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INTRODUCCION

1. IMPORTAIICIA DE LAS PORFIRINAS EN LA NATURALEZA

Casi toda la energfa utilizada por los orsanismos vivos proviene de la
irradia?a por el sol, v es captada durante el proceso de fotosintesis, por
los vegetnrles y almacenada en forma de hidratos de carbono, que servirén co-
mo princinocl fuente de erergia a los animales, mediante las oxidaciones ce-
lulares. n la captacién de la energia luminosa tiene fundamental importan-
cia la Clo'ofila, en tanto que en las oxi‘aciones celulares, la Hemoglobina
y los Citocromos, en sus respectivas funciones de transportadores Ade O2 '
de electrones, cumplen también un rol indispensable.

Des’e 1330, gracias a las investigaciones de Hoppe-Seyler (1) se pudo
detarminer la estrecha relacién estructural entre- el Hemo (Fig. 1), grupo
prostético “e la Hemoglobina y la Clornfila (Fig. 2). Willst¥tter (2 ) esta-
:blecié que ambos compuestos eran derivades tetrapirr6licos y Fischer (3) pro-
!fundizanr.'.o estos estulios, pudo determinar la composicién y pasicibn de las
icadenas uni "as al tetrapirrol, deteyminando en 1928 la estructura del Hemo
'y en 1934 1o de la @lorofila.

En 1605, Mac Munn (4,5) estudiando Jistimtos‘ tejicdos, habia enconmtrado
eh todos ellos, pigmentos con caracteristicas de absorcién espectroscbpicas
similares o las de la Hematina, por lo cual los llamé “Histohematinas": en
1925 Xeilin (6), crnfirmé estos hallazgos y dejd ademds establecida su fn-
tima relacién estructural con el Hemo y la Clorofila, rebautizando a estos
igmentos con el rombre de Citocromos (Piamentos celulares).

| De 1o ‘icho, surge la importancia de los tetrapirroles en la maturaleza,
a que s¢ encuentran en todas las formas de vida, des”e los procariotas has-—
a los eucariotas, siendo todos ellos, capaces de sintetizarlos a partir de
ustancias quimicas de estructura simple. Las Ginicas excepciones parecen ser
08 microo-ganismos estrictamente anaerébicos y el Lactobacilli (7) que ob-
ienen su energifa por fermentacibdn de sustratos orgénicos.

| Se nue‘e considerar la sintesis de los tetrapirroles, un atributo fun-
enta] e las células aerbdbicas, la cual parece ocurrir er. todas ellas,
través ¢ un camino biosintético comfn.

B PARFIINGS

En 1367, Thudichum (8,9), aislé por primera vez una porfirina a partir
g:sangre, D0or tratamiento con &cidos fuertes. E1 pgimento fué llamado

ruéntina®, Afies mls tarde, Hoppe-Seyler (1), preparb esta misma porfirina

’ern la “enominé "Hematopnrfirina", nombre que describe en forma mas grafica



Estructura del Hemo

Fig.1
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m erigen eaintenso color rojo. Con el correr de los afios se han encontrado
orfirinas libres, aunque en pequefia cantidad, en la mavoria de los tejidos
r érganos de animales, toles como médula ésea, higado, excreciones biliares
r sangre, entre otros, en tejidos -egetales y microorganismos. Algunas espe-
:ies poseen lucares de acunmulacién, tal el caso de la glandula de Harder de
oedores. En condiciones patolégicas, en varias formas de Porfirias (10-18),
e encuentran cantidades aumentadas, acumuladas en distintes 6rganos y/o ex—
:retadas en erinas y/o heces.

Por definicibdn, las porfirinas sun tetrapirroles cicliceos. libres de
retales. Son derivados Ze una estructura macrociclica fundamental, denominada
'Porfimd " (Fi-, 3), donde los cuatro nficleos pirrélicos designados 4, B, C
rD se unen a través de sus posiciones » y<{ prima por cuatro carbono meti-
iicos, denominado X & , X y & . Las distintas porfirinas se obtienen por
F\:stitucién en@ , de los ntcleos pirrélicos, por grupos Aalquilos o deriva-

s de los mismos.

El anillo de la Porfind puede considerarse planar, dentra de una des-
lacién de 10* a cada lado. Como se ve en la (Fig., 3), en el anillo exiaten
1 dobles ligaduras, particularidad que hace a la gran estabilidad de este
cleo macrociclico. La "teoria de valencia de unisn'", atribuye la gran
stabilidad, al gran nftimecro de hibridos de resonancia de igual 9 casi igual

rgfa, en tanto que la "Teoria de Orbitales Moleculares", la atribuye a la

locacidén de los electrones de las dobles ligaduras, que dada su posicién

lativa, pueden moverse a lo largo de toda la molécula. Esta estabili 'ad se
refcrzada, por el hecho de que en las porfirinas, las posiciones ™ de los
leos pirrélicos esthn ocupadas por restos sustituyentes y ésto anula ain
las posibilidades de modificacién,

| Como se dijo todas las porfifinas naturales poseen las posiciones(’fde
s cuatro nfcleos pirrdlicos ocupadas por grupos alquilos y derivados de
los; de acuerdo a la ‘rariedad de sustituyentes y su posicién relati a en
s distintos anilloes obtendremos un nfmero variable de isémeros.

Supongamos el caso de dos tipos distintos de grupos alquilos, que pode-
s denominar A y B con 1 condicién cue un mismo nGclen no pueda tener dos
tituyentes iguales, llegamos a la conclusién de que se obtendrén 4 isédme-
s, tal el caso de Corro, Uro y Etioporfirinas. En la (Fig. 4) se muestran
s cuatro tipos idoméricos de la Etioporfirina, por transformaciones quimicas
t las cadenas laterales de todas las porfirinas, puede obtenerse Etioporfi-
Ina y conforme al tipo isomérico que resulte finalmente, se clasificaré esa
prfirina como tipo I, IT, III 6 IV,

Si en cambio consideramos tres sustituyentes distintos en forma tal de
ener cunatro de un tipo  dos de los otros, vemos que podemos obtener 15 isé-

kros, los cuales a su "¢z pueden también ser referidos a las Etioporfirinas,
epsecto a su tipo isomérico. S' €stos Tadicales son 4 metilos. 2 vinilos y

-1 =~
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2 4cides propibnicos, obtenemos las Protoporfirinas, que pueden ser referidas
tanbién a las Mesoporfirinas (porf‘irinas con 4 radicales metilos, 2 etilos v

2 &cidos propibnicos, en sus posiciones (9) que no se han encontrado en la na-
turaleza y que fueron csintetizadas por Fischer, en la creencia que una de és-
tas, formaba parte del grumo prostético de 1la Hemo~lobina. Si bien no fué asi,
la sintetizada en noveno lugar, pudo ser relacionada con 12 porfirina del gru-
po prostético de la Hemoglobina, por reduccién de los dos radicales vimilos,
de ésta y de allf su cendminacién de Proto IX (Fig. 3).

La Proto IX pertencce al tipo isomérico III, pues puede con ‘ertirse, por
hidrogenacién de los 1inilos vy Aescarboxilacién de los propibnicos, en Etio-
porfirina tipo isomérico III (Fig. 4).

Todas las porfirinas nzturales normales, pertenecen al tipo isomérico III,
aunque en ciertas porfirias aparecen porfirinas del tipo I. No se puede descar-
tar la existencia de norfirinas del tivo IV en condicienes normales debido a
que 10s métodos de meparacidn conocidos, no permiten destinguirlos del isbme-
10 III; respecto al isbmero II, hasta ahora se separaron solamente una vez,
de fuentes naturales.

Las porfirinas emiten una intensa fluorescencia por radiacibén con luz
ultraiioleta, esta pronie“ad es utilizada nara su determinacidn cuantitativa.
Con luz de una lamoars de Hg de 405 nm de longitud “e onda, la fluorescencia
de las porfirinas, aumcntz linealmente con su concentracién, por encima de
5 pg/100 m1 (19-20).

Las porfirinas poseen también, bandas de absorcibdn caracteristicas en el
ultravioleta cercano y en el visible ue se utilizan para su caracterizacién,
deteccidn y determinaciébn cuantitativa. E1 nGcleo es estalle a los tratamien-
tos Cen 4cidos fuertes y Alcalis, pero susceptibles a las reacciones ca:zaliza-
das por la luz,

Poseen una gran tendancia a formar uelatos con metales del grupo de tran-
sicién, los naturales y de importancia biolégica, son los derivados del Fe (que
representan los grupos prostéticos de la Hemoglobina, Citocremos, Catalasas y
Peroxidasas) y los del iig (lasClorofilas). Ademis, se puede obtener Uroporfiri-
na III, casi pura, de plwias de Turacus, en las cuales se encuentra baje la
forma de complejo clprico.

3.~ PORFIRINOGENOS

Son tetrapirril metenos ciclicos, es decir, los cuatro nlcless pirrélicos
de las porfirinas, se unen en este caso por puentes metilénicos, también se
los 11ama hexahidroporfirinas, ya que adem&s de los cuatro &tomos de hidrégeno
incorporados a los puentes metfnicos, se adicionan otros dos a los nitrégenos.



: Son incoloros y no fluorescentes, debido a la desaparicibédn del sistema de
jobles ligaduras conjugn<cs, que existe en las porfirinas. A diferencia de las
orfirinas, sélo poseen & ban-a de absorcién, en la zona del inforrzroio,

rededor de 220 nm de longitud de on-a, caracteristica de los nicleos pirré-
icos.

También se conocen norfirinas parcialmente reducidas, dihidro y tetrahi-

Broporfirinas, que presentan bandas de absorcién a 550 y 400 nm y 735 nm (21)
Pespectivamente.

Los porfirinbégenos nueden cLtenerse pcr reduccion quimica de las porfiri-
en atmésfera inerte v en oscuridad, cun Hz/Pd (22-23), berhidruro de pota-
ie 0 amalgama de so io (24-29). Su aparicibn en vrinas de pacientes porfiri-
9s fué observada por primera vez por Fischer (30) y casi una década y media
[después por datsun y colaboradores (31-32), Afios mls tarde, también Rimington
ly Ziegler (33) determineron la existencia de estos tetrapirreles no fluores-
entes er higado de anii.ales porfiricos.

f,- BIOSINTESIS DE_PORFIRINAS

Durante muchos arios se aceptd 12 tedria errbnea de Fischer, quien afirma-
ba que la Proto IX provenia del catabolismo del Hemo, la cual luego se trans-

formaba en Copro y por (iltimo en Uro, pracesos todos, que implicaban una serie
de carboxilaciones sucesivas.

En 1932, Van der Bergh y colaboradores (34) planearon una experiencia,

ue consistfa en perfundir un higado con Proto IX; de ser valida la teoria

de Fischer, debfia ap~recer Copro en la bilis excretada, como producto de cata-
bolismo y efecti~amehte, los autores encontraron Copro. Sin embargo, el mismo
Fischer (35), Viglieni (36) y Salzburg y Watson (37) repitiendo la misma ex-
periencia, no pudieron confirmar los resultados.

En esa misma épocz,; Dobriner y colaboradores (38-42) postularon, que

la aparicién de Copro lestaba més relacionada con la eritropoiesis que con la
hemblisis y Lemberg y colaboradores (43-44), una década mis tarde, sugirieron
que Uro, Copro y Proto I'. eran precursores del Hemo.

Pn ese entonces, la teorfa de Fischer debi6 abandanarse, ante la falta

de pruebas en su favor y la improbabilidadde la existencia de los procesos
que implicaba.

Estudios cinéticos realizados utilizando ALA y PBG (Fig. 5) como precur-
sores, indicaron que Uro v Copro eran intermediarios en la biosintesis del
Bemo (45-49); Grinstein y colaboradores, sugirieron que la Copro III era pre-
cursor del Hemo (50).
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Hoare y Heath (51-57' demostraron 12 conversién de PBG en Uro y Copro
idemds que Uro se sintetizeba antes que Copro.

El camino biosintéti-:o pudo, finalmente, ser aclarado, gracias a los
ibajos de los gripos e Shemin y Neuberger (Fi~. 6) .

— PRECURSORES E INTERZDIARIOS
a,Glicina

La aplicacibn ¢ 1~s técnicas usando radioisétooos, fué el p=2so mAs
importasne en la Ailu idecibdbn del camino biosintético 4el Hemo.

. . . . . . 15
Shemin y Rittenberg trabaians o con aminodcidos marcados con N,
observaron que el I {e la glicina era especificamente utilizado, para la
bios{ntesis del Kemo.

Los estudios se efectuaron pur administraciédn "in yiwo" de glicina
15y a humanos (55-56,, el mismo Shemin ingirié glicina ~'N y a ratas(57)
y andlisis de 1a “roto IX de la Hemoglobina aislada, e "in witro®, utili-
zando eritrecitos ce aves y eritrocitos inmaduros de mamfferos (58-60).

El estudio “im —ivo" per—itidé a2demis medir la vida media de los eri-
trocitos humanos (56).

Por degradacién del Hemo, asi marcado y posterioranAlisis MUir y
Rittenberg (61), por un lado y Wittenberg y Shemin (62) oor otro, demos-
traron que los cuatro nlGcleos pirfélicos se marcaban por igual, deducien-
do de ésto, que la glicina, prooorcionaba los cuatro 4tomos de nitrdbaeno
del Hemo.

Estudios con glicina 2—140 (63-66) mostraron que la radioactividad
se_incorooraba a la molécula del Hemo, En cambio trabajos con glicina
- C, mostraron que el carbono del carboxilo de la glicina, no se incor-
poraba al Hemo (66-63), a diferencia Ae’ acetato, que incornoraba los
dos Atomos de carbono (69-71).

Se oudo determinar (72-74) que 12 glicina aoegtabalios carbonos de
163 nuentes metilénicos y trabajando con glichna N 2- C, Vittenberg
y Shemin localigz ron otros cuatro 4tomos de carbono proveniente del
Cy de la glicin~ que se corresoondian con los cuatro carhonos alfa de
los nGcleos pirrélicos del lado de las cadenAas sustituyentes, prooibni-
cos (75).

Mas tarde, se confirmé la utilizacién de ? moléculas de glicina, -

para la formacidén de una de Proto IX, empleando distintos sistemas
(47, 50, 76~7%8).

-10-



b, Succinil qu_n_z_i_m_a_ A

En experiencias de administracién "in vivo", de acetato marcado con
deuterio, Bloch - Hittenberg (69) demostaron que se incorporaba en el
Bemo circulante, lo cual fué también confirmado por Ponticoro y colabora
dores (71). Por ~egradacidn el Hemo obteni“o "in vitro" a nartir de ace-
tato mArc2“9 en el corbov lo o en el wmetilo (“7.70,',7’3)5:(= Artermind laeao
oue 26 de los 34 Atomos de cabbono, de 1la Proto IX, eran suministrados
por el acetato.

Lemberg al su~rir que Uro, Conro ' Proto IX, er=wn nrecursores del
Bemo (43-44,30-01), también oredijo la particinacidn Ael ciclo de Krebs
en 1a sf{ntesis del Hemo.

Como todos los pirroles del Hemo, se marcaban de la misma manera,
ciando se los obtenia a nartir de acetato marcado® &hemin - Rittenberg
(79) vostularon la formacién de un tnico pirrol, orecursor de las oprfi-
rinas, que se formaria a partir de dus moléculas iguales de cuatro Atomos
de carbono y una glicina. Sugirieron ademis que ese intermediario de cua-
tro carbonos, formado a partir del acetato, podria ser un derivado del
dcido succinico, tAl como la succinil coenzima A, proveniente del acetato,
L través del ciclo de lus Acidos tricarboxilicos.

Shemin y colaboradures (82-83) en 1952, lograron demostrar que el
succinato se incorporaba en el fdcleo pirrélico de las pirfirinas, incu-
bando eritrocitos intactos y nemulizados, con 8cidv 3uccinico 1-4 C y
que la incorporacién era estimulada por la presencia de coenzima A. Mas
tarde {84-85) demostrarun también la participacién del ciclo los A&ci-
dos tricarboxilic i usandu citrato 1-5 C, 2-cetuglutarato 5- C y 2-
cetuglutarato 1-2° C, les que fueron incorparados al Hemo en hemolizados
de eritracitos de pato. En todos los casos, la radieactividad obtenida corr
rrespnndid a 1o esperada, de actuar efectivamente la succinil-coenzima A
como intermediario.

Schulman y Richert (86) en 1957 encontmaron que la biosintesis del
Bemo a partir de glicina, estaba disminuida en hemolizados de sangre de
pato deficientes en pantotenato y vitamina BG' mientras que no era afecta-
da cuando se partia de ALA.

En 1958 Brovm (87-89), estudiando la binsintesis de ALA en eritroci-
tos de pollos, a nartir de glicina e intermediarios del ciclo de Krebs,
observd que disminufia, en presencia de inhibidores del ciclo y se estimu-
laba por &cido L~lipoicc, al mismo tiempom encontrd que esta sintesis,

a partir de succinato, era estimulada por ATP.

Estos datos ratificaban que el compuesto de cuatro carbonos, interme-~
diarios en la formocidn del primer pirrol, en la biosintesis del Hemo, era
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la succinil coenzima A obtenida, hien por descarboxilacisn del 2-cetn-
glutarato o 2 partir de succinato, por accibédn de la Succinil-Coenzima A
sintetasa.

¢, Acido 5-amino levGlico (ALA)

Una ez “emocstradn el nanel Ae » ecursnres en 1A bissintesis del
Hemo, de la glicina y 1la succinil-Coenzima A determinado que el PBG
era un intermeliario normal, Neuberger y Scott (90), en Londres, prena-
raron nosibles compuestos formados a partir de glicina - succinil-coen-
zima A, capaces de converti{ipge 1luego en PBG. Sintetizaron; entre otros,
ALA, &cido succinamida acético y &cido succinimido-levfilico: Lascelles
(91) incubb estos dos filtimos en un sistema de R.snheroides y comprobd
que no era intermediarios. Al mismo tiempo en Estados Unidos,1 hemin
y Russell (92) observaron, incubando glicina 2- C y glicina ~°N, en
un sistema de emolizado de sangre de pato, con succinil coenzima A,
que cuandio agregaban ALA, la radioactividad esvecifica, recuperada en
el Hemo, se veia diluida, indicAndose entonces que el ALA, era capaz
de reemplazar & la glicina y succinil coenzima A y por lo tanto actuar
como intermediario. Postularon ademés, la formacibn del &cido S-amino-
~j—ceto adinico, que se descarboxilaria espontinea o enzimlticamente.

Neuberger y Scott (90) obtuvieron resultados similares, ratificadsgs
por Dresel y Falk (48,93), quienes trabajando con eritrocitos de pollos
demostraron la incorporacibén de ALA en PBG y Hemo.

En 1954 Shemin v colabppadores £g4) Yy en 1956 el grupo de Neuber-
ger (95-96), utilizando ALA ~ C y ALA "N confirmaron su incorporacién
en el Hemo.

El grupo de Shemin (94,97-98) determind adem&s, que el ALA tiene
otros destinos, as!f{ puede volver a entrar al ciclo de Krebs y formar
nuevamente Acido succinico, en tanto que el &tomo de carbono provenien-
te de la glicina, el 05 del ALA, en forma de"fragmento de Cy" (formiato)
puede ser utilizado en l1la sintesis de purinas. Se demostr6 que sbélo una
miy pequefia porcién ¢:1 ALA biosintetizada =ufre esta transformacién,
lo cual podria ser consecuencia de una actividad de ALA-dehidratasa
normalmente alta.

El ciclo de Shemin relaciona entonces, la biosintesis de ALA (nexo)
con el metabolismo de porfirinas, purinas y amino&cidos y el ciclo de
Lrebs (Fig., 7

En 1931, Sachs (99) observs aque 12 orin2 Ae un naciente de »orfiria
aguds contenia un crombceno que reaccionaba, con el reactivo de
Ehrlich. el iiismo modn cue el urobilind eno, con 1= A4iferencr> gue en
este c2s7, el ni-mento rnin era insoluble en cloros”»rmo, AHos mAs tar-de
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V214estr¥m y colaboradores (100-102) reconocieran el pigmento como una
entidad distinta y estudiaron las propiedades del crombgeno; al que deno
minaron "Porfobilind-~eno", encontrando que por calentamiento en medio
&cido, oroducia Uroporfirinas.

En 1952, Vestall (103) logré aislarlo en forma cristalina y confir-
md que por calent-miento en solucidn buffer de nH 7,5 generaba Uro y
ademas liberaba iones NHZ. Un afio m&s tarde, Cookson y Rimington
(104-105) determinaron su estructura que fué confirmada luego por sin-
tesis por Rimington y Krol (106). Posteriormente, Prasad y Raper (107),
Scott (108), Xockson, Mc Donald y Mac Donald (109), Jackson y Mac
Donald (110) y Frydman, Despuy y Rappoport (111), lo sintetizaron nor
otros métodos quimicos, logrando mejores rendimientos. Prunty (112) v
Grinstein y colabocfadores (113), encontraron PBG en hiaado y heces de
vacientes con norfiria aguda y casi una Aécada después Mauzerall y

Granick (114), lo-raron Adetectarlo en o-inas normales.

Su rol como intermediario en la biosintesis del Hemo fué demostra-
do en 1953 usando eritrocitos de aves,nor Falk, Dresel y Rimington
(45y93) y por Bogorad y Granick (115) en sistemas de células de
Chlorellas congeladas y desconceladas. debiAn a que el PBG es ‘mnerme=-
ble a las células enteras (47, 54, 114, 116), aunque si se incuban
en oresencin de ALA, el PBG formado dentro de la célula, puede difundir
al medio, indicando ésto, una selectividad de pasaje a través de la

embrana celul:-r (117),

e, Tetranirroles, Urn-orfi inas (F‘1q 8_), Flrlaporflrlna, Porf‘1r1nas

Hexa y pentacu‘boxillcas, Coproporflrlnas y Porfirinas trlcarboxihc::\s.

——- - - - ¢ - - e wwe- - - -—- . . e e e wm @ e = W= * e wme-

Salkowski,GUnther y Schumn entre otroas, se ew’ntr>ron en 13 »r ' na
del casn Peira; un naciente “e norfiri> concénita, un? porfirina,que

en or ncHio confundieron con la Hematoporfirina obtegi‘a por Nencki

Por transformaciones quimica de la Hemina. Afios mAs tarde Fischer

(118) aislé 1a principal porfirina de las orinas de Petry y cristalizé

su éster metflico, describiérdola en principio como una porfirina hep-
taearboxilica, pero lyego por descarboxilacién total determiné que eran
ocho los grupos carboxflicos por molecfilas (194) y por descarboxilaciédn
parcial, de sblo cuatro restos carboxilos obtuvo Copro (120) caracterisén
dola luego como tipo isémerico I. S, estructura fué establecida por -
Fischer y cdaboradores (12). Si bien en 1936 Waldestr®m (101,122-123)

y Mertens (124—125), independientemente, aislaron de orinas de pacien-
tes de porfiria aguda, una nueva porfirima, que por descarboxilacibén
producfa Copro III e identificaron ese pigmento como Uro ITI, en 1845,
Grinstein, Watson y colaboradores (113, 126) lograron separar del lla-
mado "éster de Valdestr¥m”, por cromatograffa, sobre carbonato de calcio,
una zona que pertenecfa a Uro I, y otra que correspondia ; una porfirina

-14 -
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heptacarboxilica, la cual por descarboxilaciédn daba Copro III, siendo
por lo tanto, la que dn realidad pertenecia a la serie III.

La Uro III se separd de la Turacina, un pigmento que contiene Cu y
se encuentra en las plumas de Turacus, aunque en principio Fisbher y
Hilger (127-128) 1a consideraron Uro I. Rimington (129) estudbando la
porfirina asilada de once especies de Turacus, determind que por descar-
boxilacién sbéle producia Copro III.

Estx datos fueron confirmados por Nicholas y Rimington (130), aunque
Vatson y 3erg (131) no obtuvieron resultados similares,

Afios m&s torde With (132) confirmé los hallazgos de Rimington, esta-
bleciendo en forma indiscutida, que la Uro proveniente de la Turacina es
8ro III.

Después de dar crédito y apoyar por medio de experiencias con sus-
tratos radioactir/os a la teorifa que postulaba, la formacibén inicial de
pirroles altamente carboxilados, que luego se descarboxilaban progresiva-
-mente; era de esperarse que se encontraran en la naturaleza porfirinas
-con nGmero intermedio de grupos -CCOH, entre la Uro y la Copro y Proto IX,
ya sea en condiciones rormales o patolégicas.

Fischer y Jord4n (133), describieron una porfirina pentacarboxflica,
que denominaron "Condroporfirina", obtenida de ostras cen perlas, pero
luego por cromatograffa sobre papel, se vid que era una mezcla de Uro
y Copro (134).

Nicholas ¥ Rimington (135), indicaron la presencia de porfirinas
de 3, 5y 6 y 7-800H en varios materiales y Mc Swiney y colaboradores
(137) aislaron vy purificaron una porfirina pentacarboxilica de orinas
de pacientes porfiricos.

Grinstein y colaboradores (113,137) encontraron porfirinss de 5,6
y 7-COCH en orinas de pacientes de porfiria cutanea tarda. El1 anélisis,
afios mAs tarde, de tipo isémerico (138-141) indic® que 1la porfirina
de 5-CCCH erz unc mezcla de isbémeros I y III, la de 6~CONH isbdmero III
fundamentalmente y la 7-CCCH isbmero III.

En porfiria eritropoyética (142) se ha observado excrecién de por-
firinas de 5, 6 v 7 C?0H, que también han sido hallados en orinas de
pacientes de porfiria aguda intermitente (143).

Porfirinas de 5, 6- y 7-COCH acompafiando a Uro y Copro, se han

aislado también de incobados de distintos sistemas (22, 25, 27 29, 45,
54, 115-116, 144-147),
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La Coproporfirina fué aislada y reconocida como entidad diferente
yor Hans Fischer en 1915, quien in-estigando los pi~mentos de las heces
7 orinag del fomoso caso Petry, estudiado por Glinther, denominé a los
ompuestos tetranirrédlicos aislados, de acuerdo a su origen; asi al de
rrina lo 1lamd Uronorfirina y al de las heces Coproporfirina; aunque
luego también encontréd Copro en orinas,

La Copro se c:icreta en orinas y heces normales, respectivamente en
las siguientes ccontidades, durente 24 horas (50-1004 ) y (202-250 '( ),
:stos valores estin 2umentados en ciertos estados patolédgicos, especial-
rente porfirias. e acuerdo al desorden patolégico, se encuentran aumen-
tadas las del tipo isomérico I (Porfiria eritropoyética) o III (Porfiria
utanea tarda).

Recientemente se encontrd en porfiria del tipo "variegate' (148) un>
sorfirina unid~ 2 un polipéptido, por uniones tioéter, determinAnduse que
s¢ trataba de unc porfirina tricarboxilica (149). Porfirinas tricarboxi-
licas fueron hall-das también en bilis humana, médula espinal bovina e
gado porcino (150-152) y mé&s recientemente Kennedy y colaboradores
'153-154) aislaron también una porfirina tricarboxélica en gléndula de
jarder de ratas normales, nostulando que su estructura correspondia a
la 2 acrilico, 4 prop‘énico Deutero-porfirina IX, que podria gser un in-
termediario en 1o transformacidn de Coprbégenc III a Proto IX. También
timington y colaborzdores (155) aislaron de meconium una porfirina tri-
z:arboxilica a 1a que caracterizaron como la 2-vinil, 4-carboxietil-Deu-
teroporfirina Iil.

f+ Porfirinégenos como intermediarios

Ante la eidencia de que Uro y Coproporfirimnas, no podfan actuar
omo sustratos en lo~ biosintesis de porfirinas (22,49,75,95), surgié la
idea de que fueran sus porfirindgenos los verdaderos intermediarios.

Bogorad (22-23) y Neve y colaboradores (24), efectuaron los prime-
ros trabajos utili-ondo porfirindgenos como sustratos y demostraron la
sonversién Ael Urbgeno III en Copro y Hemo, oor células de Chlorella y
:ritrocitos Ae pato, resnectivamente.

La participacidn del Urdgeno III fué corroborada por una serie de
trabajos empleando <distintas fuentes (25,27,29,51,54,156-161).

En 1962, Batlle y Grinstein, demostraron la utilizacién del Firih:
jeno como sustrato en la biosintesis del Hemo y por lo tanto su rol de
intermediario (29, 161). A%~e m4s tarde, San Martin de Viale y Grinstein
{162) establecieron ademés la intervencihn de los Pentlgeno y Hexégeno,
como intermedi~rios,
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La particioncién del Coorégeno, en la biosintesis Ael Hemo, data de
8, demostrada por Granick y Mauzerall (159,163) utilizando eritrocitos

pollo y Euglena » ha sido confirmada por una serie 4e trabajos (29,
y 166),

IMAS INVOLUCRADAS EN LA BIOSINTESIS DEL HEMO

Succinil-coenzima A sintctasa

— s a e,

Como ya se menciond en Precursores e I nterme~iarios, la succinil CoA
:de obtenerse por <dos vias importantes (82-87, 1¢7) en las que estén
rolucradas enzimas diferentes.

Por descarboxil-cibn oxidativa, del 4&cido 2=-cetoglutarato, producida por
el complejo enzim&tico "2-cetoglutarato deshidrogenasa™ que contiene
en su composicibén cinco actividades enziméticas, seis moléculas de

ATP y &cido lipoico y ocho moléranlas de FAD e interviene en el ciclo
de Krebs,

Por formacién directa a partir de succinato, CoA y ATP (5 GTP) catali-
zada por la enziino "Succinil-CoA sintetasa?

Shemin y Kumin (82-83) trabajando con hemolizados y eritrocitos en-
ros de pato y succinato 1-4 C demostmaron en precencia de malonato,
ribidor de la oxidacién del &cido succinico, via ciclo de Krebs, que
rededor de un 50% de la radioactividad se incorporaba en el Hemc; com-
»bén'ose asf{, que por lo menos en este sistema, las dos vias de forma-
Sn de succinil Coii mencionadas, eran igualmente importantes.

La succinil CoA sintetasa ha sido aislada y purificada de hojas de
pinaca ¥$8-170), e rifibn y corazén de perro (171), de R. spheroides
72-177}, fie hojas e trigo (178), de corazén de cerdo (179), de mitocor-
ias de Jerusalem ArtichoRe (180), de hojas de tabaco (181-182), de le-
minosas (183-101), v de calbs de semillas de soya (185).

La enzima cotnliza la formacibn 4e succinil CoA 2 partir de succinato
CeA y de un nuclebtido trifosfato, La enzima de mamfferos utiliza GTP
ITP, en cambio 1~ Je Vegetales y bacterias es especifica de ATP.

Se han encontrado subunidades en la enzima purificada de R. spheroides
76-177) y se ha " isto que la succinil CoA-sintetasa estaria involucrada
el control de 1~ biosintesis del Hemo {183, 185-186).

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

La propionil Co’ en presencia de 002, ATPY una enzima carboxilante que
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contiene biotina,; forma 1la metil malonil-CoA que »no~r Aaccidn de una eni-
merasa y luedo la malonil mutasa, enzima que utiliza vitamina B como
cofacto , forme sivccinil CoA. Esta via es immortante en bacterias »ro-
pibnicas, al-unos otros microorganismos y se ha determinado acdemds en una
variedad Ae teji-'os “e mamiferos rumiantes, aunque su interopretacién con
la biosintesis '@ norfirinas 30n no se ha estudiado,

)A partir “e acetoncetil-CoA, nor accibén de 1a enzima 3-ceto &cido—CoA
transferasa.

. ALA-sintetasa

La formacién <e ALA a nartir “e glicina s succinil CoA, es la orimera
taoa que conduce esnccificamente a 1a formaciAn de norfirinas, la enzima
ue cataliza est~ renccibdn, es 1a Delta 2minoleviilico sintetasa, ALA-sin-
etasa ALA-S . ) fosfato Je niridoxal, necesario »nara la sintesi: de »or-
irinas a nartir ‘e sus orecu-sores (37 187-1%9) seria el fnico cofactor
ndisoensable, comftn, nar2 la enziwa de todas las fuentes estudiadas (199
91).

De acuerdo a los sustratos, se »udo nredecir '85), aue el prudacto
rimario de 1la con<ensaciédn, es el Acido 2-amino 3-ceto adinico,; el cu=l
1 ser un 2-ceto &cido,; se Adescarboxilaria r4niAdAa y esnontineamente
1025194) o enzimiticomente (92).

A nesar de su gron distribucioén, esta enzima tiene la »narticularidad
e ser my inestable (173,199) y por lo tanto diffcil de detectsr atn en
quéllos tejidos, conde hay seguridad de su existencia,.

Se estudié la enzima proveniente fle varios sistemas, y se vi6 que al
iqual que 1~ goprogen~sa a Aiferencia del resto de las enzimas del c2a-
mino metabdlico ce las ovorfirinas era particulada, (164,195) zunque re-
cientemente se o 2islado ourificado de hicado de rata, una forma solu-
ble de 1a enzima (196-197).

Ha vodido s<r cetectado en extractos libres Ade células de R. soheroides
(1°9-190), en extractos Ae Rhodosoirillum rubrum (190), en preparaciones
particuladas de eritrocitos de aves, en las que se provocd anemia por
tratamiento con fenil hidracinas (200-201), en eritrocitos de aves norma-
les (87), en bocterias fotosintéticas (173, 202-206), en mitocondrias de
higados de cobayos porfiricos (196), pero no Ade normales (227), en homo-
genatos de higados de ratas normales y porfiricas (208), en reticulocitos
humanos (209), en mitocondrias de S. cerevisiae (310), en mitocondrias de
‘qlandula de Harder de ratas normales (211), en extractos libres de célu-
las de levadurs Torulopsis utilis (212) y en extractos de callos de semi-
llas de soya (213).
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La enzima se ha solubilizado y purificado parcialmente de R.
heroides (173, 189-190, 198-199) y de reticulocitos de conejos (214),
diéndose estudiar asf algunos de sus requerimientos.

