
Di r ecci ó n:Di r ecci ó n:  Biblioteca Central Dr. Luis F. Leloir, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires. 
Intendente Güiraldes 2160 - C1428EGA - Tel. (++54 +11) 4789-9293

Co nta cto :Co nta cto :  digital@bl.fcen.uba.ar

Tesis de Posgrado

Estudios sobre la biosíntesis deEstudios sobre la biosíntesis de
uroporfirinógenos : Aislamiento,uroporfirinógenos : Aislamiento,

purificación purificación y propiedades dey propiedades de
Porfobilinogenasa, PorfobilinógenoPorfobilinogenasa, Porfobilinógeno
Deaminasa y Uroporfirinógeno IIIDeaminasa y Uroporfirinógeno III

Cosintetasa, de hígado bovinoCosintetasa, de hígado bovino

Sancovich, Horacio Alberto

1972

Tesis presentada para obtener el grado de Doctor en Ciencias
Químicas de la Universidad de Buenos Aires

Este documento forma parte de la colección de tesis doctorales y de maestría de la Biblioteca
Central Dr. Luis Federico Leloir, disponible en digital.bl.fcen.uba.ar. Su utilización debe ser
acompañada por la cita bibliográfica con reconocimiento de la fuente.

This document is part of the doctoral theses collection of the Central Library Dr. Luis Federico
Leloir, available in digital.bl.fcen.uba.ar. It should be used accompanied by the corresponding
citation acknowledging the source.

Cita tipo APA:
Sancovich, Horacio Alberto. (1972). Estudios sobre la biosíntesis de uroporfirinógenos :
Aislamiento, purificación y propiedades de Porfobilinogenasa, Porfobilinógeno Deaminasa y
Uroporfirinógeno III Cosintetasa, de hígado bovino. Facultad de Ciencias Exactas y Naturales.
Universidad de Buenos Aires.
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_1401_Sancovich.pdf

Cita tipo Chicago:
Sancovich, Horacio Alberto. "Estudios sobre la biosíntesis de uroporfirinógenos : Aislamiento,
purificación y propiedades de Porfobilinogenasa, Porfobilinógeno Deaminasa y Uroporfirinógeno
III Cosintetasa, de hígado bovino". Tesis de Doctor. Facultad de Ciencias Exactas y Naturales.
Universidad de Buenos Aires. 1972.
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_1401_Sancovich.pdf

http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_1401_Sancovich.pdf
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_1401_Sancovich.pdf
mailto:digital@bl.fcen.uba.ar


UNIVERSIDAD DE BUENOS AIRES
FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES

"ESTUDIOS SOBRE LA BlOS/NTESIS DE UROPORFIRINOGENOS"

Aislamiento, purificación y propiedades
de "Porfobilinogenasa", “Porfobilinógeno

Deaminasa" y “Uroporfírinógeno III Cosin
tetasa", de hígado bovino.

HORACIO ALBERTO SANCOVICH

Tesis presentada para optar al título de
“DOCTOR DE LA UNIVERSIDAD DE BUENOS AIRES”

-1972



Padriro de Tesis

DR. MOISES GRINSTEIN

Profesor Titular de QuimicaBiológica

de 1a Facultad de Ciencias Exactas y Naturales

de 1a Universidad Nacional de Buenos Aires



A I-íIS PA“RES



Agradecimientos

Deseo expresar mi agradecimiento a los Aoctores Moisés Grinstein

y Alcira Maria del CarmenBatlle de Albertoni, director y consejera

de estudios respectivamente, de este trabajo de tesis, por sus impor

tantes consejos, constante interés e inteligentes sugerencias.

A1 Dr. ¿lfo Emilio A. Mitta, con quien me inicié en el camoo de

la investigación y las técnicas con radioisótopos.

A la Licenciada Alicia Raquel Kivilevich de Rosenberg, inteligente

y eficaz colaboradora de Darte de este trabajo.

A 1a Funíación "Alberto Einstein", y al Consejo Nacional de In

vestigaciones Cientificas y Técnicas, instituciones que mediante becas

y subsiñios permitieron la ejecución de parte de esta investigación.

Y a t0505 aquellos que de distintas maneras hayan aportado algún

conocimiento, flespertado una inquietud o prestado colaboración técnica.

en la realización de este trabajo de investigación.



EPFFXÏEEFPPÏ‘E Ht.i_1_i.=.a.das_

A Absorbancia
ADP Acido adenosin difosfato
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INTRODUCCION

l. IMPORT/‘HCIA DE LAS PORFIRINAS EN LA NATURALEZA

Casi toda la energia utilizada por los organismos vivos proviene de la
irradia-iapor el sol, v es captada durante el proceso de fotosíntesis, por
los vegetales y almacenada en forma de hidratos de carbono, que servirán co
moprincipal fuente de energia a los animales, mediante las oxidaciones ce
lulares. Tinla captación de la energia luminosa tiene fundamental importan
cia 1a Clorofila, en tanto que en las oxi "aciones celulares, la Hemoglobina
y los Citocromos, en sus respectivas Funciones de transportadores de 02 y
de electrones, cumplen también un rol indispensable.

Desde1880, gracias a las investigaciones de Hoppe-Seyler (1) se pudo
determinarla estrecha relación estructural entre- el Hemo(Fiq. l), grupo
prostático r‘-ela Hemoglobinay la Clornfila (Fig. 2). Willstátter (2 ) esta
ibleció que amboscompuestos eran derivados tetrapirrólicos y Fischer (3) pro
fundizandoestos estudios, pudo determinar la composición y posición de las
¡cadenasuni ‘as al tetrapirrol, determinando en 1928 la estructura del Hemo
íy en 1934 la. de la Glorofila.

nn.Enlau), MacMunn(4,5) estudiando distintas'.tejidos, habia encontrado
en todosellos, pigmentos con caracteristicas de absorción espectroscópicas
imilares a las de la Hematina, por lo cual los llamó "Histohematinas": en
9'25Iei1in (6), confirmó estos hallazgos y dejó ademásestablecida su in

timarelaciónestructural con el Hemoy la Clorofila, rebautizando a estos
pigmentoscon el nombre de Citocromos (Pigmentos celulares).

Delo :‘vicho,surge la importancia de los tetrapirroles en la naturaleza,
ya quese encuentran en todas las formas de vida, desde los procariotas has
ta los eucariotas, siendo todos ellos, capaces de sintetizarlos a partir de
instancias químicas de estructura simple. Las únicas excepciones parecen ser
los microorganismosestrictamente anaeróbicos y c1 Lactobacilli (7) que ob
tienensu energia por fermentación de sustratos orgánicos.

Sepueie considerar la sintesis de los tetrapirroles, un atributo fun
ental '.'.elas células aeróbicas, 1a cual parece ocurrir er. todas ellas,

través -:‘-eun camino biosintético común.

tomassa
En1367, Thudichum(8,9), aisló por primera vez una porfirina a partir

g: sangre, por tratamiento con ácidos fuertes. El pgimento fué llamadoruentinafh Años más tarde, Hoppe-Seyler (1), preparó esta mismaporfirina
tero lo. denominó"Hematapñrfirina", nomhre que describe en forma más gráfica
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¡uorigen enintenso color rojo. Con el correr de los años se han encontrado
porfirinas libres, aunque en pequeña cantidad, en la mavoria de los tejidos
rórganos de animales, tales comomédula ósea, higado, excreciones biliares
rsangre, entre otros, en tejidos “egetales y microorganismos. Algunas espe
:ies poseen lugares de acumulación, tal el caso de la glándula de Harder de
*oedores.En condiciones patológicas, en varias formas de Porfirias (lO-18),
¡e encuentrancantidades awnentadas, acumuladas en distintos órganos y/o ex
:retadas en orinas y/o heces.

Pordefinición, las porfirinas son tetrapirroles ciclicos. libres de
metales.Son derivados de una estructura macrociclica fundamental, denominada
'Porfilhz" (Fi‘. 3), donde los cuatro núcleos pirrólicos designados A, B, C
rD se unen a través de sus posiciones 1x y°( prima por cuatro carbono meti
iicos, denominadoak ,G , X y é) . Las distintas porfirinas se obtienen por

FistimciónenQ , de los núcleos pirrólicos, por grupos alquilos o derivas de los mismos.

El anillo de la Porfina puede considerarse planar, dentro de una des
'ación de 10' a cada. lado. Comose ve en la (Fig. 3), en el anillo existen
1 doblesligaduras, particularidad que hace a la gran estabilidad de este
cleo macrociclico. La "teoria de valencia de unibn", atribuye la gran

stabilidad, al gran número de híbridos de resonancia de igual 0 casi igual
rgía, en tanto que la "Teoria de Orbitales Moleculares", 1a atribuye a la

locaciónde los electrones de las dobles ligaduras, que dada su posición
lativa, puedenmoverse a lo_ largo de toda la molécula. Esta estabili “ad se
reforzada, por el hecho de que en las porfirinas, las posiciones 1°."-de los
leos pirrólicos están ocupadas por restos sustituyentes y ésto anula aún
las posibilidades de modificación.

L Comose dijo todas las porfil‘inas naturales poseen las posicionesñde
s cuatro núcleos pirrólicos ocupadas por grupos alquilos y derivados de
los; de acuerdo a la '-'ariedad de sustituyentes y su posición relati' 'a en
s distintos anillos obtendremos un número variable de isómeros.

Supongamosel caso de dos tipos distintos de grupos alquilos, que pode
s denominar A y B con 1?. condición due un mismo núcleo no pueda tener dos
tituyentes iguales, llegamos a la conclusión de que se obtendrán 4 isóme

s, tal el caso de Copro, Uro y Etioporfirinas. En la (Fig. 4) se muestran
s cuatro tipos idoméricos de la Etioporf‘irina, por transformaciones químicas

t las cadenaslaterales de todas las porfirinas, puede obtenerse Etioporf‘i
lna y conformeal tipo isomérico que resulte finalmente, se clasificará esa
brfirina comotipo I, II, III ó Iv.

Si en cambioconsideramos tres sustituyentes distintos en forma tal de
ener cuatro de un tipo y dos de los otros, vemos que podemos obtener 15 isó
pros, los cuales a su "ez pueden también ser referidos a las Etioporfirinas,
lpsecto a su tipo isomérico. Si eStos radicaies 5°" 4 '"FHJOS- ? Viniïos y
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2ácidospropiónicos, obtenemos las Protoporfirinas, que pueden ser referidas
tambiéna las Mesoporfirinas (porfirinas con 4 radicales metilos, 2 etilos v
2ácidospropiónicos, en sus posiciones ) que no se han encontrado en la na
turalezav que fueron sintetizadas por Fischer, en la creencia que una de és
tas, formabaparte del grupo ¡rostético de la Hemoclobina. Si bien no fué asi,
1asintetizada en noveno lugar, pudo ser relacionada con la porfirina del gru
poprostático de la Hemoglobina, por reducción de los dos radicales vimilos,
deésta y de alli su denominación de Proto IX (Fig. 3).

LaProto IX pertenece al tipo isomérico III, pues puede con -'ertirse, por
hidrogenaciónde los ‘inilos y descarboxilación de los propiónicos, en Etio
porfirinatipo isomérico III (Fig. 2.

Todaslas porfirinas naturales normales, pertenecen al tipo isomérico III,
aunqueen ciertas porfirias aparecen porfirinas del tipo I. No se puede descar
tar la existencia de porfirinas del tipo IV en condiciones normales debido a
quelos métodos de separación conocidos, no permiten déstinguirlos del isóme
roIII: respecto al isómero II, hasta ahora se separaron solamente una vez,
dementes naturales.

Lasporfirinas emiten una intensa fluorescencia por radiación con luz
ultravioleta,esta propiedad es utilizada para su determinación cuantitativa.
Conluz de una lámpara de Hg de 405 nm de longitud de onda, la fluorescencia
delas porfirinas, aumenta.linealmente con su concentración, por encima de
Spg/1qom1 (19-20).

Lasporfirinas poseen también, bandas de absorción caracteristicas en el
ultravioletacercano y en el visible que se utilizan para su caracterización,
detecciiny determinación cuantitativa. El núcleo es estable a los tratamien
tos Conácidos fuertes y álcalis, pero susceptibles a las reacciones cataliza
daspor la luz.

Poseenuna gran tendencia a formar quelatos con metales del grupo de tran
sición,los naturales y de importancia biológica, son los derivados del Fe (que
representanlos grupos prostáticos de la Hemoglobina, Citocromos, Catalasas y
Peroxidasas)y los del 1:9 (lasClorofilas). Además, se puede obtener Uroporfiri
naIII, casi pura, de plumas de Turacus, en las cuales se encuentna baje la
hma de complejo cúprico.

3.- PORFIRINOGENOS

Sontetrapirril metanosciclicos, es decir, los cuatro núcleos pirrólicos
delas porfirinas, se unen en este caso por puentes metilénicos, también se
losllamahexahidroporfirinas, ya que además de los cuatro átomos de hidrógeno
incorporadosa los puentes metinicos, se adicionan otros dos a los nitrógenos.

-7



Sonincoloros no fluorescentes, debido a la desaparición del sistema de
bles ligaduras conjugacïcs, que existe en las porfirinas. A diferencia de las
rfirinas, sólo poseen la banda de absorción, en la zona del inforrarojo,
rededorde 220 nmde longitud de onda, caracteristica de los núcleos pirró

icos.

Tambiénse conocen porfirinas parcialmente reducidas, dihidro y tetrahi
noporfirinas, que presentan bandas de absorción a 550 y 400 nm y 735 nm (21)
i spectivamente.

Losporfirinógenos pueden obtenerse por reducción quimica de las porfiri
- en atmósfera inerte y en oscuridad, Cun H P (22-23), borhidruro de pota
io o amalgamade so'io (24-29). Su aparición en orinas de pacientes porfiri
s má observada por primera vez por Fischer (30) y casi una década y media

spués por 'Jatsun y colaboradores (31-32). Años más tarde, también Rimington
g Ziegler(33) determinaron la existencia de estos tetrapirroles no fluores
enteser higado de ¿nin-ales porfiricos.

-- __91°SINTESIE...PE.¿0.lïïl}lï?E=E

Durantemuchosaños se aceptó la teória errónea de Fischer, quien afirma
‘ —quela Proto IX provenía del catabolismo del Hemo, la cual luego se trans
ormabaen Copro y por último en Uro, procesos todos, que implicaban una serie
- carboxilaciones sucesivas.

En1932, Van der Bergh y colaboradores (34) planearon una experiencia,
ue consistía en perfundir un higado con Proto IX; de ser válida la teoria
deFischer, debia aparecer Copro en la bilis excretada, comoproducto de cata
lismo y efectivamente, los autores enContraron Copro. Sin embargo, el mismo
'scher (35), Vigliani (36) y Salzburg y Watson (37) repitiendo la mismaex
eriencia, no pudieron confirmar los resultados.

Enesa mismaépoca, Dobriner y colaboradores (38-42) postularon, que
1aaparición de CoproIestaba más relacionada con la eritropoiesis que con la
¡«-lisis y Lembergy colaboradores (43-44), una década más tarde, sugirieron
queUro, Copro y Proto IT: eran precursores del Hemo.

Enese entonces, la teoria de Fischer debió abandenarse, ante la falta
depruebasen su favor y la ímprobatbili'dadde la existencia de los procesos
que implicaba.

Estudios cinéticos realizados utilizando ALAy PBG(Fig. 5) comoprecur
sores, indicaron que Uro y Copro eran intermediarios en la biosintesis del
Horno(45-49); Grinstein y colaboradores, sugirieron que la Copro III era pre
cursor del Hemo (50).
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Hoarey Heath (51-54) demostraron la conversión de PBGen Uro y Copro
¡demásque Uro se sintetizaba antes que Copro.

El caminobiosintétiro pudo, finalmente, ser aclarado, gracias a los
¡bajos de los gr ¡pos ¿te Shemin y Neuberger (Fin. 6) .

,— PRECURSORES E Iaq_rB_:2;-:3_DI_ARIOS

a.G1icina

La.aplicación c‘c las técnicas usando radioisótooos, Fué el paso más
importasneen la Ililu' ic‘ación del camino biosintético del Hemo.

. . . . . . . 15Sheminy Rittenoerg trabar“ o con am1noác1dos marcados con N,
observaronque el N ¿e la glicina era específicamente utilizado, para la
biosintesis del I-Xemo.

Losestudios se efectuaron por administración "in Evo" áe glicina
15“a humanos(55-56), el mismo Shemin ingirió glicina N y a ratas(57)
y análisis de la '."roto IX de la Hemoglobinaaislada, e "in vitro", utili
zandoeritrocitos de {ru-"esy eritrocitos inmaduros de mamíferos (58-60).

El estudio "im *'i\ro" Der-nitió además me'iir la vida media de los eri
trocitos humanos (56).

Por degradación del Hemo,asi marcado y Dosterioranalisis Müir y
Rittenberg (61), por un lado y Wittenberg y Shemin (62) oor otro, demos
traron que los cuatro núcleos Dirrólicos se marcaban por igual, deducien
dode ésto, que 1a glicina, Drooorcionaba los cuatro átomos de nitrógeno
del Hemo.

. . 1 . . .Estudios con glic1na 2- 40 (63-66) mostraron que la radioactividad
se‘incorooraba a la molécula del Hemo,En cambio trabajos con glicina
1-¿ C, mostraron que el carbono del carboxilo de la glicina, no se incor
porabaal Herno(66-68), a diferencia de” acetato, que incorooraba los
dos átomos de carbono (69-71).

Se Dudodeterminar (72-74) que la glicina acogtabalíos carbonos de
los nuentes metilénicos y traba-¡ando con glicima 'N 2- C, Vittenberg
y Sheminlocaliz-ron otros cuatro átomos de carbono Droveniente del
02 de la glicina. que se corresoondian con los cuatro carbonos alfa de
los núcleos Dirrólicos del lado de las cadenas sustituyentes, prooióni
cos (75).

Mástarde, se confirmó 1a utilización de Q moléculas de glicina, 
Darala formación de una de Proto IX. empleando distintos sistemas
(47. so, 76-78).
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b. Succinil Goenzima _A

En experiencias de administración "in vivo", de acetato marcado con
deuterio, Bloch Hittenberg (69) demostaron que se incorporaba en el
Hemocirculante, lo cual fué también confirmado por Ponticor‘ro y colabora
dores(71). Por degradación del He-noobtenido "in vi tro" a oartir de ace
tatomarcado en el carbmr‘ 1.o o en el metilo (’7,70,7°)se determinó 13900
oue26 de los 34 átomos de cabbono, de 1a Proto IX, eran suministrados
porel acetato.

Lemberga1 su‘rir que Uro, Copro 'l Proto IX, er‘n precursores del
Hemo(43-44.?0-81), también oredi jo 1a participación del ciclo de Krebs
enla síntesis del Hemo.

Cono todos los pirroles del Hemo, se marcaban de la misma manera,
cuandose los obtenía a Dartir de =acetato marcado° Buhemin"r Rittenberg
(79)postularon 1a formación de un único pirrol, DI‘ECUI‘SOI‘de las porfi
tinas, que se formaría a partir de dos moléculas iguales de cuatro átomos
decarbonoy una glicina. Sugirieron además que ese intermediario de cua
trocarbonos, formado a partir del acetato, podría ser un derivado del
ácidosuccinico, tal comola succinil coenzima A, proveniente del acetato,
através del ciclo de luS ácidos tricarboxilicos.

Sheminy colaboradores (82-83) en 1952, lograron demostrar que el
succinatose incorporaba en el núcleo pirrólico de las phrfirinas incu
bandoeritrocitos intactos y hemulizados, con ácido succinico 1-4 C y
quela incorporación era estimulada por 1a presencia de coenzima A. Más

tarde(84-85) demostraron también la pÏfiticipación del ciclo z los áci
dostricarboxilic Z usando citrato 1-5 C, 2-cetuglutarato 5- C y 2
cetuglurarato 1-2 C, los que fueron incorparados al Hemoen hemolizados
deeritrocitos de pato. En todos los casos, 1a radioactividad obtenida cgrr
rrespnndióa 1a esperada, de actuar efectivamente la succinil-coenzima A
comointermediario.

Schulmany Richert (86) en 1957 encontnaron que la biosintesis del
Remoa partir de glicina, estaba disminuida en hemolizados de sangre de

patodeficientes en pantotenato y vitamina BG, mientras que no era afecta
dacuando se partía. de ALA.

En 1958 Brox-m(87-89), estudiando la biosintesis de ALAen eritroci
tosdepollos, a partir de glicina e intermediarios del ciclo de Irebs,
observóque disminuia, en presencia de inhibidores del ciclo y se estimu
labapor ácido L-lipoico, al mismotiempomencontró que esta sintesis,
apartir de succinato, era estimulada por ATP.

Estos datos ratificaban que el compuesto de cuatro carbonos, interme
diariosen 1a formación del primer pirrol, en la biosintesis del Hemo,era
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1asuccinil coenzima A obtenida, bien por descarboxilación del 2-ceto
glutarato o a partir de succinato, por acción de la Succinil-Coenzima A
sintetasa.

<=-Mide tenim .195'?_1_199_._(5L5)_

Una 'ez r’-emostrado el panel de ’T'ECIITSÓV‘GSen la biosintesis del

Hemo,de la glicina y la succinil-Coenzima A determinado que el PBG
era un intermediario normal, Neuberger y Scott (90), en Londres, Drena
raronposibles compuestos formados a partir de g'licina r succinil-coen
zimaA, capaces de convertifge luego en PBG.Sintetizaron, entre otros,
ALA,ácido succinamida acético y ácido succinïmido-levúlico: Lascelles
(91) incubó estos dos últimos en un sistema de R_.snheroid._es y comprobó

queno era intermediarios. A1 mis'no tiempo en EÏEados Unidosqghemin
y Russell (92) observaron, incubando glicina 2- C y glicina N, en
un sistema de Itemolizado de sangre de pato, con succinil coenzima A,
quecuandoagregaban ALA,la radioactividad especifica, recuperada en
el Hemo,se veia diluida, indicándose entonces que el ALA,era capaz
dereemplazar a la glicina y succinil coenzima A y por lo tanto actuar
comointermediario. Postularon además, 1a formación del ácido S-amino
-3-ceto adipico, que se descarboxilaria espontánea o enzimáticamente.

Neubergery Scott (90) obtuvieron resultados similares, ratificados
porDresel y Falk (48,93), quienes trabajando con eritrocitos de pollos
demostraron la incorporación de ALAen PBG y Hemo.

En 1954 Sheminv colabïfiadores y en 1956 el grupo de Neuber
ger (95-96), utilizando ALA C y ALA N confirmaron su incorporación
en el Hemo.

El grupo de Shemin (94,97-98) determinó además, que el ALAtiene
otros destinos, asi puede volver a entrar al ciclo de Krebs y formar
nuevamenteácido succinico, en tanto que el átomo de carbono provenien

te de la glicina, el C5 del ALA, en forma de"fragmento de C‘l" (formiato)
puedeser utilizado en la sintesis de purinas. Se demostró que sólo una
muypequeñaporción del ALAbiosintetizada súfre esta transformación,
lo cual podria ser consecuencia de una actividad de ALA-dehidratasa
normalmentealta.

El ciclo de Shemin relaciona entonces, la biosintesis de ALA(nexo)
conel metabolismo de porfirinas, purinas y aminoácidos y el ciclo de
Irebs (Fig. 7

do ferfgb.i¿í_n9.9.e.r19__(f’99) (Rig-.5)

En 1931, SaChS (99) observó nue la orina de un naciente de por.P".r'¡a
aguda contenía un cromóqeno que reaccionaba, con el reactivo de
Ehrlich. del mismo modo cue e] urobilinó eno, con 1= diferencia cue en
este c=so, el 1'Ji;:mentor'n'o era insoluble en cloro'orvno. Años más tarde

-12



Succinil

CCAoc-cetoglutárico+glicina

GrupoUREIDOdepurinasformiato

\Succínico\\\

átomode
Carbón0‘ ácidooc-amino

\ CICLODEL—cetoad_’—u¡co

SUCCINICO-GLICINA

ü}- _ ácidoS-amino

40H -NH3levu’ln'co

xA

II‘s
acidocetggluteraldehido“¿'

oc-cetogfutárico""’"—

PORFIRINAS

Fig.7Ciclodelsuccinato-glicocola



valdestr’ómy colaboradores (100-102) reconociernn el pigmento como una
entidaddistinta y estudiaron las propiedades del cromógeno, al que deng
minaron"Porfobilinóceno", encontrando que por calentamiento en medio
ácido, producía Uroporfirinas.

En1952, Westall (103) logró aislarlo en forma cristalina y confir
móque por calentamiento en solución buffer de DH“,5 generaba Uro y

ade-nasliberaba iones NHZ. Un año más tarde, Cookson y Rimington
(104-105)determinaron su estructura que fué confirmada luego por sín
tesis por Rimington y Krol (106). Posteriormente, Prasad y Raper (107),
Scott (108), Iackson, Mc Donald y Mac Donald (109). Jackson y Mac
Donald(110) y Frydman, Despuy y Rappoport (111), lo sintetizaron por
otros métodos quimicos, logrando mejores rendimientos. Prunty (112) y
Grinstein y colabofadores (113), encontraron PBGen hígado y heces de
pacientes con porfiria aguda y casi una década desvués Mauzerall y
Granick(114), lo'raron detectarlo en ovinas normales.

Su rol comointermediario en la biosíntesis del Hemofué demostra
doen 1953usando eritrocitos de aves,por Falk, Dresel y Rimington
(45193)y por Bogorad y Granick (115) en sistemas de células de
gplgrellasn congeladas y desconoeladas debido a que el PBGes :mñer'ne=—
ble a las células enteras (47. 54, 114, 116), aunque si se incuban
en presencia de ALA,el PBGformado dentro de 1a célula, puede difundir
al medio, indicando ésto, una selectividad de pasaje a través de la

membranacelular (117).

e- Tetr=°í.1:'-*o_.1_e,s_.._Urmorr: mas (1-115 .8): FÉF‘ÉPPPI‘ÉÉFÉPÉL..1Ï°PÏÉE‘ÉPPP.
523?.S'Ï.ÉEnt59°5‘.129>s.ïÏ1._ï:c%ïvÏÉ5}}9993‘fii313195y. ïerfirésai.FIiFHrPPIÉH 99.3.

Salkowski,Günther y Schumn entre otros, se er¡:-1ntr=ron en 1a or'na
del caso Petri, Luapaciente de porfiria canoéni ra, una porfírina,aue
en vr'nc: vio confundieron con la Hematoporfirina obtenida por Nencki
por transformaciones quimica de la Hemina. Años más tarde Fischer
(118)aisló la principal porfirina de las orinas de Petry y cristalizó
su éster metilico, describiéndola en principio comouna porfirina hep
tacarboxilica, pero luego por descarboxilación total determinó que eran
ocholos grupos carboxílícos por moleculas (194) y por descarboxilación
parcial, de sólo cuatro restos carboinOS obtuvo Copro (120) caracterisán
dola luego comotipo isómerico I. Su estructura me establecida por 

Fischer y cdaboradores (12). Si bien en 1936 Waldestróm (101,122-123)
y Hertens (124-125), independientemente, aislaron de orinas de pacien
tes de porfiria aguda, una nueva porfirina, que por descarboxilación
producía Copro III e identificaron ese pigmento comoUro III, en 1945,
Grinstein, Watsony colaboradores (113, 126) lograron separar del lla
mado"éster de Valdestrflm", por cromatografía, sobre carbonato de calcio,
unazona que pertenecía a Uro I, y otra que correspondía a una porfirina

-14



¡7'99Estructuraquímicadeloscuatro¡sómerosdelaUroporfuma

M_acétncoP__ác.proplónico



heptacarboxílica, la cual por descarboiilación daba Copro III, siendo
porlo tanto, la que dn realidad pertenecía a la serie III.

La Uro III se separó de 1a Turacina, un pigmento que contiene Cu y
se encuentra en las plumas de Turacus, aunque en principio Fishher y
Hilger (127-128) la consideraron Uro I. Rimington (129) estudcbando 1a
porfirina asilada de once especies de Turacus, determinó que por descar
boxilaciónsólo producía Copro III.

Estcsdatos fueron conf‘irmados por Nicholas y Rimington (130), aunque
Watsony Berg (131) no obtuvieron resultados similares.

Añosmás tarde Uith (132) confirmó los hallazgos de Rimington, esta
bleciendoen forma indiscutida, que la Uro proveniente de 1a Turacina es
¡ro III.

Despuésde. dar crédito y apoyar por medio de experiencias con sus
tratos radioactirvos a la teoría que posmlaba, la formación inicial de
pirroles altamente carboxilados, que luego se descarboxilaban progresiva
mente; era de esperarse que se encontraran en 1a naturaleza porfirinas
-con númerointermedio de grupos -CCOH,entre la Uro y la Copro y Proto IX,
ya sea en condiciones normales o patológicas.

Fischer y Jordan (133), describieron una porfirina pent'acarboxílica,
quedenominaron"Condroporfirina", obtenida de ostras can perlas, pero
luegopor cromatografía sobre papel, se vió que era una mezcla de Uro
y Copro (134).

Nicholas y Rimington (135), indicaron la presencia de porfirinas
de 3, 5 y 6 y 7-000H en varios materiales y Mc Swiney y colaboradores
(137)aislaron y purificaron una porfirina pentacarboxílica de orinas
depacientes porfíricos.

Grinstein y colaboradores (113,137) encontraron porfirinas de 5,6
y 7-COCHen orinas de pacientes de porfiria cutanea tarda. El análisis,
añosmástarde, de tipo isómerico (138-141) indicó que la porfirina
de 5-COOHera una. mezcla de isómeros I y III, la de 6-COOHisómero III
fundamentalmente y 1a 7-CCCHisómero III.

Enporfiria eritropoyética (142) se ha observado excreción de por
firinas de 5, 6 y 7 COOH,que también han sido hallados en orinas de
pacientesde porfiria aguda intermitente (143).

Porfirinas de 5, 6- y 7-COGHacompañando a Uro y Copro, se han
aislado también de incubados de distintos sistemas (22, 25. 27 29, 45,
54. 115-116, 144-147).
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LaCoproporfirina fué aislada y reconocida comoentidad diferente
>orHansFischer en 1915, quien investigando los pinmentos de las heces
yorina; del famoso caso Petry, estudiado por Gunther, denominó a los
:ompuestoctetrapirrólicos aislados, de acuerdo a su origen; asi al de
arinalo llamó Uroporfirina y al de las heces Coproporfirina; aunque
Luegotambién encontró Copro en orinas.

La Copro se exe-reta en orinas y heces norma1es, respectivamente en
Lassiguientes cvntidades, durante 24 horas (SO-1004") y (200-250 ),
estosvalores estf‘n aumentadosen ciertos estados patológicos, especial
nenteporfirias. “e acuerdo al desorden patológicot se encuentran aumen
tadaslas del tipo isomérico I (Porfiria eritropoyética) o III (Porfiria
:utáneatarda).

Recientementese encontró en porfiria del tipo "variegate"(148) una
>orfirinaunida :1un polipéptido, por uniones tioéter, determinándose que
setrataba de una porfirina tricarboxilica (149). Porfirinas tricarboxi
Licasfueron halladas también en bilis humana, médula espinal bovina e
1igadoporcino (150-152) y más recientemente Kennedy y colaboradores
(153-154)aislaron también una porfirina tricarboxólica en glándula de
iarderde ratas normales, postulando que su estructura correspondía a
la 2 acrilico, 4 prop-¿nico Deutero-porfirina IX, que podria ser un in
termediarioen lo. transformación de Coprógeno III a Proto IX. También
timingtony colaboradores (155) aislaron de meconiumuna porfirina tri
:arboxilicaa la. que caracterizaron comola 2-vinil, 4-carboxietil-Deu
teroporfirina IX.

F. _Por_f_ir_in_ó_genos_como intermediarios

Ante la e-ridencia de que Uro y Coproporfirinae, no podian actuar
:omosustratos en la biosintesis de porfirinas (22,49,75,95), surgió la
ideade que fueran sus porfirinógenos los verdaderos intermediarios.

Bogorad(22-23) y Neve y colaboradores (24), efectuaron los prime
rostrabajos uti'li'zondo porfirinógenos comosustratos y demostraron la
:onversióndel Urógeno III en Cooro y Hemo, por células de Chlorella y
eritrocitos de pato, respectivamente.

Laparticipación del Urógeno III fué corroborada por una serie de
trabajosempleandodistintas fuentes (25,27,29,51,54,156-16l).

En1962, Batlle y Grinstein, demostraron la utilización del Firiá;
genocomosustrato en la biosintesis del Hemoy por lo tanto su rol de
intermediario (29, 161). Mm: m‘s tarde, San Martin de Viale y Grinstein
(162)establecieron además la intervención de los Pentágeno y Hexágeno,
:omointermediarios.
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Laparticipación del Coorógeno, en la biosintesis del Hemo,data de
8, demostradapor Granick y Mauzerall (159,163) utilizando eritrocitos
pollo y Euglena y ha sido confirmada por una serie de trabajos (29,
L 166).I

¡IMFS INVOLUCRA'DAS EN LA BIOSINTES'IS DEL HEMQ

Succinil-coenzima A sintu tasa

Comoya se mencionó en Precursores e IntermeAiarios, 1a succinil CoA
¿deobtenerse por dos vias importantes (82-87, 167) en las que están
rolucradasenzimas diferentes.

Pordescarboxilación oxidativa, del ácido 2-cetoglutarato, producida por
el complejoenzimático "2-cetoglutarato deshidrogenasa" que contiene
en su composicióncinco actividades enzimáticas, seis moléculas de
ATPy ácido lipoico y ocho moléculas de FADe interviene en el ciclo
de Krebs.

Por formación directa a partir de succinato, CoAy ATP(5 GTP) catali
zadapor la enzima. "Succinil-COA sintetasa'.’

Sheminy Kumin(82-83) t abajando con hemolizados y eritrocitos en
I‘OSde pato y succinato 1-4 C demostnaron en presencia de malonato,
nibidorde la oxidación del ácido succinico, via ciclo de Krebs, que
rededorde un 507°de la radioactividad se incorporaba en el Hemo: com
Jbán"oseasi, que por lo menos en este sistema, las dos vias de forma
Snde succinil Co";mencionadas, eran igualmente importantes.

Lasuccinil COAsintetasa ha sido aislada y purificada de hojas de
pinaca 358-170), tie riñón y corazón de perro (171), de B¿__s_pheroides
72-177),de hojas de trigo (178), de corazón de cerdo (179), de mitocor-
ias de Jerusalem Artichoke (180), de hojas de tabaco (181-182), de 1e
minosas(183-184), y de caIlos de semillas de soya (185).

Laenzimacataliza la formación de succinil CoAa partir de succinato
W y de un nucleótido trifosfato, La enzima de mamíferos utiliza GTP
ITP,en cambio de vegetales y bacterias es especifica de ATP.

Se han encontrado subunidades en la enzima purificada de R. theroides
76-177)y se ha 'isto que la succinil CoA-sintetasa estaria involucrada
el control de 17:.biosintesis del Hemo(183, 185-186).

Recordemosademás que la succinil Co A puede obtenerse también por
ras dos vias importantes.

La propionil Cof‘.en presencia de CO ATP'Yuna enzima carboxilante que2,

_ lq 



contienebiotinai forma la metil malonil-COA que nOr acción de una eoi
merasay luego la malonil mutasa, enzima que utiliza vitamina B como
cofacto , forma.srccinil CoA. Esta vía es imnortante en bacterias oro
oiónicas, algunos otros microorganismos y se ha oeterminaño atlemás en una
variedadñe tejidos Fe mamíferos rumiantes, aunque su interpretación con
1abiosïntesis :‘.epov'firinas aún no se ha estudiado.

)ADartir ¿e acetoacetil-CoA, oor acción de la enzima 3-ceto ácido-CCA
transferasa.

