusivamente en los grupos carboxilos del succing
to.
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Resultados de experiencias posteriores de Evans y Slotin (6, 71) y Wood
y colaboradores (8) sobre la fijacién de enhidrido carbénico por extractos
de higado de paloma fueron también interpretados en base al funcimamiento
de la reaccién de Wood y Werkman, no obstante que hasta ese momento, no se
habfa tenido en ninguno de los casos, evidencia directa de la incorporacién
de anhidrido carbénico en el oxalacetato, Es en 1943 que Krampitz, Wood y
Werkman (72) trabajando con el Micrococcus lysodeikticus, un microorganismo
que por trabajos de Krampitz y Werkman (73) se sabfa que tenls una enzima
capaz de decarboxilar especificamente al oxalacetato al nivel del carboxilo
’ para dar piruvato y anhidrido carbénico, obtuvieron incorporacibn de
01302 en el mencionado carboxilo del oxalacetato durante la decarboxilacién
enzimdtica de este Ultimo, lo cual sugeria la reversibilidad de la reaccién
‘ de decarboxilacién, La reaccidén de intercambio se llevaba a cabo incubando
una suspensién de células lavadas con acetona, con oxalacetato y bicarbma-
to radioactive.y dejando que se decarboxllara la mited del oxalacetato pre-
sente, el resto del mismo era decarboxilado quimicamente con M7 5 citra-
to de anilina, que eliminan especificamente el carboxilo ﬁa del oxalacetato
Yy el anhidrido earbénico resultante era recogido y medida su radioactividad.
El fundamento de este método como medlo de de*erminar la actividad carboxi-
) lante de los extractos, residia en el hecho de que aunque el equilibrio de
la reaccién estuviera completamente desplazado hacia la decarboxilacién,de
tal manera que no se pudiera obtener una sintesis neta de oxalacetato, sien
do la reaccidén reversible deberfan coexistir simulté4neamente ambas reaccio-
nes lo cual permitiris que el anhidrido earbénico radiocactivo se incorpora-
ra al oxalacetato y pudiera ser detectado siempre que se detuviera la reac-
cién antes que todo el oxalacetato fuera destruido., Por otra parte si el
piruvato no fuera el verdadero compuesto sobre el cual se fijaba el anhidri
do carbénico (como se comprobé posteriormente), la reaccidén de intercambio
permitia salvar el inconveniente que representaba la ignorancia de la natu-
raleza del verdadero sustrato para la carboxilacién, pues la siguiente se -
rle de reacciones tendrian lugar durante dicha reacd én

COOH~CH,~CO-COOH ——> [x7] + co,
(%] + cfo, Z—=> c*oon-cHy=co-cooH

# #
COOH-CHZCO-COOH + C0, ———155 C"OOH-CH,CO-COOH + CO,

en la cual [ X{) representa al verdadero sustrato,

En laes mencionadas expenrdenclas de Krampitz y col., no se agregaba nin -
gin catidén 2 la mezcla reaccionante, pero ellos observaban que cuando traba
jaban con células deficientes en Mg+*, la reaccibn de intercambio no tenia
lugar a menos que se agregara dicho catién a1 medio,

Trabajos posteriores de Me Manus (74, 75) con extractos libres de célu’s:
las de M, lysodeikticus disl izados, corroboraron la necesidad de un catién
divalente, Mg** reemplazable por Mh**, para que la reaccién de intercambio
se llevara a cabo y que el ATP tenia muy poca infiuencia en la misma.
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Casl simultaneamente con Krampitz, Wood y Werkman; Evans, Vennesland Yy
Slotin (76) encontraban en extractos libres de cé&lulas obtenidos a partir
de higado de paloma tratado con acetona fria, una enzima termolabil, activg
da por Mn** con actividad oxaloacético-decarboxilésica Yy a cuya reversibili
dad atribulan la capacidad que tenian dichos extractos de fijar 01102 cuan-
do se incubaban con piruveto y/o fumarato en presencia de Mn**, En esos ca
sos la radioactividad aparecia en Los carboxilos del fumarato, malato, piru
,vato(') ¥y lactato (77). A pesar de ello no se habia podido obtener con los
mismos extractos fijacidén de anhfdrido carbénico radioactivo en el oxalace-
tato en las condiciones antes mencionadas para la reaccién de intercambio
(77). Ello recién se obtuvo cuando Utter y Wood (8, 79) afiadieron ATP ala
mezcla reaccionante, hecho posteriormente corroborado por Vennesland y col.
(80).

La identificacién del oxalacetato como el producto en el cual se incorpo
raba el 01402 por el sistema de higado de paloma fué hecha fehacientemente
por Utter (81l). Hasta ese momento el criterio que se nabla seguido para i-
dentificarlo era la decarooxilacién por AI+++ 0 citrato de anilina del o de
los productos de la reaccibn. Utter separd los &dcidos de la mezcla de reag
cidn usando cromatografia de particién en columna de silica gel con butanol
cloroformo, La fraccién que contenia el oxalacetato 1ué analizada por de -
carboxilacién con Al+++ comprobdndose que era homogenea y que la radiocacti-
vidad especifica del anhidrido carbonico desprendido era tan solo ligerame.
te superior a la eorrespondiente a la muestra original antes de ser someti-
da al fraccionamiento cromatogrédfico. Debemos mencionar el hecho de que ni
el sistema de higado de paloma ni la enzima del M, lysodeikticus carboxila-
ban directamente el piruvato para dar oxalacetato de acuerdo a la postulada
reaccién de Wood y Werkman., Los estudios de incorporacién de annidrido car
bonico en el oxalacetato por extractos de higado de paloma se complicaron
todavia mds cuando Ochoa demostr6 en Los mismos la existencia de la reaccién
que lleva su nombre por la que se realiza la carboxiiacién reductiva del
piruvato en presencia de TPNH para dar malato, pues en un principio se con-
sideraron ambas actividades como dependientes una de la otra, Segln Ochoa
(53) la reaccion de fijacién de anhfdrido carbénico en el hfgado era 1la co-
rrespondiente a la enzima mélica s la incorporacién de 01402 en el oxalace-
tato en presencia de ATP era un fenémeno secundario debido a una._.serie de
reacciones en las cuales intervenian el oxalacetato y el ATP que conducisn
a la formacidén de malato cuyo grupo {9 carboxilo se intercambiaba con el
01402 por accién de la enzima mélica, luego €l malato asi marcado se trans-
tormaba nuevamente en oxalacetato por accién de la mélico deshidrogenasa .
Utter (81, 84) para estudiar la pcsible relacién entre ambos mecanismos de
fijacidn de anhidrido carb6énico en extractos de nfigado de paloma, incubd el
extracto con oxalacetato y ATP y con malato y PN enpresencia de 01402 y

'
(.)Posteriormgnte se interpreté la fijacién de ctlo. en las condicimes uti
lizadas por dichos autores a través de La reaccitn fle la enzima mflica que

len esa época todavia no nabfa sido descubierta.
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comprobé que en el primer caso la radioactividad especifica del OA era 3 a
4 veces mayor que la del malato (lo cual exclula al malato como posible
precursor del oxalacetato) y en el segundo caso ocurria da inversa (lo cual
excluia al oxalacetato como precursor del malato)., Dichos resultados po -
dian ser interpretados en bese a las siguientes hipétesis; a) existencia
de dos mecanismos independientes para la fijacién de Q, por los extractos
de hfgado de paloma, uno dependiente de ATP que conduciria a la sintesis de
oxalacetato y otro dependiente de TPN para la siIntesis de malato; b) incor
poracién de anhldrido carbdénico en algin compuesto intermediario comdn a am
bos sistemas, que podrie evolucionar hacia la formacién de oxalacetato en
presencia de ATP o hacia la tormacidn de malato en presencia de TPN, hipote
sis también sostenida por Ochoa (85).

El probleme comenzé a aclararse definitivamente cuando Utter y Kurahashi
(86) aportaron evidencias de que era el fosfoenolpiruvato, en lugar del pi-
ruvato, el campuesto de 3 C gque actuaba como aceptor en la reaccién de car-
boxilacién que conducia a la formacién de oxalacetato. Es interesante ha -
cer notar con respecto a este punto, que ya en un trabajo de 1940 (70) Wood
Yy Werkman sefialaban la posibilidad de que en la reaccién de fijacidén de an-
hfdrido carbénico estuviera involucrado un ester fosférico, sugiriendo que
el mismo podrila ser un fosfopiruvato. Finalmente Utter y colaboradores en
una brillante serie de trabajos (87, 88, 89) demostraron que la. “enzima mé-
lica™ y la enzima responsable de la fijacién de enhfdrido carbénico en el
oxalacetato podian ser separadas completamente y purificadas, constituyendo
entidades independientes, aclarando ademis la naturaleza de la reacd én en-
zimdtica de sintesis del oxalascetato (carboxiquinasa fosfoenolpirdvica),

Debemos mencionar en esta recsefia las observaciones de Kalnitsky y col.
(82, 83) sobre la formacién de oxalacetato o un compuesto muy relacionado ,
por cerboxilacién directa del piruvato con extractos de E, ¢oli y Proteus
morganii. El oxalacetato formado en esas experiencias fué identificado por
cromatografia en papel. Pero la naturaleza de la reaccidén involucrada no
ha sio hasta el momento demostrada.

Ademds de la mencionade carboxiquinasa fosfoenol pirdvica actualmente se
conocen otras tres reacciones que conducen a la sintesis directa de oxalace
tato por carboxilacién de un compuesto de 3 C y que conjuntamente con la
primera corresponden en lineas generales a la primitiva reaccién de Wood y
Werkman, Las enzimas resnonsables de las mismas son tratadas separadamente
a continuacién, adoptend, .lu vozenclatura utilizada por Utter (11).

CARBOXTQUINASA jOSFOL.+i:1RUVICA, Cataliza la carboxilacién reversible
del fosfoenolpiruvatc cn presencia de nucleésido difosfeto y un catién diva

lente de acuerdo a la rcaccién general:

CH,, 44, COO” _
| = & (Me™) | + XT P‘:‘
- |
00 co

oo™
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En la cual XDP , XTP y Me*+ representan al nuclebésido di y trifosfato y al
catidn divalente correspondientes, No se conoce todavia la especie de anhl
drido carbénico que interviene en la reaccién (CO, , CO3H' 6 una forma “ac-
tivada" de los mismes ). Se la aislé y estudié por primera vez en el higado
de pollo por Utter y Kurshashi (87) y posteriarmente se la ha localizado
también en bacterias y plantes superiores. Su distribucién detallada se con
sideraréd mds adelante conjuntamente con la correspondiente a las otras enzi
mas del grupo. La especificidad hacia los nuclebsidos polifosfatos, reque-
rimiento de cationes, accién de reactivos de tioles y de inhibidores y mecg
nismo de accibn, son temas que se discutiran detalladamente en los capitu-
los respectivos subsiguientes en relacidén a los datos experimentales obteni
dos en el estudio de la carboxiquinasa fosfoenolpirivica de la levadurs.

CARBOXILASA FOSFOENOLPIRUVICA. Esta enzima que fué descubierta por Ban-
durski y Greiner (90) en nojas de espinaca, cataliza la carboxilacidén del
fosfoenolpiruvato en presencia de cationes divalentes con liberacién de or-
tofosfato, y se caracteriza por su carécter irreversible y por no necesitar
nuclebdsidos difosfato,

CH Coo~
[ 2 _ (Me*) én = .
COP03 + CO2 + HZO o + P04H + H
coo™ » éO

CcCo0™

La reaccién puede seguirse, midiendo el oxalacetato formado, el ortofosfato
liberado, o bien acoplandole el sistema de la méAlico dehidrogenasa y midien
do la oxidacidén del DPNH espectrofotometricamente,

Bandurski y Greiner utilizaban Mg++ como activador, el Mn** tenla una ac
cién ingignificante en la formacilén de oxalacetato, hecho que ellos atribu-
yeron a la accién decarboxilante del Mn++ sobre el oxalacetato (91). Walker
(92) trabajando con la enzima de Kslancho®& crenata encuentran que él yn*?t
es tan activo como el Mg++; de los otros cationes ensayados sélo el ca** y
el Co™ son parcislmente activos, los demds no solo no tienen actividad si-
no que algunos de ellos (Fe++, Co*+, Zn++, Nif+ Yy Ca++) gon fuertemente in-
hibidores cuando actudn en presencies de IvIgH'. El fosfato inargénico estimy
la la carboxilacién (91, 92) pero en concentraciones superiores a 0.01 M in
hibe a la enzima de Kalancho® (52). La enzima se comporta como una enzima
sulfhidrilo porque la estudi&éda por Bandurski requiere adicién de BH,Na,glu
tation o cisteina para actuar (91) y si bien la aislada de germen de trigo
por Tchen y Venneslando no necesita didias adiciones, es inactivada por el
PCMB (94). Los valores de las Km aparentes determinados por los distintos
autores son: para el anhfdrido carbénico, 2.2x10-4M (92); para el FEP ,
1,5 & 1.9 x 1074 i (92) y 5x¥™4 (91).

La irreversibilidad de la reaccién fi1é demostrada por la incapacidad del
oxalacetato de intercambiar su carboxilo con 01402 y también por no for -
marse fosfoenolpiruvato a partir de oxelacetato (91), ademéds el P32-ortof0§
fato no se intercambia con el grupo fosfato del tosfoenolpiruvato (91).
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Célculos hechos por Tchen y col. (95) de los valores de la 4 F® y de 1la
constante de equilibrio para la reacciém FEF + COZH- ——*'OA= + Pi= , en ba
se a los datos de Burton y Krebs (96), arrojaron los siguientes valores:
A}Fo = 27,21 Cel y K = 6.6 x 105 los cuales estén de acuerdo con la aparen-
te irreversibilidad de la reaccién.

Bandurski y Greiner (90) postulaban como producto primarioc de la carboxi
lacién a la forms enélicq.del oxalacetato pero Tchen y col, (95) demostra -
ron experimentalmente, llevando a cabo la reaccifn en un medio de Dy0, que
es la forma ceténica del oxalacetato y no la forma enélica la que resulta
de la fijacidn del anhidrido carbébnico.

CARBOXITRANSFOSFORILASA FOSFOENOIPIRUVICA. Esta enzima, recientemente
descubierta y estudiada por Siu, Wood y Stjernnolm (97) fué aislada de ex -
tractos sénicos de Propionibacteriwm shermanii y cataliza la reaccién:

. ++

I

I8
Fosfoenolpiruvato + CO2 + Pi FV_- oxalacetato + P-P

Su actividad se mide espectrofotometricamente acopléndole el sistema de la
mélico dehidrogenasa. El Mg++ puede ser reemplazado por Mn++. La forma -~
cién de pirofosfato fué demostrada utilizando P32-ortofosfato y saislando
cromatograficamente el P32-pirofosfato tormado, también se Yo caracterizé
acopldndole el sistema de la UDPG fostorilasa y utilizando P32-ortofosfato.
Los productos de la reaccién se aislaron cromatograficamente, observandose
tres manchas radioactivas correspondientes a UTP, P-P y Pi, La reaccién es
reversible, formdndose fosfoenolpiruvzto a partir de oxalacetato y pirofos-

fato, constituyendo la primera demostracién de Que el pirofosfato puede ac-
tuar como dador de grupos Iostatos ricos en energia, La avidina, en una ex
periencia realizada, no demostré ser inhibidora de la carboxilacién. En bg
se a esta reacciétn Siu y col. interpretaron la fi jacidn de anhidrido carbé-
nico y formacién de succinico durente la fermentacién del glicerol por las
bacterias propif6nicas, hecho estudiado primitivamente, como se ha hecho men

cién, por Wood y Werkman (5), procediendo de acuerdo a la sigulente serie
de reacciones:

ATP -2H ~2H
Glicerol ——3»glicerol-P —>1{riosa-P — fosfoenolpiruvato

Fosfoenolpiruvato + CO, + ri —?——§>-oxa1acetato + P-P

+411
Oxalacetato ——> succinato

PIRUVATO CARBOXTIASA, Le reaccién catalizada por esta enzima es la que
mas se gsemeja a la primitiva reaccién de Vood y Werkman, porgue corresp on-
de a la carboxilacién del piruvato para dar oxalacetato de acuerdo con el
siguiente esquemas

?OOH
EHB ’U++ ?H2
lO + ATP + m2 ——-—-)5 co + ADP + Pi

l
COOH COOH
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Fué aislada de mitocondrias de higado de aves por Utter y heech (98) y se
' 1a encontrd también en higado de rana, buey y conejo y en cerebro y rifion
de conejo (1l). Requiere especiticamente ATP y Mg++ para actuar pudiendo
| este Ultimo ser parcialmente reemplazado por lin** Yy Cof+. El hecho més cu-
' rioso es la estricta necesidaa de cantidades cataliticas de acetilCoA (reem
plazable por propionilCoA y crotonilCoA), cuya concentracibn no varfa apre-
ciablemente durante la reaccién. Empieando acetil—l-Gl4-CoA no se pudo de-
tectar la aparicién de radioactividad en el oxaloacetato formado, La posi-
bilidad de que la acetilCoA actuara fijando anhidrido carbdnico para dar me
tilmalonilCoA y esta Yltima reaccionara con el piruvato de acuerdo con la
reaccién de transcarboxilacién de Swick y Wood (28) de acuerdo con el si -
guiente esquema:
AcetilCoA + ATP + CO, ———> melonilCoA + ADP + Pi + oH*
MalonilCoA + piruvato == oxalacetato + acetilCoA

se debid deascartar debido al hecho de que los extractos son incapaces de
carboxilar & la acetilCoA, y la malonilCoA no puede reemplazar a la acetil
CoA y ATP en la carboxilacién, La enzima es inactivada por el PCMB y tam-
bién por la avidina pero este Ultimo etecto puede ser anulado por el agrega
do de biotina. Debemos hacer notar el hecho de que en la preparacién cruda
mitocondrial se encuentra también la carboxiquinasa t'ostoenolpiruvato aun -
Gue la posterior purificaci6tn del extracto la elimina.

Seubert y Remberger (9v) aislan y puritican una piruvato carboxilasa de
Pgs, citronellolig que se caracteriza por no necesitar agregado de ninguna
acilCod, hecho que la direrencia tundamentalmente de la enzima semejante de
origen animal., Como ella requiere Mg++ y ATP y la biotina actGa como grupo
prostetico de la enzima. La reversibilidad de la reaccibén la demuestran
scoplandole los sistemas de i1a hexoquinasa y la glucosa 6-P-deshidrogenasa
y observando la reducd 6n del TPN espectrofotometricamente.

Mg++

Oxalacetato * ADP + Pi —?———5- piruvato + CO, + ATP

Glucosa + ATP —3= glucosa-6-P + ADP
Glucosa-6-P + TFN® —— 6-P-gluconato + T¢NH + H'

++
Mg" " ,ADP
;)xa‘laceta'to+~Pi+g1ucosa+’l‘PN+ —_— piruvato+002+6-P--gluconato+TPNH+H+

En base a experiencias de intercambio realizadas con sustratos radioacti
ros Seubert y Remberger (9Y) propusieron como mecanismo de la carboxilacidn
in esquema semejante 2l propuesto por Lynen y col., (100) para las acilCoA
carboxilasass ’

. C pa o . g b e o + Al
ATP # 002+b10t1na enzima ——)E CO,-biotina-enzima + ALY + Fi

CO,-biotina-enzima + piruvato —g—ih oxalacetato + biontina-enzima

biotina-enz ma :
ATP + C02+ piruvato —>» oxalacetato + ALP + Pi
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Ya se ha hecho mencion de los trabajos de Kalnitsky y col. (82, 8%) so_
bre la tormascidn de oxalacetato por caboxilacién directa del piruvato por
extractos de E; coli y P, morganii; teniendo en cuenta estos ultimos trabg
Jjos, es cuesti6tn de investigar mds detenidumente dichas ob servaciones, pués
una reacci dn como la de la piruvato carboxilasa podrla ser la responsable
de dicha carboxilacién. Otro tanto podria oeufri en el Agpergillus niger ,
si tenemos en cuenta el trabajo de Woronick y Johnson (101) en el cual de -
muestran ta presencia en dicho microorganismo de dos sistemas carboxilantes:
uno de ellos correspondiente a una carboxiqiinasa tosfoenolpimivica, y el otro
que utiliza piruvato y ATP y segun los autores, probablemente forma oxalace :
tato como producto inicial. Un sistema semejante se encontré en el Chroma- |

tium (102)

OXALACETICO DECARBOXILASAS

Conviene hacer mencién en este momento de las oxalacético decarboxilasas;
debido al necho de que han estado intimamente relacionadas al estudio de la
sintesis de oxalacetato, ya que en un princi pio se tom6 la presencia de di-
cha actividad decarboxilante en sistemas biol6gicos, como indicio de la exig
tencia en los mismos, del sistema enzimdtico responsable de la reaccién de
Wood y Werkman, Debemos hacer notar que si bien existe una abundante lite-
ratura al respecto, salvo unos pocos casos, hay en general una gran incerti
dumbre en lo que respecta a la naturaleza de las actividades oxalacetico de
carboxilantes en ella citadas, pues en muchms casos, los datos experimenta-
les aportados no permiten decidir si se tratan de verdaderas oxalacético de
carboxilasa, o bien de las reacciones inversas correspondientes a las carbo
xilaciones reversibles antes mencionadas, sin otvidar a la enzima mdlica que
como Se ha mencionado anteriormente tiene una marcada acad . 6n decarboxilante
sobre el oxalacetato.