De estudios Con la enzima proveniente de eritrocitos de aves anémi-
s (190,202) se --i6 que la "ALA-S" no era totalmente especifica para
s sustratos naturcles y podia utiliZar propionil-~CoA, glutaril-CoA y
etil-CoA, rara dar las correspondientes aminoacetonas, aunque la velo-
dad relatise de sintesis era menor que con succinil-CoA, en cambio 1la
zima proveniente cde R. spheroides era altamente especifica pora succinil-j;
Ao

Por tratamiento con PCMB, Gibson y colaboradores (202) emcontraron
idencias de un grupo -SH, necesario parz la actividad enzimAtica.

Como se menciond antes, la enzima es generalmente muy inestable,
' ha observado pérdida lineal de la actividad con el tiempo, afin a -15°C,
i extractos celulores o enzima parcialmente purificada. En 1963, Burnham
Lascelles (173), indicaron que en R. spheroides, la actividad de "ALA-S"
m en los organismos intactos, en condiciones de "no crecimiento" desa-
rece rdpidamente, indicando que serfa debido a un proceso activo.

Se vid que 'in vivo" el problema est& compensado con una alta velo-
dad de recambio de la enzima. Granick (216) encontr§ que la 1jla media
:1a enzima en higado de embrién de pollo, era de 6 horas; Marver y
laboradores (217), observaron gp cmmbio que la enzima de higadc de rata,
nfa una vida media de 70 minutos.

Se cree que 1o dificultad en la detecciédn de la enzima no seria sblo
bido a su inestobilidad, sino quiz& a necesidades diferentes de factores,
ira 1a enzima obtenidas de distintas fuentes. El1 hierro, por e_enplo, que
isulta inhibidor de la enzima proveniente de Athiorhodacae (218) parece-
\a actuar como cofcctor de la enzima de eritrocitos de aves (87,219).

Algunos tejidos poseen alta actividad de deacilasa (1%6) que actua-
\a compitiendo por-la succinil CoA., lo cual podria ser en estos casos la
1 razén de la imposibilidad de medir actividad de "ALA-S".

Mis recientemente, se ha detectado en algunos tejidos la presencia
: ciertos componentes que acompafian a la enzima y que parecen actuar como
hididores (207,213,220-222); ésto también explicarfa su baja actividad
ribuybnaoseles ccdemés un rol regulatorio en la biosfintesis de porfiri-
18,

El mecanismo de formacibén enzimltica de ALA, fué objeto de varios
studios (223-225), Jde ellos se dedujo que el fosfato de piridoxal forma-
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ra una base de Schiff entre su grupo carbonilo y el amino de la glicina.

El complejo perderfa un protédn del carbono 2 de la glicina y as{
resultaria yp carbanibén estable, que reaccionaria sobre el centro elec-
trofiflico del carbonilo tioester, de la succinil CoA, liberé&ndose CoA
y dcido 2-amino-3-cetoadipico que por descarboxilacién darfa ALA (Fig.9)

Un an4lisis cinético de la reaccibén (223), indicbd aue el fosfato de
piridoxal, situado sobre la enzima, se unirfia a la glicina y también so-
bre 1a enzima se producirfa el ataque a la Succinil-CoA, liberéndose lue-

g0 los productos en el siguiente orden:CoA, COz,ALA y por filtimo fosfato
de piridoxal.

Se acepta que 12 ALA-sintetasa juega el rol principal en la regula-
cién de la biosintesis de porfirinas,

Se demostrS que la enzima es regulada por Hemcy Proto IX, mediante
w mecanismo de “feed-back" (173,197,226-229), es decir, el producto fi-
nal del camino biosintético, regula la primera enzima especificamente in-
volucrada ey su sintesis. Lascelles, en 1964 (7), postulé que éste se-—
ra uwno de los mecanismos yue utiliza la cé&lula para la regulacibn de
la biosintesis ¢e porfirinas. El1 otro mecanismc regulatorio seria més

importante y resultaria de uma respuesta a bajos niveles de enzima (173,
216,230) .

Granick (216,230), bas&ndose en le mecanismo clésico de re¢miacibn
e un sistema reprimible, de Jacob y Monod (231), propuso el siguiente
esquema para 1o regulaciédn de la biosfntesis del Hemo: considera la
"ALA-S", enzimo limitante del camino biosintético del Hemo y que todas
las otras enzimas estari:a en cantidades no limitantes.

El gen regulcdor del operén Hemo, inducirfa la sintesis de una
protefina, el aporrepresor que en presencia del Hemo, el correpresor,
formar{a el represor de la sintesis de "ALA-S", enzima limitante de la
biosfntesis del Hemo, La cafida de concentraciédn del Hemo en la célula,
disminuiria las posibilidades de formacién del represor activo y asf{
se inducirfa 1o sintesis de ™ ALA-S" (Fig. 10).

El efecto Ce inductores de porfiria (206,232-235), serfa competir
con el Hemo por el nporrepresor, inactivando su acciém, y al faltar un
control para 32 sintesis de "ALA-S", aumentarfa desordenadamente la can-
tidad de porfirincs en la célula.

ceALA-Dehidrasc

La formacién ce PBG, a partir de dos moléculas de ALA, en una reac-
cién del condensacién del tipo de Knorr, es catalizada por la enzima
"-aminolevfilico hicroliasa", "S-amino levhlico dehidratasa" 6 5-aminole
vilico dehiapasa (ALA-D).
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Esta enzima esti ampliamente distribufda en la naturaleza y se ha medi
do en vegetales (144,183, 236), animales (48.93.95—96,237-239) y mi-
rganismos (117,240-244). Ha sido aislada, purificdda y estudiada en
do de buey (245-247), de eritrocitos de aves (237, 248-249), de Cory-
cterium diphtcrice (245-246), de R. spheroides (173,250-254), higado
ata y palom: (255), Ade reticulocitos de conejo (249) , de bacteria
ibnica (255), e teji“os “e dos cevas de ratones (257), reticulocitos
nos (258), cde afigaco Ade vaca (259-250), 4e levadura (219), de hoij-s
rigo (2€1), rie chilos de semilla Ade so a (262-263), de glin'ula Ae

er de ratas (264), “e h jas “e tabaco (265z) , Ae Ustilagosphaerocena
) ¥ de Mycobacterium phlei (267).

Ona particularidad de la enzima pro eniente de todas las fuentes
diadas, es 1o e encontrarse en la fraccidn soluble del citoplasma

ra que la identifica es la de ser una enzima sulfhidrilica. E1 grupo
s grupos -SH ce la enzima se encontrarian, en casi todas moderadamen-
xpuestos, va que exepto la "ALA-D'" de callos de semillas de soya

-263) y de 1o <de levadura (210), todas necesitan la presencia de
tivos tales como cisteina, glutation reducido o 2-mercaptoetanol,

) protectores refuctores. Los tequerimientos de estos agentes, en muchos
83, aumenta con el gradoc de purificacién (259-260). Existen otras

) 1a enzima de hojas de trigo (261), que afin purificadas no son total-
e inhibidas, en nusencia del reactivo utilizado para protegerla (en

) Cas0 es 2-mercapto etanol), y las purificadas de callos de semillas
oya (262-263) - levadura (210) , donde los reactivos protectores de
no sélo no son necesarios, sino que a ciertas concentraciomes inhiben
er y colaboracdores (262-263), con la enzima de callos de semillas
ioya, atribuyen estos efectos a una modificecibén de las uniones -5S-S,
en Gltima instcicia modificarfa la estructura terciaria de la enzima,
ambio Barreiio (268), lo atribuye a una reaccién entre los grupos

del reactivo - el carbonilo cetédnico del sustrato.

Como era de esperar, de su comportamiemto como enzima sulfhidrilica,
nhibida por metales pesados (210,249,259,264); Granick v Mauzerall

') ‘emostraron que el grado de inhibi¢ibn era inversamente proporcio-
al producto de solubilidad de los sulfuros de esos metales. Se ha
mtrado también *in vivo", que la actividad de "ALA-D" se halla dis-
dda en conejos intoxicados con plomo, explicAndose este efecto a una
irferencia del metal con los grupos -SH de la enzima (238).

Se ha encontrado que la enzima de fuentes animales, tal el caso de
:nzima de higado de buey (248), de hfgado de vaca (259-260), v bazo

ifgado de ratén (257), esmarcadamente. estable a tratamientos por calor.

La enzima proveniente de.mamiferos,es fuertemente inhibida por
\ (246,249, 259,264), con excepcién de la enzima de tejidos de ratén
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57), donde se observa una pequefia estimulacién. La enzima de eritroci-
s de aves es s8lo ligeramente inhibida por EDTA, aGn a altas concentra-
ones del mismo (249), la enzima de callos de semillas de soya (262-263)
mbién es inhibida por EDTA al igual que la enzima de bacterias propib-
cas, pero en aeste Gltimo caso, su accién puede ser revertida por canti-
des estequeométrlcas de Mn (256) La "ALA-D" de R. spheroides no es
nsible 2 Ei

En la enzima de callos de semilla de sova (262-263), se encontrd gu
pard por colwmn: de Sephadex G-100 un inhibidor que acompesiiaba a 1a en-
ma en su purifificacié4n y la inhibia en un 53%. Se sugirié en cuanto
su composicién, 12 existencia de bases plricas y pirimidicas, Ademés la
zima de este tejido permanecia unida a una fraccibén de &cidos nucleicos
e s8lo se nulo separar por ~olurnas de Sepharosa 4 B.

Batlle, Ferramola v Grinstein (259), encontraron evidencias de
metal unico 2~ 1la "ALA-D"; ya en 1958, se postuld que el cobre podria
r integrante e su composicién (247, 269-270), sin embargo ésto se des-
chd luego por cuanto se obtenia enzima totalmente activa, alin en ausen-—
a de cobre,

En 1967, Xomai y Neilands (271) propusieron que en Ustilago sphaerogema
Zn esteri: involucrado con la actividad enzimAtica, ya que éste depenp
a de la concentracibébn de Zn++, en el medio de cultivo, pero el efecto
&esapareci:‘. nor dillisis, ni aumen_‘Efba por el agregado "in vitro" e

« Consi "nr-»on entonces que el Zn seria necesario p~r~ la biosinte-
s de la enzime, aunque no descartaron la posibilidad de ql_'g_t'a_ estuviera
rmemente unido a protefna, formando un complejo Enzima-Zn més activo.
s recientemente, otra vez Xomai y Neilands (266), trabajando con el
smo matericl, pustularon nuevamente que un metal estarfa unido a la
zima, suponien?u ahora que se trataba de cobre el cual estarfa ademls
volucrado en 1o unibén enzima-sustraro, va que la presencia de ALA, im-

dfa 1a inhibicién producidia con agentes quelantes.

Pese a to’os estos Rallazgos, no se ha podido demostrar atin, reque-
nientos de un metal especifica para su actividad, ni encontrar un gru-
prostético, o cofactor especifico (25%).

Burnham - Lascelles (173) sin embargo, observaron que la enzima pu-
ficada de R. spheroides requeria K para su actvvidad, més reciente-~
nte, Shemin - Nan?i (276), encontraron que el efecto del K no era ab-
luto - sb6lo aumentaba la afinidad .de 1a enzima por el sustratdo. Se vib
emis que 2l ceterminarse la velocidad Ae acciédn enzimAtico en ausencia
¥, en funcidn 7e la concentracibdn del sustrato, se ohtenfa una curva
gnoidea, que combiaba A hinerbblica (Michaeliana) en oresencia Ade K+.
siblemente, el catidn promueve 1la asociacién de subunidades cu-a exis-
ncia se pygo luego de manifiesto por centrifugacién en gradientes de
carosa y por trntamiento con urecl M, lo cual demostraba la formacibén
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ronbmeros inactivos. La existencia de subunidades también habia sido
stulada previamete por Batlle, Ferramola y Grinstein (259), por evi-
ncias obtenidas de estudios con oolumnas de Sephadex,

Be estos datos se dedujo que la enzima se comportaba como alosté-
ca (259, 272).

En 1963, Burnham y Lascelles (173), observaron que la enzima de
spheroides era inhibiAa nor bajas concent-aciones “e Hemina- estos
sultadss fueron corrobn adns con enzima odbteniAa Ae otras fuentes
57. 276). Estos datos y el hecho de que se trataria tambiefi de una
zima alostérica, han llevado a postular que la "ALA-D", junto con
"ALA-S" v quiz& con la Succinil-CoA sinteétasa serfan posibles pun-
s de control en la biosintesis de porfirinas.

El mecanismo de formacién de PBG es particularmente interesante,
que se utiliza dos moléculas de ALA, que se unen mediante dos reac-
ones de con-‘ensaciédn:

Condensacién aldélica
Pormacibn de una base de Schiff,

Todavi: no se ha aclarado si las dos eondensaciones son efectuadas
r la misma enzima o por dos enzimas distintas, lo cierto es que no
ha encontrado mis que una finica proteina que no ha podido ser des-
blada (246,249, 254,259),

Granick 3y Mauzerall (249) postularor. dos sitios activos para
sustrato y encontraron que se formarian un ¢-mplejo Enzima-ALA, en
lacién 1:1, Esto indicaria la unién de una molécula de ALA
s fuertemente que la otra ¢ que quizd una sola molécyla de ALA se
a ala enzima g 38 otra quede €l solucidn.

Se vié quec si bien el 5-cloro levulinato, el 5 oximino levulinato
el levulinato eran inhibidores de la enzima,el éster etilico del &ci-
- levllico no lo era, demostrando é&sto, que el grupo 4 ceto splo, no
a suficiente para la unidén del ALA e la enzima y que el carboxilato
mbién era necesario, e interactuaria con una carga positiva situada
bre la enzima (261,272,275-277).

Nandi ;- Shemin en 1965 §278), trabajando con la enzima provenien-
'de R. spheroides detectaron la formacidén de una base de Schiff
itre el carbonilo cetbnico Ael C, del ALA y un amino Acido basico de la
zima, el cual fué aislado por reduccibén "in situ" con borhidruro de
idioe

Nandi . Shemin (276) pudieron determinar que el ALA que forma la

se de Schiff con la enzima, es €l que representa luego la mitad del
G tue posee el grupo metilamino en la posicién alfa y el metilen
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box{lico en la beta.

En base a todos los resultados mencionados, Nandi v Shemin (274,
}, orovusieron el esquema ‘e la (Fig. 11) nara la biosintesis de PRG.

Primero se formaria 1a base de Schiff entre el carbonilo del C

ALA, con un resto amino de un Aamino&cido bAsico de la enzima ¥ una
ga nositiva, también sobre la enzima, por interaccidédn con el carboxi-
0, se ubicari: el resto de la molécula para que sbdlo se forme PBG.
ataque nucleofilico del intermediario carbamibdnico-enzima (formado
pérdida de un protdn del C_) sobre el carbono del grupo cetbnico de
otra moléculc ce LA, se prdduciria una condensacibén aldblica y luego,
grupo -NH_ de 1. segunda molécula de ALA, por transaminacidén o tran-
diminacién con el —NH:2 de 1la enzima, formarfia finalmente PBG.
Porfobilinogensa (Porfobilindgeno Deaminasa-Uroporfirindgeno ITI.
Cosintetasa)

la formacién de Urbébgeno III, el primer macrociclo normal, en la
sintesis del Hemo, €s un proceso que representa la unién ciclica de
tro moiéctdlas c¢e PBG, con pérdida concomitante de cuatro moléculas de
nfaco y 1la inversién de uno de los pirroles, respecto a la condensa-
n légica, siguienco la secuencia de unién del carbono del metil amino
una molécula ¢e PBG, con el C5, no sustituido, de otra molécula de

La formacién de macrociclos en la naturaleza, formados a partir de
tro molécul~s de ”BG y no de un nimero distinto de nicleos, se explica
el hecho de que un anillo formado por y con sblo tres moléculas de
y Que tuviere lo disposicibdn encontrada en las porfirinas o en los
firinbgenos, Dosee tensiones tales, que impedirian su ciclacién. Con
tetrémero de con<ensacién ciclica del PBG, las fuerzas internas no
tan grandes y la situacidéncse encuentra favorecida por el hecho de
la distancia mesia entre los extremos, en el tetrémero linezl, es de
y que representoria la distancia que existe entre dos moléculas, en
solucién de concentraciém 4 M (279).

Frydman y colaboradores (280) estudiando la formacién de porfirinas
artir de PBG y cn&logos, en 1os que se varid el sustituyente en el
del PBG, en forma tal de modificar el efecto inductivo sobre el C_,
garon a la conclusién que la porfirina sintetizada a partir de PBG,
la mds estable. /idem&s, de todos los monopirroles estudiados, el PBG
el Gnico precursor que en la sintesis quimica de tetrapirroles, forma
ermediarios estcbles, capaces de transformarse luego en porfirinbgenocs.

En exceso de PNRGE, sblo se forma un 2N% de dimeros por sintesis qui-
a, por ello es ¢ifficil que la sintesis de Urbgenos tenga lugar por
‘ensacibn de dimeros, sino que continuarfa a través de la forma de
meros que no se €iClan, por las grandes tensiones previstas en los

- 26 -



-
=

(II’UOH
COOH C H,
0K ] |
| i s
]
H THT T o=Sov,,,
b -H,0 | + | ——
/ /
?H, N H,
N W,
I I I
?OOH
10H f“’ foou foou
h ?H, f”‘ ?u
C—0H ( =——= (
| ~Ha 0 H+ | I
CHz — E—H—C CH:
/ *H+ / /
N H, IIIH, N H,
N H,
L I I I
(i‘.UUH fOOH
OH tl:u, (':OOH C Hy
2 f“z ?Hz ?“a
———— C ¢
I':—-'E—HH,’ |/ (!;'\ —
2 ¢ —H
Q/ /NG N\
| N | I
H NH, H N

anismo de biosintesis de PBG

o H
pe =8

Q
r

r O
~

r I
~ ~

\ﬁzsﬁ—n—n
r

p oy =
~ N/
]:—2\




nillos tripirrélicos y continuaria a tetrémeros,los cunles por la
roximi<~" e sus extremos y las fuerzas internas menores, pueden ci-
larse (279).

Lo relccibn de isbmeros en 1a sintesis quimica del Urbgeno a par-
ir 4e ?3G ‘epende de) pH (279). Si bien WaldestrBm v /~hlquist (102),
btuvieron Uro III por calentamiento de PRG, en soluciones &cidas,
ookson y Rimington (105), sefialan que también se forman otros isbdme-
0§, aunque en menor cantidad.

Los goncentraciones relativas de isémeros I y IIT + IV (que no
ueden scharcrse por cromatografia), como ge dijo, dependen del pH, a
H bisico o neutro, no se ha: encontrade isémero II (105, 279) en tanto
ue ectc isbmero aumenta con la disminucién del pH (105). A pH alcalino
' neutro, 1o relacibdn de UroI/ UI + UIV es 1/1 (279): a1l aumentar el
H, aument:~ la proporcién de UroI y a pH 4cido aurent~ 1la relacién de
sémero II: v 1a mezclz queda 1/2 Uro III, 1/4 Uro IV, 1/8 Uro I y
./8 Uro II, que son las mismAs que se obtienen en la isomerizacidn por
ratamiento en medio A&cido, y2 sea de Urdgeno I o Urb-eno III puros
21). En cstas condiciones los Urégenos al isomerizarse incorporan
:H20 del mecio (281). Ep» medio alcalino o neutro los porfirinégenos no
ie isomerizon  ni incerporan CH20 (281).

De los cuatry isbdmeros de la Uro sblo los isébmeros III y I se en-
wentron en 1o naturalezay, La serie IIT ocurre en esthdos normales, en
:anto que la cerie I se encuentra sblo en estados pa®sylégicos, tales co-
® porfiria congénita (10, 138, 142, 202-204), porfiria cuténea tarda
113, 188-139, 143, 28%),y porfiria aguda (113, 136-137).

L2 enzima que cataliza la formacién de Urbgeno III, se conoce con
1 pombre de "Porfodilinogenasa" (PBG-asa) (284), cemplejo "Porfobili-
idgeno Deaminasa~ Uropnrfirinégero III Cosintetasa" o mAs simplemente
omplejo Deaminasa-Isomerasa" (D-I). La denominacién de complejo se de-
e 2 que s¢ considera constitufda por lo mencs, por dos actividades en-
iimdticas distintas (22, 27, 54, 147, 157, 160, 249, 286-307J, cuya ca-
‘acteristicn diferencial m&s importantc, es su sensibilidad al calor,
A componente termoestable, conocida cen el nombre de "Uroporfirindgeno
. sintesagn®? (291) "Porfobilinbgeno-Deaminasa™ (PBG-D), "Porfobilinégeno
icle Deaminasa" (147), "Porfobilinbgeno-amonio liasa® (147) o simple-
ente ‘Deaminasa" cataliza la conversi®n de FBG en Urégens I. En cambio
A componente termol&bil, denominada "UroporfirinAgen~s III Cosintetasa"
292), "Urooorfirinbgeno isomerasa" (290) o simplemente "Isomerasa" (I),
10 tiene accidn sobre el PBG (290) ni sobre el Urégeno I, su rol serfa
11 de actu~r con PBG y un polipirrol, preformado nor acciédn de "PBG-D"
lobre e) P3G (290), o por accién del complejo total sobre el PBG
302-305)
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Preparaciones enzimiticas crudas , presentan biosintesis preferencial
$geno III (51, 115, 117, 157, 160, 249, 286, 289-299, 299, 305-306,
109), Stevens y Frydman (299), encuentran en sistemas crucos de eri-
.tos humanos, wa gran exceso de "I" respecto a "PBG-D" considerando
ista seria 1o forma por medio de la cual, la naturaleza se aseguraria
yrmacién de Urbgeno III. Cornford (147), trabajando con sistemas cru-
r parcialmente nurificados de eritrocitos humanos, encuentra formacidn
mta de Urégeno I v III. Levin (297), considera que esta situacién

) un estado estiocionario en el cual, competirfan las ciclaciones "IY
\dients e *I? in’ ependiente.

La "PBG-asc i sido purificada de eritrocitos de pollo (160, 249,

)y de reticulocito. de conejo (249), de eritrocitos inmaduros en un

) de eritroblastosi® fetal humana (249), de eritrocitos humanos (147),
» callos de seill-s de soya (3175): en todos los casos se encuentra

la fraccibdn soluble del citoplasma.

Ha pedido “etermi rse el P.,M, de la "P G-asa” purificado de callos
semillas de soya (375), que resultd ser 22,000 + 2,200 y para el ca-
le 1a enzime e eritrocitos de pollo (306), 110,007 + 11.070.

En el caso e 1o enzima purificada de callos de semillas e soya

3) y de eritrocitos de pallo (3'76),J se pudieron desdoblar y reconocer
dos activi cdes e la e .ma purificada., La enzima de eritrocitos
»llo (306), por electroforesis en gel de almidén a pH 8.2., pudo
resuelta en ’0s o tres bandas, segln el grado de purificacién, dos
21lag eorresnonicn a las movilidades electroforéticas de las frac-
1es "PBG-D" e I, purifficadas de la misma fuente, en tanto que la
era, no se nu."0 relacionar con actividad enzimAtica alguna, La

>asa" de collos ‘e semillas de soyz (395), pudo ser desdoblada

’5ién  por electiroforesis sobre gel Ae Aalmidér, a pH 3.2., en dos frac-
1es, que ccrreshoniian A la "PBG-D" e "I" del mismo materi~l. En los
s casos, (147, 157, 249), la enzima se comportd como una entidad
teica Ginica, nor fraccionamiento electroforético, ya sea sobre gel de
idén o gel Ze n»oli-crilamida.

El consumo e DG, en el caso de la enzima purificada de errtrocitos
llo por Locrwoo.! y Bensoen (162), fué irregular, sin embargo, para
wrificada no:r Ilrmbfias y Batlle (306),fué lineal con el tiempo, en
to que por otro la ‘o, la formacién de porfirinas en este tejido re-
té en todos los casos una funcibn lineal del tiempo (169, 375-376).

El oH éotimo e accibdn de la "PBG-asa' #fraria entre 7,2 v 3.1 segfin
srigen. Para 12 enzima purificada Ae eri -ocitos de pollo (169, 249,
), el pH 6ptimo resultd ser oH 7.4: pH 7.3, para la de reticulocitos
sonejos (249}, C.), para la de eritrocitos humanos (147) v oH 7.2,

1 la formacién <e porfirinas de la "PBG-asa" purificada de callos de
illa de soy~ (375), pero en el caso del consumo de PBG, al igual que
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BG-D" de es~ misma fuente, presentd dos mlximos que correspondfan
6.7 y 7.2, con una relacibén de actividades de: Actividad a pH 7.2._1;5
Activicded a pH 6.7
Estudios cinéticos de la enzima ofrecen datos dispares, asi la
-asa" de eritrocitos de pollo de Lockwood y Benson (160) se presenta
una enzim:. ilichaeliana, con un Km que oscilé entre 8 x 107°M y
4 10"5}{, en lcs distintas determinaciones; en cambio, estudios de la
na purificacds de la misma fuente, por Llambfas y Batlle (305—306),
redentan con una cinética sigmoidea, tanto para el consumo de PBG,
para 1o form~ciédn de Urbgeno III y ggterniinan un E? aparente para
srmacién ¢e Urbgeno III, de 2,8 x 10 "M y 4,2 x 10 "M para el consu-
2 PBG, Se <etermind en este caso (307) "n" segln el método de Hill
), que frecuentemente se usa para determinar el nfinero de interfccio-
le ligandos, resultando "n" = 2. Ahora bien, en presencia de N’H4
1073 o Mot 2 x 10-1 3 y Mg*' 6 x 10-3M, inhibidores de la "PBG-asa",
inétice se convirtié en Michaeliana, aumentando ligerzmente la afini-
le la enzimr.. Bn estos casos en la determinacién de "n" resultd un
-1,

La "PBG-asoi purificada de callos de semillas de soya (302-394),
atd une cinética sigmoidea especial, con dos curvas de saturacién
stintas concentraciones de PBG, el c&luulo de "n" segfn Hill (310),
rdel v un 83(311) mayor que 81, lo cual sugerirfala existencia de
tos homotr6ricos negativos para el sustrato, Se determinaron en con-
:ncia dos Km, uno para cada zona de saturacibé4n denominéndose ICm1

1e correspondfa a la zona de menor concentracién de PBG y Km2 a la
de mayor concentraciédn de PBG: los resultados fueron: Km1 = 6,5 x

y Kmy= 3 = 1074 u.

. + -1 -
En presencio de NH 1l x 10 M el Kml aumenté a 3 x 10 SM y el Km2

arié, no mo2ific&ndose tampoco la V . e
' P maxy, pero sf la Vv , indicando

-1 . CMas: ]
que el NHT" o1l x 10 M act@a como inhibidor competlti"'g en la pri-
zona de situraciédn y como no competitivo en la segunda.

Por otro 1lado, Gpanick y Mauzerall (249) sugirieron que si bien en
saccibn enzimftica no se libera H_CO al medio, podrfa ocurrir via
nalaenzima o quizd a una coenzima, como podria ser el Acido tetra-
»félico., o se han encontrado cofactores, aunque Llambfas y Batlle

) por didlisis preolongadz de la enzima contra agua destilada, obtie-
i precipitcdo sin actividad enzimética y en el scbrencdante queda
30% de acti-idad inicialy no lcgréndose un aumento de la actividad
reuniédn Je). precipitado y el sobrenadante. También se perdid 45-55%
activided por ultrafiltracién, la cual no se recuperd tampoco por
ibn del ultr~filtrado con el remanente (305).

La enzimo es activa tanto en anaerobiosis (249, 375-30G), como en
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iosis (147, 163, 249, 3n6).

) , ) ) ) ++ ++ ++
La enzim2 es sulfhidrflica y se inactiva por PCMB, Hg , Cu , Cd

) 306), la iniidicién con PCMB es revertida con cistefna (376).
»{na, tioglicoloto, glutation (249, 374), inhiben narcialmente 1¢
Adad enzimiticc. HONH_ y NH' inhiben la enzima (146, 306), y la
vicibn se reflej~ sobre la produccién de Urbégeno III, pero produce
mento de las »orfirinas totales (306).

Por accién el CN sobre la enzima de eritrocitos de pollo (306),
» inhibe 1o cantidad de porfirinas totales, pero se forma Urbgeno I
gar de Urbdgeno III; en cambio en la de eritrocitos humanos (147),
.muyen las porfirinas totales pero se mantiene .el porcentaje de U-*-
I1T.

ATP y ADP inhiben la "PBG-asa" (306) sin modificar el tipo isomérico.
i activa 1o “2D3G-asa" (147, 305) y disminuye la proporc16n de Uré-

I, de un sistea~ que produce Urégenos I y III (147). Na' + mgtt

7an mis, en forme de cloruros que de acetato (395).

En un sistemc que produce Urbégenos I y III, el aumento de la con-
acién de 3G v el pH, por encima de 7.2, aumentan la proporcién
bgeno I = cimrensas de un decremento de 1a de Urégeno IIT (147).

La "PBG-as~? e callos de semillas de sova (302, 375) presenta un
'd 3 a 4 horcs, en 1a producciébn de Uréceno III, durante el cual
msume PBG, en es~s condiciones, pudo obtenerse un polippirrol

), intermediario en la biosintesis de Uréaeno III (3071, 305-306).

La "PBG-D' h~ sido estudiada y purificada de hojas de espinaca
287+2893 293), <e R. spheroides (27, 5«1), de krazo de ratones a
jue se incdujo cnemia por tratamiento con fenilhidracina (2%6), de
:m de trigo (295, 301), de eritrocitos humanos (299), de callos de
1a de soyx (302-305), de eritrocitos de pollo (3M6-307).

La enzima se encuentra en la fraccibn soluble del citoplasma, aur-re
' menciona’o haber encontrado una pequefia porcién unida & cloroplas-
en hojas de esnin-ca (288), y que estaria preferentemente unida a
irte extern~ le 1a membrana celular de eritrocitos (116).

La activida.’ e "PBG-D" de todas las fuentes estudiadas, no sufre
2cién sensible, »or tratamiento con calor, aunque su est-bilidad

1, respecto & 1o temperatura y la duraciédn del calentamiento, de

‘do a su origen, Nsf la enzima de Chlorella (115) es estable a ca-
mientos & 55°C <Jurante 60 minutos, al igual que la de reticulocitos
mejo (249), v eritrocitos humanos (147, 157). La enzima purificada
)jas de espincct (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

1a proveniente de bazc de ratén (295), es estable 15 minutos a

- 31 -



15°C, 12 <e R. spheroides (27), 37 minutos a 60°C, la de germen de
0 (301), 67 minutos a 65°C 6 5 a 10 segqundos a 86°C v nierde un

de sw actividad durante 15 minutos a 75°C, la de callos de semilla
soya (305), es estable 39 minutos a 70°C y la de eritrocitos de po-
a 60°C Juronte 15 minutos a pH 7.2 (305), 10 minutos a 62-62°C a
7+4 (160) y 15 minutos a 65°C a pH 8.5 (160).

Esta proniedad ha sido utilizada especialmente para separarla de
actividad de I (27, 115, 147, 157, 160, 249, 289, 296, 305-306),
jue también pucieron ser separadas sin tratamientos por calor (147,
» 301, 305-306).

L2 enzinc cumenta incluso su actividad después del calentamiento
7, 160, 37, 305-306).

La PBGsD con'-riezte cuAatro mcléculas de PBG en Urégeno I con
lida de cuatro HH4 (289, 296), en algunos casos el PBG consumido en
s, es mucho mayor que cuatro veces el Urégeno I formado (299, 301~
» 305) ¥ no se pudo llegar a una transformacién cuantitntiva, atn por
2nto de) tiempo de incubacién (301).

El pro/ucto de accién de esta enzima, el Urbgeno I, sexida por el
en presenci= de la luz a Uro I, Levin y Coleman (296), encontraron
tratamiento e los sistemas después de la incubacibdn, con solucibdn
12' que oxi<~ completamente y de inmediato 1os porfirindcenos a por-
inas, un aumento de 89 veces la cantidad de Uro I en los incubados

"PBG-D' en ~naerobiosis y un aumento de sblo 16 veces en los incu-
’s en aerobiosis. En 1958 Bogorad (289) obtuvo de hojas de espinaca
oxidasa que nroducfia esa transformacién, aunque estos resultados no
sido confirmados y la teorfa de la existencia de una oxidasa se ha

adonado,

La "PBG-D" es especifica para PBG y no utiliza como sustratos sus
loges, como son el Acido 2 ~metilamino, 3-pirrol-acético (PMA): el
lo 2-metilcmino 3,4 pirrol di-acético (PMA) (295, 371): el Acido
2til amino, 3-carbooxintil,, 4-carboximetil pirrol (iso-PBG) (312)

J—carboxi 3G, el Acido 2-metil amino, 3-carboximetil, 4-metil pirrol
) (30)). 1o desamine ALA, glutamina, 2-fenil, etil amin= o cistefna
3-289), No utiliza tampoco como sustrato los siguientes dipirroles:
'-di (cerboximetil), 4, 4' di (2-carboxietil), Adipirril metano:

' di (carboximetil), 3,4'-di (A-carboxietil), dipirril metano, ni

' di (2~corboxietil), 4,4' di (carboximetil) dipirril metano (313).