. ALA-sinteutasa

Laformación de ALAa oartir ¿e glicina r succinil CoA, es la orimera
ganaque conduce especificamente a la formación de norfirinas, la enzima
uecataliza esta reacción, es la Delta aminolevúlico sintetasa, ALA-sin
etasaALA-S. El fosfato ¿e oirir‘oxal, necesario oara la sintesi: de wor
irinas a oartir ("e sus orecu'sores (97.1??7-1'19)sería el único cofactor
ndisoensable,común, nara la enzina de todas las fuentes estudiadas (190
91).

Deacuer'io a los sustratos, se nudo orer‘ecir '85), que el pruducto
rimarioñe la condensación, es el ácido 2-amino 3-ceto añioico, el cual
l ser un 2-ceto ácido, se descarboirilaria ráoida y esoontáneamente
1°2ñ194)o enzimáticamente (92).

Abesar de su gran distribución, esta enzima tiene la oarticularióañ
e ser rmyinestable (173,190) y por lo tanto dificil de detectar aún en
(quéllostejidos, Conde hay seguridad de su existencia.

Seestudió la enzima proveniente de varios sistemas, y se vió que al
igualque la coprogenasa a ñiferencia del resto ¿e las enzimas (¡el ca
minometabólico (‘e las oorfirinas era particulada, (164,195) aunque re
cientementese hr. aislado ourificaño de higado de rata, una forma solu
ble de la enzima (196-197).

Haoodi'10su detectado en extractos libres rie células de _R.soheroides
(1‘9-190),en extractos de Rhodosoirillum _rubrum (190), en preparaciones
particuladas de eritrocitos de aves, en las que se provocó anemia por
tratamientocon fenil hidracinas (200-201), en eritrocitos de aves norma
les (87), en bacterias fotosíntéticas (173, 202-206), en mitocondrias de
higadosde cobayos porfiricos (196), pero no de normales (207), en homo
genatosde higados de ratas normales y porfiricas (208), en reticulocitos
Humanos(209), en mitocondrias de S. cerevisiae 5210), en mitocondrias de
_‘glandulade Harder de ratas normales (211), en extractos libres de célu
las de levadura 2933102515utilis (212) y en extractos de callos de semi
llas de soya (213).
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Laenzimase ha. solubilizado y purificado parcialmente de B.
heroides(173, 189-190, 198-199) y de reticulocitos de conejos (214),
.diéndoseestudiar asi algunos de sus requerimientos.

Deestudios Con la enzima proveniente de eritrocitos de aves anémi
¡s(190,202) se "ÏÍÓ que la "ALA-S" no era totalmente especifica. para
LSsustratos naturales y podia utilizar propionil-CoA, glutaril-CoA y
:etil-CoA,vara .ar las correspondientes aminoacetonas, aunque la velo
dadrelati ¡a de sintesis era menor que con succinil-CCA, en cambio la
mimaproveniente de R. spheroides era altamente especifica para succinil-3
'Ao

Por tratamiento con PCMB,Gibson y colaboradores (202) encontraron
idencias de un grupo -SH, necesario para- la actividad enzimática.

Comose mencionó antes, la enzima es generalmente muy inestable,
¿haobservado pérdida lineal de la actividad con el tiempo, aún a —15°C,
textractos celulares o enzima parcialmente purificada. En 1963, Burnha"
Lascelles (173), indicaron que en R. spheroides, la actividad de "ALA-S"
menlos organismos intactos, en condiciones de "no crecimiento" desa
lrecerápidamente, indicando que seria debido a un proceso activo.

Se vió que "in vivo" el problema está compensado con una alta velo
(dadde recambio de la enzima. Granick (216) encontró que la \-iia media
¿la enzimaen higado de embrión de pollo, era de 6 horas; Marver y
>1aboradores(217), observaron en cambio que la enzima de higadr de rata,
miauna vida media de 70 minutos.

Secree que la. dificultad en la detección de la enzima no seria sólo
:bidoa su inestabilidad, sino quizá a necesidades diferentes de factores,
Irala enzimaobtenidas de distintas Puentes. El hierro, por e;,enplo, que
esultainhibidor de la enzima proveniente de Athiorhodacae (218) parece
iaactuar comocofactor de la enzima de eritrocitos de aves (87,219).

Algunostejidos poseen alta actividad de deacilasa (196) que actua
Lacompitiendo_por-la succinil CoA., lo cual podria ser en estos casos la
¡razón de la imposibilidad de medir actividad de "ALA-S".

Másrecientemente, se ha detectado en algunos tejidos la presencia
aciertos componentes que acompañan a la enzima y que parecen actuar como
¡hibidores(207,213,220-222); ésto también explicaría su baja actividad
tribuyénaoselesademásun rol regulatorio en la biosintesis de porfiri
as.

El mecanismode formación enzimática de ALA, fué objeto de varios
studios(223-225), de ellos se dedujo que el fosfato de piridoxal forma
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ría unabase de Schiff entre su grupo carbonilo y el amino de la glicina.

El complejo perdería un protón del carbono 2 de la glicina y así
resultaríaun carbanión estable, que reaccionaría sobre el centro elec
trofílico del carbonilo tioester, de la succinil CoA, liberandose CoA
yácido2-amino-3-cetoadípico que por descarboxilación daría ALA(Figdz

Unanálisis cinético de la reacción (223), indicó que el fosfato de
piridoxal, situado sobre la enzima, se uniría a la glicina y también so
brela enzima se produciría el ataque a la Succinil-COA, liberandose lue
golos productos en el siguiente orden:CoA, CO ,ALAy por último fosfato
depiridoxal. 2

Se acepta que la ALA-sintetasa juega el rol principal en la regula
ciónde 1a biosíntesis de porfirinas.

Se demostró que 1a enzima es regulada por HemcyProto IX, mediante
unmecanismode "feed-back" (173,197,226-229) . es decir, el producto fi
naldel caminobiosintético, regula la primera enzima específicamente in
volucradaen su síntesis. Lascelles, en 1964 (7), postuló que éste se
ría unode los mecanismosque utiliza la célula para la regulación de
la biosíntesis de porfirinas. El otro mecanismcregulatorio sería más
importantey resultaría de una respuesta a bajos niveles de enzima (173,
216,230).

Granick (216,230), basándose en le mecanismoclásico de reguïación
deunsistema reprimible, de Jacob y Monod(231), propuso el siguiente
esquemapara lo. regulación de la biosíntesis del Hemo:considera la
"ALA-S",enzima. limitante del camino biosintético del Hemoy que todas
lasotras enzimas estarían en cantidades no limitantes.

El gen regulador del operón Hemo,induciría la síntesis de una
proteína, el aporrepresor que en presencia del Hemo,el correpresor,
formaríael represor de la síntesis de "ALA-S",enzima limitante de la
biosíntesis del Hemo. La caída de concentración del Hemoen la célula,
disminuiríalas posibilidades de formación del represor activo y así
se induciría la síntesis de " ALA-S"(Fig. 10).

El efecto de inductores de porfiria (206,232-235), sería competir
conel Hemopor el aporrepresor, inactivando su acción, y al faltar un
controlpara H. síntesis de "ALA-S", aumentaría desordenadamente la can
tidadde porfirinas en la célula.

c.ALA-Dehidrasa

La formación de PBG, a partir de dos moléculas de ALA, en una reac
cióndel condensación del tipo de Knorr, es catalizada por la enzima
"S-aminolevúlicohic‘roliasa", "S-amino levúlico dehidratasa" ó 5-aminol_e_
vúlico dehidrasa (ALA-D).
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Esta enzimaestá ampliamente distribuida en la naturaleza y se ha medi
doen vegetales (144,183, 236), animales (48,93,95-96,237-239) y mi
rganismos(117,240—244). Ha sido aislada, purificada y estudiada en
(dode buey (245-247), de eritrocitos de aves (237, 248-249), de Corz
‘cteriumdiphteïi_ag_(245-246), de R. spheroides (173.250-254), higado
ata y paloma(255), de reticulocitos de conejo (249), de bacteria
iónica (255), ".e tejidos de dos cepas de ratones (257), reticulocitos
nos (258), de hígado de vaca (259-260), de levadura (210), de hoi’s
rigo (261)., ¡le cal los de senilla de so a (262-263), de glán‘ula de
‘er de ratas (264), de h jas rIIe tabaco (2652) , de U_st_ilagosphaerocv_e_n_a
) y de Mycobacjgïium phlei (267).

Unaparticularidad de la enzima pro 'eniente de todas las fuentes
.diadas,es la (e encontrarse en la fracción soluble del citoplasma
ra quela identifica es 1a de ser una enzima sulfhidrilica. El grupo
is grupos —SHde la enzima se encontrarian, en casi todas moderadamen
1xpuestos,ya que exepto la "ALA-D"de callos de semillas de soya
{-263)y de la de levadura (210), todas necesitan 1a presencia de
:ti'uostales comocisteina, glutation reducido o 2-mercaptoetnnol,
tprotectores reductores. Los requerimientos de estos agentes, en muchos
Is, aumentacon el grado de purificación (259-260). Existen otras
lla enzimade hojas de trigo (261), que aún purificadas no son total
:einhibidas, en ausencia del reactivo utilizado para protegerla (en
acasoes 2-mercapto etanol), y las purificadas de callos de semillas
¡Oya(262-263) _‘,'levadura (210) , donde los reactivos protectores de
nosólo no son necesarios, sino que a ciertas concentraciones inhiben.
,er y colaboradores (262-263) , con la enzima de callos de semillas
:oya,atribuyen estos efectos a una modificación de las uniones -S-S,
enúltima instancia modificaria la estructura terciaria de 1a enzima,
:arnbioBarreiro (268), lo atribuye a una reacción entre los grupos
delreactivo el carbonilo cetónico del sustrato.

Comoera de esperar, de su comportamiento como enzima sulfhidrilica,
.nhibidapor metales pesados (210,249,259,264); Granick v Mauzerall
l) 'emostraronque el grado de inhibición era inversamente proporcio
al producto de solubilidad de los sulfuros de esos metales. Se ha
mtradotambién "in vivo", que la actividad de "ALA-D"se halla dis
údaen conejos intoxicados con plomo, explicándose este efecto a una
:rferencia del metal con los grupos -SH de la enzima (238).

Seha encontrado que la enzima de fuentes animales, tal el caso de
enzimade higado_<1e buey (248), de higado de vaca (259-260), y bazo
úgadode ratón (257), es marcadamentü estable a tratamientos por calor.

Laenzimaproveniente de-mamiferos,es fuertemente inhibida por
¡(246,249, 259,264), con excepción de la enzima de tejidos de ratón
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57). dondese observa una pequeña estimulación. La enzima de eritroci
s de aves es sólo ligeramente inhibida por EDTA,aún a altas concentra
onesdel mismo (249), la enzima de callos de semillas de soya (262-263)
mbiénes inhibida por EDTAal igual que la enzima de bacterias propió

cas, pero en este último caso, su acción puede ser revertida por canti
des estequeométricas de Mn (256). La "ALA-D"de R. sphe.roides no es
nsible a EDT;

Enla enzima.de callos de semilla de sova (262-263), se encontró qu
paró por columna de Sephadex G-lOO un inhibidor que acompañaba a la en
maen su purif'iI-‘icación y la inhibía en un 53%. Se sugirió en cuanto
su composición,la existencia de bases púricas y pirimídicas, Ademásla
zimade este tejido permanecía unida a una fracción de ácidos nucleicos
e sólo se puio separar por columnas de Sepharosa 4 B.

Batlle, Ferramola y Grinstein (259), encontraron evidencias de
metal unido 1:1 "ALA-D"; ya en 1958, se postuló que el cobre podría

r integrante de su composición (247, 269-270), sin embargo ésto se des
chóluego por cuanto se obtenía enzima totalmente activa, aún en ausen
a de cobre.

En 19677Komai y Neílands (271) propusieron que en Ustilago sphaerogena
Zn estaría involucrado con la actividad enzimática, ya que este depenp

a de 1a concentración de Zn++, en el medio de cultivo, pero el efecto

desaparecio.por diálisis, ni aumentaba por el agregado "in vitro" de
. Consi"21“:“otientonces que el Zn sería necesario Dar-ola biosínte

s de la enzima, aunque no descartaron la posibilidad de que estuviera
mementeunido a proteina, formando un complejo Enzima-Zn más activo.
s recientemente, otra vez Komaiy Neilands (266), trabajando con el
smomaterial, postularon nuevamente que un metal estaría unido a la
zima,suponiendo ahora que se trataba de cobre el cual estaría además
volucradoen 1:. unión enzima-sustraro, va que la presencia de ALA, im
día la inhibición produci da con agentes quelantes.

Pese a tofos estos hallazgos, no se ha podido demostnar aún, reque
mientosde un metal específica para su actividad, ni encontrar un gru
prostético, o cofactor específico (259).

Burnham;' Lascelles (173) sin embargo, observaron que la enzima pu
ficada de R_.__s_p_he_r'9i_d_es_requería IC para su actividad, más reciente
nte, Shemin 'Nandi (276), encontraron que el efecto del K no era ab
luto " sólo aw'nentaba 1a afinidad -.de la enzima por el sustramo. Se vió

amisque al (Ïeterminarse la velocidad de acción enzimática. en ausencia
x , en fimción c‘e la concentración del sustrato, se obtenía una curva

gmoidea,que cambiaba a hioerbólica (Michaeliana) en presencia de K .
Siblemente:el cañón Promueve 1a asociación de subunidades cu 'a exis
nciase puso luego de manifiesto por centrifugación en gradientes de
carosay por tratamiento con urea]. M, lo cual demostraba la formación



monómerosinactivos. La existencia de subunidades también habia sido
stuladapreviamete por Batlle, Ferramola y Grinstein (259), por evi
ncias obtenidas de estudios con columnas de Sephadex.

Deestos datos se dedujo que la enzima se comportaba como alosté—
ca (259, 272).

En 1963, Burnhamy Lascelles (173), observaron que la enzima de
spheroide_3__era inhibiña nor baias concent‘aciones "e Hemina' estos

sultados fueron corrobo ados con enzima obtenida de otras fuentes
57. 276). Estos datos y el hecho de que se trataría tambieñ de una
zimaalostérica, han llevado a postular que 1a "ALA-D",junto con
"ALA-S"y quizá 'con la Succinil-CoA sintetasa serian posibles pun

‘sdecontrol en la biosinteais de porfirinas.

El mecanismode formación de PBGes particularmente interesante,
quese utiliza dos moléculas de ALA, que se unen mediante dos reac

onesde condensaciónr

Condensaciónaldólica
Formaciónde una base de Schiff'.

Todaviano se ha aclarado si las dos condensaciones son efectuadas
r la mismaenzima o por dos enzimas distintas, lo cierto es que no
ha encontrado más que una única proteina que no ha podido ser des

blada (246,249, 254,259).

Granick3' Mauzeriall (249) postularor. dos sitios activos para
sustrato y encontraron que se formarian un cimplejo Enzima-ALA,en

lación 1:1. Esto indicaria la unión de una molécula de ALA
s fuertemente que la otra o que quizá una sola molécula de ALA se
¿aa la enzima y la otra quedeen solución.

Se vió que si bien el S-cloro levulinato, el 5 oximino levulinato
el levulinato eran inhibidores de la enzima,el éster etílico del áci
ilevúlico no lo era, demostrando ésto, que el grupo 4 ceto splo, no
‘asuficiente para 1a unión del ALAa la enzima y que el carboxilato
mbiénera necesario, e interactuaria con una carga positiva situada
tbrela enzima (261,272,275-277).

Nandi y Shemin en 1965 (278), trabajando con 1a enzima provenien
:de R. sanergiílgs detectaron la formación de una base de Schiff
[tre el carbonilo cetónico del C del ALAy un amino ácido básico de la
inma,el cual fué aislado por reducción "in situ" con borhídruro de
IdiO.

Nandi Shemin (276) pudieron determinar que el ALAque forma 1a
isede Schiff con la enzima, es el que representa luego la mitad del
Gqueposee el grupo metilamino en la posición alfa y el metilen
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boxílico en la beta.

Enbase a todos los resultados mencionados, Nandi v.Shemin (274,
), Droousieron el esquema ‘e la (Fig. ll! nara la biosíntesis de PRG.

Primerose formaría la base de Schiff entre el carbonilo de]. C
ALA,con un resto amino de un aminoácido básico de la enzima y una
gaoositiva, también sobre la enzima, por interacción con el carboxi
o, se ubicaría e]. resto de 1a molécula para que sólo se forme PBG.
ataquenucleofílico del intermediario carbaniónico-enzima (formado
pérdida de un protón del C ) sobre el carbono del grupo cetónico de

otra molécula de ALA,se produciría una condensación aldólica y luego,
grupo-NH de l: segunda molécula de ALA, por transaminación o tran

diminacióncon el -NH2 de la enzima, formaría finalmente PBG.

P__4_°rf°bilin°.esc-.95; (PPE‘ÉPPÉHPÉSÉPP.EEE}???PTPI‘PBPI‘ÍÉFÉPÉQCIIP. _I_I.I_
Waters?)

Laformación de Urógeno III, el primer macrociclo normal, en la
síntesis del Hemo,es un proceso que representa la unión cíclica de
tro moléculas de PBG, con pérdida concomitante de cuatro moléculas de
níacoy la inversión de uno de los pirroles, respecto a la condensa
n lógica, siguiendo la secuencia de unión del carbono del metil amino

unamolécula de PBG, con el CS, no sustituido, de otra molécula de

Laformación de macrociclos en la naturaleza, formados a partir de
tro moléculas :‘xeI’BGy no de un número distinto de núcleos, se exolica
el hecho de que un anillo formado por y con sólo tres moléculas de
, quetuviera la disposición encontrada en las porfirinas o en los
fírinógenos, posee tensiones tales, que impedirían su ciclación. Con
tetrámerode condensación cíclica del PBG,las fuerzas internas no
tan grandes y la situaciónsae encuentra favorecida por el hecho de
1adistancia mod-iaentre los extremos, en el tetrámero lineal, es de
, querepresentaría la distancia que existe entre dos moléculas, en
solución de concentración 4 M (279).

Frydmany colaboradores (280) estudiando la formación de porfirinas
artir de PBGy análogos, en los que se varió el sustituyente en el
del PBG,en forma tal de modificar el efecto inductivo sobre el C ,
garona la conclusión que la porfirina sintetizada a partir de PBG,
1amásestable. Además, de todos los monopírroles estudiados, el PBG
el únicoprecursor que en la síntesis química de tetrapirroles, forma
ermediariosestables, capaces de transformarse luego en porfirinógenos.

Enexceso de PDG, sólo se forma un 20% de dímeros por síntesis quí
a, por ello es (Tifícil que la síntesis de Urógenos tenga lugar por
A.ensaciónde dímeros, sino que continuaría a través de la forma de
merosque no se CíClan, por las grandes tensiones previstas en los
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nillos tripirrólicos y continuaría a tetrámeros,los cuales por la
roximií‘"?Ge sus extremos v las fuerzas internas menores, pueden ci
larse (279).

La relación de isómeros en la sintesis quimica del Urógeno a par
ir de PBG"-.epende de1 pH (279). Si bien Valdestróm y "lahlquist (102),
btuvieronUro III por calentamiento de PBG, en soluciones ácidas,
ooksony Rimington (105), señalan que también se forman otros ísóme
os, aunque en menor cantidad.

Las concentraciones relativas de isómeros I y III + IV (que no
luedensepararse por cromatografía), como se dijo, dependen del pH, a
‘Hbásico o neutro, no se ha; encontrado isómero II (105, 279) en tanto
pueeste isómero aumenta con la disminución del pH (105). A pH alcalino
>neutro, la relación de Uro / U + U es l/l (279): al aumentar el
‘H,aumentó.la proporción de UroI y a pH ácido aumenta. 1a relación de
sómeroIll" y 1a mezcla queda 1/2 Uro III, 1/4 Uro IV, 1/8 Uro I y
/8 UroII, que son las mismas que se obtienen en la isomerización por
ratamiento en medio ácido, ya sea de Urógeno I o Uró'reno III puros
281).En estas condiciones los Urógenos al isomerizarse incorporan
¿HOdel medio (281). Er medio alcalino o neutro los porfirinógenos no

;e isomerizrr ‘, ni incorporan CHQO(281).
Delos cuatm isómeros de la Uro sólo los isómeros III y I se en

:uentrcnen 1a naturaleza, La serie III ocurre en estados normales, en
:antoque la. oerie I se encuentra sólo en estados patológicos, tales co
loporfiria congénita (10, 138, 142, 282-294), porfiria cutánea tarda
jua, ¡sa-139. 141. 28:).y porfiria aguda (113, 136-137).

La enzima que cataliza 1a formación de Urógeno III, se conoce con
:1nombrede "Porfobilinogenasa" (PBG-asa) (28€), complejo "Porfobili
lógenoDeminasa- Uroporfirinógeno III Cosintetasa" o más simplemente
:omplejoi'Deaminasa-Isomerasa" (D-I). La denominación de complejo se de
!ea que se considera constituida por lo menos, por dos actividades en
Limáticasdistintas (22, 27, 54, 147, 157, 160, 249, 286-307), cuya ca
acteristica diferencial más importante, es su sensibilidad al calor.
.a componentetermoestable, conocida con el nombre de "Uroporfirinógeno
Isintetaso." (291) "Porfobilinógeno-Deaminasa" (PBG-D), "Porfobilinógeno
:iclo Desminasa"(147), "Porfobilinógeno-amonio liasa" (147) o simple
Iente“Deaminasa” cataliza la conversión de FBGen Urógeno I. En cambia
.acomponentetermolábil, denominada "Uroporfirinógenc III Cosintetasa"
:292),"Uroporfirinógeno isomeraaa" (290) o simplemente "Isomerasa" (I),
Lotiene acción sobre el PBG(290) ni sobre el Urógeno I, su rol seria
el de actuar con PBGy un polipirrol, preformado por acción de "PBG-D"
¡obreel PBG(290), o por acción del complejo total sobre el PBG
1302-305).
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Preparacionesenzimáticas crudas , presentan biosíntesis preferencial
ógeno III (5.1., 115, 117, 157. 160, 249, 286, 289-290, 299, 305-3061
¡09).Stevens y Frydman (299), encuentran en sistemas crudos de eri
.tos humanos,un gran exceso de "I" respecto a "PBG-D"considerando
Estaseria la forma por medio de la cual, la naturaleza se aseguraria
>rmaci6nde Urógeno III. Cornford (147), trabajando con sistemas cru
rparcialmente purificados de eritrocitos humanos, encuentra. formación
mta de UrógenoI y III. Levin (297), considera que esta situación
¡un estado estacionario en el cual, competirian las ciclaciones "1':
¡diente e "I:l in "ependiente.

La"PSG-asa.”ha sido puriFicada de eritrocitos de pollo (160, 249,
i, de reticulocito. de conejo (249), de eritrocitos inmaduros en un
ade eritroblastosig fetal humana(249), de eritrocitos humanos(147),
:callos de semillas de soya (3'15): en todos los casos se encuentra
Lafracción soluble del citoplasma.

Hapodido "letermi rse el °.M. de la "P G-asa" purificada de callos
semillas de soya (305) , que resultó ser 22.000 + 2.200 y para el ca
ie 1a enzima :‘e eritrocitos de pollo (306), 110.000 + 11.000.

Enel caso de la enzima purificada de callos de semillas de soya
i) y de eritrocitos de pnï'lo (306),) se pudieron desdoblar y reconocer
dosactividades ríe la e .ma purificada. La enzima de eritrocitos

P0110(306), por electroforesis en ge]. de almidón a pH 8.2. , pudo
resuelta en cioso tres bandas, según el grado de purificación, dos
ellas eorresponF-irna las movilidades electroforéticas de las frac
Ies "PBG-D"e “I”, purifiicadas de la misma fuente, en tanto que la
:era, no se puño relacionar con actividad enzimática alguna. La
Hsa" de callos "‘zesemillas de SOya (305), pudo ser desdoblada
bién por electroforesis sobre gel de almidón, a pH 9.2., en dos frac
mes,que correspondían a la "PBG-D"e "I" del mismo material. En los
as casos, (147r 15", 249), la enzima se comportó como una entidad
teicaúnica, por fraccionamiento electroforético, ya sea sobre gel de
'Ldóno gel de poli‘xcrilamida.

El consumoríe iPBG,en el caso de la enzima purificada de eritrocitos
w110por Locïtuoo?y Benson (160), fué irregular, sin embargo, para
purificadapor Llanbias y Batlle (306):fué lineal con el tiempo, en
to quepor otro laïo, la formación de porfirinas en este tejido re
tó en todos los casos una función lineal del tiempo (160, 305-396).

E1 DHóotimo ".e acción de la "PBG-ASa"haria entre 7.2 y 8.1 según
arigen. Para la. enzima purificada de eri' 'ocitos de bollo (16'), 249,
), el pHóptimo resultó ser pH 7.4f pH 7.3, para la de reticulocitos
:onejos(249), 8.1, para la de eritrocitos humanos(147) PH 7.2,
a 1a formación ríe porfirinas de 1a "PSG-asa" purificada de callos de
illa de soya (3-96), pero en el caso del consumo de PBG, al igual que
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PBG-D"de esa misma fuente, presentó dos máximos que correspondían
6.7 y 7.2, con una relación de actividades de: Actividad a pH 7.2._1,5

Actividad a pH 6.7
Estudioscinéticos de la enzima ofrecen datos dispares, asi la

-asa" de eritrocitos de pollo de Lockwoody Benson (160) segresenta
una enzima.¡Zichaeliana, con un Kmque osciló entre 8 x 10" M y
¡10‘51-1,en las distintas determinaciones; en cambio, estudios de la
napurificada de la misma fuente, por Llambias y Batlle (305-306),
resentancon una cinética sigmoidea, tanto para el consumo de PBG,

para 1:: formación de Urógeno III y dgterminan un aparente para
irmacióndc Urógeno III, de 2,8 x 10 M y 4,2 x 10 M para el consu
ePBG.Se determinó en este caso (307) "n" según el método de Hill
), quefrecuentemente se usa para determinar el número de interaccio
1eliganrlos, resultando "n" = 2. Ahora bien, en presencia de NH
lO‘lMo Na+ 2 x 10-1 :1 y Mg++ 6 x 10'3M, inhibidores de 1a "PBG-asa",
'Lnéticase convirtió en Michaeliana, aumentandoligeramente la afini
1ela enzima. En estos casos en la determinación de "n" resultó un
. 1.

La"PBG-asa”purificada de callos de semillas de soya (302-304),
entóuna cinética sigmoidea especial, con dos curvas de saturación
stintas concentraciones de PBG, el cáluulo de "n" según Hill (310),
rde 1 y un 33(311) mayor que 81, lo cual sugeririala existencia de
tos homotrópicosnegativos para el sustrato. Se determinaron en con
encia dos Km, uno para cada zona de saturación denominándose IC

¡e correspondía a la zona de menor concentración de DBGy Im2 a la
de mayorconcentración de PBG; los resultados fueron: Km1= 6,5 x

y Km = C'- :: 10 M.2

En presencia de NH + 1 x 13-1 M el Km aument‘ a 3 x lOFSM y el Km2
arió no modifica dose tam oco la V . .

' n 1 p maxl, pero si la Vmflv, indicando
queel NH: r. 1 x 10 M actúa como inhibidor competitifig en la pri
zonade saturación y como no competitivo en 1a segunda.

Porotro lado, Guanick y Mauzerall (249) sugirieron que si bien en
eacciónenzimática no se libera H COal medio, podria ocurrir via
n a la enzima.o quizá a una coen21ma, como podria ser el ácido tetra
afólico. No se han encontrado cofactores, aunque Llambáas y Batlle
) por diálisis prolongada de la enzima contra agua destilada, obtie
unprecipitado sin actividad enzimática y en el scbrenadante queda
30%de actividad inicial, no lograndose un aumento de la actividad

reuniónde]. precipitado y el sobrenadante. También se perdió 45-55%
actividad.por ultrafiltración, la cual no se recuperó tampocopor

ión del ultr:‘..(-‘i1trado con el remanente (305).

Laenzimaes activa tanto en anaerobiosis (249, 305-306), como en
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Jiosis (147, 160, 249, 306).
4-J

Laenzima es sulfhidrilica y se inactiva por PCMB,Hg++, Cu++, Cd
, 306), la inhibición con PCMBes revertida con cisteina (306).
tina, tioglicolato, glutation (249, 304), inhiben parcialmente la
ridad enzimática. HONH y NH+inhiben la enzima (146, 306), y la
¡iciónse refleja sobre la producción de Urógeno III, pero produce
¡mentode las porfirinas totales (306).

Por acción del CN- sobre la enzima de eritrocitos de pollo (306),
¿inhibe la cantidad de porfirinas totales, pero se forma Urógeno I
¡gar de Urógeno III; en cambio en 1a de eritrocitos humanos (147),
Lnuyenlas porfirinas totales pero se mantiene .el porcentaje de vr"
III.

fiTPy ADPinhiben la "PSG-asa" (306) sin modificar el tipo isomérico.
a activa 1:. “BUG-asa" (147, 305) y disminuye la proporción de Uró
I, de un sistema que produce Urógenos I y III (147). Na + Mg‘H'
¡anmás, en forma de cloruros que de acetato (395).

Enun sistema que produce Urógenos I y III, el aumento de la con
ración de ZPBGy el pH, por encima de 7.2, aumentan 1a proporción
éógenoI .7.cszrensas de un decremento de la de Urógeno III (147).

La"PBG-asr."de callos de semillas de soya (302, 3'75?)presenta un
' de 3 a 4 horas, en la producción de Uróaeno III, durante el cual
msumePBG,en esas condiciones, pudo obtenerse un poliDpirrol
I, intermediario en la biosintesis de Uróqeno III (301, 305-306).

La "PBG-T)“hï‘. sido estudiada y purificada de hojas de espinaca
28712893293), de R. spheroides (27, 511,), de bazo de ratones a
¡uese indujo anemia por tratamiento con fenilhidracina (296), de
ende trigo (295, 301), de eritrocitos humanos (299), de callos de
Llade soy: (3’32-305)»,de eritrocitos de pollo (396-307).

Laenzimase encuentra en la fracción soluble del citoplasma, aurm‘e
¡mencionadohaber encontrado una pequeña porción unida a cloroplas
en hojas de espinaca (288), y que estaria preferentemente unida a
¡rte externa -.‘=.ela membranacelular de eritrocitos (116).

Laactividad ¿e "PBG-D"de todas las Puentes estudiadas, no sufre
'aciónsensible, por tratamiento con calor, aunque su estabilidad
a, respecto a 1a tsmperatura y la duración del calentamiento, de
‘doa su origen. Asi 1a enzima de Chlorella (115) es estable a ca
Imientosa. 55°C durante 60 minutos, al igual que la de reticulocitos
mejo(249), 3' eritrocitos humanos (147, 157). La enzima purificada
Ijas de espinaca (289), es estable durante 15 minutos a 65°C y se 'nac
en un 85%, por calentamiento a 85°C, durante el mismo tiempo. La
¡aproveniente de bazo de ratón (295), es estable 15 minutos a
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75°C, la de .1l.._._s_p_hero.íd_e_s(27), 3.”) minutos a 60°C, la de germen de
Jo (301), ’J minutos a 65°C 6 5 a lO segundos a 86°C y pierde un
de su actividad durante 15 minutos a 75°C, la de ca1105 de semilla
soya(305), es estable 39 minutos a 70°C y la de eritrocitos de po
a 60°C ¿”aumente15 minutos a pH 7.2 (305), 10 minutos a 63-62°C a

7.4 (160) y 15 minutos a 65°C a pH 8.5 (160).

Esta propiedad ha sido utilizada especialmente para separarla de
actividad de "I" (27, 115, 147, 157. 160, 249, 289, 296, 305-306),
¡uetambiénpudieron ser separadas sin tratamientos por calor (147,
, 301, 305-306).

Laenzimaawnenta incluso su actividad después del calentamiento
7, 160, 301, 305-306).

La PBGdoDconvierte cuatro moléculas de PBGen Urógeno I con
iida de cuatro NH (289, 296), en algunos casos el PBGconsumido en
es, es muchomayor que cuatro veces el Urógeno I formado (299, 301
, 305)y no se pudo llegar a una transformación cuantitativa, aún por
antodel tiempo de incubación (301).

El pro«"uctode acción de esta enzima, el Urógeno I, se ocida por el
en presenci: de la luz a Uro I, Levin y Coleman (296), encontraron
tratamiento ¿.e los sistemas después de la incubación, con solución

[2, que oxidr‘.completamente y de inmediato los porfirinógenos a por
inas, un awnento de 8') veces la cantidad de Uro I en los incubados
"PBG-D"en anaerobiosis y un aumento de sólo 16 veces en los incu

>sen aerobiosis. En 1958 Bogorad (289) obtuvo de hojas de espinaca
oxidasaque producía esa transformación, aunque estos resultados no
sido confirmados y la teoria de la existencia de una oxidasa se ha

ndonado.

La "PBG-D"es especifica para PBGy no utiliza como sustratos sus
logos,comoson el ácido 2 -metilamino, 3-pirrol-acético (PMA);el
io 2-metilrmino 3,4 pirrol di-acético (PMA)(295, 3’31): el ácido
:til amino,3-carbooxi'2til“ 4-carboximetil pirrol (iso-PBG) (312)

S-carboxiPBG,el ácido 2-metil amino, 3-carboz'limetil, 4-metil pirrol
(A)(301); no desamine ALA,glutamina, 2-fenil, etil ¿mina o cisteina
3-289).Noutiliza tampococomosustrato los siguientes dipirroles:
'-di (carboximetil), 4, 4' di (2-carboxietil), dipirril metano:
' di (cnrboximetil), 3,4'-di (a-carboxietil), dipirril metano,ni
' di (2-corboxietil), 4,4' di (carboximetil) dípirril metano(313).

Laenzima purificada de callos de semilla de soya (305) y 1a de
trocitos de pollo (306), presentan un P.M. de 40.000 + 4.000 y se
Laronevidencias del desdoblamiento en subunidades de—PM10.000
)00en la purificada de Gallos de semillas de soya (305).

Porelectroforesis a diferentes pH, la enzima purificada de distin
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Puentes (23?, 301, 305-306) se comportó como una única. proteina.

Las "PBG-2.)”purificadas de germen de trigo, hojas de cardo, eritro
>shumanos;'rllhodospirilm rubrum (301) presentan fotosensibilidad
¡egode exposición a la luz, se encuentra más afectada 1a formación
IrógenoI, que el consumo de PBG. La fotosensibilidad de la enzima
¡ermende trigo (301) incluso siguió la curva de pH de la. actividad
Lmática.

Se efectuaron estuiios cinéticos con la "PBG-D"obtenido. de dis
:as mentes 1' se comportó, en casi todos los casos, como una enzima
flmeliana”(27, 160, 289, 296, 301, 306), salvo 1a enzima purificada
:alïos de semilla de soya (302-304) que presenta una cinética espe
., considerada resultante de un efecto homotrópico negatirvo, del
:rato, y se caracteriza por dos zonas de saturación de la enzima, a
¿rentesconcentraciones de PBG.En este último caso, pudieron medir

!osIm, uno para cada zona de saturación y se los deniminó Kml, el
mido a menor concentración de PBGy Km2al de mayor concentración.

En la TC.b1:._1__se presentan los Kmde la enzima purificada de dis
:as fuentes, y los pH óptimos de acción enzimática. En el caso de la
i-D"purificada de eritrocitos de pollo (306), y de germen de trigo
.), se midieron los Kmpara. el consumo de PBGy para la formación dc
’irinas, en todos los otros casos se presentan los Kmpara. la forma
l de Urógeno I.

.al

ruente ‘-’ÏeFerencia fémneratura
bibliográ- pH Medición ac- Km
fica óptimo tividad eng;

mática

m de espinaca (289) 3.1 37°C 7,2 x 10-5M

¡nos rojos de (16o) 7.4 37°C 1 x 10'5M
.o (306) 7.4 3790 9 x 10-6M y

3.1 x lO’SM
(Consumo de PBG)

mheroides (27 ) 7.6 37°C 4 x 10'5M
tde ratón (296) 7.6 60°C 3,72 x 12-5M
en de trigo (301) 7.4 45°C 7 x 10-5M y

5 x 10-5M

(Consumo de PBG)

os semilla de _S
x (305) 7.2 37°C Kml=3,2 x 10 M

m2=1'9 M
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Laenzimaes sulfhidrílica (211,279, 301, 306).