Si bien Wood y Werkman mabfan postulado la sintesis de oxalacetato por
carboxilacién del piruvato en 1935, ninguna enzima que catalizara la de -
carboxilacién del oxalacetato se nabla descripto hasta 1941, afio en que
Krampitz y Werkman (73) demostraron en el M, lysodeikticus la presencia de
una enzima termclabil gque cataliza dicha reaccidn en presencia de Mg++:

++

COOTCHHCO GO0~ # H' ———3= CO, + CH,CO OO~
Posteriormente la enzima 1ué puriticada y obtenida al estado ¢ ristalino por
Hervert (13Ll) atn cua.do el andlisis en 1a ulitracentrifuga demostré La pre-
sencia de tres componentes en dicha preparacién. Requiere como caofactor un
catidén divalente, siendo el MntT) el ca**t y el Co*t los més etectivos. Es
inactiva 1rente al piruvato acetoacetato, cetoglutarato, cetogluidarato,
oxalsuccinato, dinidroximaleico y dihidroxitartérico (132).

La enzima cristalina no contiene biotina ni ningin otro grupo prostético
(131). La enzima es también capaz de catalizar la reaccién de intercambio

de C14O2 con el carboxilo Q del oxalacetuato en presencia de Mt o Mgt ,
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pero dicho intercambio no es activado por el ATP (74, 75). Plaut y Lardy
(133) purificaron parcialmente de Azotopacter vienelandii una enzima que dg
carboxila al oxalacetato pero que tiene una capacidad muy baja de incorpo -
rar anhidrido carbénico en el carboxilo F; del mismo, También requiere um
catién divalente siendo los mds activos el Mn++, Co++ y Zn++. Cuando la en
zima actda con el primero, es inhibida por el ortotosfato, pirofosrato y
ATP, La preparacién parece contener biotina pero no se & serva un aumento
correlativo de la cantidad de la misma y de la actividad especitica enzimé-
tica. La preparacién mds pura contiene 0,017 moles de biotina por cada
100,000 gr de proteina,

Corwin demostré la presencia de una oxalacético decarboxilasa en mitocon
drias de nfgado de rata (134) independiente de nucleotidos, que requiere
Mg++ para actuar, pero que es inhibida por el Mn++.

La actividad oxalacético decarboxilasica de tejidos de plantas superio -
res fué investigada por el grupo de Vennesland (135; 136; 1%6; 138 y 13S)en
contrandola en rabano negro, gérmen de trigo, espinaca, semilla de guisan -
tes, en raices de perejii, acelga, zananoria y chirivia., Las globulinas
cristalinas de semillas de ciertas cucurbitaceas y el micelio de Aspergills
niger también poseen actividad oxalacetico decarpoxiiasica (L1355 y 140).

ilas detalies sobre activadores, innibidores y mecanismo de accién serén
dados en los capftulos correspondientes subsiguientes,

E) OTRAS REACCIONES DE CARBOXTLACION
SINTESIS DE S5-AMINO—4—IMIDAZOL CARBOXAMTDA RIBOT IDO. Durante los estu -

dios de Buchanan y colaboradores (103) sotre sintes:s de purinas en higado
de paloma, s e demostr6 1a existencia de una etapa consistente en lLa carooxi

lacién del 5- aminoimidazol ribdtido en presencia de Mg++, ATP y aspartico
para dar el 5-amino—4-—imidazol (N-succinil carboxamida) ribotido (SAICAR) .

Estudios posteriores (104) permitieron comprobar que esta reaccio6n podia
desdoblarse en otras dos., Asi cuando el S-amino imidazol ribétido se incu-

baba con los extractos en presencia de anhidrido earoénico, se pudo aislar
o .
por cromatograrfa en columna de Dowex 1 a 3°C, el producto de la carpoxila-

cién, un compuesto al cual por datos espectrofotométricos se le atribuyo la
estructura del 5 amino~4 imidaz~1l carboxilribétido, el cual en una segunda
etapa reacciona con ATP, Mg++uy aspartico para dar el SAICAR.

0
E
>4
CH— N HO” *™C — N o
| //gu + 0O, ———a= ¢ I, 2re SAICAR
D>
HAN < "y e = HN<"<y7 ™ “Sspartico
|
R-5P k5P

Hay indicios de gue en La carboxilacién interviene la biotina, pues en expe
riencias nechas con S, cerevisiae, en ias cuales Se 1o nace desarrollar en
un medio carente de biotina, se acumula en el medio la base 5-aminoimidazol

1(105).
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DECARBOXILACION REVERSISLE DEL PIRUVATO, ILa deecar:coxilacién reversible
del piruvato demostrada en ciertcs microorganismos es un problema todavia

no resuelto completamente si bien ha sido y es aciualmente objeto d= inten-

sivos estudios. Ya en 1944 se sabla que la B, coli y el Clostridium butyri-~

cum eran capaces de degradar al piruvato en presencia de ortofosfato para
dar acetilfosfato y formato el primero (109, 110 y 11l) y acetilfosfato,an
hidrido carbénico e hidrégeno el segundo (reaccidn tosrorocléstica) (112
11%). El1 E, coli tiene tambien una nidrogenilasa que transtorma el trormato
en annfdrido carbonico € anidrégeno. En el caso del C, butyricum no se tor-
ma tormato intermediariamentie. La reversibilidad de Las reacciones rué com

13

probada posteriormente utilizando Cl3-rormato (111) y €770, (114)
E.colji = )
CH,~CO-COOH + PO,H- we—— CHiz=CO= OFO3 " + H-COOH (@, + H,
C.butyricum

==————> CH,-C0-O0PO; + CO, + H,

En el caso del E, coli la reaccidén de intercambio del formato con el car
boxiio del piruvato requiere como cofactores CoA, difosfotiamina (TPP), or-
totosfato y mg** (115; 116) y es estimule da por ATP y tetrahidrotolato(1lly).
En el caso del G, butyricum Los coractores para 1a degradacidn scn Coh ,
TPP, ortorostato y re™™ (i38); y para la reaccidn de intercambio del 01402
con el carooxiio del piruwato se requieren CoA, TPP, ortorosrato o arsenia-
to \L119) y un derivado e .la vitamina 812, el denominado ractor B (obtenido
por eliminacién del nu:ieotido de ia vitamina B, ) (120). Sintesis neta de

14

piruvato por carboxiiacibs de 1 C ' -acetilfostato 1ué obtenida por hortlock

y Wolte (121) en presen.:a de un potente reauctor, el nidrosulrito de sodi.o.

El piruvato sintetizado se caracterizé por su 2-4 dinitrofenil nidrazona em
pleando métodos cromatograricoi., EL rendimientc de la carooxitacidin tue su
mamente bajo pues apenas el V.4 vor ciento del acetil fostato presente r1ué
carpoxiiado,

En el Bacillus macera.s se comprobo intercambio del carboxilo del piruvg
to tanto con Cl4u2 coms 20n 014-f0rmiato Yy hgy 1indicios experimentales de
que ambas reaceicmes Hucdan ser nasta cierto punto independientes (122).Una
situacién parecida se dservd en el Micrococgus pgetiityticug (12%, iz5).Por
su parte Shuster y Lyrnen. {.26) estudiando el iatervaumpio de CL4O2 con el
piruvato en el Clostridium kluyveri observaron que el mismo es dependiente
de TPP; ATP y Mg++ pero no de CoA y ortorosrato. Ademés demostrd La innioi

cibén del intercambio por ia avidina 1o cual sugiere la intervencidn ae la

biotina como cofactor.
La incorporacidén de 01402 en el carboxilo de la glicina observada en cul
tivos de Clostridium zscidiarici y Clostridium cyiindrosporum puede ser in -

terpretada de acuerdo 2 Las experiencias de Sagers y Beck (12;) como deoida

a una 1incorporacién primero en el piruvato seguida por .a transrormacibn del
piruvato en glicina
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Otras reacciones de carpoxilacidén menos dirundidas en La naturaleza o
por lo menos que no se nan puesto de maniliesto myy rfrecuentemente o no han
sido estudiadas intensivamente soni
CARBOXILASA __ ACETOLACTICA. Durante la transiormacién del piruvato en
acetilmetilcarbinol en cutivos de Staphylococcus gureug, Watt y xXrampitz |
(128) obseraron que el Ul402 se incorporeba en el carcoxilo del piruveto,lo |
cual los condujo a postuiar el siguiente mecanismo reversible: w
CHB-CH-IO + CH.j-CO-COOH ?UHB-CO—(IIOH-{}% ?CH.}-CO—CHOH—CH3 + 002
COOH
acetaldehido pirdvico o -acetoldctico acetil metilcartinol

Obtuvieron ademés una enzima del mismo microorganismo que es capaz de decar

boxilar al acido “&-acetoldctico en presencia de Mn++. En el Aerobacter
gerogenes, el Bacillus subtilis , Serratia marcesens se estuaié una enzime
similar (129).

CARBOXTLIACION UISMUTATIVA DLl PIRUVATO, EL S, aureus es capaz de llevar
a cabo la reaccién:

2 CH -CO~COOH + H,0 ge—ig~ CH;COOH + CO,+ CH,~CHOH-COOH

en la que una molécula de piruvato se decarbuxila oxidativamente y ia otra
se reduce a lactato, Wiken y col. (13%v) demostraron que durante la dismuta-
cién del piruvato por extractos libres de células del S, aureus, el 01302
agregado al medio se intercaubiaba con el carooxilo deli piruvato y gque ai -
cho intercambio era estimulado por el agregzado de ATP pero gue en abmos ca-
s0s la incorporacion era pegueria,.

CARBOXILACION DIRECTA DE LA ACETONA., Siegeli nabia demostrado que el ace
toacetato era un intermediario del metabolismo de 1a acetona por La bacte -

ria fotosintetica Rnodopseudomonas gelatinoga. Como resultado de sus expe-
. . 1 . . s
riencias con C 402, traoajendo & la luz y en condiciones de anaeroviosis,

postul6d la existencia de une carpoxilacién directa de La acetona para dar
acetoacetato, el cual era luego degradado a dos moieculas de acetato (106)
< + - H,-CO=CH. =00~ +
CHj CO—CH3 003H ;} C 3 CO—CH(_ @0 H20

CH~C0~CHp=C00™ + Hy0 == 2 GH,-C00™ + H*

3

Posteriormente el mismo Siegel (1C/) liegé a 1a conclusién de que el metaog
li1smo aerobio y en la oscuridad de la acetona por la R, geiatinosa coinci -
dfa con el anteriorf y de ello deduyjo que las mismas enzimas eran utiliza-~
das en @mhos casos en las reacciones iniciales,

La reaccién de carboxiiacidén se realiza con un considerable aumento de
la energla libre dei sistema ( \F = + 1C kilocalorias) dicha energis seria
provista por la luz en el primer caso y por el oxIgeno en el segundo caso ,
previa transformacién en una forma de energia comin en ambos casos,
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DISTRIBUCION EN L4 NATURALEZA Y PAPEL METABO-
LICO DE IA ASIMILACION DE AKHIDRIDO CARBONICO
POR CARBOXILACION DE LA RIBULOSA DIFOSFATO Y
POR SINTESIS DE ACIDOS DICARBOXILICOS.

Las intenses investigaciones que en los Ultimos afios se han realizado en
el campo de laesimilacién de anhldrido carbénico por los distintos siste -
mas biolégicos, han permitido comprobar la coexistencia en un mismo 6rgano
de dos o m4s vias de incorporacién del mismo en los distintos constituyen -
tes celulares. El estudio de la participacién relativa y contribucién de
cada sistema en dicha incorporacién, sin lugar a dudas aportard nuevos da -
tos, no solo para el conocimiento de los procesos metabolicos generales, si

no también sobre el rol fisioldgico de cada uno de los sistemas fijadores
involucredos, Tal el motivo del estudio conjunto de la distribucion de las

enzimas qQue catalizan les reacc ones mencionadas, ya gue es interesante es-
tablecer las interrelacionesentre los sistemas de asimilacién de anhidrido
carbénico en los cuales ellas intervienen,

MICROORGANISMOS AUTOIROFOS QUIMOSINTETICOS. Los orgenismos autotrotos
utilizan el anhidrido carbbnico como dnica fuente de carbonof 1la energla

para esta asimilacién puede ser derivada de la 1luz (energla radiante) por
los organismos autétrotos rotosinteticos o de la oxidacién de sustancias in
orgénicas simples (energfa quimica) por los orgenismos auto6trotos cuimosin-
téticos. Casi simultaneamente con el descubrimiento de Calvin y colaboradgp
res del mecsnismo cIclico de asimilacién de anhidrido carbonico por los te-
jidos fotosintéticos (eciclo de la RuDP) se comenzd a estudiar el mismo pro-
blema en los organismos autétrofo quimosintéticos. Segdn kiilhaud, Aubert y
Milie t (141, 142) para poder asegurar Gue la asimilacién del C 4O2 Se reali
za por intermedio del cicle de La RuDP se deben cumplir los siguientes re -
quisitos: a) el anélisis cinético de la incorporacién de C™'0, debe indi -
car al PGA como primer producto marcado. b} el rotulado de los otros inter
mediarios del ciclo debe ser el esperado teoricamente del funcionamiento del
ciclo. ¢) las concentraciones de RuDP (aceptor de anhidrido carbénico) y de
PGA (producto primario &2 la carboxilacidn) deben variar al eliminar el an-
hidrido carténicc o la luz, de .2 misma manera que varfan en las mismas cir
cunstancias en experiencias con organismos totosintéticos. Otro criterio
importante a tener en cuenta es la demostracién de la existencia de todas
las enzimas del ciclo,

En algunos casos, comuo en el del Thiocbacillus denitriticans, los datos
experimentales aportados llenaron todas las condiciones necesarias para po-
der asegurar sin lugar a dudas el funcionamiento de un ciclo similar al de
las plantas verdes. En otros casos si bien su existencia no ha sido absolu
tamente demostrada, hay fuertes evidencias experimentales de que ello ocu -~
rre: Santer y Vishniac comunicaron la incorporacién del 01402 en el carbo-
xilo del PGA por extractos de Thiobacillus thiparus (143). Suzuki y Werk -
man (144) obtuvieron con extractos de Thiobacillus tiooxideng sintesis de
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PGA con el carboxilo masrcado, a partir de R-5-P , ATP ¥ 01402 en presencia
de Mg*+ Yy aportaron evidencias de la existencia de las otras enzimes del ci
clo. En el T, denitrificang,la existencia del ciclo de la RuDP fué demog
trado por Trudinger (145) y'Aubert y col. (141, 142, 146); el primero de
los nombrados demostré la existencia en los extractos del microorgan ismo de
la RuDP carboxilasa y todas las enzimas necesarias para transformar el 3PGA
en hexosa monofosfato. Los segundos en experienciess de incoporacidn de
01402 de corta duracidtn (10 seg) e ™in vivo" identificaron al PGA como pri
mer producto estable de la incorporacién de anhfdrido carbénico y estudia -
ron la distribucién de la radioactivided en los distintos &atomos de carbono
del 3PGA, fructuosa 6-P, sedoheptulosa-P y RuDP, Result ados similares se
obtuvieron con otro grupo de bacterias quimosintéticas, las bacterias del
hidrégeno, que cuando desarrollan en condiciones autétrofas (son autétrofos
facultativos) obtienen la energis, de la oxidacidén del nidrégeno molecular.
E1l ciclo se demostré en las Hydrogenomonas facilig (147, 148), H, ruhlandii
(145) e H, spp. (150). Un hecho interesante es el caracter adaptativo que
la RuDP carboxilasa tiene en la H, spp,, pués cuando la bacteria desarrolla
en condiciones heterotrofas la enzima desaparece y reaparece rdpidamente
cuando se restituyen las condiciones autétrofas (154).

También se ha demostrado el funcionamiento del ciclo de la RuDP en el
liicrococcus denitrificaeng (151) y en el Nitrobacter agilis (152) por medio
de experiencias semejantes a las ya descriptas,

En algunos casos un an£lisis completo de la reparticién de la radioacti-
vidad derivada de la incorporacién de 01402 en otros compuestos ademds de
los intermediarios del ciclo, permitieron postular la existencia en los men
cionados microorgenismos de otra posible via de incorporacién. Como en el
T, dimitrifican, en cuyo caso la reparticién de la radioactividad en los di
ferentes 4tomos de carbono del aspirtico y glutédmico formados, le permitie-
ron a Aubert y col. (153) postular una segunda via de incorporacién que es-

taria de acuerdo con la existencia de una carboxiiacidén del tostoenolpiruva
to y del funcionemiento clésico del ciclo de Kreps. Segun dichos autores
el metabdlismo carbonado de las bacterias quimoautétrot'as camprende en pri-
mer lugar una carboxilacién de la RuDP que conduce a la formacién de 3-PGA.
La RuDP es resintetizada a partir del 3PGA por el ciclo de Calvin de la Ru
DP. Parte del 3PGA es transformado por via glicolitica en fosfoenolpiruva-
to el cual sufre una nueva carboxilacién que conduce a la formacién de oxal
acetato que es posteriormente metabolizado por medio de la via clésica del
ciclo de Kreba. De los datos experimentales por ellos obtenidos concluyen
gue el 90% del 01402 tijado por el T, denitrjficang lo nace via ciclo de la
RuDP y el 10% por carboxilacién del fosfoenolpiruvato.
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Aubert y col. (153) comprobaron en el I, denitrificans la c arboxilacién
del fosfoenolpiruvato, incubando el mismo con extractos bacterianos en pre-
sencia de Cl40_; y obteniendo fijacibén casi exelusiva en el aspartato. En
presencia de 0%40 sbélo o de Cl40

Bergmen y col. (147) también postulan en base a sus datos experimentales
la carboxilacién del fosf'oenolpiruvato o del piruvato para dar un acido di-
carboxilico de cuatro C, durante la asimilacién de anhidrido carbénico por

la H, facilis, pero sin llegar a demostrar la presencia de ningun sistema

5 ¥ piruvato no se observd fijacibn alguna.

carboxilante en especial,

Por su parte Suzuki y Werkman (155) pusieron en evidencia en extractos
aceluleres de T, thiooxidang la presencia de una carboxilasa fosfoenolpiru-
vica irreversible que actda con Mg++ 0 Mn*+; y una carboxiquinasa fosfo:. -
enolpirGvica reversible dependiente de IDP, La carboxilasa requiere bajas
tensiones de anhidrido carbénico (Km = 1.2 x 1072 M). No se pudo poner de
manifiesto en los mismos extractos la presencia de la enzima mélica.

Estos result ados parecen retorzar la teoria de Aubert y col., adn cuando
para dar a la misma un cardcter més general, se requiere un mayor trabajo
experimental con otras bacterias quimosintéticas.

Un caso interesante es el de los microorganismos que pueden utilizar com
puestos de un dtomo de carbono como unica fuente de carbono y de energla.Es
tos microorganismos constituirian una variante de los microorganismos auto-
tréficos quimosintéticos, pues se na sugerido que en esos casos la energia
se obtendria de la oxidacién del compuesto de un &tomo de carbono a anhi -
drido carbénico, el cual seria utilizado en la sfntesis de los constituyen-
tes celulares. Quayle y Keech han estudiado el problema en el caso de la
Pseudomonag oxilaticug, un microorganismo que es capaz de desarrollar en un
medio que contenga formiato u oxalato como dnica fuente de carbono y ener -
gia, Cuando se utiliza C 4~formiato o) 01403HN3 como sustratos los primeros
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compuestos marcados que aparecen son el 3-PGA y en menor proporéién el malg
to, y de la fraccién r roteica el aspartato es el primer amino acido marca -
do, lo cual sugiere gue 'a principal vIa de incorporacidén de dichos compues
tos es el de la carboxilac_6n de 1la RuDP conjuntamente con una incorpora -
cién menor en malato u oxalaceteto por carboxilacién del piruvato o fosfo -
enolpiruvato, derivado del 3-PGA, o por ambos a la vez (188, 18%). En cam-
bio el desarrollo en un medio con oxalato sigue un camino completamente di-
ferente (191, 192) si bién se sostiene también la existencia en ese caso de
una carboxilacién secu-~daria del tosfoenolpiruvato en presencia de IDP o
del piruvato en presencia del TPNH como origen de los acidos dicarboxilicos
de cuatro 4tomos de carboro que se forman durante dicho desarrollo, més
bién que por accién de la malato sintetaza.