La enzimo purificada de callos de semilla de soya (305) y la de
trocitos déec pollo (306), presentan un P.M, de 40.7900 + 4,000 y se
laron eidencias del desdoblamiento en subunidades de PM 10,000
0 en 1o purificada de aallos de semillas de soya (305).

Por electroforesis a diferentes pH, la enzima purificeda de distin-
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fuentes (20¢, 301, 305-306) se comportd como una finica proteina,

Las "PBG->" pnurificadas de germen de trigo, hojas de cardo, eritro-
»$ humanos  lhodospirilum rubrum (301) presentan fotosensibilidad
1ego de exposicibén a 1la luz, se encuentra mls afectada 1o formacién
Irbgeno I, que el consumo de PBG. La fotosensibilidad de 1la enzima
jermen de trigo (301) incluso siguid 1la curva de pH de 1o Actividad

imdtica,

Se efectucron estu'ios cinéticos con la "P3G-D" obtenic: de dis-
ras fuentes - sc comportd, en casi todos los casos, como una enzima
shaeliana? (27, 160, 289, 296, 301, 306), salvo 1la enzima purificada
rallos de semilla de soya (302-304) que present2 una cinética espe-
.y consiceradn resultante de un efecto homotrépico negatirvo, del
‘rato, y se ccracteriza por dos zonas de saturacibén de la enzima, a
:rentes concentraciones de PBG. En este Giltimo caso, pudieron medir-
los Im, uno »orn cada zona de saturacibdn y se los denimind Kml, el

mido a menor concentracibdn de PBG y Km2 al de mayor concentracién.

En la Tobla 1 se presentan los Km de la enzima purificada de dis-
:as fuentes, v los pH 6ptimos de z2ccibn enzimAtica. En el caso de 1la
~D" purificoda de eritrocitos de pollo (326), y de germen de trigo
), se midieron los ¥m para el consumo de PBG y para la formacibn de
'irinas, en todos los otros casos se presentan los Km parn la forma-

| de Urbgeno I.

al
ruente-“--~§EPerencia Temneratura
bibliogré- pH Medicién ac- Xm
fica 6ptimo tividad enzi
mitica
1s de espinnce (289) 3.1 37°C 7,2 x 10™"u
mlos rojos de  (1692) 7.4 37°C 1 x 197M
0 (306) 744 37¢C 9 x 107%M y
3,1 x 10~2M
(Consumo de PBG)
-5
pheroides (27 ) 7.6 37°C 4 x10 M
) de ratén (296) 7.6 60°C 3,72 x 127oM
en de trico (301) 744 45°C 7 x 107°M y
5 x 107°M
(Consumo de PBG)
os semills Ce _5
! (305) 7.2 37°C ¥m,=3,2 x 10 "M

xm,=1,9 x 100y

-
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L2 enzima es sulfhidrilica (274232, 301, 306).

Bogorad (294), divide los inhibidores de la "PBG-D en tres
clases, 4e ~cuerdo a la forma en que afectan la reaccién enzimética.

a, Inhibidores que modifican ligeramente el consumo de PBG e inter-
fieren 1~ formacidn de Urébgeno I.

b. Inhibicores no competitivos,
¢+ Inhibicores competitivos.

La enzimo es inhibida por Hg++, Ag+, Zn' (pcMs), PCMB, iodo-
sobenzoato, H-etil maleimida (289, 294, 301, 3175) y no la afectan el
iodo acetato (238). La inhibicién por PCMS, PCMB y N-etil maleimida,
pudo ser revertida, por agregado de cistefna (289-294, 306) o 2~
mercaptoet-nol, o ditiotreitol o por didlisis (301).

Bogoracd (289, 294) presenta esta inhibicién, como una alteracién
en el consuno <e PBG, pero Llambias y Batlle (396) y Frydman y
Frydman, encuentron que la formacién de Urbégeno I, esth més afec-
tada que el consumo de PRG.,

la enzina es inhibida en presencia de NH+ e HONH, v 1o inhibi-
cién también se presenta como una disminucién de la produccidn de
Urégeno I, en tanto que el consumo de PBG, no se modifica sensible-
mente (292, 294,301, 304-307). El1 consumo de PBG no se alterS tam-
poco for presencia conjunta de NH, y Hg (301), que como se vid,
inhiben 1~ form-~cibn de Urégeno I. La inhibicidn producida por el
NH® sobre el consumo de PBG, se puede revertir por aumento del tiem-—
po de incubocién (292), o por aumento de la temperatura & 32°C, aun-
que en este Qltimo cAso se aument” 11 inhibicién de formocibn de
Urbgeno I (301).

Estudios cinéticos con la "PBG-D" de callos de semillas de soya
(302-304) , ruestran que NHZr 0.1 M no modifican los Km, y Km, de su
cintica esnecial, 2unque modifican sus Vmax, y Vmax_ en 30% apro-
ximadamente. ..¢emis el c4lculo de "n" segfin el método de Hill(319)
dié un "a¥ = 2 2 altas concentraciones de PBG y "n" = 1 o b~jas
concentraciones de PBG, tanto en presencia como en ausencia de NH+.
Los mismos estudios con "PBG-D" de eritrocitos de aves (306) mostra-
ron que el NIIY tompoco modificaba el Km de la reaccidn e inhibla 1a
actividad ea~inética, es decir, actuaba como inhibidor no competi-
tivo,

Sulfito de sodic también inhibe la formacién de Urbgeno I y
no el consumo Je PBG (304).

AT? - .02 & unad concentracién 5 mM inhiben casi en un 1MMY% la

produccidédn ‘¢ Urbgeno I, en tanto que el consumo de PBG se afecta
s8lo en un 497 (374).
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ambfas y Dntlle (204) encontraron que los &cidos succinicos y ftélico
hiben 1o formccidn de Urbgeno I, mis que el consumo de PBG y el 2-
etoxi-5-nitropone, anula por completo la biosintesis de Urégeno I,
nmodificcr ¢ consumo de P3G, estos datos estarian 2 £avor de la-
orfa de Toit (314) para la cual estos di&cidos competirian con el

G, por ¢os ccrgas positivas sobre la enzima, que estarion representa-
s por cos cninofcidos bAsicos, que reaccionarfan com e’ reactivo de
upos aminos libres de proteinas,

++ ++
Ca ySr 2,5 mM inhiben la "PBG-D" de germen de trigo en un

X, en tonto que el Mg++ es menos activo. Esta inhibicién sigque la
rva de pH - es maxima a pH B8.2., que es el pH 4ptimo de l1la enzima,
dria nor 1o tanto este ser un buen medio de requlacibn de la accibdn
12 enzim> en 12 célula (301).

El formnl-iehido que es un subproducto en 12 biosintesis orgénica
Urdgeno o pcortir de PBRG (175, 279, 315-316), y que se lo habria
contrado tombién en la sintesis enzim&tica (315-316), tiene un Aoble
ecto sobre 1o biosintesis del Urdceno I, catalizada por la "PBG-D"
ciertas relociones de concentraciones de PBG/CH @, como ser 2,5 6
8, produce un~ inhibicién de casi 50% en el consumo de P3G, en tanto
e la sintesis orgénica aumenta un 50%, en esas relaciones (280),
emds aument> 1o proporcién de Urbgeno III, en el medio de incubaciébn
nsideréndose que se formaria no enzimiticamente (289).

Estos Jotos llevaron a suponer que el formaldehido no seria un
bproducto e 12 biosintesis de Urbgeno I y Bogorad y Marks (317) de-~
estran que s8)o una Infima cantidad de formaldehido se formaba en la
nteds enzimdtica, tanto usando "PBG-D" como "PBG-asa" (D-I) y sefia-
ron que 1o aue se produce, podria ser causa de la sintesis no enzimé-
ca en el medio de incubacibdn.

Se demostrd también que la incorperaciédn de formaldehido en la
ntesis quimicc de Urbgenos a partir de PBG, no se producia por inter-
mbio con cl metilamino del PBG, puesto que un 99% del P3G remanente
la sintesis, permaneci{a sin marcar, en tanto que el Porfirindgeno
marcaba en un 55% {287).

La activiidnd enzim&tica de "PBG-D" es infibida por virios andlogos
1 PBG, csi'e) Acido 3-carboximetil, 4- carboxietil, pirrol, llamado
ido opsopirrol dicarboxflico {PD), es inhibidor competitivo (294), al
val que el iso-PBG (312, 318).

Frydnan - colaboradores (295), encontraron que el PDA es inhibidor
la enzim> en presencia de PBG, en tanto que el PMA no, pero que am-
s eran inhibi‘ores preincubl&ndolos en ausencia de PBG, tanto con la
zima purificcdc de germen de trigo, como con la purificada de eritro-
tos humanos. ista inhibicién aumentd con la preincubacibdn, durante

minutos con ¢l PDA y hasta 90 minutos con el PMA, siendo en este
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mo caso nenor la actividad remanente. La inhibicién por PMA no fué
rtidz, por dilucibn de 5 a 10 veces, en tanto que la pro ucida por

DA lo ern parcialmente. Se sugiere que el PDA, de estructura mas pa-
da al 3G, podria competir con €1 por el sitio activo de la enzima,
sf el 2., que sblo podrfa unirse en amsencia de P3G. Esta inhibicién
regsentd como una disminucién en el consumo de P3G. También se encon-
que el MNP % era un inhibidor m&s activo que los anteriores (3M) y que
—carboxi-PDG no tiene accibn sobre la formaciédn de porfirinas. Todo
indicc 12 necesidad de una posicién alfa libre del pirrol para su
nalaenzims v que sblo los pirroles con la caden2 4 carboxietilo,
acti os como sustratos, también de acuerdo con 1la hinbtesis de

(314) e que serfan necesarios dos restos Acidos, par: 1la unién
nzima,

Hoare :* Henth (’313) probaron dipirrometanos como sustratos y encon-
M que si bienlbt= d'q(-no sustituidos tales como el 3,3 di-(carboxime—

, 4,4 ¢i (2-carboxietil), dipirril metano, el 4,3' di-(carboximetil),
di (2-cerboxietil), dipirril metano y el 3,3' di-(2-carboxietil),
di-(corboxcimetil), dipirril metano, no actuaban cemo sustratos, tan—

Ltaban inliipidores no competiti:-os de la "PBG-D",

Frmon & FrAman (301), encuentran que urea ¥ M s guanidina 7,2
${M inhiben la "PBG-D" re- ersiblemente y que ¢1 detergente dJodecil
ito & 0,76 Jde concentracibébn también inhibe totalmente la enzima de
:n de trigo, en tanto que la de eritrocitos humanos es atin mas sen—
2 y 1~ sensibilidad aumentd con la purificacién.

Fry'man -- Frvdman (371) encontraron en la purificacién de la "PBG-D"
'rmen e trico, por columna de DEAE-celulosa, un factor que es acti-
por ditionito de sodio y que por ello llaman DAF, que resultd termo-
. y destruible por tratamiento con tripsina. Este factor DAF, consume
:n presenciaz de 1 mM de ditionito de sodio y suponen los autores

e formmri~ un intermediario que no pudieron aislar,

DAF +'PDG~D' + PBG —> se consume PBG en un 50% menos que con

D" § “DLF! por separado, demostrando una inhibicién mutua. Este po-
ser un iiecconismo requlatorio de la "PBG-D" en vegetnles, va que no
icontrd en otros organismos.

Los resvltados del bajo rendimiento Ae »orfirinas en relacién Al eon
de PEG, ya sea en presencia de inhibidores, tratamientos por ilumi-
n de 1 enzima, o simplemente como en el caso de la “PBG-D" de eri-
.tos hwicnos, donde el rendimiento de Urdageno "I" en relacibn al con-
de P3G <Jisminuye con la purificaciédn de la enzima (299) y el recien
111azgo e Llambfas y Batlle (302, 305) quienes trabnjando con PBG-D
'icadn Ce cnllos de semillas de soya, que presenta en su cinética de
ikcibn de Urbgeno I, un "lag" de 3-4 horas , durante el cual se con-
PBG, lle'roron a pensar que la "PBG-D" tendrfa més Ae un2 enzima o més
12 actividn? enzimitica, por loumenos dos, Una convertiria al PBG en
itermecisrio v la otra transformaria el intermediario en Urégeno I.

Los dasos analfticos, sobre todo-el anAlisis electroforético de 1la
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ima (262, 301, 305-306) estarfan de acuerdo con una cnzima con dos
ividades, 1o segunda mAs semsible en NH4, NHQOH, inhibi “ores de gru-

-SH, etc..

Desde 1673 Doaorad y Granick (115) y Falk, Dresel y Rimin~ton (45),
irieron cue un PRG-pirrol sustitufdo seria intermediario de la bio-
esis de Urbgenos.

Hoare - llcnth (313) encontraron que el 5,5' di (amino metil), 4,4°
‘carboxinetil), 3,3' di-(2-carhoxietil), dipirril metano era sustra-
le pol.os cctdnicos de R. spheroides vy se trausformaba en Uro, Firia,
1, Pent: :r Conrbgeno, p'ero no era yransformado por la ' 1IG-D" parcia_l_
e purificesa, Los autores, sugirieron que preparaciones de la enzima
la, ten‘r{-n capacidad de eliminar uno de los grupos metil amino en
cibn d - Juego unirse dos unidades de dipirrome}anos. Dogorad (292),
mtrd con 'PBG-D" de espinaca en un mediu con NH4 0,2 i la acwmla-
| de un intermediario y sus propiedadcs sugieren que es un dipirrol.

Stevens y Frydman trabajando con la "PBG-D" purificadc de eritro-
15 humanos {299) dicen no haber encontraduv dipirrometenos ni lLiladie-

-

en coniciones 4de¢ dajo rendimiento de Urdgemo 1 y consumo normal de

Recientemente LlamlLfas y Batlle (302, 305) tral.ajando con "P3G-D"
ficad~ ¢e ccllos de semillas dc soya, aislaron durante el perfodo
™ en 1o produccibn de Urégeno I, un polipirrol que podria scr un
pirrol# ¥ que lograron separar por cromatografia cn geles del PBG
yal en presencia de PBG y "PBG-D" 6 "I" producfia en ambos casos
eno I, demostrando su rol como intermediario.

Plusec y Dogorad (319), trabajando con "PBG-D" purificada de hojas
spinacc, en presencia de NH4 6 N'HZOH, también encontraron acumula-
de un intermediario, gue separaron por electroforesis en capa del-
de celulosc e identificeron por comparaciln con un testigo sinte-
do quimicomente como un Aipirril metano que resultd ser, el 5-ami-
til-4,3 “i-(carboximetil), 3,4' c&i-(2-carboxietil) Aipirril metano,
ual en presencia de "PBG-D" y PBG estimulaba la biosintesis de

geno I:° que solo, no actuaba come sustrato.

La fraccidn Uroporfirinbdgeno Isomerasa, "I", fué purificada de

en de trigo (290, 30n), de bazo de ratones en 1os que se indujo ane-
por tratomiente con fenil hidracina (296), de callos de semillas de
(305), e eritrocitos de pollo (306) y de eritrocitos humanos (299).

Para 1~ medicién de la actividad de "I" fué necesario siempre

resencic. Je "PBG-D" en el medio de ineubaciédn, es decir, recomponer
ctivifod enzimética de "PBG-asa", Esta recomposiciédn pudo ser ob®enida
reunién <e las fracciones purificadas de la misma fuente (299-302,

3C6) v e “istinto origen (290, 292, 295-297, 309-302, 305), ya sean
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o0s vegetrles (290, 292, 295, 300-302,305) o una de fracciones puri-
ada de fuente animal ¥ la otra vegetal (295-296, 301, 304), Esto su-
re que ¢l mecanismo de accibn es similar en animales - y vegetales,
que 12 ~cti~idad se reconstituye, aln en sistemas heterogéneos (296).

La “I7 purificada de callos de semillas de soya (375), tiene un
« de 212,220 + 21.000 y la de eritrocitos de pollo (306) un P.M.
280,700 + 23,070 se observé que ambas fracciones sufren disociacién
unidaces ce menor P,M,, cuando se las cromatografia en columna de
harose 4 B o Sepharosa 6-B, resultando un P,M, por uni-‘ad de
00 6 ~ ~eces Aaln menos, para el caso de la enzima de c~llos de se—
las de so:n.

La "I“ es termoldbil y su actividad es protegida Ae 1~ inactiva-
n por presencia de PBG (299-370, 305-376) o anAlogos, como el PMA
5) demostrondo &sto que el PBG, serfia un sustrato de 1z "I" o al me-
de estructura muy similar a su sustrato, por tener capmcidad de u-
se al sitio activo de la "I". Se encontrd tamLién que 1o presencia
"PBG-D¥ ~umentd la estabilidad de"I" (299), aunque afn en presencia
la "PDG-) de germen de trigo (299), se inactiva 2 37°C, ya que el
geno III, producido por el sistema reconstitufdo con "I* y "PBRG-D"
germen ‘e trigo, aumenta linealmente sblo Aurante 45-69D minutos, en
to que cl Urdgeno I obyenido con "PBG-D", de la misma fuente, aumen-
linealmente mucho mas tiempo (307).

Chu v Chu (320) encontraron que el etanol inhibf~ 1~ “I" Ae eritro-
0s humcnos 1de conejos y aves y Levin y Coleman (296) encuentran que
proporcibén <e Urbgeno I1II, es proporcional a la activi-‘nd de "I"
egada o ua~ cantidad dada de "PBG-D".

Lesin (2¢7) demostré que, salvo cuando "I" estA en exceso, respec-
a la "PBG-D", el porcentaje de Urbgeno II1I, disminuye con el tiempo
incubecidn. Encuentr> que la "I Ae bazo de ratones, en los que
produjo ~nenia con fenil hidracina, no es inactivada por preincuba-
n, proloncc~ a 31°C en ausenci~ de FPBG  "PBRG-D", ni mon °BG 6
G-D" solos, mero se inactiva en presencia conjunta de ”3G y "PBG-D"
etermind que la inactivacién es sustrato dependiente. Levin (297),
ervd ademfs, que "I" se inactiva estefqueométricamente o supuso de
ser asf, que 12 "I" no actuarina catal{ticamente.

Romeo y Le-in (321) han sugerido que la gran pro-“uccibn de Uro I
médulc bsex, y la consecuente ~cumulacién de Uro y Coporo I en teji-
y orin~s ¢ pacientes porfiricos, podrfa explicarse ror la deficien-
parcicl de 7I'" observada en células de origen eritropoiético. Ademés
evidencics de que la actividad especifica de la "I" es menor en
rablastos de la piel de pacientes porfiricos que en células andlogas
controles normales (322-323), inticarfan que 1a lesién genética en
casos ‘e poirfiria congénita eritropoiética humana también afectaria
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actividac Je 7I" en todos los tejidos.

Como > se habia encontrado que NH_OH (290, 299, 301) v NI-!+ (290,
, 301, 3C5-326) inhibian la "I", se gupuso aque el NH* 1iberago en la
ccibn innctiveria la enzima, pero se vié que no era z2si ya que el agre-
b de un exceso de "I" a un sistema inactivado, durante un determinado
mpo de incubrcibn, aumenta nuevamente en forma proporcional al agre-
0 de "I#, 1o relacién de Urégeno III, en el medio de incubacién (2¢,,.

Mauzerall (281) ercontrd que los.Urbcenos se isomerizon quimicamedie
e acuer’o  las corndiciones <e obtenian siempre los mismos resultados
la mezclr~ isomerizada. cualquier~ fuera el Urbaeno Ael cual se par-—

+ S5e pensé en base a estos datos, quc quizi la accidn de "IM seria
de modificor 1as proporciones en el cquilibhrio Ae isomerizaciébn,
entando cingeradamente la proporcibdn de Urbgeno III. Bogorad y Marks
), supusicron que ei Urdgeno I, formado pcr accién 4e 1a "PBG-D",

fa isomeriz-o en preczencia de "I" y éste por lo tanto seria el sus-—
to de 1o *I%, pero los resultados de sus expcriencias (26, 290), in-
aron que ¢l Urbdgeno I, no es intermediario en la biosintesis de Urb-
» III. Se “efujo de “A-c que la "I" actmaba antes de Lo ciclacibn

) y deshechron 1a teori~ de 1~ isomerizacibn preferencial.

La velocind de desaparicibdn e PBG, es independiente “de la presen-
de "I%, v sblo depende de 1la "PBG-D" (297), al igual que la forma-
n de porfirincs totales (370).

Estuios cinéticos efectuados con el sistema "PBG-2sa, reconstituf-
zon "I7 ‘¢ germen de trigo y"PBG-D" Ae hojas_de espinocn (290)_ mu-
1 que cl Xm de la reaccion varia de 7,2 x 10 M para la "PBG-D™" Ade
Inaca (290) a 10_4M y 12 Vm&x aumenta de 2,076 umoles PDG consumido

. . . ml x h
125 pmoles ¢e¢ PBC consumido. Estos Aatos cinéticos sugleren unAa fuer-

interaccién entre "I" y PRG

Cookson ¥ Rimington (175) sugirieron que 2l menos no enzim&ticamente,
transfiere un grupo amino metilo o un metilo, de una posicibén x del
, 4 otra nosicidn o‘ no suctituida, Se pensbd que la #I" actuaria
re el PDG, ccelerando esta reaccién (290), y por ello se preincubaron
tos PBG e I, se separd luego "IM y se agregd al PBG nsi pretratado,
D", como resultado se obtuvo 100% de Urbageno I. De esto se deduce

la "I¥ no nroduciria esa reaccién o que por lo menos, serifa necesario,
los dos sustratos estuvierAan presentes en la superficie de la protef-
para quc cllo ocurriese.

Recientemente, Llambias y Batlle (302), aislaron por primera vez,
bajando con 'PBG-asa’ y "PBG-D" de callos de semilla ce soya, polipi-
les intermedinrios. que aunque todavia no se ha determindo sus es—
cturas, ~ct@con junto con el PBG, como sustratos, tanto de la "I'" pn-i-
3ja de callos de semillas de sova (3N5) como de 12 de eritrocitos de
lo (306).



En base & todos estos estudios, se han podido preszentar una serie
recanismos hipotéticos, algqunos de los cuales han sido ya descarta-

) teniendo en cuenta resultados obtenidos "a posteriori%, Todavia no
1a prob2do que ninguna de las hipbtesis sea la verdadern y que expli-
la form~cién del Urbgeno III, ~ partir de PBG, puesto que las fnicas
Jjtesis, no excluf{das hasta ahora, son aquellas que 2Gn no han sido
.ficadas totalmente, pero por lo menos estin de acuerdo con los datos
rrimentales acumulados hasta el presente.

Llambi-~s (324) recientemente hizo una recopilacién exhaustiva de to-
los meccnismos propuestos que bas&ndose en la divisidén de Margoliash
5} pue‘en resumirse em 3

lipbtesis basndas en la formacibn de estructuras pirrilmetano ramifi-
:adagé representadas por ks de Shemin y cdaboradores (97), Bogorad
¢ Granick (115), Granick (326), Wittenberg (327) y Russell (328).

lipStesis que involucran derivados oxidados, distintos de los poli-+
rrilmetanos: representadas por Shlyk (329).

lipdtesis que involucran reacciones de intercambio o condensacibédn Ade
»olimer~s lineales: representadas por Bogorad (330), Jockson y Mac
Ynal¢ (331), Godnew y Rotfarb (332), y Mathewson y Corwvin (333).

iipbtesis que involucran la migracién intramolecular Je las cadenas
laterales, representadas por Cookson y Rimington (105), Robinson
(334), Bullok y colaboradores (335), Mauzerall (280, 282), Lockwood
¢ Benson (160), Rimington {336), Cornford (147), Russell (328) y
Jdambfcs v Dotlle (3905).

El meconismo propuesto recientemente por Llambias y Batlle (305),
acorde con los @ltimos resultados experimentales postula que la
racidn de Urbceno a partir de PBG tiene luger en dos etapas y que el
ro tipo “ec mecanismo es aplicable tanto al caso del complejo de 1la
7sa" como ~ la "PBG-D": la nresencia de 1la "I" seria necesaria para
formacién “ec un intermediario polipirréiico normal tipo III, que
uciriz finzlmente Urégeno III en una segunda etapa, en ausenci-
oficiencin de la "I", 1la formacién de Urbgeno I, ocurriria también
Jos pasos, pero el producto de la reaccibédn serfia un intermediario
ipirr6lico mormal, con estructura tipo I.

A diferencia de todos los esquemas anteriores, este Gltimo mecanis-
(305), tanbién propone que la "I actuarfa en un primer paso, en la
nacibn ‘e un ¢i o un tripirrol, que ya llevaria preformada la estruc-
1 tipo III, es decir, antes de la condensacién de la @l tima molécula
PBG, como se pensaba hasta ahora, aunque no se excluye por supuesto
participecién en la segunsa reaccibébn o previo el cierre del anillo.
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Jroporfi-indgeno Decarboxilasa

Con los trabajos ya mencionados de Bogorad con Chlorella (22-23)y de
2 y colcbor~dores, con hemolizados de eritrocitos de pato (24), se
»strd 12 conversién del Urbgeno III en Copro III y Proto IX y se co-
bord 1o hipbtesis quimica de que los porfirinbgenos, obtenidos por
Jensacién “irecta de cuatro moléculas de PBG (105, 337), serfan 1~-
Jaderos intermediarios en 1A biosintesis de porfirinas.

Por otro 1ln“o, 1a aparicibn ‘e porfirinns de -, 6- y 7-COOH, en
rtas con‘iciones, en los medios de incubacibn ( 22-25, 27, 29, 51,
, 147, 159, 162, 337-341), y en la naturaleza (113, 134, 136-137, 142-
)), llevaron ~ suponer que la descarboxilacién Ael Urbgeno a Coorb-
> se efecturria en etapas, hipbtesis confirmada en nuestro laborato-
por Botlle ¥ Grinstein (29, 239) y por San Martin de Viale y Grins-
n (162),

La form~ncién Ae Coprébgeno III, 2 partir de Urébceno III, representa
descerposiilocién sucesiva de los cuatro radicales metilen-carboxfli -
y la aparicién en su lugar, de cuatro radicales metilos,

No se s2be si una sola enzim2 es la responsable de 1lns cuatro
sarboxilociones o si existe una enzima Aistinta para cada etapa.

las 0 1~ enzima responsable de esta transformacibdn, se conoce con
nombre <c ‘Uroporfirindceno-decarboxilasa® (Decarboxilcsa) (25),

oporfiriné-eno carboxiliasa® (147) o "Porfirindgeno corboxiliasa
B).

La enzim: h> sido encontrada en preparaciosnes de Chlorella (22-23)
trocitos e nves (159, 339), en eritrocitos humanos (147), vy en R.
eroides (52) y ha sido purificada de reticulocitos de conejo (285,

)y de R._spheroides (27), de eritrocitos de pollo (338, 341) y de ba-
de ratén (342).

La en~imc es especifica para los radicales acéticos Jde los Uropor-
inbgenos v orfirindgenos cde 5-, 6~ 8 7-carboxilos, pero no decartn-
a los restos -le icido propidnico del Urégeno ni decl Coprégenoy adc -
es inctpaz ‘e descarboxilar ALA, PBG y Uro (25). Con respecto a i-s
tintos isbéncros del Urbageno, se encontrd que la enzimd es activa con
cuatro, ~unque sus velocidades de transformacién (25, 27, 51), siguen
orden ITI» TV II> I. Se encontré adem4s en hemolizacdos de eritroci-
humanos (147), que el Ur8geno III es decarboxilado con una veloci-ad
veces mayor que el Urbgeno I, cuando se encuentran en igu~ales con-
traciccss. Tn reticulocitos de conejo (25) y eritrocitos de aves
8), 1a mism relacién de velocidodes se vié que era igunl a 2,aunque
la de bazo de ratén era igual o 1 (342). Esta serfa unc buena limita-
n de 12 noturcleza, para la transformacibn del isbébmero anormal, que
o se ver® ol referirnos al préximo paso enzimldtico, & ese nivel, F’
mero I yo& no es transformado.
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La "ecarboxilasa se comporta como sulfhidrflica v son necesarios
ra su activi~ad, la nresencia de reactivos de -SH, tales como qlu-
tion (25) o “imercaptonrovanol (BAL) (27). Se encontré que la cis-
fna usa‘a & la misma concentracibén de los anteriores, “isminuve la
tividad Jde la enzima, purificada de eritrocitos de pollo (338) y que
actividad cs mayor, con glutation que con BAL. Es inhibido por me--
les pesa’os (25, 27), iodoacetami?a y PCMB (25, 342) y “TNB (342).

La actividad se mantiene por estacionamiento, traténdola r~~
NB y luego reactivando por tratamiento con ditiotreitol (342).

Si bien 1a enzima es activa en aerobiosis (24, 29, 162, 339) y
aerobiosis (23, 25, 27, 338, 341), se encontrd en la purificada de
itrocitos “e pollo (338, 34l), que la actividad es aumentada en
aerobiosis v que los requerimientos de ausencia de Q_, aumentan con

purificacién, Mauzerall y Granick (25), atribuyen este comportamien
a oxidacién del Urbgeno por el 02.

La enzima es termoldbil (115) y precalentamientos de la purifici.-
de eritrocitos de pollo, a 65° C durante 5 minutos, inhiben total
nte la conversién de Firilgeno a Coprbgeno en tantoc que la de Urd
no a Firidgeno es sélo disminufda en un 50% (338). La enzima de b--
de ratén fué totalmente inhibida por calentamiento a 50°C durar+-
ninutos (342).

Yo se encontré inactivacién por agentes quelantes y el EMNTA, in-
uso estimula la actividad de la enzima de eritrocitos de pollo (338).

Se vié+quc la Necarboxilasa de eritrocitos humanos (147) es inhi-
da por Na v que se acumula porfirina Heptacarboxflica, en esas cor-
ciones; tombién se encontraron resultados similares con la enrzim-
itrocitos “e pollo (338, 341).

Hoare y Heath (27, 51, 54) observaron trabajando con células de
spheroiles congeladas y descédngeladas, que si se las extraia repe-
das veces con buffer se obtenfia un extracto soluble capaz de sintc
zar Copro o nartir de PBG y las células, as? tratadas, también per-
an esa pronieiad, aunsue la cantidad total 4e porfirinas formadas,
> en este caso, no variaba. Se vié Tue en el extracto existfa una
accién witrofiltrable y termostable, capaz de activar la formaciébdn
Copro & nortir Ae PBG, tanto en células de R. spheroies, como en
acciones enzimé&ticas, parcialmente purificadas, También encontrarci
ctores similares en eritrocitos de pollo, levadura de panaderia e
gado 4e cer ‘o (27).

En eritrocitos de pollo, Urata y Kimura (343}, por pasaje Ae los
rolizados, por columnas Ade Amberlite-ICR 59, encontraron también, 1 co
ctor necescrio para la biosfintesis de Copro, a partir de Urbgeno, e
sulté “iclizcoble y termostable.

Poco se shbe acerca de la naturaleza de estos cofactores,sal.-
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| de bajo ?..l.,, y termostablas., Se sugirid que el Ade eritrocitos se-
' un polinéoticeo (338).

5i bien se vié que la descarboxilacién es secuencial (29, 162, 339),
se sabe a0n si existe una secuencia preferencial, con los distintos
icales metilen carboxilos y si es necesaria m&s de una enzima para es-
proceso. Jorias de las propiedades de la enzima dirien que més Ade
proteinz estaria involucrada en la catllisis, pero el hecho de que
bajando con hemolizados de eritrocitos de conejo, se encontrara por
ctroforesis sobre gel de almidbén, una sola fracecibdn capaz de descar-
ilar el Ur6-eno III y los otros isbmeros (25) y que también la enzima
ificad~ "e eritrocitos Ae pollo, resultara homogénea, en un andlisis
electroforesis en gel de poliacrilamida (338), lleva 2 pensar en una
tefna mic~ con, por lo menos, dos sitios activos (338).

Conrogenasc

La forn~ciédn de Proto IX a partir de Coprbgeno III, es un proceso
plejo que representa 1la descarboxilacién oxidativa Ae los Ades grupos
pionatos ‘e las posiciones 2 y 4 de los anillos A y B, ‘el Coprbgeno
, que se conierten en radicales vinilms y la pérdida ‘e seis Aatomos
hidrbgeno el porfirinbgeno para transformarlo em porfirina,

No se scbe mucho acerca del mecanisms intimo de este proceso. De
erdo 2 los resultados de Batlle y colaberadores (166), Je anilisis
ctroforético ‘e la enzima purificada, seria una sola enzima la que
duce 1o tronsformacibdn de los dos radicales prepibdnicos en vinilos,
o> end que respecta a la transformacién del porfirinbdgeno en porfiri-
existen ~(nn interrogantes, acerca si el preceso es o no enzimltico,
e serlo; si lo cataliza la misma enzima que efectia la descarboxila-
n oxidatia 0 una sequnda enzima, Experiencias efectuadas por Sano
ranick (164}, indicarfan que el segunde process, también serfa emzi-
ico y Porrc v Falk (165, 344), propusieron que estaric involucrada
Brotopor®irinocenasa,

La enzimc involucrada en la Adesearbexilacién oxidativa se conoce
0 "Copronorfirindgeno &xide-reductasa", "Coproporfirinbégeno oxidasa",
proporfirindégeno 6xido-Adecarboxilasa®, "Coprogenasa" o '"Coproporfiri-
enasa" (C>G-asa).