Bogorad (294), divide los inhibidores de la "PBG-D"en tres
clases, de acuerdo a la forma en que afectan la reacción enzimática.

a. Inhibidores que modifican ligeramente el consumo de PBGe inter
fieren la formación de Urógeno I.

b. Inhibidores no competitivos.

c. Inhibidores competitivos.

La enzima es inhibida por Hg++, Ag+, Zn++ (PCMS), PCMB,iodo
sobenzoato, H-etil maleimida (289, 294, 301, 305) y no 1a afectan el
iodo acetato (288). La inhibición por PCMS,PCMBy N-etil maleimida,
pudoser revertida, por agregado de cisteína (289-294. 306) o 2
mercaptoetrnol,o ditiotreitol o por diálisis (301).

Bogorad.(289, 294) presenta esta inhibición, comouna alteración
en el consumo de PBG, pero Llambias y Batlle (396) y Frydman y
Frydman,encuentran que 1a formación de Urógeno I, está más afec
tada que el consumo de PBG.

La enzima es inhibida en presencia de NH+e HCIDN'H2y la inhibi
ción también se presenta comouna disminución de la producción de
UrógenoI, en tanto que el consumo de PBG, no se modifica sensible

mente(292, 294,301, 304-307). El consqu de PBGno se alteró tam
poco por presencia conjunta de NH y Hg (301), que como se vió,
inhiben la formación de Urógeno I. La inhibición producida por el
NI-I+sobre el consumo de PBG, se puede revertir por aumento del tiem
po de incubación (992) , o por aumento de la temperatura a 82°C, aun
queen este último caso se aumenta 11 inhibición de formación de
Urógeno I (301).

Estudios cinéticos con la "PBG-D"de callos de semillas de soya

(302-304), muestran que NH+0.1 M no modifican los Kml y Km de su
cinética especial, aunque modifican sus Vmax y Vmax en 30 apro
ximadamente.¿demís el cálculo de "n" según el método de Hill(3l-’))
dió un “n” = 2 altas concentraciones de PBGy "n" = 1 a bajas
concentraciones de PBG, tanto en presencia corno en ausencia de NH+.
Losmismosestudios con "PBG-D" de eritrocitos de aves (306) mostra
ron que el IIII'Ï'tampoco modificaba el Kmde la reacción e inhibia la
actividad enzimática, es decir, actuaba comoinhibidor no competi
tivo.

Sulfito de sodio también inhibe la formación de Urógeno I y
no el consumo de PBG (304).

AT? ;- ¿31‘ a una concentración 5 mMinhiben casi en un 100% la
producción fe Urógeno I, en tanto que el consumo de PBGse afecta
sólo en un 40,“: (394).
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ambíaay Batlle (304) encontraron que los ácidos succinicos y ftálico
híben 1:. formïcíón de Urógeno I, más que el consumo de É’BGy el 2
etoxi-S-nitropone, anula por completo la biosíntesis de Urógeno I,
n modificar c' consumo de PBG, estos datos estarían a favor de la'
cría de Tait (314) para 1a cual estos diácidos competirían con el
G,por dos cargas positivas sobre la enzima, que estarian representa
s por dos aminoácidos básicos, que reaccionarian con ei. reactivo de
uposaminoslibres de proteinas.

CaH y Sr++ 2,5 mMinhiben la "PBG-D" de germen de trigo en un
1, en tanto que el Hg++es menos activo. Esta inhibición sigue la
rva de pH ;' es máxima a pH 8.2., que es el pH óptimo de la enzima,
dría por lo tanto este ser un buen medio de regulación de 1a acción
la enzima.en la célula (301).

El formallehido que es un subproducto en la bíosíntesis orgánica
Urógenoa partir de PBG(105, 279, 315-316), y que se lo habría

contradotambién en la síntesis enzimática (315-316), tiene un doble
ecto sobre la biosintesís del Urógeno I, catalizada por la "PBG-D"
ciertas relaciones de concentraciones de PBG/CHo, como ser 2,5 ó
8, produce una. inhibición de casi 50% en el consumo de PBG, en tanto
e la sintesis orgánica aumenta un 50%, en esas relaciones (280),
emásaumento.la proporción de Urógeno III, en el medio de incubación
nsiderándoseque se formaría no enzimáticamente (289).

Estos datos llevaron a suponer que el formaldehído no seria un
bproductode la biosintesis de Urógeno I y Bogorad y Marks (317) de
estran que sólo una infima cantidad de formaldehído se formaba en la
ntesísenzimática, tanto usando "PBG-D"como "PBG-asa" (D-I) y seña
ronque lo que se produce, podria ser causa de 1a sintesis no enzimá
ca en el medio de incubación.

Se demostró también que 1a incorporación de formaldehído en la
ntesis química de Urógenos a partir de PBG,no se producía por inter
mbiocon el metilamino del PBG, puesto que un 99% del PBGremanente
1asíntesis, permanecía sin marcar, en tanto que el Porfirínógeno
marcaba en un 55% (280).

La actividad enzimática de "PBG-D"es inhibida por varios análogos
1 PBG,asi'el ácido 3-carboxímeti1, 4- carboxíetíl, pirrol, llamado
idoopsopirrol dicarboxilíco (PD), es inhibidor competitivo (294), al
ua1 que el iso-PRG (312, 318).

, colaboradores (295), encontraron que el PDAes inhibidor
1a enzima.en presencia de PBG, en tanto que el PMAno, pero que am

s eran inhibidores preincubándolos en ausencia de DBG,tanto con la
zimapurificada. de germen de trigo, comocon 1a purificada de eritro
tos hwnanos.Esta inhibición aumentó con la preincubación, durante
minutos con el PDAy hasta 90 minutos con el PMA,siendo en este

Frydman 1'

-35



mocaso menor la actividad remanente. La inhibición por PMAno Fué
rtida, por dilución de 5 a 10 veces, en tanto que la pro'ucida por
DAlo ero. parcialmente. Se sugiere que el PDA, de estructura más Da
daal ‘PTJG,podria competir con él por el sitio activo de la enzima,
si el 37:1,que sólo podria unirse en ausencia de PBG.Esta inhibición
resentó comouna disminución en el consumo de PBG. También se encon
queel DPEÏAera un inhibidor más activo que los anteriores (301) y que
-carboxi-PDGno tiene acción sobre la formación de porfirinas. Todo
indical: necesidad de una posición alfa libre del pirrol para su

na 1a enzimay que sólo los pirroles con la cadena 4 carboxietilo,
actios comosustratos, también de acuerdo con la hipótesis de
(314)de que serian necesarios dos restos ácidos, para la unión

nzma.

HOarey Heath (313) probaron dipirrometanos como sustratos y encon
anque si bienl'bs «¿fax-nosustituidos tales como el 3,3 di-(carboxime
,4,4' (Si(2-carboxietil), dipirril metano, el 4,3' di-(carboximetil),
di (2-cm‘boxietil), dipirril metanoy el 3,3' di-(2-cerboxieti1),
di-(car ximetil), dipirril metano, no actuaban comosustratos, tan

ela enzim:. cruda, como de 1a parcialmente purificada de B_.__spher_c>_ide_s.,
ltaban inhibidores no competiti='os de la "DSG-D".

Fr "1mm8: Fr"dman (301), encuentran que urea "1M r guanidina °,2
1Minhiben la "PBG-D"re' ersiblemente y que e1 detergente dodecil
¡to a 0,0674de concentración también inhibe totalmente 1a enzima de
ende trigo, en tanto que 1a de eritrocitos humanos es aún más sen
: y lo. sensibilidad aumentó con 1a purificación.

Frydman1-"Frydman (301) encontraron en la purificación de la "PBG-D"
ermende trigo, por columna de DEAE-celulosa, un Factor que es acti
por c‘itionito de sodio y que por ello llaman DAF, que resultó termo
Ly destruible por tratamiento con tripsina. Este Factor DAF,consume
enpresencia de l mMde ditionito de sodio y suponen los autores
;e formaría un intermediario que no pudieron aislar.

DAF+"PDG-D" + PBG '—'} se consume PBG en un 50% menos que con
-D"6 "DEI"por separado, demostrando una inhibición mutua. Este po
ser vn::1ec:‘.nismoregulatorio de la "pBG-D"en vegetales, ya que no
¡controen otros organismos.

Losresultados del bajo rendimiento de porfirinas en relación al con
dePBG,ya sea en presencia de inhibidores, tratamientos por ilumi
in de la. enzima, o simplemente como en el caso de la "PSG-D" de eri
.tos humanos,donde el rendimiento de Urógeno "I" en relación al con
de PBC-disminuye con la purificación de la enzima (299) y el recien
Illazgo de Llambias y Batlle (302, 305) quienes trabajando con PBG-D
’icadade callos de semillas de soya, que presenta en su cinética de
¡cciónde Urógeno I, un "lag" de 3-4 horas , durante el cual se con
PBG,llevaron a pensar que la "PBG-D" tendria más de una enzima o más
¡aactividad enzimática, por lot menos dos. Una convertiría al PBGen
¡termeC-irrioy 1a otra transformaria el intermediario en Urógeno I.

Losdatos analíticos, sobre todo=el análisis electroforético de la
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ima(289, 301, 305-306) estarían de acuerdo con una enzima con dos

lvidades, la segunda más sensible en NH4, NH2OH,inhibi dores de gru
-SH, etc..

Iksdelfï3 Bogorad y Granick (115) y Falk, Dresel y Riminnton (45).
Lrieronque un PBG-pirrol sustituido sería intermediario de 1a bio
:esis de Urógenos.

Hoare1' Heath (313) encontraron que el 5,5' di (amino metil), 4,4'
harboximetil),3,3' di-(2-carhoxietil), dipirril metanoera sustra
le pol-toscetónicos de R. spheroides y se trausformaba en Uro, Firia,
l, Pentz‘.y Coprógeno, pero no era transformado por la "I’BG-D"parcia_1_
:e purificada. Los autores, sugirieron que preparaciones de 1a enzima
la, tendrían capacidad de eliminar uno de los grupos metil amino en

.ciónd 3' luego unirse dos unidades de dipirrometanos. Dogorad (292),
mtró con "PBG-D" de espinaca en un medio con NH 0,2 1-?la acumula
¡de un intermediario y sus propiedades sugieren que es un dipirrol.

Stevensy Frydman trabajando con la "PBG-D"purificada. de eritro
yshumanos(299) dicen no haber encontrada dipirrometenos ni Liladie

ven condiciones de bajo rendimiento de Urógeno J. y consumo normal de

Recientemente Llambías y Batlle (302, 305) trabajando con "P3G-D"
ficada de callos de semillas dc soya, aisliron durante el período
í" en ln. producción de Urógeno I, un polipirrol que podría ser un
pirrol" y que lograron separar por cromatografía en geles del PBG
nal en presencia de PBGy "PBG-D" 6 "I" producía en ambos casos
enoI, demostrando su rol como intermediario.

Plusec y Dogorad (319), trabajando con "PBG-D"purificada de hojas
spinaca, en presencia de NH 6 N'HzOH,también encontraron acumula
deun intermediario, que separaron por electroforesis en capa del
decelulosa e identificaron por comparacióncon un testigo sinte

doquímicamentecomoun dipirril metano que resultó ser, el S-ami
til-4,3 ¿li-(carboximetil), 3,4' ¿i-(2-carboxietil) dipirril metano,
ual en presencia de "PBG-D"y PBGestimulaba la biosíntesis de
genoI"; que solo, no actuaba como sustrato.

Lafracción Uroporfirinógeno Isomerasa, "I", fué purificada de
en de trigo (290, 300), de bazo de ratones en los que se indujo ane
por tratrmiento con fenil hidracina (296), de callos de semillas de
(305), ¿e eritrocitos de pollo (306) y de eritrocitos humanos(299).

Para 3a medición de la actividad de "I" fué necesario siempre
resencir. de "PBG-D"en el medio de incubación, es decir, recomponer
ctivinïac‘.enzimática de "PBG-asa". Esta recomposición pudo ser obtenida
reuniónCe las fracciones purificadas de la mismafuente (299-302,
306);rve distinto origen (290, 292, 295-297, 300-302, 305), ya sean
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os vegetales (290, 292, 295, 300-302,305) o una de fracciones puri
Iadade Mente animal 5’la otra vegetal (295-296, 301, 304). Esto su
re queel mecanismode acción es similar en animales y vegetales,
quele. r.cti".'idad se reconstituye, aún en sistemas heterogéneos (296).

La"I" purificada de callos de semillas de soya (395), tiene un
. de 219.090 + 21.000 y la de eritrocitos de pollo (306) un P.M.
280.000+ 23.500 se observó que ambas fracciones sufren disociación
unidades-Ccmenor P.M., cuando se las cromatografía en columna de
harosa 4 D o Sepharosa 6-B, resultando un P.M. por unidad de
000ó a ¡"ecos aún menos, para el caso de la enzima de callos de se
las de soya.

La"I" es termolábil y su actividad es protegida de 1:. inactiva
n por presencia de PBG (299-300, 305-306) o análogos, como el PMA
5) demostrandoésto que el PBG, seria un sustrato de 1:: "I" o a1 me
deestructura muysimilar a su sustrato, por tener capacidad de u

se al sitio activo de la "I". Se encontró también que la presencia
"PBG-D”aumentó la estabilidad de"I" (299), aunque aún en. presencia
1a"PBG-1)"de germen de trigo (299), se inactiva a 37°C, ya que el
genoIII, producido por el sistema reconstituido con "I" y "PBG-D"
germende trigo, aumenta linealmente sólo durante 45-60 minutos, en
to que c1 Urógeno I obyenido con "PBG-D", de la misma fuente, aumen
linealmente mucho más tiempo (300).

Chuy Chu(320) encontraron que el etanol inhibia la "I" de eritro
os humanos¡de conejos y aves y Levin y Coleman (296) encuentran que
proporciónde Urógeno III, es proporcional a 1a actividad de "I"
egada a un“. cantidad dada de "PBG-D".

Lerin (257) demostró que, salvo cuando "I" está en exceso, respec
a la "PBG-D”,el porcentaje de Urógeno III, disminuye con el tiempo
incubación. Encuentra que 1a "I" de bazo de ratones, en los que
produjoanemiacon fenil hidracina, no es inactivada por preincuba
n, prolonga-3.a. a 31°C en ausencia de PBG "PBG-D", ni non 1’13Gó
G-D"solos, pero se inactiva en presencia conjunta de "Ï’BGy "PBG-D"
eterminóque la inactivación es sustrato dependiente. Levin (297),
ervóademás, que "I" se inactiva estequeométricamente o supuso de
ser asi, que la "I" no actuaria cataliticamente.

Romeoy Leíin (321) han sugerido que la gran producción de Uro I
médulaósea, y la consecuente acumulación de Uro v Copro I en teji
y orinas ¿e pacientes porfiricos, podria explicarse por la deficien
parcial de "I" observada en células de origen eritropoiético. Además
evidencias de que la actividad especifica de la "I" es menor en

rbblastos de 1a piel de pacientes porfiricos que en células análogas
controlesnormales (322-323), indicarian que la lesión genética en
casosde porfiria congénita eritropoiética humanatambién afectaría
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actividad de “I” en todos los tejidos.

Comoya se habia encontrado que NH OH'(290, 299. 301) y NH+ (290,
, 301, 305-306) inhibian la "I", se supuso que el NH+liberado en la
ccióninactivaria la enzima, pero se vió que no era asi ya que el agre
Dde un exceso de "I" a un sistema inactivado, durante un determinado
mp0de incubación, aumenta nuevamente en forma proporcional al agre
o de "I", 1.".relación de L'rógeno III, en el medio de incubación (25“.

Mauzerall (281) encontró que los_L'rónenos se isomerizan químicamente
e acuerdo :1las condiciones rze obtenían siempre los mismos resultados
1amezclaisomerizada, cualquiera fuera el Urógeno del cual se par
. Se pensó en base a estos datos, que quiza la acción de "I" seria
demodificar las proporciones en el equilibrio de isomerización,
entandoexageradamente la proporción de Urógeno III. Bogorad y Marks
), supusieron que el Iïrógeno I, formado pcr acción de 1:. "PBG-D",
ia isomerizadoen presencia de "I" y éste por lo tanto seria el sus
to de 1:1"I", pero los resultados de sus experiencias (26, 290), ir.
aronque el Uróqeno I, no es intermediario en la biosíntesis de Uró
o III. Se dedujo de ¡rte que la "I" actuaba antes de la ciclación
D)y deshechlron la teoria de la. isomerización preferencial.

Lavelocidad de desaparición de PBG, es independiente de 1a presen
de “I”, y sólo depende de la "PBG-D"(297), al igual que la forma

ndeporfirinas totales (300).

Estu'ios cinéticos efectuados con el sistema "PBG-asa", reconstitui
:on "I:I «'e germen de trigo y7‘PBG—D"de hojas de espinaca (290)_ mu'
n que el Kmde 1a reacción varia de 7,2 x 10- M para 1a "PBG-D" de
lnaca (290) a 10- M y la Vmáx aumenta de 0,076 pmoles PDG consumido

. . . ml x h
.125moles dí PBGconsumido. Estos datos c1nét1cos sugieren una Fuer
interacción entre "I" y PRG

('ooksony Rimington (105) sugirieron que al menos no enzimáticamente,
transfiere un grupo amino metilo o un metilo, de una posición JRdel
, a otra posición 0‘ no sustituida. Se pensó que la "I" actuaria
re el PDG,acelerando esta reacción (290), y por ello se preincubaron
tos PBGe “I”, se separó luego "I" y se agregó al PBGasi pretratado,
G-D",comoresultado se obtuvo 100% de Urógeno I. De esto se deduce
la "I" no produciría esa reacción o que por lo menos, seria necesario,
los dossustratos estuvieran presentes en la superficie de la protei
paraque ello ocurriese.

Recientemente,Llambias y Batlle (302), aislaron por primera vez,
bajandocon "PBG-asa" y "PBG-D"de callos de semilla de soya, polipi
les intermediarios, que aunque todavia no se ha determinado sus es
:turas, actúe-n junto con el T’BG,como sustratos, tanto de la "I" 13”":
adade callos de semillas de soya (305) como de la de eritrocitos de
lo (306).



Enbase o. todos estos estudios, se han podido presentar una serie
mecanismoshipotéticos, algunos de los cuales han sido ya descarta
, teniendoen cuenta resultados obtenidos "a posteriori". Todavia no
1aprobadoque ninguna de las hipótesis sea la verdadera y que expli
la formïción del Urógeno III, a partir de PBG,puesto que las únicas
Stesis, no excluidas hasta =mora, son aquellas que aún no han sido
Lficadastotalmente, pero por lo menos están de acuerdo con los datos
erimentalesacumulados hasta el presente.

Llambiis(324) recientemente hizo una recopilación exhaustiva de to
los mecanismospropuestos que basándose en la división de Margoliash
i) pueden resumirse en' z

iipótesis basadas en la formación de estructuras pirrilmetano ramifi
:adasi representadas por hs de Shemin y cdaboradores (97), Bogorad
yGranick(115), Granick (326), Wittenberg (327) y Russell (328).

lipótesis que involucran derivados oxidados, distintos de los poliri'
rrilmetanos: representadas por Shlyk (329).

íipótesis que involucran reacciones de intercambio o condensación de
polímeroslineales: representadas por Bogorad (330), Jackson y Mac
>0na1c’.(331), Godnew y Rotf‘arb (332), y Mathewson y Com-Jin (333).

iipótesis que involucran la migración intramolecular de las cadenas
laterales, representadas por Cookson y Rimington (105), Robinson
{334),Bullok y colaboradores (335), Mauzerall (280, 282), Lockwood
¡{Benson(160), Rimington (336), Cornf‘ord (147), Russell (328) y
Llambiasy Batlle (305).

El mecanismopropuesto recientemente por Llambias y Batlle (305),
acordecon los últimos resultados experimentales postula que 1a

naciónde Urógeno a partir de PBGtiene lugar en dos etapas y que el
notipo de mecanismo es aplicable tanto al caso del complejo de la
Sasa"comoÏ‘.la "PBG-D": la presencia de la "I" seria necesaria para
Formacióncieun intermediario polipirrólico normal tipo III, que
iuciria finalmente Urógeno III en una segunda etapa, en ausenci'
eficiencia de la "I", la formación de Urógeno I, ocurriría también
dospasos, pero el producto de la reacción seria un intermediario
ipirrólicomormal, con estructura tipo I.

Adiferencia de todos los esquemas anteriores, este último mecanis
(305), también propone que 1a "I" actuaria en un primer paso, en la
naciónde un di o un tripirrol, que ya llevaria preformada la estruc
a tipo III, es decir, antes de la condensación de la última molécula
PBG,-comose pensaba hasta ahora, aunque no se excluye por supuesto
participaciónen la segunda reacción o previo el cierre del anillo.
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Jroporfit-¿in‘ógepo _D_ecarpp_x_ila__sa

Conlos trabajos ya mencionados de Bogorad con gnliorellg (22-23)y de
ey colaboradores, con hemolizados de eritrocitos de pato (24), se
astro 1:. conversión del Urógeno III en Copro III y Proto IX Y se C0
boróla hipótesis quimica de que los porfirinógenos, obtenidos por
densacióndirecta de cuatro moléculas de PBG(105, 337), serian lM
daderosintermediarios en la biosintesis de porfirinas.

Porotro lado, la aparición de porfirinns de 5-, 6- y 7-COOH,en
rtas condiciones, en los medios de incubación ( 22-25, 27, 29, 51,
, 147, 155;, 162, 337-341), y en la naturaleza (113, 134, 136-137, 142
3), llevaron a. suponer que la descarboxilacíón del Urógeno a. Copró
3se efectuaria en etapas, hipótesis confirmada en nuestro laborato
por Batlle "j Grinstein (29, 239) y por San Martin de Viale y Grins

n (162).

Laformación de Coprógeno III, a partir de Urógeno III, representa
descarïnxilaciónsucesiva de los cuatro radicales metilen-carboxili
y la aparición en su lugar, de cuatro radicales metilos.

Nose swbe si una sola enzima. es la responsable de las cuatro
:arboxilacioneso si existe una enzima distinta para cada etapa.

Laso 1-“.enzima responsable de esta transformación, se conoce con
nombrede "Uroporfirinóaeno-decarboxilasa" (Decarboxilasa) (25),
oporfirinó'enocarboxiliasa" (147) o "Porfirinógeno cnrboxiliasa
B).

Laenzimaha.sido encontrada en preparaciones de mrella (22-23)
trocitos de aves (159, 339), en eritrocitos humanos (147), y en R.
eroides(Sl) y ha sido purificada de reticulocitos de conejo (25,
), de¿salieroides (27), de eritrocitos de pollo (338, 341) y de ba
de ratón (342).

Laenzimaes especifica para los radicales acéticos de los Uropor
inógenos3' Porfirinógenos de 5-, 6- ó 7-carboxilos, pero no decarbu
a los restos "le ácido propiónico del Urógeno ni del Coprógeno, afic
es incapaz de descarboxilar ALA, PBGy Uro (25). Con respecto a los

tintos isómcros del Urógeno, se encontró que la enzima es activa con
cuatro, aunque sus velocidades de transformación (25, 27, 51), siguen

ordenIII) IV) II) I. Se encontró además en hemolizados de eritroci
humanos(147), que el Urógeno III es decarboxilado con unaxvelocidad
vecesmayor que el Urógeno I, cuando se encuentran en iguales con

tracicnes. En reticulocitos de conejo (25) y eritrocitos de aves
B), la mism“relación de velocidades se vió que era igual a 2,aunque
la de bazo de ratón era igual a l (342). Esta seria una buena limita
n de la naturaleza, para la transformación del isómero anormal, que
o se verá al referirnos al próximo paso enzimático, e. ese nivel, e'
meroI ya no es transformado.
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La“ecarboxilasa se comoorta comosulfhidrílica v son necesarios
ra su acti\.=ir’-.ad,la presencia de reactivos de -SH, tales como alu
tion (25) o 'Timercaotonrooanol (BAL) (27). Se encontró que la cis
ina usada a 1a misma concentración de los anteriores, disminuve 1a
tividad de 1a enzima, purificada de eritrocitos de pollo (338) y que
activida? cs mayor, con glutation que con BAL. Es inhibido por me-

les pesaios (25, 27), iodoacetamida y PC'MB(25, 342) y “I'NB (342).

Laactividad se mantiene por estacionamiento, tratándola co'
NBy luego reactivando por tratamiento con ditiotreitol (342).

Si bien la enzima es activa en aerobiosis (24, 29, 162, 339)
aerobiosis (23, 25, 27v 338, 341), se encontró en la purificada
itrocitos "e pollo (338, 341), que la actividad es aumentada en
aerobiosis y que los requerimientos de ausencia de 02, aumentan con
purificación, Mauzerall y Granick (25), atribuyen este comportamíen
a Oxidación del Urógeno por el 02.

31We

Laenzimaes termolábil (115) y precalentamientos de la purific¿.-
deeritrocitos de pollo, a 65° C durante 5 minutos, inhiben total

nte la conversión de Firiágeno a Coprógeno en tanto que la de Uró
noa Firiágeno es sólo disminuida en un 50% (338). La enzima de b*-
deratón fué totalmente inhibida por calentamiento a 50°C durar"

minutos (342).

Nose encontró inactivación por agentes quelantes y el EñTA,in
usoestimula la actividad de la enzima de eritrocitos de pollo (338).

Se vió que la Wecarboxilasa de eritrocitos humanos (147) es inhi
dapor Na. y que se acumula porfirina Heptacarboxïlica, en esas cor.
ciones; también se encontraron resultados similares con 1a enzime
itrocitos de pollo (338, 341).

Hoarey Heath (27, 51, 54) observaron trabajando con células de
spheroidqscongeladas y descóngeladas, que si se las extraia repe-

dasveces con buffer se obtenía un extracto soluble capaz de sintc
zarCoproa partir de PBGy las células, asi tratadas, también per
anesa propiedad, aunoue la cantidad total de porfirínas formadas:
a en este caso, no variaba. Se vió :ue en el extracto existia una
acciónultrafiltrable y termostable, capaz de activar la formación
Coproa partir rle PBG, tanto en células rle R. spheroi'leí, como en
accionesenzimáticas, parcialmente purificadas. Tambiénencontraron
:tores similares en eritrocitos de pollo, levadura de panaderia e
gadode cer ïo (27).

Eneritrocitos de pollo, Urata y Iímura (343), por pasaje de los
nolizados, por columnas de Amberlite-ICR 50, encontraron también, vn c9
:tor necesario para la biosintesis de Copro, a partir de Urógeno, "¿e
sultó dializable y termostable.

Pocose sube acerca de 1a naturaleza de estos cofactores,sa]'.”
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¡de bajo 13.11.,y termostables. Se sugirió que el de eritrocitos se
xun polipéptic‘lo (338).

Si bien se vió que la descarboxilación es secuencial (29, 162, 339).
se sabeaún si existe una secuencia preferencial, con los distintos
Ficalesmetilen carboxilos y si es necesaria más de una enzima para es
proceso. ‘.-’:.riasde las propiedades de la enzima dirían que más de
proteína.estaria involucrada en la catálisis, pero el hecho de que

bajandocon hemolizados de eritrocitos de conejo, se encontrara por
ctroforesis sobre gel de almidón, una sola fracción capaz de descar
1lar el Uróg'enoIII y los otros isómeros (25) y que también la enzima
ificada ‘e eritrocitos de pollo, resultara homogénea,en un análisis
electroforesis en gel de poliacrilamiña (338), lleva a pensar en una

teina única con, por .lo menos, dos sitios activos (338).

Conrogenasa

Laformación de Proto IX a partir de Coprógeno III, es un proceso
plejo que representa la descarboxilación oxidativa de los dos grupos
pionatos ¿e las posiciones 2 y 4 de los anillos A y B, c‘el Coprógeno
, quese con'rierten en radicales vinilos y la pérdida ¿e seis átomos
hidrógeno"zelporfirinógeno para transformarlo en porfirina.

Nose sabe mucho acerca del mecanismo intimo de este proceso. De
erdoa los resultados de Batlle y colaboradores (166), 'le análisis
ctroforético ie la enzima purificada, seria una sola enzima 1a que
ducela transformación de los dos ra'licales propiónicos en vinilos,
oen‘bque respecta a la transformación del porfirinógeno en porfiri
existen aún interrogantes, acerca si el proceso es o no enzimático,

e serlo, si lo catalina la mismaenzima que efectúa la descarboxila
n oxidati".'a.o una segunda enzima. Experiencias efectuadas por Sano
ranick (164.), indicarian que el segundo proceso, también seria enzi
ico y Porra y Falk (165, 344), propusieron que estaría involucrada
Brotoporfirinogenasa.

Laenzimainvolucrada en la rlegearboxilación oxidativa se conoce
o "Coproporfirinógeno óxido-reductasa", "Coproporf‘irinógeno oxidasa",
proporfirinógenoóxido-decarboxilasa", "Coprogenasa" o "Coproporf‘iri
enasa" (CÍ?G-—asa).

Laenzima, comose indicó al referirnos a la ALA-S,es particulada,
ington colaboradores (45, 157, 3'78, 345) , demostraron en hemoliza
deeritrocitos humanos, que sintetizaban Uro, Copro y sólo trazas

Proto Iïï, que se producía un aumento de alrededor de 20 veces en
to IX, por el agregado ai; medio de mitocondrias o extractos .mitocon
ales de hig:.c‘-ode rata.

Sanoy Granick (164), sugirieron que en higado de rata, 1a enzima
aria unida a“.la mitocondria por uniones r’Iisulf‘uro y que se podia
ubilizar en presencia de tioglicolato.
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Laenzimaha sido aislada y solub'lizada de microorganismos tales
loChlorella (326) , Euglena gracilis (346), Chromatium (347), levadu
(348), R. soheroides (349, 350), de la fracción soluble de ¡[geudannaá
¡oresceggcrecidas aeróbicamente, de Pseudomonasdenitrificans cre
|as anaeróbicamente, en condiciones denitrif‘icantes y de E. Coli (351):
mentes vegetales, de hojas de tabaco (352), y de fuentes animales,
hemolizatïosde eritrocitos de aves (48), de higado vacuno (164-165,
I, 353) y <‘zehígado de rata (166, 345).

Fuépurificada 20 veces a partir de mitocondrias de higado de vaca
S4),y 6C veces de mitocondrias de higado de rata (166).

Seobserzó que el único aceptor de electrones en la transformación

CoprógenoIII en Proto IX, es el 02 (164-166, 351) y que la enzima
inhibia en nnaerobiosis (45, 48, 346, 352-353). Sin embargo, Tait
19-350)detectó CPG-asa en células de R. Spheroides crecidas en anae
aiosisy sugirió que en esas condiciones, la L-metionina, ju"aria el
¡el de aceptor de primario de electrones, en el pasaje de Coprógeno III
-) Proto Il: y que además estarian involucrados en la reacción Mg ,
’y FAD,NAD+o NADP y Fe , como aceptores finales de los electrones
>rotones.

LaCPG-asaes altamente especifica de sus sustrato, Coprógeno II_I
10actúa sobre el isómero I (159, 164466, 346), ésto explicaría que
:case haya encontrado Protoporfirina isómero I en la naturaleza. Se
encontradotransformación enzimática del isómero artificial, Copró
lOIV, por una preparación de Euglena ¡22115 (354) pero a una velo
laddiez veces menor respecto al isómers III.

Se determinó que la enzima purificada de mitqnondrias de higado de
:a (166) posee un P.M. de 80.000 y es una enzima sulfhit‘rilica.

Noha sido demostrado requerimientos de ninwn cofactor por la
Lima(165-166, 345).

Comose mencionó, aunque se han postulado varios mecanismos que
¡licuian la descarboxilación oxidativa, aún no se ha determinado cuál
el queefectúa este proceso.

Bogoraf.y Granick (355), trabajando con mutantes de Chlorella, in
»acesde biosintetizar Proto IX a partir de CoprógenoIII, encontraron
eacumulabanmonohidroxietil, monovinil-Deuteroporfirina IXy Hemato
‘firina IK. Esto llevó a Bogorad a sugerir (356-357) para este proce
unmecanismosimilar al dc la oxidación de ácidos grasos. Pero el he
)de no encontrar formación de Proto IX, a partir de Hematoporfirinó
¡oIX, ni de monohidroxietil, monovinil-Deuteroporfirinógeno IX,
¡Chlorella,cüya falla genética se encontraba a nivel Caela transfor
:iónde PBG,aún en células congeladas y descongeladas para evitar
ablemasde permeabilidad, llevaron a dudar de 1a teoria. Otros hechos,
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llevaron a deshechar la teoría de Bogorad (356-357), son el de no
contrarse inhibición con cianuro de potasio, hidroxilamina ni semi
rbazi'la (166, 346), que formarian derivados en presencia. de grupos
rbonilos: 1a no existencia de cofactores dializablcs (164-166, 346),
que 1a presencia de CoA y ATP no 1a afectaban.

Deacuerdo evidencias trabajando con agua tritiada (358) se su
so queIa lescarboxilación y oxidación, deberian ser simultáneas, ya
e la transferencia de protones era intramolecular, puesto que los
utonesdel medio no se incorporaban en los radicales vinilos.

Otra teoria. explica el mecanismopor formación de 2,4 diacrilico
uteroporfirinóg-eno IX (164, 345). Pero se observó (164, 166) que el
4rans-Ciacr11ico Deuteroporfirinógeno IX, obtenido químicamente
59), no era convertido en Proto IX. Batlle y colaboradores (166),
girieron que isómero cis del 2,4 diacrilico Deuteroporfirinógeno IX,
y inestable, seria el intermediario biológico y en parte corroboran
hipótesis con el hecho que el filmarato (estructura trans) no es inhí

dorde la reacción, cn tanto que el maleato (estructura cis) sI lo
(166).

Batlle y colaboradores (166) y luego Sano (360) ante las necesi
desde oxigeno del sistema, sugieren la formación de un 2.4 bis-(3
droxipropiónico), Deuteropcrfirinógeno IX, que luego se deshidrata
a y formarif:el 2,4 cis diacrilico y Deuteroporfirinógeno Ix.

Sanoy Granick (164, 361) sintetizar-on una mezcla de los cuatro
¿merosposible: del 2,4 bis (3-hidroxipropiónico) -Deuteroporfirinó—
noIXy observaron, que era convertido en Proto IX, por preparaciones
tocondriales, con un rendimiento aproximado del 25%, es decir, que
lo unode los isómeros se utilizaba totalmente. La reacción, a dife
ncia de la conversión del Coprógeno III, procedía tanto en anaerobio
s comoen aerobiosis. Estos resultados apoyan fuertemente su rol co
intermediario .

Batlle y Rimington (359) y nano (360) en base a sus resultados,
eseztaronpor separado, el esquema de la (Fi .12 para la biosfnte
s de Proto II: a partir de Coprógeno III. Una variante, sería que la
scart‘xilrción de los dos restos de ácida acrilico, podria producir
sobrela. enzima, en dos etapas, y asi explicaría la aparición de

rfirinas tricr-rboxilicas en diferentes medios citados red-Siemente
r Rimington, Lockwoody Belcher (148), Smith, Bolcher, Mahler y
‘dkin(149), Belcheí“ Smith y Mahler (362), Smith, Belchrr y Mahler
so, 151), Belcher, Smith, Nicholson y williams (152), Kennedy (153),
medy, Jackson, Kenner y Sucking (154) y French. Nicholson y
mington (155).
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deuïcropojtwmaII

Fig.12EsquemadeBatlleyRimington(166,359)paralaconversionde

C0pr0porfirinógenoIII(CPGIII)Protoporfirino’genoIX(PPC:IX) DiacrilicoDeuteroporfirina2ci52-4-(cis-2-4-DADPIX)



Perroquelatasa

Este es el punto de divergencia para el camino de biosíntesis del
>y las Clorofilas.