MICROORGANISKOS FOTOSINTETICOS. Laesimilacién de anhidrido carbénico
por las bacterias fotosintéticas es un tema que no ha sido estudiado muy ex
tensamente, pero en los pocos casos en que se lo ha hecho, los resul ados
parecen indicar que la principal via de incorporacién del anhidrido carbéni
co durante la fotosintesis bacteriana es la del ciclo de la RuDP, pero que
como en el caso de las hacterias quimosintéticas, coexisten otros mecanis -
mos de incorporacién cuantitativamente menos importantes. La primera bacte
ria fotosintética en la cual se demostré la rapida incorporacién del 01402
en el 3PGA primero y luego en otrog ésteres fosféricos, tué el Rhodospiri -
llum pubrum (156). Posteriormente Stoppani y col. (157) estudiaron lassimi
lacién de anhidrido carbénico por la Rhodopseudomonas capsulatug, una bacte

ria purpdrica que asimila fotosinteticaemente el anhidrido carbénico en pre-
sencila de dadores organicos de nidrégeno (acidos grasos, aminoacidos, etc)

6 hidrégeno molecular, y que también puede desarrollar en la oscuridad en

presencia de oxIgeno con los mismos sustratos organicos como fuente de car-
vono. Los resultados indicaron que a la luz el arnhidrido carbénico es prin
cipalmente asimilado a traves del ciclo de la RuDP y en menor grado por una
reaccién de fijacidén que conduce a la sintesis de malato, Los datos aportg
dos no permiten determinar si en este Ultimo caso se trata de una fijacién
debida a la enzima mdlica, o a una carboxilacién que conduce a la s¥ntesis

de oxalacetato acoplada a la reaccién de la médlico dehidrogenasa. En la os
curidad la asimilacién narece onerar principalmente a través de la fijacién
que conduce a la sintesis de malato y a través del ciclo de Krebs, no obs -
tante que una pequefla, pero signiricativa formacidtn de 3-PGA indica que el
"ecamino totoreductivo™ funciona también en la oscuridad,

El Chromatium es una bacteria purpurica del azutre, totosintética, que a
la luz y en anaerobiosis puede desarrollar ya sea en un medio inorgénico
utilizando anhidrido carbénico como unica fuente de carbono y de compuestos
inorgénicos reducidos del azufre o bien con compuestos carbonados reducidos
(como el malato) en cuyo caso los derivados azufrados no se necesitan, Su
metabolismo ha sido ultimamente estudiado en detalie y en lfneas generales
los resultados indicaron que esta bacteria fi ja anhidrido carbénico a 1la
luz por dos caminos, uno via RuDP y otro por carboxilacién del fosfoenolpi-
ruvato (158, 159). El estudio cinético de la incorporaci 6n del 01402 en
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los distintos compuestos marcados que apareden durante el desarrollo fotoau
totréfico de la bacteria condujo a Fuller y col. (160) a postular la doble
incorporacién de anhidrido carbénico como una torma répida de incorporacibn
del mismo en los acidos orgénicos y aminodcidos para la formacién del mate-
rial celular nuevo, de acuerdo a la siguiente secuencia de reacciones:

Co,, CO,, transaminacidn

RuDp —.3PGA ——»-PEP - OA -2 agpartato

Otra via posible de sIntesis de oxalacetato en el Chromatium es por carboxi
lacién del piruvato por accidn de una piruvato carboxilasa:
acetilCoA

piruvato + 002 —_——- oOxalacetato
ATP

Tanto las actividades de piruvato carboxilasa y de carboxiquinasa tosfoenol
piruvica dependiente de IDP han sido demostradas en este microorganismo, cO
mo asi también la correspondiente a la "enzima mélica™ (160). Tambieén en
el Chromatium se ha demostrado la presencia de todas las enzimas del ciclo
del glioxalato (ciclo que tiene en este microorganismo caracter induciole)
con excepcison de la m#lico dehidrogenasa (160), pero esta actividad podris
e@star reemplazada por 1a accién conjunta de la piruvato carboxilasa y la en
zima mdlica, de cuyya presencia en esta bacteria ya se hizo mencién, de acuer
do al siguiente mecanismo:

1-malato + TENY piruvato + CO, + TPNH + u*

AcetilCoA
piruvato + CO, ————% oxalscetato
ATP

l-malato + TPN+ ———. Ooxalacetato + TPNH + H+

ALGAS Y PLANTAS SUPERTIORES. En cuanto a las algas y hojas verdes de
plantas .8uperiores est& bien demostrado el funcionamiento eén las mismas
del ciclo de la RuDP como via principal de asimilacidén fotosintética del
anhidrido carbénico, pro también en estos casos se ha puesto de mamitiesto
la existencia de otras vias secundarias de incorporacién del mismo, que con
cucen a la sintesis de acidos dicarboxilicos. Smith, Bassham y Xirk (161)
estudiando la sintesis de aminoacidos en la Cnlorclla pyrenoidogsa drrante
la fotosintesis (steady state) en presencia de Cl 0,, observaron una répida

! incorporacién de la radioac.ividad en el aspartato y en el malato lo cual

consideraron una evidencia de la carboxilacidn del T ostoenolpiruvato torma-
do a partir del »PGA, para dar oxalacetato el cual por reduccién en presen-
cia de TPNH derfa el malato y por transamingcién conduciria a la sintesis
de aspartato, Ya anteriormente los mismos autores (20) en une serie de ex-
periencias eon la misma alga y con un control muy preciso de las condicio -
nes ambientales durante la exposicién de la alga a la sustancia marcadora
(01402), determinaron qué proporcién del C total incorporado, entra en el

o
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metabolismo por cartoxiiz.iéa a2 ia RuDP, y cual es la Que lo hace por car-
boxilacidén dei fosioenolpiruvato; sus resultscos indicaron que los compues
tos derivados de ls carbu.ilacién de la RuDP dan cuenta del 70 al 85 % de
dicha incorporacién, micntras que un 3 % corresponde a la segunda via de ipn
corporacidén. Pero en ningdn caso se aporté evidencia directa de la existen
,cla de algunos de los sictemas especificos de carooxilacién del rosroenolpi
' ruvato,

En cuanto a las hojas verdes, ya antes de conocerse en detalle el ciclo
fotosintetico de ia RuDP, se habia demostrado la presencia en hojas de espi
naca, de otro sisteme fijador de anhidrido carbbnico, precisamente el de la
carboxilasa tostoenolpirdvica irreversible de Bandurski y Greiner 190), que
posteriormmente fué localizado en los cloroplastos, por Rosenberg y col (162),
Mazelis y Venneslando (165) la hanivestigado tamhién en hojas de col y de
mostaza, También la carpoxiquinasa ha sido encontrada en hojas verdes, de
mostaza, rébano, col, etc. (lo>). Otra enzima tijadora de annhidrido carbé-
nico que esté ampliamente distribuida en las hojas verdes pero cuyo rol me-
tabolieco en las mismas todavia permanece oscuro es la "enzima maii:a®™. Amon
la estudié en las hojas de espinaca (163) y Clendenning y col.(164) la en -
contré en cantidades retativamente grandes en nojas de perejil y remoia -
cha azucarera.

Un caso interesante y que ha sido motivo de amplios estudios es el de
las Crassulaceas. Las partes verdes de estas plantas presentan fluctuacio-
nes diarias en el contenido deacidos orgdnicos; durante la noche se acumu-
lan y durante el dfa tienden a desaparecer; a este ritmo diario .se lo cono
ce con el nombre de metabolismo &-ido de ias Crassulaceas (loo)., E1l acid:
que se acumula es casi exr~lusivamente el mélico. Cuando el fendémeno se es-
tudié utilizando 01402, se observd en experiencias realizadas con hojas de
Kalancho® crenata, Bryopiyium cglycinun y B, crenatum de duracion variable
entre algunos segundos y varias horas y en la oscuridad; que casi toda la
radioactividad aparecia en los acidos orgénicos, especialmente el mealico
(m4s del 80%) y en menor proporcifén en el citrico. El succinico, oxdlico e
isocitrico se marcaban muy poco (le7, lb8). rero si bien en la oscuridad
el 01402 era principalmente tijado en los acidos orgénicos, otras sustanciss
eran también marcadas; especia.mente los aminoacidos aspartico y glut&mico
y alanina (169, 170 y 171). En experiencias ae corta duracién (6 seg) el
mélico contenfa practicamente toda la radiocactividad y el otro unico pro-
ducto marcado era el aspartico (170). Tales result ados pareclan indicar la
existencia en dichas plantas de un potente sistema carboxiiante gue podria
ac.uar en la oscuridad. . Walker (1(2) y Saltman y col. (170) indep endiente
ment e demostraron la presencia de una carboxilasa rosioenolpirdvica en ex -
tractos de dichas plantas. &nteria mente Anderson y Vennesland.(173) ¥y
Coles y Waygood (174) habian demostrado la presencia de l1a "enzima mdlica"
en Las mismes plantas. Como tambiéz ests presente la malico dehidrogenasa
(175) y admitiendo que la carboxilaci’n ocurre después de la tormacién del .
1os1o0enolpiruveto provenitente dei HPCA *srmado durante la totosintesis, se
presentapan dos mecanisucs posibles de sintesis de malato represen’ dos por
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las slguientes series de reacciones:

a) PEP + ADP —g—%>-p1ruvato + ATP (1)
Y
piruvato + CO, + TRNH =2 malato + TPN (2)
o+t
b) PP + CO, —E> oxalacetato + Pi (3)
oxalacetato + DPNH ——3= malato + DPN (4)

Un estudio detenido de las condiciones de equilibrio de las reacciones
involucradas en ambos mecanismos condujeron a Walker (175) a sefialar al se-
gundo mecanismo como mas probable; hipotesis retforzada por el hecho de sex
el aspartato 1ormado por transaminacién del oxatacetato (176) el unico ami-
noacido marcado en experiencias de corta duracién (170). Tanto el glutama-
to como la alanina Se formarian respectivamente por transaminacién del ce
to glutarato y piruvato rormados a partir del oxalacetato (176), Esta hipo
tesis es corroborada por el estudio comparativo necho por walker (17/(,178),
del et'ecto de la concentracidn de annidrido carbdénico sobre la "enzima mbii
ca", la "carboxilasa rosroenolpirlivica"™ y la acidiricacién "in vivo". Los
resultados indicaron gran similitud entre el comportamiento de la carboxilg
sa tosroenolpirdvica y la acidit'icacién "in vivo"™ pues en ambos casos se ob
servé méxima actividad con bajas concentraciones de annfdrido carbénico(3%)
y un marcado efecto inhibidor con concentraciones mds altas (» 3%); en ca:
bio la carboxilacidén reductiva del piruvato tiene lugar lentamente a concen
traciones bajas de anhidrido carbénico y lléga al mhximo a concentraciones
que son inuibitoriass para la carboxilacion "in vivo". En otra linea de trz
bajo, lioyse y Jolchine (179, 180) estudiaron la fijacidén de 01402 por las
hojas de Bryophyllum daigremontianum a La luz y en la oscuridad. Sus resul
tados indicaron una activa €5carboxiLaciOn del rostoenolpiruvato proveniern-
te del 3-PGA (que ellos atribuyen a la carboxilasa 1ostoenolpiruvica irre -
versible) tanto a la luz como en ia oscuridad. rarte del oxalacetato asi
sintetizado es transformado en aspartato y parte entra en el ciclo de los
acidos tricarpoxilicos, &l ciclo estarfa en 1a oscuridad, parciaimente blg
qgueado, mientrz2s que a la luz eL mismo seria acelerado en el sentido normal
de lLas oxidaciones oitopliamaticas

No solamente en las nojus veraes ae Las plantac superiores se na demos -
trado la presencia de Lz5 enzimas que sintetizan cxalacetato, también en
otros organos se .ias encuentra., Tchen y Vennesland demostraron en germen
de trigo l1a presencia de una carboxllasa 10sioenolpiruvica y de dos carboxi
quinasas tosfoenolpirdvicas reversibles, una dependiente de IDP y la otra
de ADP (94)., iiazelis y Vennesland (loo) comunicaron la presencia de la car
boxiquinasa 1osioenolpirivica en germen de cereules, rrutos de la calabaza
y pepino, brote de colitlor, cotiledones de altramuz, en €l nabo, Semilla
de guisante, etc.; y de la carpoxilasa lostoenolpirdvica en semiiia de gui
sante, brote de coliflor, nabo, fruto de calabaza, cotilecones de altra -
muz, Por su parte Bradteer (1s8L) observé que los cotiledones aislacos de
plantas de girasol cue han desarroliado en la oscuridad durznte 5 dias, in-
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corporan radioactividad cuando son sometidos a una atmostera de Cl402. n
experiencias de corta duracién (£ 1 minuto) la meyor perte de la radiactivi
dad se encuentra en el malato, amino dacidos y acidos orgénicos relacionados,
lo cual indicarfa que el 01402 es incorporado por carboxilacidén del piruva-
to o del fosfoenolpiruvato para dar malato directamente o indirectamente
via oxalacetato, respectivamente. En experiencias md4s largas la mayor pare
te de la radioactividad estéd en la sacarosa, sugiriendo los autores que el
malato es el precursor de la misma,

Las raices también posceen sistemas enziméticos capaces de fijar abhidri-
do carbénico 1o cual representa un mecanismo por el cual la rafz puede uti-
lizar el anhidrido carbénico endégeno y el presente en la tierra para la -A*
sintesis orgénica. Graf y Aronoff (182) encontraron que preparaciones de
ralces incorporan 01402 en el glioxalato y glicolato y ellos suponen gue lo
hacen por una previa carboxilacién de piruvato para dar malato, el isocitra
to formado a partir de este dltimo daria a su vez glioxalato marcado y suce
cinato por aceién de la isocitritasa, Graham y Young (183) encontraron en
preparaciones particuladas de ralz de cebada por lo menos dos sistemas car-
boxilantes, uno de ellos parece ser la carboxilasa fosfoenolpirdvica, y el
segundo es un sistema que fija anhidrido carbénico sobre el piruvato, pero
es distinto de la "enzima m@lica™ porque es innibido por el TPNH'y el pro -
ducto de la reaccidn posiblemente sea oxalacetato, También aporta indicios
indirectos de la existencia de una carboxiquinasa fosfoenolpiruvica en las
mismas preparaciones, Por su parte Jackson y Coleman (184) demostraron en
las raices de la planta de habas una carboxilasa fosfoenolpiruvica, Esta
fijacién por parte de las rafces estd relacionada segin Huifaker y Wallace
(185) con la acumulacién de acido malénico en las hojas de dicha planta,
pues el oxalacetato asi sintetizado serfa un intermediario en la formacién
del malonato,

La "enzima mdlica"™ también se ha encontrado en otros tejidos de plantas
superiores aparte de las nojas verdes: en ralz de perejil, chirivia, etc.
(65; 139).

MICROORGANISHMOS HETEROTROFOS Y TEJIDOS ANIMALES, En cuanto al significa
do e impartancia en el metabolismo general de los mecanismos enzimaticos de
fijacion de anhidrido carb6nico gue conducen a la sIntesis de oxalacetato y

' malato en los microorganismos que desarrollan en condiciones heterotroficas
y en los tejidos animales en los cuales se los ha encontrado, es todavia mg

teria de especulacién y estudio.

En el caso de los microorganismos que desarrollan en condiciones hetero-
tréticas se ha encontrado la "enzima mélica" en Lactobaciilus arabinosug
(una enzima DPN dependiente) (62) y E., coli (186) y hay indicios de que se
encuentra en la Pseudomonas oxalaticug (1883, 189), La carboxiquinasa tostg
enolpiruvica en Propionibacterium shermenii (187), en el A, niger (enzima
ADP dependiente) (101), en la Nocardia corallina (parece ser dependiente de
IDP) (190); en P, oxalaticus parece existir una enzima dependiente de IDP

(189) pero su existencia no ha sido confirmada.
Una piruvato carboxilasa ha sido encontrada en la Pseudomonas citronello-
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lis (99) y parecé también existir en el A, niger (101) y probablemente en
E, coli y P, maganii (83). En el P, shermanii ha sidodescubierts ultimamen
te la ya mencionada carboxitransfosforilasa fosfoenolpiruvieca (97) de cuya
 intervencién en la fermentacidén del glicerol por las bacterias propionicas
| ya se ha hecho mencién anteriormente., En cuanto a la carboxilasa fosfoenol
pirvivica hasta el momentos 61lo se ha informado de su presencia en un sdlo
género bacteriano heterotr6fico: el P, shermanii (187) .

En los tejidos animales la "enzima mélica™ se ha encontrado en mésculo
esquelét.co, cerebro, corazén, rifion e hfgado (58, 193). La carboxiquinasa
fosfoenolpirdvica est4 casi exclusivamente locd izada en higado y rifion (87
193, 194 y 195). La pirdvico carboxilasa en higado, cerebro y rifién (11) ;
mientras que la carboxilasa fosfoenolpirdvica no ha podido ser localizade
en tejidos animales. En cuanto a su distribucidn intracelular estudios de
fraccionamiento en la ultracentrituga de homogenizados de higado de pollo
hechos por Utter (193) parecen indicar que la enzima mélica estd localizada
en la fraccién sobrenadante, mientras que la carboxiquinasa fosfoenolpiruvi
ca se encuentra principalmente en la fraccién mitocondrial, adends la ulti-
ma enzima ha sido aislada también a partir de mitocondrias (194, y 195). En
cuanto a la piruvico carboxilasa, Utter establecidé que estd localizada en
las mitocondrias (11).

En los microorganismos heterotréficos y en los tejidos animales el papel
metabdlico de las enzimas que intervienen en la sintesis y degradacién de
los dcidos oxalacético y mélico es todavia materia de especulacién, especidl
mente en lo que al aspecto cuantitativo de su participacién se ret'iere, De
dos maneras pueden dichas reacciones influir en el metabolismo general: a)
regulando directa o indirectamente la concentracién de acidos dicarboxili -
cos que intervienen en las reacciones del ciclo de Erebs, controlando de tal
modo el proceso de respiracién celular por un lado y por otro proveyendo un
medio para reemplazar a los intermediarios del mismo utilizaddes en reaccio-
nes laterales, b) interviniend en el proceso glucogenético, al proveer un
mecanismo que conduce a la formacién de fosfoenolpiruveto a partir de pir.
vato,

a) E1 primer efecto del anhidrido carbénico ha sido analizado en detalle
por Krebs (196), el cual considera a la sintesis directa o indirecta (via
malato) del oxalacetato, éomo uno de los principales mecanismos de control
que operan en la regulacién de la respiracién, el cual constituiria ademés
un factor clave en el control de la cetogénesis, pues de la disponibili -
dad de oxalacetato dependeria que la acetilCoh proveniente del piruvato o de
la degradacibn de los sacidos grasos, se oxide completamente en el higado e
anhidrido carbénico y hgua a' través del ciclo de los acidos tricarboxilicos
previa condensacidn con el oxalacetato (anticetogénesis), permitiendo por
otra parte su utilizacién con t'ines energéticos, o bien se transiorme en
acetoacetato (cetogénesis)., Si bien esta teoria no na podido ser confirma-
da por experiencias realizades "in vivo", se ha demostrado c on mitocondrias
de nigado aisladas, que en las mismas los acidos grasos producen cueip os ce
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ténicos en ausencia de oxalacetato, pero en presencia del mismo son oxida -
dos en el ciclo de Krebs (197). Tambi%n Montgomery y Webb estudiando 1la
oxidacién del piruvato por mitogondrias de corazén de rata, observaron que
el piruvato no es oxidado en ausencia de algdn intermediario del ciclo de
Krebs capaz de proveer oxalacetato, alin cuando se forma acetilGoA, la cual
se acumula, Sin embargo la oxidacién del piruvato procede en ausencia de
dicho intermediario siempre que la fase gaseosa se enriquezca con 1 % de an
hidrido carbénico (1980 lo cusl indicarfia que una reaccidén de carboxilacién
proveeria al intermediario.requerido.

Desde otro punto de vista el alto grado de incorporacién del 01402 en
los aminodcidos de la fraccién protéica de varios microorganismos heterotrd
ficos y tejidos animales (199, 200, 201, 202, 203) especialmente en el as-
partato y glutamato, estaria de acuerdo con La postulada necesidad de un mz
canismo extracfclico de formacién de aquellos intermediarios del mismo
(oxalacetato y = cetoglutarato) que dan origen a los mencionados aminodci:i-
dos, con el fin de reemplazarlos a medida que son utilizados en la sinte -
sis proteica, y evitar de ese modo el bloqueo del funcionamiento del cicle
por disminucién de la concentracién de sus intermediarios. Pero en este tg
rreno la interpretacién de los datos experimentales que parecerfan confir -
mar esta hipotesis, debe hacerse con mucha cautela depbido al hecho de gue
como las reacciones de carvoxilacion posiblemente involucradas son reversi-
blegp se podrfa producir una incorporacidén del 01402 en los aminoacidos se-
nalados, por reecciones de intercambio, sin existir una sintesis neta de
los mismos porla via mencionada (13).

Es indudable por todo lo dicho que de la disponibilidad de oxalacetato
en la célula dependen una serie de reacciones de gran importancia en la re_
gulacidén del metabolismo., Dicha disponibilidad de oxalacetato es consecuen
cia de la interaccidén de varios sistemas de comportamiento bien conocidos
cuando se los estudia independientemente, pero cuya forma de interaccionar
"in vivo"™ y en d.stintas condiciones ambientales, es por el momento diffecil
de determinar,

Las posibles interacciones de los sistemas que intervienen en el manteni
miento del nivel estable de oxalacetato estdn esqueméticamente representa -
das en la figura siguiente:

citrato = aconlgato

~— i

piruvato } —>» AcetilCoA

dcldos grasos

aspartato isoc ?iato

glutamato ‘If l.