La enzimn, como se indicé al referirnos a la ALA-S, es particulada,
ington v col~boradores (45, 157, 378, 345), demostraron en hemoliza-
de eritrocitos humanes, que sintetizaban Uro, Copro v sblo trazas
Proto I7, que se producia un aumente de alrededor de 29 veces en
to IX, no. el agregado al medio de mitecondrias o extractos mitocon-
ales e higcdo Ae rata.

”

arfa uni<o @ la mitocondria por uniones disulfuro y que se podia
ubilizar en presencia de tioglicolato.

Sano v Gronick (164), sugirieron que en hfgado de rata, la enzima
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La enzina ha sido aislada y solublizada de microorganismos tales
0 Chlorella (326), Euglena gracilis (346), Chromatium (347), levadu-
(348), R. spheroides (349, 350), de la fraccién soluble de Psecudmmonag
oresceng crecidas aerd4bicamente, de Pseudomonas denitrificans cre-
las anaerbbicamente, en condiciones denitrificantes y de E, Coli (351);
fuentes vegetales, de hojas de tabaco (352), y de fuentes animales,
hemoliza?os Je eritrocitos de aves (48), de higado vacuno (164-165,
ly 353) v ¢e hfgado 4de rata (166, 345).

Fué purificada 20 veces a partir de mitocon-rias de higado de vaca
1), y 6C veces de mitocondrias de higado de rata (166).

Se obser.d que el Gnico aceptor de electrones en la transformacién
Coprégeno IIT en Proto IX, es el 02 (164-166, 351) y que la enzima
inhibfc en ~naerobiosis (45, 48, 346, 352-353). Sin embargo, Tait
19-350) cetectéd CPG-asa en células de R. Spheroides crecidas en anae-
viosis y eugirid que en esas condiciones, la L-metieninc, ju-aria el
el de acentor de primario de electrones, en el pasaje ce Coprégeno III
—> Proto I+ v que idemésﬂe_starian involucrados en la reaccién Mg++,
>y FAD, NAD o NADP y Fe , como aceptores finales de 1los electrones
rrotones,

La CPG-csa es altamente especifica de sus sustrato, Coprbgeno II1
10 acthia sobre el isémero I (159, 164%6, 346), ésto explicarfa que
)ca se hay:o encontrado Protoporfirina isémero I en la naturaleza. Se
encontrocdo transformacibn enzimética del isémero artificial, Copré-
1o IV, por una preparacién de Euglena gracilis (354) pero a una velo-
lad diez veces menor respecto al iséme=s III.

fe determind que la enzima purificada de mitsrondrias de higado de
:a (166) posee un P.M. de 80.000 y es una enzima sulfhidrflica,

No ha si<o demostrado requerimientos de ninglin cofactor por la
ima (165-166, 345).

Como se mencionb, aunque se han postulado varios mecanismos que
)licarfzn La Jescarboxilacién oxidativa, alin no se ha determinado cull
el que efectfia este proceso.

Bogora: y Gramick (355), trabajando con mutantes de Chlorella, in-
)aces ce biosin+etizar Proto IX a partir de Coprégeno III, encontraron
r acumulaban monohidroxietil, monovinil-Deuteroporfirina IXy Hemato-
firina I7. Dsto llevd a Bogorad a sugerir (356-357) para este proce-
un mecanisio similar al de la oxidacién de &cidos grasos. Pero el he-—
) de no encontrar formacién de Proto IX, a partir de Hematoporfiriné-
10 IX, ni ée monohidroxietil, mono vinil-Deuteroporfirinégeno IX,
| Chlorella,cifya falla genética se encontrava a nivel de la transfer-
ién de P33, alin en células congeladas y descongeladas para evitar

blemas Ce nermeabilidad, llevaron a dudar de la teorfa. Otros hechos,
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llevaron a deshechar la teorfa de Bogorad (356-357), son el de no
contrarse inhibicién con cianuro de potasio, hidroxilamina ni semi-
rbazida (166, 346), que formarfian Aderivados en presencia de grupos
rbonilos: 1o no cxistencia de cofactores dializables (164~166, 246),
que la piresencia de CoA y ATP no la afectaban.

De acuerco 2 evidencias trabajando con agua tritiada (358) se su-
so que I Jescarboxilacién y oxidacién, deberfan ser simulténeas, ya
e la tronsferencia de protones era intramolecular, puesto que los
vtones ‘el medio no se incorporaban en los radicales viniles.

otro teo{a explica el mecanismo por formacibn de 2,4 diacrilico
uteroporfirinbé-enc IX (164, 345). Pero se observd (164, 166) que el
4 rans-diacrilico Deuteroporfirinégeno IX, obtenido quimicamente
59), no era convertido en Proto IX. Batlle y colaberadores (166),
girieron quc isbmero cis del 2,4 diacrflico Deuteroperfirindger.o IX,
y inestable, seria el intermediario biol8gice y en parte cerroboran
hipbtesis con el hccho que el fumarato (estructura trans) ne es inhi
dor de lc reaccibn, cn tanto que el maleat» (estructur:: cis) sf lo
(166).

Batlle y co}aboradores (166) y luego Samo (360) ante las mecesi-
des de oxigeno del sistema, sugierem 1a foermaciém de un 2,4 pis-(3-
droxipropiénico), Deutcroperfirinbgcne IX, que iuego se deshidrata-
ay formeri~ el 2,4 cis diacrf{lico y Deutersperfirimbgenoc IX.

Sano y Gronick (164, 361) sintetizaren una mczela de los cuyatro
bmiros posibles del 2,4 bis (3-hidroxipropiénice) -DPeuteropepfiriné-
no IX y observarcn, cue era convertido en Proto IX, por preparaciones
tocondricles, con un rendimiento aproximade del 25%, es cdeeir, que
lo uno Je los is8meros se utilizaba totalmente. La reaccién, a dife-
ncla de 1: conversién Ael Coprégeno III, procedia tantc en anaerobio-
s como en cerobiosis., Estos resultadoa apoyan fuertemente su rol co-
intermediario.

Batlle y Rimingten (359) y 8ane (360) em base a sus resultados,
esegtaron pOr separado, el esquema de la (Fig.lZ! para la biosinte-
s de Proto L. a partir de Caprégeno TII. Uma voriante, serfa que la
scart “xil-~cibén de 1es dos restos de Acida acrflice, podrfa producir-
sobre 1o cnzima, en dos etapas, y asf{ explicaria la aparicién de
rfirincs tricarboxflicas en diferentes medias citades recigiasemente
r Rimington, Loekwood y Belcher (148), Smith, Belcher, liahler y
dkin (14°), Belche#,, Smith y Mahler (362), Smith, Belcher y Mahler
50, 151), Belcher, Smith, Nichelson y Williams (152), Kennedy (153),
medy, Jackson, Kenner y Sucking (154) y Frenech, Nicholson y
mington (155).
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‘erroquelatasa

Este es el punto de divergencia para el camino de biosfntesis del
» y las Clorofilas.

Se sabe que el hierro, al igual que otros metales de transicién,

le ser incorporado en porfirinas en forma quimica (363). Si consi-
mos 1as con’iciones 6ptimas, o sea calentamientes de la parfirina
una scl ferrosa en &cido acético (364) o piridima (365) y que a pH
Tos el ren’imiento del complejo Fe- .porfirina no es muy alto, ves -
que la quelacién en condiciones fisiolbaicas no estd fovopecida,

A pH 7 existe el problema que las porfirinas precipitan e forman a-
jados. moleculares y el ibén ferroso en presencia Ae aire, se oxiAa ri-
mente & ién férrico, tendiendo a precipitar como hi-“réxide, En cem-
en ausencic e 0_ con detergentes que actfien como solubilizantes

s asoci-ciones moleculares de las porfirinas, la incorporacidn Ae
se pro°uce & una velocidad razonable (366).

Ha si’o “‘emostrada la incorporacién q@imica 4el hierro en porfiri-
parciclmente reducidas(d{ y tetrahidroporfirinas) (367), pero no se;
lemostra’o 1o incorporacibn a porfirinégenos. Ahora bien, en medios
bgices, no se ha encontrado incorporacién a porfirinégenos ni a por-
nas parcialmente reducidas (368). Estos hechos, junto con la exis-
ia e microorganismos, que requiﬁ_ren Hemo como factor de crecimien-
que no nuo reemplazarse por Fe y Proto IX, al medio de cultivo
369-373), llevaron 2 1a conclusién que la formacién ‘el Hemo a par-
de Proto I}’, "in vivo", era un proceso enzimitico, en desacuer“o con
isiciones pora las cuales se producia sin intervencién de ninguna
ma(249, 367).

No estf oGn bien aclarado si una o mis enzimas, son responsables

a catélisis ‘e esta reaccibdn, se cree que es una y que las diferen-
; encontr~das en el comportamiento por los distintos investigadores,
leben a la ‘iversidad de fuentes, métodos de preparacidn, incubacibdn
cnicas e determinacibn empleadas.

Esta enzim~ se “enomina “"Hemosintetasa" (378) o m&s corrientemen-
'Ferroque’atasa” (375).

Ha sido “etectada en distintas fuentes, entre ellas, eritrocitos
wves (237, 376-381), en eritrccitos de pato (377, 382-386), eritro-
)s humenos (387), hfgado de rata (28, 272, 388-397), mitocondrias
Mgado “e r~t- (391), en higado de cerdo (369, 392), cloroplasto de
.naca o su polvo cetbnico (393, 394), en cloroplastos v propléstidos
10jas ‘e habas y avena y en mitocondrias de tubérculos <e papas
}) ¥ en mitocondrias de levadura (396).

Porr>; en 1962, demostrd fehacientemente, que los porfirinbgenos
jon sustrctos de la enzima, resultados ya mencionados por experiencias
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ictuadas cnteriormente (397) y por deduccienes tebricas (367).

La Proto IX entonces, es la finica porfirina que actGa como tal
i¢ su porfirinbgeno en el camino de biosintesis del Hemo.

El 0_ es imprescindible en el medio, cemo ya se mencioné, por ser
lispensabie nor~ la transformacibébn de Protbbgeno en Proto IX. Sin em-
'go, se vid6 que la enzima de to~”os los sistemas estulinios, es sensi-
» al aire, pero este problema en parte se soluciona por el agregado
agentes re’uctores de grupos -SH, tales como glutation, ascorbato,
ietlorina, o cditicnito de sodio, este filtimo "in vitro¥, produce un
icipitado negro, posiblemente 4de sulfuro de hierro, el cua? de alguna
lera, estarfs involucrade en la reacciédn (398), ademis se cree que
| necescrios para mantener reducido el iédn ferrosn, que ‘¢ lo contra-
» serfa oxi~*~“o por el aire (369, 392, 399).

Se h~ eacontrado quela enzima tenAria grupos -5H, requeridos »ara
actii“a” (372, 399) v aue en presencia de =ire nodrian oxidarse
'S"S"c

LA enzima es particulada, se 12 encontrd en mitocendrias de hirado
rata (391, 277), en mitocondrias de higado Ade cerdo (392), en mito-
drias ‘e tubérculo Ae papa (395) v en miteconAirias de levadura (396),
cloropl~stos de hojas 4de espinaca (3932394) v Ade heojas e habas y
na (395) - en cromatédforos Ade bacterias fotosintéticas (401-402).
| embargo, en R. spheroi-‘es (403) se Aetectd una ferroquelatasa solu-
' y un porticulada,

Se estudid la especificiAdad -Je 12 enzima respecto ~ los sustratos
ie vié que era activa cen Proto IX, Hematmporfirina, Deuteroporfirina
lesonorfirina, produciendo los resnectivos comnleijos '"hierro-norfiri-
' (376, 323-3°4, 392) aunque con Aistintas velocidades aora bien,
imoortante es que es activa, como se v&, solamente con porfirinAs
sblo “os grupos carboxilos y libres, = que los ésteres metilicos
fueron ~ctivos como sustrato de la enzima (385, 392). Tn esturios
ipecto 2 12 especificidad “el metal, los resultados fueron mas c-moli
los que respecto a la porfirina; Johnson y Jenes (424) usando la Ferro
latasa “e eritrocitos de aves, encontraron las siguientes relaciones
las velocidaigs de incorperacibn, comsiderandec 107, la velocidad de
1lacibén ‘e "‘E en la_&rotﬂ IX; con Prato IX com»a uno :E los sustx;ixtos

$ 19?4 Co : 43, Zn 302 y con Deutereporfirina, Fe =+ 266, Cp
)yIn 322,

Se supone que 12 enzim2 se uniria a la Protn IX v 2) metal por Ans
rios 4iferentes (27).

Se encontrd que se aumentaba la actividad de Ferroquel~tasa c¢Hon
lsisn agua-éter (495), Ae ést> se concluvb que 1ns lipi‘os estarfan
mlucrados en la reaccién.
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‘En crom~tdforos “e bacterias fotosintéticas y mitosoa-rias de hi-
o (40)-%02;. se encontraron evidencias acerca 4de la participacibn
» 1ipidos ¢n 12 incorporacién del metal a la porfirina. L~ Ferroquela-
isa de eritrocitos de pato (401) se vib que era inactivacda por accién
: la Fosforilesa A y que el agregado de fosfolipidos extrafdos en un
1vo cetbnizo ~umentabda la actividad de Ferroquelatasa "¢ ese polvo
ténico.

La funcién ce los fosfolipidos no esth clara; poiri{a ser que la
rga del fos’olipido activara 1a enzima (406) o que se formera un com
ejo lipooroteico con la enzima (407),

Tambiln 1:. »ccibn de 1a globin> en esta sintesis, cs tema de dis-
sibn, pucs si bien Schwartz y colaboradores (378-379), “ibson (408),
Eriksen (109) postulan la formacién de un complejo entre la globina
la Proto I, que serf{a especifico para la .incorporacién 4el hierro,
encontrd cuc la glotina inhibe 12 formacibén del Hemo e “in vitro”
tarfa fevorecida la formacibén 4e Mioglobina y Hemoglobina, fremte a
del Hemo (356).



\ formacibén de Uroporfirindgeno III a partir de Porfobilinbgeno,
ata wna Je las étapas més complejas en la biosintesis de las
\nas,

: sabe que en algunos desbdrdenes metabblicos, tal el caso de las
las heplticas y eritropoyéticas, se forman grandes cantidades de
\nas anormales del tipo isomérico I, la acumulacién de estas por-
1 pocric atribuirse a una disminuciébn o inhibicién de la componen-
oporfirindgeno III Cosintetasa'" en el complejo responsable de la
rmecién normal "Porfobilinbgenp-Deaminasa-Uroporfirinégeno III
itasa 0 & modificaciones inherentes al complejo en total.

l hicedo, si bien no es un 6rgano hematopoyético, debido a su gran
ldo en citocromos y la alta velocidad de recambios de éstos, re-
m lucar de intensa biosfintesis de porfirinas y por lo tanto una
sunomente atrayendo para el aislamiento y purificacién de las en-
lnvolucradas en ese camino metabblico.

2 1o dicho, se desprende el interés del estudie de la conversidn
»fobilinbseno en Uroporfirinégenos a nivel enzimltico, en higado

| pronfsito del presente trBbajo ha sido entonces el aislamiento
Mieacibn del complejo "Porfobilinbdgeno Deaminasa-Uroporfirinédgenc
jintetasa?, resoonsable de la transformacién del Porfobilindgeno
wrfirinéceno III y la separaciédn de sus actividades de "Porfobili-
Deaminasa™ y "Uroporfirinbéceno III Cosintetasa", de higado bhovimo,
objeto, ademés, de poder estudiar diversas propiedades del sistema
!0 y Je sus componentes; en particular, se ha enfocado un estudio
0 tendiente a procurar resultados que permitieran ayudar al escla-
mto Cel mecanismo de accibn enzimltica de este sistema,
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IRTE E:’CRIMENTAL

MATERTALES

ALA-C1H: Proveniente de Siema Chemical Co (U.S.A.) o sintetizada
' el métor'o Ae Mitta, Ferramola, Sancovich y Grinstein (410).

ALA-4 C-CJH‘ Se sintetizd en los lahoratorios Ade moléculas marca-
. de 1a Comisién Nacional de Energia Atémica, siguien o el método
' nosotros <‘esarrollado (410).

PBG: Se prepard segin se describe en Mé&todos (411—412).

Uro ITI: Proveniente de plumas de Turaco.

Uro I: Separada de orinas Ae pacientes de vorfiria congénita.
Firia III: Aislada de pacientes de porfiria cutanea tarda.

Copro III: Aislada de C. diphtereae o de orina de conejos intoxi-
cados con P>, siguiendo el método descrioto por Xreimer (413).

Copro I: Aislada de orinas de pacientes con porfiria congénita.
Proto IZ: Aislada de sangre, siguiendo el método 4e Grinstein (414).

H{gado --acuno: °roveniente de animal recién faenado, »rovisto gene-
amente nor Laboratorios Iffa-Estrella, Buenos Aires,

Cloroformo: Se utilizé Merck, Carbo Erba o May & RBaker, droga p.a.
1av6 con acua en una relacién cloroformo:acua, 1:3 v luego se secbh
re 0120a granulado, durante 3 horas y se usbd en el ¢ia o de lo

trario se “estild sor columna rectificadora (413) v se mar4b fuera
12 luz, en “~tellas color caremelo, con el arreaado “e 1% “e alco*ol,

Metanol: Se utilizé Atanor p.a., previamente rectificado.
Etanol: Se utilizé Merck p.a..

Bter etilico: Se utilizé éter anestésico Rhodia, libre de neréxidos.

Diexano: Se utilizé Riedel de Haen. Ag. Seelze Hannover (Germany)
viamente purificado segn el método de Eigenberg (416) modificade
Cornford (417).

Benceno: Se utilizé Sintorgan, droga p.a.
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ttidina: Se utilizé BDH, para cromatoaraffa.

0 de etilo: Se utilizé Atanor, drora p.a., previamente rectificado.
:ne_para cromatografia: Se prepard a partir de kerosene comercial,
endio comtn (coloreado), segfin el método de Falk y Benson (418).
'osene se lavd como minimo 3 veces con un gran volumen de agua, lue-
sec6) sobre Cl Ca granulado, durante 48 horas, veriodo en el cual se
»una vez el CI Ca, se rectificé y utilizé la fraccidn incolora des-
| entre 190-240°C. Esta fraccién provenia de una nrimera destdlacién,
que se recogié entre 180-250°C. Las destilaciones debieron efectuar
la form:. indicada y a llama directa, para obtener en la cromatogra-
egulta’os cuantitativos, reproducibles; posiblemente, por apariciébn
ductos originados por "craking" de las parafinas, in“ispensables

na buena separacién. E1 kerosene asf{ tratado, se guardd en botellas
8 hasts el momento de su uso. .

_fosfato <e calcio: Se prepard de acuer”o al método “e Keilin y

e {419).

ex: Se utilizé el nroducto proveniente Ae "harmacia (Unosala)

1t Se utiliz6 el »roducto nroveniente -de Rio-Rad Laboratories

on?), Cali‘ornia, U.S.A,.

_almi“éu: (para electroforesis): se utilizé el oroducto »roveniente
naugirt, ledical Research Lab. (Toronto), CanadA.

odos los reactivos emnleados, no mencionades aqui, fueron produc-
qra’o anal{tico.

000S

La nrevaracibn de PBG, se efectud meiante sintesis enzimética,
la enzima ALA-4ehidratasa (ALA-D). La obtencién - purificacién
enzima se realizb en 11 ‘eas generales, simuiendo e  procedimiento
nto po:> Bat’le, Ferramola y Grinctein (259).

Se aislé a partir de hfigado vacuno recién faenado, cortado en for-
delgadas tajadas, que se conservaren y transportaron congeladas, en
seco. 1 material se cortd en pequefios trozes, y se dejé desconge-
tes ‘e niroceder a homogeneizarlo, Todas las éneraciones, salvo

se in’'ique lo contrario, fueron realizadas en clmara fria entre

’reparacitn del homogenato: Se parii de 20-100 q. “e higado y se
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preparé un homo-enato al 19% (P/v) con sacarosa 0,25 M en un homo-

geimizador <cl tipo Potter- Elvehjem con ayuda de un agitador mecé-

nico.

a_. Centrifugccidn a 11,700 x g: E1 homogenato antes obtcnido se

centrifugd 17 minutos a 11.000 x g. E1 sedimento ne tenic onréctica-

mente activided “e ALA-D, por lo tanto se descartd y ml&s .'c un 97%

de la acti icc”. se recuper$ en el sobrenadante.

a,. Tratamicnto nor calor: El sobrenadante proveniente dc la Etaoa

a_, distribui: o en oorciones de alrededor 4e30N ml, se calentd en

bario maria, coin agitacidn constante, hasta aques la temmeratura llegd

a 50°C, entoaces se retird del bario y se continud la agitacidn unos

5 minutos m’s, ‘urante este (ltimo intervalo la temneratura se ele-

=§ a 56=5C°C luego se enfribé rapidamente en un bafio de “ielo. El

sistema resultante de este tratamiento se centrifugd 19 minutos a

1,800 x g y ¢l sedimento inactivo se descarté.

a » Fraccionomiento con sulfato de amonio: Al sobrenadante provenien-—

te de 1a etanc anterior se le agregd solucién saturada de SO (NH ) ,

previamente ncutralizada (pH 7.0) hasta llevarle a 32% de saturagign;

al cabo de wc hora se centrifugbd el sistema durante 10 minutos, a

11,000 x ¢ nuevamente se descartd ¢l precipitade, de escasa acti-

vidad, y el sobrenadante se llev) a 55% de saturacién con SO (NH )

y luego de un~ hora, también se centrifu-6 a 11.000 x g cdurante §O2

minutos. La fraccién precipitada entre 30 y 55% de saturacidn con

§¢ (NH ) sc capled para la conversiédn enzimitica de ALA en PBG. La
4, 4°2 . .

enzima asf{ obtenida (purificada 16 veces) se conservé a -19°C; en

estas conicioncs, la preparacién enzimltica mantuvo més de un 80% de

su actividad por un mes. En el momento de eu usa, el precipitado se

disolvié en b:iffer de fosfatos 0,134 M pH 6,8 a una concentracién

aproximada c¢e 1.0-20 mg de protefinma por mililitro.

El contcnido proteico se determiné usando el reactivo de Folin-
Ciocalteau po:r el micrométode de Lowry y colab. (419).

b Medicién dc la actividad enzimiticat Las. cendiciones standard pa-
ra medir 1- cctividad enzimAtica de ALA-D fueron las siguientes:

las incutaciones se llevaron a cabo en tubes o recipientes tipo
Thunkerg, 21 -acfo, en bafie de 38°C; se colecaren, la sclucibn enzi-
mdtica, junto con el buffer de fosfatos 0,067 M pH 6,8 v 92,1 ml de
cistefna 0,025 i en un velumen final de 2,5 ml: este sistema se pre-
incubé una hora, para activar la enzima, y al cabo de ese tiempo, del
tubo latera). se le hizo caer 0,1 ml de ALA J0,95 M, también a ph 6,8.
La incubacién se prosigquié por una hera cen agitacién mecénica a
80-90 oscilociones por minute. Después de la incubacién, la reaccibdn
se detuvo con el agregado de 0,1 ml de solucibdn saturada de SO Cu.
Seagitd vigorosamente y el preckpitado proteico se separd por cen-—
trifugacién, ¢l PBG formado se midié en el sobrenadante siguiendo

el método e lloore y Labbe (421).
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c. Sistema <e incubacibn para la siln_t_e_si_s_ enzimética de PBG

Las con’iciones de incubacién para la preparaciédn de PBG, a par-
tir de ALA no. ~ccibdn de la enzima especifica ALA-D fueron practica-
mente las mismcs que las descriptas para la medicibdn de la actividad
enzimatica, veriando la concentracibén del sustrato y el tiempo de
incubacién, dc acuerdo a la actividad especifica de la enzima,

En 1~ Teblo II se ilustran varias expariencias tipicase

d. Aislamicnto del PBG de 1la mezcla de incubacién

Una vez coaclufda la incubacibn, se nrocedid a senarar y ourifi-
car el PG formado de la mezcla de incubacién, para lo cual se siguie
ron dos proce<imientos:

d : _C_rpnla_tp_g_:.*_aﬁi_a. por Sephadex: La mezcla de incubacidén se enfrib
rgp-idamentc en un bano de hielo y se sembré en una columna de

dephadex G-10 (6 G-15 6 G-25), una vez admitida toda la mczcla se
eluyd con bufler de fosfatos 0,067 M nH 6,8, La corrida se efectud a
temperatw-a «abiente. Se recogieron fracciones de 2.3 ml en las cua-
les se determinaron el contenido proteico y de PBG. En la (Fig. 13)
se muestra un gir&fico de eluciébn representativo de las distintas ex-
periencias cfectuadas. Todos los tubos que contenian PRBG se reuniesor
y la solucibéa e P8G as{ obtenida se liofilizd vy conservd como tal,
en recipiente cerrado en un desecador al vacio (entre ’)—-4°C).

d . Crista’izacibn del PBG formado: (segln modificacién de) método

de Cooksor: y Rinington (105)). La mezcle de incubacién se enfrié ri-
pidamente en un bafio de hielo v se desproteinizé con 5 ml Jde solucibn
saturada de S0 Cu por cada 100 ml de sistema, el precipitado se sepa-
r6 por centrifu acién y se lavé dos veces con 5 ml de NH 7,5 N por
vez., La soluciba resultante se llevd a pH 4,7 - 4,5 con acid.o acéti-
co y luego sc ciiadié cuidadosamente una solucidn de acetato mercGri-
co al 15% recicentemente preparada, hasta reaccibdn negativa de PBG en
el sobrenccante (con reactivo de Ehrlich). El complejo merctrico de
PBG, se la.6 7“0s 0 tres veces con solucibn de acetato merclrico al
1¥%; para asegurarse unAa mixima eliminacién del lfquido de lavado,

que luego porria dificultar la cristalizacién, el Gltimo lavado

se centrifucd <‘urante mis tiempo y a mayor velocidad que los anteriores.
Al precipitcio ~s{ obtenido se le hizo pasar una fuerte corrieate de.
SH_ durante 5-17 minutos, tiempo durante el cual se desacomplejé el
PBG y se "o m® SHg que se fiitré por embudo de clavo; el filtrado de
color amarillento, conteniendo el PBG libre, se aireé por burbujeo
unos minutos, nara eliminar el exceso de SH_ vy luego se llevé a pH
4,0 con NH_ concentrado, generalmente al alcanzar dicho pH comenzaron
a formarse los cristales de PBG, se enfrié el tubo en baro de hielo y
se dejbé hasto el dia siquiente, en que se separaron los cristales por
centrifu¢acién: para su secadn se lavaron con acetona y se mantuvier~r
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13. Grafico de elucién del PBG
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nismo buffer y se recogieron fracciones de

ml en un colector automatico Flujo de La
umna 10 ml/hora_



:n desecador o) -acfo.

Para incrementar el rendimiento de PBG, el precipitado de SHg
e lavd 3 eces con 1,5 ml de agua cada vez: estos lavados se traba-
jaron indepen’imiento como se¢ indicé antes, es decir, se airearon,
s¢ llevaron 2 pH 4,0 , se dejaron precipitar en frio y los cristales
resultantes se secaron con acetona,

Para rccristalizar el producto se lo disolvié en la menor canti-
lad posible ce NHB' 0,5 N y luego se llevd a pH 4 con &cido acético
L N.

Los cristcles asi obtcnidos presentaron una forma caracteristica
7un ligero tono rosado. E1 producto resultante se pudo conservar o
Jien, como la base libre, o bien como clorhidrato de PBG, que es un
yoco mds estnble que el amterior. Para transformar el PBG en su clor-
iidrato se lo ‘isolvié en HE1 2N ( 1 ml por cada 50 mg), se calentd
nos minutos -~ 45-40°c' se filtré rapidamente por embudo “e clavo, para
:liminar las impurezas i el filtrado se enfrié bruscamente con hielo
r sal, obtcniénlose agujas incoloras que se lavaren con ClH 2 N frio
r acetonc - se guardaron en un desecador al vacio y a baja temperatura,

‘e Biosin_'g.g_s.:'._s_;b; asilamiento de PRG v 1='BG—CI'4= En la Tabla II se mues-
ran algunos ciwerimentos reprcsentativos. Como nuede rerse, el rendi-
iento de 2o sfintesis enzimiti~a, columnas A, exoresado como ma de
3G "crudo’ “cterminade po~ colorimetria (421), es de un N-90%.

El P3G formmado fue separado de 13 mezcla de incubacibdn por Aocs
irocedimientos Adistintes (columnas B y C).

En gencrdl., cuan’e la cantidad Ae PBG fué del erden de los 30 mg
) menos, se¢ 1o «isléd por cromatoarafia de Sephadex (columna B, Expt©s.
.«3), seqgta el. procedimiento ya descripto; cabe hacer notar que tanto
'ephadex G--1.0, como G-15 & G-25 pudieron emplearse para estos fines,
1 esquema cde eluciédn fué similar en los tres cases y del tipo ilus=
rado en 1a (_:-‘ig. 13!, ademis empleando celumnas de mayores dimensio-
les, por ejemnlo 2,4 x S50 cm, se pudieron separar f&eilmente ?antida-
les superiores e PBG del mismo orden de las trabajadasd en la columna
e Se preci~ tombiefi que la recuperacién-de PBG por cromatograffa de
iephadex fué mayor que un 80% en todos los cases. Cuando se empleb
icwd como liquido de elucibn, sb6lo se recuperd un 50% del PBG presen-
e en la mezcla, per lo ecull se eligid la elucibdn con buffer como mé-
ods de rutina. Adem&s se puede observar que el rendimiento total de
ma prepar~acidn en la cual la etara final fué una cromatograffa Ade

ephadex, fué mcyor Ael 68%. En la columna C se observa que por cris-
alizacién sc obtiene un 70% Ael PBG crudn biosintético (Expts. 4-7),
0 que se tr~-ujo en un rendimiento final guperier al 690¥% en todos

8S casos,

1 . . .
Cuan’o se prepard PBG 401 Expts. 6-7) y €l rendimiento obtenido

n base a la cantidad de ALA-4- C agregado, fué del 60%.
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» Identificnciédn del producto formado: E1 PBG aislado por cualdquiera
: los los proccdimientos indicados, fué identificado, f., por cromato-
affa* fe' “eterminacibén de los coeficientes de extinci%n' £ crista~-
.zacibn por modificacién del método Ae Cookson y Rimington {195)
1 descripto. Lo identificacién se llevd a cabo en forma comparativa
‘ente 2 P3G cristalino obtenido de orinas de porfirias (105) y PBG
ntético (1.21) cedido centiimente vor el Dr. FryAman.
. Crom2tografia sobre navel: en base a ligeras modificeciones Ade
itodos y~ ~“cscriptos (103-114). Se utilizé como solvente la fase su-
rior, seporaa al7°C Ae una mezcla de butanol:écido acético: agua,
1:5 (v/v/v) ' 1a corrida se 1levbé a cabo en papel Whatman N° 1, a tem-
ratura ambicnte durante 7 horas-

Se emplearon dos métodos diferentes de revelado, en uno de elles
» pulverizb cl papel con reactivo de Ehrlich hasta aparicién de la
incha rojc coracteristica del complejo PBG-PDAB, mientras que eh 2l
To se somctid la hoja de cromatografia., con el cromatograma desarro-—
ado a vapores de &cido acéticc durante 10 minutos; a¥ cabo de ese

empo se observd con lampara ultravioleta una fluorescencia roja, de--
da a Uro formada en el sitio dorde cor:ié el PBG. Presentd un Rf
» alrededor <e 0,5, coincidente con los valores obtenidos para los
IG usados como standard, ademls una mezcla de ellos corribé como man-
@ finica,
+ Determinacibn de los coeficientes de extincibn: mediante el emplen
1 reactivo e Ehrlich segfin modificacién de Moore y Labbe (4?1) v
uzerall y Gronick (114).

Los coeficientes de extincibédn milimolar del PBG cristalino bio-
ntético fué E]:_'mc_m= 23.090 y para PBG cris”alino de orinas E$m=25,400,
r el méto o de Moore y Labbe (421), en tanto que por el método de

uzerall v Gronick (114), fueron ELM= 61.000 y Ellﬁﬁm = 69.336 respec—
"M

vamente,
El espectro de absorcidn correspondiente a la reacciédn del PBG
n PDAB, posee dos mlximos de abnorcibn, uno a 525 nm y otro a 555 nm-

Determinzcibn cuantitativa de PBG: Se efectud haciendo reaccionar un
lumen de 1a muestra (dilufida, si hu~i<-e sido necesario), con un vo-
men igual <e reactivo de Ehrlich (solucibn &cida de PDAB)}, se deib
sarrollar el color rosado caracteristico, durante el tiempo conve-
ente y se lerb a alrededor de 550 nm. E1 PBG presente en la muestra
calculd c»nlicando les coeficientes de extincién caracteristicos, que
eron determinodos usando como standard PBG cristalino, obtenido de
cientes con porfiria aguda, mediante el método de Cookson y Riming-
n (105).

Las meciciones se efectuaron en un espectrofotbédmetro Beckman
V., Beckmen DB o bien en un Spectronic 20.