Sesabe que el hierro, al igual que otros metales de transición,
leser incorporado en porfirinas en forma quimica (363). Si consi
Imoslas condiciones óptimas, o sea calentamientos de la pnrfirina
unasa]. ferrosa en ácido acético (364) o piridina (365) y que a pH
ros el renzïimiento del complejo Fe- .porfirina no es muy alto, ver- —
quela quelacién en condiciones fisiológicas no está ftvvvecida.

ApH7 existe el problema que las porfirinas precipitan o forman a
lados.moleculares y el ión ferroso en presencia de aire, se oxida rá
unentea. ión férrico, tendiendo a precipitar como hi iróxido, En cam
en ausencia de 0 con detergentes que actúen como solubilizantes
¿asasociaciones moleculares de las porfirinas, la incorporación de

se pro".ucea una velocidad razonable (366).

Hasido 'ïemostrada 1a incorporación qúímica del hierro en porfiri
parcialmentereducidas(di y tetrahidroporfirinas) (367), pero no se:
lemostrcvïola incorporación a porfirinógenos. Ahora bien, en medios
.ógices,no se ha encontrado incorporación a porfirinógenos ni a por
.nasparcialmente reducidas (368). Estos hechos, junto con la exis
:ia de microorganismos, que requieren Hemocomo factor de crecimien
queno puño reemplazarse por Fe y Proto IX, al medio de cultivo
369-373), llevaron a la conclusión que la formación del Hemoa par

de Proto IEC,"in vivo", era un proceso enzimático, en desacuerdo con
>sicionespara las cuales se producía sin intervención de ninguna
_ma(249, 367).

Noestá aún bien aclarado si una o más enzimas, son responsables
.acatálisis de esta reacción, se cree que es una y que las diferen
¡encontradasen el comportamientopor los distintos investigadores,
lebena la diversidad de fuentes, métodos de preparación, incubación
Ecnicasde determinación empleadas.

Esta enzima se denomina "Hemosintetasa" (374) o más corrientemen
'Ferroquelntasa" (375) .

Hasido :‘.etectadaen distintas fuentes, entre ellas, eritrocitos
¡ves(237, 376-381), en eritrocitos de pato (377, 382-386), eritro
)s humanos(387), higado de rata (28, 372, 388-390) , mitocondrias
ligado"e r:t: (391), en higado de cerdo (369, 392) , cloroplasto de
.nacao su polvo cetónico (393, 394), en cloroplastos y proplástidos
¡ojas ie habas y avena y en mitocondrias de tubérculos de papas
i) y en mitocondrias de levadura (396).

Porra, en 1962, demostró fehacientemente, que los porfirinógenos
;onsustratos de la enzima, resultados ya mencionados por experiencias
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ectuadasPnteriormente (397) y por deducciones teóricas (367).

LaProto I): entonces, es la única porfirina que actúa comotal
IOsu porfirinógeno en el camino de biosintesis del Remo.

El O es imprescindible en el medio, como ya se mencionó, por ser
!ispensaflepara. la transformación de Protógeno en Proto IX. Sin em
‘go,se vió que la enzima de to"os los sistemas estudiados, es sensi
:a1 aire, pero este problema en parte se soluciona por el agregado
agentesreluctores de grupos —SH,tales como glutation, ascorbato,
rctionina,g ditionito de sodio, este último "in vitro", produce un
tcipitado negro, posiblemente de sulf‘uro de hierro, el cua? de alguna
1era,estaria involucrado en la reacción (398), además se cree que
¡necesarios para mantener reducido el ión Perroso, que r‘c lo contra
)seria oxi"-ar‘-opor el aire (369, 392, 399).

Se ha.encontraño quela enzima tenaria grupos -SH, requeriños para
acti'ri".a".(3’72, 399) v que en presencia de aire podrian oxiñarse
's-S-u

Laenzimaes particula'ia, se la encontró en mitocondrias de hífla‘o
rata (391, 430), en mitocondri as de higado r1e cer'io (392), en mito
¡drias ".e tubérculo de papa (395) v en mitoconorias de levadura (306) ,
cloroplastos "e hojas '1e esoinaCa (3933394) v "le hoias ¿e habas y
ana(395) ;' en cromatóforos de bacterias Fotosintéticas (401-402).
¡embargo, en _R_.___s_o_h_er9_i_ñe_s_(403) se detectó una ferroquelatasa solu
ey una particulada.

Seestudió la esoecificiñad '1e la enzima resoecto a. los sustratos
:evió que era. activa con Proto IX, Hematnporfirina, Deuteroporfirina
Iesonorfirina,produciendo los respectivos comoleios "hierro-oorfiri
'(376, 333-334, 392) aunque con «"istintas velocidades ahora bien,
importante es que es activa, comose vé, solamente con porfirinas
sólo "205grupos carboxilos y libres, va que los ésteres metílicos
fueronactivos como sustrato de la enzima (385, 392). En estudios
¡pectoa 1:. especi Piciña'ï ¿el metal, los resultados Fueron más C‘moli
losque respecto a 1a porfirina; Johnson y Jones (404) usando la Perr_c_>
:latasa."e eritrocitos r¡e aves, encontraron las siguientes relaciones
las velocidaiïs de incorporación, considerando 100, la velocidad de
¿lación ríe Fe en la Proto IX; con Prnto IX como uno r‘e los sustratos

x 109, Co +: 43, Zn + 30') y con Deuteroporfirina, Fe 7 266, Cp
) y Zn 324-.

Se supone que la enzima se uniria a la Broto IX -r a1 metal por dos
:ios iii-‘erentes (2°).

Se encontró que se aumentaba la acti"idar‘ ¿e Ferroquelatasa.‘ con
¡lsiónagua-éter (405), ¿e ésta se concluvó que los lípirïos estarí an
rolucradosen la reacción.
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EncrmantófoTosde bacterias Fotosintéticas y mitocow‘ri.as de hi
ldo(401-102), se encontraron evidencias acerca de la participación
rlípiios en 1:. incorporación del metal a la porfirina. La Ferroquela
¡sade eritrocitos de pato (401) se vió que era inactivada por acción
21a Fosforiï‘.asa A y que el agregado (¡e fosf‘olipidos extraídos en un
ulvocetóniízo aumentaba la actividad de Ferroquelatasa "e ese polvo
:tóníco.

La Función de los fosf‘olípidos no está clara; podría. ser que la
mgadel fosfolípido activara la enzima (406) o que se formara un com
ejo lipoprotcico con la enzima (407).

También1:. acción de la globina en esta sintesis, cs tema de dis
sión, pues si bien Schwartz y colaboradores (378-379), Gibson (408),
Eriksen (4-09) postulan la formación de un complejo entre la globina
1aProto IT",que seria específico para la Lincorporación del hierro,
encontró que 1a globina inhibe la formación del Hemoe "in vitro"

taria favorecida la formación de Mioglobina y Hemoglobina, frsnte a
del Hemo (386).



¡formaciónde Uroporfirinógeno III a partir de Porfobilinógeno,
:ntauna de las etapas más complejas en la biosintesis de las
Lnas.

:sabe que en algunos desórdenes metabólicos, tal el caso de las
Lashepáticas y eritropoyéticas, se forman grandes cantidades de
Lnasanormales del tipo isomérico I, la acumulación de estas por
! podria.atribuirse a una disminución o inhibición de 1a componen
,"oporfirinógenoIII Cosintetasa" en el complejo responsable de la
¡maciónnormal "Porfobilinógenp-Deaminasa-Uroporfirinógeno III
etasao a modificaciones inherentes a1 complejo en total.

Lhigaío, si bien no es un órgano hematopoyético, debido a su gran
'Ldoen citocromos y la alta velocidad de recambios de éstos, re
¡nlugar de intensa biosintesis de porfirinas y por lo tanto una
swnamenteatrayendo para el aislamiento y purificación de las en
anolucradas en ese camino metabólico.

elo dicho, se desprende el interés del estudio de la conversión
rfobilinógenoen Uroporfirinógenos a nivel enzimático, en higado

Lpropósitodel presente trabajo ha sido entonces el aislamiento
Ficacióndel complejo "Porfobilinógeno Deaminasa-Uroporfñrinógeno
¡intetasa", responsable de la transformación del Porf‘obilinóqeno
aorfirinógenoIII y la separación de sus actividades de "Porfobili
Deanúnasa"y "Uroporf‘irinógeno III Cosintetasa", de higado bovino,
objeto, además, de poder estudiar diversas propiedades del sistema
to y de sus componentes; en particular, se ha enfocado un estudio
:o tendiente a procurar resultados que permitieran ayudar a1 escla
anto¿el mecanismode acción enzimática de este sistema.
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m.masmmra
MATERIALES

ALA-01H:ï’roveniente de Sigma Chemica1 Co (U.S.A.) o sintetizafia
'el métodode Mitta, Ferramola, Sancovich y Grinstein (410).

14- . . .fl-glfi: Se Sintetizó en los laboratorios de moléculasmarca
‘.de la Comisión Nacional de Energia Atómica, siguien o el método
'nosotros desarrollado (410).

LEE:Se preparó según se describe en Métodos (411-412).

Mil: Proveniente de plumas de Turaco.

M: Separadade orinas rie pacientes de oorfiria congénita.
Firia.III: Aislada de pacientes de porfiria cutanea tarda.

CogroIII: Aislada de C. diphtereae o de orina de conejos intoxi
cadoscon Pl), siguiendo el método descrioto por Kreimer (413).

CoEroI: Aisl ada de orinas de pacientes con porfiria congénita.

ProtoIii: Aislada de sangre, siguiendo el método de Grinstein (414).

Hígado¡"acunozDroveniente de animal recién faenado, provisto gene
amentepor Laboratorios Iffa-Estrella, Buenos Aires.

Mrpïoímg: Se utilizó Merck, Carbo Erba o May& Baker, droga D.a.
lavó con agua en una relación cloroformozagua, 1:3 y luego se secó
ireCl Ca granulado, durante 3 horas y se usó en el dia o de lo
.trario se ¿estiló oor columna recti Pira'iora (415) v se marcó Fuera
la luz, en “otellas co.1or caramelo, con el arrenaño ¿e 19! "‘e alcohol.

Hetanol:Se utilizó Atanor p.a., oreviamente rectificado.

Etanol: Se utilizó Merck D.a..

Eteretílico: Se utilizó éter anestésico Rhodia, libre de Deróxidos.

Diaxano:Se utilizó Riedel de Haen. Ag. Seelze Hannover (Germany)
viamentepurificado según el método de Eigenberg (416) modificado
Cornrord (417).

Benceng:Se utilizó Sintorgan, droga p.a.
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1_ti_d_iBa¿Se utilizó BDH, para cromatonraf‘ía.
¿deitílgr Se utilizó Atanor, drona p.a., previamenterectificado.
apartl‘crpmatografia: Se preparó a partir de kerosene comercial,
tendiocomún(coloreado), según el método de Falk y Benson (418).
'osenese lavó como minimo 3 veces con un gran volumen de agua, lue
secósobre Cl Ca granulado, durante 48 horas, periodo en el cual se
¡unavez el C Ca, se rectificó y utilizó la fracción incolora des
¡entre 190-240C. Esta fracción provenía de una primera destinación,
quese recogió entre l80-250°C. Las destilaciones debieron efectua:
la forms.indicada y a llama directa, para obtener en la cromatogra
eaultaaïoscuantitativos, reproducibles; posiblemente, por aparición
¡ductosoriginados por "craking" de las parafinas, indispensables
mabuena.separación. El kerosene así tratado, se guardó en botellas
ls hasta el momento de su uso. .

_f_c_>.s.f_at_on:ï_e_c_a_l_c_íp_:Se preparó de acuerdo al método r‘-e Keilin y
e (419).
gi Se utilizó el producto proveniente de r’harrnacia (Uoosala)

¡1.:Se utilizó el producto proveniente de Rio-Rafi Laboratories
toni),California, U.S.A..

(paraelectroforesis): se utilizó el productoproveniente
naught, ï'íedical Research Lab. (Toronto) , Canadá.
odoslos reactivos empleados, no mencionados aqui, fueron produc
gra‘oanalítico.

°P9.S.

re.P_a?.a.C.i.ó.n..691 sustrato P.°r.f°.b.i.1_i.n.óssn.°.

Lapreparación rie PBG, se efectuó mediante sintesis enzimática,
la enzimaALA-dehidratasa (ALA-D). La obtención r puri'icación

enzimase realizó en 11 eas generales, sirruiendo e' procedimiento
Dtopor?Bat‘le, Ferramola y Grinctein (2'59).

“30.13.9194y. Rutii físasi .631.1€. _1_a..?r_asc16.n_enzimática. ¿“M-D.

Seaísló a partir de higado vacuno recién faenado, cortado en for
delgadastajadas, que se conservaron y transportaron congeladas, en
seco. El material se cortó en pequeños trozos, y se dejó desconge
tes de proceder a homogeneizarlo. Todas las operaciones, salvo
se in 'ique lo contrario, Fueron realizadas en cámara fria entre

ÉÉQPEQCÉ.ÓHÏ‘F.1_.hPWPSFPïcP}Se Pariió de 20-100 cr. Ae hígado y se
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preparó un Ziomo_"enatoal 10% (P/v) con sacarosa 0,25 M en un homo
geinizador ¿el tipo Potter- Elvehjem con ayuda de un agitador mecá
nico.

a . Centrifugación a 11.000 x g: El homogenato antes obtenido se
centrifugó l", minutos a 11.000 x g. El sedimento no tenia práctica
menteactividad ¿e ALA-D, por lo tanto se descartó y más Se un 90%
de la acti-zir‘a", se recuperó en el sobrenadante.
a . :l‘rat.¿1_1‘r1_i_e_n.t_o__.p_or_calor: El sobrenadante proveniente de la Etapa
a , distribui:‘-o en porciones de alrededor de300 m1, se calentó en
bañomaria, con agitación constante, hasta our: la temperatura llegó
a 50°C,entonces se retiró del baño y se continuó la agitación unos
Sminutosmás, '.urante este último intervalo la temperatura se ele
‘--'6a 56-53%: luego se enfríó rápidamente en un baño de hielo. El
sistemaresultante de este tratamiento se centrifugó 10 minutos a
1.990x g y el sedimento inactivo se descartó.
a . Fraccionamiento con sulfato de amquio_:A1 sobrenadante pr0venien—
te de Ia etapa. anterior se le agregó solución saturada de SO (NH) ,
previamenteneutralizada (pH 7.0) hasta llevarlo a 30%de saturaáign:
al cabo de L'Llí‘.hora se centrifugó el sistema durante lO minutos, a
11.000x g nuevamente se descartó el precipitado, de escasa acti
vidad, y el sobrenadante se llevS a 557€de saturación con SO (NH )
y luego de una hora, también se centrífucó a 11.000 x g durante 10
minutos.La fracción precipitada entre 30 y 55%de saturación con

SO(111.14)2se empleó para la conversión enzimática de ALAen PBG. La
enzimaasi obtenida (purificada 16 veces) se conservó a -10°C: en
estas condiciones, la preparación enzimática mantuvo más de un 80%de
su actividad por un mes. En el momentode su usa, el precipitado se
disolvió en btti-‘fer de fosfatos 0,134 MpH 6,8 a una concentración
aproximadade 10-20 mg de proteina por mililitro.

El contenido proteico se determinó usando el reactivo de Folin
Ciocalteau por el micrométodo de Lowry y colab. (419).

b. Mediciónje la actividad fimática: Las.candiciones standard pa
ra medir 1:. actividad enzimática de ALA-Dfueron las siguientes:
las incutaciones se llevaron a cabo en tubos o recipientes tipo
Thunberg,al vacio, en baño de 38°C; se colocaron, la solución enzi
mática, junto con el buffer de fosfatos 0,067 M pH 6,8 y 9,1 m1 de
cisteina 0,025 1; en un volumen final de 2,5 m1: este sistema se pre
incubóuna.hora, para activar la enzima, y al cabo de ese tiempo, del
tubo lateral se le hizo caer 0,1 m1 de ALA0,05 M, también a ph 6,8.
Laincubación se prosiguió pot: una hora con agitación mecánica a
80-90oscilaciones por minuto. Después de la incubación, la. reacción
se detuvo con el agregado de 0,1 ml de solución saturada de SO Cu.
Seagitó vigorosamente y el precipitado proteico se separó por cen
trifugación, el I’BGformado se midió en el sobrenadante siguiendo
el método ¿le :Eoore y Labbe (421).
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c. _S_i_st_ema_de incubación para la, sintesis enzimática de PBG

Las con‘iciones de incubación para la preparación de PBG,a par
tir de ALApor acción de la enzima especifica ALA-Dfueron práctica
mentelas mismas que las descriptas para la medición de la. actividad
enzimática, variando la concentración del sustrato y el tiempo de
incubación, «Ecacuerdo a la actividad especifica de la enzima.

Enle. Tabla.II se ilustran varias experiencias tipicas.

d. Aislamientpulzïel PBGde la mezcla de incubación

Unavez concluida la incubación, se procedió a separar y purifi
car el PBGformado de la mezcla de incubación, para lo cual se siguie
ron dos procedimientos:

d = prematografia por _Sep_h_a_de__x_=La mezcla de incubación se enfrió
r pidamentc en un baño de hielo y se sembró en una columna de
Seohadex(1-10 (ó (3-15 ó G-25), una vez admitida toda 1a mezcla se
eluyó con buffer de fosfatos 0,067 M DH6,8. La corrida se efectuó a
temperatw‘aambiente. Se recogieron fracciones de 2.3 m1 en las cua
les se determinaron el contenido proteico y de PBG.En la (Fig. 13)
se muestraun gráfico de elución representativo de las distintas ex
Deriencias efectuadas. Todos los tubos que contenían PBGse reunieron
y 1a solución de PBGasi obtenida se liofilizó y conservó como tal,
en recipiente cerrado en un desecador al vacio (entre 0-4°C).
d . Crista‘ización del PBGformado: (según modificación del método
de Gooksony Rinington (105)). La mezcla de incubación se enfrió rá
pidamenteen tm baño de hielo v se desproteinizó con 5 ml de solución
saturada de SOZ'Cupor cada 100 ml de sistema, el precipitado se sepa
ró por centrifú. ación y se lavó dos veces con 5 ml de NH 0,5 N por
vez. La solución resultante se llevó a pH4,0 - 4,5 con acido acéti
co y luego se añadió cuidadosamente una solución de acetato mercúri
co al 15%recientemente preparada, hasta reacción negativa de PBGen
el sobrenaciante (con reactivo de Ehrlich). E1.complejo mercúrico de
PBG,se laz'ó dos o tres veces con solución de acetato mercúrico al
1%;para asegurarse una máximaeliminación del liquido de lavado,
queluego poF-riadificultar 1a cristalización, el último lavado
se centrifugó durante más tiempo y a mayor velocidad que los anteriores.
¡1 precipitado asi obtenido se le hizo pasar una fuerte corriente de.
SH durante 5-10 minutos, tiempo durante el cual se desacomplejó el
PBGy se .':‘o:.‘móSHg que se filtró por embudo de clavo: el' filtrado de
color amarillento, conteniendo el PBGlibre, se aireó por burbujeo

unosminutos, para eliminar el exceso de SH2 y luego se llevó a pH
4,0 con NH concentrado, generalmente a1 alcanzar dicho pH comenzaron
a formarse los cristales de PBG,se enfrió el tubo en baño de hielo y
se dejó hasta el dia siguiente, en que se separaron los cristales por
centrifugación: para su secado se lavaron con acetona y se mantuvierm
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endesecador a]. vacio.

Para. incrementar el rendimiento de PBG, el precipitado de SHg
selavó 3 veces con 1,5 m1 de agua cada vez: estos lavados se traba
jaronindepen'ïimiento comose indicó antes, es decir, se airearon,
sellevaron a. pH4,0 , se dejaron precipitar en frio y los cristales
resultantes se secaron con acetona.

Pararecristalizar el producto se lo disolvió en la menorcanti

iad posible ¿e NHB, 0,5 N y luego se llevó a pH 4 con ácido acético
L N.

Loscristales asi obtenidos presentaron una forma caracteristica
¡un ligero "tonorosado. El producto resultante se pudo conservar o
aien, comola base libre, o bien como clorhidrato de PBG, que es un
¡ocomásestable que el anterior. Para transformar el PBGen su clor
1ídrato se lo 'Íisolvió en Hal 2N ( 1 m1 por cada 50 mg), se calentó
mosminutos r. 45-40°c' se filtró rápidamente por embudode clavo, para
eliminarlas impurezas y el filtrado se enfrió bruscamente con hielo
rsal, obteniénaïose agujas incoloras que se lavaron con C1H2 N frio
racetona 3-se guardaron en un desecador al vacío y a baja temperatura.

e. Biosintesis ¿r asilamignto de PBGy pBG-Clqz En la Tabla II se mues
:ranalgunos experimentos representativos. Comopuede'_'er_s_eTel rendi
¡iento de le. sintesis enzimática, columnas A, exoresado como ma de
’BG“crudo” ".eterminado por colorimetria (421) . es de un {TO-90%.

E1 P3G¿Formadofue separado de la mezcla de incubación por dos
¡rocedímientos distintos (columnas B y C).

En genera”, cuan"o la cantidad de PBGfué del orden de los 30 mg
menos. se lo aisló por cromatografía de Sephadex (columna B, Exptos.
.-3), según el procedimiento ya descripto: cabe hacer notar que tanto
LephadexG-lO, como G-lS ó G-25 pudieron emplearse para estos fines.
:1esquemade elución fué similar en los tres casos y del tipo ilus
:rado en la (¡L-"ig.132, además empleando columnas de mayores dimensio
Ies, por ejemplo 2,4 x 50 cm, se pudieron separar fácilmente santida
les superiores de PBGdel mismo orden de las trabajadas en la columna
t. Seqarecia tambien que la recuperaciónv de PBGpor cromatografía de
:ephadexfué mayor que un 80% en todos los casos. Cuando se empleó
¡gn comoliquido de elución, sólo se recuperó un 50%del PBGpresen
:een la mezcla, por lo cual se eligió la elución con buffer comom6
:odede rutina. Ademásse puede observar que el rendimiento total de
mapreparación en la cual la etapa final fué una cromatografía de
lephadex, fué mayor del 68%. En la columna C se observa que por cris
:alización se obtiene un 70%del DBGcrudo biosintétioo (Expts. 4-7) ,
.oque se tradujo en un rendimiento final superior al 60%en todos
,os casos.

l . . .

Cuandose preparó PBG 4Clglibcpts. 6-7), el rendimiento obtenido
enbase a la. cantidad de ALA-4- C agregado, fué del 60%.
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. l_d_en1¿i‘f_i.c_n_c_i_ó_n._d_e_l_Producto formado: E1 PBG aislado por cualquiera
elos ios procedimientos indicados, fué identificadol f POI‘cromato
7afia"f "‘veterminaciónde los coeficientes de extinción“ f crista
Lzaciónpor modificación del método de Cookson y Rimington 105)
¡descripto. La.identificación se llevó a cabo en forma comparativa
‘entea PBGcristalino obtenido de orinas de Dorfirias (105) y PBG
.ntético (17.1) cedido aenti'lrnente Dor el Dr. F‘rydman.
. Cromatografíasobre naoel: en base a ligeras modificaciones de
Etodosya "escriptos (103--ll4). Se utilizó comosolvente la fase su
erior, separo-¿”aal7°C de una mezcla de butanolzácido acético: agua,
1:5 (v/v/v); la corrida se llevó a cabo en papel WhatmanNo l, a tem
:ratura ambiente durante 7 horas.

Se emplearon dos métodos diferentes de revelado, en uno de ellos
:pulverizó el papel con reactivo de Ehrlich hasta aparición de la
mcharoja ceracteristica del: complejo PBG-PDAB,mientras que eh ol
:rose sometió la hoja de cromatografía, con el cromatograma desarro
.adoa vapores de ácido acéticc durante 10 minutos; a?‘ cabo de ese
,empose observó con lámpara ultravioleta una fluorescencia roja, de-
ndaa Uro formada en el sitio donde corrió el PBG. Presentó un Rf
¿alrededor de 0,5, coincidente con los valores obtenidos para los
IGusados como standard, ademas una mezcla de ellos corrió como man
la única.

‘. Determinaciónde los coeficientes de extinción: mediante el empleo
Elreactivo ".e Ehrlich según modificación de Moore y Labbe (421) y
uzerall y Granick (114).

Loscoeficientes de extinción milimolar del PBGcristalino bio

ntético fué ESTE":28-000 y para PBGcris‘alino de orinas EmÏm=25,400,
r el método de Moore y Labbe (421), en tanto que por el método de
uzerall y Granick (114), fueron BICI“: 61.000 y Efim = 69.336 respec
vamente. “M

El espectro de absorción correspondiente a 1a reacción del DBG
n PDAB,posee dos máximos de abnorción, uno a 525 nm y otro a 555 nm

Determinacióncuantitativa de PBG:Se efectuó haciendo reaccionar un
lumende la muestra (diluída, si hu'oiti'e sido necesario), con un vo
menigual de reactivo de Ehrlich (solución ácida de I30.6.13),se dejó
sarrollar el color rosado característico, durante el tiempo conve
ente y se leyó a alrededor de 550 nm. El PBGpresente en la muestra
calculó aplicando los coeficientes de extinción característicos, que

eron determinados usando como standard PBGcristalino, obtenido de
cientes con porfiria aguda, mediante el método de Cookson y Riming
n (105).

Las mediciones se efectuaron en un espectrofotómetro Beck'nan
U., Beckmtn DBo bien en un Spectronic 20.

Se usó el reactivo de Ehrlich preparado según dos técnicas distin
s, de acuerdo a las necesidades del caso. Cuando se midieron altas
ncentracinnes y grandot- A;Parana-“u- r’-. cancentraciones de PBG, se
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,tilizó el reactivo de Ehrlich preparado según la técnica de Moore
'Labbe (421); a. 2 g de PDABdisueltos en 25 ml de ClH concentrado,
e agregaron 75 ml de áci "o acético glacial. E1 color de 1a reacción
onuna solución de PBGse desarrolló totalmente a los 8-9 minutos,
iendoestable dentro de los 30 minutos de reacción con un máximo a
55nmy un coeficiente de extinción milimolar Elcm 2 25.40.“; este
eactivoes estable manteniéndolo en botellas oscuras, en frío. Cuan
o las concentraciones de PBGfueron muy bajas o las diferencias de
uncentraciónmuypequeñas, se utilizó el reactivo de Ehrlich, prepa
adosegún la técnica de Mauzerall y Granick (114), que desarrolla
n color más intenso, aunque el reactivo es inestable y debe usarse
n el dia ‘e su preparación; la composición del reactivo es: a 1 g
e PDABdisuelto en 30 m1 de ácido acético glacial, se agregan 8 m1
e CIOHal 70%y se lleva a 50 ml con ácido acético glacial. El color
e 1a reacción con PBGdesarrolló totalmente a los 15 minutos, siendo

stable durante lO minutos. con un máximo de absorbanciz a 555 nm y
n coeficiente de extinción milimolar de Eüm= 6,1 x l") .

eterminaciónde la actividad enzimática:

Salvo cuan-'70se indique lo contrario, el sistema contenía: 1a
reparación enzimática, 70 ¡ig de PBGy buffer Tris-ClH 0,05 M, pH
.4 en un i'olumen final de lO ml. Se controló el pH antes y después
e las incubaciones con el electrodo de un pH-metro ¡(nick y los prome
ios de los pH coincidían dentro del pH óptimo.

Las incubaciones se realizaron en Erlenmeyers de 25 ml, tapados
analgodón,recubierto de polietileno, es decir, en aerobiosis, en
scuridad, a 38°C, con agitación mecánica de 40 oscilaciones/minuto,
rn 2 cm de desplazamiento.

La incubación se paró por rápido enfriamiento en baño de hielo
posterior agregado de 1,6 ml de C1Hconcentrado, para llevar a 5%
econcentración de ClH, con el objeto de precipitar las proteinas y
enerlas por;’.-‘irinasen condiciones para 1a medición espectroFotomé
rica.

Cuandose estudió el efecto de aditivos, éstos se agregaron al
istema descripto a pH 7.4 en el mismo volumen final y pH.

Se hicieron siempre blanclss en las mismas condiciones y sin enzi

Los desproteinizados se iluminaron luego con luz blanca de 50 ft.
. durante 20-25 minutos, para oxidar totalmente los porfirinógenos
>rmados(este método, dió el mismo resultado que la oxidación con
>1ucionesríiluidas de I y por ser más sencillo se lo adoptó). La
roteínaprecipitada se ïiltró por papel de filtro 88-595, que se com
mbóexperimentalmente, era el que adsorbia menos las porfirinas y se
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lavó'el precipitado proteico con solución de C1H5%, hasta fluorescen- ._
:ia negati'.'€=.,en los lavados y en el precipitado sobre papel de filtro.

.Eglgggde incubación:

E1 tiempo de incubación osciló entre 180 y 240 minutos que caen"
dentrode la zona de linealidad de la acciónrenzimática, de acuerdo a
la cantidad.y actividad enzimática utilizada. El tiempo se eligió de
acuerdoa la: cantidad de porfirina necesaria para efectuar los análi
sis de tipo isomérico y determinar los porcentajes de mezclas, que os
cila entre 5 y 15 pg.

Detección(ie porfi ri nas

En solución o cuando se efectuaron cromatografias, la presencia
deoorfirinñs se determinó por su fluorescencia roja, caracteristica,
al exoonerlas a. una lámoara de luz ultravioleta.

Conun: lámpara de mercurio de rayos ultravioletas, de "longi tud

deondalarga, la fluorescencig roja, pone de manifiesto la presencia
decantidades riel orden de lO g de porfirinas‘o cancentraciones de
lpg/lOO ml.

Determinaciónde proteinas

Se efectuó siguiendo dos métodos:
a. Utilizando el reactivo de Folin-Ciocalteau según el método descrip
to.por Lo'rry y col. (420). Se utilizó seroalbúmina bovina comopatrón,
parala cursa de calibración y asi la concentración de una solución
proteica se calculó por:

Concentración proteica(mg/m1)= é x 0'23 ¡ D

dondeA: absorbancia leida a 660 nm de longitud de onda.
D: dilución de la solución original

b. Empleanfloel método espectrofotométrico de Warburg y Christian (422)
queresulta más sencillo y dá rcsultados comparables con el primero,
ensoluciones diluidas y con bajo contenido de ácidos nucleicos. Si
bienla lectura de la absorbancia a 280 nm es una medida directa de
la concentración proteica, la lectura de la abserbancia a 260 nmdescuen
ta, por la fórmula de Warburg y Christian (422), el error introducido
porla absorbancia de ácidos nucleicos.

Concentrac1ónproteica (mg/ml) = (1,45 A28Ü- 0.74 A2593

DondeA28; absorbancia leida a 28") nm
A = absorbancia leida a 260 nm

260

') = dilución de la solución original
Este último método se utilizó de rutina en la determinación de
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Fracciones clui'ïas de columnas.

VI.Determinacióncuantitativa de las porfirinas aisladas

Laconcentración de por'irinas libres en solución diluir‘a de ClH
ade los ésteres metilicos en C1 CH, se llevó a cabo por los dos mé
todosespectrofotométricos siguientes:

a. Ladeterminación de las porfirinas libres se fectuó mediante la
nedidade la absorbancia en la banña de Soret caracteristica de cual
quiera de las porfirinas y las absorbancias a 380 nm y 430 nm y se
aplicaron luego las ex‘presiones derivadas del método de Rimington y
Sveinsson (423).

nmoles de porfirina =[2 ASoret-(A380+A43o)]f x vdonde:

Ascret:es 11‘.absorbancia en la banda de Soret caracteristica de ca
daporfirinh 401-402 nm para Copro, 405-406 nm para Uro y 408-409 pa
ra Proto.
E:Factores característicos de cada porfirina y del solvente en el
:ual sc encuentra disuelta, los valores usados fueron determinados
pOrkimington (424) y resultaron:
F: para Uopro en ClH 0,36% = 1,12 nmoles

' ml

F: para Copro en ClH 5% = 1,287 nmoles
ml

F: para Uro en C1H 5% = 1,008 nmoles
ml

v: volumentotal de la solución.

a. Para la determinación de los ésteres metilicos de las porfirinas,
provenientesde las separaciones cromatograficas y con el objeto de
ieterminarproporciones, se midió solamente la absorbancia en-el pi
:o de la banda de Soret y se calculó 1a concentración utilizando las
reciprcocasde los coeficientes de extinción, expreSados en ¡ag/m1,
Bbténidosdel trabajo de Salum y col. (425) de donde:
Foncentración de porfirina (pg/m1) = K . A
ionde:

[s es la recíproca del coeficiente de extinción que según Salum y
:ol. (425) son en C1 CH

[UP = 4,201 ¡Ag/ml

Ï 1:97":
o — r, z l g m

Soret

kawa: absorbcncia de 1a solución de porfirina en CIJCHen el picodesu banda (le Soret caracteristica.

Para los ésteres de Uro se utilizó también la ecuación derivada
fielmétodode Rimingtony Sveinsson (423), utilizando f: 2.721.

-61



ï- “ete.r.rïzi.n?-;C..i.óa911531325393EKIth C.0P.-*0..en mezcla .ce. ambas

Seutilizó e‘. método de las "Ecuaciones s‘multanras"_ resultante
'e la aplicadón de la lev de Lambert-Beer.

Conel objeto de determinar la validez dd procedimiento en los
‘angosde concentraciones necesarios para las determinaciones en la
yráctica, se trazaron los gráficos de absorbancia vs. longitud de
mda, de mezclas equimolares, de Uro " Copro v de sus componentes por
separado,en solución de 31H 5%. En la (Pia . 14) se muestran las cur
‘asy se observa una total concordancia en los resultados. Se traza
‘onademáslos gráficos de absorbancia vs. concentración de Uro, y
lbsorbancir.ts. concentración de Gopro, tanto a la longitud. de onda en
.a zona Soret, de máxima A de Uro como de Copro y de alli se de
:erminaronlos coefizientes derextinción de ambas, a las longitudes
leondamencionadas, que resultaron ser:

E C = 8 ‘ =
"M opro402 37 b Copro 406 l 253

lcm lcm
E Uro = 38 1-: U 406 =

m!r 402 nm 3 mM r0 nm 439

‘sea aplicando las "Ecuaciones simultáneas" y considerando de ante
¡anola validez, para mezclas de distintas proporciones de la estu
iada y utilircan'ïo cubetas de 1 cm de paso de luz queda:

_1_ _
: 378 mii ' (Copro) rre-1+ 338 mM 1 (Uro) mM02

4 ..—l —1

406: 253 nu. (Copro) mM + 439 mM (Uro) rnM

onde: A n? es la absorbancia de la mezcla de Uro y Copro a 402 nm‘u
e longituo. de onda.

A : es la absorbancia de la mezcla de Uro y Copro a 406 nm S
. 4Q6 .

ongitud de Onda.

Resolvien'ïo el sistema se obtuvieron los valores buscados:

(Uro) ¡mi = 4,70 A40 — 3,14 A6 402

(Copro) - 5,44 A402 - 3,80 A4O6
Considerandoque se las utilizaría para la determinación de los

roductos ‘zebiosintesis enzim‘tica en la purificación de las enzimas
eminasay Po:c.='.-‘obilinóc,'en"°a,se prepararon mezclas de ambas porfiri
as en distintas proporciones, para observar las posibles desviaciones
bajos porcentajes de cualquiera de los componentes, que resultarían

n los incubados de las preparaciones crudas y las más purificadas.

En lo. (L‘ig. 15) en "a" “ran los gráficos de desviación obtenidos
plicandolas "Ecuaciones simultáneas", en las determinaciones de Uro
Coproa bajas proDarciones de cualquiera de los componentes.
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r Aislamientode las porfirinas libres provenientes de los sistemas
.c incubación

Losdesproteinizados y filtrado: dc los sistemas de incubación,
s decir, las soluciones de porfirinas en ClH 5%se aislaron comose
ndicaa continuación, con el objeto de esterif‘icarlas y someterlas
análisis.