002 + piruvato + ATP , XTP
$~ 3 ' ‘:: *x —Cetoglutaratc:
002 + E¥ + XDP OA + ADP+P1 A

f-———-————-
IR 4 ™= piruvato+CO |
CO + piruvato + TPNH '—?~—————;>xua$?@o + TB 2 ;
F
tumarato : —» gsuccinato

b) Si bien la transformacién del piruvato y lactato en carbohidratos en
tejidos animales y microorganismos es un hecho periectamente demostrado,
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existen serias dudas de que el mecanismo involucrado, sea exactamente la in
versa del mecanismo de degradacién de dichos carbohidratos, porque si bién
todas las reacciones del mismo son reversibles, consideraciones de orden
termodindmico sefialan a algunas reacd ones como verdaderas barreras del pro
ceso de sintesis serlalado,

Una de las barreras energéticas mencionadas esté constitufda por la trams
formacién del piruvato en fosfoenolpiruvato por la inversa de la reaccién
catalizada por la quinasa fosfoenolpirdvieca:

_ x* Mg** _
= = ’ - =
FEP + ADP~ + H' g——a piruvato” + ATP

Cdlculos de la constante de equilibrio hechos por Me Quate y Utter (204)
y por Krimsky (205) indican que la reaccién estd muy desplazada hacia la de

recha; y si bien no exclu¥?)la posibilidad que la formacién de fosfoenolpi

. ruvato ocurra por esa via , la hace muy improbable, Para salvar este

Piruvato + GIP + TPNH + + O

inconveniente se ha propuesto un mecanismo alternativo que involucra la sin
tesis de dcidos dicarboxilicos de cuatro 4tomos de carbono como intermedia-
rios (89, 206). Dicho mecanismo comprenderfa la siguiente serie de reaccip
ness:

Piruvato + 002

+’I‘PN+1 l+‘I‘PNH (enzims milica)
. Malato
o 1 +oP 1 l+DPN+ (m&lico dehidrogenasa)
DPNf-tZ/”'Oxalfcetato
+GDP I +GT'P (earboxiquinasa fosfo-
enolpirdvica)

Fosfoenolpiruvato + 002

La reaccién neta es en definitiva la conversidén del piruvato y GI'P en fosfo
enolpiruvato y GDP a expensag de la oxidacién del TPNH,

5 —> fosfoenolpiruvato + GDP + TEN' + H20

El equilibrio de tul reaccidn favorece la sintesis de fosfoenolpiruvato es-
pecialmente en presencia de un sistema enzimdtico acoplado que disminuya la

concentracién de TPN' y aumente la de TPNH, que en higado y otros tejidos
podria ser la glucosa-6-P-dehidrogenasa o la fosfogluconato dehidrogenasa

(206). Existen una serie de pruebas experimentales que afianzan la hipéte-
sis de la existencia de una reaccién de fijacién de anhIdrido earbénico por

por el piruvato antes de su comwersidén a hexosa; y que han sido recapitulg
das y discutidas por Krebs (206) y Utter (1G63)., Ademés Bartley demuestra

que en la formecidn de fosfoenolpiruvato durante la oxidacién del oxalacetg

™) . . : .
' Krimsky (205) ha obtenido sintesis neta de tructuosa l-6-difosfato a per
| tir de piruvato con un sistema reconstituido que comprende las enzimas co -

rrespondientes del ciclo glicolitico.
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to y malato por la cicloforasa de higado de paloma, esté involucrado un nu_
cle6tido que no es ni el ATP ni el ITP (probablemente sea el GI'P) (207). El
éxite. de las experiencias de Penningtony Utter (1933) sobre formacién de
fosfoenolpiruvato @ partir de piruvato "in vitro" y con un sistema reconsti
tuido formado por las enzimas y sustratos que se ha sugerido intervienen en
dicho mecanismo, demuestran la posibilidad del mismo. Los mismos investigg
dores demostraron lae existencia conjunta de dichas enzimas en aquellos teji
dos capaces de sintetizar glucégeno a partir de piruveto o lactato (higado
¥y rifion), mientras que en los mismos les cantidedes de quinasa fosfoenolpi-
rivica son las més bajas encontredas en todos los tejidos ensayados (193).
En estos momentos la discusién de la existencis de un mecanismo alterna-
tivo de formacién de fosfoenolpiruvato a partir de piruvato, cobra nuevo in
terés, en vista del descubrimiento de Utter de la mencionade pirdvico car-
boxilasa. Su estrecna asociacién con la carboxiquinasa fosfoenolpirdvica
en las mitocondrias y su aparente gran atinidad por el anhidrid carbénico
hacen suponer a Utter y Keech (98) que la formacién de fosfoenolpiruvato pg
dria reslizarse de acuerdo con el siguiente esquema:

AcetilCoA
piruvato + CO, + ATP —N—g-;-;——>- OA + ADP + Pi

++
OA + GTP _BIB_);PEP+GDP+COZ

el cual constituye un sistema mds sencillo que el anteriormente postulado ,

sl bien queda por demostrar su eficiencia en la formacién del tfostoenolpiru

vato y su real participacién en los tejidos y microorgenismos heterotrofos.
En este trabejo se describe el aislamiento, purificacién y estudio de

las propiedades de un sisteme enzimdtico de la levadura de panaderfa capaz
de sintetizar oxalacetato por carboxilacién directa del fosfoenolpiruvato

en presencia de AP y Mn++ « Sus propiedades permiten incluirlo dentro
del grupo de las carboxiquinasas fosfoenolpiruvicas,
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CAPITULO II
MATERIALES Y METODOS

ACIDO OXATLACETICO Y NUCIEOTIDOS, Se utilizaron los productos camercie
less de Sigma Chemical Products., El1 UDP fué cedido gentilmente por el Dr.
L, Leloir.

SULFATO DE PROTAMINA, Se utilizaron indistintatmente los productos de
Sigma Chemical Products y B.D.H. Ltd.

FLASDONE, Es el producto para uso m§dice de la polivinilpirrolidona ,
cedido gentilmente por Anilinas Argentinas S.A.

DIETIL AMINO ETIU CELULQSA (DEAB). Se utilizé el producto Serva~ En-
twicklungslabor, Heidelberg, Alemania, con una capacidad de 0.6 megq/g.

BIDROXTIAPATITA. Se prepar6 de acuerdo al método desarrollado por Ti-
selius y col. (6).

LEVADURA DE PANADERIA (SACHAROMYCES CEREVISIAE). Se utilizé el produc
to com rcial, prensado y libre de fécula obtenido de la Cla, Argentina de
Levaduras E.N., En una' preparacién se empled una levadura "“madre® utili.-
zada como inéculo en la obtencién en gran escala: del producto comercial 2

MALICO DEHIDROGENASA, Fué obtenida a partir de corazén de cerdo segun
Ochoa (1) S

ASPARTICO~GLUTAMICO TRANSAMINASA. Se obtuvo a partir de corazén de cer
do por el método de Cohn (2). E1 extracto asf obtenido se sometié a un
fraccionamiente con sulfato de amonio en las condiciones indic adas por el
método de Green, Leloir y Nocito (3) para separa la alanin-glutémico tran
saminasa, Para ello se agregaron 30 gr de sulfato de amonio por cada 100
ml de extracto, el precipitad se descarté y al sobrenadante se le agrega
ron 40 gr de sulfato de amonio por cada 100 ml. Se centrifugé en frio,el
precipitado se disolvié en borato de sodio 0.05 M pH 7 y se dializé con -
tra el mismo buffer durante una noche a 09C,

LACTICO DEHIDROGENASA., Se empled el producto Tipo II, libre de quina-
sa pirdvica preparado por Sigma Chemical Company y obtenido &l estado

cristalino como suspensién en solucién de sulfato de amonio,

MEDICION DE 1A CONCENTRACION PROTEICA. En las primeras etapas del trg
baja se utilizé con algunas modificaciones, el método turbidimétrico de
Stadtman, Novelli y Lipmann (4), cm 4cido tricloroacético, empleando 1la
siguiente técnicas a 1.5 ml de la solucidén conteniendo entre 0.1 mg y
2 mg de proteina gse agregan 3.5 ml de acido tricloroacético al 3 %, a los

tres minutos se mide la densidad éptica respecto de un blanco con agua can
el colorimetro Cromoién empleando filtro verde. La wurva de calibracién

se realizé con proteinas de suero humano cuya concentracién total se deter
miné eegfn Parnas., Posteriormente se midid la concentracién de proteinss

y 4cidos nucleicos de los extractos por el método e spectrofotométrico de

( ]Por gentileza del Br. Bronzini de C.A.L.S.A.
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Christien y Warburg (5). En ese caso la dilucién de la solucién proteica
se hace con soluecibn de borato 0,025 M pH 7.5.

MEDICION DE pH, Se hicieron por método potenci ométrico utilizando in_
distintamente los aparatos de Beckman modelo H2 y Metrohm modelo E 166 ,
Las mediciones de pH de extractos enzimdticos se hicieron colorimetrica
mente por comparacidn ccn las soluciones buffer de SBrensen, utilizando
los indicadores rojo de metilo (pH 4.5 - 6,3) y rojo de fenol(pH 6,5-8.0).

MEDIDAS ESPECTRCFOTOMEIRICAS. Se utiliz6 un espeetrofotdmetro Beckman
modelo D.U, provisto de cémara termostatizada de lectura.

CEXCRIFUGACIONES EN FRIP., Se utilizé una centrifuga refrigerada de la
International Equipment Co. modelo PR=2, provista del rotor 840 a.

EXPERIENCIAS DE ELECTROFORESIS LIBRE. Se llevaron a cabo en un apara-
to de electroforesis libre del tipo ideado por Tiselius, fabricado por
Perkin-Elmer Corp., modelc 384, utilizéndose en todos los experimentos le
celda de 2 ml de sistema atierto. Aproximadamente 3 ml del extracto &
asnalizar eren previamente dializados durante una noche a 0°C contra 600 ml
de buffer a utilizar en el ~xperimento., Una vez slineadas las tres sec-
clones de la celda y formado consecuentemente el limite mévil inicial, se
procedfa al desplazamiento del mismo unos 4 a 5 mmn dentro de la seccidn
central, de tal manera de interponerlo en el camino 6ptico del aparato .
Para ello se extraia lentdmente buffer del limbo ascendente mediante una
jeringa operada a mano y provista de una aguja larga de borde recto, in -
troducida apenas lo necesario en dicho limbo, con el maximo de precaucio-
nes para no alterar el limite mévil inicial, El1 registro de las imégenes
obtenidag por el sistems ™schlieren®™ se efectud utilizando la cémara foteg
grafica colocada en el extremo del aparato y provista de £ilm ®polaroid®.
Las medidas de conductividad se realizaron empleando una c&luld de condig
tividad de 2 ml de capacidad y un puente de conductividad fabricado por
Leeds y Northrup, modelo N®4960 .

EXPERIENCIAS DE ULTRACENTRINUGACION, Se llevaron a cabo en una ultra-
centrffuga Spinco modeio E,

MEDICION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA CARBOXIQUINASA FOSFOENOLPIRU-
VICA.

a) Decarboxilacién del oxalacetatg. Se lleva a cabo en el aparato de
Warburg, L2 mezcla de incubacién, que se coloca en el compartimiento
principal del vaso de Warburg, contiene 40/a.moles de OA; 0.% moles de
ATP y buffer borato-suceinato O.1 M.pH 5.4, La enzima se coloca en el
bulbo lateral., El volumen final es de 3 ml, Después de equilibrar el to
do durante 5 minutos a 30°C y con agitacién (70 oscilaciones por minuto)
se inicia la reaccién mezclando la enzima con el ¢antenido del comparti -
miento principal y se incuba dqurante 15 minutos, realizando lecturas cada
5 minutos del anhidrido carbénico desprendido. Trabajando a pH 5.4 no es
necesario acidificar el medio para liberar el anhidrido carbénico produci
do, caso caontrario se emplean vasos de Warburg de doble bulbo en uno de
los cugles se colocan 0,1 ml de SO4H2 %6 N; terminado el periodo de ineu
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becién (I5 minutos) se detiene la reaccion por €l agregado del &cido, y
después de 5 minutos (tiempo suficiente para que todo el anhidrido rete
nido sea liberado) se efectian las lecturas corregpondientes, La solu-
ci6h de oxalacetato debe ser preparada inmediatmente antes de ser usada
Yy su pH 'debe ajustarse al pH de la reaccién con adlueidn concentrada de
HONa, empleando verde de bromo_cresol como indicador. Las’ lecturas efgc
tuadas en presencia de enzima deben ser cmrregidas en todos los casos de
la decarboxilacién no enzimatica, para 1o cual deben realizarse simultg
neamente determinaciones de decerboxilacién en las mismas candiciones
del ensayo, pero omitiendo la enzima. bBlancos realizados con enzima in
activada por el calor no resultaron camvenientes, porque en algunos ex-
periment os re1izados en esas condiciones se observé una actividad decar
boxilante mayor en el blenco (debida a probablemente a 1a proteina dedd
naturalizada) que en ls miestra con la preparacifn enzimdtica sin inac-
tivar.

Se cornvino en adoptar como medida de la actividad decarboxilante, al
nimero de A litros de snhfdrido carbénico desprendido en los primeros
15 minutos de la reaccitn, en las condiciones més arriba indicadas ( 1
unidad de decarboxilac16n = lﬁalitro de anhidrido carbénico desprendi -
do}),

b) Fijacidn de carbénico,

bl) Método radisquimico, Se lleva a caboléncubando los extractos
enzimfticos con los sugtr=2tos en presencia de € 03HNa (d luido con
C03HNa inerte para dar una adecuada actividad especitica) en las condi-
ciones establecidas en cada caso, La temperatura iué siempre de %0 C
Cumplido el periodo de incubacién se detiene la reaccidn mediante el
agregado de SO4H, 36 N; se centriifuga y alicuotes de 0.2 ml de la mues
tra se colocan por duplitado sobre sendos discos de papel de filtro
(Schleicher y Schull 48Y) contenidos en planchetas de slumingéo, y se sg
can al vacfio sobre dcido sulfiirico, durante una noche, despuée de lo
cual se cuenta directamente la radioactividad tijada, ya que por este
proceddmiento el 01402 remanente es eliminado., Las medldas se corrigen
por autoabsorcibn, considerando que esta udltima, correspondiente al pa-

farid

pel de tiltro, es del mismo orden que la de¢ precipitados de carbonata
de bario (8). £1 peso de ilos discos de papel de filtro de 4.4 cm? de
" superficie, determinado después de medirse la radieactividad correspon-
diente, o0scil6 en casi todos los casos entre los valores de 54 y 60 mg,
10 cual representa espesores de 12,3 & 13.5 mg/cm2 Y, de acuerdo a I&
curva de correccién para el carbonato de bario, los mismos corresponden
.- & medidas del 27 al 25 % de la radioactividad a espesor cero respectiva-
mente,

Cuando el producto de la reaccibn es directamente el oxalacetato, el
secado debe hacerse a U = 5°C, y la radioactividad de los discos debe
Acterrinerse inmedia%emente después de ser sacados del desecador, pués
a temperaturas ambiente las muestras comienzan & disminuir paulatinamen-
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te su radioactividad debido a la decarboxilacién espontanea del oxalace
tato, Las incubaciones se realizaron en algunos casos en el pparato de
Warburg y en otros, en tubos de enagyo de 10 mm x 90 mm cerrados con tg
pén de goma,

Paras las medidas de actividad especitiea de fijacién por este método
de las distintas fracciones obtenddas durante los estudios de purif'ica-
cién, y por las razones que se indicarédn en el Capitulo V, se acoplé al
anterior el sistema enzimético de la aspartico-glutadmico transaminasa,
En esos casos la mezcia de incubacidén contiene 2 moles de PEP; 1.1

moles de ADP; 1.2544 moles de Cl,Mn; 3.2/,4,moles de 01403HN3; 10
A moles de glutamato; O.1 ml de transaminass; enzima; 0.5 ml buffer
borato=succinato 0,1 M pH 5.4 . Volumen final 1 ml. La reaccién se
inicia por el agregado de la enzima., Después de incubar durante 25 mi-
nutos a 30 C Se detiene la reaccién con 0,025 ml de 304 2 36 Ny se
procede en la forma antgs indicada. Los P moles de anhfdrido carbdni-
co fijado se calculan en base 2 la radicactividad espécifica del ©
CI4O3HNa utilizado. Se comvno en tomar como medida de la actividad en-
zimdtica por este método, al mimero de moles x 107 de anhfdrido car
bénico fijado en 25 minutos en las conéc:’iones indicadas (1 unidad de
fijacién = 0,001 ,u.mol de anhidrido carbénico fijado).

En otros casos y especialmente en las esperiencias de intercambio,se
prefirié utilizar como medida de actividad directamente la radioactivi-
dad fijada (c.p.m.), ya que en este Ultimo caso, durante la decarboxilg
cién se desprende anhidrido carbénico herte que hace variar la radioac-
tividad especifica inicial del cl4O3HNa.

b,) Método espectrofotométrico. En este caso la mezcla de incuba
cién contienes 25/‘» moles de PEP; 1.1 s mol de ADP; 10/armoles
de ClMn; 25 /,Lmoles de COsHNa; 1 /A,mol de BPNH; 0.1 ml de mdlico
dehidrogenasa; enzima; 1.5 ml de buffer borato-succinato 0.1 M pH 5.4.
Volumen final 3 ml, Temperatura 30°C, la reaccibn se inicia por el
agregado del PEP, A los 15 segundos de iniciada la reaccién se ajusta
la densidad 6ptica a 340 Lgey en un valor arbitrario de 0.3 y se comien
za a medir cada 15 segundos la disminucién de la misma. Se convino en
expresar la actividad enzimftica por este método por la variaciém que -
1a densidad éptica a 340 mal (AD0340) sufre en un minuto (1 unided de i
fijacién = A DOz de 1.0),

En cualquiera de los ttres métodos, la actividad especifica se obtiem
ne dividiendo la actividad enzimatica (expresada en las unidades respec
tivas) por el ndmero de mgs de proteina presente.

DETERMINACION DE PIRUVATO Y OXALACETATQ EN MUESTRAS QUE Mﬂ AM-
BAS SUSTANCIAS SIMULTANEAMENTE: Se utilizé el método de las 2-4 dini‘-
trofenil hidrazonas (DNF-hidrazona) de Cavallini y col. (9) y crometo, -
grafia segin Seligson (10). La téénica adoptada fué la siguientes uns
vez desproteinizada la muestra & investigar, se agrega a una alicuota
de la misma, generalmente de 1 ml; 2 ml de una solucién de 2-4-dinitro
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flenilhidrazina al 0,2 % en C1H 2 N, Se mantiene la mezcla a 36°C duran
te 12 minutos y luego a 0°%C haste que los eristales de la DNF-hidrazona
del oxalacetato se formen (aproximedemente 4 horas). Las hidrazonas se
extraen con acetato deetilo, realizéndose cuatro extracciones con por -
ciones de 2; 2; 1 y 1 ml respectivamente, las cuales se upen y la mez -
cla se extrae luego con COzNa, al 10 % (3 extracciones de 2 ml cada una).
La solucidén acuosa alcalina resultante se lava una vez con 1 ml de ace-
tato de etilo, se enfria en bafio de hielo y se acidifica con ClH(c) hag
ta reaccién dcida franca., Se vuelve a extraer tres veces con porciones
de 2; 1 y 0.5 ml de acetato de etilo; las cuales se unen y se llevan a
un volumen final de 4 ml con el mismo solvente, Para la separacién crg
matogréfica de la DNF-hidrazonas se aplica una alfcuota de la solucién
en acetato de etido, conteniendo de 0.2 a 1 mol de cada hidrazoma, a
la parte superior del pepel (Whatman N°1, previamente impregnado en una
soluciénde CosﬁNa N y secado a temperatura ambiente). El solvente se
prepara saturando un volumen de butanol por agitacién con dos volumenes
de solucién N de Cogﬂﬂa en un embudo de decantacién durante dos minutos,
La fase acuosa ge coloca en el fondo del recipiento cromatogrdfico. Se
coloca el papel en el mismo, se tapa y deja equilibrar por lo menos me-
dia hora y finalmemte se coloca el butanol en la naveclilla y se deja cg
rrer hasta obtener una buena separacién de los distintos componentes,lo
cual puede apreciarse 2 simple vista. Se saca el papel y se seca al ai
re. Se recortar las manchas(') y se eluyen con COzHNa.N, El1 volumen
del eluido se completa a 5 ml, se agregan 2 ml de HONa 3.5 N y se lee a
los 20 minutos en el colorimetro con filtro azul, comparando cont esti-
gos preparados exactamente en la misma forma a partir de mezclas de can
tidades variables y conocidas de piruvato y oxalacetato.

DETERMINACION COLORIMETRICA DEL PIRUVATO FORMADO EN LA REACCION DE
LA QUINASA PIRUVICA. Se empleé el método de las 2-4-dinitroféenilhidra-
zonas segdn la técnica simplificada de Kachman y Boyer (7). Finalizado
el periodo de incubacién se detiene la reaccién mediante el agregado a
una alfcuota de la mezcla conteniendo entre 0.1 y 1 A€ mol de piruvato,
" de 1 ml de reactivo (solucién de 2-4 DNPH al 0,025 % en C1H 2N ), Se
lleva a 3 ml con agua destilada y se deja a 37°C durente 10 minutos. Fi
nalmente se agregan 2 ml de agua destilada y 5 ml de HONa 0.6 M, se cen
trifuga para eliminar cualquier precipitado que se haya formado y se lee
después de por lo menos 10 minutos con filt ro verde. Las lecturas se
comparan con las obtenidas con controles que contienen cantidades cono-

cidas de piruvato,

DECARBOXILACION DEL OXALACETATO A NIVEL DEL CARBOXILO Q Y PREPABA-
CION DE IAS PLANCHETAS DE CARBONATO DE BARIO3 La decarboxilacién se lle
v6 a cabo en el aparato de Warburg empleando citrato de anilina como cg

(')Por este método se obtienen dos manchas de cada compuesto, correspun
dientes a los dos isbmeros cis-trans de las hidrazonas.
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talizador (11), La técnica empleada fué la siguisnte, Una alfcuota de
la muestra a investigar convenlentemente acidificada se coloca en la c§
mara principal de un vaso de Warburg, en el bulbo lateral se colocan
0.2 ml de citrato de anilina preparado mezclando partes iguales de ani-
lina recientemente destilada y dcido cftrico al 50 %, y en la copita cen
tral 0.2 ml de una selucidén de HONa 6 N, libre de carbonatos. Se equi-
libra a 30°C durante 5 minutos en el aparéto de Warburg, después de lo
cual se mezcla el cort enido del bulbo lateral con el de la cédmara prin-
cipal, y se deja agitando @urante el tiempo necesario para que todo el
anhidrido carbo6nico desprendido en la reaccién sea absorbido por la so-
lucibén de HONa., Finalmente se recupera el contenido de la copita cen -
tral, que se lava con agia destilada libre de carbonato, reuniendo los
l1iquidos de lavado. En caso necesario se agrega 1 ml de CosHNa 0.08 M
como portador y se precipita como 003Be mediante el agregado de 1 ml de
ClNH4 2My 1mldecCY
ta; el precipitado se suspende en agua destilada libre de anhidrido
carbbénico, se filtra al vacio por Blichner de ‘¢opa desmontable, utili -
zando para ello discos de papel de filtro Schleicher y Schull 589, pre-
viamente tarados, El precipitado se lava primero con agua libre de an-
hidrido carbénico y luego con acetona y se seca con corriente de aire
caliente,

COMBUSTION DE COMPUESTOS ORGANICOS: Se realizé con la mezcla oxidan
te sélida de Van Slyke y col. (12), en un sparato basado en el modelo
de Lindenbaum y col, (13), Para la descripcién del mismo como asi tam-
bién para detalles de la técnica empleada consultar el trabajo de Sto -
ppani y Pigretti (14).