Se usb el reactivo de Ehrlich preparado segGn dos técnicas dictin
s, de acuerdo a las necesifades del caso. Cuando se midieron altas
ncentracimnes y grandee Aiferan~fa- A _cncentraciones de PBG, se
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tilizé el rcactivo de Ehrlich preparado seghn la técnica de Moore
‘Labbe (421): o 2 g de PDAB disueltos en 25 ml de ClH concentrado,

e agregaron 75 ml de &cido acético glacial. E1 color de la reaccibn
on una solucién de PBG se desarrolléd totalmente a los 8-S minutos,
iendo estable dentro de los 39 minutos de reaccién con un méximo a
5 nm y un coaficiente de extincibn milimolar Elcm T 25,400 este
eactivo es estable manteniéndolo en botellas oscuras, en frio. Cuan-
0 las concentreciones de PBG fueron muy bajas o las diferencias de
vncentracibédn muy pequetias, se utilizé el reactivo de Ehrlich, prepa-
ado seglin 12 técnica de Mauzerall y Granick (114), que desarrolla

n color més intenso, aunque el reactivo es inestable y debe usarse
nel dfa ‘e su preparaciébn; la composiciédn del reactivo es: al g

e PPAB disuelto en 39 ml de Acido acético glacial, se agregan 8 ml

e C10 H &) 70% y se lleva a 50 ml con &cido acético glacizl. E1 color
e 1a reaccién con PBG desarrollé totalmente a los 15 minutos, siendo
stable duwrante 10 minutos. con un méximo de absorbancia & 555 nmy

n coeficiente de extinciébn milimolar de Er];‘;[m= 6,1 x 127,

eterminacién ‘e la actividad enzimética:

Salvo cuano se indique lo contrario, el sistema contenfa: la
reparacién enzimética, 79 P9 de PBG y buffer Tris-ClH 0,05 M, pH
«4 en un ~olumen final de 10 ml, Se controld el pH antes y después
e las incubhciones con el electrodo de un pH-metro Knick y los prome-
ios de los nH coincidfian dentro del pH éptimo.

Las incubaciones se realizaron en Erlenmeyers de 25 ml, tapados
o algodbn, recubierto de polietileno, es decir, en aerobisasis, en
scuridad, a 30°C, con agitacién mecénica de 40 oscilaciones/minuto,
tn 2 cm de cdesplazamiento.

La incubacibén se pard por répido enfriamiento en bafio de hielo
posterior agregadoe de 1,6 ml de ClH concentrade, para llevar a 5%
> concentracién de ClH, con el objeto de precipitar las proteinas y
;mer las nor’irinas en cendiciones para la mediciédn espectrofotomé-
rica,

Cuando se estudib el efeccto de aditives, éstos se agregaron al
istema descripto a pli 7.4 en el mismo volumen final y pH.

Se hicieron siempre blancns en las mismas condiciones y sin enzi-
1,

Los desproteinizados se iluminaron luego cen luz blanca de 50 ft.
, durante 20-25 minutos, para oxidar totalmente les porfirinégenos
yrmados (este método, dié el mismo reswltado que 1la oxidacién eon
yluciones ~ilufdas de I_ y por ser m&s sencillo se lo adoptd). La
wtefna precipitada se ?iltré por papel de filtro S§S-595, que se com-
‘ob6 experimentalmente, era el que adsorbfAa menos las porfirinas y se
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lavé el precipitado proteico con solucién de ClH 5%, hasta flworescen- .
zia negati ., en los lavados y en el precipitade sobre panel de filtro.

Tiempo de incubacibn:

El tiewwy de incubacibn cscild entre 180 y 240 minutos que caen’
dentro de 1o zona de linealidad de la accibén enzimética, <e acuerdo a
la cantida” y actividad enzimética utilizada, E1 tiempo se eligib de
acuerdo a 1& cantidad de porfirina necesaria para efectuar los andli-
sis de tipo isomérico y determinar los porcentajes de mezclas, que os-
cila entre 5 ¥ 15 ug.

_Deteccibn ‘e Rq_rfirinas

En solucibdn o cuando se efectuaron cromatografias, la presencia
de vorfirin~s se determiné vor su fluorescencia roija, caracteristica,
al exponer’ss @ una lAmmara de luz ultravieleta.

Con unc l&mpara de mercurie de ravos ultravieletas, -de "longituAd
de onda lerce, la fluorescencis roja, pone de manifiesto la presencia
de cantidades el orden de 10 ° g de porfirinas“o cencentraciones de
1 pg/100 ml.

beterminacibn <de protefnas

Se efectud siguiendo dos métodos:
2, Utilizando e’ reactivo de Folin-Ciocalteau seqfn el método descrip-
to.per Lo'ry v col. (420). Se utilizd seroalbfimina bevina como patrén,
para la cur- & de calibracién y as{ la concentracibdn de una soluciébn
proteica se cclculb por:

Concentracién proteica(mg/ml)= A x 0,23 £ D
0,4

donde A: absorbancia lefda a 660 nm de longitud de onda.
N: “ilucién de la solucibdn eriginal

b, Empleando cl métode espectrofotométrico de Warburg y Christian (422)
que resulta més sencillo y 44 rcesultados csmparables con el primero,

en soluciones ¢ilufdas y con baje centenide de &cides nucleicos. Si

bien la lecturc de 1la absorkancia a 280 nm es una medida Airecta de

la concentrocibn proteica, la lectura de la abserkancia & 260 nm descuen
ta, por 1a f6rmula Ade Warburg y Christian (422), el error introducido
por la absorbancia de A&cides nucleicos.

Cencentracién proteica (mg/ml) = (1,45 Aygn = 0174 A, 56)3

89 2

Nende A380- absorbancia lefda a 237 am

A = cbsorbancia lefda a 260 nm
260

D = 2ilucién de la solucibdn eriginal
Este Gltinmo métedo se utilizé de rutina en la cdeterminacién de
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fracciones cluf-as de columnas.

VI. Determinncidn cuantitativa de las porfirinas aisladas

La conceatracibdn de por‘irinas libres en solucibdn diluida de ClH
> de los ésteres metilicos en Cl1 _CH, se llevé a cabo por los dos mé-
todos espectrofotométricos siguiéntes:

3, La determincciédn de las porfirinas libres ce fectubd mediante la
redida de 1~ absorbancia en la bania de Scret caracteristica de cual-
juiera de las norfirinas y las absorbancias a 380 nm y 430 nm y se
aplicaron lucgo las expresiones derivadas del método de Rimington y
sveinsson (423).

noles d orfiri =(2 A -(A +A
i € porfirina { Soret ( 380 430)} xv

'\Soret: es 1~ obsorbancia en la banda de Soret caracteristica de ca-
da porfirin~ A01-402 nm para Copro, 405-406 nm para Uro vy 408-4N9 pa-
ra Proto,.
fs Factores coracteristicos de cada porfirina y del solvente en el
cual sc encuentra disuelta, los valores usados fueron -determinados
por Rimington (424) y resulturon:
f: para Coopro en ClE 0,36% = 1,12 nmoles
) ml
1,287 nmoles

ml
1,008 nmoles

ml

f: para Copro ea ClH 5%

f: para Uro en C1lH 5%

b

v: volumen total de la solucién,

» Para la Jeterminacibn de los ésteres metflicos de las porfirinas,
srovenientes e las separaciones cromatogrAficas y con el cbjeto de
Jeterminer nroporciones, se midié solamente la abserbancic en- &1 pi-
6 de la banda de Soret y sc calculd la cenccontracidn utilizando las
reciprocas e los coeficientes de extincién, expresados en Pg/ml,
wternidos del trabajo de Salum y col. (425) de dende:

soncentracién e porfirina (Pg/ml) =K .A
jonde:

( = es 1o recinroca del coeficiente cde extincibn quc seglin Salum y
sel. (425) son en Cl_CH

(e = 41292 pg/ml

= 3,952 pg/ml

Soret

Cepro
= 4,32° 1
Prote 132 ,ug/m
\Sorctz absorboncia de la solucibdn de porfirina en CISCH en el pico

le su ban’c de Soret caracteristica.

Para los &steres de Uro se utilizé también la ecuacibn derivada
lel método Je Wmingten.y Sveinsson (423), utilizando £: 2,721,
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[, Peterminaciéa cuantitativa de Uro y Copro en mezcla de ombas

a e o —————————

Se ntilizd e métoo ¢ lac M"Ecuaciones similtaqras"  resul tante
% 12 anlicac’ 6 de la lev de Lambert-Beer.

Con el objeto cde determinar 1a :alidez dd nrocedimiento en los
angos Je concentraciones necesarios pAara las determinaciones en la
ractica, sc troazaron los graficos de absorbancia vwsg. longitud Ae
mda, de mezclos equimolares, de Uro -~ Cooro v Ae sus componentes nar
ieparado, cn coluciédn de J1H 5%. En la (F‘ig_ . 14) se muestr~n las cur-
'as y se obscerva una total concordancia en los resultados., Se traza-
‘on ademds los gré&ficos de absorbancia vs. concentracién de Uro, y
ibsorbancic. 's. concentracién de Gopro, tanto a la longitu de onda en
2 zona ¢e Soret, de mAxima A de Uro como de Copro y de all{ se de-
erminaron los coefi~ientes desextincién de ambas, a las longitudes
le onda mencionadas, que resultaron ser:

lcm lcm
E C = 3 ; -
mit P %400 pm = 37 Emt COP 006 nm - 273
lcm lcm
Uro = 338 E U 406 =
m- d 492 nm 3 mM o nm 439

 sea aolicando las "Ecuaciones simulténeas" y considerando de ante-
i2no la validez, para mezclas de distintas proporciones de l1la estu-
iada y utilizan‘o cubetas de 1 cm de paso de luz queda:

1. -
0’ 376 m7 (Copro) m4 + 338 mM 1 (Uro) =M

4
1 -1
w0t 3 (Copro) mM + 439 mM ~ (Uro) mM
onde: A es 1la absorbancia de la mezcla 4e Uro y Copro a 4C2 nm

02
e longitus de ouda.

-

A __: es la absorbancia de la mezcla de Uro y Copro a 406 nm .

3 .0 -
ongitul “e On-a.
Resolvienio el sistema se obtuvieron los valores buscados:

(Uro) i’ = 4,70 A - 3,14 A

406 402

(Copro) i = 5,44 A402 - 3,80 A4O6

Consi‘eronlo que se las utilizarf{a para la determinocidn de los
roductos ‘e biosintesis en7*m‘tica en la vurificacibédn e las enzimas
eminasa y Porfobilinbécer.~~2, se prepararcn mezclas de embas porfiri-
as en distintas proporciones, para observar ias posibles desviaciones
bajos porcentcjes de cualquiera de los componentes, que resultarian
n 1gs incubados de las preparacinnes crudas y las m&s purificadas.

En 1o (ig. 15) e =3~ “ran los grificos de desviacién obtenidos
plicando lcs ‘"lcuaciones simultineas", en las determinaciones de Uro
Corro a bojas prop~rciones de cualquiera de los componentes.
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s Aislamiento de las porfirinas libres provenientes de los sistemas
¢ incubaciébn

-—

Los desproteinizados y filtrados dc los sistemas de incubacién,
s decir, 1as soluciones de porfirinas en ClH 5% se aislaron como se
ndica a continuacién, con el objeto de esterificarlas y someterlas
analisis.

. Las soluciones se llevaron directamente a sequedad, a temperatura
mbiente, en Jesecadores al vacio, con Cl Ca en grénulos v lent:jas
¢ HONa (2%, 146). Secar aproximadamente EO ml 1llevd 18 hs.. Una ez
ecas las rmuestros estaban en condiciones de ser sometias A esteri-
icacibn.

Este procedimiento no pudo ser utilizado con los desproteiniza-
03 provenichtes de los homogeneizados y centrifugaciones Aiferencia-
es, que contenfan sacarosa, ya que se pro-<ucia modificaciones en su
structura, que interferfa luego en la extraccién de los ésteres me-
flicos de las porfirinas. En esos casos se procedid como & continua-
idn se indien:

. Las soluciones en ClH al 5% se llevaron a pH 3-3.5 (color gris

1 papel de Rojo Congo) con el agregado de solucibn saturada de aceta
0 de socio o en caso de no querer aumem*ar mucho el volumen, con
olucibén concentrada de NaOH. La solucibn asi llevada al punto iso-~
léctrico ¢e los porfirinas, se extrajo con acetato de etilo, hasta
luorescenci~ negativa en el acetato de etilo y en la fase acuosA.

ué muy importante para eata extraccién, la pureza del acetato de e-
ilo y mantencr el pH en el punto isoeléctrico, para disminuir asf el
fmero de extrocciones.

El acetato -le etilo con todas las porfirinas antes presentes, en
a solucién ‘e C1lH 5%, se llevd a sequedad, por destilacié4n en vacio,
nun evapord:or rotatorio, tratando de no elevar la temneratura por
acima de los 50°C. Las porfirinas secas estaban en condiciones de ser
sterificadas,

» Cuando 1o proporciédn de Copro, en los sistemas de incubacibn, fué
nportante, los dJdesproteinizados en soluciédn de ClH al 5% se llevaron
pH 3-3,5 con solucibdn saturada de acetato de sodio y se extrajeron
n una ampoll: e decantacidn con éter etilico libre de perbxidos,
asta fluorescencia negativa en los extractes etéreos. El éter se
aunid y 1276 uka vez con solucibén de acetato de sodio al 3% y una
22 con agux v los lavados se reunieron con la fase acuosa.

el &ter se extrajo la Coepro con ClH 0,36% hasta fluorescencia
:gativa en las extracciones, la solucibn etérea se tratd luego con
lH 5% parc ci:itraer la Uro que podia haber pasado a la fase etérea.
1 fase acuosa reunida, se llevé nuevamente a pH 3,0 - 3,5 y se extra-
) 1la Uro con acetato de etilo y luego se pasaron a ClH 5%. Se detor-
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aron las concentraciones espectrofotométricamente y si se las es-~
ificd. se 1cs tratd previamente como en I.

Esterificcciébn de las porfirinas: (77)

Los extractos de las porfirinas secadas, por cualquiera-de los
sdos descrintos, se trataron con mezcla esterificante, 5% de
H2 conceatrado en metanol absoluto, relaciédn en volGmenes, en can—
ad suficicnte para producir una completa disolucién del sbélido
sente, L2 solucién se dejd esterificando, en oscuridad, a tempe-
ura ambiente, entre 24 y 48 hs,, pasado este lapso de tiempo se pro-
i6 a extranerlas 4e la mezcla esterificante por pasaje & cloroformo.

Pasaje a cloroformo de las porfirinas esterificadas:

L

Transcurrido el tiempo :'2cesario pura la eaterificaciébn, se pro-
i6 a pasar los porfirinas a cloroformo, para ello se agregbd a la
cla de esterificacién, aproximadamente, un volumen igual de clo-
ormo pre.inmente tratado como se indicd en '"Materiales", Esta cn-
ién se Jej6 caer luego por las paredes de una ampolla e decanta-
n, con w2 solucibdn de acetato Je sodio, a media saturacibdn de
ximadamente 2 veces el volumen de la solucién cloroformo:metanol,
agitd suavemente para evitar emulsiones y después de decantar, se
i6 el pH en la solucibn clorofbdrmica, que debia ser 3,5~4,5. En
> de tencr un pH menor, se lavdé una vez mis con solucibn acetato
sodio.,

La solucibn cloroférmica se lavé luego, 3 7eces con agua destila-
tratan’o siempre G¢ evitar emulsiones y por Gltimo con solucibdn
7lNa al 7%, esta vez se agitd enérgicamente con el objeto de rom-
las posibles emulsiones, formadas durante el manipuleo anterior.
auno ‘e los lavados acuosos, se extrajeron dos veces con porcio-
de 2 ml e cloroformo, cada vez, el cloroformo se reunib y filir”
ravés de papel de f£iltro, SS-595, previamente embebido en cloro-
m0, para eliminar totalmente el agua,

La solucién clorofbédrmica de los ésteres de las porfirinas, se
ieron espectrofotométricamer.ce, de acuerdo al método e Salum y
» (425) pars conocer su concentracién. Como por lo general consis:-
de unz mezcla en la férmula:

Concentraciébn de porfirinas = A x K, se utilizé un X = 4 }19/’“7
nedio, as{ al evaporarlos al vacfo se tuvieron los ésteres en
tidad conocida, aproxiradamente vy en condiciones de ser sometidos a
estudio analitico cuantitativo.

Determinccidn de los tipos isoméricos de Uro (Cromatocraffa sobr
Bl},

il oroceinicnto segquido, se basa en el de Falk y Benson de 1953
3), este método, cromatografia ascendente, en papel Whatman X° 1,



;e la separacibén de porfirinas de acuerdo al nfmero de grupos car-
)8 esterificados, siendo los Rf, una relacién inversa del nlmero
'0s grupos carboxilos por molécula, es decir, de acuerdo a su movi
cromatogré&fica creciente, separa Uro de Firia, Hexa, Penta, Co-
Proto. E1 valor mds grande de este método radica ademéds en que es
de separar los isbmeros naturales de Uro, Uro I y Uro III.

lste étoso cousistid en dos corridas cromatogréficas, la primera
las usd como solvente de desarrollo una mezcla de kerosene, frac-
190-247°C v cloroformo con 1% de metanol, ambos previamente trata-
om0 se indica en Materiales, en la relacién de volGmenes 2:3., Se
t6 una cuba previamente saturada con cloroformo. Esta primera co-
tuvo por objeto separar los ésteres metilicos, de otras impurezas
firinas sin esterificar, que quedaron en el lugar de siembra. La
ibn de los ésteres luego de la corrida se determiné como se indi-
r exposicién a una lémpara U.V. y se marcd la posicibdn de la fluo-
icia con 1i{nea punteada.

je corté el papel 2,5 cm por debajo de la parte inferior de la mar-
se volvié a2 correr, esta vez en una mezcla de kerosene-dioxano,

n tratacos como se indicé en Materiales, en la proporcibén de volG-
2:1, en una cuba previamente saturada con dioxano. Como los datos
idos en 12 separacién cuantitativa de Uro I y Uro III, utilizando
todo no fueron lo suficientemente reproducibles, sobre todo a
proporciones de cada uno de los componentes, en mezclas de ambos,
{lizé una variante del método, que es la desarrollada por Cornford
on (417). Esta también efect@ia dos corridas, la primera de ellas

3 mismas condiciones y con igual finalidad que en el método ante-
la seguna corrida, en realidad, la que produce la Aiferenciacién
3 movilicdades cromatogréficas ya que en la primera sblo se distin-
stamente la Proto IX dimetil éster, es dbnde se efectfia el cambio.

Por el método de Cornford y Benson (417) se utilizé para la segun-
rrida, 1o mezcla de kerosene (fraccién 197-2497°C)-dioxano en rela-
4:1, en la cuba previamente saturada con dioxano, Los autores efec-
n el estv’io de separaciones cuantitativas de Uro I y Uro III en
atas proporciones de cada una de ellas, en mezclas de ambas, y lo-
o deducir una ecuacibédn empirica donde la cantidad de Uro I real,
mezcla, es funcién de la cantidad de Uro I, eluida, después de
omato rofic y estén re’acionadas mediante un polinomio cuadrado per

Z=A + By + Cy2
dende 7 = porcentaje verdadero de Uro I
y = porcentaje elufdo de Uro I

A,3 ¥y C =rarimctr~- empfriccz. relacionados con la cantidad
2deUro I + Uro III.
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In base a ésto, los autores disefiaron un nomograma de muy sencillo
uya validez, como la del método cuantitativo por ellos desarrolla
mezclas cde Uro I y Uro III van desde 17 a 170% de Uro I, con un
error.

ro procedimiento utilizado para determinar el tipo isomérico de 1la
roveniente de los sistemas de incuba¢ibn, fué someterlas a un pro-
je descarboxilacién quimica, que transforma las porfirinas en Co-
luego analizar la isomeria de la Copro asi{ obtenida.

Para el proceso de descarboxilacién, se siquibd en lineas generales
mica ‘e “dmondscn y Schwartz (426) y para el an&'isis del tipo
rico ‘e la Copro obtenida, el método cromatogr&fico de Eriksen(427).

iste procedimiento se usb con el objeto de corroborar datos cuan-
ivos obtenidos por e’ métcdo cromatoaréficc de Falk y Benson (418)
> la mo ificacibn y nomograma de Cornford y Benson (417), especial
cuando las preporcicnes de Uro I fueren menores del 20%. No se u-
$ como método de rutina, pues comc se veré, aumenta en casi un dia
2 trab~jo, la determinacién de la activiAdad enzimdtica, quc ya de
{ es 1aboriosa.

stalles cel método: Entre 5-27 pug de norfirinas esterificadas. -
ntes de los sistemas de incubaciébén, en solucidn clorofbdrmica, se
‘ujeron cn tubos del tino Carius de ‘ridArio Pyrex, por medio de una
a capilar, y se llevd a sequedad en bario de maria. A la porfirina
se le agregaron unos 2 ml de ClH 7,3 N y se agité hasta lograr
omplet: “isoluciédn- Se AplicHd vacic dura-te 197 minutos teniendo
ecaucibéa e introducir el tubo en pafio de hielo, para evitar so-
1tos  agitando para eliminar el aire solubilizado. Transcurrl:.
iez minutos, se cerrd el tubo por estrangulamiento, con ayuda de
plete a oxfigeno. Los tubrs se mantuvieron en estufa regulada a
durente 4 horas. Luego se los dejé enfriar y se llevaron a pH

con soluciém saturada de acetato de sodio, se extrajo la Copro con
etflico libre de perbdxidos y se 1llevé a sequedad. Se tomaron lue-
n solucibén de amonfaco al 17%, se sembraron sobre papel Whatman

y segfin el método cromatcg-4ficc de Eriksen (427) se corrieron en
previaznente saturadas durante 24 horas con amonfaco y media hora
con el solvente de Adesarrollo, 2-6 lutidina-agua en relacién vo-
¢t volumen, 7:3. Las corridas se realizaron en la oscuridad a tem-
ura ambiente durante 14-16 horas.

Este método separa totalmente los isébmeros I y III de Copro libre,
e no los ¢e otras porfirinas, y empleando testigos de Copro I y Co
IT de composicidn ccnecida, fué posible hace= ma estimacibdn cuar-
iva de las Copro prezer*eec ~» 1a myec+~a an estudio,
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‘reparacibn de columnas de Tamices moleculares

’ara el tratamiento previo de los geles y mpreparaciédn de las co-
5, se siguieron las técnicas indicadas por Batle (428).

aparaqi_@_g_@g_l_ gel: Las particulas secas se hidrataron por agrega-

1to, aun gran volumen de agua o solucibn acuosa al 1,1% de NaCl
mismo buffer nae se utilizd luego para 1la elucidn.

i1 equilibrio final Ae la hiAratacién que depende del tipo de ge’
desde horas pora lus grados menos porosos, hasta dfas para los
rosos ‘e Sephadex, en cambio los geles de grano mas poroso de

21 requirieron menocs tiempo y en 24 horas habian alcanzado el equi
> Mientras el gel se hinchaba se eliminaron los finos por sedi-
2i6n * decantacién repetida, hasta 1ue el sobrenadante fué claro.
de empcquetar la columna, se Ailuyd la suspensibdn “el gel hasta
rlo & w1 viscesidad tal que facilitara la eliminacién de burbu-

2 aire, procedimiento que se efectub6 por desaireo, aplicando va-
wrante 5-17 minutos.

pajuetomiento de la celumna: A la columna cromatografica, wm tubo
jrio cilindrico, afinado en el extremo, se adapté un tubo de l4&-
ino con una llave de Mohr o un tul.o flexible y largo, que oermita
¢t 12 presibn de elucién y obtener el flujo deseado, Cuando se tra
2n frio, se usaron columnas provistas de una camisa de vidrio, -
se hizo circular H_O a 4°C, que »rovenia de un bafio refrigerante
2 (AT 395, Lorch, Wurttenberg, Alemania).

in el fon<o de las columnas se colocd w.a cana de lana de ‘ridrio
»afal-scc, sobre ella, una cana de bolitas de vidrio, de tal for-
2 resultarc una suderficie lisa y que la cémara -de mezcla fuera
fa* ésto se ayudd nor colocacidn Ade un clavo de viAdrio, Se llend
luma hasta la mitad con buffer desaireado, y se agregd 1la sus-en
fe ge) evitando siemore la formacién de burbujas. Cuancdo se formb
M2 “econtada de unos 17-15 cm, se abrié la columna para due elu-
21 Mqui“o v se agregd el resto Ae 1la sus-ensibdnennleando un

ador? (reciniente cilinm’rico Ae vi4rio ~ue se 2%0s6 a 1la columna
>dio ‘e un esmeril). Para el sembrado de la muestra, se elimind
seso de 1icuido sobre la sunerficie 4el ael, y se sembrd en la
surerior, 0 Adirectamente, sin quitar el 1l{~uido superior, au-
Mo 12 “ensidad de la muestra con sacarosa y deiando ceer 12

ra cor cvi-efo  ron Ayu”a de una jeringa, a la que se adesé en

% de scli‘a, un tubito de latex. Cuando toda la muestra se intr.
:n 1o nasa de gel, se agregd m&s buffer »ara la elucibn, se col g
ampolla con el buffer y se procedié a colectar las fracciones.

n cada freccidn se Aetcrmin® con+enid=~ -~prtedco y actividad en-
ica,
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Luego ¢c usado se regener§ el gel, lavardo la columna oon un

ren igual & una vez y media el volumen de cama de la columna.

1o se usaron columnas de Sephadex G-25 6 Bio Gel P-20, la recolec
del eluf o se hizo en forma manual, guifndose por el color de 1A
xifn protcica. Cuando se usaron columnas de Sephadex G-100 & G-200
%l P-100 6 P -200, 6 Sephadex 4 B 6 6 B, las fracciones se reco-
) en un colector Ae fracciones (LKB, Estocolmo, Suecia), y la
:fna se ‘ictectd por medio de un Uvic~rd I y mcnitor de salida y
strador, que graficaba la absorcibén de luz a 254 nm de longitud
nda.

1je 2 través de columnas de Sephadex G-25 € Bio Gel P-20

Las nrenaraciones provenientes de las precipitaciones fracci~-

3 con SOA(:-T.T-I"_)Z, se diselvieron en buffer Tris 0,05 M pH 7.4 y e
ron a través de columnas de Sephadex G-25 6 Bima Gel P-20 con el
te de climinar los iones amonio que se conocia, inhibfan la PBG-
y en porte a 1a PBG-D (289, 293,294).

Las dimensiones Ae las columnas fuer¢n 2 x 30 cm, y estaban equi-
adas con buffer Tris C1lH 0,05 M pH 7,4, el que se usbd también nr~--
1 elucibn,

Ln los “eterminaciones de la actividad enzimltica, a distintos
la solucidn enziméltica se pasd a través de columnas de las mismas
nsiones, previamente equilibradas crn el buffer y pH deseados, y
luyeron con el mismo buffer.

je a traiés ‘e columnas de Sephadex G-10C 6 G-200, Bio Gel P-100

Como me’io de purificacién de las fraccienes enzimiticas y deter-
2iln de sus pesos mnleculares, se utilizaren columnas de estons go
qué pre-iamente fueron equilibradas con buffer Tris-ClH 0,05 M
4, el que se ushé también vara la eluciébn.

En alquaos casos que se indicarAin, se aur~ntd la fuerza ibnira
eluyente con agregado al buffer de ClK.

trmin~cibén e pesos moleculares
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5, meimate el uso de columnas Je tamices moleculares,baséndose

1 hec'o ‘e que el volumen al cual eluyen las orotefnas, consi-eran-~
ue existen el mismo tipo  cantida? Ae interacciones, eatre las
intas orotefnas utilizadas para la calihracién y el gel y aque és-
son m{nimas, es sblo funcién del tamafo Ae la molécule oroteica.

abe que cn volimeros, tamafio molecular ces sinénimo de Peso Molecu-
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istos néto“os se Aiferencian en el tino e tamices moleculares

105 ¢ ‘e Andrevs (429-430), utiliza Sephadex G que son ooli-
105 10 i"ica“os, aue resultan “e 12 conolimerizaribdn en medio 2l-
ie ‘euitranos con epiclorhidrina, en tanto que el ‘e Batlle (431),
1 Bio~"c)l P- un conolimerc e acrilamida v metilen his-acrilamida.

ibos cutores observaron que en un amplio rango, el -olumen e e-
resulia una funcibébn lineal el logaritmo Jdel P.M. e la muestra,
mte en ¢l rango que los geles resultan Gtiles en el fraccionamien

:sumicil '0 a grandes rasgos el método, consistib en calibrar la

3, nrelomente emnara“ta, segfin se “es~ribib, midiendo lueoo los
1es ‘¢ cluzibn nara un ~ierto nimers Ae sustancias, con P.M, rono-
Se goalicaron luego 19s vnllmenes “e elucibdn en funcibdbn “el lo-

» ‘el 2,l., corresnomiiente., Se pudo lueqo utilizar este grifico
steriinar el .M, abproxi=madn “e oéotifos y otras macromoléculas.
néto’os han sido utilizzdos para determinar los P.l’. de varias en-
y tieaen la ventaja de no ser necesaria una gran purificacién
nisas 7 de poder trabajar cor veqguetias cantilades, acemés “Je 1la
lez - ¢l b>jo costo Ae los elementos necesarioc nors efectuzr las
inacioaes, Estas estan afectacas “Ae un error “el 107, debi‘o esve-
aite o errores en la medicibdn de los volimenes “e elucibn, ~iferen-
» formas entre las Aistintas proteinas y “iferencies de Adensi-as
soluciones proteicas.

tanzins wtilizadas comn natrén de calidracién Table III

-as ‘e ~clibracién nara la Jdeterminacién de P.M, (Fig. 16)

rofoesis en gel “de almi én:

Se Hosd o Jos métoros Aescriptos mor RBoAman (433). A 200 ml e

e w1t molarifad ima”r) a2 1A mita? de la “el buffer usa‘o como

, se “cregaron 30.9 a “e Almi“bn y se calentd )a suspensidn a 11a-
ecta; hnsta obtene~ una mAaAsa iscosa, pocHd transoarente. A 1la mezcla
ientc sc ~plicd wacio Aurante €0 secqun“os., con el oniets ‘e elimni=
aire ‘isvelto y s volcd sobre una bandeia e 22 c ‘e larco x

‘e aic’o 0.7 ~m Ae esmesor, se “eib llecar 2 temperatura ambiente
pubs ¢ 2 1s. se 1o utilizd. La muestra se aplicd embebira en un

o trozo e papel Vhatman 3 MN insertAn“ola en una ranura practi-

8 12 M{aec de siembra, La bandeje con 12 muestra se colocd en el
timicato ~on buffer, se conecté a la fuente de po~er con puentes

el ‘e filtro embebidos en el mismo buffer y se tapd la cuba, Se

asar coviente “e 35 w , Juraate (4-F hs,) nara obtener una buena
cibn, oo testiao “¢ 1A corrida se utilizé albanins tefiida con el
nte .21 o Schwartz, Al comoletarse la cerrida se cortd 1a ~orriente
taron los paoeles utilizados nara sembrar y se cortd la cana sunerior
alaadre fino para evitar difusibn de las fracciones. Para revelar
ui6 el métoro ~e Smithies (434): se utilizé una solucidn al 1% “e
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neiz P.M, Cantidad “eterminacién

utilizada cuantitativa
(mg) (1'étodo)
398 4 Trevevlan y Harrison
(433)
6 000 1 Tspectrofotometria
lﬁ..

.o A
230nn © 290 nm

o 12 000 0,8 ~mspectrofotometria
A
112 nm
ind 44 000 - 46 000 1,7 Fspectrofotometria

5 A
230 nm © 280 nm

ing 69 000 8 mspectrofotometri=
10
blminn 65 000 - 70 000 1,8 “spectrofotometria
£ v A
230 nm 280 nm
dlmian
inero 134 000 - 140 000 0,5 “spectrofotometria
A A
230 nm ’ "280 nm
rins 150 000 - 170 000 1,5 nepectrofotometria

A A
230 nm 280 nm
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» 107 {05 ‘ 10r  PM

Jurvas de calibracidn para determinacion de PM
mna de Sephadex (6-100 (24x50), equilibradas
tfer Tris-ClLH ph:74 005M +015M en CLK

mna de Sephadex 6-200 (24 x50 cm)



ido Schwartz 10 R en una mezcla Je metanol: Acide 3~étiqor amua
:20:50 (v: - ). Se introduio el cel en el colorante “ur~nte 30 secun-

3y lueao se 1ovd rom 12 niena mezcrla aetas e 27 -]
o, las froociones nroteicas avarecieron coloreadas “e un azul intenso.

e -_.-, el e o¥r

lerafiltrncidn:

Las e:mericacias “e ultrafiltir=cién se realizaron us~nvo tubos Ae
flisis, secln Ln técnica Ae Wildy col. (43%) o usano el eauino
3 papa W LonTiY tracibn,

Por 12 »onimera de las térnicas (43%5) o1 tubo de “i4’isis se conec-
el vistogo e una ampolla de vidrio de 500 ml que estcba unida a un
tasatos ¢ 1. ). por medio de un tapdn de goma, para lagror un clerre
mético, sc onlicd vacio al kitasatos con und bomba y sc cerrd la sa-
ja laterc? con un tubo e goma, proviste de una llave e Mo*r., La so-
2ibn proteice o ultrafiltrar, se colecd en la ampolla y &l abrir el
binete * “cjorla pasar al chorizo de diflisis, el efecto ‘el vaciv hizo
e el 1{qui o ultrafiltrara eon los iones e~paces 4e atraesar la mem-
ama, es ‘ecir buffer y otros iones (UF). micntras que “entro del tubo,
solucibn »oteica se fué concentrans en srotefna ().