. Lassoluciones se llevaron directamente a sequedad, a temperatura
mbiente,en desecadores al vacio, con Cl Ca en gránulos y lentzjas
e HONa(29, 146). Secar aproximadamente ÏO ml llevó 18 hs.. Una "ez
ecaslas muestras estaban en condiciones de 5er someti"as a esteri
icación.

Este procedimiento no pudo ser utilizado con los desproteiniza
os provenientes de los homogeneizadosy centrifugaciones diferencia
es, que contenían sacarosa, ya que se producía modificaciones en su
structura, que interferia luego en la extracción de los ésteres me
ilicos de las porfirinas. En esos casos se procedió comoa. continua
ión se indica:

. Las soluciones en ClH al 5%se llevaron a pH 3-3.5 (color gris
lpapel de Rojo Congo) con el agregado de solución saturada de aceta
o de sodio o en caso de no querer aumentar mucho el volumen, con
oluciónconcentrada de NaOH.La solución asi llevada al punto iso
léctrico cielas porfirinas, se extrajo con acetato de etilo, hasta
luorescencic‘.negativa en el acetato de etilo y en la fase acuosa.
uémuyimportante para esta extracción, la pureza del acetato de e
ilo y mantener el pH en el punto isoeléctrico, para disminuir as! el
fimerode extracciones.

El acetato de etilo con todas las porfirinas antes presentes, en
a solución :‘-.eClH 5%, se llevó a sequedad, por destilación en vacio,
nun evaporarïor rotatorio, tratando de no elevar la temperatura por
ncimade los 50°C. Las porfirinas secas estaban en condiciones de ser
sterif‘icac'os .

. Cuandolc. proporción de Copro, en los sistemas de incubación, fué
nportante, los desproteinizados en solución de ClH al 5%se llevaron
pH3-3,5 con solución saturada de acetato de sodio y se extrajeron

nuna ampolla :‘zedecantación con éter etílico libre de peróxidos,
astafluoresccncia negativa en los extractos etéreos. El éter se
aunióy laró una vez con solución de acetato de sodio al 3%y una
azcon agua y los lavados se reunieron con la fase acuosa.

“el éter se extrajo la Copro con ClH 0,36% hasta Fluorescencia
:gativaen las extracciones, la solución etérea se trató luego con
lH5%para extraer la Uro que podia haber pasado a la fase etérea.
¡fase acuosa reunida, se llevó nuevamente a pH 3,0 —3,5 y se extra
)la Uro con acetato de etilo y luego se pasaron a ClH 5%. Se deter
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aronlas concentracinnes espectrofotométricamente y si se las es
ificó‘,se las trató previamente como en I.

Esterificación de las porfirinas: (77)

Losextractos de las porfirinas secadas, por cualquiera'de los
odosdescriptos, se trataron con mezcla esterificante, 5%de
FIconcentrado en metanol absoluto, relación en volúmenes, en can
adsuficiente para producir una completa disolución del sólido
sente. La solución se dejó esterificando, en oscuridad, a tempe
uraambiente, entre 24 y 48 hs., pasado este lapso de tiempo se pro
ió a extraerlas de la mezcla esterif‘icante por pasaje cloroformo.

Pasaje_a_cloroformo de lar. porfirinas esterificadas:

Transcurridoel tiempo :‘ecesario pura la esterificación, se pro
ió a pasar las porfirinas a cloroformo, para ello se agregó a la
cla de esterificación, aproximadamente, un volumen igual de clo
ormopre'.lin.mentetratado como se indicó en "Materiales". Esta m
iónse dejó caer luego por las paredes de una ampolla de decanta-
n, conuna solución de acetato de sodio, a media saturación de
oximadamente2 veces el volumen de la solución cloroformozmetanol,
agitó suavemente para evitar emulsiones y después de decantar, se
ió el pHen la solución clorofórmica, que debia ser 3,5-4,5. En
o de tener un pH menor, se lavó una vez más con solución acetato
sodio.

Lasolución c1orofórmica se lavó luego, 3 veces con agua destila
tratando siempre (le evitar emulsiones y por último con solución

mía al 77€,esta vez se agitó enérgicamente con el objeto de rom
las posibles emulsiones, formadas durante el manipuleo anterior.

a unorie los lavados acuosos, se extrajeron dos veces con porcio
de 2 ml ríe cloroformo, cada vez, el cloroformo se reunió y filtr'

ravésde papel de filtro, 88-595, previamente embebido en cloro
no,para eliminar totalmente el agua.

Lasolución clorofórmica de los ésteres de las porfirinas, se
leron espectrofotométricamer.te, de acuerdo al método de Salum y
. (425) para conocer su concentración. Comopor lo general consis
de una mezcla en la fórmula:

Concentración de porfirinas = A x K, se utilizó un K = 4 ).lg/-'T‘1
nedio,asi al evaporarlos al vacio se tuvieron los ésteres en
ridad conocida, aproxiriadamente y en condiciones de ser sometidos a
estudioanalítico cuantitativo.

Determinaciónde los tipos isoméricos de Uro (Cromatografía sobr
El o

31procedimiento seguido, se basa en el de Falk y Benson de 1953
B), este método, cromatografía ascendente, en papel WhatmanK° l,



:e la separación de porfirinas de acuerdo al número de grupos car
)sesterificados, siendo los Rf, una relación inversa del número
:osgrupos carboxilos por molécula, es decir, de acuerdo a su movi
cromatográficacreciente, separa Uro_de Firia, Hexa, Penta, Co
Proto. El valor más grande de este método radica además en que es
de separar los isómeros naturales de Uro, Uro I y Uro III.

Estemétodoconsistió en dos corridas cromatográficas, la primera
Lasusó comosolvente de desarrollo una mezcla de kerosene, frac
L90-24'Ï.‘°Cy clorof‘ormo con 1% de metanol, ambos previamente trata
:omose indica en Materiales, en la relación de volúmenes 2:3. Se
zóuna cuba previamente saturada con cloroformo. Esta primera co
tuvopor objeto separar los ésteres metilicos, de otras impurezas
Eirinassin esterificar, que quedaron en el lugar de siembra. La
'Lónde los ésteres luego de 1a corrida se determinó como se indi
>rexposición a una lámpara U.V. y se marcó la posición de la fluo
nciacon linea punteada.

¡ecortó el papel 0,5 cm por debajo de la parte inferior de la mar
sevolvió a correr, esta vez en una mezcla de kerosene-dioxano,
Entratados comose indicó en Materiales, en la proporción de volú
221, en una cuba previamente saturada con dioxano. Comolos datos
ldosen la separación cuantitativa de Uro I y Uro III, utilizando
nétodono fueron lo suficientemente reproducibles, sobre todo a
proporciones de cada uno de los componentes, en mezclas de ambos,
'Llizóuna variante del método, que es la desarrollada por Cornford
son(417). Esta también efectúa dos corridas, la primera de ellas
smismascondiciones y con igual finalidad que en el método ante
la segundacorrida, en realidad, la que produce la diferenciación
smovilidadescromatográficas ya '{ue en la primera sólo se distin
atamentela Proto IX dimetil éster, es dónde se efectúa el cambio.

Porel método de Cornf‘ord y Benson (417) se utilizó para la segun
rrida, la mezcla de kerosene (fracción l90-240°C)-dioxano en rela
421,en la cuba previamente saturada con dioxano. Los autores efec
nel estu‘io de separaciones cuantitativas de Uro I y Uro III en
ntasproporciones de cada una de ellas, en mezclas de ambas, y lo
ndeducir una ecuación empírica donde la cantidad de Uro I real,
mezcla,es función de la cantidad de Uro I, elui'ia, después de
omatorafia y están re1 acionadas mediante un polinomio cuadrado pe:

Z = A + By + Cy2

dondeZ = porcentaje verdadero de Uro I
y = porcentaje eluido de Uro I
A,.‘3y C = rarímctrc': empíricos. relacionados con la cantidad

a de Uro I + Uro III.
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Enbase a ésto, los autores diseñaron un nomogramade muy sencillo
:uyavalidez, comola del método cuantitativo por ellos desarrolla
mezclas de Uro I y Uro III van desde 17 a 100% de Uro I, con un
error.

roprocedimiento utilizado para determinar el tipo isomérico de 1a
mveniente de los sistemas de incubación, fué someterlas a un pro
ie descarboxilación quimica, que transforma las porfirinas en Co
luegoanalizar la isomeria de la Copro asi obtenida.

Parael proceso de descarboxilación, se siguió en lineas generales
:nica.«leEdmondsony Schwartz (426) y para el análisis del tipo
rico de 1a Copro obtenida, el método cromatográfico de Eriksen(427).

Esteprocedimiento se usó con el objeto de corroborar datos cuan
ivos obtenidos por e‘ método cromatOCIráfico de Falk y Benson (418)
3 la mo'ificación y nomogramade Cornf‘ord y Benson (417), especial
cuandolas proporciones de Uro I fueren menores del 20%. No se u

5comométodo de rutina, pues como se verá, aumenta en casi un dia
e trabajo, la determinación de la actividad enzimática, que ya de
I es laboriosa.

ganes del método: Entre 5-20 pg de porfirinas esterifiradas. F
ntes de los sistemas de incubación, en solución clorofórmica, se
r‘ujeroncn tubos del tino Carius de vidrio Pyrex, por medio de una
a capilar, y se llevó a sequedad en baño de maria. A la porfirina
se le agregaron unos 2 m1 de ClH 0,3 N y se agitó hasta lograr

omplet:¿Tisolucióm Se aplicó vacio dura-te 1’) minutos teniendo
ecaución:‘-.eintroducir el tubo en baño de hielo, para evitar so
ltos 3'agitando para eliminar el aire solubilizado. Transcurrid
iez minutos, se cerró el tubo por estrangulamiento, con ayuda de
plete a oxigeno. Los tubrs se mantuvieron en estufa regulada a
durante 4 horas. Luego se los dejó enfriar y se llevaron a pH
consolución saturada de acetato de sodio, se extrajo la Copro con

etílico libre de peróxidos y se llevó a sequedad. Se tomaron lue
n solución de amoniaco al 10%, se sembraron sobre papel Whatman
y segúnel método cromatográfi co de Eriksen (427) se corrieron en
previamente saturadas durante 24 horas con amoniaco y media hora
conel solvente de desarrollo, 2-6 lutidina-agua en relación vo

: volumen,7:3. Las corridas se realizaron en 1a oscuridad a tem
ura ambiente durante 14-16 horas.

Estemétodosepara totalmente los isómeros I y III de Copro libre,
e no los de otras porfirinas, y empleando testigos de COpro I y C_C_J
II de composiciónctnocida, fué posible hace“ um estimación cuar
iva de las Copro presentes M la muestra en estudio.
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Preparación de columnas de Tamices moleculares

Parael tratamiento previo de los geles ylreparación de las co
s, se siguieron las técnicas indicadas por Batlle (428).

aparaoiqnndel_gÉ_1_:Las particulas secas se hidrataron por agrega
nto,aun gran volumen de agua o solución acuosa al "1,1%de NaCl
mismobuffer fue se utilizó luego para la elución.

51equilibrio Final de la Hidratación que depende del tipo de ge“
desdehoras para lus grados menos porosos, hasta dias para los

arosos "-eSephadex, en cambio los geles de grano más poroso de
el requirieron menos tiempo y en 24 horas habian alcanzado el equ_i_
a. Mientras el gel se hinchaba se eliminaron los Pinos por sedi
:i6n 1'decantación repetida, hasta que el sobrenadante fué claro.
de empaquetar 1a columna, se diluyó la suspensión del gel hasta

rlo a una.viscosidad tal que facilitara la eliminación de burbu
aaire, procedimiento que se efectuó por desaireo, aplicando va
nrante 5-10 minutos.

Paiuet¿'m1_i_e_nto__d_e_la columna: A 1a columna cromatoqráfica, un tubo
'Jriocilíndrico, afinado en el extremo, se adaptó un tubo de 1a
inocon una lla-Je de Mohr o un tuLo flexible y largo, que oermita
r la presión de elución y obtener el flujo deseado. Cuandose tra
enfrio, se usaron columnas provistas de una camisa de virlrio, s
se hizo circular H O a 4°C, que provenía de un baño refrigerante

a (AT3'35, Lorch, Wurttenberg, Alemania).

Enel fonr‘o de las columnas se colocó una cana de “Lanade "idrio
pañal-sec,sobre ella, una capa de bolitas de "idrio, de tal for
aresultara una suwerf‘icie lisa y que 1a camara de mezcla fuera
ia' ésto se ayudó vor colocación de un clavo de vidrio. Se llenó
lumnahasta la mitad con buffer desaireado, y se agregó la sus‘en
ie ge]. evitando siem'vre 1a formación de burbujas. Cuando se formó
aaa 'ïecantada de unos 10-15 cm, se abrió la columna para nue elu
el liquido y se agregó el resto de 1a su51ensión enoleando un
añor"(recipiente cilíndrico de vidrio “ue se adosó a la columna
edio ie un esmeril). Para el sembrado de 1a muestra, se e1iminó
:eso de liquido sobre 1a sunerficie del gel, y se sembró en la
superior, o directamente, sin quitar el linuido superior, au
ndola '.ensidad de la muestra con sacarosa y deiando caer la
ra con.curïJ’ar‘o ron ayuda de una jeringa, a 1a que se adosó en
Dode sali 7a, un tubito de látex. Cuando toda 1a muestra se intr:
enla masa de gel, se agregó más buffer nara 1a elución, se colot
ampollacon el buffer y se procedió a colectar las fracciones.

Encada fracción se determinó contenido "rfteico y actividad en
¡Cao
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Luegode usado se regeneró el gel, lavando la columna con un
nenigual a una vez y media el volumen de cama de la columna.
io se usaron columnas de Sephadex G-2S ó Bio Gel P-20, la recoleg
del eluiz‘o se hizo en Forma manual, guiándose por el color de la

:ión proteica. Cuando se usaron columnas de Seoharïex G-lOO ó G-200
Sel P-lOO6 P -200, ó Sephadex 4 B 6 6 B, las fracciones se reco
Jnen un colector de fracciones (LKB,Estocolmo, Suecia), y la
:ína se ietectó por medio de un Uvicord I y monitor de salida y
strador, que graficaba 1a absorción de luz a 254 nm de longitud
nda.

{if-1.a.FFF-¡26.5..d.e_.c9..1u;nnas Se, Ssphafiex 6:25 6.. .319 Gel .P.-.2_0_

Laspreparaciones provenientes de las precipitaciones fraccio
s con SOAC‘TT-IL), se digolvieron en buffer Tris 0,05 pH 7.4 y se
r0n a través de columnas de Sephadex G-25 Ó Bio Gel P-20 con el
to de eliminar los iones amonio que se conocia, inhibian la PBG
y en parte a la PBG-D(289, 293,294).

Las dimensiones de las columnas fueron 2 x 30 cm, y estaban equi
adas con buffer Tris ClH 0,05 M pH 7,4, el que se usó también rin-
a elución.

Enlas tieterminaciones de la actividad enzimática, a distintos
la solución enzimática se pasó a través de columnas de las mismas
nsiones, previamente equilibradas con el buffer y pH deseados, y
luyeron con el mismo buffer.

5.6..a...t.ï‘..=‘-}ïé.5. _<=°_1}1.m.n.a_s_51.6.Esmas?! 921.99. .6. 97.209., _.B.i.°. P1199.

2.0.0 .Y..S.e.r>.h.a.r9_s_a. .4. _B_.6._ .6. B:

Comomedio de purificación delas Fracciones enzimáticas y deter
:i¿n de sus pesos moleculares, se utiiizaron columnas de estos gr:
quepreziamente Fueron equilibradas con buffer Tris-ClH 0,05 M

,4, el que se usó también para la elución.

Enalgunos casos que se indicarán, se aumentó la Fuerza iónir-a
eluyente con agregaño a1 buN‘er dc- ClK.

erinvjciónfe pesos moleculares :

a. Técnica 2 Se siguieron las técnicas ¿esarrollaias por Anare‘s
430) f Batlle (431) que determinan los PM¿e las Droteínas glo‘w
s, rne‘iaitc el uso de columnas r1e tamices moleculares,basándose
lhec'o ‘e que el volumenal cual eluven las oroteinas, consi‘eran
ueexisten el mismotiDo cantiv'ïaa rie interacciones, entre las
intasproteinas utiliza'ias para la calíhración y el gel y nue és
sonminimas, es sólo función del tamaño de 1a molécula oroteicat
abeque en polímeros, tamaño molecular es sinónimo de Peso Molecu
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istos121óto"osse Airerencian en el tino rie ta'nices moleculares
¡ios el '-e Andrews (429-430), utiliza Sepha'iex G que son ooli
105¡noi.’-‘icar'os, que resultan "e la cooolimerizarión en me‘io al
ie Textrrinoscon epiclorhidrina, en tanto que el "le Batlle (431),
¡Bio-Tel P- un copolïmero de acrilamida v metilen bis-acrilamida.

nbosautores observaron que en un amplio rango, el Tolumen "le e
resulta una función lineal del logaritmo "el P.. . filela muestra,
enteen el rango que los geles resultan útiles en el fraccionamien

esumienïoa grandes rasgos el método, consistió en calibrar la
a, pretirmente emoaea‘a. según se ‘esr‘ribió. midiendo lueoo los
nes 'e elite-ión nara un sierto número r1e sustanm' as, con PN. rsono
Se grafiuaron luego los volúmenes ¿e elución en fimción "e‘l lo

9 "nel‘.’..‘.i.Corresoonfiiente. Se our‘o luego utilizar este gráPico
etemínar el DM. aora-xina'io ‘e oéotif‘os y otras macromoléculas.
nétoioshan sido utilizados para determinar los P.I-'. de varias en
ytienen la Uentaja de no ser necesaria una gran purificación
'nisz'.\.asy de ooñer trabaiar con oequeñas canti-‘aies, a‘emás "e la
lez _'el bajo costo rie los elementos necesarioc 0.9.1“?efectuar las
inaciones. Estas están afectar'-as "e un error Ae'l 1.071;fiebi"o esoe
nte e.errores en la me'iición de los volúmenes "‘e elución, r‘iperen
eformasentre las "istintas proteinas y "iferencias ¿e ñensi‘a"
soluciones protei cas.

tancirzsflutilizaflas comqoatrón de calibraci ón Tabla. III

"asu-"Le_':_:.l_ibraciónnara la determinación ¿e PM. (fio. 16!

mog.'_e_s.i_s_en gel de almi 'ón:

Sebasó en los méto"os Aescrintos oor Roñman (433). .4“.200 m1 "e
ie me molariüfl igual a la mita" ¿e 1a ¿el bqu‘er Lisa‘o como

, se agregaron 30,9 n "e al.»"ni."óny se calentó la suspensión a lla
ecta, hista obtener una masa isrosa, ooco transvarente. A la mezda
"Lentese “apliró V’K‘ÍO¿urante FO segunáos. con el objeto "e eli-ni=
aire ‘isuelto y se volcó sobre una ban‘eia "-e 22 c2: “e largo x

‘e ¿116.0:' O." P'n Ae esoesor, se "eió lleaar a temperatura ambiente
puésle 2 las. se lo utilizó. La muestra se aplicó embebiña en un
o trozo ".e papel Whatman3 MNinsertánf‘ola en una ranura practi
n1.: linea ¿e siembra. La bandeja con la muestra se colocó en el
timientor:on buffer, se conectó a la fuente de po’ïer con puentes
el :Íefiltro embebi'ios en el mismo buffer y se tapó la cuba. Se
asar corriente "e 3“ n . aurante (4-5 hs.) nara obtener una buena
ción.flomotestigo ¿e la corrida se utilizó albú'nina teñi‘a con el
nte .':.‘.i‘oSchwartz. Al com-aletarse la corrida se cortó la COT‘I‘ÍEÜÏP
taronlos paneles utilizados nara sembrar y se cortó la rasa suoerior
alambrefino nara evitar difusión de las fracciones. Para revelar

uióel métorïo r'e S'nitHies (434)° se utilizó una solución al 191‘e
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ncia P.M. Cantidad “eterminación
utilizada cuantitativa

(mg) (Fétodo)

398 4 Trevevlan y Harrison
(433)

6 OOO 1 Espectrofotometría
t. .. " A

230nm ' 290 nm

oïí 12 OOO 0,8 Rspectrofotometría

A
412 nm

in: 44 OOO- 46 000 1,7 Espectrofotometría

a"; A
230 nm V 280 nm

in: 69 000 8 W5pectrofotometrí=

‘410

Mhinü 65 000 - 70 000 1,8 Tspectrofotometría

f. y A
230 nm 280 nm

mhún:
‘flmro 134 000 - 140 000 0,5 “spectrofotometría

A A
230 nm y 290 nm

Ein; 150 000 - 170 000 1,5 Éspectrofotometría

A A
230 nm v 280 nm
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53 40" 40‘ ' JO PM

Zurvas de calibración para determ'xnacnbn de PM

mna de Sephadex 6-100 (2,4x50)lequilibradas

¡ffer Tris-Cl H ph:7.4 0,05M +0,15M en CLK

mna de Sephadex 6-200 (2,4250 cm)



idoSchwartz 10 n en una mezrla "e metanolz á'ciio acétir-o: agua
:ZOHO(v: '. ). Se introñuio el del en el colorante ¿urrnte 10 secun
sy luego se lvvó ron le nisaa "Ne'zrla “esta "'1“ r3 -e7 o-vc'n the"
nro,las fracciones nroteicas aoarecieron coloreaaas ¿e un azul intenso.
ltrafi 1trñci ón:

Lasapariencias ‘e ultraFiltración sr realizaron usan"o tubos ¿e
álisis, según la técnica r‘e "ildy rol. (43‘) o usan'ïo e] efluioo
Bnara u’ tra-{’53tración.

Por 1:. nihimcra ¿e las técnicas (435) el tubo ¿e "iá‘isis se conec
el vástago "acuna ampolla de vidrio de 500 ml que estaba unida a un
tasatos ic 1 1 por medio de un tapón de goma, para lograr un Cierre
mético, sc aplicó vacio al kitasatos con una bombay se cerró la sa
dalateral con un tubo ñe goma, provisto de una llave rie Mo'"r. La so
:iónproteica a. ultrafiltrar, se colocó en la ampolla y al abrir el
binete ".cjarla pasar al chorizo de diálisis, el efecto (¡el vacio hizo
eel liqui-‘o ultrafiltrara con los iones capaces de atrn'resar la mem
ana,es ríecir buffer y otros iones (UF), mientras que :"cntro del tubo,
solución proteica se Pué concentran “o en proteina (Y).

El equipoLKBsara ultrafiltración, está constituiio por un tubo
diálisis sosteni "o sor un armazónplástico cilin"rico, "entro ‘e un

:ioientc ¿e vidrio también cilin'ïrico y graduado. El tubo de rliá-lilsis
curó, ntfs: '010 "e un extremo y al otro se adosó un tapón de goma,
rahesafopor un tubo de viiri'), al que en su parte externa se unió
tubo Zegomapor ¿onie se aolicó el vacio y una llave rie l'ohr para

rrar.

El ultrafiltrado (UF) de las mismascaracteristicas del anterior,
ta vezquedó:‘entro del tubo de diálisis y el resi‘uo afuera.

Por este método, usando cualquiera de las dos técnicas, no se modi
:a la composicióndel buffer, es decir, que al terminar la experiencias
nemos1:: proteina concentrada en el buffer de mlari'lar‘r. y composición
nal a la. . el comienzo .

Para 1:. ‘cterminación de la activiña'l enzimática de Uf +R se midie
n los volúmenes de los mismos, en el momento de sacar ln. muestra y se
unieroncn igual proporción. Para. 1a determinación de las actividades
zimáticas ‘c U2?y R por separado, se usaron volúmenes iguales a los
pleados en 1:. mezcla.
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I- Pqnfiqbélinfistep?marinas?

a. De_f_i_r_1_i_c_:¡._Ó_nde unidad enzimática actividad esoecificza

Se define como una unidad enzimática de "PRG-D"la cantidad de
enzimacapaz "aecatalizar la formación de 1 nmol de Uroporfirinógeno I
porhora, en las condiciones establecidas en "Métodos".

Activi'ïo.“ especifica de la "PBG-D"se define comounidades de en
zimapor mg ríe proteina.

b. Aislamiento y purificación de 1a enzima "Dorf‘obilinógeno Deaminasa"

Todas las maniDulaciones, salvo en el caso del tratamiento nor
calor, se llo‘eron a cabo entre O-4°C.

bl. Homogenato: se partió de aproximadamente 100 a de higado vacuno,
quese encontraba en las condiciones indicadas en "Materiales", el due
se descon 'eló cortó en pequeños trozos cúbicos, de aproximadamente
0,5 cmde la"-.o. Se lavaron en un vaso de precipitados con solución
fisioló‘xica (ClNa 0,9%) con el objeto de eliminar la sangre del teñido,
luegose secaron sobre papel de filtro y se homogeneizaron en solución
de sacarosa 0,25 M, en relación peso/volumen de 10%, para esta overa
ción se utilizó un homogei-nízadordel tipo Potter-Elvehjem, con a-uda
de un agitador mecánico. El homogeinizado se centrifugó a 700 x g
durante10 minutos " se descartó el precipitado conteniendo núcleos,
células intactas y restos de teiido. El sobrenadante representa el
extracto crudo y se lo designó "Homogenato".

D2.Centrifu ación diferencial: El "Homooenato"se sometió luego a
unacentrifugación diferencial (436). Se centrif‘ugó durante 30 minutos
a 11.000x g y el sedimento (mitocondrias) , sin actividad. enzimática,
se descartó. Algunas preparaciones se centrif‘ugaron a 78.000 x g duran
te 30 minutos y tampoco se halló actividad enzimática en el sedimento
por cuanto el grado de purificación del sobrenadante de 78.000 no me
significativamente mayor que el del sobrenadante de la centrifugación
a 11.000 x g, no se utilizó aquella velocidad comométodo de rutina.
El 98%de la actividad enzimática permaneció en la fracción soluble.

b . "contra _a_gu_a_d_e5_t_i_l_ada_:el sobrenadante de 1a centrífuga
c16na 11.000 :c g, se sometió a diálisis contra un gran volumen de
aguadestilada, se habia observado en la purificación de la "ALA-D"
(259-260), que este tratamiento producía la precipitación de la "ALA-D"
y otras proteinas. Se probaron distintos tiempos v tubos de diálisis
de secciones '—.'ariadastse observó que la diálisis durante 24 horas con
tubos cilinr'lricos de aproximadamente 2 cm de diámetro dió los mejores
resultados para los efectos buscados. En este caso también precipitó



rincipalmentela fracción"UrooorFirinógeno III Cosintetasa" ya que como
evé se pasó de 1a producción, en los incubados con el sobrenadante, de
>01de isómcro III a sólo un 45% (Tabla VI) .

El precipitado sin actividad enzimática, respecto a 1a producción de
arfirinas ríisuelto en buffer Tris-Cl}! 0,05 MpH 7,4 e incubado en presen
la de "WEG-7)”altamente purificada, restableció su propiedad de dirigir
¡biosintesis de Uróaeno III.

Resumiendo,la diálisis se efectuó durante 24 horas y el precipitado
¡madose separó por centrifugación a 1.000 x g durante 1.0minutos,
escartána’rose,excepto cuando se empleó para el estudio de sus oronieda—
es.

4ofraccionamientosalino: el sobrenadante de la diálisis se sometió
unfraccionamiento salino, para ello se precipitó en pequeños rangos
esaturación con SO (NH)2 y luego se acotaron éstos, de acuerdo a sus
ctividadesespecificas relativas (Fig. 17). Entre 45-70%de saturación
recinitó alred-rïr del 85%de la proteína enzimática y aumentó la activi
adespecifica 2,3 veces, seleccionándose entonces ese rango.

Losdetalles técnicos de la precipitación fueron los siguientes: se
levóde O a 45%de saturación por agregado lento, en frio, de sulfato
eamoniofinamente molido, y agitación constante, con ayuda de un agi
adormagnético, evitando la formación de espuma. Después de cada agrega
!se mantuvo el pH neutro por adición de solución de NH al 27%, una
ezalcanzado el 45%de saturación, se deió estacionar entre 45-60 minu
os, y se centrifugó a 11.000 x g durante lO minutos, el precipitado con
uypocaactiidad enzimática, se desechó. E1 sobrenadante se llevó a
3%de saturrción, teniendo en cuenta las precauciones antes indicadas
espuésde centrifugar la fracción 45-70%de saturación, se utilizó el
recipitadoy el sobrenadante se descartó.

Para la “etcrminación de la actividad enzimática, el precipitado se
isolvió en buffer Tris C]H0,0S M, DH7,4 v como se indicó en "Métodos",

epasó por una columna de Sephadex G-25 ó 'Hío Gel 9-20, con el objeto
seliminar los iones NH4.
. ¿652114.63sobre gel de fosfato _decalcio_:_ el precinitado de la etaoa

nterior se .Íisol' ió en el menor volumen posible de buffer Tris-ClH
,05 Mph 7,-'.- ;" se pasó a través de una columna de Sepha‘ïex G-25 ó Rio

el P-20, previamente+equilibradas en el mismobuffer, con el objeto de
liminarlos iones NH , que en este caso molestan por modificar la Fuerza
Etnica.L: proteina eluída se llevó a aproximadamente lO mg/ml de concen
raciónsiempre con el mismo buffer y se trató con un volumen igual de
uspensión"c gel de fosfato de calcio en agua destilada de 20 mg de
el/mlde suspensión, de manera que la relación proteinazgel Fué de 1:2
se disminuyóla fuerza iónica de la solución proteica, al medio.

7|:



Enestas condiciones, 65%de 1a proteína enzimática. quedó en el
>brenadantcy se aumentó la actividad especifica en dos veces. En la
¡bla I'l se muestran los resultados de 1a adsorción y se z'é también,
¡e aumentanlola fuerza iónica en sucesivas desadsorciones, no se logró
mentarel rendimiento ni 1a purificación.

abla IV: 'J. :taniento con gel de ('90,) caA de 1a "PSG-1)” sie higado bovino' u ‘FLJ—-—-..

11:.:isorción se efectuó según se indica en el texto. Las deter-L
minhrzionesde actividad enzimática v proteinas según se indicó

en “liétodos”.

-__ - .. __.—.—-_—_—__....

Recuneración ii Actividad esoe
Ï'r.'«;:::ión cifica x 10

. nmoles UróqenoUnidades Proteinas ' ' -——*‘-—)
"1a x H

fiebre-nadante 65 es 759

esa‘sor'oi'o ‘e? ge" con

¡Her Tris "¡OF- l' nH 7 A 7 1o ¡33

K en 501.7722

h.A-.lmou -_-—-_.._—_.—_—-_—

Detalles tócniros: la solución proteica se aaitó durante 20 minutos
bn1a suspen' ión del del y luego se centrífuf'ó a 1.000 x g durante 10
lmtos. '.’ar' Ï‘.".Sdesadsorciones se trató el gel con volúmenes de desad
>rbenteen los. que se varió la Fuerza iónica, iquales a los utilizados
a 1a adsorción, divididos en 3 porciones, cada una de las cuales se
intu'co20 minutos en contacto con el gel ccn constante agitación v luego
ecentriñigó r. 1.000 x g durante 10 minutos- el resultado de una de ellas
la que se aumentó 1a fuerza iónica con 5%de sulfato de sodio, se dá

abase a. 1.“. susav de las tres desadsorciones (Ta_bl_a__I_\¿)_.

.. Mami_:._n_t-o__porcalor: Como ya se mencionó, se sabia que 1a "PRG-D"
:Otraa Puentes (22, 27, 54, 147, 157, 160, 249, 286-307) era termosta
Le, se c0;1’.-‘i;‘;nóque 1a enzima purificada de higado vacuno también lo es,
¡ra ello.rse calentó la enzima proveniente del tratamiento con nel de
PO) Ca , en baños a distintas temperaturas y durante diferentes tiem
551.4%ra1315curri'ïoel tiempo deseado se enfrió rápidamente, introduciendo



:1recipiente que contenía la solución proteica en un baño de hielo, lue
JOse centrifugó durante lO minutos. a 11.000 x g y se desecho el preci
>itadocarente 'Fe actividad enzimática.

Enla. se muestranlos resultados obtenidospor tratamientos
ie la enzima a 65-70°C, durante distintos tiempos. Comose observa, por
estemétodo, se produce una activación de la enzima y la destrucción de
¡ucapaci<'-.ar'-.:‘zedirigir la síntesis de Urógeno III, en un 70%.

Amenorestemperaturas no se obtuvo significativa purificación, en
tanto que un calentamiento a 80°C durante lO minutos, inactivo totalme_r_1
te la enzima.

b. SegEdo fraccionamiento con SO41111 : La preparación enzimática
aroveniente¿”el tratamiento por calor, se llevó a 70%ie saturación con
50(NH) , procediendo en 1a forma ya indicada y el precipitado obteni
io4seáigolïió en el menor volumm de buffer Tris—ClH 0,05 MpH 7,4 para
tenerla proteina concentrada en-condiciones de ser pasada a través de
ma columna le Sephadex G-lOO o bien desalar por G-25.

aa.Pasaje a. través de columnas de t7mices moleculafiz la. fracción pro
renienteJe la segunda precipitación con sulfato de amonio, se pasó a
través de mia columna de Sephadex G-lOO equilibrada con buffer ‘I‘ris-ClH
),05H, pH 7,4, Q15 M en ClK. La (Fig. 18) representa un diagrama de
¿lucióntipico.

Ensíntesis, los resultados de la purificación indicada se detallan
enla Tabla ."IL

:. Estabilidad; La actividad enzimática se mantuvoprácticamente inalte
radaen el hijjav.‘.otratado desde el momento del faenamiento del animal
:omose indicó en "Materiales" y conservado luego a -1 °C, durante más
le 30 dias.

La "PSG-i)” de 1a etap; 4 de purificación, conservó de un 80-85% de
¡uactivi:.‘.:..'-.Iurante más de un mes a -15°C, aunque luego de un mayor gra
lode purificación, como por ejemplo después de la etapa 8, aún como pre

:ipitado «le SOA(NH4)2,perdió muy rápidamente su actividad.
La enzima.es más inestable en solución, principalmente sensible a

Losprocesos (le congelamiento y descongelamiento: su estabilidad no pudo
mmentarsepor el agregado de protectores de grupos -SH, tales comocis
teina 0,1 111316DTE 0,1 M.

1.Producto de la reacción: Uro I y Urógeno I resultaron ser los únicos
>roductosde incrubaciones efectuadas en la forma indicada en "Métodos"
:onla Drepz‘.:.":'.ciónde “PSG-U" obteni"a lueoo de la etapa 8 de ouri 'icación.
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Y Tratamiento por calor: E1 tratamiento de la solución enzimática se

Laen el texto. La determinación de actividad especifica y tipo isomé

leUrose efectuaron según se indicó en "Métodos". Los porcentajes de

Madse refieren a la enzima proveniente de la adsorción por gel de

,Caasin calentar .

>ie Activiña" Uronorf‘irínóc-enos Forma'ios

tamiento reSÍ ¿“al {i

tos) 74 Uro III Uro I

118 38 62

130 38 62

140 36 64

143 30 70

118 30 70

98 25 75

83 20 80

60 lO 90

¡moco7:11:20'ïi’erencia en 1a rantiiar1 tota" ¿e Dorf‘iïrinas obtenir‘as
Ésfiel proceso ¿e oviiación, en incutarïos aeróbicos o aneróbicos.

¿sa .13;reacción: La velod ¿ad de aparición de Uro ó Urógeno I fué
¡nte con el tiempo por lo menos durante 6 horas. En (Fig. 19) se
ra el ’1‘1‘50de la reacción en ruanto a1 oroñur to forita'io, en Función
Le'npo‘e incubación, usando dos Dreoaraciones enzimáticas de ¿i Stinfl'”
ratios'.e purificación, etaoas 4 Y 7 ‘I a Aistintas concentra-iones oe la
iónrn‘s purificada. Se observa una nerf‘er‘ta linealí’va-ï ¿e 1a formación
SqenoI con el tiemoo.