FOSFOENOLPIRUVATQ: Se preparé por el método de Baer y Fisher (15) a
partir del dcido Q ~cloroléictico y oxicloruro de fésforo., Kl cloro-
l4ctico se preparé a partir de la epiclorhidrina y esta a su vez de 1la

2Ba M, Se cemtrifuga y el sobrenadante se descap

glicerina empleando los métodos respectivos, descriptos por los mismos
aytores. El dcido fosfoenolpirdvico se aislé como sal de plata y bario,
la cual se conservd al abrigo de la luz en congeladora. Para liberar
el dcido de su sal se disuelve una cantidad pesada de la misma en N05H
0.2 N en la proporcién de aproximadamente 100 mg en 3 ml., ILuego se _
agrega gota a gota soluciones de SOH, 0.5 M y QlH 0.5 B en cantidades
suficientes para precipitar completamente 1la plata y el bario, se cen-
trifuga y se asegura la precipitacién total mediante el agregado de un
ligero exceso de dichas soluciones, finalmente se lleva & pH 6.5 - 7.0
con solucién de HONa litre de carbonatos, Todas las operaciones se reg
lizan en frio. E1l fosfoenolpiruvato se valoré por tratamiento con ni -
trato mercdrico, y determinacién del ortofosfato liberado, por el méto-
do de Ernster. La solucidn de fosfoenolpirvato se cmservd congelada a
-15°C,

El P32-fosfoenolpiruvato se preparé en la misma forma utilizarnflo un
Esz-oxicloruro de fésforo que contenia inicialmente una radioactividad
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de 9 mC en 0,3985 g, el mismo se diluyd con oxicloruro de fésforo iner-
te ha#sta completar un peso de 1.350 g y se siguié con la técnica habi-
tual . -

. GROMATOGRAFIA EN PAPEL DE MEZCLAS DE ADP; ATP; PEP X QRTQFOSFATO; Se
utilizé el solvente de Paladini-Leloir (16) constituido por alecohol 95%.
acetato de amonio 1 M pH 7.5; (7.5 3 3) (v/v). Las hojas de papel
Whatman N°1 empleadas, se lavaron previamente con &cido férmico N ,lue-
go con verseno 0,5 % pﬁ"8°5 y finalmente con alcohol 95 % (17). Las ho-
Jjas con la mezcla a separay depositada en la mrte superior de la hoJja
se equilidbren durante una noche con el solvente y se desarrolla con el
mismo durante 24 a %6 horas a temperatura ambiente (aproximadamente
20°C), E1 revelado se hace con el reactivo de Wade y Morgan (21).

CROMATOGRAFJA DE ADENQOSIN POLIFOSFATQS EN COLUMNAS DE RESINAS INIER-

CAMBIADORAS DE IONES, Se utilizd el método de Cohn .garter (18) em -

pleando Dowex 1, x 10 % ®"cross linked®™, 200-400 mesh® ‘., Para su utilj
' zacién, la resina se lavé con agua destilada, dejédndola decantar duran-
te 20 minutos; 1lo que no sediment$ en ese lapso se eliminé con el so -
brenadante. La operacidén se repitié 4 veces. A continuacién la resina
se lavé con ClH 2 N, para lo cual se preparé con la misma una columna de
dimensiones adecuadas y se hizo pasar la solucién dcida hasta que la ab
sorcién a 260 %,4 del efluyente fué constante y menor de 0,050, Final
mente 8e lavd con agua destile da hasta eliminacién completa del ion clo
ruro, Con la misma se prepararon columnas de dimensiones que variaraon
entre 1 y 2 cm de longitud y 1 cm de didmetro.

El nucledétido a analizar se disolvié en 1 ml de agua destilada y se
1lev6 a pH aproximadamente 7. La elucidén de la columna se realizé suce
sivamente con3 ClNH4 0.01 M; CiH 0,003 M; ClH 0.01 M - ClNa 0,02 M y
ClH 0.01 M ~ ClNa 0,2 M recogiéndose fracciones de 10 ml, midiéndose
su densidad éptica a 260 nAe .

DETERMINACION DE_ORTOFQSFATO. Se empled el método de Ernster y col.
(19) de acuerdo a la siguiente técnica: la mestra convenientemente
desproteinizada (preferéntemente con &cido tricloroacético) conteniendo
entre 3 y 14-/ﬂ°gramos de P se colocan en una probeta graduada de 10 ml
con tapa. Se completa el volumen a 3 ml con agua destilmda y se agre -
gen 5 ml de una mezcla jsobutanol-benceno (1:1), 0.5 ml de SO,H, 10 N
Yy 0.5 ml de una  solucién de molibdato de amonio al 10 %, se tapa y
agita vigorosamente durante 15 segundos. Después de sepgradas ambas fg
ses se miden 2 ml de la fase superior con una pipeta de simple enrase y
se vuelcan en 4 ml de una solucién alcohol-sulfdrica (32 ml de SO4H2 36
N en 968 ml de alcohol absoluto) lavando la pipeta cuantitativamente
con el reactivo. Finalmente se agregan 0,5 ml del r eactivo reductor
(10 gr de ClySn. 2H,0 en 25 ml de ClH concentrado) diluido 200 veces con

T==——:
Gent ilmerte cedidas por el Dr. L.F. Leloir
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!
804H2 N y se lee a la media hora en el fotocolérimetro con filtro rojo.
Paralelamente se hacen controles con solucidn de PO4H2K de concentra =

cibén conocida y se comparan las lecturas con las anteriores.
PREPARAGION DE ATP CONTENIENDO B°2, Se empled la sfntesis quimica
de Khorana segin la técnica desarrollada por Lowenstein (20). En un tu
bo del tamafid de un tubo de Kahn provisto de tapa esmerilada se coloca-
ron 0.3 ml de una solneién de P;zwortofosfato libre de portador conte.=
niendo una radiocactividad de 0.35 mC en el momento inicisl. La solu -

cfén se evapord al vacie y se agregaron 10 mg de la sal sbédica de ADP ,
0.5 ml de una mezcls piridina-agua (10;1) y 0.2 g de N,N'=diciclohexil-

carbodiimida (Light}, se agregé una perla de vidrio para facilitar la
agitacién, se tapb y agité durante un lapso de 6 horas en un agitador .

de Kebn, Finelizado diche perfodo se agregé 1 ml de agua destilada agi
tando vigorosamente dvrante 1 minuto, se centrifugé y separé la capa
acuosa de la cual se «}iminé la piridina mediante cuatro extracciones

con eter de 2 ml cada una, La solucién acuosa se concentré al vaclo y
se cromatografié sobre papel por el método més arriba indicado. Se

utilizéron con ese fin dos papeles de 46 x 56 cm sobre los que se depo-
sit6 la solucién a cromatografiar en forma de banda & todo lo ancho del
borde superior. Se preparé un radicautograma y se eluy6é la banda co-
rrespondiente al ATP radioactivo, la cual se concentré al vacio., Para
ser utilizada, la solucibn de ATP radioactivo fué adicionada de 25, mg
les de ATP inerte. Por s} método indicado el P32 entra en 10s grupos
fosfato % y & del ATP, pero la distribucién entre esas dos posicio-
nes no pudo ser determirada en la preparacién descripta,
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GAPTTULO III

ENSAYOS PRELIMINARES Y CONSIDERACIONES GENERALES SOBRE
EL POSIBLE SISTEWMA ENZIMATICO RESPONSABLE DE LA FLJA -

CION DE ANHIDRIDO CARBONICO EN LA LEVADURA DE PANADE -
RIA (SACCHAROWMYCES CEREVISIAE).

Stoppani y col.(l) estudiando la asimilacién de anhfdrido carb’nico
por la levadura de panaderfa demostraron, utilizando 01402, que durante
la oxidacién del acetato, acetaldehido, piruvato y glucosa y también du-
rante la fermentacidén de esta uUltima, la radioactividad aparecifa en 1los
intermediarios del ciclo de Krebs y en algunos aminodcidos y compuestos
relacionados con la giucolisis, Los principales compuestos marcados fue
ron el aspartato, giutamato, malato y los 4cidos tricarboxflicos. El ané
lisis cinético de la incorporacién del 014 , en los diversos compuestos y
la distribucién intramoiecular del rétulo, serialaban al oxalacetato como
el producto primario de la fijacién. Si bien se desconocfa la naturaleza
del sistema enzimético involucrado en la misma, se pensé que bien podria
ser un sistema que catalizara una reaccifén del tipo de la de Wood y Werk-
man. Hasta ese momento los estudios sobre dicha reaccién se habfan reali
zado con extractos enzimfticos libres de células obtenidos de microorga -
nismos (M, lysodeikticus) y tejidos asnimales (higado de aves), que se ca-
racterizaban por poseer una marcada actividad decarboxilante sobre el
oxalacetato a nivel del caroxilo €5 Y & cuya reversibilidad se atribula
la capacidad que tenfan de incorporar Cl402 en el mismo. Por lo tanto
los primeros ensayos se encaminaron, en nuestro caso, en el sentido de la
obtencidn de extractos de levadura de panaderia, libres de células,que tu
vieron la capacidad de decarboxilar especificamente al oxalabetato, puri-
ficarlos parcialmente para luego investigar la posible incorporacién de
01402 en el carboxilo @ del oxalacetato, catalizada por dichos extrac-
tos.

Para la obtencio6n del extracto enzimdtico se parti6é de polvo acetdnico
de levadura preparado en la forma que se indica en el capftulo siguiente.
La extraccidn de la enzima se realizé de la siguiente manera: 50 gr de
polvo acetdnico de levadura se dispersaron en 200 ml de bufter borato=bé-
rico 0,05 M pH 8.0 en licuadora eléctrica durarnte aproximadamente un minu
to. Se dejé extrayendo con eventual agitacién durante cuatro dfas en cé-
mara Irfa, controlando periddicamente el pH con rojo de fenol. Durante
las primeras 48 horas se observé una pronunciada caida del pH que se co -
rrigié con el afiadido de amonfaco 5 M , Durante toda la extraccidén se
mantuvo el pH entre 7y 7.5 . Al términc del periodo indicado, la suspen

sién se centrifugéd durante 45 minutos a 3500 r.p.m. en trio, se descarté
el precipitado de material celular y se utilizo el sobrenadante ligeramep

te turbio, obtenido,
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Para eliminar durante las medidas de actividad oxalacético decarboxilg
sica la interferencia representada por la posible presencia en el extrac-
to de la pirdvico decarboxilasa que podria provocar la decarboxilacién del
oxalacetato al nivel del carboxilo € o la del piruvato formado durante
la resccidén, se sometié el extracto a una difiisis alcalina con el fin de
eliminar en lo posible a la cocarboxilasa (pirofosfato de tiamina). Para
ello se dializaron 50 ml del extracto contra 500 ml de buffer borato=béri
co 0,05 M , pH 8 durante 48 horas y en trfo, cambidndose el liquido de
didlisis cuatro veces aurante el lapso indicado,

Con el extracto asf obtenido se ensayé actividad decarboxilante sobre
el oxalacetato. Como condiciones de medida se adoptaron las utilizadaa
por Plaut y Lardy para el estudio de la enzima correspondiente de Azoto -
bacter vinelandii (2)., La mezcla reaccionante que contenfa 1.5 ml de bu-
ffer borato-succinato O,1 M pH 6.8; 40,4 moles de oxalacetato; 5,¢ moles
de CIZMn y enzima; se incubé en el Warburg a 30°C con agitacién (70 osci
laciones por minuto) utilizando vasos de doble bulbo., Al cabo de 20 minu
tos se detuvo la rescci¢n mediante el afiadido de 0,1 ml de SO4H2 %6 N con
tenido en uno de los bulbos y se mididé el anhfdride carbdénico desprendido.
Simultaneamente se realizdé un blanco en la misma forma pero utilizando ex
tracto inactivado por el calor (10 minutos a 10000) para hacer la correc-
cidn por decarboxilacién no enzimdtica del oxalacetato. Los resultados
obtenidos en esas condiciones de medida, incluidos en la Tabla III-l, no
fueron myy significativos debido a que la diferencia entre los valores c¢g
rrespondientes a la decarboxilacién enzimética y no enzimética podia consji
derarse comprendida dentro del error experimental., Con el objeto de con-
centrar la actividad enzimdtica se precipitaron ias proteinas del extrac-
to crudo con sulfato de amonio s6lido hasta saturacién total., (La técni-
ca empleada para 1os fraccionamientos con suifato d@e amonio se detalla
en el Capftulo siguiente.) El precipitado asf obtenido se disolvié en bu
ffer borato-succinato 0,1 M pH 6.8 y se dializé contra buffer borato-bori
co 0,05 M pH 8 con el fin de eliminar el exceso de sal y la cocarboxilasa,
Con el extracto asi obtenido se determiné nuevamente actividad decarboxi-
lante sobre el oxalacetato y también sobre el piruvato. En este dltimo
caso se reemplazd para la medida, el oxalacetato por 4q/4.moles de piruvg
to de sodio, siendo las condiciones restantes las mismas (Experimento 2
de la Tabla III-1)., Pudieron obtenerse en esa forma valores de la activi
dad enzimdtica més significativos que el obtenido con el extracto crudo .
Ademés se observo carencia de actividad decarboxilante sobre el piruvato,

El extracto proveniemte de la precipitacién salina fué refraccionado
con sulfato de amonio, obteniéndose tres fracciones correspondientes a
cortes entre Oy 25 , 25 y 50 , y entre 50 y 75 % de saturacién., La medi
da de la actividad decarboxilante de dichas fracciones indicé que la acti
vidad enzimdtica se repartla entre las dos dltimas fracciones (Experimep
to 3 de 1la Tabla IIT-1). Los valores obtenidos fueron lo suficientemen-
te significativos como para considerar adecuadas dichas fracciones para
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efectuar un estudio preliminar tendiente a buscar condiciones de medida

m4s adecuadas de la actividad oxalacético decarboxilasica,

En primer término s e ensayé la influencia del pH, Se emplearon buffer
borato-succinato 0,1 M de pH comprendidos entre 3.5 y 8.4. El resto de
las condiciones utilizadas fueron las mismas de los experimentos 2 y 3 de
la Tabla III-l, Como extracto enzimdtico se utilizé el obtenido por frac
cionamiento con suffato de amonio del extracto crudo (corte entre 3Q y
48 % de saturacién), Los resultados obtenidos, inclufdos en la Tabla
ITI-2, sefialaron la conveniencia de trabajar a un pH més bajo que el pri-
mitivamente adoptado, pues se pudo comprobar que en estas Ultimas condi -
ciones tan s6lo se medla un 17 % de la actividad que se podla alcanzar
trabajando a un pH de aproximademente 5.4, Ademds se pudo demostrar que
haciendo las medidas de actividad a ese pH desaparecfa la actividad
carboxilésica remanente que presentaban algunas preparaciones enzimédticas.

También se ensay6é la influencia que podfa tener en las medidas la pre-
sencia de DPN, TPN, y ATP en el medio de incubacibén. Los resultados que
se incluyen en la Tabla III-3 indicaron una marcada activacién de la de -
carboxilacién enzimdtica del oxalacetato por el ATP y en menor grado por
el DPN y el TPN, En presencia de ATP la actividad fué casi tres veces la
actividad del testigo sin ningune adicién. Para el TPN y DPN si bién hu-
bo una activacién significativa, la misma fué marcadamemnte inferior a la
correspondiente al ATP: 46 % y 65 % mayor que la del testigo, respectiva
mente,

Otro factor que se tuvo en cuenta antes de encarar laposibilidaed de un
estudio de purificacién de la enzima, fué la de ensayar la necesidad de
Ma*? en el medio ae incubacién, pués se conocfa la marcada acd 6n catali-
tica que los cationes divalemtes y en especial el Ma'" tenfan sobre la de
carboxilacion quimica y enzimdtica del oxalacetato (3,4). Se realizaron
dos experimentos preliminares con extractos obtenidos por precipitacién
con sulfato de amonio, Los resultados no fueron muy concordantes, pues
mientras que en uno de los experimentos se obtuvo una activacién signifi-
cativa, en el otro, trabajando con dos concentraciones distintas de Mn++,
no se observé ningdn efecto sobre la decarboxilacién enzimdtica. (Tabla
II1-4).

CONCLUSIONES: Dentro de las limitaciones que en la interpretacién im-
puso la utilizacibn de extractos muy impuros, los resultados obtenidos de
estos ensayos preliminares sefialarmm los siguientes hechos:

1%) Posibilided de obtener a partir de polvo acetdénico de levadura de pa-
naderfa, extractos libres de células con actividad axalacética decar-
boxilé4sica, practicamente libres por otra parte de actividad pirdvico
carboxilésica en las condiciones de medida finalmente adoptadas,

2°) La actividad oxalacética decarboxildsica fué mdxima a pH relativamen-
te bajos lo que explica las bajas actividades obtenidas en 1l0s prime-
ros ensayos en que se utilizé un pH comparativamente alto.

39) E1 ATP en concentraciones cataliticas, ejerci6 una marcada acci 6n ac-




TABLA III-1

ENSAYQS_FRELIMINARES DE ACTIVIEAD OXALACETICO DECARBOXILASICA EN EXTRACTOS CRUDOS ¥
) FRACCIONES QBTENIDAS POR PREGIPITACION GON SULFATO DE AMQNID

La condiciones experimentales ee detallan en el texto. El tiempo de incubacidén fué
de 20 minutos en el Experimento 1 y 15 minutos en los restantes,

Experimento Extracto Proteina Sustrato CO, (') Actividad especifica
utilizado Presente desprendido AL de COp (")
(mg) “1, (mg de proteina

1 Extracto crudo 17 OA 16 0.95
2 (o] | 28 0.9
2 Fraceidn 100 ¢ sat. 30 Rruvato 0 i
Fraccién 0=-25%sat. 16 0A 0 —
3 Fraccidn 25-504sat. 12 0A 20" 1.7
Fraccidn 50-75%sat. 16 0A 35 2,2

(') Descontado el valor correspondiente a la decarboxilacién no enzimdtica
(') Expresada como /‘1 de CO, desprendidos en el tiempo de incubacién indicado en

‘es’e caso, por mg de proteina presente,
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TABLA I1I=2

INFLUENCIA DEL pH EN LA MEDIDA DE LA ACTIVIDAD OXALACETICO DEGARBOXILANTE

(Ensayos pr:*-=inares)

Condiciones experimentales en el texto. Cantidad de proteina presentes 5 mgr.

pH C:O2 desprendido Actlvidad relativa
ycl) (%)
35 0 0
45 0 0
54 107 100
6.1 74 69 i
5.8 18 17

8.4 7 6




TABLA III-3

INFLUENCIA DEL DPN, TP Y ATP SOBRE LA ACTIVIDAD OXALOACETICA DECARBOXILASICA
La mezcla de incubacidn contienes buffer borato-succinato 0.1 M PH 5¢4; 5/¢(,mo-

les de CloMn; 40 /‘moleé de oxalacetato;

cadasy volumen final 3 ml., Temp., 300C; 15 minutos de incubacién.

40 mg de proteina(') y las adiciones indi-

Adiciones CO, desprendido

(A1)

L -
0..36/lmolea de TPN
0.43/1 moles de DPN

0.60A4 moles de ATP

65
95
106
187

(") Se utilizd una preparacidén obtenida por precipitacidn con sulfato de amonio entre

30 y 70 % de saturacidén del extracto erudo.