Fl equi»o LXB mara ultrafiltracibédn, estd censtitui-o nor un tubo
Aidlisis costeni“o pnor un armazdén pléstice cilin‘rico, “entro “e un
civiente “e vidrie tambi®a cilin-irico y graduade, El tubo de Aislisis
ceerd, o4 "0lo “e un extremo y al otro se 2adosé un tzpbn de goma,
ravesa’o por un tubo de vi-“ria, al que en su varte extern~ se unid
tubo ‘e com~. por don-e se aonlicd el vacio y una llave ce Mohr para
Prar,

El ultrcfiltrado (U£) Je las mismas caracteristicas del anterior,
ta vez qued$ ‘entro Jel tubo de di&lisis y el resi’uo (2) afuer-,

Por estc método, usando cualquiera de las Jos técnicas, no se modi-
2a la composicibdn 3el buffer, es decir, qus al terminar la expertencias
temos 1. proteina concentrada en el buffer 4e malaridasd v composiciébdn
ual a 1o ‘el comienzo.

Para 1o “cterminacidn de la activida? enzimética de Uf +7 se miAdie
n los volGaenes de los mismos, eir el momento de sacar ln muestra y se
anieron cn icual proporcidn. Para la determinacibdn de las actividades
zimdticcs ‘e UFf y R por separado; se usaron vol@menes iguales a los
pleados ¢ 1o mezcla,
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a, _Dg_f_i_r}i‘c_:i.ﬁn. de uni’dad _en_z_imét»i_c_a__ _ ac.t_i"-'_'idfaﬂ escec_i_.{-‘_i'c:_a

Se Adefine como una unidad enzimltica Ae "PRG-D" la canti“a“ e
enzima capoz e catalizar la formacién de 1 nmol de Uroporfirinégeno 1
por hora, en .-s condiciones establecidas en "Métodos".

Activi“a’® egpecifica 4de la "P3G-D" se define como unidades de en-~
zima por mg <& proteina.

b. Aislamiento y purificacién de la enzima ""orfobilinbégeno Deaminasa”

Todas las manipulaciones, salvo en el caso Ael tratsmiento nor
calor, se llc -aron a cabo entre 9-1°C.

bl' Homogenato: se nartid Ae aoroximadamente 100 a de vigado vacuno,
que se encontrcba en las con”iciones indicadas en '"Materiales", el aue
se descon eld cortd en pequefios trozos clibicos, de aproximadamente
0,5 cm de lc-o. Se lavaron en un vaso de precinitados con soluacibn
fisioléiica (CL¥a 0,9%) con el objeto de eliminar la sangre del teii-o,
luego se secaron sobre pavel de filtro v se homogeneizaron en solucibdn
de sacarosa 2,25 M, en relacibn peso/volumen 1e 10%, para esta ooera-
cibn se utilizé un homogeimizador del tipo Potter-Elvehjem, con a-uda
de un agita‘or mecanico. E1 homogeinizado se centrifugd a 700 x g
durante 10 miautos - se descartd el precipritado contenien”o nficleos,
células intactas y restos “e teijido. E1 sobrena‘dante representa el
extracto cruo y se lo designd '"Homocenato".

b2. Centrifu, a_c_:_ién diferencial: E1 "Homoaenato'" se sometid luego a

una centrifugacién diferencial (436). Se centrifugé durante 30 minutos
a 11.000 xx g v el sedimento (mitocondrias), sin activida? enzimética,
se descartd. Algunas preparaciones s< centrifugaron a 78.000 x g duran-
te 30 minutos 3y tampocc se halld actividad enzimitica en el sedimento
por cuanto el crado de purificacién del sobrenadante de 73.000 no fué
significativamente mayor que el del sobrenadante de la centrifugacién
a 11.000 :xx g, no se utilizé aquella velecidad como método de rutina.
El 98% 4e la actividad enzimltica permanecié en la fraccién soluble.

b.o Didlisis contra agua destilada: el sobrenadante de la centrifuqga-
cibén a 11.000 z g, se sometid a AiAlisis contra un aran oluren “e

agua destil~da, se habfa observado en la purificacién de la "ALA-D"
(259-260), que este tratamiento producfa la precir¥tacibén de la "ALA-D"
y otras proteinas. Se probaron distintes tiempos v tubos “e Aillisis

de secciones -rariadas: se observbé que la Aidlisis Aurante 24 horas con
tubos cilindricos de aproximadamente 2 cm Ade Ailmetro 4ié los mejores
resultados nora los efectos buscados, En este caso también precipitb



rincipalmente la fraccién"Urovorfirinégeno IIT Cosintetasa" ya que como
2 vé se pasd de la producciébn, en los incubados cen el sobrenadante, de
0% de isbncro III a sélo un 45% (Tabla VI) .

El precipitzdo sin aectividad enzim&tica, respecto a la produccibn de
swfirinas "isuelto en buffer Tris-ClH 0,05 M pH 7,4 e incubado en presen-
ia de "PR3-D altamente purificada, restablecib su propiedad de dirigir
1 biosintesis de Urbaeno III.

Resumien’o, la didlisis se efectud durante 24 horas v el precipitado
irmads se senzrd por centrifugacibn a 1.000 x g Aurante 10 minutos,
escartdn’iose, excento cuando se empled para el estuiio ‘e sus oronieda-
RS,

. Fraccionamiento salino: el sobrenadante Je la AiAlisis se sometid

un fraccioncniento salino, para ello se precipité en pequefios rangos

e saturacién con SO0 (NH ), y luego se acotaron éstos, e acuerdo a sus
ctividades especificas relativas (Fig. 17). Entre 45-70% de saturacién
recipitd ol ed’r del 85% de la proteina enzimltica y aumentd la activi-
ad especifica 2,3 veces, selecciondndose entonces ese rango.

Los detalles técnicos de la precipitacién fueron los siguientes: se
levb de 0 2 /5% de saturacibdn por agregado lento, en frio, de sulfato
* amonio finamente melido, y agitaciSn constante, con ayuda de un agi-
ador magnético, evitande la fermaciédn de espuma. Después de cada agrega-
» se mantuvo e). pH neutro por adicién de solucibn de NH_ 2l 27%, una
2z alcanza’o el 45% de saturacién, se deib estacionar ehtre 45-60 minu-
53, y se centrifugd a 11,000 x g durante 10 minutes, el precipitado con
1y peca acti.idad enzimltica, se desechd. E1 sobrenadante se llevd a
)% de satur~cibn, teniendo en cuenta las precauciones antes indicadas
espués de centrifugar la fraccién 45-70% de saturacién, se utilizé el
recipitaco v el sobrenadante se descartb.

Para la “cterminaciédn de la actividad enzimdtica, el »recipitado se
isolvié ~n »ulfer Tris CF 0,75 M, oH 7,4 v como se indicé en ™Métodos",
e pasé por Wit columna ie Sephadex G-25 & Bio Gel P-29, con el objeto
2 eliminar Jos iones NH4.

« Adsorcibn sobre gel de fosfato de calcio: el »nrerinitz’o “e la etana
nterior se isol i6 en el menor volumen posible Ae buffer Tris-ClH

05 M oh 7,.. .- se pasé a través Ae una columna de Senha’ex G-25 6 Bio-
2] P-20, '_);‘c‘.’ic-lmente+equi1ibradas en el mismo buffer, con el objeto e
liminar los ionts NH , que en este caso molestan por mo'ific»r la fuerza
bnica, L~ nmotefna elufda se Ievé a aproximadamente 10 mg/ml de concen-
racién siempre con el mismo buffer y se tratd con un volumen igual de
uspensibn ¢ ¢el de fosfato de calcio en agua destiladz “e 20 mg de

el/ml 1e suspensién, de manera que la relacién protefna:igel fué de 1:2
se Aismin:6 la fuerza ibnica de la solucibn proteica, 2l medio.




En estcs condiciones, 65% de la proteina enzim&tica quedd en el
brenadante v se aumenté la actividad especifica en dos veces. En la
ibla I7 se muestran los mesultados de la adsarcidn y se -& también,
le aumentin’o la fuerza ibnica en sucesivas desadsercioncs, no se logrd
mentar el en~imiento ni la purificacién.

<
e

abla IV: ‘Pratmniento con gel de ("O,} Ca, de la "PBG-D" e higado bovino

i.e o sorcién se efectud seghn se indica en el texto, Las deter<
min~ciones de actividad enzimltica v protefnas segn se indicé

en " &todas",

. ——h- . & s a b e - - - —— - ——— e —————————

Recuneracibn % Lctivida? esne-
“poooiébn cificd x 10
X nmoles Urégeno
Unidades Protefnas ( e -~ )
mg x 4
Sebren-ccnte 65 8 759
:sa'sorbi ‘0 ‘e’ ge' ~on
iffer Tris V.05 M ng 7 2, 7 19 133
Yen SO o
A2
e———— e .t A d e = - —— ——— M - = 8. & . ——————

Detslles técniros: la soluridnn proteica se aaitd Aurante 20 minutos
m la susoern ib6n “el ael y luego se centrifu~bé a 1.000 :x g durante 10
imtas, Car 1-s desadsorciones se tratéd el gel con voltimenes e desad-
srbente en 1oz que se varid la fFuerza ibnica, iquales a los utilizados
1la adsorcibn, divididos en 3 porciones, cada una de las cuales se
mtuve 20 inutos en contacto con el gel ccn constante agitacién v luego
2 centri™ugd -~ 1..000 x g durante 10 minutos*® el resultado de uma de ellas
la que se cumentd la fuerza ibdnica con 5% de sulfato de sodio, se 44
3 base & 1~ swa~ de las tres desadsorciones (Tabla Iv).

—— —

........

} otrae ‘ucntes (22, 27, 54, 147, 157, 160, 249, 286-307) era termosta-
le, se c0n1”ind que la enzima purificada de higado vacuno también lo es,
ira ellorse colentd® la enzima proveniente del tratamiento con cel e

B ] ) Ca , ea »cilos a distintas temperaturas y durante “iferentes tiem-
'S, %ranscv ri’o el tiempe deseado se enfribd répi~amente, introduciendo



1] reciriente que contenfa la solucién proteica en un baiio de hielo, lue-
j0 se centrifugd durante 10 minutos. a 11.000 x g y se 4desechd el oreci-
yitado carente “e actividad enzimética.

En la Tobla 7 se muestran los resultados obtenidos por tratamientos
le 1a enzimo o 65-70°C, durante distintos tifmpos. Como se observa, por
:ste méto 0, sc produce una activaciédn de la enzima y la destruccibdn de
Ju capacicac e dirigir la sintesis de Urbgeno III, en un 70%.

A menores temperaturas no se obtuvo cignificativa purificaciéAn, en
tacto que uwn calentamiento a 80°C durante 10 minutos, inactivé tntalmen
te la enzima.

)« Sequncio “raccionamiento con SO (NH ) : La preparacién enzimitica
:Z\oveniente el tratamiento por calor, se 1lle+é a 70% 1e saturacibdn ccn
0 (Ng ) _, »rocediendo en la forma va indicada y el precinitado obteni-
io4se 3120.‘.'-.'5.6 en el menor volum:n de buffer Tris-ClH 0,05 M pH 7,4 para
tener la proteina cancentrada en condiciones de ser pasada a través de
ma columnc. le Sephadex G-100 o bien desalar por G-25.

g Pasaje o través de columnas de t:mices moleculares: 1a fracciédn oro-
reniente Je la segunda precipitaciédn con sulfato de amonio, se paséd a
rravés de une columna de Sephadex G-100 equilibrada con buffer Tris—ClH
)05 M, pK 7,4, Q15 M en ClK. La (Fig. 18) representa un diagrama de
:lucidn ti»ico.

En sintesis, los resultados de la purificacibn indicaca se detallan
m la Table T,

s Estabilicc: La actividad enzimdtica se mantuvo pricticamente inalte-
ada en el hicdo tratado desde el momento del faenamiento del animal

ome se in’icé en "Materiales" y conservado luego a -15°C, durante més

le 30 dfas.

La "?D3~-D% de la etap: 4 de purificacibn, conservb de un 80-85% de
i activiial “vrante més de un mes a -15°C, aunque luego ¢e un mayor gra
lo de puriticccibn, cemo por ejemplo después de la etapa 3, alin como pre-
sipitado e 30.4.(1‘TH4)2' perdi§ muy ré&pidamente su actividad,

La enzinc es m&s inestable en solucibn, principalmente sensivle a
08 procesos ce congelamiento y descongelamiente; su estabilidad no pudo
wmentarse »0: el agregado de protectores de grupes -SH, tales como cis—
refna 0,1 m.° 6 STE 0,1 M.

I, Producto Je la reaccibén: Uro I y Urégeno I resultaron ser los Gnicos
rotuctos e incubaciones efectuadas en 1a forma indicada en '"™éto-“os"
on la orencircibdn de YPRE-N" obteni’a lueco Ae la etanza 3 e ourificacién.
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Y Pratrmiento por calor: El tratamiento de la solucibdn enzimética se

la en el texto. La determinaciédn de actividad especifica y tipo isomé-
le Uro se efectuaron segn se indicéd en "Métodos". Los porcentajes de
ldad se refieren a la enzima proveniente de la adsorcibdn por gel de

>Ca\:,1 sin calentar.

) de ActiviAdaA Uronorfirind~enos formados
taniento resitual *
tos ) % 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 10 90

ml0co o 7i‘erencia en la cantifad total Ae oporfirin~s obtenidas
8 -le’. Jroceso de oxi-acibm, en incurados aerbdbiros o anerbdbicos.

re? ‘e 1o reacrién: La veloritad de aparicién de Uro 6 Urégeno I fué
mte <o ¢) tiempo por lo menos durante 6 horas. En 1z (Fig. 19) se

ta el ‘1rrso de la reaccibdn en cuanto al »nrodurto formado, en funcidn
lenpo ‘e inrubacibn, usando dos nremaraciones enzimfticas de distine -
radlos e nurificacibn, etanas 4 y 7 v a “istintas concentrarciones e 1a
idn m*s Hurificada. Se observa una nerfecta lineali“2" “e la formacién
doeno © zon el tiemmo.

i enbrgo, cur as de Acganaricibn Ae "R ~on el tiemmo, no faeron tan
ires, mucuve se demostrd la transformacibdn de 4 moles ‘e ®RG, vor cada
» Urbrcnio I forma“o,por incubacibdn a tiempos prolongados hasta loarar
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Porcentaje de saturacion .en SO4(NHg,
g17.Fraccionamiento salino con SO4(NHz)p de la
6-asa de higado vacuno Las determinaciones de pro-

inas y actividad enzimatica se efectuaron segun se
dico en Metodos
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50 d00

Fraccion N2
18 Grafico de elucion de la PBG-D por columnade
phadex G-100 (25 x50cm) equilibrada con buffer Tris-CLH
I5M.pH 74 +015M CLK.Se recogieron fracciones de 22ml
un colector LKB, La elucion proteica(=—)se registro en

Uvicor, para la determinacion de actividad enzimatica
9se procedio como se indico en Metodos

Actividad especifica
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m consumo totc) del sustrato.

’, Dependencia ‘e 1la concentraciédn enzimltica en el medio ‘e incubacibn

in la (Fir. 20) se muestra la formacién de Urbgeno I en funcibn de la
:antiﬁa?’tc“'v_-).foteina enzim&tica agregada en el medio -de incubacibn, se
isaron tambifi preparaciones enziméticas orovenientes de las etapas 4 y
] de purificoacién, incubadas en las condiciones in“icadas cn "Métodos"
¢ se observ6 proporcionali”ad con la concentracién enzimftica, en ambos
istados de nuriificacibn.,

1. oH éptimo: nara el estudio de la dependencia de la acti-ridad enziméw
tica de 1a #103G-D" cen el pH, se utilizaron buffer de fosfatos de sndio
¢t Tris-C1H -'e distintos pHs que abarcaron el rango entre pH 6,0 y pH
3,0, La enzima proveniente de la etapa 7 de nurificacibdn se disolvib

:n pequefios volflimenes de buffer de fosfatos de sodio 0,067 M de distin-
tos pH, comniendidos entre 6 y 7,4 6 Tris-ClH 0,05 M entre pH 7 y 8,8
las distintas soluciones se pasarcn luego por columnas de Sephadex G-25
) Bio Gel »-~20, equilibradas en cada cas> con el buffer en el cual se
;mcontraba suspen~<ida la enzima utilizando también el mismo buffer para
la elucibdn y CeterminaciAn de la actividad enzimética, como ya se indi-
6 en "Métocos,

En la {7ig. 21) se muestran los resultados obtenidos, se € que la
'PBG-D" cde M. ado vacuno no es activa por debajo de pH 6, que la activi-
lad para un mismo pH es superior en buffer Tris que en fosfatos y que el
i 8ptimo resultd ser pH 7,4.

Resultados similares se obtuvieron por medicién del PRG consumido.

PP P

i siguiendo la técnica indicada en "Mé&todos" (433-434), de la prepara-
:ién de "PBG-DO" de hfgado be'rino obtenida luego de la 8a. etapa de puri-
‘icacibn,se obtuvo* a2 tades ellos una sola danda proteica., #n la (Fig. 22)
¢ muestro 21 resultado de una electroforesis efectuada & pH 8,2, La mo-
rilidad electroforética de la enzima en estas condiciones coincidib con
as "PBG-D"' purificadas de callos de semillas de scya (302~304) y eritro-
itos de pollo (305-306).

Cuando )& fraccién elufda de la columna de Sephadex G-100 (etapa B
le purificncibn) se pasé nuevamente por la misma columna en las mismas
'ondiciones, se obtuvo un fnico pico proteico eoincidente con la activi-
lad enzim&tica.

Por determinacifn del P,M, en columnas de tamices moleculares,(429-
L31) se obtuwro un P,M, de 40.,00N + 4,000 para la "PBG-D'" de hfgado bovinno

« Dependencic. de la temperatura: La exveriencia se efectud Aetermninanin
a actir7ida’l e la "PBG-D" de higado vAacuno, en la fo-ma indicada en
Métotos", sa’ o que se varid la temperatura de incubacibébn en cada caso.
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o 36 <6 36 420 780 240

Tiempo de Incubacion(minutos) .
Curso de la reaccion de la"'PBG-D" enrelacion al tiempo
cubacion:Las condiciones de Incubacion fueron Las indicadas
ttodos” salvo que se variaron Los tiempos. Se utilizo'PBG-D

etapa 4 de purificacion..-32mg,de (a etapa7-+:02mg,a 06mg

1 2 1

N Y 2 2
9992 0y 06 00 1 15 2
Proteinas (mg)

Curso de la reaccidn en relacion a laconcentracion dePSGD

indiciones de incubacion fueron Las indicadas en'Metodos” Se
yron.o-sol 1™/m de’PBG-D' de La etapa4depurificacion y se

d Ihs.e-solucjon 1™/mt de La etapa 7y se Incubd en 30minutos
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.21 Curva de pH de incubacion para la PBG-D de
ado vacuno:se utilizd 05mg de enzima de la 7*etapa
purificacion_Los sistemas de incubacion se efectuaron

10 se indico en el texto correspondiente y en Métodos
. determinaciones cuantitativa y elanalisis Isomeérico
.35 porfirinas formadas se efectuaron como se indico en
todos'aresultados usando buffer PO; 0067 M-e-resulta
s usando buffer Tris-CLH O05M

®

i

@ “PBG-D"

22 Comportamiento electroretico sobre gel de
ndon de la ‘PBG-D".Se utilizd 'PBG-D de la 6*etapa
purificacion en buffer de boratos pH:82. Se us0

| corriente de 30m A durante 4horas a tempe-
itura ambiente



Se o"scr-4 que en esas condiciones, se obtuvo acti-icad méxima-de
la enzina a 5%°C (Fig. 23), anlicando la ecuacién Ade Arrheaius y grafi-
cando el log = en funciédn de la inversa de la temperatura absoluta que
prodijo esa velocidad de transformacién enzimitica (Fig. 24) , se de-
termind unc. caergia de activaciédn cde la reaccibdbn para el 173G, de
Ea = 13.70G calorfas/mol.

jo Dependenciza <c 1la concentracién de suetrato: Se determinaron experi-
mentalmente 1as velocidades de reacciédn de la "EEG-D" a*.c‘isE%ntas con-
centraciones <e P3G, que oscilaron entre 1 x 10 My 5 x 10 M. La ex-
periencia se efectubd en la forma indicada en "Métodos", sclvo que en
cada caso sc colnhch una cantidad de PBG que representaba las concentra-
ciones antedichins y se midié el Urbgeno I formado a distintos tiemvpos,
extrapolando luego las velocidades a tiempo cero. Se observa en la

(Fig. 25) que la "PBG-D" de hfgado bdvino presentd un comportamiento
¢inético noril, mostrando una curva hiperbblica. En la (Fig. 26} se
reoresentd, secin el método grifico de Lineveaver-Burk (437) las inver-
sas de las -elocidades de formaciédn del Urbgeno I, en funcidn de las in-
versas de lns concentrzgiones del sustrato, calculfndose asf para esta
enzima un Km = 5 x 10 M y una Vmax: 2,95nmoles Urbgeno I,./h.

X, Efecto dec los iones amonio: Se estudié la accibén de los iones amo-
nio sobre la actividad enzimltica de la "PBG-D" de higado de vaca. La
determinacibi e la actividad enzimAtica se efectud como se indicd en
"Métodos', - los incubados se llevaron a una concentracién en iones a-
monio deseada, por agregado del volumen necesario de una solucién por
lo menos 10 ~eces mis corcentrada e sulfato de amonio (el anién no
interfiere;.

Como sc v& en la Tabla VII, resulta interesante el efecto del amo-
nio, puesto gue a concentraciones que inhibié la formacibn del Urbgeno
tuvo s6lo un ligero efecto sobre la velocidad de desaparicibn del PBG,
10 que sugeriria que de algquna manera, producirfia la acwmilacién de un
intermediaris entre el PBG y el Urbgeno I.

Se efcctucron ademds estudios cinéticos en Esesenciilrle concentra-
ciones de amonio que oscilaron también, entre 10 M y 10 li. En la
(Pige 27), .¢ vresentan las vetcci‘ades de reaccibdn ep funcién de la
concentracibiy Ce PBG tanto en presencia de amonio 10 M como en su au-
sencia, Represe*}tando las inversas de estos valores se obtuviernn los
graficos -:‘._c_:_ll.“. (fige @8', donde se observa que aunque una concentra-
cibn de 10 © Jc¢ amonio, inhibié alrededor de un 30% la actividad enzi-
mitica se mosi icéd la constante de Michaelis de la "PBG-DY para el PBG.
En la TabJ.:‘.lI_‘{I__ se confirman estos resultados para otras concentraciones
de iones emonio.

Todo ésto presenta al amonio como un inhipidor "no competitivo" de
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Fig.23 Efecto de la temperatura sobre la actividad

enzimatica: Las condicicnes de incubacion fueron las
indicadas en "Métodos salvo que en cada caso se
vario la temperatura

E«. 13.700 calorias
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Fig.24 Grafico de Arrhenius:se utilizaron los
datos de la Fig.23.
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g.25 Efecto de la concentracion de 'PBG sobre la
tividad de 'PBG-D":Le determiracion de actividad
efectuo sequn se indica en el texto-Se utilizo 03mg
> 'PBG-D' de La 8 etapa de purificacion
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Grafico de Lineweaver-Burk (437):utilizando los datos ca La
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VII: Inhibicién por NH_
q

Las actividades fueron medidas como se indicé en "Métodos". E1 con-
swio de PBG y la produccidn de Uréceno I del control se considera-

ron 199%. Sc uséd 1 mg de "PBG-"" purificada 150 veces por incubado.

dicién Consumo de PBG Porfirinas formadas

(%) (%)

linguna 100 1092
n‘%:nn: 100 100
D-%Zﬂﬁi 100 78
x 107 NHZ 95 70
o7t 1::_ 92 66
107 NH; 85 57

G-D" ‘e hfgado vacunn, en base a este comportamiento se calculd su ki
de} grifico de Lineveaver-Burk (Fig. 28) com: por el método grafico
on (433), (Fia., 29) que result$ ser Xi = 0,172 M.

icto ¢e reactivos de grupos sulfhidrilos:Comn va se ha encontrado en
fuentes (27°8-279, 301, 304), la "PNG-D" eg una ¢nzima sulfhidrilica.
ulié 1o accibn de reac*i -os protectores e inhihidores de este tinn Ae-

15, sobrc la actividad de la "?BG-D" de higado hovino.

ractios miotectores de grupos -SH: se estudid la accidn de distintos

vos tales como cisztefna, glutation, tioqlicolatse de sodio y ditioeritrol
:intas concentraciones y en di"erentes condiciones de incubacibn, es

en ancerobiosis y en aerobiosis, con ® sin preincubacién. En los casos
incubacibén en aerobiosis se agregbd el reactivo al sistema de incubacibdn
lencia ‘e P3G y 8e preincubd durante 15 minutos a 37°C. Cuando los in-

15 se efectuaron en anaerobiosis, gse utilizaron erlenmeyers de Thunberg,
po Ce Los usados para la biosi{ntesis del P3G y en este caso el P3G se



35 T

PBG (1:M)
Efecto de la concentracion de PBG sobre la
jad de'"'PBG-D" bajo 2 condiciones-o-sin adicio-
01M NH, Se uso 0,img- de PEG-D'de La 7" etapa de
:acion

PG M)

Grafico de Lineweaver-Burk (437 ) utilizando
tos de la Fig. 27
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Tabla VIII: Km de la ﬂpBG—p’_gp_ppgﬁgppjglqg_Nﬁ4

Lz actividad enzimAtica de la "PBG-D" fué ensayada como se
indicé en "™M&todos". Usbé 0,5 mg de una nreparacibédn enzimlti-

~a purificada 300 eces,

Km anarente

Aticid -6
icibn (10°n)

Ninguno 5.0
=3 +

10 "M NH4 5.0

J_o"a;: NHZ 2.0
=1

10 3¢ NH?T 5.0

colocd en la ampolla lateral de la tapa y se dejd caer inmediatamente des-
pués de hacer vacfo o luego de los 15 minytes de preincubacibdn a 37°C.

En la Tobla IX sbélo se presentan les resultados obtenidos en condicio

-

nes anerébicas, en aerobiosis los datos fueron similares, Se observa que
los distintos reactivos estudiados, no producen ninguna modificacién sen-
sible en la actividad enzimitica de la "°BG-D" gsalvo el glutation y el
tioglicolato a concentraciones superiores a 10_¢M, ademls su accibn es més
marcada en cuanto a la formacién de Urégeno I que al consumo ¢2 PBG.

Para obtener mayor informacibén acerca de la existenci~ d= grupos tio-

les esenciales para la actividad eznimatica, se estudiaron ~-:z~tivos que
actuasen como inhibidores de enzimas sulfhidrilicas.

12. Feactivos inhitidores de ~8H: como va se mencionb, se uis. on también
reactivos mo ‘ificadores de funciones -SH v -§ - S- con el cbieto de de-
mostrar su participacién en el centro acrtivo de la enzima.
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Tabla IX: Efecto de orotectores de grupos -SH sobre la actividad de "PBG-D"

Las condiciones de incubacién fueron las descriptas en "M&todos",
&n los casos de preincubacibn se procedié como se indica en el
te::to. Se utilizé 0,5 mg de enzima purificada unas 300 veces.

Los resultados se dan como porcentaje de control,

Concentracién Urbgeno I PBG
Adiciones (m) Preincubacién formado oy sumide
Cistein- 50 - 100 A
50 + 100 LT
10 - 104 i1
10 ¥ 120 L0
1 - 109 .05
1 + 193 .73
0,1 - 99 L0
2,1 + 100 30
Tioglicolato 10 - 692 99
11 + 67 95
1 - 97 100
] + 1N0 100
0,1 - 100 190
0,1 ¥ 100 100
Flutation 50 - 35 80
S0 + 33 33
1 - 95 100
1 + 96 100
0,1 - 100 100
0,1 + 10N 2
DTE " - 3
+ 95

- —— - ———— - e T - -




En 12 Tobla X se resumen 1os resultados obtenidos: los reactivos
atilizados se clasificaron en 5 grupos segin su accibén especifica. El
grupo A est” renresentado vor aagentes alquilantes. cavaces de formas
rercapti“as, con grunos -SH. Se ohserva que tanto NEMI como el PCMB,

inhibieron 12 enzima v su accibn se vid mls acentuada en la formacidn
del Uré-end> T que en el consumo de PRG. Cuando la enzima se preincubd
on el reacti-o Jde gruvos -SH, durante 15 minutos y luego se agregb

sistefna 21 mec<io, éste revirtib el efecto del inhibidor.

El grupo D representa agentes oxidantes de grupos -SHe. T™ambién en
:ste caso, se observd inactivaciédn de la accibn enzimltica, con efecto
1ds acentundo sobre la formacibdn de Urbgeno I, que sobre el consumo de
gz 118

Grupo O, se sabe que el arsenito a bajas concentraciones, (menorcs
le 1 mM) es capaz de reaccionar con grupos tioles vecinos de protefnas:
1 mayores goncentraciones (1-100 mM) su accibn sblo se vé reflejada so-
e monotioles. Los resultados indicaron en este caso, que su efecto se;
efleja en una inhibicién de monotioles.

Buando se intenté revertir el efecto del arsenito por agregado de
AL, por el contrario, su accié4n fué aumentar alin ma&s la inhibicibn,
rcomo en ¢l caso de la "CPG-asa" de hiaado de rata (166), se consider$
ue el BAL al formar con el arsenito un tio-arsenito ciclico, podria
iIctuar como un simple "carrier", factlitando 1la accibdn del mismo.

El grupo O representa compuestos que reaccionan con uniones disul-
iro, tampoco éstos inhibieron la actividad de "PBG-D" y la activacidn
roducida por el cianuro de sodio, se atribuyb a efectos del ibn sodio.
)e ésto se dedujo, que no se requieren uniones -S-3- especificas en la
structure ¢e la "PBG-D" para su actividad enzimltica.

El tltimo crupo refine metales pesados, cuyos sulfuros presentan ot
my bajos nrocductos de solubilidad., Se observd que todos, salvo el Ca ,
ue forma un sulfuro mas soluble gue los anteriores, inhibieron la for-
acién del Urb.eno I.

.. Efecto Je cationes y agentes quelantes: Se estu’i$ el efecto de dis-
intos c_aptiones en forma de cloruros a distintas concentraciones se vé
ue el K es €' que posee mayor accidn como actiador enzimltico. En la
abla XI se piresentan los resultados sélo en funcibn de la formacibdn Ae

régeno I que fueron orécticamente igu2les al de consumo ‘e PRG{,

Se in estigd también la vposible existencia Ae alalGn métal unido a
a enzima que fuvera necesario para su actividad, afiadiendo ?-HO-quinolina
n el medio ¢ incubacibdn, a. diferencia de los otros gquelantes emnleados,
e produjo un 102% de inhibicién, de manera que fue necesario establecer
i en reali c¢ la inhibicibdn se debia a quelacibdn de un mctal o simolexente
orque la molécula orgdnica actuaba como tal nroduciendo otro cambio.
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XI: Sfectp de cationes mono y divalentes

Los agregados e incubados se efectmaron en la forma indicada en "Me-
to os’, se utilizé 0,5 mg de enzima purific¢ada alrededor de 300 ve-

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

n: acicibédne.

—— — e e o —

diti--o Concentracién Formacibén de

Urdgeno I

(%)

(mM)

a 150 17
100 111

=0 1158

10 124

1 11%

150 193

100 111

50 118

10 136

1 115

g 100 58
50 75

10 110

1 102

- 91 —~



ira descartsr la Gltima posibilidad, se oreincubd la enzima 15 minutos
m la concentr~cién indicada Ae ?-HO quinolina v lueao se pasbd el sis-
:ma por un~ columna de Seohadex G-25 en el elufdo, se Jeterminé la ac-
i~idad enzimAtica en 1a forma indicada en Métodos. En estas condicriores
» haberse quela“o alcfin metal, la actividaAd de "PBG-D" se hubiese man-
enido baja, en la Tabla XII se vé& que n» fué asi no obteniéndose indi-
ios Ae 1la nccesidad de ninghn metal.

. Efecto e al-unos otros aditivos sobre la actividad de "PBG-D": se @3-
adiaron 1os efectos de otros compuestos sobre la actividad de la "PB..-DY
e observ (Tabla XIII) gque el fosfato Ae piridoxal a 10 "M al iocual aue

a hidroxilomine 5 x 10 "M orodujeron un 25% Ae inhibicibén en la orodv. -
ién de Urdgeno I sin alterar sensibleacnte el consumo de PEG.

En cuanto a la accibdn de los nuclebdtidos se vé que el AMP préctic :-
ante_no mo ifich la actividad enzimltica en tanto que ATP y ADP si bI-n
10 “M no ".’:-{‘ﬁaron apreciablemente la actividad enzimltica, a una cor
entracibén 1.C i inhibieron alrededor de un 35% la actividad de la
PBG-D". Ademés para confirmar la hipétesis de Tait (314) de que la
PBG-D" se uniria a través de dos cargas positivas sobre la molécula p-
eica, provenicnte de dos restos aminos libres a los dos restos carbor
atos de las cadenas laterales,del PBG, se estudid la accibdn de distin
’s didcidos v de la 2-metoxi-5 nitropona, los resultados coinciden con
»s de Llambias y Batlle (305-306) y esté&n de acuerdo con lo propuesto
or Tait (314), ya que aunque la 2-metoxi, 5 nitropena podrfa haber mo-
ificado también la estructura proteica, el hecho adicionzl de la inhibi-
ibn por dilcicos, apoyaria ia hipbtesis.