Si embtrgo, Pur as ¿e "csaoaririón r1e “"3 con 0‘ tiemoo, no Fueron tan
ares; 771210116se demostró 1a transformación ¿e 4 moles "-e °BG, nor caña
:Uróg'cnoI forma'iomor incubación a tiemDos prolongaflos hasta loarar
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ActividadespecificaUnidades/“19,94

¿Yiiillllliiilliltli...

Porcentaje de saturación .en SO4(NH4)2
Fraccionamiento satino con SO4(NH4)2 de la

Éiúsa'de hígado vacuno Las determinaciones de pro
sy actividad enzimatica se efectuaron segun se
¿9 en Metodos"

mllll ‘
3°

.¡J
, . . b .

Fracción N30

'8 Grafico de elucíon de ta 'PBG-D' por columna de
hadex 6-100 (2,5 x50cm)equitibrada con buffer Tris-CLH
ÍM.pH 74 +0,15M CtK.Se recogieron fracciones de 2,2mL

cotector LKB,La etucíon proteica(--)se registró en
‘vicor,para tadeterminación de actividad enzimática
ise procedio como se indicó en 'Métodos‘

J“

l

ActividadespeCifica



FracciónUnidadesUnida3.es/mgPurificaciónRenümivntoPoreirinasformadas(%)

Totalesx10(Z)

UroITIIUroIOtras

IsómeroIII

1.Homodenato2,64528,3110015_85 2.Sobrenadantede11OOOxg2,58459,42,1,8lï _85 3.Sobrenadantedediálisis1.863141,55,0704555_ 4.Fracción45-70%desaturacióncon

9.4(NH4)21.627325,511,5,624o60—

5.Sobreandantedeltratamientocon

gelde(P04)20a31.055750,026.54Q3n7o_

6.Sobrenadantedeltratamientopor

calor1.5112549.090,15720 Fracción0-70!desaturacióncon so
4(NH4)21.2693056.4108,0A920

80

O(\ 8
EluidodeSephadcx-GIOO4199474.8334,8‘b —100



mconsumototal del sustrato.

F. Dependencia :'=.ela concentración enzimática en el medio _(ï._e.__incl1baci_ón

Enla (Fir'. Se muestra la formación de Urógeno I en función de la
:antidaï'ïc‘iaroteina enzimática agregada en el medio de incubación, se
¿sarontambién preparaciones enzimáticas Drovenientes de las etapas 4 y
¡de purificación, incubadas en las condiciOnes indicadas en "Métodos"
yse observó proporcionalidad cen la concentración enzimática, en ambos
estados de put-:iíicación.

a. .DHóptimo: para el estudio de la dependencia de la actividad enzimáu
tica-de 1a "IDG-D"con el pH, se utilizaron buffer de fosfatos de sodio
VTris-ClH -’-.edistintos pHs que abarcaron el rango entre pH 6,0 y pH
9,0. La enzima proveniente de la etapa 7 de purificación se disolvió
Enpequeñosvolúmenes de buffer de fosfatos de sodio 0,067 M de distin
tos pH, comprendidos entre 6 y 7,4 ó Tris-ClH 0,05 M entre pH 7 y 8,8
las distintas soluciones se pasaron luego Dor columnas de Sephadex G-25
SBioGel "3-20, equilibradas en cada casa con el buffer en el cual se
encontrabasuspendida la enzima utilizando también el mismobuffer para
Laelución y determinación de 1a actividad enzimática, comoya se índi
:ó en "Métodos".

En la (Pig. 21) se muestran los resultados obtenidos, se vé que la
'PBG-D"de higado vacuno no es activa por debajo de pH 6, que la activi
1adpara un mismo pH es superior en buffer Tris que en fosfatos y que el
¡Hóptimo resultó ser pH 7,4.

Resultados similares se obtuvieron por medición del PDGconsumido.

1.Pureza¿31421: por electroforesis sobre gel de almidón a distintos
>Hsiguiendo la técnica indicada en "Métodos" (433-434), de la prepara
:ión de "PSG-D"de higado bovino obtenida luego de la 8a. etapa de puri
Fícación,seobtuvo‘ er tudo. ellos una sola banda proteica. En la Fi . 22)
¡emuestra.el resultado de una electroforesis efectuada a pH 8,2. La mo
rilidadelectroforética de la enzima en estas condiciones coincidió con
a "PBG-ï)”purificadas de callos de semillas de soya (302-304) y eritro
:itos de pollo (305-306).

Cuandola fracción eluida de la columna de Sephadex G-lOO(etapa 6
lepurificación) se pasó nuevamente por la misma columna en las mismas
:ondiciones,se obtuvo un único pico proteico coincidente con la activi
ladenzimática.

Por determinación del P.M. en columnas de tamices moleculares,(429
¿31)se obtuvo un P.M. de 40.000 + 4.000 para la "PBG-D" de higado bmrino

. Dependencia.de la temperatura: La exoeríencia se efectuó determinando
maactividad. I'e la "PBG—D"de higado vacuno, en 1a forma indicada en
Métodos",sal o que se varió 1a temperatura de incubación en cada caso.
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Tiempo de Incubacn'oMmmutos) .

Cursode la reaccion de la"PBG—D" en relación al tiempo
cubacion;Las condmones de Incubacron fueron Las indicadas
étodos' salvo quese varlaron Los tiempos. Se utïtizó'PBG-D'
etapa 4 de pur|f¡cac¡"on.o-3,2 mg, de Laetapa 7-o=0,2 mg ,A 06 mg

L n lL A A A

0,! q: 0,9 0,5 0,0 1 4,5 2

Pro te {nos (mg)

Cursode la reacción en relación ala concentracion de'PBGD'

mdlcionesde incubación fueron Las indicadas en'Metodos" Se
¡ron.o-soL1"'/ncde'PBG-D‘de Laetapa4depurlflcacíon y se
63hs.o-soLuclon1"“/q.edeLa etapa 7y se lncubó en 30minutos
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.21 Curva de pH de incubación para la 'PBG-D' de
iadovacunose utitizó 0,5mg de enzima de La7‘etapa
purificacion_Lossistemas de incubación se efectuaron
iOse indicó en eL texto correspondiente y en'Metoo'os"
ideterminaciones cuantitativa y etanatisislsomérico
ias porfirinas formadas se efectuaron como se indicó en
todosïoresuttados usando buffer P04s0,067 M-o-resutta
s usando buffer Tris-CLH 0,05M

G)

í}

G) "PBG-D'

22 Comportamiento electrorético sobre gel de
iidbn de la 'PBG-D'Se utitizó'PBG-D' de La 8‘etapa
purificacion en buffer de boratos pH;8,2. Se usó
¡corriente de 30mA durante 4horas a tempe
itura ambiente



Se 07‘ser'ó que en esas condiciones, se obtuvo actiúirïad máxima'de
1a enzi-na a 55°C (Pie. 23_), anlicando la ecuación de Arrhenius y grafi
candoel log en función de la inversa de la temperatura absoluta que
prodújoesa. velocidad de transformación enzimática (Fig. 241 , se de
terminóunr. energia de activación de la reacción para el TBG,de

Ea= 13.700 calorias/mol.
j. Dependencia¿e la concentración de sustrato: Se determinaron experi
mentalmentelas velocidades de reacción de la "EEG-D"aic'istgntas con
centraciones :Ze PBG, que oscilaron entre 1 x 10 M y 5 x 10 M. La ex
periencia. se efectuó en la forma indicada en "Métodos", sal-ro que en
cadacaso se colocó una cantidad de PBGque representaba las concentra
ciones anteclicïms y se midió el Urógeno I formado a distintos tiempos,
extrapolancïoluego las velocidades a tiempo cero. Se observa en la
(Fig. 25) que la "PBG-D"de higado bóvino presentó un comportamiento
cinético norma.” mostrando una curva hiperbólica. En la (Fig. 26
representó, según el método gráfico de Lineveaver-Burk (437) las inver
sas de las velocidades de formación del Urógeno I, en función de las in

versasdelas concentragiones del sustrato, calculándose así para esta
enzima un Km= 5 x 10 M y una Vmax: 2,95nmoles Urógeno I/h.

k. _E_fï:_t_o¿}e___l.o_s__igiesamonio: Se estudió la acción de los iones amo
nio sobre la actividad enzimática de 1a "PBG-D"de higado de vaca. La
determinación "zela actividad enzimática se efectuó comose indicó en
"Métodos",3' los incubados se llevaron a una concentración en iones a
moniodeseada, por agregado del volumen necesario de una solución por
lo menoslO ".'eces más concentrada de sulfato de amonio (el anión no
interfiere} .

Comose vé en la Tabla VII, resulta interesante el efecto del amo
nio, puesto que a concentraciones que inhibió la formación del Urógeno
tuvo sólo LLVIligero efecto sobre la velocidad de desaparición del PBG,
lo que sugerí-ria que de alguna manera, produciría 1a acwmlnción de un
intermediario entre el PBGy el Urógeno I.

Se efectuaron ademásestudios cinéticos en Esesenciïlrle concentra
ciones de amonio que oscilaron también, entre 10 M y 10 IE. En la
(Pia. 27), ..<-.presentan las velocidades de reacción e función de 1a
concentración de PBGtanto en presencia de amonio 10- M como en su au

sencia. Represe‘}tandolas inversas de estos valores se obtuvieron los
gráficos 0.211."..Fig. 28‘ , donde se observa que aunque una concentra
ciónde 10 " amonio, inhibió alrededor de un 30%1a actividad enzi
mática se modigvicó la constante de Michaelis de la "PBG-D”para el PBG.
Enla Tablalïglí se confirman estos resultados para otras concentraciones
de iones amonio.

Todoésto presenta al amonio comoun inhibidor "no competitivo" de
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9.25Efecto de la concentración de 'PBG'sobre la
:tividad de 'PBG -D“ :La determinación de actividad

refectu'o según se indica en eL texto-Se utiLIzó 0,3mg
a'PBG-D"de La 8 etapa de purificación
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EL: Inhib1c1ón Eor NH4

Las actividades Fueron medidas como se indicó en "Métodos". El con

sumo de PBGy 1a producción de Uróg'eno I del control se considera

ron 10074. Sc usó 1 mg de "PBG-ñ" purificada 150 veces por incubado.

¡dición Consumo de PBG Porfirinas formadas

(74) (x)

Iingunn 100 100
-3 _ +

.0 i. 1an 100 100

9'21: rm: 100 78
.. r +

s x 10 21.: NH4 95 7o
-1 +

.o 141-114 92 66

Ex 19'12" NH; 85 57

!G—D=lde higado vacuno, en base a este comportamiento se calculó su Ki
de].gráfico de Lineweaver-Burk (Fig . 28) com: por el método gráfico
(on(433), (Fic. 29) que result‘) ser Ki - 0,172 M.

actode reactivos de grupos sulf‘hidriloszComo va se ha encontrado en
mentes (238-209, 301, 306), la. "PUC-D"es una enzima suIFhiñrilica.
nudióla acción de reacti 'os protectores e inhibidores de este tioo de
IS, sobre 1a actividad de 1a "'PBG—D"de higado bovino.

¿gti-,35 protectores de grupos —SH:se estudió 1a acción de distintos
."ostales comocisteina, glutation, tioglicolato de sodio y dítioeritrol
:intas concentraciones y en dí Perentes condiciones de incubación, es
enanaerobiosis y en aerobiosis, con y sin preincubación. En los casos
eincubaciónen aerobiosis se agregó el reactivo al sistema de incubación
rencia de PBGy se preincubó durante 15 minutos a 37°C. Cuando los in
n;se efectuaron en anaerobiosis, se utilizaron erlenmeyers de Thunberg,
.pode los usados para 1a biosíntesis del P‘BGy en este caso el P'3Gse
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Tabla VIII: .dF..19..‘Ï’PGÏP‘.FILPÏÉSFPFÏÉ 9°- N34
La actividad enzimática de la "PBG-D"fué ensayada como se
indicó en "Métodos". Usó 0,5 mg de una preparación enzimáti
ca purificada 300 veces.

Im anarente
Adición -6

(10 M)

Ninguno “.0
—3 +

10 M NH4 5.o

10'21: NH:1 G.0
—'I

10 "¡1. NH: 3.o

colocó en la ampolla lateral de la tapa y se dejó caer inmediatamente des
pués de hacer vacio o luego de los 15 minutes de preincubación a 37°C.

En la 25215 lg sólo se presentan los resultados obtenidos en condicig
nes aneróbicas, en aerobiosis los datos fueron similares. Se observa que
los distintos reactivos estudiados, no producen ninguna modificación sen
sible en la actividad enzimática de 1a "DBG—D"salvo el glutation y el
tioglicolato a concentraciones superiores a 10_¿M,además su acción es más
marcada en cuanto a la formación de Urógeno I que al consumo de DBG.

Para obtener mayor información acerca de la existencia de grupos tio
les esenciales para la actividad eznimatica, se estudiaron reactivos que
actuasen comoinhibidores de enzimas sulfhidrílicas.

12. Reactivos inhitidores de -SH: como va se menciOnó, se usa.on también-m..hi-.______________.,
reactivos mo ificadores de funciones -SH v —S- S- con el ObJetO de r1e
mostrar su participación en el centro activo de la enzima.
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Tabla IX: Efecto de orotectores deggrypos -SH sobre 1a actividad de "PBG-D"

Las condiciones de incubación fueron las descriptas en "Métodos".
En los casos de preincubación se procedió comose indica en el
texto. Se utilizó 0,5 mg de enzima purificada unas 300 veces.
Los resultados se dan comoporcentaje de control.

Concentración Urógeno I PBG

Adiciones (mn) Preincubación formado COT¿mido

Cisteina 50 — 100 160
50 + 100 2.5.7";

10 - 104 ALE
lO 4 100 ¿LT

1 — 100 705

l + 103 t“?
0.1 — 99 13:)
o ,1 + 100 “.30

Tioglicolato 10 - 69 90
10 + 67 95

1 - 97 100
1 + 100 100

0,1 — 1o“ 100
0,1 3 100 100

Glutation 50 — 35 80
SO + 33 83

1 — 95 100

1 + 98 100

, — 100 100

, + mn V1

DTE 1 - "3
1 + 95



En la Iñbla X se resumen los resultados obtenidos: los reactivos
ufilizaios se clasificaron en 5 grupos según su acción especifica. El
nuvoAestí representado Dor agentes alquilantes.'caoaces de formas
mrcaotidas, con grupos —SH.Se observa que tanto NEMIcomo el PCMR,
imfibieron la enzima v su acción se vió mas acentuada en 1a formación
delüró-eno I que en el consumo de PRG. Cuando la enzima se preincubó
mnel reactivo de grupos -SH, durante 15 minutos y luego se agregó
üsteina al medio, éste revirtió el efecto del inhibidor.

El grupo D representa agentes oxidantes de grupos -SH. “ambien en
ute caso, se observó inactivación de la acción enzimática, con efecto
úsacentuado sobre la formación de Urógeno I, que sobre el consumo de
PBG.

GrupoC, se sabe que el arsenito a bajas concentraciones, (menores
iel mM)es capaz de reaccionar con grupos tioles vecinos de proteínasv
¡mayoresconcentraciones (1-100 mM)su acción sólo se vé reflejada so
ne monotioles. Los resultados indicaron en este caso, que su efecto se:
mfleja en una inhibición de monotioles.

Cuandose intentó revertir el efecto del arsenito por agregado de
ML,por el contrario, su acción fué aumentar aún más la inhibición,
¡comoen el caso de la "CPG-asa" de higado de rata (166), se consideró
meel BALal formar con el arsenito un tio-arsenito cíclico, podria
mtuarcomoun simple "carrier", facilitando lu acción del mismo.

El grupo o representa compuestos que reaccionan con uniones disul
Mmo,tampocoéstos inhibieron la actividad de "PBG-D"y la activación
ubducidapor el cianuro de sodio, se atribuyó a efectos del ión sodio.
e ésto se dedujo, que no se requieren uniones -SnS—especificas en la
structure de la "PBG-D"para su actividad enzimática.

El último grupo reúne metales pesados, cuyos sulfuros presentan
mybajos productos de solubilidad. Se observó que todos, salvo el Ca ,
meformaun sulfuro más soluble que los anteriores, inhibieron 1a for
ación del Urógeno I.

I.Efecto ¿e cationes z agentes quelantes: Se estu’ió el efecto de dis
intos cationes en forma de cloruros a distintas concentraciones se vé
ueel K es e‘ que posee mayor acción como activador enzimático. En la
abla XI se presentan los resultados sólo en función de la formación de
rógeno I que fueron prácticamente iguales al de consumo de DRE.

Se in estigó también la posible existencia de algun mótal unido a
aenzima que fuera necesario para su actividad, añadiendo p-HO-quinolina
nel medio le incubación, a_diferencia de los otros quelantes empleados,
eprOdujo un 100%de inhibición, de manera que fue necesario establecer
1en reali'ad la inhibición se debia a quelación de un metal o simolemente
mque la molécuïa orgánica actuaba como tal produciendo otro cambio.
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13:2fectg de cationes monox divalentes
Los agregados e incubados se efectuaron en 1a forma indicada en "Me

toios”, se utilizó 0,5 mgde enzima purificada alrededor de 300 ve

ces. Los resultados se expresan en porcentaje del control sin ningu

na aáición.

fitivo Concentración Formación de

Urógeno I

(%)
(mM)

a 150 100

100 111

«o 11%

10 124

1 11«

1%0 103

100 111

50 118

10 135

1 113

g++ 100 58

so 75

10 110

1 102

_ 94 _



aradescartar última posibilidad, se oreincubó la enzima 15 minutos
m 1a concentración indicada de 'Ï-HOquinolina v lueao se pasó el sis
amavor unn. columna de Seohadex G-25 en el eluido, se determinó la ac
i"idad enzimática en la forma indicada en Métodos. En estas condiciones
ehaberse quelado alaún metal, 1a actividad de "PRG-D"se hubiese man
enidobaja, en la Tabla XII se vé que no fué asi no obteniéndose indi
ios de la necesidad de ningún metal.

. Efecto lie algunos otros aditivos sobre la actividad de "PBG-D":se rs"
udiaronlos efectos de otros compuestos sobre la actividad. de la "Pili-D?

eobservó (25113.13XIII)_gue el fosfato de Diridoxal a 10- M al icrual que
a hidroxilamina 5 x 10 M Drodujeron un 25%de inhibición en la orodu 
ión de Urógeno I sin alterar sensiblemnte el consumo de PSG.

En cuanto a la acción de los nucleótidos se vé que el AMDpráctiC‘2
enteno mo‘ificó la actividad enzimática en tanto que ATPy ADPsi bi
10- Mno "gaaáaron apreciablemente 1a actividad enzimática, a una con

entración lC ï-Zinhibieron alrededor de un 35%la actividad de la
PBG-D".Ademáspara confirmar la hipótesis de Tait (314) de que la
PBG-D"se uniria a través de dos cargas positivas sobrela molécula p"'
eica, proveniente de dos restos aminos libres a los dos restos carbor
atosde las cadenas laterales,del PBG,se estudió la acción de distin
asdiácidos y de 1a 2-metoxi-5 nitropona, los resultados coinciden con
as de Llambias y Batlle (305-306) y están de acuerdo con lo propuesto
ar Tait (314), ya que aunque 1a 2-metoxi, 5 nitropena podria haber mo
ificadotambién la estructura proteica, el hecho adicional de la inhibi
iónpor diácicïos, apoyaría la hipótesis.

Porfobilinog'enasay Uroporfirinógeno III Cosintetasa

_Definic_i‘ónde unidad enzimática y actividad esoeciPica: se define c<-
auna unida": enzimática de PBG-asa, la cantidad de enzima. capaz de ca
alizar 1a formación de l nmol de Uroporf‘irinógeno III por hora, en lar.
audicionesstandard descriptas en Métodos.

Acti';i5.:-.<‘-.especifica de la "PSG-asa", se define como unidades de 9-1
lmapor mg de proteina

En lo que respecta a 1a Uroporfirinógeno III Cosintetasa, no se dr 
'Lnenunidad enzimática ni actividad especifica puesto que no se conoc' 2
asrelaciones exactas de “I” a "PBG-D"en la "PBG-asa" activa, asi co," 
ampocoel segundo sustrato de esta enzima.

.Aislamiento v Eurififzaciónde la enzima Porfobilinoggnasa de higado
Nino: Todas las manioulaciones se llevaron a cabo entre O-4°C.
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221: Efecto de agentes "uelantes:

Para los agregados e incubados se procedió comose indicó en

"Eétodos", salvo el caso con B-HOquinolina, cuyo tratamiento se

¿escribe en el texto. Se usó 0,5 mg de"PBG-U"300 veces purificada.

Los resultados se expresan respecto al control sin ninguna adición.

mitivo Concentración Formación del Urógeno

(mM) (x)

{‘-1uinolina 4 100

ienantrolina 5 116

-%-ïipiriiilo 1 87
Lia sódica 5 105

Enla Preparación de b - Esmas}? b ' ¡épprspaiárateufslkl2099. x. 9.» se
üó comoya se indicó para la preparaci n de la "DSG-D".

lobjeto ie observar la purificación producida por tratamiento del sobre
m de 11.000 x g con sulfato de Drotamina se debió lle ar oreviamrnte 1a
iMienzimática a DHzñcon acido acético alacial, el cual se agregó cota
¡con oonstante agitación y se deió en frio, agitando durante 20 minutos.
m conïiciones se produjo un precipitado proteico, que si se eliminaba
enrifugación a 11.000 x g y luego sellevaba elsobrenadante a pH 7,4 por
Ko de solución de hidróxido de sodio, se obtenía una purificación de 1,8
,rcspecto a la etapa anterior, con un rendimiento del 80%en la proteina
aúna. Ya en los estudios preliminares de purificación, buscando el rango
xipitación de la "PSG-asa" por saturación con sulfato de amonio, se habia
quela purificación era también mayor cuando se agregaba el sulfato de
oy 3- neutralizaba después de centrifunar el precipitado.

wrenaignte obtenido luevn de llevar a DH5 con ácido acético glacial:

ü al sobrenadante de DH:5 se agregaba además gota a gota con agitación



lasXIII: Efecto ¿e alguios otros aditivos sobre la ac'cíï‘idar1 ae "PBG-W'

Los sistemas de incubación y los agregados se efectuaron en las

condiciones indicadas en "Métodos". Se usó 0,5 mg de "PBG-‘Wde

la 7a. etapa de incubación. Los resultados se dan en porcentaje

respecto al control sin aditivos.

Concentración Formación ñe Consumo de PBG
Aditivos UróqenoI (74)

(74)

Eato tle pirirïoxal 1 75 90

0,1 105 110

10 65 68

1 102 100

10 62 6'5

1 108 110

10 68 70

1 122 125

roxilamina 5 73 90

adipico 5 72 87

succinico 5 75 94

ftalico 5 76 98

etoxí-S nitropona 5 O 60

solución de sulfato de protamina a1 2%en una relación de volúmenes de
ción de sulfato de protamina a solución enzimática de 1 a 20, se dejaba
amente20 minutos y luego se centriPugaba a 11.000 x g, no se obtenía ma
purificación.
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Por ello se adoptó comométodo de purificación simfiemente el trata
miento a pH:5.

b . Fraccionrmiento salino: el sobrenadante del tratamiento a pH25, lle
vadoa pH: 7,4 se sometió a un fraccionamiento salino con sulfato de
amonio.Para ello se determinó en principio, comoen el caso de la
"PBG-D"el rango de precipitación de 1a enzima. En la (Fig. 30) se mues
tranlas proteinas totales precipitadas en los distintos precipitados
y sus actixri'ïades especificas. Los detalles técnicos de la precipitación
fueron los mismos que se indicaron para la "PBG-D"y en este caso, se e
ligió comorango de saturación el comprendido entre 35-50% que produjo
2,3veces de purificación.

b . _A¿i_so_rci_ó_ncon _g_e_1_ld_e_f_o_3_E_at_o_d_e_calcio: como en el caso de la "PRG-D"
1aenzima se disolvió en buffer Tris, 0,05 MpH: 7,4 y se pasó por una
columnade Sephndex G-25 equilibrada con el mismo buffer, para eliminar
los iones amonio, disminuir la fuerza iónica de la solución proteica.
Aunauc-se estudiaron distintas relaciones proteina-gel, también en este
casolos mejores resultados se obtu' ieron agregando a la solución protei
ca, eluida de la columna de Sephadex G-25, llevada a una concentración
de 10 mg de proteina/m1, un "olumen igual de una susoensión de gel de
fosfato de calcio, cuvo peso seco era 20 mg de gel/m1 de suspensión v
orocediem‘o como en el Caso de la "PBG-D".

La maz-or:proporción de la acti "idad enzimática quedó en el sobrena
dantey no se lorró aumentar la purificación ni el rendimiento enzimá
tico, sin disminuir la anterior, efectuando desadsorciones con solucio
nes de fuerza. iónica crecientes. En 1a :I‘_a_b_la_ se muestran los resulta
dosde este tratamiento, observándose que produjo una purificación de
2veces 'r vn rendimiento enzimático aproximado del 70%.

Conel objeto de concentrar la solución enzimática, ésta se some
tió a una nueva precipitación fraccionada con sulfato de amonio.

ba. segunda ‘p_r_e_c_i_p_i_t_a.ci.ó_n_consulfato [de amonio: el sobrenadante de la
etapa anterior se sometió a una nueva precipitación con sulfato de amo
nio, llenado esta vez de O a 50%de saturación. "ara ésto se procedió
teniendopresentes las precauciones ya indicadas y el precipitado se so
metió a una cromatografía en columna de Seohadex G-lOO.

b . Pasaje _a__t_r_r‘.".=;é_sde una columna ¡de _S_eo_h_a_dex.G_-100: la .‘Ïrarción dro
veniente (le la segunda precipitación con sulfato de amonio en porciones
de 5 m1 de 10 mg/ml de concentración, se pasaron a través de una columna
de Sephadez:G-lOO equilibrada con buffer Tris-ClH 0,05 MpH: 7,4. 0,15 H
en CIKy se eluyeron con el mismo buffer.

Latbicación de la fracción proteica y la enzima se efectuaron co
mose in'ïcó en E-íétodos. En la (Fig. 31) se nuestra un diagrama de elu
ción tipico.
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Tabla XIV:_Tratamiento de la "PBG-asa" con gel {P04)29_a3

La adsorción se efectuó según se indicó en el texto v las
determinaciones de actividad enzimática v oroteinas, según se indicó en
"Métodos".

Rerunera'ión X ¡".cti‘irïlarI

Frac Tillón Unidades Proteinas Eso: cigi ca
x 10

Sobrenadantedel tratamien
to 72 35 469,8

Desadsorbi '-.o con 5% 504m0 10 1°, 129

Los resultados de la purificación indicada se condensaron en la
133.513“

C- .Aéá}ami.sn.t.°. Pte. .19. Ur_°.09rf.í_ri_nóssn°_ _I_I_I.9.0.5.1ptstass. 0. .Iépmeresa. ._(."_I.!'_).

ÉÉ4P_Í_9?'10__b_0_ï;i_no:La etapa c1."Homogenato"v c2."Sobren=.dante de 11.000 xg"
meron las utilizadas para las puriFicaciones de las "PBG-T)"v "DWG-asa"

del mismomaterial ya descriotas. la etana c3."Sobrenadante de DH: 5"
se efectuó como en el caso de la Duri‘icación de 1a "PRG-asa".

Cabeseñalar que nara 1a obtención de 1a fracción "I" se utilizó
siempreel sobrenadante de 1a 4a. etapa de 1a purificación de la "PRG-asa",
es decir, el sobrenadante del fraccionamiento salino entre 30-55%de sa
turación con sulfato de amonio.

c . _F.r__ac.c_i_o.n_agn_i_e_n_to__c_o_nsulfato ide amonio: E1 sobrenadante rie‘l Pracr‘ o
namientocon sulfato de amonio de 1a "PRG-asa" entre 30-55% de satura
ción, se 11o 'ó a. 70%de saturación con sulfato de amonio, se centrifuqó
a 11.000 x g durante lO minutos y el sedimento se descartó. E1 sobrem
dante a pH'IÉIEI-7,4se llevó entonces a 90% de saturación y como siempre, el
agregadodel sulfato de amonio fué lento, manteniendo el pH nnutro en to
domomento,se dejó agitando una hora y se centrifugó, a 11.000 x g, esta
vezdurante 20 minutos. Antes de determinar la actividad. enzimática del
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tambiénseefectuacomose¡Juncoen"neuutlua. FraCCiónUniaaaesUni‘afiéséh"PurificációnRendimientovarhïrin=scófmañas(Z)

\

totaïesx10(Z)¡

U*0IIIUroTOtras

IsfimeroIII

.._—.-..—-.......__

1.-Homogenato264628,3110015—35 2.Sobrenadantede11.000xg258459,42,19815-85 3.SobrenadantedepH:52064102,03,67835-65 4.Fracción35-50%desaturación

conSO4(NH4)21655234.98.36375-25

5.Sobrenadantedeltratamiento

congelde(904)2Ca31190469,816,6457525

6.Fracción0-50Zdesaturación

conSO4(NHA)21005736,026,0387525

7.EluidodeScphafixG-lOO2'

(fraccionesreunidas)343309o,4109,213100__.m

8.EluídodeSephañexG-lOO(pico)5162.0182,4100-



íW.i.um:MW

m
OH

mg.IO"

l

g‘lcdUnidmb

i

Prof?!na

Áchvndadesbccr

‘30 Fraccionamiento saimo con SO4(NH4)2 de
PBG-asade higado vacunoLas determinaciones
proteína yactividad enzimatica se efectuaron según
indicoen “Metodos”

Fig. 31

Actividadespecifica

F1932
10050

Fraccion N9

iciones por columa de Sephadex 6-100 (2,5 x 50cm)
iiiibradas con buffer Tris 0,05M pH 7,4+0,05M CLK Se recogie

fracciones de 2,2mL.en un coLector LKBLa eLución proteica(—)
registro en un Uvicord
131ÍPBG-asa"para La determinación de actividad enzimática
Ï-A)se procedió como se indicó en "Metodos'

¿32:7'1“para La ubicacion de La fracción activa ¡Wii! se

¿cedio como se indicó



se lo suspendió en buffer Tris-ClH 0,05 M, pH: 7,4 y pasó por una colum
na de Sephadex G-25, previamente equilibrada con el mismobuffer, que
tambiénse utilizó para su elución.

c. Pasaje a través de una Columnade Sephadex G-lOO: La fracción preci
pitada entre 70-90%de saturación con sulfato de amonio, se susoen’ió
albuffer Tris-ClH 0,05 MpH: 7,4 y se llevó a una concentración aproxi
madade 10 mg de proteina/ml y en fracciones de 5 m1, se pasaron por una
columna de Sephadex G-lOO eqúlibrada con buffer Tris-ClH 0,05 M pH 7,4 +
+0,15 MClK, que también se utilizó para la elución. La determinación
del contenido proteico y recolección de las fracciones, se efectuó como
¿e indicó en "Hétodos" (Pia. 32).

Para la determinación de la actividad enzimática de "I" selrocedió
de acuerdo a las condiciones descriptas en Métodos para determinación de
actividad enzimática, salvo que también se agregó "PBG-D"de la 6a. etapa
th purificación en la relación de l mg de "PRG-D"por cada 3-6 mg d: “1".

En la Tabla XVIse resumen los pasos del aislamiento de la Isomerasa,AM."
m Estabilidggí La actividad de la "PRG-asa" en el higado conservado en
las condiciones descriptas en "Materiales", fué prácticamente la misma
amante tres semanas. La enzima de la 4ta. etapa de purificación mantuvo
mzactividad inalterada por 15 dias a -15°C, pero luego va perdiendo su
actividad de "PBG-asa" que se ve transformada en actividad de "PBG-D"
auque también disminuye la sintesis total de porfirinas catalizadas por
esta fracción; en cambio se vé menos alterada la actividad de "Descarboxi
lasa" notándose, pese a la disminución de la formación total de porfirinó
guns, a partir de PBG, un aumento de 1a proporción de Copro en la mezcla.
Lafracción de 1a 6a. etapa resultó estable-alrededor de un: semanaa
45'0. La fracción de la columna de Sephadex G-lOOpierde completamente
maactividad dentro de las 48 horas. La enzima es muy sensible a los
procesos de congelamiento v descongelamiento. En solución a temperatura
.uwiente o aún congelada, la "PBG-asa" de cualquiera de las etapas de
mmificación pierde más de un 70%de su actividad dentro de las 72 horas.

En lo que respecta a la "I" siempre se utilizó el mismodia de su
aislamiento.

6.Efecto de la diálisis sobre la actividad de "PSG-asa":La diálisis
contra agua destilada durante 24 horas de la enzima proveniente de las
etapas 2 ó 3 de purificación produjo un precipitado pesado en las bolsas

.de diálisis j perdió en forma marcada la capacidad de formar Uróceno III
apartir de PES ,como ya se indicó en 1a purificación de'la "PBG-D"de
este mismomaterial.

L pondiciones_deincubación y producto de la reacción: se estudiaron
fiferentes con7iciones de incubación, ellas fueron aero y anaerobiosis,
enpresencia de diferentes concentraciones de cisteina y en su ausencia.
bano en aero comoen anaerobiosis, los sistemas de incubación fueron
-hn indicados en Métodos, salvo que en anaerobiosis, comoya se indicó
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iii-5.1.3.FCB .A”:i.S.1_a5=.í_6_n._d_e_.1_a_159.111.2981 ic. 21.159.“. 2932190!

Para 1a determinación de 1a actividad de "Isomerasa" (Etapas
4° y 5°) las condiciones de los incubados fueron las mismas
descriptas en "Métodos", excepto que se usó “PBG-D"( 1 mg
de "PBG-D"=3,6 mg de "1"). Comono se conoce 1a relación
exacta de "I"/?BG—D"en el homogenato y sobrenadante, no se
pudieron expresar los resultados en términos de actividad
específica. La identificación, determinacióncuantitativa
y análisis isomérico de las porfirinas formadas se efectua
ron en la forma indicada en "Métodos".

._A_. 1-.

Porfirinas formadas (Z)
Fracción

Uro III Uro I Ofïns
Isómero III

omogenato 15 - 85

nbrenadante de 11.000 x g 15 - 85

nrenadante de pH 5 35 - 65

rección 70-9074de saturación
on 0 NH — _ 

s 4 ( 4)2

hacción 70-90% +"PBG-D" de la
5L etapa de purificación 90-100 10-0 

Bluidode Sephadex 0-100 (frac
ciones reunidas) _ _ _

Bluidode Sephad x G-lOO (fraccio
nes reunidas) + "PBG-D" de 1a
63.etapa de Purificación 90-100 10-0 —

.n». . -.—-—-..._<-o.-..q--r.—-_.—--_..-_—--. _—-___-.—-—-—-—--- _-_.—__._.....-----._-_-_.. .7
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en el caso de la "PBG-D"se usaron erlcnmeyers del tipo de Thunberg.

En la Tabla XVII se muestran los resultados obtenidos, se observa
que la velocidad de formación de Urógenos fué prácticamente la misma

tango en a_50 comoen anaerobiosis, ya sea en presencia de cisteina
10 M6 10 3;, como en su ausencia, 1a única diferencia es que en
anaerobiosis, sólo se obtuvo Urógenos en tanto que en aerobiosis Uro
fué el producto predominante.

La composición relativa de isómeros en el producto de reacción,
tampocovarió sensiblemente en cualquiera de las condiciones, aún en
presencia de cisteina 0,1 6 1 mM.

Uro y Urógeno III fueron los únicos productos de incubaciones
efectuadas en las condiciones indicadas en "Métodos" con preparaciones
de "PBG-asa" purificada 110 veces.

g. purso_de_la reacción: La velocidad de aparición de Urógenos fué cons
tante por lo menos durante 6 horas, en la (Fig. 33) se muestra un gráfi
co del producto formado en función del tiempo de incubación. Se usaron
dos prepa ¿ciones enzimáticas provenientes de las etapas 4a. y 7a. de
purificación y distintas concentraciones de la más pura. Se observa
aquí también una perfecta linealidod en cuanto a la.formación del Uró
geno III con el tiempo.