ZABLY I1I-4
L 4
RFECTO DEL M. SQBRE LA ACTIVIDAD OXALJCETICO DECARBOXILASICA

la mezela de incubacidén contiene buffer borato=succinato 0.1 M pH 5. , 40/Lmoles
de oxalacctato, enzimal'), Volumen final 3 ml. Temperatura 300C, 15 minutos de in-

- >
cutacrion,

Experimento M presente CO2 desprendido
(,(, moies) ( /‘,l)
0 52°
1
5 89
0 49
2 5 50
10 &4

. »
(') Experimento 1 3 17.2 mg de proteina de un extracto obtenido por precipitacion
con sulfato de amonio a saturacién total
Exgerimento 2 3 33 mg de proteina de un extracto obtenido por precipitacidn con

sulfato de amonio entre 48 y 80 % de saturacidn.
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tivadora sobre la reaccién. El mismo efecto pero en menor grado lo
ejercieron el DPN y TPN,

4°) Con el Mn++ los ensgyos preliminares fueron contradictorios pues en
dos experiencias independientes, realizadas con extractos distintos ,
se observé en un caso, activacibén de la reaccién enzimédtica, mientras
que en el otro el efecto del Mn** fue pridcticamente ndlo en las con -
centraciones utilizadas. Ensayos posteriores con extractos de mayor
grado de purezsg con respecto a la actividad oxalacético decarboxilasi
ca indicaron que el afladido de Mh** al medio de incubacién no era ne-
cesario, y més adn, en concentraciones del mismo orden que las utili-
zadas en los primitivos ensayos, el Mn++ ejercia una significativa ag
cién inhibitoria,

E1l conocimiento de estas propiedades de la enzima responsable de la de
carboxilacién del oxalacetato permitié ajustar las condiciones de medida
de la actividad correspondiente en forma de contar con un método suficien
temente sensible y especIfico para utilizar en los estudios iniciales de
purificacién, Las condiciones de medida que finalmente se adoptaron, y
cuya conveniencia fué posteriormente corroborada por experimentos que se
describirdn en el Capftulo VII realizados con preparaciones mds puras,fue
ron las que se describen en el Capitulo II de Materiales y Métodos. En
cuanto al afiadido de Ma®® al medio de incubacibn, y en vista de los resul
tados contradictorios obtenidos, se pensfé que los mismos podfan deberse
al hecho de que la actividad decarboxilante fuera efectivamente dependien
te de la presencia de un catién divalente, y estando este yaunido a la
proteina enzimdtica, aparentemente no seria necesario su agregado; pero
la posibilidad de que se separara el catién durante el proceso de purifi
cacién de la enzima harfa necesario su afiadido al medio. Teniendo en
cuenta este factor de incertidumbre en la medida, se opté en los primeros
ensayos de purificacién por incluir al Mn++ en la mezcla reaccionante, si
bien posteriormente y ya en posesién de otros datos experimentales se 1o
excluyé de la misma.,

En definitiva, se tomé como criterio de purificacién, de la enzima, a
la actividad decarboxilante sobre el oxalacetato, catalizada por el ATP .
Las experiencias, descriptas en el Capftulo correspondiente, demostraron
la validez de dicho criterio también en lo que se refiere a la purifica -
cién de la actividad responsable de la fijacién de anhidrido carbénico,al
menos en las primeras etapas de la misma,
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CAPITULO ¥

OBTENCION DB EXTRACTOS ENZIMATICOS DE LEVADURA DE PANA-
DERTA (G. CEREVISIAE) Y ESTUDIOS DE PURIFICACION DE
1OS MISMOS

En los estudios de purificacién subsiguientes se han empleado simultaneg
mente los distintos métodos de medida de la actividad enzimdtica descriptos
en el Caplitulo II., En cade case se indice el metodo empleado.

a) PREPARACION DEL POLVO ACETONICO DE LEVADURA. Extractos enziméticos
libres de células pueden ser obtenidos a partir de la levadura, previo tra-
tamiento de la misma con acetona y eter con el fin de gltersr las estructu-

ras celulares y al modificar de ese modo la permeabilidad de la pared celu-
lar permitir la extraccibn de sustancias intracelulares que de otra manera
serla imposible obtener, Dicho método fué utilizado por primera vez por
Alber, Buchner y Rapp (1) en la obtencién de la "zimasa"™ a partir de la le-
vadura. Una modificacién del método primitivo fué hecha por Stoppani y
Milstein para obtener lags DPN y TPN aldehido deshidrogenasas de levadura
(2). A continuacién se describe una preparacién tipo.

Se lava la levadura suspendiéndola en agua destilada (500 gr en 1 litro),
homogeneizando la suspensién en licuadora eléctrica. Si la levadurz comer-
cial contiene fécula, se centrifuga, se separa la capa de almidén y se vuel
ve a suspender en agua y se filtra por succién hasta que no escurra mgs 11-
quido. En caso de trabajar con una levadura libre de fécula se procede al
filtrado de la suspensibn directamente. 250 gr de la torta obtenida y en -
friada a 4°C se suspende con la ayuda de la licuadora eléctrica en 6C0-700
ml de acetona enfriada a aproximadamente —20°C. E1l tratamiento dura entre
medio minuto y un minuto, e inmediatamente se filtra por succién en un blich
ner previamente enfriado. El tratamiento se repite otras dos veces y debe
hacerse lo méds répidamente posible con el fin de evitar que la temperatura
de la pasta suba por en~ima de los 5°¢C. Después del tercer tratamiento ace
ténico, la torta se lava dos veces en el mismo blichner con parciones de 150
ml de éter etilico recientemente destilado y libre de peréxidos, enfriado a
-20°C, Se escurre el eter por succiébn, se disgrega la torta y se extiende
sobre una hoja de papel de filtro en corriente de aire; se ayuda a disgre-
gar finamente con una varilla de vidrio grueso, hasta convertirla en un pol
vo fino, seco, libre de olor a eter o acetona, Por este método se obtienen
aproximadamente entre 220 y 240 gr de polvo por cada Kg de levadura prensa-
da, El polvo asi preparado se conserva en un desecador al vacio contenien-
do vaselina lIquida para absorber la acetona remanente, e hidréxido de so -
dio o pasio como deshidratante, preferentemente en cfmara frfa. Si bien el
polvo dura mucho mds tiempo, no conviene utilizaric dcspuds de seis meses de
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preparado, para la obtencién de la carboxiquinasa fosfoenolpirdvica, pues
en caso contrario la preparascién de la enaima se hace dificultosa,

b) EXTRACCION DE LA ENZIMA. La extraceién de la enzima se hace con bu-
ffler borato-bérico 0,05 M pH 8 en frio., Para ello se suspenden 100 gr de
poivo acetbnico de levadura en 300 a 400 ml de buffer con licuadora eléctri
ca durante aproximadamente un minuto, Se deja extrgyendo con eventual agi-
tacién durante tres dfas en cdmara frfs. Durante toda la extraccidén se man
tiene el pH entre 7y 7.5 mediante el agregado de amoniaco concentrado di-
luido al tercio, impidiendo de ese modo que el mismo baje demasiado por ac-
cién del metabolismo endfgeno de las células. Al cabo de los tres dias se
centrifuga en frio a %.500 r.p.m. durante aproximadamente 45 minutos, El s¢
brenadante se decanta y se guarda, y el residuo se lava y termina de extrae;
para lo cual se suspende nuevamente en buffer borato-bérico 0.05 M pH 7.5
hasta completar el volumen inicial de la suspensién y se deja otros dos dlas
en cémara fria con eventual agitacién, Se centrifuga en la misma forma que
antes. y el sobrenadante se une al anterior. En esta forma se obtiene un ex
tracto turbio que contiene la enzima& y que puede conservarse congelado a
-20°C durante uno o dos meses sin pérdida apreciable de actividad. ZEstos
extractos contienen nucleatos en proporcién variable entre 6 y 10 % con rag
pecto a las proteinas, determinados ambos por el método espectrofotométrdco
de Christian y Warburg (3), hecho que debe ser tenido muy en cuenta en 1las
etepas posteriores de purificacién., Las medidas de actividad oxalacética
decarboxilante de estos extractos crudos deben hacerse sobre muestras que
hayan sido previamente sometidas a una diglisis alcalina con el fin de eli-
minar a la cocarboxilasa, realizéndose la misma en la forma que se indicé
en el Capitulo III,

En la Tabla IV-1 se incluyen los resultados obtenidos con algunas de lasz
preparaciones hechas a partir de distintas partidas de levadura, durante tg
do el tiempo que durd el presente trabajo. Se puede apreciar en ella que
el rendimiento de la operacifn, expresado como actividad enzimética obteni-
da por gramo de polvo aceténico de levadura, varif marcadamente de prepara-
cién en preparacién, si bién se mantuvo por lo genszral dentro de los vale -
res comprendidos entre 700 y 1400 unidades (de decarboxilacién) por gramo
de polvo acetbnico., La actividad especifica de las distintas preparaciones
vari6é entre los IImites comprendidos entre 17 y 28, y en la mayorla de las
preparaciones (comprendiendo también las no inclufdas en la Tabla IV-1) fué
de aproximadamente 24, Estas variaciones en los valores del rendimiento co
mo en los correspondientes a la. actividad especifica inicial, pueden ser
debidas a varios factores de dificil control: variaciones en la cal idad del
polvo acetdnico preparado, debido principalmente al factor temperatura; va-
riaciones en el pH durante el proceso de extraccién, y posiblemente el de
mayor importancia, representado por la partida de levadura utilizada,ya que
el trabajar con un producto de origen industrisl impide un control constan-~
te y adecuado de las condiciones de obtencidén de la misma. En ese sentido
son muy interesantes los resultados obtenidos con una levadura  “madre®
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que es utilizada como indculo en la obtencidén comercial de la misma., En 1la
Tabla IV-1 dichos resultados correaponden a la preparscién W, En ella se
puede apreciar el alto rendimiento elecanzado, si bién no es posible discer-
nir las reales causas del mismo (mayor contenido celular relativo de la en-
zima, mayor eficiencia en la permeabilizacién de la pared celular por el
tratamiento acetonico, etec.).

También la actividad especifica enzimdtica inicial, es casi el doble de
la comunmente obtenida en esta etapa, 1o que indicarfa una mayor proporcion
relativa de enzima en la ¢elula o una mayor selectividad en el proceso de
extraccién,

En la misma tabla se incluyen (entre paréntesis) los valores obtenidos
en algunas de las preparacidnes por medidas de fijacién de anhidri do carbé-
nico (métodos radioquimico y espectrofotométrico),

c) ADSORCION CON GEL DE FOSFATO. Los extractos provenientes de la extrac
cién del polvo acetdnico de levadura, son turbios debido a la presencia de

restos celulares en suspensidén que son de dificil sedimentacibén, Ademas al
ser sometidos a otros métodos de fraccionamiento con el tin de puriricarlos,
se presentaron en muchos casos dificultades dursate las centrifugaciones cg
rrespondientes, pues las fracciones obtenidas fueron de dificil sedinenta -
cién. Con el fin de clerificar los extractos y librarlos por completo de
los restos celulares y al mismo tiempo obviar los inconvenientes menciona -
dos, se ensay6 una adsorcién negativa con gel de tosfato preparado "in situ"
de acuerdo a la siguiente técnicas se ajusta el ph del extracto provenien™
te de la extraccién del polvo scetdnico a 7.2 y se agrega bufrer fosfato

0. 5 M pH 7.2 en 1la proporcién de 1 ml por cada 100 mg de proteina piesen -
te , luego se procede a precipitar el fosfato mediante el acregaao de una
solucldn de acetato de calcio 1 M, en la proporcibén de 0,5 ml por cada ml
de buffer fosfato previamente agregado., La adicién de 1la solucidn de aceta
to de calcio se hace lentamente (aproximadamente 10 a 20 ml por minuto) y
con agitacién continua. Esta se mantiene durante una iora después del agre
gado del acetato de calcin 21 cabo de la cual se centrituga en 1rlIo durarnte
15 minutos a 3%.500 r.p.il. Todas las operaciones descriptas deben llevarse
a cabo en la cdmura fria, Lkl sobrenadante de la centrifugaciédn, que contie
ne la enzima, tiene un aspecto completamente llmpido debido a 1la eliuinag —~
cidén del material celular en suspensién, Los resultados que se obtuvieron
en una serie de preparaciones se incluyen en la Tavla IV-2, Ikn la misma se
puede apreciar gue el rendimiento de la operacidn &35 muy bueno, practicamen
te del 100 %, Los resultados obtenidos en aguellos cascs en gue el mismo ,
aparentemente es mayor del 100%, pueden ser interpretsdos como debidos a
errores del método de medida en extractos muy impuros, o bien & la elimina-
cién por adsorcidn con el gel de fosfato, de sustencius que pudieran inter-

ferir en las medidas de actividad del extracto inicisl. &n cusnto a la pu-

z s fa 3

Determinadas por el método espectrofotométrico., Si bien debido & la tur
bidez del extracto dicha medida no puede considerarse como muy exacta, tie-
ne en esta etspa valor comparativo,




TABLA IV-1

RENDIMIENTC DE LA EXTRACCION DE L4 ENZIMA A PARTIR DE POLVO AGETONICC DE
LEVADURA EN SUCESIVAS PREPARACIONES

Actividad Enzimdtica

Preparacidn Polvo_aceténico (1) Por gramo L
utilizado Total de polvo Especifica
(er) (unidades(")XIO'B) Szfgﬁggﬁgf;;) (@g gzigigi:ina )
F 100 72 720 17
G 150 135 9C0 27
X 2C0 144 720 23
L 360 404 1.120 23
(242x10%unidades) (672) ( 13.8)
Q 6c0 855 1.425 28.5
LY 690 2,780 4000 44
(5.320 unidades) (7.7) (0.084)

(') Se midis ia actividad decarbcxilante sobre el axalacetito en sresencia de «IP con
la téerica deseripha en el Capitulo II. En las mezclas de incubacidén correspon «
disntes & las medidas de las preparaciones F,G e I se incluyeron 5 :moles ds Mn
Se utilizaron extractos sometidos a una didlisis alcalina. Los valores inclutdos
hen sido corregidos por la dilucidnm que sufrieron los extractcs durante la d:"i-
sis. l.os valores entre paréntesis que figuran junto a los de las preparsciones L
y W zoirespuncen a medidas de fijacidén de anhidrido eartdnico per el método ralio-
quinico (para la preparacion L ) y espectrofotométrico (para la preparacidén W) .

(*') Definidxr en el Sapftulo II.

*913 Se utilizA una partida de levadura nadre (ver texto)

[y

3
\




TABLA IV-2
AN "RCION NEGATIVA_COE GEL DE FOSFATO PREPARADG "IN SITU *

D . EE—— | ——  S— i S ————— e S et ——

Las pr¢  raclones y las condlc}cnea de medids de la actividad er: ndtica s las mis-
mas qu. as de la Tabla IV-1{'

Preparaciin “Actividad tota% Rendimiento  Actividad especiric
(unidedes x 10~7) g (upidades/mg proteina)
Extracto Sobrenadante de Extracto Sobrenadunte de
original la adsorcidn original la adsorcion
F 75.5 84.3 112 17 31
143 130 91 23 22
399 400 100 23 3445
(239 xio®  (205x10° £36) (13.8) (17.7)
unidades) unidades)
Q 855 930 111 28.5 41
W 2.780 2.800 101 4, 52
[ 4
(5.320 (7.350) (138) (0.084) (0.136)
un:cdades) :
(') Los valores entre paréntesis que flguran Junto 2 los de las prepara01ones Lyw,

corresponden a medidas de fijacidn de anhidrido carbdénico por el método radloqui
mico (para la preparacidn L) y espectrofotométrico(para la preparacidn W)




-~

IV-4
rificacibén que se obtiene en esta etapa, es dificil de anreciar debido alas
dificultades de medida de la concentracién proteica de la solucidén original,
lo Que hace que el cdlculo de la actividad especifica de 1la misma, sea ten
gsolo aproximado y ésta no pueda ser tomada como término de comparacién ade-
cuado, Los resultados obtenidos midiendo la actividad enzimdtica de fija -
cién de anhidrido carbdénico por los métodos radioquimico y espectrofotomé -
trico concuerdan en lineas generales con los correspondientes a los de acti
vidad decarboxilante., Las variaciones que se observan al compararlas pue =-
den ser debidas a los inconvenientes en las medidas de actividad con extrac
tos muy impuros a que se hizo mencién al describir los métodos en el Capitu
lo II. En esta etapa el porcentaje de nucleatos de las distintas prepara -
ciones varfa entre 3% y 5% con respecto a la proteina presente. Por dltimo
debemos seflalar que 12 proporcién indicada de fosrato a precipitar en rela-

cibén con el contenido proteico, es la mas adecuada, pues cantidades de fos-
fato mayores que las indicadas, conducen a una disminucién del rendimiento
de la operaciébn sin con elio ganar en la purificacién obtenida,

d) FRACCIONAMIENTO3 SALINOS CON SULFATO DE. AMONIQ, Las experiencias des
criptas en el Capitulo III demostraron que la actividad enzimdtica buscada
era precipitable por sulfato de amonio. Los primeros ensayos se llevaron e
cabo precipitando dicha actividad a saturacién total, pero poateriormente
ge afinaron las condiciones de trabajo, lo gque permitié incorporar el méto--
do en varias etapas de la purificacién de la enzima,

Condiciones experimeutasleg. Uno de los factores mds importantes a tener
en cuente es la calidad dei sulfato de amonio empieado, pues debe utilizar-
se una droga pro-andlisis, de lo contrario los rendimientos son bajos debi-
do a trazas de metales pesados presentes en la droga. Los fraccionamientos
se llevaron a cabo, ya sea mediante el agregado de droga sélida o de solu -
vién saturada a la temperatura de precipitacibn (entre O y 5°C). La concen
tracién de sulfato de amonio se expresé, como es comin en estos casos, como
porcentaje de saturacién total. En caso de emplear sal sbélida, el cdlculo
de la cantidad de sal necesaria para alcanzar un dado porcentaje de satura -
cién total, se realizdé con ayuda del nomograma de Dixon (4). Como dicho no
mograma esté construido para trabajar a temperatura ambiente, y las precipi
taciones se llevaron a cabo a teunperaturas cercanas a OOC, los porcentajes
de saturacioén asl calcuiLados no fueron los realmente obtenidos, no obstante

Lo cual, tienen valor couparativo y son reproducibles, Cuando se empie6 sg
lucidén saturada, se utilizé para el cédlculo la siguiente férmula;

S, - S,
i

Va:Vc_f___
= 100~ S

en la que Va es el volumen de solucioén saturada de suilsto de amonid gue es
necesario agregar a un volumen VS de solucién con un porcentaje de satura -
cidén total Si , bara que el mismo se eleve a S, . kn dicha férmula se con-
sidera despreciable los evectos de la contraccién de volumen. Cualquiera

sea el método empleado, el afiadido del sulfato de amonio se hacia lentamen-
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te con agitacién continua y manteniendo el pH en aprJ.zimadamente 7, por el
agregado de amoniaco., Luego se dejaba en reposo entce una hora y una noche
segin el caso, y se centrifugaba a 3.500 r.p.m. Los precipitadostobtenidos
se disolvian en borato 0,025 M pH 7 y se los dializaban contra el mismo bu-
ffer durante 48 horas para eliminar el sulfato de amcnio. En aquelios ca -
s0s en que los extractos utilizados en los fraccionamientos no habfan sido
previamente sometidos a una didlisis alcalina para eliminar la cocarboxi la-
sa, las difdlisis para eliminar el sulfato de amonio se hicieron a vd 8 ,

Todas las operaciones se realizaban en cémara iria entre Oy 59C,

Resuyltadogs. Los ensayos preliminares realizados con los extractos cru «
dos no clarificados por adsorcién con gel de tosi'ato dieron resultados poco
netos, debido a las dificultades ya seflaladas, gque se presentaban durante
la centrifugacién y que impedia obtener cortes muy netos y reproducibles ,
No obstante se pudo comprobar que la actividad precipitsba entre 30 y 70 %
de saturacién total. Ya en posesidn de extractcs clarificados, se pudieron
determinar més exactamente los lImites de precipitacidn més adecuados para
obtener la méxima puriricacién posible con un rendimiento adecuado, Como g
esta altura de la puriricaci é4n los voldmenes de extractos con los que se
trabaja son grandes, conviene realizar el fraccionemiento con sulfato de
amonio s6lido. En la Tabla IV-3 se incluyen los resultados obtenidos con
varias preparaciones, todas ellas provenientes de la etapa correspondiente
a la purificacién con gel de fosfato.

Se puede apreciar en la misma que el grueso de la actividad, tanto la co
rrespondiente a la decarboxilacién del oxalacet:to como a la t'ijacién de an
hidrido carbénico, cae en la fraccién comprendida entre 42 y 55 % de saturg
cién, con una purificacién, término medio, de dos y media a tres veces. En
cuanto al rendimiento de la operacién se debe hacer notar que el mismo va -
ria segin se lo calcule en base a la medida de actividad decarboxilante o a
la de fijacién de anhidrido carbdnico. Los rendimieintos calculados en base
a la primera son en promedio m&s bajos que 1los czlculados en base a la acti
vidad iijadora y estdn coiprendidos entre ©O y (U % , salvo excepciones co-
mo las correspondientes a las preparaciones C y W =n cuyos casos los rendi-
mientos son significativamente menor y mayor espectivamente de lo que comun
mente se obtiene, En cambio el rendimiento cglcitiado en base a la activi -
dad i'ijadora es més rerroducible y por Lo generzl alcanza a valores superio-
res al 80 % .

Estos rendimientos son absolutos, es decir han sido calculados ea rela -
cién a la actividad total del extracto a fraccionsr y no de la actividad to_
tal recuperada en las distintas fracciones, kn este ultimo caso la reparti
cién porcentual de activiasd recuverada (no incliaide en La Tavla) indica que
entre el 80 y 90 % de la misma cae en la fracciin nencionads y es dentro del
error de los métodos de medida, la misma para ambas actividades. El resto
de la actividad recuperada, cae casi exclusiveme:ie en la fraccidn compren-
dida entre O y 42 % de saturacién. El rendimieato relativamente bajo que
en algunos casos se obtiene en el fracd onam.ecntd, ~Uandéo se 1o valora en
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base a medidas de carboxilacién del oxalacetato, pueden ser debido a inhibi
cl 6n de dicha actividad por acci én del sulfato de amonio remanente en 1los
extractos a causa de deticiencias en el proceso de didlisis, especialmente
en los casos en que log volumenes a dializaer son grandes, Experimentos de
inhibicién, no incluidos en el presente trabajo, demostraron gue el sulfato
de amonio en concentracién 10 mM ejerce una accidn inhibidors dobre la reac
cién de decarboxilacidén enzimdtica dependiente de ATP, del 52 % .