3

Porfobilinocenasa y Uroporfirinégeno III Cosintetasa

Definicibn “e unidad enzimdtica y activi-?ad esvecifica: se define c: -
>una unicde® enzimltica de PBG-asa, la cantidad de enzima capaz de ca-

alizar la formacién de 1 nmol de Uroporfirindgeno III por hora, en lac

mriciones standard descriptas en MétoAos,

ActiiJ:¢ especifica de la "PDG-asa", se define como unidades de =1~
Ima por mg¢ “e proteina-

En 1o que respecta a la Uroporfirindaeno III Cosintetasa, no se dc -
inen unidas enzimética ni actividad especifica puesto que no se conoc' -
18 relaciones exactas de "I a "PBG-D" en la "PBG-asa" activa, as{ cor .
mpoco el secundo sustrato de esta enzima.

» Alslamiento v purifisacién de la enzima Porfobilinogen3sa de hfgadc
wino: Tocas las manioulaciones se llevarsn a cabo entre 0-4°C.
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XIT: Zfecto de agentes “uelantes:

Para los agregados e incubados se procedid como se indicé en
w6todos", salvo el caso con 8-HO 7tuinolina, cuyo tratamiento se
Jescribe en el texto. Se usbd 0,5 mg Ae"PBG-N" 300 veces purificada.

Los resultados se expresan respecto al control sin ninguna adicién.

ditivo Concentracibn Formacién del Urbgeno

(mM) (%)

r~_~tinolina 4 100
:fenantrolina 5 116
-¢ Yiciridilo 1 87
:.da sbdica 5 105

- -

tn l2 preparacidén de b . Homogenato y b_. Sobrenadante Je 11.000 x g, se

di% como ‘ra se indicd para la oreparacidn de la "DBG—?".

-

sbrenz "nte ohtenido luern Ae 1llevar a oH 5 con &cido acétiro alacial:
1objeto ‘e observar 1la Durlflrac15n oroduc1ﬂa nor frutahlento'ﬂel cobre-
te e 11,9700 x a con sulfato “e protamina se Aebihd lle:ar nreviam nte 1a
ibn enzim&tica a oH:S con Acido acéticn alacial, el cu2] se acread cota

a con ~onstante agitacibn y se deid en fris, agivando durante 20 minutos.
35 con<iciones se produjo un precipitado proteico, que si se eliminaba
eririfurncidn a 11,000 x g y lueqo sellevzba elsobrenadante a pH 7,4 por
a0 ¢ solucibn de hidréxido de sodio, se obtenfa unao purificacién de 1,8
)y TCSpecto a la etapa antcrior, con un rendimiento del 80% en la proteina
fticr, ¥~ en los estudios preliminares de purificacién, buscando el rango
ecipitacién de la "PBG-asa" por saturacién con sulfato de amonio, se habia
que 1o purificacién era tambié.l mayor cuando se agregaba el sulfato de
oy 5. meutralizaba después de centrifuaar el precipitado.

51 al sohrenadante de pH:5 se agregaba ademis gota a gota con agltacién



lacXIIT: ifecto de algunos otros aditivos sobre la acti-idad 4e "PRG-D"

Los sistemas de incubacién y los agregados se efectuaron en las
condiciones indicadas en "Méto-dos", Se usb 0,5 mg de "PBG-"" de
12 7a. etapa de incubacibdn. Los resultados se dan en porcentaje

resnecto al control sin aditivos.

Qoncentracidn Forma2ci6tn Ade Consumo Ade PBC
Aditivos (mM) Urbégeno I (%)

(%)

fato Je piri-oxal 1 75 990
0,1 105 110

10 65 68

1 102 100

19 62 65

1 108 110

10 68 70

1 122 125

roxilamina 5 73 80
adfpico 5 72 87
succinico 5 75 94
ftalico 5 76 98
etoxi~5 nitropona 5 0 €0

soluci’dn de sulfato de protamina al 2% en una relacién de vollmenes de
cidn de sulfato de protamina a solucibdn enzimdtica de 1 a 20, se dejaba
amente 20 minutos y luego se centrifugaba a 11.000 x g, no se obtenia ma-
purificaciébn.
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Por ello se adoptd como método de purificacibdn simpemente el trata-
miento a pl:5

b« Fraccioncmiento salino: el sobrenadante del tratamiento a pH:5, lle-
vado a pH: 7,--.- se sometid a un fraccionamiento salino con sulfato de
amonio. Para ello se determind en principio, como en el caso de la
"PBG-D" el ronco de precipitacién de la enzima. En la (Fig. 30) se mues-—
tran las proteinas totales precipitadas en los distintos precipitados

y sus activi acdes especificas., Los detalles técnicos dc la precipitacidn
fueron los mismos que se indicaron para la "PBG-D" y en este caso, se e-
ligié comv rango de saturacidn el comprendido entre 35-50% que produjo
2,3 veces <e purificacién.

b+ Adsorcibn con gel de fopfato de calcio: como en el caso de la "I"RG-D"
1a enzima se isolvié en buffer Tris, 0,05 M pH: 7,4 y se pasd por una
columna de Sephndex G-25 equilibrada con el mismo buffer, p2ra eliminar
los iones ocmonio, disminuir la fuerza ibdnica de la solucibén proteica.
Aunaue se estu’iaron Aistintas relaciones nroteina-ge}l, también en este
caso los mejorces resultados se obtu ieron agregando a la solucibén protei-
ca, elulida “¢ la columna de Sephadex G-25, v llevada a una concentracibn
de 10 mg e protcina/ml, un olumen igual de una suspensibén de gel Ae
fosfato de celcio, cuvo peso seco era 20 mg de gel/ml Ae susvensidbdn v
orocedienco como en el caso de la "PBG-D'.

La ma.o: proporcién de la acti -idad enzimltica quedd en el sobrena-
dante y no se lo-r6 aumentar la purificacién ni el rendimiento enzimé-
tico, sin “isminuir la anterior, efectuando Aesadserciones con solucio-
nes de fuerza idnica crecientes. En la Tabla XIV se muestran los resulta-

dos de este tratamiento, observindose que orodujo una nurificacibdn de
2 veces * 11 rendimiento enzimAtico aproximado del 70%.

Con el objeto de concentrar la solucibdn enzimAtica, ésta se somé
ti6 a una nuen precipitacibn fraccionada con sulfato 4e amonio,

b.. Sequn’a precipitacibn con sulfato de amonio: el sobrenadante e l1a
etaoa anterior se somatid a una nueva orec1p1tac16n con sulfato de amo-
nio, lle-cn o csta vez de 0 a S0% de saturaciédn. Para ésto se nrocedid
teniendo nresciates las orecauciones ya indicadas y el orecipitado se so-

metié a un~ crom~tografia en coiumna de Senhadex G-100,

b_. Pasa_J_e_ a trow _és de una columna de Seohaﬁex G-100: 1A Lraceidm ~raa

veniente c¢e la segunda prec1p1tac16n con sulf‘ato d~» amonio en porciones
de 5 ml de 10 mg/ml de concentracibén, se pasaron a través de una col.umna
de Sephade:: G-100 equilibrada con buffer Tris-ClH 0,05 M pH: 7,4, 0,15 M

en C1X y se eluveron con el mismo buffer,

Lawicaciédn de la fraccidn proteica y la enzima se efectuaron co-
mo se in“icd en iétodos. En la (Figs 31) se maestra un diagrama de elu-
cién tipico.

o ?\



Tabla XIV: Tratamiento de 1la "PBG-asa" con gel (Po ) Ca3

Lo adsorcién se efectud segn se indicd en el texto v las
determinacioncs de actividad enzimltica y orotefnas, segln se indicd en

"Métodos',

Rerunera-iédn % Acti+idad
Fraczibn Unidades Proteinas Esorcd 51 ca
x 10
Sobrenadante del tratamien-
to 72 35 469,8
Desadsorbi "o con 5% So4Na,, 10 13 129

Los resultados de 1la purificacién indicada se condensaron en la
Tabla XV.

¢. Aislamicato de la Uroporfirinbgeno III Cosintetasa o Isomerasa ( "I")
de _h_i_g:-:\do_ boino: La etapa Cqe . "Homogenato"y ¢ . 'Sobrenadante r“e 11 000 xg"
fueron las utilizadas para las ourificaciones de las "PRBG-DH! y "PRG-mgA"

del mismo material ya Adescriotas. 1a etapa c3."Sobrenadante de pH: 5"

se efectud como en el caso de la purificaciédn Ae 1la "PRG-asa',

Cabe seiiclar que para la obtencidn de 1la fraccién "I se utilizbd
siempre €l sobrenadante de la 4a. etapa de la purificaciédn de 1la "PRG-asa",
es decir, el sovrenadante del fraccionamiento salino entre 30-55% de sa-—
turacidn con sulfato de amonio.

namiento cox sulfato de amomio f*e la '"PRG-asa" entre 30-55% de satur-=-
cibn, se )lo 6 a 70% de saturaciédn con sulfato de amonio, se centrifugd

2 11.000 :: ¢ C‘urante 10 minutos y el sedimento se Aescartd. El1 sobrcr--
dante a pH#7,4 se llevé entonces a 90% de saturacibn y como siempre, el
agregado del sulfato de amonio fué lento, manteniendo el pH nrutro en to-
do momento, se dejd agitando una hora y se centrifugd a 11.000 x g, esta
vez durante 20 minutos. Antes de determinar la actividad enzimAtica del

c4. Fracc1on mcnto con sul‘-‘ato r‘e amonlo' E1l sobren-4ante Adel frar-in_



------

.....

- - 00T
- - 001
- GC SL
- 4 SL
A - SL
69 - 49
S8 - St
S8 - ST
I1I oJauys]
seJ3go 1 eap 111 ©-Q)

\
(%) sevewaoy scatatyacg

—-—— . sem—m wemr 4 wvee— e

€T

8t

St

t9

8L
86
00T

(%)

vest

2'601

(AT

9'91

OJUITWIYUSY UQIIED 1S LIng

02918

‘0608
0‘9tL
8°69t
6'vee

ofzo1
v 6
gtge

ol x
:jwmmanwca

@ AT DL

Lp -]

134

<001

0611

6591

902
14°117
o9b9c

S$9R10]
Sape 1)

(oo1d) 0015 *9.vydag ap opnid

(sepTumaa sauoTdORIF)
00T~ *3;vyuds 9p opInid
2
(“n)’os uoo
ugIoRJINIes 3D $05—0 UuQTIIORJd
mmo NA¢omv ap 136 uoo
ojulaTWeleI] 9P IBIUEPRUIIQOS
AP AN 4
("HN) ¢§ uod
WoTOoRJIN}RS I L,0G—CEL ugIoOdRId

G :HG 9> 93Uuepeuaxqos

£ X 000°*1T 9 923uepeuaaqos

'8

"L

*9

‘S

v
°t
°e

031Ul LOWoH -°T

LQIIOELY

OaTDUT S OWOD ONADIIY VS UPTQuel

- 100 —~



4200 go
® )
S L
. o
be st i
£ O

Moo ©

o

o b
: :
N 5
8 lipnei vl T—)
@ ']-i:“l ";.‘ i _E
i v'g!“‘i';;' 1} T V)

Nl ‘ﬁl HRHTHEH AR IR :‘HHHM -

10 0
Porcentaje de saruraciin an 50(-\'%’)

30 Fraccionamrento salino con SONH,)p de

BG-asa de higado vacunolas determinaciones
proteina y actividad enzimatica se efectuaron segun

indico en ““Metodos”

Fig 31

Actividad especifica

3 IiI“ | Fig.32
50 100
Fraccion N2

iciones por columa de Sephadex G-100 (25 x 50cm)
ilibradas con buffer Tris 005M pH 74+005M CLK. Se recogie-
fracciones de 22ml.en un colector LKBla elucion proteicat=)
registro en un Uvicord

31'PBG-asa para la determinacion de actividad enzimatica
.4 se procedio como se indico6 en Metodos’

32. T para la ubicacion de la fraccion activa se
cedio como se indico



se lo suspen<id en buffer Tris-ClH 0,05 M, pH: 7,4 y pas8d por una colum~
na de Sephace:: G~25, previamente equilibrada con el mismo buffer, que
también se utilizé para su elucién,

c.» Pasaje a trovés de una columna de Sephadex G-100: La fraccibdn nreci-
pitada entre 70-90% Ae saturacibn con sulfato de amonio, se susnen”’ib

en buffer Tris-ClH 0,05 M pH: 7,4 y se llevd a una concentracibdn aproxi-
mada de 10 mg ce proteina/ml y en fracciones de 5 ml, se pasaron por una
columna <e Senphadex G-100 equilibrada con buffer Tris~ClH 0,75 M pH 7,4 +
+ 0,15 M ClK, que también se utilizé para la elucibn, La cdeterminacidn

del contenio nroteieo y recoleccién de las fracciones, se efectud como

-#¢ irdicé en "étodos" (Fig. 32).

Pare la “Jeterminaciébn de la actividad enzimitica de 'I" se mrocedib
de aeuerdo a las condiciones descriptas en Métodos para determinaciéi de
activida.! enzimfitica, salvo que también se agregd "PBG-D" de la 6a. etapa
de parificacién en la relacién de 1 mg de "PBG-D" por cadza 3-6 mg d: %I~

En 1a Tabla XVI se rcsumen los pasos del aislamiento de 'la Isomerasa,
T Sy ———

d, Estabilidac: La actividad de la "PBG-asa" en el higado conservado en
las condiciones descrintas en "Materiales", fué practicamente la misma
durante tres semanas. La enzima de la 4ta, etapa de purificacién mantuvo
su actividad inalterada por 15 dias a -15°C, pero luego va perdiendo su
actividad de 'P3G-asa" que ce vé transformada en actividad de “PBG-D"
aupque tembién disminuye la sfntesis total de porfirinas catalizadas por
esta fraccibin; en cambio se vé menos alterada la actividad de "Descarboxi-
lasa" notindose, pece a la dizmixucién de la formaeién total de porfiriné-
genos, a partir de PBG, un aumento de la proporcién de Copro en la mezcla,
Ja fraccidn de la 6a. etapa resultd estable-alrededor de unc semana a
-15*C. La fracciédn de la columna de Sephadex G-100 pierde completamente

su actividacd dentro de las 48 horas, La enzima es muy sensible a los
proecesos de congelamiento y descongelamiento. En solucibdn & temperatura
.ambiente o afin congelada, la "PBG~asa" de cuAalquiera de las etapas de
purificacién pierde m4s de un 70% de su actividad dentro de las 72 horas.

En 10 que respecta a la "I'" siemprz ee utilizbd el mismo dfa de su
aislamiento.

e, Efecto de 1o didlisis sobre la actividad de "PRG-asa™: La Aidlisis
contra agua destilada durante 24 horas de 1a enzima nroveniente de las
etanas 2 6 3 <c purificacién orodujo un nrecipitado pesado en las bolsas
de diflisis -- perdid en forma marcada la eanacidad de formar Urbceno ITI
a oartir ‘e PD3 ,como ya se indicé en la ourificacibébn Ae 1la "PRG-D" Ade
este mismo material.

f. Condiciones ce imcubacibn y oroducto de la reaccibén: se estudiaron
diferentes coil'iciones de incubacién, ellas fueron aero y anaerobiosis,
en presencia de diferentes coneentraciones de cistefna vy en su ausencia.
Tanto en aero como en anaerobiosis, los sistemas de incabacidn fueron
los indicados en Métodos, salvo que en anaerobiosis, como ya ce indicd
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Tavla XVI: Adslacibén de la Isomerasa de higado hovinot

Pora la determinacién de la actividad de "Isomerasa" (Etapas
4° v 5*) las condiciones de 1los incubados fueron las mismas
descriptas en "Métodos™, excepto que se usé "PBG-D" ( 1 mg
de "PBG-D": 3,6 mg de "I"), Como no se conoce la relacién
cxacta de "I"/?BG~D" en el homogenato y sobrenadante, no se
pu’leron expresar los resultados en términos de actividad
especi{fica. La identificacién, determinacién cu=antitativa

* tnédlisis isomérico de las porfirinas formadas se efectua-
iron en la forma indicada en "Métodos“.

f—y e P

Porfirinas formadas (%)

Fraccifbn
Uro III Uro I Ofrae
Isbmero III

omogenato 15 - 85
sbrenadante ce 11.000 x g 15 - 85
strenadante de pH 5 35 - 65

raccién 70-90% ce saturacibn
on S8 (NH - - -
nse, (NH,),

Fraccidn 70-90%) +Y"PBG-D" de la
fa. etapa de purificacién 90-100 10-0 -

Eluldo de Sephadex G~100 (frac-
ciones reunidas) - - -

Blufdo de Sephadex G-100 (fraccio-
nes reunidas) + "PBG-D" de la
fa. etapa de purificacién 90-100 10-0 -

R S s SrE Em s A, G T W S G e A MmO AP AR S O G s e e G G s O WG W GO S W W S G R el 3 b A e e S M e e am s -
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en el caso de la "PBRG-D" se usaron erlemmeyers del tipo de Thunberg.

En la Tabla XVII se muestran los resultados obtenidos, se observa
que 1la velocidad de formacién de Urécenos fué priActicamente la misma
taggo en depro como en anaerobiosis, ya sea en presencia de cistefna
10 M 6 10 1, como en su ausencia, la finica diferencia es que en
anaerobiosis, 3sblo gse obtuvo Urfaenos en tanto que en aerobiosis Uro
fué el producto predominante.

La composicibdn relativa de isémeros en el producto de reaccidn.
tampoco varib sensiblemeate en cualquiera de las condiciones, afin en
presencia de cisteina 0,1 6 1 mM.

Uro vy Urbgeno III fueron los finicos productos de incubaciones
efectuadas en las condiciones indicadas en "Métodos" con preparaciones
de "PBG-asa" nwurificada 110 veces.,

g. Curso de la reaccibn: La velocidad de aparicién de Urbgenos fué cons-—
tante por lo menos durante 6 horas, en la (Fig. 33) ge muestra un grafi-
co del producto formados en funcién del tiempo de incubacibdn. Se usaron
dos preparcciones enzimlticas provenientes de las ~tapas 4a. y 7a. de
purificacién v distintas concentraciones de la m&s pura. Se observa

aquf también una perfecta linealid-d en cuanto a la fermacién del Uré-

geno III con el tiempo.

Las ‘curvag de desaparicién de PBG como en el caso de la "PBG-D"
no fueron ton regulares aunque aqui también, pudo demostrarse la trans—
formacién de 4 moles de PBG, por cada mol de Urégeno III formado,
cuando se incuix® el tiempo necesario hasta consumo total de sustrato.

h. Dependencia de la concentracién de "PBG-asa" en el medio de incubacibn

Se estuib la velocidad Ae aparicién de Urbaeno III en oresencia
de distint~s concentraciones de PBG-asa, las condiciones de incubzcibn
fueron las in“icadas en M&todns v también aquif se usaron »reparaciones
va 1a perfecto proporcionalidad del Urdgeno III biosintetizado por uni-
dad de tiempo con la concentracién enzimltica para ambos grados de pu-
rificacién,

El agregado de la fracciédn "IM™ a un sistema de incubacién con
"PBG-D" de los coaracteristicas y en las condiciones indicadas en "Méto-
dos" no verid 1o velocidad de aparicibn de Urbgenos, su accibn sblo se
pusoc de moniliesto en el cambrio del tipo isomérico del Urégenc formado
de I a III.

i, pH bptimo: con el objeto de determinar cl pH 4ptimo se utilizaron

dos fracciones cde distinto grado de purificacién de la “PRG-asa" de
higado vacuwio. Las fracciones enzim&ticas se pasaron por colwnnas de
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40 30 E:O gGO 4JZD JIBO Zl‘lO
Tiempo de Incubacion (minutos)

33 Curso de la reaccidén de la’PBG asa en relacion al tiem-
de incubacion:Las condiciones de incubacion fueron las indi-
35 en“Meétodos, salvo que se vartaron los tiemposSe utilizo

asd de la etapa 4 de purificaciono-8mgy de La etapa 73008mgy a1?mg

L L ] L L v L LA 1

L 4 1

R R T 1 45 2
Proteinas (mg)

1.Cursode la reaccion en relacion ala concentracion de'PBG-asa”
ondiciones de Incubacion fueron las indicadas en Metodos Se

2aron o:solucion Libre de NH; de 'PBG-asa’ de la 4 ztapa d2 1MG/mi
incubd 3hs.e-solucion de La etapa?’,1MYmi y se incubo 30minutos



a XVII: Bfecto de anaerobiosis, aerobiosis y presencia de cistefna en la

velocidad de formacién de Urégenos, catalizada por "PBG-asa',

Los incubados y determinaciones cuantitativas y tipo isomérico
de las porfirinas formadas se efectuaron en la forma indicada en
" étodos" y en el textod. Se usbd 10 mg de enzima de la 6a., etapa

de purificacién por incubado,

o

ondiciones Adiciones Uro formado

nmoles / hora

Ninguna 5,9
-4
. Cisteina 10 M 6,1
lZerobiosia 1
Cisteina 10 M 5,9
Ninguna 5,7
-4
. Cisteina 10 M 6,0
iroblosis 3
Cisteina 10 M 6,0

phadex G-25 & Dio Gel P~20 previamente equilibradas con el buffer del
‘estudia‘lo, como se indicd en '"Métodos", y las soluciones enzimiticas
{ obteni as se incubaron en las condiciones también descriptas en "Méto-

s", sal’o que en lugar de buffer Tris 0,05 M pH 7,4 se colocd el buffer
dicado en cada caso.
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{ . Se llevaron a cabo un grupo de experiencias con la enzima proveniente
ds 1a Sa. etopa de purificacién, los resultados de la (Fic. 35)muestran que
si bien 1a m&:zima produccidén de porfirinas, que coincide con la méxima
cantidad de Ur6-eno III resulta a pH 7,4 con buffer Tris-ClH 90,05 M la
proporcién de Urbgeno III varid desde 75% a ese pH hasta 100% a pH més
cidos o alcalinos, donde la produccién total de porfirinas fué menor,
Estos datos concuerdan en parte con los de Cornford (147) obtenidos

también con cnzima parcialmente purificada de eritrocitos humanos.

i « Cuando en cambio se utilizéd la fraccibdn de " P3G-asa?’ proveniente de
la 7a. etapa de purificacibén, los resultados fueron los representados ey,
la (Fig. 36}, es decir el pH &ptimo también se obtuvo con buffer Tris

ClH 0,05 M v fué pH: 7.4,

En este caso el finico producto de la reaccibén a todos los pH fué el
Urégeno IXI,

jo Pureza_y 2.is ! El andlisis electroforético tanto de la "PBG-asa"™ mis
altamente puriicada como el de la Uroporfirin8geno III Cosintetasa a
distintos nH, sobre gel de almidén, siguiendo las técnicas indicadas en
Hétodos (433-434-), mostr$ en todas las condiciones y en cada caso una
sola banda protcica.

En la (Fi:y 37)se muestra una m»eproducciédn de los resultados obteni-
dos por electioforesis sobre gel de almidén, utilizando buffer de bora-
tos pH 842. Sec aobserva que la movilidad electroforética de la PRG-asa
de h{gado vacuno pr&cticamente no difiere de la "PBG-D" del mismo mate-
rial y de la de eritrocitos de pollo (305) y que a diferencia la "PBG-asa®™
de este filtimo material (305) no pudo ser desdoblada en dos fracciomes,

La morilidad de la fraccién "I" también coincidid précticamente an
la fraccibn "I* obtenida por desdoblamiento de la "PBG-asa” de eritroci-
tos de pollo (305).

Cuando las fracciones "PBG-asa'" e "I" de las filtimas etapas de puri-
ficacibn, vol-ieron a pasarse por la misma columna de Sephadex G-100 en
las migmas condiciones se obtuvo un finico pico proteico coincidente con
la actividad eazimltica,

Determinaciédn de pesos moleculares: las fracciones enzimlticas nuri-
ficadas se pasaron a través de columnas de distintos geles, calibradas
para la estimacidn de sus nesos moleculares, seglin ya se marcd en Métodos.
El peso molecular de 1la PBGasa resultd estar alrededor de 50.000 +
5,000 en tanto que para la I se obtuvieron inicialmente valores de
210,000 + 21,000, aunque por variaciédn de las condiciones experimentales
para su determinacibém, eemo ser modificacién de la fuerza iénica del elu-
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937 Comportamiento electroforético sobre el
el de almidon de "PBG-asa’ "PBG-D"e’'l" de higado

e vaca:Se uso buffer de boratos pH:82 y una
orriente de 30mA durante 4horas a temperatura
mbiente.Se corrieron: (1)’ PBG-asa de la 7° etapa
e purificacion,(2)'PBG-D' de la 8°etapa,(3)T de la
‘etapa y ‘PBG-asa purificada de callos de se-
milla de soya ( 304)-



yente y/o concentracién proteica, se obtuvieron valores de peso molecu-
lar de 70,000 y 35,000,

X, Tratamiento por calor y accién protec*ora del PBG sobre la actividad
de "PBG-asa!': la experiencia se efectud con enzima »roveniente de la 7a.
etana de puriticacibn, y consistid en lo siguiente: las Ffracciones eluf-
das de la columna se llevaron a 1l mg/hl en buffer Tris-ClH 0,05 M, pH
7,4 y se separaron en dos porciones, a una de ellas se agregd PBG hasta
una concentracibn de 7 pg/hl, es decir, del mismo orden a la utilizada

en los sistemas de incubaciébn.

Ambas fracciones enzimdticas se calentaron »oar geparado a 55-60°C
y a los tiempos deseados se retiraron fracciones de cada porcién que in-
mediatamente se enfriaron e incubaron utilizando 1 ml de cada una de ellas
como preparacibi enzimltica, en las condiciones de incubacién indicadas
en Métodos, se efectuaron blancos con cada una de las fracciones para
considerar las porfirinas formadas Jdurante el precalentamiento. En la
Tabla XVIII se muestran los resultados obtenidos, en las dos nrimeras
columnas v exn la 3a. se representan los resultados de incubar 1 ml de la
fraccién colent~da en presencia de PBG con 1 ml de la fraccién enzimitica
sin calentar. Se vé que a los 10 minutos se produce un gran aumento de
la actividad eazimltica tanto por calentamiento en presencia de PBG, como
en su auseincia vy que el incremento es mayor en presencia de PBG ,aunque
en princinio mls lento, y luego menos estable.

Estos resultados podrian ser atribuidos a la producciédn exacerbada
de alglin intermediario, en el caso del calentamiento en presencia de PRG
0 a la destruccién de alghn factor muy fuertemente unido & la enzima y
que actuasc como. inhibidor.

La primers de las hipbtesis puede descartarse por el hecho de que
se producen resultados muy semejantes por calentamientos en presencia o
en ausencia de P0G,

La 32, columna de la Tabla XVIII en cambio, confirmaria la presun-—
cidn de un factor 18bi® ;osiblemente de estructura proteica, ya que como
se vé la actividad no representa la suma de las actividades obtenidas
por separado, sino que resultaron fracciones que oscilaron emtre 50 y 70%
de 1a activicad esperada. Todo ésto mostrarfa en la "PBG-asa" la presen-
cia de un factor 14bil que se mantendria unido a la enzimz a través de
todos los nasos de purificacién y que actuaria como inhibidor de su
actividad.

En lo que respecta a la produccién de Urbgeno III, se observa en la
(Fige 38) que la fracci“n ralentada en presencia de PRG es mis estable
que la caient~» en cu ausencia, es decir, el PBG producirfa uma protec-
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abla XVIIT: Tratamiento por calor de 1la "PBG-asa"

Para el pracodimiento empleado y la construcciébdn de las

distintas colurnas remitirse al texto correspondiente.

iempo e Urbgenos totales/h
recalentamiento (nmoles/h) .
50°C PBG--~ .5 PBG-asa PRG-asa PRG-esA
(minutos® con %+, sin PRG con 3G ¥ sin calentar
0 £,95 2,95 6,00
5 2.0 4,10 4,25
10 520 4,50 4,32
15 4,35 4,50 5,08
20 4,30 4,32 4,93
25 3,85 3,70 y>0

cibn sobre 1o destymnccidr Ge la capacidad de la "PBG-asa’, de catalizar la
biosintesis Qe Urégeno IT7.

Se est.:dib también la estebiiidad de la fraccidn "I 2l micmo trata-
miento por c-lor. 8s mntilizd la f--~{ién 70-9N" de saturacibn cov. e¢.! “to
de amonio, en una conce-tr.cl.. proleicx aprowtmadz e 3 mg/rl sione
enun buifer Tris~ClH C.”7 M -1 ° ° —uproxiamcnte pacada 5 wvde “¢ - -n
columnii e Sephadex GuR5 er...ibr.iia con el mismo buffer, Cuando se agre—
9. PBG como en el caso ar .= or, <e _lové a 7 Pg/ml. En el tratamiento
en presencia de albfiminz - 4 3= usd en una concentracisn de 2 mg/ml.

v T

‘l

En 1a Tobla XIX se 1.5umen los rusultados obtenidos, que sc refieren
a la copacidad de produccidn de Urbégeno III de la fraccién calertada reg-
pecto a la fraccibdn sin *“Tuar,
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Los resultadoa. de la "IV zc rclaviciia & A determinaciébn de la
actividad en presencia de 1 mg de "PB.- s le & €a. etapa de purifica-
cién por caca 6 mg de la rraczc:édn "I sin caloniar

<

Se observd® que mientrz: en ia "PBG-a.a" . dextruccibun.de la frach
eibn "I" resulta de alro-ccior d- wn 15%, iraviive 't avitoda por la

presencia ‘e 2BG, el calenzamierto durar 5 oiiaweton -3¢ de la frac-
cibn ¢ 1 islade produic uns “iominucitn e un 47% de su copacidad para

producir Ur6eno III. E. .o .y vratemienve en preserc:in o PRG 30 holy)
aumen-¢ .o »rooorcidr inalzera’z -~a wn 5% y no fulé moor: s saacible-
rente por 1: preewcia corjuace “a PLg v alblmina. T-vf re.u.tados in-
dican. ura nroteccidn d= la i-ascicn i oa la iractivacion troduszida en
€l draramienTo 2Oor zz.0: 17 L fraccidn PREG-DT y por i ORYG por sepa-
rada, Ad20&3 Lo npote_ciBs el i nor 1a PRG-D e3 2LuochTicAa vy no pudo
reemelAzArse OT Yoo o ovornt oMo i albfmina.

le Experodentos "o o er g et juando I1z- fracciongs  Scihrenadante
de __ 0 v & Oisobrecanaa e e 131 57 e wonetieron A ouna concontra-

cifu preteics doe wicrefiluoac s
técnrca de iy ’43f) 0 72l equipo LXB para tal r.:., como se irdicéd en
- Mgtodost, €l cesidun aliraliltrado perdid total o marciz’-~mic swenti-

:3

durante 5-9 horaz  hacieny uso Ae la

T —

vidad,

Tabla XT:: ﬁstabilidad al calor de la flsomerana”

Los cdetalles del tratamientec = ~2» ~2m el texto,

A? "~ oneg 27 gigrina .
. , . Acii~idad remanente
Fraccién Ae & a4 nmatne de ore-

calentamiento A 55°0 (. Irsceno ITT)

*PDGE~22" - 85
"PhG-asc - - (7 )Ag/ml) 160
*I+ - 53
e i 2G-D (2 mg/il) 30
n w23 (7 pg/ml) 68
I £blmina (2 mg/ml)

= PBG ( 7 pg/m.) )

- 112 -



’
en tanto que el warrafiltrado fué siemmre inactivo. Ahora  on, vor adi-
cién Ael ultrafiltrado al residuo, operacién efectuada en las condieio
nes descriptas en "Métodos", no solamente se recuperd la actividad to-
tal de PBG-csa sino que en algqunos experimentos se obtuvo efectos mar-
cadamente estimulantes (Tabla XX).

El calentaniento a 80°0 durante 5 minutos Ael ultrafiltrado mn
modificé sus nropiedades.,

m. Dependencia e la concentracidn de sustrato:

se estu’id como en el caso de la "PBG-D" de este mismo material
la velocidad de reigcién a disséntas concentraciones de PDG ,que oscle
laron entre 1 :» 10 M y 4 x 10 "M. La experiencia se efectud en la fore
ma ya indicada y los resultados se muestran en la (Fig. 39}, Se obser-
va que la formacién de UrbSgeno III sigue una cinética de tipo sigmoideo,
Se comprobd ademds que a concentraciones de PBG superiores a SOAPM' si
bien se mantiene constante la formaciédn de Urdgenos totales, el Uréd-
geno III es recemplazado en parte por Urégeno I.

4

Se deterjpind unf$ que oscild en distintas experiencias entre
-, . -~ 0,5

11 y14 %10 .

n. Efecto del ibén amonio y otras bases mjitrogenadas: se sabfa que los
iones amonio inhibfan la actividad de "PBG-asa" de otras fuentes (147,
305-306), por tal motivo se estudié también su accibn sobre la egzima
purificada “Je higigo bovino. §§ utilizaron concentraciones de NH4 que
variaron entre 10 "M y 2 x 10 M, con concentraciones constantes y sa-
turantes de I0G. Za Tabla XXI se resumen los resultados obtenidos

sc observa que a 2 x 1t~} se produce una inhibicién 4del $0% en la for-
macibn de Ur6-eno IIT en tanto que a concentraciones del orden de 10 M
se produjo ura cierta activacién de la accién enzimética; Ahora bien,
cabe hacer notar que pasando la '"PBG-asa" tratada con NH, por una colum
na de Sephcle:r G-25 6 Bio-Gel P-20, equilibradas con buffer Tris-ClH
0,05 M, pH: 7,4 como se indicd en "Métodos", se eliminbd completamente
su efecto, recobrindose actividad de la enzima de manera que la inhibi-
cibén por NHA es reversible.