Las-curvas de desaparición de PBGcomo en el caso de Ia "PBG-D"
no fueron tan regulares aunque aqui también, pudo demostrarse la trans
formación de 4 moles de PBG, por cada mol de Urógeno III formado,
cuandose incubó el tiempo necesario hasta consumototal de sustrato.

h. De endencin de 1a concentración de "PBG-asa" en el medio de incubación

Se estudió la velocidad de aparición de Uróoeno III en presencia
de distintas concentraciones de PBG-asa, las condiciones de incubación
fueron las iniicadas en Métodos v también aqui se usaron preparaciones
enzimát\cas dc distintO» grado de purificación. En la (Fig¿_3a)se obser
va 1a perfecta proporcionalidad del UrógenoIII biosintetizado por uni
dad de tiempo con la concentración enzimática para ambos grados de pu
rificación.

E1 agregado de la fracción "I" a un sistema de incubación con
"PBG-D"de las características y en las condiciones indicadas en "Méto
dos" no varió la velocidad de aparición de Urógenos, su acción sólo se
puso de manifiesto en el cambio del tipoisomérico del Urógeno formado
de I a III.

i. EHóptimo: con el objeto de determinar c1 pH óptimo se utilizaron
dos fracciones de distinto grado de purificación de la "PBG-asa"de
higado vacuno. Las fracciones enzimáticas se pasaron por columnas de
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so ¿o J-o ¿o J'e-o zuo

Tiempo de Incubauón (minutos)
33 Curso de la reacción de ka'PBG asá en relacional tiem
de incubación:Las condimones' de incubación fueron Las ¡ndi

asen'Métodos‘,saLvo que se variaron Los tiemposSe utiLIzo'

asa" de La etapa 4°de PUFIÍIC8C|ÓÜrO-8mgy de La eta pa 7100,8mg YA1,7mg

I I U I I Ï I Í

' L l l l n l
«¿a 0:4 no qa 4 2

Proteinas (mg)
’o.Cursode la reacción en relación a la concentración de"PBC7-asa"
ondicíonesde Incubacion fueron Las indicadas en 'Métodos" Se

zarón o:soLución Libre de NH; de 'PBG-asa' de La ¿“etapalo'e 1m9/mL
¡ncubó 3hs.o-soLucn'on de La etapa7',1m9/mL y se incubo 30minutos



fly Efecto de anaerobiosis, aerobiosis y nrgge_nciade cisteina en 1a
velocidad de formación de Urógenos, catalizada por "PBG-asa".

Los incubados y determinaciones cuantitativas y tipo isomérico

de las porfirinas formadas se efectuaron en la forma indicada en

"líétodos" y en el texto. Se usó 10 mg de enzima de la 6a. etapa

de purificación por incpbado.

bndiciones Adiciones Uro formado

nmoles / hora

Ninguna 5.9
-4

. . Cisteina 10 H 6,1
aerobiosis _a

Cisteina 10 M 5,9

Ninguna 5.7
—4

. . Cisteina 10 M 6,0
erob1051s _3

Cisteina 10 M 6,0

phadex C‘—.—-2-’,'=ó Bio Gel P-20 previamente equilibradas con el buffer del
‘estudiac‘o, como se indicó en "Métodos", y las soluciones enzimáticas
iobteni 'as se incubaron en las condiciones también descriptas en "Méto
s", salvo que en lugar de buffer Tris 0,05 MpH 7,4 se colocó el buffer
ndicadoen cada caso.
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1 . Se llevaron a cabo un grupo de experiencias con la enzima proveniente
de1a 5a. etapa de purificación, los resultados de la (Fic. 35 nuestran que
si bien la máximaproducción de porfirinas, que coincide con la máxima
cantidad de Uró-¡’enoIII resulta a pH 7,4 con buffer Tris-ClH 0,05 H la
proporción de Urógeno III varió desde 75% a ese pH hasta 100% a pH más
ácidoso alcalinos, donde la producción total de porfirinas fué menor.
Estos datos concuerdan en parte con los de Cornf‘ord (147) obtenidos
tambiéncon enzima parcialmente purificada de eritrocitos humanos.

i . Cuando en cambio se utilizó la fracción de '.' TRBC-asa"proveniente de
la 7a. etapa de purificación, los resultados fueron los representados e*
1a (Fig. 36), es decir el pH óptimo también se obtuvo con buffer Tri:
01H0,05 Iviy fué pH: 7.4.

En este caso el único producto de la reacción a todos los pH fué el
UrógenoIII.

j. Pureza y 2.11.: El analisis electroforético tanto de la "PBG-asa”más
altamentepurificada comoel de la Uroporfirinógeno III Cosintetasa a
distintos pH, sobre gel de almidón, siguiendo las técnicas indicadas en
Hétodos(433-434), mostró en todas las condiciones y en cada caso una
sola banda proteica.

En la (Fi-5;. 37Me muestra una reproducción de los resultados obteni
dospor electroforesis sobre gel de almidón, utilizando buffer de bora
tos pH8,2. Se observa que la movilidad electroforética de la PRG-asa
de higado vacuno prácticamente no difiere de la "PBG-D"del mismo mate
rial y de la de eritrocitos de pollo (305) y que a diferencia Ia "PBG-asa"
deeste último material (305) no pudo ser desdoblada en dos fracciones.

La movilidad de la fracción "I" también coincidió prácticamente con
la fracción "I" obtenida por desdoblamiento de la "PBG-asa"de eritroci
tos de pollo (305).

Cuandolas fracciones "PBG-asa" e "I" de las últimas etapas de puri
ficación, volvieron a pasarse por la misma columna de Sephadex G-lOOen
las mismascondiciones se obtuvo un único pico proteico coincidente con
la actividad enzimática.

Determinación de Besos moleculares: las fracciones enzimáticas puri
ficadas se pasaron a través de columnas de distintos geles, calibradas
para la estimación de sus pesos moleculares, según ya se marcó en Métodos.
El peso molecular de la PBGasaresultó estar alrededor de 50.000 +
5.000en tanto que para la I se obtuvieron inicialmente valores de
210.000+ 21.000, aunque por variación de las condiciones experimentales
para su determinación, comoser modificación de la fuerza iónica del elu
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3937Comportamiento electroforét'uco sobre el

de almidón de "PBG-asa""PBG-D"e"I"de hígado

levaca28e usó buffer de boratos pH:8,2 y una

orriente de 30mA durante 4horas a temperatura

¡mbiehteSe corrieron:(1)'PBG-’asa’ de La 7‘ etapa

:epUríficac¡ón,(2)'PBG-D" de La s‘etapa,<3)"1”de La

i‘etapay'PBG-asa" purificada. de caLLos de se

miLLa de‘ soya'(304)—
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yentex/o concentración proteica, se obtuvieron valores de peso molecu
lar de 70.000 y 35.000.

k.Tratamiento por calor y acción protectora del PBGsobre la actividad
de"PBG-as52: la experiencia se efectuó con enzima preveniente de la 7a.
etapade purificación, y consistió en lo siguiente: las fracciones elui
das de la columna se llevaron a l mg/ml en buffer Tris-ClH 0,05 M, pH
L4 y se separaron en dos porciones, a una de ellas se agregó PBGhasta
un concentración de 7 pg/hl, es decir, del mismoorden a la utilizada
en los sistemas de incubación.

Ambasfracciones enzimáticas se calentaron por separado a 55-60°C
ya los tiempos deseados se retiraron fracciones de cada porción que in
mediatamentese enfriaron e incubaron utilizando 1 ml de cada una de ellas
comopreparación enzimática, en las condiciones de incubación indicadas
enMétodos, se efectuaron blancos con cada una de las fracciones para
considerar las porfirinas formadas durante el precalentamiento. En 1a
TablaXVIII se muestran los resultados obtenidos, en las dos primeras
columnasy en la 3a. se representan los resultados de incubar 1 ml de 1a
fracción calentada en presencia de PBGcon l m1 de la fracción enzimática
sin calenta . Se vé que a los 10 minutos se produce un gran aumento de
la actividad enzimática tanto por calentamiento en presencia de PBG,como
en su ausencia y que el incremento es mayor en presencia de PBG,aunque
en principio más lento, y luego menos estable.

Estos resultados podrian ser atribuidos a la producción exacerbada
de algún intermediario, en el caso del calentamiento en presencia de PBG
o a la destrucción de algún factor muyfuertemente unido a la enzima y
que actuase comoinhibidor.

La primera de las hipótesis puede descartarse por el hecho de que
se producen resultados muysemejantes por calentamientos en presencia o
en ausencia de PBG.

La 3a. columna de la Tabla XVIII en cambio, confirmaria la presun
ción de un factor lábi‘ posiblemente de estructura proteica, ya que como
se vé la actividad no representa la sumade las actividades obtenidas
por separado, sino que resultaron fracciones que oscilaron entre 50 y 70%
de la actividad esperada, Todo ésto mostraria en la "PBG-asa"la presen
cia de un factor lábil que se mantendría unido a la enzima a través de
todos los pasos de purificación y que actuaria comoinhibidor de su
actividad.

En lo que respecta a 1a producción de Urógeno III, se observa en la
(Pis. 38) que la fracción calentada en presencia de PBGes más estable
que la calentwan en su ausencia, es decir, el PBGproduciría una protec
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abla XVIII_:_ Tratamiento por calor de 1a "PRG-asa"

Para el prnccdimiento empleado y la construcción de las

distintas columnasremitirse a1 texto correspondiente.

iempode Urógenos totales/h

recalentamiento (“Oleg/h) w
50°C PBG--—'.Atu T“BG-asa PRG-asa PRG-a5?

(minutos) con “¿a sin PBG con "BG + sin calentar

o 2,95 2,95 6,00

5 .°..Ï'C 4,10 4,25

10 5,.¿0 4,50 4,32

15 4,35 4, 50 5,08

20 4,30 4,32 4,93

25 3'55 3:70 4,50

ción sobre lo. destrucción 1a capacidad de 1a "PBG-asa", de catalizar 1a
biosintesis de Urógeno ITT;

Se estudió también 1a estabilidad de 1a fracción "I" al mismotrata
mientopor calor. 85 utilizó la f' ¡"ción 70-90" de SatUPaCión“7- 53-1-to
de anonio. en una conce*‘.-n.::.‘. pro Éeícct- api-afilada de ’v'¡ng/1:111;'2:{‘er';"""1
enun buffer This-01H C,“ 5':7}! '- ‘ ':u1;-r:xriancnte panda :‘frvés "e '.'"'»_n
palma ¿e Sephadex G495 e;.¿...;_i}::';.:.iacon el mismo buffer, Cuando se agre
g. PBGcomo en el caso as"-_'-.e."o=r.s'e -lcvó a 7 ¡ag/m1. el tratamiento
en presencia de. albúmina '75‘.3.-: usó en una concentración de 2 mg/ml.

En 1:1Fabla XIX se r..sume:1los resultados Obtenidos, que sc refieren
a 1a capacidad de producción de Urógeno III de la fracción calentada res
pectoa la fracción sin tía-tar"
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Losmsultadoa..dc 1a. "19! aa-z‘cla;:1(;;‘.—".'.".a 7.a determinación de 1a
actividad en presencia de 1 mg de 'ÏÍÍJBLJ-:1 (¡e .a. Eau etapa. de purifica
ción por cada 6 mg de 1a fracmón "I" sin ca"...;;::‘::>.1:\r

Se observó que mientras. en la "PBG-a.;a" la. der-trucciónfie la f‘racn
ción "I" resulta de anexa-“¡or de un 1574; iz\a\-‘.t‘..'.ra.'í-f;r.evitvïa por 1a
presencia :‘Íe PBG, el calenzarúento durant." 5 :'¡:{;\.'".‘.O'_\ --VC 'le 1a frac
ción ‘.-'_-‘«LLSJCÍZEprodujc, una. disminuci‘ïn ue un 47% de su afinacidad vara

producn‘Uró'eno III. EL :rr‘atemiem: en presencv. “r: PRG30 PH
aumen-d, La. prC-gsorciór. ¿nal'ïce.':.se.’za 'n un ¿7% y no fue rr-.-'-‘_;,orv::'>:.-=€;.1sib1e
mente por 1:. ‘_.':!".'-F_‘z.-.:iaconjurar. “1-1PU; y albúmina. re-;-u..tados in
dican una ñroteccíón de 7.a r' 2.1711“:"1" a la iractivacícn wroducida en
el Prarámiento jor 22.6: 71: La fracción ïPBG-D“y cor y} ’FCpor sena
rada. ¡demás 1*. nrc-ïe;;;f’>.'. r: e; :ri"‘. por la PSG-D e: e;¿.-':c1-."-.1cr1y no pudo
resmclavrse jzoz' jim. :u:-:r"::':.-.-=.¿ano _:¡ a1b’..ina.

r" 3:15_' ' a: 2 7:; . “cando l a: :‘H‘aeci 9.7.6"; - ‘_-‘-<;¿urena'ïante

‘ ‘SOb'."(‘.‘.af'-.<;:.ÏC' ..s; (.3: 5" '-'-':-.',—.<‘-.'L".(:'."O}’_a una corcontra

cin; F'."C‘:‘.1-‘l<2.‘por ultzefiï

técnxa de T.’í.?.:iy(434:) o ¿e
__"Métodos".c1 residuo ultra
vidad. “N

.1: ac: 5:".durante 3-5 kÏJJ'aS hacian-JI; uso de 1a
equipo LKBpara ta; run, como se indicó en

iltrado perdió total o narcie‘ “"“_L.‘Csw? htí
4

n
A

TablalIX: Estabilidad al calor de la “lsomera-n."

Los ¿etalles del tratamiento ’32" e»:el texto.

AH'r ones 2‘ s‘srnwe _
_ Y _ Aviv-¿(“a4 remanenteFracc:.ón ¿e '= --1‘nutos Gr?ore

(¿lun-tamiento a 55°; (73-¿Ireneno III)

WEG-“sa” - es

"PBG-aa<;' 1773.3-(7 };g/ml) um

"I" - 53

"I" .i :ZG-D (2 Ing/ml) JO

“I” “Mi; ( 7 Pg/rnl) 68

"I" ALbúmina (2 tng/ml)

+ PBG ( 7 ¡lg/mL.) 70
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9

en tanto que el Larrafiltrado Fué siempre inactivo. Ahora en, oor adi
ción del ultrafiltrado al residuo, operación efectuada en las condicig
nes descriptas en "Métodos", no solamente se recuperó la actividad to
tal de PBG-asa sino que en algunos experimentos se obtuvo efectos mar
cadamente estimulantes (Tabla XX).

El calentamiento a 80'0 durante 5 minutos del ultrafiltrado nn
modificó sus propiedades.

m. Dependencia de la concentración de sustrato:

se estuïió como en el caso de la "PBG-D"de este mismo material

la velocidad de reagción a distgntas concentraciones de PDG,que osci
laron entre 1 x 10 My 4 x 10 M. na experiencia se efectuó en la for
maya indicada y los resultados se muestran en la Fi . 39‘. Se obser
va que la formación de Urógeno III sigue una cinética de tipo sigmoideo.
Se comprobó además que a concentraciones de PBGsuperiores a 50 PM, si
bien se mantiene constante la formación de Urógenos totales, el Uró
geno III es reemplazado en parte por Urógeno I.

I
Se determinó un|S que osciló en distintas experiencias entre“O” ‘ 0.5

11 y 14 x 10 ¿_.

n. Efecto del ión amonio y otras bases nitro enadas: se sabia que los
iones amonio inhibían la actividad de "PBG-asa" de otras fuentes (147,
305-306), por tal motivo se estudió también su acción sobre la enzima

purificada de higago bovino. gï utilizaron concentraciones de NH que
variaron entre lO My 2 x 10 M, con concentraciones constantes y sa
turantes de TÚG. 3‘4ÉEÏLÉEÉELse resumen los resultados obtenidos
se observa que a 2 x 1L’1 se produce una inhibición del 90%en la f2 
mación de Uró;eno III en tanto que a concentraciones del orden de 10 M

se produjo una cierta activación de la acción enzimática; Ahorabien,
cabe hacer notar que pasando 1a "PBG-asa" tratada con NH por una colum
na de SephaJe: G-25 ó Bio-Gel P-2O, equilibradas con buf er Tris-ClH
0,05 M, pH: 7,4 como se indicó en "Métodos", se eliminó completamente

su efecto, recobrándose actividad de la enzima de manera que 1a inhibi
ción por NHAes reversible.

Se siguieron también las velocidades de formación de Urógenos en
función de las concentraciones de PBG, tanto en ausencia comoen Dresen
cia de distintas concentraciones de iones amonioy con las preparacio
nes enzimáticas dializada y calentada. En las (Fig. 40) A y B se mues
tran los resultados, se observa que si bien la "DBG-asa"presenta una
cinética sigmoidea a medida que aumenta la inhibición de la formación
de UrógenoIII, se van transformando las curvas en hiperbólicas, al i
gual que con las preparaciones enzimáticas dializadas y calentadas.
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i939. Dependencia de la actividad de 'PBG-asá
on la concentración de "PBG'.Se utiiizó enzima
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TwúaXX: Experimento de Ultrafiltración: La actividad del sistema A
se tomó como 100%. Las condiciones y relaciones de incubación
se indicaron en "Métodos".

Homogenato

Sobrenadante (A)

U1trafiltracion

Ultrafiltra6o (B) ResiduoUlitafiltrado (C)

Fracción Actividad de "PBG-asa"
(94)

A 100

D 0

C 0-50

B + C 110- 130

B (calentaño) + c 110 -130

En la jngiíMÏZEI se presentan los valores de Kmaoarenta y[¿0
enlos casos ¿e cinéticas sigmoideas) para las preparaciones de "PÉÉLasa"
¡las condiciones antes indicadas, es decir, en presencia ¿e distintas con
unracioncs ¿e iones amonio, que incluyen tanto las que aumentan la acti
deïñe "EEG-asa", comolas que la transforman casi completamente en acti-ï
dad de "PDG—)”,situación también representada por las preparaciones en
LmaficasJializadas y precalentadas.
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v = n log 5 - log K
Vmáx - v

Representandoentonces en escalas logaritnicas la relación de velocida
desVM. en función de 1a concentraciónde sustrato la pendientem x —

de estos gráficos, "n" representaría el númerode sitios dei unión del
sustrato a la enzima y que sufririan alguna interacción.

En la xabla XXII también se representan los valores de "b" obteni
dos en las distintas situaciones. Se_8bserva que pasa 1a "PSG-asa" con
un So que rarió entre 10 y 14 x 10 M se obtuvo un valor aproximado
de n=' y que a medida que las condiciongs se aproximaron a las de la
"PSG-D", el En aparente tendió a 5 x 10 M, en tanto que se transformó
n = 1, valores que coincidieron con los encontrados para esa enzima.

Se estudió también el efecto de otras bases nitrocenaóas de estruc
tura similar al amoniaco, asi se probaron las tres metil aminas (mono,
di y trimetilamina) e hidroxilamina. Se utilizaron en forma de sus clor
hidratos, previamente llevados a pH 7,4 y luego se agregaron al medio
de incubación en 1a forma indicada en "Métodos".

En la Tabla XXII; se observa que sus efectos Fueron similares, en
relación a1 amonio, aunque menos marcados. Su acción se vió reflejada
sobre todo, en la formación del Urógeno III y si bien también modifica
ron la formación de porfirinógenos totales (Urógeno I ü Urógeno III), su
acción sobre el consumo de PBGfué casi nula, mnstrando posiblemente
comoen el caso de la "PRG-D"1a acumulaciónrb algún intermediario.

°o E5299. 51€. ¿escurre Es. SIPP9.S-.P}1..1ÍPÉ_<‘-FÉ}PF-.SPPI‘C le. "1’.B.Cí-_a_5.a.'.'..ds.hi.
gado_bovinqr Se conor’a nue 1a "PBG-asa" r1e otras Fuentes, se connorta—
ba comouna enzima sulfhidrilica (249, 305-305), por ello se estudió el
comportamientode 1a enzima frente a reactivos protectores e inhibidores
de grupos —SH.

o . Reactivos protectores de -SH=si bien se sabia por los estudios ya
mencionadossobre las condiciones óptimas de incubación, que 1a cisteina
tanto en anaerobiosis comoen aerobiosis con preincubación o sin ella
no presentaba ninguna diferencia en 1a cantidad ni tipo isomérico de las
porfirinas obtenidas por oxidación total de los extractos resultantes
de los sistemas de incubación desproteinizados, resultó interesante inves
tigar el efecto de 1a presencia de distintas concentraciones de cisteina
y otros protectores de grupos -SH. Comoen el caso de 1a "PBG-D"las de
terminaciones de actividad enzimática se efectuaron en las condiciones
indicadas en "Yétodos", salvo que se agregaron los distintos protectores
en las concentraciones deseadas. En los casos de preincubación, el sistema



aXXIL:Kmaparentes y coeficientes de Hill para el PBG

Las actividades fueron medidas en las condiciones indicadas en

“Eétodos”. Se utilizó "PBG—“"de 1a 8a. etapa y "PBG-asa" de 1a

7a. etapa. "PBG-asa" calentada fué "PBG-asa" pretratada, 20 minu

tos a 65-70°C y la "Enzima dializada" fué el sobrenadante de una

preparación de “PBG-asa" que se dializó 48 horas contra agua des

tiïada en la forma descripta en 1a 3a. etapa de purificación de

la PPBG-P".

mación enzimática Kmaparente o
n

Adiciones s
í 0.5]

p M

PBG-“ï' 1.o 5,0

+ 0.01 M NH: 1.o 5,0

+ 0,1 M NH: 0.9 5,0

PBG-asa" 1,7 — 2,2 10 - 14

+ 0,0001 M NH: 2,0 10

+ 0,001 M NH; 1,9 10

+ 0,01 M NH; 1,8 7

+ 0,1 M NH:l 1,0 5
-asa calentada" 1,0 S

madializada 1,0 5
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+
MaXXIII: Efecto de NH_y otras bases nittogenadas sobre la actividad dea 4,.

"Porfobilinogenasa"
Las determinaciones de activifiañ, adiciones y análisis isomérico

se efeCtuaron en la forma in‘icada en "Métoñosv. Se utilizóq;3 mg
7a

de "PBG-asa" de la etapa de purificación, por incubado. Los re

sultados se expresan en porcentaje de un control sin ningún a

gregado.

Concentración Porfirinas formadas (X) Consumode PBG

“Ción (M) Totales Uro III (X)

; 10'2 78 53 100
5 x 10-3 98 7o 100

10'3 101 eo 100

fu; 10'2 75 81 100
5 x 10’3 103 100 100

IQQNH; 10'2 73 85 100
5 x io-3 93 100 100

93NH+ 10-2 72 82 100
3 x lo"3 100 100 100

m2 10-2 80 85 95
5 x 10'3 94 85 100

10'3 113 100 115

se mantuvo durante 15 minutos a 37°C sin el sustrato, pasado ese tiempo
se agregó el 933. Las determinaciones en anaerobiosís se efectuaron en
erlenmeyers del tipo de Thúnberg y en los casos de preincubación el PBG
se colocó en la ampolla de la tapa del recipiente y se dejó caer al sistema
Pecw-‘s de mantenerla enzima en contacto con el reactivo durante 15 minu
‘“3 a 37°C. En la Tabla XXIVse presentan sólo los resultados obtenidos
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¿EEE? FÏFEt9.fle PÏPÑÉCÑQÏES.¿?.9FPPPÉ.TSHPRPFÉ.1É.QFÏÉÏÏñ?d.59 "PRG-asa?

Las condiciones de incubación fueron indicadas en "Métodos": la

preincubacíón se efectuó comose indica en el texto. Se utilizó

0v3mgde "PBG-asa" de lahtapa de Durificación. Los resultados se

expresan en oorcentaie de un control sin aditivos.

Concentración Urógeno III
iones Preincubación formado PBGconsumido

("W (x) (z)

10 - 100 100

1 - 100 100

eina '50 - 100 100

50 + 100 100

10 - 100 100

10 + 100 100

1 - 100 100

l + 100 100

0,1 - 100 100

0,1 + 100 100

1 - 100 100

1 + 100 100

¡cion 50 - 45 90

50 + 43 91

1 - 100 100

l + 100 100

0,1 — 100 100

0,1 + 100 100

.icolato 10 — 50 85

10 + 52 89

l — 100 100

1 + 100 100

0,1 — 100 100

0,1 + 100 100
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en aerobiosis, puesto que fueron similares a los obteni‘os en anaerobio
sis. Se observa que salvo el glutation 0,05 My el tioglicolato 0,01 M
ningunode los reactivos a las concentraciones probadas, tanto en aero
comoen anaerobiosis con preincubación o sin ella, presentan acción so
bre la enzima. El caso del glutation y tioglicolato a altas concentracig
nes podrian explicarse perfectamente por reacción con algún grupo -SH
esencial, cosa no dificil a esas concentraciones, pero aún asi se vé
más afectada la formación de Urógeno III que el consumo ¿e PBG.

o . Reacti os_inhibidores de grupos -SH: en la Tabla XXVIse presenta
1%.acción de distintos reactivos de grupos vSH, y -S-S- comoen el caso
de 1a "PBG-D”se dividen en 5 grupos.ïEn el grupo A, que representa
reactivos alquilantes y formadores de mercaptidas, se observa que salvo
la iodoacetamida que no tuvo acción sobre 1a actividad de "PDC-asa", inn;
bieron la enzima y su acción fué más pronunciada sobre lazroducción de
Urógeno III, que el conSumo de PBG, y que BALfué capaz ¿e revertir 1a
acción inhibiïora de un pretratamiento de la enzima con PCMBy NEMI.
Todos los representantes del grupo B, oxidantes ¿e grupos —SH,inhibieron
1a activiñañ ie PBG-asa, siendo también más marcada 1a acción sobre 1a
formación ¿e Urógeno III que el consumo de PBG.

E1 grupo C representado por el arsenito que reacciona a bajas ton
oentznciones con grupos -SH vecinales, se vé que no tuvo influencia sobre
la actividad de "PBG-asa" y que sólo a una concentración 10 mMprodujo
un 12%de inhibición, pero a esa concentración actnafia sobre grupos
-SHaislaGos. El BALaqui también revirtió la acción del arsenito. El
grupo D representa reactivos de puentes —S-S—,se observa que no produ

jeron una sensible acción sobre la enzima. La activación producida por el
cianuro de soïio se atribuye a efectos del ión Na .

El grupo E reúne una serie de metales pesados cuyos sulfuros pre

sentan muybajos productos de solubilidad y su acción Fué similar al ca
so de la "232-3", todos salvo el Ca , produjeron una inhibición casi
total de la enzima y su acción fué más acentuada sobre la producción de
Urógeno III que sobre el consumo de PBG.

p. Efecto de cationes y agentes quelantes: son los resultados obtenidos
por ultrafiltración se pensó que algún metal podria estar ligado a la
actividad enzimática de la "DWG-asa",asi se estuflió el efecto de catio
nes monof ’ivalentes a distintas concentraciones. En la Iabla XXVI se
vé que los cationes m0nova7entes aún a muvaltas concentraciones no pre
sentaron inhibición e incluso actiron a la "DFG-asa". El Ng++actuó tomo

inhibidor a concegtraciones superiores a 10- M, en el rango comprendido
entre 10 H ; 10 v preSentó uni cierta activación v a ma or r1ilución
no tuvo ningún efecto.
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Para 1a determinación de 1a actividad enzimática se procedió como
se indicó en "Métodos", los resultados se expresan en relación a
un control sin aditivos, se utilizó 0,3 mg de "PES-asa“ de la etapa 7
de purificación por incubado.

1mo Aditivo Concentración Formación ¿e Consumo de
gym) Urógeno 111 PBG

(74) (74)

PCEB 1 3 30

WTTS ‘e 3A: 5 rw" ‘ 105 100
A L3 o ;'2H;“d "a? 100

lifrï 5 .3 70
:7)" \r BAL 7 mM; 5 100 100

'TNB 1 6€ 73

B Glutation oxidado 5 S 52
Cistina 5 75
Iodosobenzoato 5 41

Arsenito 10 38 90
1 lt 100

Arsenito (+ BAL 10 1:31) 10 9?- 100
Arsenito (+ BAL 1 mM) 1 -oo 100

CI Na 10 ¿is 120

o 1 ¿20 120
‘ Tiourea LO 79 100

Na 1 95 100
sos 2

HJT 1 6 50++
C'JJIL _ 7 48
Pp; 4 52

:H l 1 8 45
++

ïn++ 1 6 55
C: 1 91 100

__"_-3_



la XXVI: jfiecto oe catiopeg sobre 1a_actiyidad je ia_Éorfobi1inogenasa".
Las adiciones " condiciones r‘e incubación se efectuaron en la
forma indicada en "Métodos". Los resultaños se exnresan en Dor
centaie ¿e Uróceno III producidos sor un control sin ningún añi
tivo. Los resultados respecto a1 consumode PBGfueron similares.
Se utilizó‘ïamg de PBG-asade 1a'7aetapa.

Afición Concentración Actividac

(mM) (%)

150 100
100 111

50 118
10 125

1 128

0,1 100

150 103
100 118

50 113
10 136

1 14o

0,1 110

+
100 50

75 70
50 67
25 87
10 121

5 110
1 98

0,1 100
0,01 100

Estos metales a 1a concentración de acción óntima, incluso aumentaron
prouorción ¡e Urógeno III de una fracción enzimática tal como1a nro"e
mte ie la 6a. etaoa de purificación, que normalmente produce un 75%de
hero III. ¿hora bien, su agregado a1 residuo del ultrnfiltrado (c) no
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varió su actiziïad enzimática.

Se estuïió también el efecto de distintos quelantes, en la Tabla
XXVII se presentan los resultados, se vé que salvo la 8 HBquinolina
a una concentración 10 mM,ninguno de los reactivos modificó la activi
dad de "PSG-asa". Se pensó entonces que nuevamente la 8-HOquinolina inni
biese de por si 1a actividad enzimática, no por quelación de ninnún me
tal y asi fué pues si después de preincubar el sistema enzimático duran
te 15 minutos a 37°C con 8 HO-quinolina 10 mM, se lo pasaba por una co
lumna de Scphañex G-25 equilibrada con buffer Tris ClH 0,05 M, DH7,4
y luego se determinaba la actividad enzimática del eluido proteico, ésta
permanecía in: terada (Tabla XXVII) .

q. Efectq¿3;3umfleótidos y otros aditivos sobre la activi‘ad de "PRG-asa"
(Tabla XXTTTI):se estudió 1a acción sobre la "PRG-asa" rTelas norfiri
nas Uro I y Uro III, que resultan de la oxidación de los respectivos
porfirinógenos, productos normales de la sintesis enzimática y se obscr
v6 que a1 igual que la Heminano tuvieron influencia sobre la actividad
enzimática. En cambio la urea 8 Minhibió casi totalmente la "PBG-asa",
aunqueeste inhibición pudo ser revertida por pasaje a través de una
columna de Scphadex G-25 equilibrada con buffer Tris-ClH 0,05 M, pH: 7,4.

Se estudió también la acción de algunos diácidos y se observó que
produjeron una disminución de 1a actividad enzimática 1ue osciló entre
8 y 23%,sin variar el tipo isomérico del Uródenobiosintetizado.

Las bases púricas adenina y guanina, a las concentraciones estudia
das, sólo moïificaron muy levemente la actividad de "PBG—asa",en cambio
los nucleóti‘os ¿e adenina se comportaron de manera diferente, a concen
traciones del orden de 10- Mpresentaron una fuerte inhibición de la
actividad enzimfiitca, llegando a ser total en4e1 caso de ADPy ATP, en
cambio a concentraciones del orden de 5 x lO M, ATPpresentó una mar
cada estimulación de la producción de Urógeno III.

En la (;É¿b*gl) se muestran los resultados de la actitddad enzimá
tica versus e1 lagaritmo de las concentraciones de nuclcótidos, se obser
va que el AL? lO M produce un 30% de inhibición,_&a acción del ADPy
ATPcomo ya ES mencionó fué inhibición total a 10 M, en tanto que por
debajo de 10 E, el ADPactúa modificando levemente la producción de
Urógeno III en tanto que el ATPa 5 x 10- Mllega a aumentar la activi
dad en un 30%. Datos similares se encontraron utilizando los nucleótidos
en presencia ¿e Mg , en una concentración igual a 2/3 de 1a molaridad
de1 nucleóti o en el sistema.

Ninguno ¿c estos nucleótidos modificaron el tipo isomérico del pro
ducto de reacción enzimática.
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la XXVII: Efecto de 1ue1an_t_es de metagles sobre 1a "PBG-asa"

Las adiciones e incubados se efectuaron en las condiciones indica
das en "Métodos", en el caso de la B-HO-quinolina el tratamiento
se describe en el texto; se utilizónfi mgde PBG-asade 1a 7a.
etapa. Los resultados se expresan en porcentaje de un control.

Aditivos Concentración Formación de
(mM) Urógeno III

(%)

Dquínolinc. 10 O

Uquinolina.

posterior pasaje por

umnade Sephadex G-25) 10 100

D-nuinolina 1 80

A 5 108

fenantrolina 5 106

¿ dipiridilo 1' 75

a 5 125

Conc1 objeto de observar el comportamiento de estos nucleitidos so
bre la cinética de 1a "PBG-asa", se efectuaron estudios tanto en presencia
deconcentraciones que aumentaran 1a producción de Urógeno III, como a
aquellas que profiujesen inhibición, pero en condiciones "aemedir actividad
enzimática.

El AMPno modificó el tipo de curvas de la "PBG-asa", aunque varió
1aactivivñaaf‘:enzimática, sin embargo, el estudio comparativo efectuado
conel AD‘.’ 42) muestra que si bien concentraciones riel orden de
5x 10’4M, masia-¿En el tipo sigmoideo de 1a curva de saturación de 1a
"PBG'asa"r a 5 JC10-314. además de producir un 30% de inhibición produjo
unamodificación de la curva de saturación que adoptó una forma hiper-bélica

se deteminaron las (80.9 y los "n" según 1a ecuación de Hill (310) y asi
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¡blaXXVII}:Efecto de nucleótidos y otros aditivos sobre la actividad de la

fíïÏpG-asa" :

Los sistemas '1e incubación y las adiciones se efectuaron en las
condiciones indicadas en "Métodos". Los resultados se expresan
en porcentaje respecto al control. Se utiliz603mg de "PB
la 7a. etapa.

r a.IC San de

Compuesto Concentración Actividad
(M) (7€)

. -5
Hemina 10 100

10-4 100

-5
Uro III 10 100

-5
Uro I 10 100

Urea 8 6

. -3
Ac. succïnlco 5 x 10 80

-3
Ac. adipico 5 x 10 92

-3
Ac. ftálico 5 x 10 87

—2
Adenina 10 87

10-3 108

10-4 118
-2

manina 10 95

10-3 90

10-4 104
-2

AMP 10 61

10-3 122
—2

ADP lO 0

—4
S x 10 110

—2
ATP 10 0

.4
5 x 10 130
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10 2.o 30 ¿al EJE-JM
[Pas] P

Efecto del ADP sobre la cinética de la 'PBG-asa“
iicionesy determinaciones de actividad enzimática se
aron en Las condiciones indicadas en 'Metodos' Se uti

),7mg. de 'PBG-asa' de La 7a. etapa de purificación
i‘ M ADP-o-5x104M ADP-A-Controt

Ï

Controt
505-.1x165M
n :2,2

—»+ADP 5xio'4M
so_5;1,4xió5M
n :2,1

l L

ADP 5x1636M
50.5: 5,9 x10 M i
n 11,3

i

4 -¿ 4 3 3 Log [P BG]

Gráficos de Hill (310) para la "PSG-asa" en presenCia
tintas [ADP]Los gráficos resuLtaron de representar
tos de La Fig. 42
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[PBG] ,uM

g.44.Efecto del ATP sobre la 'cinética de ta'PBG-asa'
is adiciones y determinaciones de actividad enzimática se
ectuaron en Las condiciones indicadas en 'MetodosÏ Se- utitizó

img.de'PBG-asa'de La 7aetapa de purificación.o-3x1ó M
ATP,o-5x10‘4M ATP-.-.ControL

ControL
sq5:1,4x10'5M
n 21,9
+ATP 3x10'3M

SO,5:8,9 x10 M
n :1,3

Log.v,/vfiüiv

°‘ '¡' J" Log. [P BG]

+ATP: 5x164M
"- 80.5;1,8x10'5M

n 11,8

l L l 1

345 Gráficos de Hill(310) para ta'PBG-asa' en presencia
distintas [ATP].Los gráficos resuttaron de represen

ir Los datos de La Fig.44



se vé en la fïíg. 43) que de rs 1 x 10-5My n = 2,2 para al controlpasamos a un 50:3j:_1,4 x 10- M 9 un n: 2,1 para ADP5 x 10h M, en tanto
lle a 5 X 10'3N‘el Kmaparente se convirtió en 5¡9 x 10 H y el n = 1,36
Se observa que a concentraciones donde ejerce una pequeña estinulacion
en 1a producción de Uróqeno III, también modifica sólo ligeramente la afi
nidad por cl sustrato, en cambio a concentraciones donde presenta inhi
bición en la producción de Uróqeno III, su acción sobre la cinética =n—
zimática es más marcada, mostrando además de la normalización en e: tipo
de curva de saturación, un aumento en la afinidad de 1a "PRG-asa" r r el
PBG tendiendo además el "n" calculado a 14

En el caso del ATPlos resultados fueron similares, en la (E¿:__íí)
se representaron las curvas de dependencia de la actividad de “PBC-. a"

con 1a_8oncentración de PBG, esta vez en presencia de 5 x 10- M y
3 x 10 M de AT?.