También se ensayé el fraccionamiento con sulfato de amonio de extractos
més purificados, especiticamente de los provenientes de un fraccionamiento
alcohélico, En este caso y como los voldmenes son considerablemente meno -
res, se prefirié reemplazr el empleo de sal sélida por solucidén saturada de
sulfato de amonio, que permite una precipitacién més cuidadosa y controlada,
Los resultados que se incluyen en la Tabla IV-4 sefialan un comportamiento
de los extractos mds puros, semejantes al de los extractos impuros primiti-
vos en lo que al dmbito de precipitacién y rendimiento de la operacidn se
refiere, Las mismas observaciones hechas con respecto & la variacidén del
rendimiento segun el método de medida de la actividad enzimdtica empleado ,
son tambien vélidas en este caso. IEn cuanto a la purificacidén de la enzims,
la misma, en esta etapa es muy pequefia, Salvo casos aislados (como el de ls
preparacidn Q de ia tabla IV—4) no llega a duplicarse., No obstante 1lo
cual este fraccionamiento con sulfato de amonio después de un fraccionamien
to alcoh6lico, es Wtil pués elimina proteinas desnaturalizadas durante el
tratamiento alcoh6lico que enturbian sl extracto y son dificiles de elimi -
nar por simple centrifugacién.

e) PRECIPITACION DE ACIDOS NUCLEICOS CON SU_FATO DE PROTAMINA. Durante
los primeros intentos de 1Iracd onamiento con solventes orgdnicos se presen-
taron aitf'icultades al centrifugar las distintas fracciones obtenidas, pués
estas eran de dificil sedimentacibén, por efecto de lo cual los cartes entre
las mismas no eran de ningin modo definidos y reproducibles, Una de las pg \
sibles causas se atribuyyé a la @ esencia de 4cidos nucleicos en los extrac |
tos. la cantidad de dcidos nucleicos en los extractos provenientes de 1la
primera precipitacién con sulfato de amonio, medida por el método espectro-
fotométrico de Christian y Warburg (3), correspondid segun las distintas
preparaciones, y salvo algunas excepciones, al equivalente del tres y cua -
tro por ciento de la cantided de proteina total presente. Una dismimicién
considerable de dicho porcentaje se obtuvo por tratamiento de los extractos
con sulfato de protamina., Para ello el extracto, que en caso de ser necesg
rio ha sido previamente diluido con borato 0,025 M para ajustar su concen -
trecién proteica a un valor de aproximadamente 15 mg/ml, es llevado a
PH 5,9 ~ 6,1 con 4cido acético M, e inmediatemeante se agrega lentamente y
con agitacién solucién de sulfato de protamina de 20 mg/ml cuyo pH también
ha sido ajustado a 6 . Se centrifuga a 4.000 r.p.m, y €l precipitado se deg
carta., En caso de no ser sometido enseguida a un traccionamiento alcondli-
co el sobrenadante que contiene la actividad se lleva a pH 7 - 7.5 con amo~
nfaco diluido. Todas las operaciones se deben realizar en frio. La canti
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dad de sulfato de protamina a agregar se determind previamente de tal mane-
ra de obtener la mbxima eliminacidn de nucleatos con el mejor rendimiento
posible. Con los extractos ensayados la cantidad éptima resulté de aproxi-
mademente 10 mg de sulfato de protamina por cada 100 mg de proteina presen -
te, aunque serfs aconsejable determiner previamente y en cada caso sobre
una alicuota del extracto, la cantidad éptima de suifato de protamina a sgre
gar. En la Tabla IV-5 se incluyen resultados obtenidos con distintas prepa
raciones, todas ellas provenientes de la primera precipitacién con sulfato
de amonio, Se puede apreciar que el parcentaje de nucleatos en los extrac
tos asi tratados disminuye por lo general por debajo del valor del 1 %, de:
apareciendo simultaneamente los inconvenientes mencionados anteri armente en
relacidén al fraccionagiento con solventes orgdnices . Los rendimien*tos fue-
ron en todos los cascs superiores al 80 %, cuando se mide la actividad de-
carboxilante sobre el oxalacetato, si bien la actividad especitica no sufre
variaciones apreciables, Femw si el rendimiento y la2 actividad especifica
se calculan en base a2 la actividad de fijacién de anhidrido carbbnico, se
puede apreciar en la misma tabla que el rendimiento es significativemente
superior el 100 % . Estos resultados, aparentemente anémslos, podrfan in
tercretarse admitiendo que durante la precipitacién de los nucl eatos con
sulfato de protamina se elimina taibién alguna sustancia que interfiere en
la medicda de actividad de fijacién de anhidrido carbdnico, consecuentenents
la actividad especIfica, calculada también en las mismas condiciones, puede
llegar a duplicarse, .

f) FRACCIONAMIENTO CON SOLVENTLS ORGANICOS. Los ensayos de r'racciona -
miento con solventes orgfnicos de extractos que no habfan sido sometidos
previamente al tratamiento con sulfato de protamina dieron resultados poco
satisfactorios por las razones ya sefialadas anteriormente, Obviados dichos

inconvenientes, se estuvo en condiciones adecuadas para ensayer este tino
de fraccionamiento., Lo# primeros ensayos se realizaron con acetona, pero
los resultados obtenidos rueron muy pobres, poca purificacidn y bajo rendi-
miento, por lo que se desheché su uso. El empleo del alconhol resulté mucho
méds conveniente tanto desde el punto de vista de la purificacién como del
rendimiento obtenido. El afiadido de Ca™™ al extracto a fraccionar contribu
¥6 a hacer més prdctico el métodn, al facilitar la sedimentacidén de las dis
tintas fracd ones durante el proceso de centritugacién, haciendo los cortes
mé&s netos y reproducibles.

La técnica empleada fué la que a continuacidén se detalla. Si el extrac-
to proviene del tratamiento con sulfa2to de protamina, esté en las condicio-
nes adecuadas para el fraccimamiento alcohblicos: pH 6 , concentracién prc
teica de aproximacamente 15 mg/ml y un medio de borato 0,025 M , En caso
contrario se lleva a estas condiciones y luego se agrega solucién de aceta-
to de calcio M en cantidad suficiente para que la cmcentracién final del
Ca** sea 1.1 x 102 M , Se enfria en bafio de aproximadamente -10°C (hielo
y sal) y cuando la temperatura del extracto llega a O°C, se comienza el afig
dido de alcohol previamente enfriado a ~20°C, lentamente y con agitacién
continua, cuidando de que la temperatura sea la minima posible compatible
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con el no cangelamiento de la mezcla. Dicha temperatura depende en cada cg
so de la concentracién alcohélica alcanzada. Cuando esta Ultima llega el
valor deseado, se detiene el agregado de alcohol y se centrifuga a 4.C00
r.p.m, a la misma temperatura, Al sobrenadante se le aflade nuevamente alco
hol siguiendo la misma técnica para obtener las otras fracciones, Los pre-
cipitedos se disuelven en buffer borato-bérico 0,05 Il pH 8 y se someten a
una didlisis répida contra borato 0,025 I pH 7 durante 3 a 4 horas en frio
y con agitacidn continuada, para eliminar la mayor parte del alcohol rema -
nente, Las concentraciones alecohbélicas se expresan en volumen de alcohol
por ciento del volumen total y se calculan considerando a los voldmenes adi
tivamente, es decir, despreciando la contraccién que sufren al hacer la mez
cla, No es necesario corregir el pH durante el fraccionamiento, porcue se
comprobé que el mismo durante todo el procedimiento no sufre modif'icacianes.
No conviene conservar mucho tiempo las fracciones dializadas obtenidas,pues
pueden perder algo de su actividad debido a posible desnaturslizacién por
efecto del solvente remanente. Es recomendable en esos casos someterles ia
mediatamente a un fraccionamiento con sulfato de amonio en las condiciones
indicadas en el parfgrafo correspondiente., Al mismo tiempo este fraccicna-
niento elimine la proteina que se haya desnaturalizado durante el tratamien
to alcohélico y que en algunos casos queda en suspensién al disolver el prg
cipitado en el buffeer, siendo dificil su separacién por siemple centrifuga-
eiébn,

Los resultedos obtenidos con varias preparaciones que habfan sido purit.:
cadas previamente por adsorcién con gel de fosfato, precipitacién con sulta
to de amonio y tratamiento con sulfato de protamina se incluyen en la Tabls
IV-6, 3Se puede apreciar que el grueso de la actividad enzimética, ya sea
medida por decarboxilacién del oxalacetato o por fijacién de annhidrido car-
bénico, cae sistemdticamente en la tracc 6n obtenida entre 9 y 18 % de con-
centraciébn alcohélica (v/v), econ una recuperacidn promedio de 30 % y con
una purificacién de doa & tres veces. En la Tabla IV-6, Jjunto a los velo -
res de las actividades especif'icas de las distintas frecciones, figuran en-
tre paréntesis los valores de las actividades especificas correspondientes
a las mismes fracclones después de ser purificadas por precipitacibn con
sulfato de amonio. Los mismos ejemplifican el hecho ya mencionado de 1la
eliminacién por este tratamiento de proteinas desnaturalizadas durante el
tratemiento alcohdélico que en algunos casos impuriticeban a las fracciones,
dando consecuentemente valores més bajos para sus actividades especificas
de lo que normalmente se podIa ebtener,

Con el fin de aumentar el grado de pureza se ensay6 un segundo fracciong
miento con alcohol, pensando Gue estando la enzima mé&s pura se podrifen tal
vez estrechar los limites de precipitacién. Pero los resultados obtenidos
indiceron que en el estad® de pureza alcanzado por la enzima, el tracciona-
miento con alcohol realizado en las mismas condiciones anteriores, se hacle
estrechamente dependiente de la temperatura, a tal punto gque pequeiias varig
ciones de la misma, del orden de 2 a 3°C, eran suficientes para que no s0lo
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variara V-5
{undamentalmente la composicién del precipitado obtenido a una determinada

concentracidén alcohbélica, sino también psra que €l mismo se redisolviera
parcial o totalmente debido & dichas variaciones, especialmente durante el
proceso de centrifugacién en frio, en que es muy dificil llevar un control
muy fino de la temperatura, Ademés, las concentraciones alcohélicas necesg
rias para precipitar la actividad resultaron muy altas, sumentgndo las posi-
bilidades de desnaturalizacién enzimdtica con la consiguiente disminucién
del rendimiento, Parte de estos inconvenientes se obviaron por el agregado
al extracto a fraccionar de sulfato de zinc (')en concentracidén fingl de
10"3 M , con 1o cual se evité el fendmeno de redisolucién de los precipita-
dos, y se pudo al mismo tiempo disminuir la concentracién alcohélica necesg
ria para precipitar la enzima, Salvo el reemplazo del ca*t por el Zn*+ en
la concentracidn indicada, el resto de las condiciones y los detalles de
téenica fueron los mismos que se emplearon en el primer fraccionamiento al-
cohbélico, Los resultados que se obtuvieron en distintos fraccionanientos
se incluyen en la Tabla IV-7, Todos ellos se realizaron sobre extractos
que habian sido sometidos previamente al fraccionamiento con alcohol en pre
sencia de Ca*’ , precipitados con sulfato de amonio y fi nalmente dializa =
das cuidadosamente contra borato 0,025 M pH 7. Del andlisis de los mismos
se desprende que no existe reproducibilidad en 1o que se refiere a los in -~
tervalos de preclpitacién de actividad enzimética, pues mientras que en
unos casos se obtuvo la precipitacidén de la mayor parte de la actividad con
concentraciones alcohélicas menores del 9 % (preparacién L), en otros se
obtuvo con concentraciones mayores del 17 % (preparacién Q). Por lo tanto
es conveniente en esta etapa recoger varias fracciones, y previa medida de
la actividad enzimdtica, utilizar aquella en la cual hgya caido el grueso
de la misma. &n caso de que la misma se haya repartido en dos fracciones
con actividades especificas del mismo orden conviene unir ambas, También
en este caso pueden quedar en suspensién proteinas desnaturalizadas que se
eliminan con un nuevo tratamiento con sulfato de amonio,

La purificacidén que se obtuvo en los casos sefialados fué por lo general
de dos a tres veces, especialmente después de la mencionada precipitacién
salina, con un rendimiento promedio mayor del 60 % .

Ademés de los mencionados, se ensayaron otros métodos tradicionales de
purificacién enzimdtica. Entre ellos la desnaturalizacién térmica de pro -
teinateina inerte en los extractos crudosi precipitacién 4cida en presen -
cia de sulfato de amonio, utilizando 4cido eftrico, y la adsorecién de la en
zime en un medio de baja tuerza iénica, con gel de fosfato preparado segdn
Keilin y Hartree (5) y la posterior elucién selectiva de la misma con buffer
de fuerzas iénicas crecientes, En todos estos cagcs los resultados obteni-~
dos acongejaron descartar su empleo, ya sea por lo bajo de los rendimientos

obtenidos o por el escaso grado de purificacién alcanzad,

(1
( )Por sugestibn del Dr. S. Ochoa.
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En cuanto a los métodos descriptos en la primera parte del capitulo, del
anflisis de los distintos tfactores que en cada caso influyen y determinan
le efectividad de los mismos, surge la conveniencia de su eumpleo de acuerdo
&.. Si_uiente orden:

4) Obtenciébn de lcs extractos acelulares a partir de polvo acetdénico de
levaduara

B) Adsorcién negativa con gel de fosfato preparado "in situ".

C) Precipitacién de la enzima con sulfato de amonio (utfiizando sal séli
da) entre 42,5 y 55 % de saturacién total y didlisis alcalina a pH &
para elininar la cocarboxilasa y el sulfato de amonio.,

D) Precipitacién de nucleatos con sulfato de protamina,

E) Fraccionamiento alcohélico en presencia de Ca++ (Fraccién entre 8.5 y
17 % de conceniracién alcohbélica (v/v) ). Di4lisis.

F) Precipitacién con sulfato de amonio (utilizando solucién saturada) en
tre 42 y 55 % de saturacidén total. Didlisis,

G) Fraccionamiento alconélico en presencia de Zn”* o Difdlisis,
H) Precipitacién con sulfato de amonio (utilizando solucién saturada) de

la o las fracciones activas provenientes de 1a etapa anterior. Diali

+*

sis,

La preparacion enzimédtice que se obtiene a esta altura de la purifiecacidn
presenta una coloracidén caracteristica amesrillo parduzca y conservada a
-20°C mantiene la actividad durante algunos meses con relativamente poca
pérdida de la misma. Lag actividades especificas alcanzadas variaron de
preparacién en preparacifn. Los valores extremos de las mismas en los ex -
tractos iniciales y finales obtenidos en distintas preparaciones son los si

guientesg: \

Extractos ida
Actividad decarboxilante iniciales: 1il.2 44 Qgﬁl g;f)
sobre el oxalacetato Extractos oo PR
finales ¢ 453 2550 "
Extractos
Fijacién de anhidrido iniciales: 0,043 ©.084 "
carbdnico (iétodo es- Extractos
pectrofotométrico) finales & 1.24 3.9 "
Extractos
Fijacién de anhfdrido iniciales: 14 22 "
carbénico, (Método ra Extractos
dioquimico). finales : 1200 3640 "

Si consideramos la actividad de fijacién de annfdrid carbénico meaida
por el método radioquimico, la actividad especifica méxima alcanzada fué de
%5.640 (unidades / mg de proteina) y la mfnima de 1200; teniendo en cuenta
que la actividad especifica del extracto crudo iniclal medida por;ﬂ4nusmo
nétodo oscilé entre los valores 14 y 22, los valores antes sefialad s repre-

sentan en promedio, una purificacién de aproximadamente 100 veces gobre la
inicial, En cambio si se consideran las actividades de decarboxilacifbn del
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oxalacetato y la de fijacién de anhidrido carbénico, medida por el método
espectrofotométrico, el grado de purificacidén alcanzado es menor, posible -
mente debido 21 necho ¢e que las medidas espectrofotométricas realizadas
con los extractos muy impuros den valores mds altos que los reales debido a
la presencia en 1os misnos de otros sistemas enzimbticos cavaces de provo -
car la oxidacidn del DPNH directa o indirectamente, lo que al disminuir 1la
especiticidsd del método darla consecuentemente un valor anormalmente alto
para la activided especifica del extracto inicial y por lo tanto un grado
de puritiicacién rinal menor. En cusnto a las medidas de decarboxilacién del ,
oxalacetato, debemos mencional el iiecho, que seré tratado detenidamente en
los capltulos siguient2s de que, en algunas preparaciones se observé una
3igniricativa disminucidn de dicha actividad en las dltimas etapas de puri-
ineatife, con La consiguiente caida de la actividad especifica de los co =
rrespondientes extractos,

En lag Tablas IV-8 y IV-C se incluyen los resultados obtenidos con dos
preparaciones gue difieren en el tipo de levadura utilizada. La correspon_
diente a la prepsracidn resumida en la Tagbla IV-8, es una levadura de pana-
deria prensada sin fecula tel cual se expende en el comercio, mientras que
ls correspondiente a la preparacién de la Tabla IV-9 esla levadura de pana-
deria "msdre" ue se utiliza como inéculo en la obtencidén en gran escala de
Ls primera, Compara:do ambas preparaciones, se puede observar que el rendi
wizentc rinal en la obtencién de la enzimg, relacionado a la cantidad de pol
vo acetdnico de la cual se partfb es significativamente mayor en el caso de
la "levadura ingdre", debido principalmente a que, como se anoté en el pari-
grato correspondiente se extrae inicialmente mayor cantidad de enzima por
gramo de polvo, Kl rendimiento final en la preparscién de la Tabla IV-8,
valorsado en base a las medides de actividad de fijacidén de anhiIdrido carbé-
z1co0 por el método radioquimico, medidas que podemos considerar como las de
mayor grado de especiticidad en todas las etgpas, tué del 29 % , con una pu
riiicacidén de aproximadumente G0 veces. Debemos hacer notar que el rendi -
miento superior al 100 % de la fracd én D se debid probablemente como ya
s2 ha hecho notar antes, a la eliminacidn de alguna sustancia que interfe -
ria con las medidas de actividad o inhibla a la reacci6n, fenémeno que tam-
L2 4n se observd, si no en todas, con algunas otras preparaciones. &#n cuan-
to = la preparacidn de la Tabla IV-9 | los resultados obtenidos en base a
iedides espectrototométricas de la acti~idad de fi jacidén de anhidrido carbd
nico dieron velores de readimierto enarmalmente altos, que no se repitieron
con ninguoa otra vreparaciédn. En ambas se puc: apreciar la sensible dismi-
o idn ne la actividad decsrhoxilante sobre el oxalacetato especialmente en
1am L4 w2 etapas de la purificacién, que aparentemente sefiala una diver -
svncla fe comportamiento con la actividad de fijacidn de anhfidrido carbéni-
i, Wiste rendueno serf analizado mds detenidamente en otro capitulo.




TABLA IV-8
PURIFICACION DE LA CARBOXIQUINASA FOSFOENOLPIRUVICA

Se partid de 360 gr de polvo acetdnico de levadura, preparado a partif del producto
comercial (ver texto)

. ." ‘i
Etapa Descripeion Decarboxilacion del oxalace ~ Fijaciln de CO,
tato Metodo radioquimico

Actividad Actividad ‘Rendi- Atividad Actividad Rendi-
total especifica miento  total especifica  miento

(unidades unidades (¢) (unidades) , unidades (%)

x 10-3) ) (mg.de prote ) (mg de prote)

A Extracto 405 23 100 242 13.8 100
crudo ’

B Adscreidn 405, 35 100 207 17.7 86
con gel de
fosfato

c 0, 0NH, ) 251 76 62 193 58.5 80
42, 5-5? %
de satura-
cidn

D Precipita- 225 69 56 404 130 167
cién de
nucleatos
con protami
na

E Fratcionanien 189 323 47 209 357 87
to con alco -
hol y cat
8.5=17%(v/v)

F SOA(NH/) 152 318 38 218 455 90
5-55 &

G Fraccionamien' »89 530 22 AVA . 870 61
to con a#co -
hol y Zntt
(Fraceisn ac-
tive)
H 80 43, ) 33 €00 8 70 1260 29
45 5? i




TABLA 1V=9
PURIFICACION DE LA CARBOXIQUINASA FOSFOENOLPIRUVICA

Se pertid 1e 690 gr de polvo acetdnico de levadura preparado a partir de "levadura
madre® itilizada como indculo (ver texto).

Etape Descripcion  Decarboxilacion del oxalaceta Fijacion de 002
to (nétodo espectrofotométrico )
Actividad Actiwidad Rendi- Actividad Actividsad  Rendi-
total especifica miento total especifica miento
(unidades ( unidadss’ ) (%) (unidades)( unidades ) (%)

x 10-3) mg de prot. mg de prot.

4 Extracto erudo 2780 yyA 100 5320 0.084 100
Adsorcién con 2800 52 100 7350 0.136 138
gel de fosfato

c 804( 2660 154 96 6040 0.35 113

" 42 5@% de sa
turacion

D Precipitacidn 2410 184 87 7560 0.58 142

de nucleatos
con protamina

E FPracciopamiento 1480 323 53 5840 1.27 110
con alecohol y
cat¥,8,5-17 ¢

(v/v)

F SO (NHA) 845 296 30 4540 1.58 85
4255 458 g

G PFraccionamiento 794 585 29 3890 2.86 73

con slcohol y
2ottt (Fraceidn
activa)

H so (NH )§ : 462 433 17 4150 3.9 78

oJ -5
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CROMATOGRAFIA EN COLUKNA DE HIDROXILAPATITA

Con el fin de aumentar el grado de purificascién alcanzado hasta ese mo -
mento, se ensayd cromatografiar en columna de fosfato de calcio los extrac-
tos provenientes de la etapa H del método més arribs detallado., & tal efec
to se utilizé la técnica desarrollada por Tiselius y col. (6), que emplea
como soporte una hidroxilapatita obtenida por los mismos autores por calen-
tamiento en medio slcalino de un precipitado de brushita, gque tiene la ven-
taje sobre los otros fosfatos de calcio, de poseer un tamafio de partfcula
adecuado para un buen compactado y ofrecer una velocidad de filtracidn ade-
cuada sin ayuda de (o con poca) presibn; es ademds estable y ofrece una
buens ziinidad para la adsorcién de protefnas.

La técnica empleada no dit'irid mayormente de la descripta por Tiselius .
La hidroxilapatita se orepnaré de acuerdo a las indicaciones de los mismos
autores, suspendiéndola finalmente en buffer fosfato 0,001 M pH 6.8 y con -
gervandela asf en la nelsdera., LEl tipo de columna cromatogréfica utilizada
se esquematiza en la figura adjunta,

Las dimensiones de lss columnas utilizadas variaron segun las cant idades
de extrscto a cromatografiar. Para la preparacién de lz columna se tapd el
extreno inferior de la misma con un tapén de algoddn o lana de vidrio, se
llend con la suspensidén de hidroxilapatita y se dejé sedimentar con flujo
reguledo de liguido. Finslmente se terminé de compactar la colu@na formada,
aplicando unsz presidén hidrostdtica de aproximadsmente O.1 K.gr/cm2 mediante
la splicacidén en la parte superior de la columna de un tubo de vidrio de un
etro de longitud lleno de bufier. Antes de ser utilizadas las columnas
fueron en todos los casos eguilibradas con buifer iosfato O,0L Il pH 6.8
1l extracto a cromatografiar, que estaba en un medio de borato 0,025 I pH 7,
ceperalmente se aplicd tal cual a la parte superior de la columna, auwngue
k1 algunas experiencias se dializé previamente contra bufter fostfato 0,01 Ii
oH 0.8 para eliminar los restos de sulfato de amonio que pudiera contener .
)1 proceso de elucibn se hizo por etapas, utilizando buffer de rostato de
uerzas idnicas crecientag y pH constante, el cual fué de 6.8 en todas las

[¢3]
I

periencias. Las velo iades de elucidn variaron entre 3 ml en 15 6 20 mi
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nutos en as columnas afs pequefias y 5 ml en 10 minutos en las més grandes.
En los casos en que fué necesario aumentar la velccidad de filtracidén durun
te el proceso de elucién, se aplicéd una presidn hidrostétice del mismo or -
den gue la utilizade durante el compactado de la colume (nunca mayor), me-
diante un dispositivo similer. Todas las operacicunes se llevaron a cabo en
cémera tria, En las distintes fracciones b tenidas, cuyos volumenes oscilg
ron, segin las experieacias, entre 3 y 5 ml, se determiné la concentracidn
de proteina por el métudo espectrofotométrico, midiendo la absorcidn a 260
Y. 280 mp& , previa diluci‘n en los casos en que la deunsidad 6ptica ers ma -
yor de 1 , Las actividsdes enziméticas de lzs distintas fracciones se de-
terninaron inmediatamerte desp1és de ser eluidas de la columna, pues “sas
mismes rierden paulatinemente actividad, Al efecto, se pudo constatar que
las fracciones obtenidas, conservadas a ~20°C, perdfen sproximadaménte el
50 % de su actividad en 24 horas. Las fracciones de cada experiencie que
presentaban mdxima actividad especifica se unlan y fraccionaban con sulfato
de amonio, para lo cual se agregaba solucién saturada de sulfato de aemonio
hesta 50 % de saturacis¢n, se centrifugdbs inmediatemente y el sobrenadente
se llevabs a 60 % de saturacidn totel y se dejeba a 0°C durante una noche .
El preci+itado ohtenido cortenfa el grueso de la actividad. En aquellos cg
sos en que las fracciones estaban muy diluidas, se prefirié hacer el fraccio
namiento, dializando durante une noche las fracciones de volumen cmocido ,
contra un volumen medido de sulfeto de amonio de un dado porcentaje de satu
racién total, de tal manera que, admitiendo cue durante el lapso indicado
se liegera al equilibrio de dislisis, el porcentaje tinal de saturacidn tuge
ra el desesdo. -

Regultgados: Una serie de experiencias piloto realizadas con el f'in e
determinar aproximedamente las condiciones de elucién de la actividsd enzi-
métiéa, indicaron que la misma sélo era eluida con concentraciones de buffer
fosfato pH 6,8 superiores a 0,1 M, En la Figara I7-1 se resumen doz e€xpe -
rienciea en las gque se puede aprecier que con una cacentracidn de toasfeto
C.13 M se elimina%“a una gran cantidad de proteina inerte; ¥y recién con una
concentracién 0,15 M comenzabe a eluirse la activicdad enzimdtica, si bien
56lo con un mffer 0.20 M rué posible eluirla en su totalidad (experimento
a8 ). &kn dicho experimento se pudv apreciar que la activided enzimgiica apg
recia asociade aparentemncnte a dos compunentes protéicos distintos, elui -
oles con losfato 0.1Y y V.20 M respectivamente, Este renémeno de zonss mdl
tiples 1alsas es interpretzdo por Tiselius (60) como debido e interacciones
mutuas entre proteinas durante la elucidén, como consecuencia de las cueles
une proteina que por sf sole es t'uertemente adsorbida, muestra una nienor ag
sorcibn en presencia de ctra menoc adsarbible, siend arrastrada parcialmen
te por esta tltima hasta ¢ue finalmente se separa completzmente y termina
de eluirge con la concentracién de bufter que normslmente le corresyonde
Para eliminar ese fenémeno se prefirié en el experimento b de la figura V],
modificar algo el sistems de bufters empleados, Se comenzd a eluir con bu-
sxer 0,13 M para eliminar la mayor cantidad posible de proteina inerte, y
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FIGURA IV-1.- CROMATOGRAF;A,Q&_COLUMNA DE HIDROXILAPAT ITA Di La CARBOXIQUINASA FOSFO-
ENOLPIRUVICA, Se recogieron Tracciones de 3 ml. Las medidas de activided enzimética
.se hicieron por el método radiogquimico. Los valores entre paréntesis corresponden a
las actividades especificas de cada freccidn.

Experimento‘g: columna de 70 x 10 mm, Se sembré 1 ml de un extracto conteniendo
2.7 mg de proteina y 3.360 unidades (actividad especifica 1260). Se recuperé en todas .
las fracciones el 80 % de la actividad inicial; el 54 % de la misma corresponde a las
fracciones con actividad especifica mayor de 4.400.

Experimento b: columa de 70 x 10 mm. Se sembré 0.5 ml de un extracto conteniendo
2.85 mg de proteina y 6080 unidades (actividad especifica 2130). Se recuperé en todag
las fracciones el 100 % de la actividéad inicial; el 90 % de la misma corresponde a
1a's fracciones con actividad especffica superior a 6.000 .
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FIGURA IV-2,- CROMATOGRAFIA EN COLUMNA DE HIDROXILAPATITA DE in CAREOXIQUINASA FOSFO-
EN L?IRUVigg. Las medidas de actividades enzimdticas se hcieron por €l método espec-
trofotométrico,

- Experimento g: columna de 80 x 12 mm. Se sembré 0.66 ml de un extracto contenien-
do 20 mg de proteina y 24.8 unidades (actividad especifica 1.24). Se recogieron frac-
ciones de 3 ml, La actividad recuperada fué de 78 % en total, Las fracciones 13, 14,
15 y 16 de actividades especificas superiores a 2,8 y conteniendo el 75 % de la activi
dad inicial se unierdn y fraccionaron con sulfato de amonio., La fréccidn obtenids en -
tre 50 y 60 % de saturacidn total, contenfa 10.2 unidades (41 % de la actividad sembrg
da) con una actividad especifica de 5.6.

Experimento bt columna de 90 x 19 mm. Se sembraron 3 ml del mismo extracto del ex
perimento a, conteniendo 91 mg de proteina y 113 unidades. Se recogieron fracciones
de 5 ml., En las fracciones 9 y 13 no se midid actividad. La actividad totel recupera-
da fué de aproximademente 92 %. Se unieron las fracciones 10, 11, 12, 13 y 14 de acti
vidades especificas mgyores de 2.9 y se fraccionaron con sulfato de amonio. La frac -
cién obtenida entre 50 y 60 % de saturacién total contenia 53 unidades (48 % de la ac_
tividad sembrada) con una actividad especifica de 3.5.

Experimento ¢: Columna de 65 x 19 mm., Se sembré 2.8 ml de un extracto proveniente
del refraccionsmiento con sulfato de amonio de una mezcla de extractos que hablan sido
cromatografiados en columna de hidroxilepetita y cuyas fracciones de méxima actividad
especifica habfan sido precipitadas con sulfato de amonio, Se sembraron 29 mg de pro-
teina conteniendo 81 unidades (actividad especifica 2.8). Se recogieron fracciones
de 3 ml. La actividad total recuperads fué de 97 unidades (120 % de la actividad sem-
brada)., Las fracciones 15, 16, 17, 18 y 19 de méxime actividad especifica se unieron
y fraccionsron con sulfato de amonio, La fraccién obtenida entre 50 y 60 % de satura-
cién total contenia 58 unidades (72 % de la actividad sembrada) y su actividad especi-
fica fué de 6.9 . El &splazamiento que en los gréficos se observa de la ubicacién -de
los picos con respecto 2l punto de cambio del buffer de elucién, se debe el volumen de
retencién de la columna,
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luego se eluyé con buffer 0,18 M con lo cual se obtuvo el grueso de la acti
vidad enzimdtica en el pico de proteina corres ondiente, aun cuando no se
pudo evitar que algo de la actividad fuera arrastrada por el but'fer 0.13 M,
Este arrastre de la actividad por la proteina que se eluye con el buffer
0.13 M puede ser disminuicda al minimo utilizando una hidroxilapatita prepa-
rada recientemente, &sto se demuestra en los experimentos g y b de la figu
ra IV-2, En las mismas se utilizé el mismo extracto enzimédtico y el mismo
sistema de buffers, pero el experimento g se llevd a cabo con la hidroxil -
apatita recién preparada y el experimento b con la misma hidroxilapatita
despues de haber sido conservada en cémera fria durante 20 difas. Se puede
apreciar comparativamente la veriacifn que sufrié el modelo de elucién en
esas condiciones, pues mientras que en el primer experimento la actividad
enzimdtica sélo se eluy6 con buffer 0,18 M , en el segundo experimento se
observé el mencionado fenémeno de zonas miltiples falsas debido posiblemen--
te a pérdida parcial de la capacidad de adsorci6n de la hidroxilapatita, La
ya mencionada influencia de las interacciones existentes entre las protei -
nas durante el proceso de elucién queda demostrado en los experimentos b y
¢ de la figure IV-2, En los mismos se utilizaron respectivamente, un ex -

tracto que no fué sometido a una purificacién previa con hidroxilapatita Yy
otro proveniente de fracciones activas obtenidas por cromatografia previa
en columa de hidroxilapatite, HMientras que en el experimento b_se observd
el fenémeno de arrastre de la actividad enzimftica por la proteina eluida
por el buffer 0,13 M, en el experimento ¢ , redlizado con un extracto del
cual practicamente se habla eliminado dicno comporente proteico, fué necesg
rio utilizar una concentracién de fosfato 0.2 M para poder eluir la activi-
dad enzimética.

La actividad recuperada en todas las fracciones obtenidas en cada experi
mento fué muy cercana al 100 % , y la mayor parte de laes fracciones activas
presentaban una actividad especifica vériable entre % y 8 veces mayor que
la del extracto sembrado. Una vez fracc onadas con sulfato de amonio se re
cuperaba aproximadamente un 50 % de dicha actividad con una purificacién fi
nal que oscilé en las distintas experiencias entre 3 y 5 veces,

El andlisis de los datos apartados por estas experiencias sefialan que el
método cromatogrdfico en columna de hidoxilapatita permite la obtencién de
fracciones enzimdticas activas considerablemente purificadas en relacién al
extracto sembrado, que en algunas fracciones llegb a 8 6 9 veces, si bien
en esos casos dichas fracciones contenfan tan sélo entre el 20 y el 25 % de
la actividad inicial, En la mayorfa de los casos se obtuvieron purifica -
ciones de 3 a 5 veces con rendimientos que oscilaban alrededor del 50 %, Un
factor que atenta en parte contra la efectividad del metodo, es la gran in-
iluencia que el paulatino envejecimiento de la hidroxilapatita y la composi
cibén del extracto a cromatografiar ejercen sobre la reproducibilidad del
mismo, Pero con una hidroxilapatita preparada recilentemente y utilizando el

sistema de buffer empleado en los experimentos g y b de la figura IV-2 (fog
fato 0,10; 0.13 y 0.18 M pH 6.8 sucesivemente) pueden disminuirse =1 minimo
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dichos inconvenientes, y emplearse el método ventajosamente en la purifica-
cién de la enzima.

CROMATOGRAFIA EN COLUMNA DE DIETILAMINO ETILCELULOSA (DEAE)

Peterson y Sober consiguieron preparar una serie de intercambiadores
iénicos a partir de polvo de celulosa (7) que tienen la ventgja sobre los
otros intercambiador es conocidos, de permitir su utilizacibn en cromatogra-
fila de proteinas con actividad enzimdtica, sin pérdida apreciable de esta
dltima. En el presente trabajo se ha ensayado con excelentes resultados la
utilizacién de un intercambiador iénico celuldsico de tipo anidbnico, la di-
etilaminoetilcelulosa (DEAE) , en la purificacién de la carboxiquinasa fos-
foenolpirdivica. En todas las experiencias se utilizd una DEAE - celulosa
preparada por Serva que tenia una capacidad de 0,6 meq/g y que podla ser
utilizada directsmente sin previo lavado, Para la preparacidén de las colum
nas se procedié de la siguiente manerat: primeramente se suspendié la celu-
losa en bufter fosfato 0,01 M pH 6.8 , verseno 1074 u , en la proporcién de
1 gramo en 50 ml de buffer, y se dejd en reposo., El material que no sedi -
mentd en 45 minutos, se eliminé decantando la suspensién sobrenadante., La
celulosa se resuspendié en el mismo buffer y se 1liminé el aire ocluido, co-
locando el recipiente conteniendo la suspensién, en un desecador en el cual
se hacia el vaclo, Para el llenado de las columnas, cuyes dimensiones va -
riaron segin la cantidad de extracto a cromatografiar, se dbtursbael extremo
inferior de esta con un pequefio tapén cde algodén o lana de vidrio, se ajus-
taba a la parte superior de la columna mediente una unién de gma, un reser.
vario cénico y se llenaba todo rdpidamente con la suspensién de celulosa,en
cant idad suficiente como para que una vez compactada la columna tuviera la
altura deseada (lo cual se determina por ensayos previos), permitiendo si -
multdneamente que el liquido fluyera por la parte inferior. En caso de que
el 1lujo fuera demasiado rdpido podia ser regulado con un tubode goma ajus-
tado al extremo inferior de la columna y una pinza de lMohr. El compactado
de la columna se completaba mediante la aplicacidén de una presibn hidrosta--
tica equivalente a 0,05 atmésferas en la forma ya descripta para la preparg
cidn de las columnas de hidroxile:patitas. Con el tamafio de particula del
adsorbente utilizado no fué necesario aplicar presiones mayores a la indicg
da para un compactado que permitiera posteriormente una adecuada velocidad
de elucién. Este dltime varib entre los valores de 5y 7 ml en 10 minutos
segun el tamefio de coluuna empleada (75 x 13 mm la m&s pequefia y 110 x 26
mm la mds grande), Antes de ser utilizada la columna era lavada con bufter
tosfato 0,01 ki pH 6,8 - verseno 10~% li hasta gue el pH del etluyente fuers
6.8. Todas las operaciones. que a continuacidén se detallan se realizaron en
la cémara fria. El extracto proveniente de la etapa H del método de purifi
cacién antes descripto, que en algunos casos era dializado previzmente du -
rante una noche contra el buffer indicado, se aplicaba a la parte superior
de la columna y se dejaba penetrar libremente en la misma, guedando en es -
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tag condiciones todas las proteinas del extracto fuertemente adsorbidas e
la columns, inmediatamente de lo cual se comenzaba la elucién., La misma
e realizé en todos los casos por etapas, empleando buffer fosfato de con
centraciones crecientes y pH constante 6.8, conteniendo verseno 10'4 M.,
El andlisis de las fracciones en lo qQue a concentrecién proteica y activi
ded enzimdtica se refiere y la precipitacién con sulfato de amonio de las
fracciones de mdxima actividad especifica se llevé a cabo en la misma for
ma indiceda para las experiencias cromatogrédficas en columnas de hidroxil
apatita. Les resultados obtenidos en varias experiencias indicaron que
con buffer 0.08 M era posible eliminar una gren parte de proteina dnactiw
va, quedando en esas condiciones toda la actividad enzimdtica retenida en
la columna, La misma recién comenzaba a eluirse con buffer de concentra-
cién superior a 0,1 M, resultando conveniente la utilizacidn con ese fin
de un buffer €.13 M, que posteriormente fué sustituido por uno 0.12 M. En
esas condiciones se elula practicamente toda la actividad enzimética que
habfa sido retenida en la columna, obteniéndose fracciones con una acti-
vidad especIfica hasta 7 veces sufperior a la del extracto sembrado.la rg
cuperacién de actividad en las fracciones de mds alta actividad especIfi-
ca oscild en las distintas experiencias entre el QO Yy el 100 % de la acti
vidad sembrada, si bien después de ser fraccionada con sulfato de amonio
dichos rendimientos disminuyeron algo. Las actividades especificas de las
preparaciones resultantes oscilaron alrededor de 10 unidades/mg (medidas
por el método espectrofotométrico)}. En la figura IV-3 se resumen dos ex-
perimentos tipicos realizados con dos extractos enzimdticos de distintas
actividades especificas, pero provenlentes de la misma etapa de purifica-
cién, que son bien demostrativas de las caracteristicas antes anotadas so
bre el comportamiento cromatogrédfico en coluamna de DEAE-celulosa de la car
boxiquinasa fosfoenolpirdvdea. En preparaciones de rutina, la técnica de
elucién adoptada fué la giguiente: una vez sembrada l2a enzime en la calum
na, la misma se lava can buffer fosfato 0.91 M pH 6.8 -~ verseno 10'4M y
luego se comienza a eluir con el buffer 0,08 M. Entre los componentes de
las proteinas eluddas por dicho buffer figura una proteina coloreada,lo
cual facilita el control visual del proceso de elucién. Una vez que la ban
da coloreada ha sido completamente eluida de la columna,se cambia el buf-
fer por otro dé concentracién 0.12 M y se comienzan a recoger fracciones.
Las fracclones de mdxima actividad especifieca aparecen en la primera por-
cién de la banda de proteinas eluida con dicho buffer; con esas fraccio-
nes se procede como se ha indicadomés arriba para la cromatografia en co-
lumna de hidroxilapatita. La celulosa es regenerada d espués de cada expe-
riencia,lavéndola en la misma coiumna primeramente con hidréxido de sodio
normal hasta que todos los productoa coloreados que quedaron adsrobidos en
la misma se eliminen; luego se lava con agua hasta eliminar el hidréxido
de sodio, a continuacién con buffer fosfato 0.2 M pH 6.8 ~ verseno 1074 M
hasta que el pH del liquido eluido sea 6.8 y finalmente con el buffer O.(LM
de equilibrio, Con la celulosa asl regenerada se procede a preparar una
nueva columna., En lo que a la relacién entre cantidad de proteina comatg
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PIRUVICA. Las determinaciones de actividad enzimética se hicieron midiendo 1la fija -
cién de anhidrido carbdnico por el método espectrofotométrico. Los valores entre pa -
réntesis corresponden a la actividad especifica de cada freccién.

Experimento g: Columna de 75 x 12 mm; se sembrdé 1 ml de un extracto conteniendo
30.4 mg de proteina y 29.8 unidades (actividad especifica 0.98). Se recogieron frac-
ciones de 3 ml, El 100 % de la actividad sembrada se recuperé en las fracciones 9 ,
10 y 11 con una actividad especifica superior a 5 . Dichas fracciones se unieron y se
yrecipitaron con sulfato de amonio., La fraccién obtenida entre 50 y 60 % de satura -
cibn total contiene el 74 % de la actividad sembrada y una actividad especifica de
10.5 .

Experimento b: Columna de 77 x 20 mm; se sembré 5 ml de un extracto conteniendo
68 mg de proteina y 167 unidades (actividad especifica 2.45). Se recogieron fraccio -
nes de. 5 ml, En las fracciones 10, 11 y 12 se recuperd prdcticamente el 100 % de la
actividad sembrada con una actividad especifica de aproximadamente 9 .
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