Se obscrpu que como en el caso del ADP, a una concentración a
5 x 10- M, el ¿TP también modifica sólo ligeraksntú el perfil de En tur
va de s turación de 1a "PBG-asa" en tanto que ya a una concentracïjg de
3 x 10- M, que produce alrededor de un 20%de inhibición, en la pr'dlc
ción de Uró_eno III, la curva se transformó en sigmoidea.

En 1a (E¿g¿_íá) se representan los gráficos 93 Hill (310) para cs
tas condiciones y también se observa que a 5 x 10 M el ATPm0difi91
sólo ligegamente tanto 1a forma de la curva de satusación, comolatso 5
1,8 x 10 h y el n = 1,8} en tanto que ya a 3 x 10 M de ATPel perfil
de la curva se modificó totalmente, transformándose en hiperbólica y
aumentandola afinidad dela enzima por el sustrato en casi un 40%, ten
diendo además, también en este caso, el n a 1.
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D- 9...1¡QWSFPJ'TFÉÏIÏ RENÉ)?!

La primera parte de este trabaio empleando higado vacuno, involu
cra la purificación v el estudio de las propiedades de la enzima "Perfo
bilinógen -amonio-liasa" (147), también conocida con las denominaciones
de "Porfobilinógeno Deaminasa (PBG-D)(237), "Uronorfirinógeno I sinteta
sa" (292), "Porfobilinógeno ciclo deaminasa" (147) o simplemente "Deami
nasa".

Se obserüó que la "PRG-D"de higado bovino, al igual que la aislada
dettras fuentes, va sean microorganismos, vegetales superiores o anima
les (22,27, 54, 287, 289, 293, 295-296, 300-306) no se encuentra relacig
nada a ninguna fracción subcelular, tratándose de una enzima soluble del
citoplasma.

Fué purificada unas 300 veces, presentándose, luego de la última
etapa de purificación, comouna entidad proteica, tanto por análisis eleg
troforético en gel de almidón a distintos pH, comopor repetidos pasajes
a través de columnas de Sephadex G-lOOó Sephadex G-200. Estos resultados
concuerdan con los obtenidos de otras fuentes (289, 301, 305-306). Es de
hacer notar que su movilidad electroforética en gel de almidón, resultó
idéntica a las ¿e las "PBG-D"purificadas de fuentes tan distintas_como
callos de semillas de soya (305) y eritrocitos de aves (306) y al igual
que ellas (305-306) presentó, por determinación en columnas de tamices
moleculares (429-431) un P.M. de 40.000 i 4.000.

Su comportamiento, en cuanto a la zona de precipitación por satura
ción con sulfato de amonio, 45-70%y a que su actividad y solubilidad
no se alteró sensiblemente por diálisis prolongada contra agua destila
da, la presentan campuna proteina del tipo dc las albúminas o pseudo
globulinas.

La enzima resultó estable a tratamientos por calor, al igual que 1a
obtenida de otras fuentes (27, 115, 147, 157, 160, 249, 289, 296, 301,
305-306), e incluso aumentó su actividad enzimática por calnntamiento :
(147, 160, 301, 305-306) aunque se desconoce el motivo de este comporta
miento.

zu actividad aumentó can la temperatura de incubación, por encima
de la temperatura fisiológica, presentado un óptimo a 55°C que fué si
nilar al encontrado en otros casos (27, 296, 301).

El Urógeno I fué el único producto de la reacción enzimática. La
formación del porfirinógeno resultó lineal con el tiempo, y si bien
al principio el consumo de PBG Fué irregular, por aumento del tiempo,
de incubación se llegó a una transformación cuantitativa de cuatro molé
culas de PBGpor molécula de Urógeno I formado, al igual que con la en
zima de hojas de espinaca (289) y bazo de ratón (296) y a diferencia
del caso de la "PBG-D"de germen de trigo (301) y de callos de soya (305).
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La enzima fué igualmente .activa tanto en aero comoen anaerobiosis,
aunquese observaron diferencias en el porcentaje de Uro I encontrado
en el medio de incubación, que resultó casi nulo en anaerobiosis y aumen
tó considerablemente en aerobiosis, por oxidación del Uró eno en presen

cia de 02, al igual que con la "PRG-D"purificada de bazo de ratón (296).
Estos últimos datos son coincidentes con los obtenidos para la mavo

ria de las "?BG-D"purificada: de otras fuentes (299, 293. 2950296, 300
301, 306), aunque difieren de la de callos de semillas de sova (305),
dondela enzima sólo es activa en anaerobiosis.

En estos últimos tejidos si bien en anaerobiosis se inhibió la
formación de Urógeno I; no ¿e alteró sin embargo, el consumo de PBG.
La formación dc Urógeno I en función del tiempo presentó además un "lag",
con un consumo normal ¿e Fép. se supuso que estos fenómenos podrian deber-z
se a la transformación lenta de un intermediario polipirrólico en Uropor
firinóneno y además que éste debia encontrarse en la forma reducida, para
su posterior transformación en porfirinóqenos (305).

En el presente trabado Oundeno se ha observado "lag", ni tampoco
la necesidad de condiciones anaeróbicas para la actividad, de acuerdo a
la mismahipótesis, de formarse el intermediario. _ '_Ïín transformación
en producto final restaria posibilidades para que se oxidara en presencia
del aire.

El pH óptimo fué de 7,4, coincidiendo exactamente con el de las
"PBG-D"de glóbulos rojos de aves (160, 306), y la de germen de trigo
(301) y siendo muycercano al de otras fuentes comoB:_fipperoides (27),
bazo de ratón (296) y callo: dc semilla de soya (33),, Su actividad fué
mayor en buffer Tris que fosfatos de la misma fuerza iónica y pH.

La "PEG-D"<ñhigado bovino al igual que la de todas las otras fuen
tes estudiadas (27, 160, 289; C96, 301, 306) a excepción de callos de
semilla de soya (303-384), prd;entó una cinética “Michaeliana”, con un
[m aparente de 5 x lO M, que aunque menor, resultó muy cercano al obte
nido en otros casos (27, 160, 289, 296, 301, 305-306).

La enzima se comportó como 'ulfhidrilica, y sus grupos -SH no pre
sentaron necesidad de p? '” “"”’ "agentes reductores) ain en los más a1
tos grados de purific- .. :;_¿_tados que coinciden con las "PBG-D"de
otras fuente: (Sal, LCF--%wï 3; actividad no se alteró por bajas con
centraciones de arsenitt de :odlo, por lo tanto no habia grupos SHve
cinos en el centro activo de la enzima. Al no ser alterada la actividad
enzimática por la presencia de sulfito y cianuro de sodio y tiourea, se
descartó la necesidad de pienees —S-S-enla configuración proteica de la
"PBG-D".

Respecto a las sustancias que actúan comoinhibidores de la actividad
enzimática se pudieron dividir en 2 clases: a- Inhibidores que disminuyeron



1a actividad enzimática impidiendo el consumode PBG:entre éstos, pode

mosagrupar los nucleótádos de adenina que inhibieron a 10' Malrededor
de un 35%, aunque a lO M el ATP, aetivó un 20%, en tanto que AMPy ADP
no tuvieron acción.
b. Inhibidores que modificaron ligeramente el consumode PBG,pero in
terfirieron seriamente en la formación de UrógenoI. Dentro de este gru
po podemos mencionar los reactivos de grupos -SH tales como PCHB,NEMI,
Iodosobenzoato, DTNB,cistina y glutation oxidado, los cuales inhibieron
casi totalmente la producción de Urógeno I sin modificar sensibiemente
el consumode PBG.Estos resultados coinciden con los obtenidos por otros
autores trabajando con la "PBG-D"purificada de germen de trigo (301),
de callos de semilla de soya (305) y de eritrocitos de aves (306) y di
fieren de los observados para la enzima de espinaca (291), donde la
inhibición se presentó como una disminución en el consumo de PBG.

El mecanismofloral cual actuarian los -SH de la enzima no está aún
muyclaro. Se ha postulado que la acción de la "PBG-D"sobre el PBG
ocurriría en dos etapas (294, 301-302, 305), la primera estaria relacio
nada con la formación de un polipirrol y la segunda consistiría en la
reacción del polipirrol y PBGpara formar el Urógeno I (305). Comose
obServa, la acción de todos estos reactivos se vé más reflejada en la
segunda etapa que en la primera, por ello los -SH podrian estar involu
crados en esta segunda etapa.

La diferencia de velocidad de reacción de los distintos reactivos
utilizados, en relación al PCMB,podria deberse a que los Grupos -SH no es
tarian muyexpuestos ó tal vez sólo a diferencias en cuanto a su acción
especifica.

La inhibición similar que se observó por cationes de metales pesa
dos, que forman sulfuros con muybajos productos de solubilidad, apoya
ria los postulados anteriores, aunque, en este caso particular, dado las
concentraciones usadas, estos metales podrian inhibir la "PBG-D",no sólo
por efecto sobre los grupos -SH, sino por otros mecanismosgue modifica
ran la estructura proteica. Debe señalarse que el Ca y Mg no resul
taron inhibidores, el Mg incluso, aumentóligeramente la actividad
enzimática, estos resultados son lógicos desde el punto de vista de los
productos de solubilidad de sus sulfuros e indicarian que al menosen la
enzima de higado vacuno, no presentarian el efecto regulatorio atribuido,
especialmente al Ca , en la enzima de germen de trigo (301).

El ión amonio y la hidroxil amina al igual que sobre la "PBG-D"
de otras mentes (292, 294, 301, 304-307) actuaron inhibiendo más la
producción de Urógeno I que el consumo de PBG, considerándose también en
este caso, más alterada la segunda etapa, aunque no se pu'o determinar
en qué forma. Los estudios cinéticos mostraron que el ión amonio actuó
como un inhibidor “no competitivo" de la "PBG-D"con un Ki = 0,172 M.
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Estos resultados estarian de acuerdo con la existencia de dos en
zimas o un: enzima con dos sitios catalíticos, uno para la formación
del polipirrol,Ye1 segundo, más sensible a todos los agentes enumerados,
seria el que formaría el UrógenoI, Ahora bien, los resultados analíti
cos sobre la "PBG-D"purificada de higado bovino, indicaron laIresencia
de un solo componenteproteico con actividad enzimática, es decir, todo ellc
ello sugeriria la presencia de dos sitios cataiiticos en la mismaenzi
ma, hipótesis apoyada por los gráficos de Arrhenius para 1a determinación
de la Energia de activación.

Varios ñiácidos, actuaron comoen los casos anteriores, inhibiendo
más la formación de Urógeno I, que el consumo de PBG: se considera, de
acuerdo a la hipótesis de Tait (314), que estos ácidos dicarboxilicos
competirian con el PBGo el polipirrol intermediario, en la unión de
dos de los restos carboxilatos de los ácidps acéticos y propiónicos de
las cadenas laterales de los mismos, con una o dos cargas positivas
de aminoácidos básicos, sobre la "PRG-D“:resultados confirmados en par
te, por acción de 1a 2-metoxi, 5- nitropona, ya que aunque esta podria
haber modificado seriamente la estructura proteica de la enzima, se vé
que su efecto de refleja más sobre 1a producción de Urógeno I que sobre
el consumode PBG;indicando ésto, la necesidad de restos aminos libres,
para 1a actividad enzimática.

Por acción de agentes quelantes, a1 igual que por agregado de catio
nes, no pudo determinarse necesidad absoluta de ningún ión metálico para
la actividad de "PBG-D".Cabe hacer notar que de una serie de estudios
llevados a cabo con distintos aditivos, no se estableció tampocorequeri
mientos de ningún otro cofactor.

El efecto deaetivación de los iones sodio y potasio; más marcado cgn
el segundo, podria indicar la necesidad<h una asociación molecular de la
proteina, para una mfiximaactividad enzimática.

La segunda parte de este trabajo se refiere a1 aislamiento y puri
ficación de higado bovino de la "Porfobilinocenasa", también conocida
comocomplejo "Porfobilinógeno Deaminasa-Uroporfirinóceno III Cosintetasa",
de la"Uroporfirinógeno III Cosintetasa" y el estudio de sus propiedades.

Los sistemas enzimáticos crudos de higado bovino catalizaron siempre
la biosíntesis de UrógenoIII y otros porfirinógenos de la serie III, espe
cialmente Coprógeno III, que derivaron del primero, al ser utilizado como
sustrato de la "Porfirinógeno Decarboxilasa"; es decir, el higado de va
ca se comportó de manera similar a 1a observada en todas las fuentes es
tudiadas (51, 115, 117. 157, 160, 249, 285, 289-290, 299,305-306, 308-309),
presentando catálisis exclusiva del isómero ncrmal, el UrógenoIII.
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La "PBG-aSa" pudo ser purificada unas 110 veces, en cuanto a la
"I" no se pudo seguir la purificación desde el momentoque aún se desco
noce la relación real de "PBG-D"a "I" en el extracto crudo de higado
bovino, y el segundo sustrato, además del PBG, de esta última enzima.

La "PRG-asa” se comportó como una entidad proteica tanto por repe
tidos pasajes por columnas de Sephadex G-lOO y Sephadex G-200, como por
electroforesis en gel de almidón, a distintos pH, donde también la "I"
se presentó comouna única proteina. La "PBG-asa" mostró una movilidad
electroforótica ligeramente inferior a la "PBG-D"de esta mismafuente,
que como ya se mencionó, coincidió con las "PBG-D"de canas de semillas
de soya (305) y eritrocitos de aves (306), la "I" presentó una mayor
movilidad electroforética, también comparable con la purificada de las
fuentes antes mencionadas (305-306).

Por pasaje a través de columnas de Sephadex equilibradas con buffer
'rris 61H 0,05 1:, pH 7,4 + 0,15 Mc1: (429-431), la "PBG-asr." purificada
presentó un'PQH. cercano a 50.000 en tanto que la "I" un P.N. 210.000
+ 21.000, éste último se modificó sensibJLemente al disminuir la fuerza
iónica del medio en columnas de Sephadex fiG-QOOpresentando, en esos
casos, un P;H. de aproximadamente 70.000 + 7.000 y a veces aún inferie
res, dependien'o del tratamiento previo y_la concentración de la enzima

La mayormovilidad encontrada para la fracción I si bien podria se)
atribuida en parte a una gran cantidad y exposición de cargas sobrela
molécula proteica, resultaría asimismouna explicación dudosa dada la
gran diferencia en el P.M., relacionfindola con la "PSG-D",por ejemplo.
Llama también la atención que la "PBG-asa" presente un P.M. similar a la
"PBch", considerando comoes costumbre, que por lo menos estaria formada
por una molécula de "PBG-D"y una de "I": ahora bien, el aumento en el
volumende elución a fuerzas iónicas y concentraciones proteicas menores
estaria de acuerdo con la existencia de subunidades de "I", de menor
P.M., resultados que coinciden con los de Llambias y Batlle (305-306)
estas unidades de bajo peso molecular serian quizás las que formarían
junto a la “PRG-D",la "PRG-asa" activa.

El hecho de que, después de la precipitación fraccionada con el
sulfato de amonio de la "PBG-asa" (etapa 4) el sobrenadante sirva de
fuente para la obtención de la fracción "I" y que en el pasaje a tra
vés de la columna de Sephadex G-lOO, equilibrada con buffer TPiÉsCIH
0,05 MpH 7,4 + 0,15 MClK el primer pico proteico presente actividad
de "I", sugirieron que en el Hígado bovino al igual que por ejemplo
en hemolizados de sangre humana (299), la "I" se encuentra en un gran
excesot Este último resultado seria lógico con la hipótesis de Levin
(296) quien ha propuesto que la "I" no actuaria comoenzima sino este
queométricamente o tal vez que los distintos organismos se asegurarian
con ese exceso de "I", la formación del UrógenoIII, es decir, el inter
mediario normal en este camino metabólico y además permitiría explicar
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1a condensación de las excesivas cantidades de1“PBEhacia estructuras
del tipo isomórico III en las Protoporfirias eritropoyéticas humanas.

La formación de porfirinas fué también en este caso función lineal
del tiempo y la concentración proteica de la "PBG-asa" y aunque el con
sumo de PBGtampoco aqui, al igual que con la "PBG-D", fué tan regular,
pudo llegarse a transformación de cuatro moléculas de PBGpor molécula
de Urógeno III formado, aumentando el tiempo de incubación. La "I"
sólo varió el tipo isomérico del producto obtenido sin modificar 1a
cantidad total de porfirinógeno formado, a1 ser agregada a una determi
nada cantidad Ce"PBG-D".

En cuanto al pH óptimo de acción de la "PBG-asa", se observó que
si bien la enzima más altamente purificada presentó un óptimo definido
a 7,4 en buffer Tris-ClH, con preparaciones no tan purificadas, que
catalizan la formación conjunta de Urógenos I y III, si bien 1a mayor
cantidad de Porfirinócenos se produjo a pH 7,4, la proporción de Uróge
no III aumentó a pH más ácidos y alcalinos, datostpe concuerdan con los
obtenidos por Cornford (147), utilizando preparaciones parcialmente
purificadas de glóbulos rojos humanas. Esto se explicaría o bien por
una mayor sensibilidad de la "PBG-D"a las variaciones de pH respecto de
la "I" o quizás, que pese a que la formación total de porfirinóqenos
no esté favorecida, las condiciones estimulan una mejor interacción
entre las "PBG-D"e "I" para formar el complejo activo.

La "PBG-asa" al igual que la "PBG-D"mostró ser una enzima sulfhi
drilica, sin necesidad de protectores de grupos —SHpara su actividad.
Fué inhibida por reactivos tales como PCMB,NEMI, Iodosobenzoato, DTNB,
cistina, glutation oxidado y iones de metales pesados (con las mismas
consideraciones ya hechas para el caso de la "PBG-DP)aunque no fué modi
ficado sensiblemente por iodoacetamida. La inhibición se ejerció más
en la formación de Hrógeno III que en el consumo de PBG, sugiriendo que
en este caso también, la producción de Uróneno III se efectuaria endos
etapas, siendo la segunda la más sensible a estos reactivos. En 1a pri
mera etapa se formaría un intermediario polipirrólico que luggo en una
segunda fase por reacción con PBG, se transformaria en Urógeno III, en
esta reacción estarian involucrados los -SH de 1a enzima, aunque aún
desconocemos cómo. La inhibición por PGMBy NEMIpudo ser revertida por
BALy observando las diferencias en 1a inhibición de los distintos reac
tivos respecto al PCMB,ésto indicaria también que los -SH no estarian
muyexpuestos y ésa seria la razón de la menor reactividad, por ejemplo,
de los agentes alquilantes.

Comoen el caso de la "PBG-D", tampoco "PBG-asa" fué inhibida por
concentraciones de arsenito de sodio del orden de 16 M, reacción carac
teristica para grupos -SHvecinos, ni alterada por reactivos caracterís
ticos de puentes disulfuros.

— 137 



La fracción”Uroporfirinógeno III Cosintetasa", si bien termolábil,
se vió protegida tanto por la presencia de la "PBG-D",ya sea comofrac
ción aislada o formando parte de la"PBG-asa", comopor la presencia del
sustrato, PDG.La protección ejercida por el PBGpodria atribuirse a
unión de éste o un polipirrol de estructura similar a la fracción "I",
durante la catfilisis. Por otra parte, la acción de proteceión ejercida
por la fracción "PBG-D"no se debió solamente a un efecto del aumento
de la concentración proteica, ya que no pudo obtenerse el mismoresul
tado por presencia de otra proteina; estos resultados y el hecho de que
las fracciones proteicas de-la"PBG-D"e "I" se mantuvieran juntas a
través de todo el proceso de purificación de la "PBG-asa“y que los
únicos mecanismoscapaces de separarlas fueran precalentamientos duran
te más de 20 minutos a 65-70°C y diálifis prolongadas contra agua desti
lada, indicarian la existencia de una fuerte interacción entre las
fracciones "PBG-D"e "I".

Las experiencias de ultrafiltración de la "PBG-asa"sugirieron
la existencia de un factor de bajo P.M., termostable, necesario para su
actividad. Estudios tendientes a identificarlo, ya sea por agregado de
agentes quelantes a las preparaciones enzimáticas o el de cationes al resi
duoultrafiltrado, dieron resultados negativos, desconociéndosehasta
el momentosu estructura y por ende su modo de acción.

El hecho del aumento tan notable de la actividad enzimática, den
tro de los pocoso minutos de calentaminto de la "PRG-asa" y de que el
agregado de estas fracciones precalentadas a fracciones sin tratar, no
reprodujeran la sumade sus actividades enzimáticas por separado, sino
una fracción de ellas, sugeririan asimismola presencia de un inhibidor,
en este caso termolábil y fuertemente unido a la enzima, ya que la acom
pañaria durante todo el proceso de purificación. Estos dos últimos he
chos se continúLn estudiando con el objeto de explicar su significado.

Los iones Na+ y K+ aumentaron la actividad de la "PRG-asa" en un
amplio rango de concentraciones, siendo más marcado el efecto del K
que el del N: 7 resultados simikres s obtuvieron con el Mg , aunque
éste,a concentraciones mayores de 10- M, inhibió la actividad enzimática.

Estos iones, a concentraciones que activaron la "PBG-nsa", incluso
aumentaron la proporción de Urógeno III de un sistema catalizado por
una fracción enzimática comola proveniente de la 5a. etapa de purifi
cación que produce tanto Urógeno I comoUrógeno III, se ha interpretado
que estos iones actuarian, aumentandola interacción entre las componen
tes del complejo, promoviendo asi una mayor actividad enzimática.

Por estuïios cinéticos de la enzima, se observó que la curva de
saturación presentó un perfil sigmoideo, determinandoe en distintas

experiencias una} S8 5} que osciló entre l y 1,4 x 10 My un "n" deI .Hill (31o) igual ‘a
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El ión amonioinhibió la enzima, efecto similar presentaron las
distintas metil aminas, no observándose diferencias apreciables entre
ellas, ésto indicaria que la inhibición es especifica del ión amonio
cucternario y que no se modificaria sensiblemente a raiz de impedimentos
estéricos.

El ión amonio así como el calentamiento de 1a "PBG-asa" y la dia-3
lisis contra agua destilada convirtieron la actividad de "PBG-asa"en
actividad de "PBG-D",modificando también el perfil de la curva de sa
turación, de sigmoideo a hiperbólico, en esas congiciones también la

[So tendió a1 Kmaparente de la "PBG-D" (5 x 10 M) convirtiéndoseel"n" de n= 2 en n= l. Ahora bien, en esta transformación se modificó
también el tipo isomérico del producto formado de 100%de Urógeno III
a casi 100% de Urógeno I.

Se ha determinado ya, que los nucleótidos y nucleósidos poseen di
versos efectos sobre la biosíntesis de porfirinas en R. spheroides
(439-442) en callos de semillas de SOya (263), e higado de rata (443
447).

Se ha visto que la adenina, sus nucleósidos y nucleótidos (439)
producían inhibición en 1a biosíntesis de porfirinas en R. spheroides
y además que en estos miSmosmicroorganismos expuestos a la luz, los
tres nucleótidos de la adenina ejercían inhibición sobre 1a excreción
de Copro (439-441). Se determinó también que en esta acción, el ATP
era más efectivo que el ADPy éste a su vez más que el AMP(439,442).
En higados de ratas con porfiria experimental, la excreción de porfiri
nas también disminuyó por administración de nucleósidos y nucleótidos
purinicos (443) y ademas en ratas en las que se indujo porfiria con una
serie de compuestos, se encontranan niveles bajos de ATP(444-447).

Todos estos hechos llevaron a estudiar la acción de la base adeni
na y sus nucleótidos sobre la actividad de la "PBG-asa".

Se observó que a concentraciones del orden de 10-2Mla acción de
los tres nucleótidos fué similar, produjeron inhibición de la enzima,
efecto muchomás pronunciado con el ADPZyATP, que ejercieron inhibi

ción total, que el AMPque_ánhibió_zólo un 40%. A concatraciones inferio
res, comprcndidas entre lO My lO M, su acción fué de ligera estimu
lación en la producción de Urógeno III.

Respecto a la acción de los distintos nucleótidos se vió que aun
que similar, el efecto del ATPresultó ligeranente más acentuado que el
del ADP,coincidiendo con los datos hallados para R. spheroides (439,
442), en cuanto a la excreción de porfirinas.

En el estudio de la cinética, en presencia de lostres nucleótiHOs
se observó que mientras el AMPprácticamente no tuvo influencia sobre ia
curva de saturación de la "PBG-asa", el ADPy ATPa concentraciones
que actuaron, disminuyendo la producción de Urógeno III, modificaron



du perfil haciendo tender el "n" a 1 y disminuyendo la [So 51 observándose también que fué más eficaz en este sentido el ATPque'e ADP,pues
to que produjo el mismoefecto, aunque a menor cnncentración.

Esto sugeriria una acción fisiológica importante de estos nucleó-;
tidos en la regulación de 1a biosintesis de porfirinas en el higado
vacuno, comoya se observó en otros organismos, especialmente en lo que
respecta a 1a actividad de la "PBG-asa".

Estos resultados permitirían postular que la "PBG-asa"de higado
bovino se comportaría comouna enzima alostérica. Su modelo molecular
podria asemejarse a1 de la Aspártico transcarbamilasa que posee dos
tipos de subunidades con actividades diferentes, unas cataliticamente
activas y otras regulatorias o quizás más al de la Hemoglobina, donde
existen dos tipos de cadenas proteicas de estructuras diferenes, con
la mismaactividad biológica, aqui representadas por las fracciones
"PBG-D"e "I", ambas con actividad enzimática. Cada subunidad poseeria
por lo menosun sitio de unión para el PBGque interactuarian entre
si, no se descarta por supuesto la existencia de más de dos sitios.

El complejo enzimático podria existir en dos (448-449) o más es
tados conformacionales, intermedios entre los anteriores (450-451), con
distinta energia de unión para el sustrato. La introducción de una pri
mera molécula de PBGen la enzima, posiblemente en la fracción "PBG-D"
induciria una transición en la estructura proteica, que comoresultado
se visualizaria en una disminución en la energia de unión de la o las
moléculas restantes, de allí el perfil sigmoideode la curva de satura
ción.

En presencia de los nucleótidos, que actuarian comoefectores alos
téricos, desapareceria el efecto cooperativo positivo del PBG,al ser
ellos los responsables de tal transición en la "PBG-asa"y asi se ex
plicaría 1a modificación de la curva de saturación de la enzima, en

presencia de AD?y ATP, la disminución de la (S )y que el"n" de Hill
(310) haya tendido a l. 0'5

En cuanto a la acción del ión amonio, seria diferente a 1a de los
nucleótidos, ya que, si bien transforma en igual modoel perfil de la
curva de saturación de sigmoideo a hiperbólico, la actividad de "PBG
asa" (cataliza formación de Urógeno III a partir de PBG), se convierte
en "PBG-D"(cataliza formación de Urógeno I a partir de PBG), condicio
nes similares a las obtenidas por diálisis prolongada contra agua des
tilada, dondeprecipita la fracción "I" y queda soluble la fracción
"PBG-D"o calentamientos que destruyen la actividad de la fracción "I".
Se cree que la acción del NH seria la de fijarse al mismositio de unión
del PBGen la fracción "I", a_través de su grúpo metil amino y que tal
vez además de esta acción inhibitoria sobrela "I"; quedandoen conse
cuencia sólo la fracción "PBG-D",parcialmete inhibida, se produzca

-140—



algún tipo de disociación molecular del complejo activo.

Sin embargo, no debemosolvidar que estos datos cinéticos, tam
bién podrian resultar de 1a combinaciónde las cinéticas individuales
de dos enzimas involucradas en una transformación que ocurriría en
dos o más pasos y que ambfis utilizarian el mismo sustrato, además de
intermedirios aún no identificados, pudiendo intervenir cada una de
ellas, quizás más de una vez.

E1 mecanismo presentado por Llambias y Batlle (305), se adaPta
perfectamente a todos estos resultados, puesto que acepta la unión de
la primera molécula de PBGa la fracción "PBG-D",quizás a través de
sus restos carboxilatos, y que siempre sobre la superficie enzimática
se producifiia en una primera etapa la unión a otra molécula de PBG,
a-truvés del metil amino de la primera y la posición no sustituida
de la segunda.molécula—de’PBG:esta primera etapa podria finalizar a
este-nivel ó quizás cuando el dipirrol preformadorreaccionase con otra
molécula de PBG.Es posible en las-ciclizaciones "I" dependientes que
en este paso ya haya intervenido la fracción "I" o tal vez lo haga en
el posterior, para luego ciclarse. En las "I" independientes la acción
de la "PBG-D también tendria lugar en dos etapas,y seria aqui la res
ponsable de la sintesis total. En la segunda etapa de amboscaminos
intervendrian los restos - SH de las enzimas siendo también la más
sensible, sobre todo al ión amonio. El ión amonioy las bases nitroge
nadas en las citlizaciones "I" dependientes actuarian además compitieg
do con el resto metilamino del PBGo del polipirrol formado, por el
sitio activo de la fracción "I".

Estos postulados no descartan sin embargola posibilidad que dee
de un principio, el complejo actúe comojna entidad dondela unión de
la primera molécula de PBG, induciria cambios conformacionales en la
estructura total, disminuyendola energia-de unión de otra molecu1aae
PBGa la enzima y que los nucleótidos, ADPy ATPactuarian como efecto
res alostéricos.de la enzima.
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Bo RESUMEN

, Se detalla un método enzimático para la obtención de PBG.

. Se describen los métodos de aislamiento y purificación de "Porfo
bilinogenasa“, que logró purificarse 110 veces, de "Porfobilinógeno Dea
minasa", purificada 310 veces y de "Uroporfirinógeno III Cosintetasa",
que se obtuvo libre de "PBG-D".

. Las enzimas fueron igualmente activas en anaerobiosis y en aero
biosis.

. Tanto la "PBG-asa" como la "PBG-D"presentaron un pH óptimo a 7,4
en buffer Tris-ClH 0,05 M, observándose que con "PBG-asa" menos purifi
cada si bien la formación total de porfirinógenos fué inferior a pHmás
ácidos o alcalinos, se estimuló el porcentaje de UróqenoIII, indicando
o bien una menor sensibilidad de la fracción "I" a variaciones de pH.
respecto a la fracción "PBG-D"o que se favoreceria cierto estado de aso—
ciación -lisociación entre subunidades necesario para una mayoractividad,

. Las formaciones de Urógeno fueron función lineal tanto en 1a con
centración de "?DG—a:a"como de " PBG-P" asi como del tiempo; además el
agregado de "I" a un sistema con "PBG-D"no varió la velocidad de forma
ción de Urófenos, ni los Urógenos totales, sólo modificó el tipo iáomérico.

o En gel de almidón, a distintos pH, las tres fracciones se compor
taron comoentidades proteicas únicas, siendo casiidénticas las movili
dades electroforéticas de "PRG-asa" y "PBG-D"en tanto que la de "I" fué
relativamente muchomayor.

. Se determinó un P.M. de 40.000 para "PBG-D“, 50.000 + 5.000 para
EPBG-asa" y 210.000 + 21.000 para "I" aunque disminuyendo Ïa fuerza ió
!ica del medio lograron determinarse en este último caso un P.M. 70.000
t 7.000 y fin menor, indicando que estaria formada por subunidades.

.LLa diálisis prolongada contra agua destilada mantuvocasi intac
ta la actividad de “PBG-D",en tanto que convirtió la actividad de “PBG
asa" en "PSG-D"y precipitó la fracción "I".

. Por ultrafiltración la "PBG-asa"demostró la presencia de un fac
tor débilmente unido a la enzima y necesario para su actividad.

1 La "PES-D"fué estable a calentamientos prolongados a 70°C, pero
a esa temperatura se inactiva la "I"; la adición de PBGprotegió a ésta
última de la inactivación por calor, efecto también ejercido en marte
por la "PBG-D"e "I", y además que el PBGse uniria a la fracción "I",
explicando asi su protección, sugiriendo además ésto, una unión del pBG
o el intermediario polipirrólico a la fracción "I" durante 1a catálisis.

. Por calentamiento a tiempos breves se obtuvo una marcada estimu
lación de la actividad de "PSG-asa"y se sugiere quecs debida a la des
trucción de un inhibidor ternnlábil fuertemente unido a la enzima.
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. Las "PBG-asa" y "PBG-D"ue Comportaron como enzimas sulfhidrilicas.

. Se postula que 1a rormación de Urógenos se produciría en dos eta
pas, en la segunfla intervendrian los -SH y seria la más sensible a los
iones amonio.

. El efecto estimulante de varios cationes, se atribuyó a un: posi
ble fenómenode asociación -disociación de las enzimas.

o Se postuló la unión del PBGa la "PBG-D"por sus restos carboxi
latos en base a inhibiciones producidas por varios diácidos.

. La "PBQ-D”presentó una cinética "Michaeliana", con un Kmaparen-O
te de S x 10 I y fué inhibida no competitivamente por iones amonio, pre
sentando un Ki - 0,172 M.

. La "?BG-asa" presentó una curva de saturación sigmoidea, con una

[SOJque osciló entre 10-14- My un "n" de Hill igual a 2. E..perfi1 de
la'curva se convirtió en hiperbólico por presencia de iones amonioque

transformaron además la asgividad de "PBG-asa" en actividad de "PBG-D"
variando la[É r a 5 x 10 My el "n" = 1, resultados también obtenidos
por diálisis y'Éontra agua destilada y por calentamiento.

. Los iones metil, dimetíl y trimetil amonio inhibieron 1a "PBG-asa"
en forma similar al ión amonio.

-2
. Los nucleótidos de adeniga inhizieron a 10 Men tanto que mostra

ron liqera actiïación entre lO y 10 M.

ATPy AD?a concentraciones que inhibieron la formación de Uróaeno
III modificaron el perfil de 1a curva de saturación de sifmoideo a hiper

bólico, disminuyendo la [SO5]y tendiendo el "n" de Hill a 1.
1

. Se postula que la "PBG-asa" se comportaria comouna enzima alos
térica y tendria al menosdos sitios activos que interactuarian positiva
mente y que los nucleótidos ADPy ATPactuarian comoefectores alostéricos.
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