Se sicuicron también las velocidades de formacidn de Urbgenos en
funcibén de lcos concentraciones de PBG, tanto en ausencia como en presen
cia de distintas concentraciones de lones amonio y con las prenaracio-
nes enzimétizas dializada y calentada. En las (Fig. 40) A v B se mues-
tran los resultados, se observa que si bien la "PBG-asa" presenta una
cinftica sigmoidea a medida que aumenta la inhibicién de la formacién
de Urbgeno III, se van transformanso las curvas en hiperb6licas, al i-
gual que con las preparaciones enzimdticas dializadas y celentadas.
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Uroporfirinogeno II (%)

3 10 15 20 FY;

Tiempo de precalentamiento (minutos)

ig38: Efecto de precalentamiento de la"PBG-asd’
1 55°C sobre \a produccion de Urogeno I .. Las con-
diciones de Lla experiencia se detallan enel texto.

»en ausencia de PBG.e®-en presencia de PBG 7ug9/mi

nmoles Urogeno I”h

1 1 " A
99 30 30 q0

[PBG] UM

ig39. Dependencia de la actividad de 'PBG-asa
on la concentracion de PBG.Se utilizé enzima
e la79etapa 07mg por incubado.Las condiciones

e incubacian se detallaron en’Metodos, en cada caso
e vario La[PBG)



Tabla XX: ZIxperimento de Ultrafiltracién: La actividad cel sistema A
se tomb como 100%. Las condiciones y relaciones de incubacidn
se indicaron en '"Métodos',

Homogenato

Sevrenadante (A)

Ultrafiicracidn
MNetrafiltracdo (B) Residuo MNwrafiltrado (C)
Froccibdn ActiviAad Ae "PBG-asa®

(%)

I\ 100
D 0

¢ 0-50
B +C 110~ 130
B (calentado) + C 110 -130

En 1o Toble XXIT  se presentan los valores de Xm anarenta y SO
m 10s cosos e cinéticas sigmoideas) vpara las preparaciones Ade "Pﬁaiasa"
1 las conciciones antes indicadas, es decir, en presencic “Je Aistintas con-
mtracioncs e iones amonio, que incluyen tanto las que aumentan la acti-
dad de *DG-asa, como las que la transforman casi completamente en acti-;
dad de "0°DGE)?, situacibdn también representada por las nreparaciones en-

mticas ializadas y precalentadas.
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log LA nlog 5 -1logk

Vmix - v

Represegtando entorces en escalas logari{¢micas la relacifn de velocida-
deS pywmreeyo SN funcibn Ae la concentracibn Ade sustrato 1o pendiente
MAN =~

de estos grAficos, "n" representaria el nfmero de sitios de. unién del
sustrato a lo enzima v que sufrirfan alguna interaccién.

En la Table XXTT también se representan los valores e "h" obteni-
dos en las distintar situaciones. Se gbserva que pasa la P3G-asa" con
un SO que - °rid entre 10 y 14 x 10 M se olstuvo un valor aproximado
de n='3 y que & medida que las conﬂicioggs se aproximaron a las de la
YPRG-D", el Lmn aparente temdid a 5 x 10 M, en tanto que se transformd
n =1, valores que coincidieron con los encentrados para esa enzima.

Se estudqid también el efecto de otras bases nitro~enacas de estruc-
tura similor Al amonfaco, asf se probaren las tres metil amimas (mono,
di y trimetilamina) e hidroxilamina. Se utilizaren en forma de sus clor-
hidratos, previamente llevadoes a pH 7,4 y luego se agregaron al medio
de incubacibin en la forma indicada en "Métodos".

En la Tobla XXIII se observa que sus efectos fueron similares, en
relacidn al cmonio, aunque menos marcados, Su accibdn se vid feflejada
sobre tocdo, ea la formacidn del Urbgeno IYI y si bien también modifica-
ron la formocibn de porfirindgenos totales (Ur8geno I # Urbgeno III), su
accién sobre el consumo de PBRG fud casi nula, mastrando posiblemente
como en el caso de la "PRG-D" la acumulaciédn e alglin intermediario,

o« Efecto de reactivo de grupos sulfhidrilos sobre la "PDG-asa" de hi-
gado bovinai Se conoc’a me 1a "P3G-2s3" “e otrag feates; e cHMOrtAa-
b como una enzima sulfhidrilica (249, 305-30%), vor ello se estudib el

comportamicnto e la enzima frente a reactivos orotectores e inhibidores

de grupos -Sii.

o° Reactivos protectores de -SH: si bien se sabla por los estudios ya
mencionadog sobre las condiciones 6ptimas de incubacién, que la cisteina
tanto em ancerobiosis como en aerobiosis con preincubacibn o sin ella

no presentabc ninguna diferencia en la cantidad ni tipo isomérico de las
porfirinas obtenidas por oxidacibén total de los extractos resultantes

de los sistemas de incubacién desproteinizados, resultd interesante inves
tigar el efecto de la presencia de distintas concentraciones de cistefna
y otros protectores de grupos -SH. Como en el caso de la '"P3G-D" las Ae-
terminaciones <e actividad emzimitica se efectuaron en las condiciones
indicadas en "M 4todos", salvo que se agregaron los Jdistintos protectores
en 1as concentraciones deseadas, En los casos e preincubaciédn, el sistema




a XXIT: Km aparentes y coeficientes de Hill para el PBG

Las actividades fueron medidas en las condiciones indicadas en
etodos". Se utilizd "PRG-N' Ade la 8a., etapa v WPBGeasa" de la
72, etapa., "PBG-asa" calentada fué "PBG~asa® pretratada, 20 minu-
tos a 65-70°C y la "Bnzima dializada" fué el sobrenadante de una
nreparacién de "PBG-asa™ jue se dializé6 48 horas contra agua des-
tilada en la forma descripta en la 3a., etapa de purificacibn de

la "PBG-NY,

aracibn enzimética Km aparente o
n
Adiciones S
(%o.5)
R M
PRG-" 1.0 5,0
+ 0.01 M NHZ 1.0 5,0
+0,1 M NHZ 0.9 5,0
PRG-asa" 1,7 - 2,2 10 - 14
+ 90,0001 M NHZ 2,0 10
+ 1,001 M NHZ 1,9 10
+ 0,01 M NHZ 1,8 7
+ 0,1 M NHZ 1,0 5
~-asa colentada" 1,0 5
ma dializada 1,0 5
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+ .
bla XXIIT: Sfecto de NH4;y otras bases nitpogenadas sobre la actividad de

"Porfobilinogenasa"

-a

L.as Aeterminaciones “de actividad, adiciones y anAlisis isomérico

se efe¢tuaron en la forma in’icada en "Méto<os?. Se utilizb19.3 mg
Ta.

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

sultados se expresan en porcentaje de un control sin ningn a-

gregado.

Concentracién  Porfirinas formadas (X) Consumo de PRG
ficibn (M) Totales Uro III (%)
' -2
. 10 78 53 100

5 % 107 98 70 100

107° 101 80 100

BNH: 1072 75 81 100
5 x 10> 103 100 100

1) 2"“; 1072 73 85 100
5 x 107> 93 100 100

3) N 1072 72 82 100
5 x 107 100 100 109

W, 1072 80 85 95
5 x 1075 94 85 100

107 113 100 115

se mantuvo Curante 19 minutos a %37°C sin el sustrato, pasa’o ese tiempo

se agregd el 113, Las determinaciones en anaerobiosis se efectuaron en
erlenmeyers <el tipo de Thunberg y en loa casos de preincubacibdn el PRG

se colocS en l&o ampolla de la tapa del recipiente y gse dejé caer al sistema
Far=--fa e mantener 12 enzima en contacto con el reactivo “urante 15 minu-
“*s a 37°C, 3n la Tabla XXIV se presentan sb6lo los resultacdos obtenidos
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A XXI'V: ;ifecto de protectores “e gruoos -SH sobre la actividad de "PRG-asa"
Las condiciones de incubacibén fueron indicadas en "Métodos";: la
preincubaciédn se efectud como se indica en el texto. Se utilizd

O"-”mg de "PBG-asa" de la’dtapa de purificacién. Los resultados se

c:niresan en oorcentaie de un control sin aditivos.

Concentracibn Urégeno III
iones Preincubacién formado PBG consumido
() (% (%
10 - 100 100
1 ~ 100 100
¢{na 50 - 109 100
50 + 100 190
10 - 109 109
10 + 100 100
1 - 100 100
1 + 100 100
0,1l - 100 100
0,1 + 190 100
1 - 100 100
1 + 100 100
ition 50 - A5 90
50 + 43 91
1 - 100 100
1 + 100 100
0,1 - 100 100
0,1 + 100 100
teolato 10 - 50 85
10 + 52 89
1 - 1N 100
1 + 109 1099
0,1 - 100 100
c,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 M y el tioglicolato 0,01 M
ninguno “e los reactivos a las concentraciones probadas, tanto en aero
como en anacrobiosis con preincubacién o sin ella, presentan accibén so-
bre la enzina. Z1 caso del glutation y tioglicolato a altas concentracio
nes podrfan c:plicarse perfectamente por reaccién con alghn grupo -SH
esencial, cosa no diffcil a esas concentraciones, pero aftin as{ se vé

mids afecta’n 1o formaciédn de Urbgeno III que el consumo ‘e PBG.

0« Reacti os inhikidores de grupos -SH: en la Tabla XX'I se presenta

la accibdn e “istintos reactivos de grupos <SSk, y -5-S- como cn el caso
de la "PBG->" se dividen en 5 grupos.En el qrupo A, que representa
reactivos clquilantes y formadores Jde hercaptidas, se observa que salvo
la iodoacetamila que no tuvo accibén sobre la actividad de I'BG-asa", inhi
bieron la enzima y su accién fué mis pronunciada sobre la xroducciédn de
Urégeno III, que el consumo Ae P3G, y que BAL fué capaz -e revertir la
accidn inhibi- ora de un pretratamiento de la enzima con 23 y NEMI.

Todos los re»resentantes del grupo B, exidantes -e grunos ~SH, inhibieron
la activido” “e P3G-asa, siendo también m&s marcada la accibn sobre la
formacién e Urbgeno III que el consumo de PRG.

El grupo C representado por el arsenito que reacciona a bajas ¢on-
sentraciones <on grupos -SH vecinales, se v que no tuvo influencia sobre
la activisad “c "PBRG-asa" y que s6lo a una concentracién 12 mM produjo
un 12% de inhibiciédn, pero a esa concentracién actmafla‘sobre grupos
-SH aislacdos. '] BAL aqui también revirtid la accién del arsenito. El
grupo D reprrecsenta reactivos de puentes -S-5-, se observa que no produ-
jeron una seansible accibdn sobre la enzima. La activacién producida por el
cianuro <e so’l1o se atribuye a efectos del ién Na .

El grupo 7 refine una serie de metales pesados cuyos sulfuros pre-
sentan mu:- beaios productos de solubilidad y s accibn fué similar al ca-
so de la "’3Z-5%, todos salvo el Ca , produjeron una inhibiciédn casi
total de la enzima y su accién fué més acentuada sobre la produccibn Ae
Urbgeno 111 cue sobre el consumo de PRG.

p. Efecto ¢ cationes y agentes quelantes: son los resultados obtenidos
por ultrafiltracién se pensd que algin metal podrfa estar ligado a la
actividac exnzim&tica de la "PiG-asa', asf{ se estu?ibd el efecto de catio-

nes mono - “ivalentes a distintas concenteaciones. En 12 Tabla XXVI se
v€ que los citiones monovalentes aGn a muv altas concentrsciones no ore-
sentaron inhibicibn e incluso actiron a la "PRG-asa". T1 Ng++ actubd eomo
inhibidoE a concggtraciones superiores a 10 M, en el ranco comnrendiAo
entre 10 .7 ., 1N M presentd unn cierta Aactivacibn v a ma or “Ailuciébn

no tuvo ninctir efecto,
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a XXV: Efecto de reactivos de grupos -SH y -85-S-

Para la determinacibén de la actividad enzimatica se procedid como

se indicé en "Métodos", los resultados se expresan en relacibdn a

un control sin aditivos, se utilizé 7,3 mg e "PBG-asa" de la etapa 7
¢e purificacibn por incubado.

upo Aditivo Concertracibn Formacibn ce Consumo de
M) Urbgeno IIi PBG
(%) (%)
2Ci3 1 3 30
DR AL 5 e : 1N5 100
A Lo Freta e 1N9
T 5 5 70
~ - BAL 7 mM, 5 ine 1n9
TS 1 65 73
B Glutation oxidado 5 5 52
Cistina 5 75
Iodosobenzoato 5 1
Arsenito 10 =8 90
1 e 100
Arsenito (+ BAL 10 rM) 10 SR 102
Arsenito (+ BAL 1 mM) 1 Ne'e 100
C.T Na 10 -5 120
) 1 120 120
‘ Tiourea =0 79 100
SO Na 1 9 100
3 2 2
IJT+ p 6 50
++
ce, . K 7 48
Db 4 52
o il 3 45
44
10 1 6 55
++ _
ceo L 91 100




1a XXVT : Tfecto de cationes sobre la actividad Ae la Porfobilinogenasa".

Las adiciones -+ condiciones “de incubacibn se efectuaron en la
forma indica“da en "Mé&to4os". Los resultados se exmresan en por-
zentaje 4de Urd-eno III producidos »or un control sin ningln aAdi-
tivo. Los resultados respecto al consumo de PBG fueron similares,
Se utilizb N3mg de PBG-asa de la 7aetapa.

Adicién Concentracién Activida“

(mi) (%)

150 100
119 111
50 118
10 125

1 128
n,1 190
150 103
100 118
50 113
10 136
1 140
0,1 110

* 100 50
75 70
59 67
25 387
19 121
5 110

1 08
0,1 17
9,01 110

Estos nctcles a la concentracidn Ade aceidn Hotima, incluso aumentaron
pronorciZa ‘e Urdgeno III Ade una fraccién enzimdtica tal como la nrove-
mte de 1o Go. ctava de nurificacién, que normalmente produce un 75% Ae
mero IIT. .hora bien, su agregado al residuo del ultrafiltrado (c¢) no
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varié su acti-1i-ad enzimAtica.

Se estu’ib también el efecto de distintos quelantes; en la Tabla
XXVII se nrescntan los resultados, se vé que salvo la 8 HO quinolina
a una concentiracién 10 mM, ninguno de los reactivos modificd la activi-
dad de "PRG-asal. Se pensd entonces que nuevamente la 8 ‘HO quikolina inhi
biese de por sf la actividad enzim&tica, no por quelacibdn ‘e ninnGn me-
tal y asf{ fué pueé si Aespués de preincubar el sistema enzimdtico duran-
te 15 minutos & 37°C con 8 HO-quinolina 10 mM, se lo pasaba por una co-
lumna de Sepice:r G-25 equilibrada con buffer Tris C1lH 0,05 M, oH 7,4
y luego se <ecterminaba la actividad enzimAtica del elufdo proteico, ésta
permanecis in~ terada (Tabla XXVII) .

q. Efecto ‘e muclebtidos y otros aditivos sobre la activi 'ad de "PBG-asa"
(Tabla XXT[;I}: se estuldis la accién sobre la "PAG-asa" ‘e las nerfiri-
nas Uro I  Uro III, que resultan Ae la axidacién de los respectivos
porfirinécenos, productos normales de la sintesis enzimética y se obser-
v8 que al igual que la Hemina no tuvieren influencia sobre la actividad
enzim&tica. In cambio la urea 3 M inhibié casi totalmente la "PBG-asa",
aunqme est~ inaibicién pudo ser revertida por pasaje a través de yma-

columna Je Schhadex G-25 equilibra“a con buffer Tris-ClH 0,75 M, pH: 7,4.

Se estudid también la accibdn de algunos didcidos y se observd que
produjeron una Aisminucibédn de la activi-ad enzimética 7ue oscilb entre
8 y 20%, sin —ariar el tipo isomérico del Uréceno biosintetizado,

Las bases pfricas 2denina y guanina, a las concentraciones estudia-
das, s5lo mo-ificaron muy levemente la actividad de "PRG-asa", en cambio
los nucledti os 7e adenina_se comportaron “e manera diferente, a concen-
traciones <el orden de 10 M presentaron una fuerte inhibicién de la
actividad enzim4itca, llegando a ser total e24e1 caso de ~LDP v ATP, en
cambio a concentraciones del orden de 5 x 10 M, ATP presentd una mar-
cada estimulocidn de la produccién de Urbgeno III.

En 1o (Tig. 41) se muestran los resultados de la actividad enzimé-
tica versus el 1lqgaritmo de las concentraciones de nuclebtidos, se obser-
va que el i 10 M produce un 30% de inhibicién, }a accién del ADP y
ATP como o Eg menciond fué inhibiciébn total a 10 M, en tanto que por
debajo de 10 7i’, el ADP act@a modificando, levemente la pro-uccién de
Urégeno III en tanto que el ATP a 5 x 10 M llega a aumentar la activi-
dad en un 32, Datgi similares se encontraron utilizando los nucleétidos
en presencia ¢ 1ig , en una concentracién igual a 2/3 “e la molaridad
de' nuclebdti o en el sistema.

Ninmuno e estos nuclebdtidos moificaron el tipo isomérico del pro-
ducto Ade rccccibn enzimética,
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la XXVII: fecto de 7tuelantes de metaﬂlles‘sobre la "PBG-asa"

Las adiciones e incubados se efectuaron en las condiciones indica-
¢as en '"Métodos", en el caso de la B-HO-juinolina el tratamiento
se describe en el texto; se utilizé;3 mg de PBG-asa de la 7a.
etapa. Los resultados se expresan en porcentaje de un comtrol,

Aditivos Concentracién Formacién de
(mM) Urbgeno III

(%)

(&

0 quinolinc 10
v quinolina

posterior nasaje por

mma Jde Sephadex G-25) 10 100
0-ruinolina 1 80
i 5 108
fenantrolina 5 106
4 dipiricilo 1 75
a 5 125

Con cl ohjeto de observar el comportamiento de estos nuclefitidos so-
bre 1a cinftica de la "PBG-asa", se efectuaron estudios tonto en presencia
de concentraciones que aumentaran la produccién de Urbgeno III, como a
aquellas que pro’ujesen inhibicién, pero en condiciones ‘e medir actividad
enzimdtica,

El Al no modificéd el tipo de curvas de la "PBG-asa", aunque varié
la activi‘a:l enzimdtica, sin embargo, el estudio comparativo efectuado
con el AD? ("ig. 42) muestra que si bien concentraciones el orden de
5 x 10’4M, mantienen el tipo sigmoideo de la curva Ae saturaciébn de la
"PBG-asa", a 5 iz 10”9M, adem&s de producir un 30% de inhibicién produjo
una modificacibn de 1la curva de Ssityracidn que adopté una forma hiperbblica
se determinaron 123s (So’g y los "n" seglin la ecuacién de Hill (310) y ast
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ibla XXVIII: Lfecto de nuclebdtidos y otros aditivos sobre la actividad de la

:I?BG_asa" e

- -

Los sistemas Je incubacibdn y las adiciones se efectuaron e=n 1as
condiciones indicadas en "Métodos". Los resultados se expresan

en porcentaje respecto al control. Se utiliz60d3mg de "PB(. zsamde
la 73. etapa.

[N S .

Compuesto Concentracibén Actividad
(M) (%)
, -5
Hemina 10 100
10} 100
=5
Uro TII 10 100
-5
Uro I 10 100
Urea 8 6
. -3
Ac. succinico 5 x 10 80
-3
Ac. adipico 5 x 10 92
-3
Ac. £t&lico 5 x 10 87
-2
Adeninc 10 87
107> 108
1074 118
=2
Guanina 10 95
1073 90
10-_4 104
-2
AMP 10 61
1073 122
=2
ADP 10 0
-4
5 x 10 110
-2
ATP 10 0
-4
5 x 10 130
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10 20 {P BG] 30 40 50 M
Efecto del ADP sobre la cinética de la PBG-asa
iciones y determinaciones de actividad enzimatica se
aron en las condiclones indicadas en Metodos Ge uti-
)7mg. de ‘PBG-asa de la 7a. etapa de purificacion

M ADP-+-5x104M ADP-a-Control

1 L2 1 Ll

Control

Sos5:X16° M

n .22
—— +ADP 5x10°M

Sos 14 x10°M

n :21

/ y ADP 5x10° M
f/ S05:59x10%M

n 13

1

L

+ + -* 3 ¥ Tlog[PBq]
Graficos de Hill (310) para la"PBG-asa” en presencia

tintas [ADP] Los graficos resultaron de representar
tos de la Fig. 42
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344. Efecto del ATP sobre f{a cinetica de la"PBG-asa
s adiciones y determinaciones de actividad enzimatica se

ectuaron en s condiciones indicadas en ‘Metodos. Se. utilizo
'mg. de "PBG-asa”de la 79 etapa de purificacién.o-3x1d3M-
ATP.e-5x10%M ATP_a.Control

Control

S05: 14x10G° M
i n :19 :
+ATP 3x10 °M

505:89 x10°M

n :13
- h * log. [PBG]
* +ATP: 5x10%M
4L —> =5
S05. 1,8X10°M
N : 1.8

>
>
g
N
>
o
S

1 A

345 Graficos de Hill(310) para la'PBG-asa en presencia
distintas [ATP].Los graficos resultaron de represen-
r los datos de la Fiqg 44



se v€ en la %{ig. 43) que de (s 1 x IO-SM y n = 2,2 para el control
pasamos a up 50:57:_1,4 x 10 °M ¥ un n= 2,1 para ADP 5 x 10~ M, en tanto
™e 2 5 x 1073:'el Km aparente se convirtié en 549 x 10 M y el n = 1,3,
Se observa que & concentraciones donde ejerce una pequenic estinulacicn

en 1la nroduc=ién de UrSageno III, también modifica sélo ligeramente 1: afi-
nidad por cl sustratn, en cambio a concentraciones donde presenta iIrini-
bicién en la »roduccibén de Urbgeno III, su accibn sobre la cinétice n-
zimAtica es i&s marcada, mostrando ademAs de la normalizacibn en e: ©ipo
de curva ‘e saturacién, un aumento en la afinidad de la ""BG-asa" ; o el
PBG tendienr’o adem&s ¢l M"n" calculado a 1

En el coso Jdel ATP los resultados fueron similares, en la (Eii-_ﬂﬂ)
se represcntaron las curvas de dependencia de la actividad de WPB(C- . a"
con la goncentracién de PBG, esta vez en presencia de 5 x 10 My

3 x10 M de 1TO

Se obscr.i que como en el caso del ADP, a una concentracidn «
5 x 10 ¥, el .TP también modifica sdlo ligerahs¢nte el perfil de :: ~ur-
va de saturecibn de la "PBG-asa" en tanto que ya a una concentrac: _: de
3 x 10 M, que produce alrededor de un 20% de inhibi<ibn, en la pr .z=-
cibn de Urb eno III, la curva se transformd en sigmoidea,

En 1z (Fig. 45) se representan los graficos de H{ll (310) parn es-
tas condicionecs y también se observa que a 5 x 10 M el ATP modifigw
sélo ligepanente tanto la forma de la curva de satggacién, como latso J
1,8 x 10 "il ¥y el n = 1,8f en tanto que ya a 3 x 10 "M de ATP e} perfil
de la curra se modificéd totalmente, transformindose en hiperbélica y
aumentando la ofinidad dela enzima por el sustrato en casi un 40%, ten-
diendo a‘emés, también en este caso, el n a 1,

=131 -



D. CONGLUSIONZS Y DISCUSISN

La nrimera parte de este tra*aio empleando hfagado vacumo, involu-
cra la purificocibén v el estudio de las proniedades de la enzima "Porfo-
bilindgenp-cmonio~liasa” (147), también conocida con las “enominaciones
de "Porfobiliné.eno Deaminasa (PBG-D) (2%7), "Urovorfirinéceno I sinteta-~
sa® (292), "Porfobilinbdgeno ciclo deaminasa” (147) o simplemente "Deami-
nasa',

Se obserwd que la "PBG-D" de hicado “o'rino, al igqual que 1la aislada
Ae ctras fuentes, 'a sean microorcanismos, vegetales superiores o anima-
les (22,27, 54, 287, 289, 293, 295-296, 300-306) no se encuentra relacio
nada a ninguna fraccibn subcelular, tratdndose de una enzima soluble del
citoplasma.

Pué purificada unas 300 veces, presentfindose, luego de la filtima
etapa de purificacién, como una entidad proteica, tanto por anilisis elec.
troforético en gel de almidbén a distintos pH, como por repetidos pasajes
a través de columnas de Sephadex G-100 6 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 almidbén, resultd
idéntica o las ce las "PBG-D" purificadas de fuentes tan distintas.como
callos de semillas de soya (305) y eritrocitos de aves (306) y al igqual
que ellas (305-306) presentd, por determinacién em colwmas de tamices
moleculares (425-431) un P.M. de 40.000 + 4.000,-

Su comportamiemto, em cuanto a la zona de precipitacién por satura-
elbén con sulfato de amonio, 45-70% y a que su actividad y solubilidad
no se alteré sensiblemente por 4i&lisis prolonaada contra agua destila-
da, la presentan cemo una proteina del timo de las albfiminas o pseudo-
globulinas,

La enzimo resultd estable a tratamientos por calor, al igual que la
obtenida de otras fuentes (27, 115, 147, 157, 160, 249, 289, 296, 301,
305-306), e incluso aumenté su actividad enzimética por calentamiento ;
(147, 160, 301, 305-306) aunque se desconoce el motivo de este comporta-
miento.

fu acti/Zidad aumentd ean la temperatura de incubaeidn, por encima
de la temperatura fisiolbaica, presentado un 6ptimo a 55°C que fué si-
milar al encontrado en otros casos (27, 296, 301).

El Urbceno I fué el {nieco producto de la rcaccibn enzimdtica. La
formacién de) porfirinbégeno resultd lineal con el tiempo, y si bien
al principio el consumo de PBG fué irreqular, por aumento del tiempo,
de incubacibn se llegé a una transformacién cuantitativa de cuatro molé-
culas de PBG por molécula de Urbégeno I formado, al igqual que con la en-
zima de hojas ce espinaca (289) y bazo de ratén (296) y & diferemcia
del caso de 1o “PBG-D" de germen de trigo (301) y de callos de soya (305).
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La enzima fué igualmente .activa tanto er. aero como en anaerobiosis,
aunque se ovservaron diferencias en el porcentaje de Uro I encontrado
¢en el medio e incubacibdn, gque resultd casi nulo en anaerobiosis y aumen
t6 considerallemente en aerobiosis, por oxidacién del Uré-eno en presen-
cia Ae 0,5 al iwual que con 1la "PBG-D" purificada de hazo de ratén (296).

Estos tltimos datos son coincidentes con los obtenidos para la mavo-
ria de las “P?BG-D" nurificada; de otras fuentes (279, 293, 2050296, 300-
301, 306), aunque difieren de la Ae callos de semillas de so'a (305).
donde la enzima sblo es activa en anaerobiosis,

En estos filtimos tejido~ =i bien en anaerobiosis se inhibié la
formacibn de Urbgeno I, no e alterd sin embargo, el consumo de PBG,.
La formacién ¢e Urbgeno I en funcibn del tiempo precer+bd adembs un "lag",
con un Consumo normai ¢= £ . ~e supuso que estos fenbmenos podrian deber-;
se a la transformacidn :enca e un intermediario polipirr6lico en Urcpor-
firindneno v ademls que éste debin encontrarse en la forma reducida, para
su posterior transformacién en porfirinéaenos (305).

En el presente traba,o aunde no se ha observado "lag", ni tampoco
la necesicdad de condiciones anaerébicas para la actividad, de acuerdo a
la misma hipdtesis, de formarse el intermedia-i~ | " ... transformAacidn
en producto final restarfia posibilidades para que se oxidara en presencia
del aire.

El pH 4ptimo fué de 7,4, coincidiendo exactame=‘e con el de las
"PBG-D" de glébulos rojos de aves (160, 306), y la de germen de trigo
(301) y siendo muy cercano al de otras fuentes cowmo R. spheroides (27),
bazo de ratbn (296) y callos dc scmilla de soya (235,. Su actividad fué
mayor en buffer Tris que fosfatos de la misma fuerza ibnica y pH.

La "I'"G-D" & hfgado bcvino al igual que la de todas las otras fuen-—
tes estudicdas (27, 160, 239. 796, 301, 306) a excepcibn de callos de
semilla de so:r (303-284), ardcentd una cinética “Michaeliana", con un
Im aparente de 5 x 10 M, que Aaunque menor, resultdé muy cercanc al obte-
nido en otros casos (27, 160, 289, 296, 301, 305-206).

La enzima se compertd como - ulfhidrilica, y sus grunecs -SH no pre-—

tentaron necesidad de p-.'~ *~-~- 2gentes reductores) a%n en los mAs al-
tos grados d¢e purifi~~ ., . ._-ados que coincider con las "PBG-D" de
otras fuenter (33;, LCh oot I nctividad no se altecd vor bajas con~

centraciones de arserit. .2 ~ucdlo, por lo tanto no habfa grupos SH ve-
cinos en el ceatro activ: de _a enzima. Al no ser alterada la actividad
enzimltica por la presencia de sulfito y cianuro d= endio v tiourea, se
descartd la nccesidad de puentes -S-S-en la confiquracibdn proteica de la
"PBG-D",

Respecto a las sustancias que actGan como inhibidores de la actividad
enzimldtica se pudieron dividir en 2 clases: a- Inhibidores que disminuyeron
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la actividacd enzimltica impidiendo el consumo de PBG; entre_éstos, pode-
mos agrupar los nuclebdtjidos de adenina que inhibieron a 10" M alrededor
de un 35%, auaque a 10 M el ATP, activdé un 20%, en tanto que AMP y ADP
no tuvieron accién.

b. Inhibicores que modificaron liceramente el consumo de PBG, pero in-~
terfirieron sciriomente en la formacidn de Urbceno I. Dentro de este gru-~
po podemos mencionar los reactivos de grupos -SH tales como PCMB, NEMI,
Iodosobenzoato, DTNB, cistina y glutation oxidado, los cuales inhibieron
casi totalmente la produccibédn de Urbceno I sin modificar sensibilemente
el consumo e PBG. Estos resultados coinciden con los obtenidos por otros
autores trabajando con la "PBG-D" purificada de germen de trigo (301),
de callos ce semilla de soya (305) y de eritrocitos de aves (306) y di-
fieren de los observados para la enzima de espinaca (291), donde la
inhibicién se »nresentd como una disminuciédn en el consumo de PBG.

El mecanismo dor el cual actuarfan los -SH de la emzima no estd ahGn
muy claro, Se ha postulado que la accié4n de la "PBG-D" sobre el PBG
ocurrirfa en cdos etapas (294, 301-302, 305), la primera estarfa relacio-
nada con la formacién de un polipirrol y la segunda consistiria en la
reaccién del nolipirrol y PBG para formar el Uréceno I (305). Como se
observa, la accibn de todos estos reactivos se v& mds reflejada en la
segunda etapa que en la primera, por ello los -SH podrian estar involu-
crados en esto segunda etapa,

La diferencia de velocidad de reaccidn de los distintos reactivos
utilizados, en relacidédn al PCMB, podria deberse a que los qrunos -SH no es
tarf{an muy expuestos 4 tal vez sblo a diferencias en cuanto a su agcidn
especifica,

La inhibdicibn similar que se observd por cationes de metales pesa-~
dos, que fornan sulfuros con muy bajos productos de solubilidad, apoya-
ria los postuladogs anteriores, aunque, en este caso particular, dado las
concentraciones usadas, estos metales podrfan inhibir 1a “PBG-D", nc sblo
por efecto sobre los grupos -SH, sino por otros mecagismos 326 modifica-
ran la estructura proteici. Debe sefialarse que el Ca v g no resul-
taron inhibicdores, el Mg incluso, aumentd liceramente la actividad
enzimatica, estos resultados son 16gicos desde el punto “e vista de los
productos e solubilidad de sus sulfuros e indicarfam que al menos en la
enzima de higado vaggno, no presentarfan el efecto regulatorio atribuido,
especialmente al Ca , en la enzima de germen de trigo (301.).

El i6:a amonio y la hidroxil amisa al igual que sobre la "FBG-D"
de otras fuentes (292, 294, 301, 304-307) actuaron inhibiendo més la
produccibdn de Urbgeno I que el consumo de PBG, consider&ndose también en
este caso, mfs alterada la ssgunda etapa, aunque no se pu o determinar
en qué forma, Los estudios cinéticos mostraron que el ién amonio actud
como un inhibidor ™no competitivo" de la "PBG-D" con un Xi = 0,172 M.
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Estos resultados estarfan de acuerdo con la existencia de dos en-
zimas o un-~ enzima con dos sitios catalfticos, uno para la formacién
del polipiriol,Yel segundo, mis sensible a todos los agentes enumerados,
serfa el que formarfa el Uréceno I, Ahora bien, los resultados analfti-
cos sobre 1o "2BG-D" purificada de higado bovino, indicaron lamesencia
de un solo componente proteico con actividad enzimidtica, es decir, todo ellc
ello sugeriri~ la presencia de dog sitios catalf{ticos en la misma enzi-
ma, hipbtesis cpoyada por los grAficos de Arrhenius para la determinacién

de la Enercic c¢e activacién.

Varios “i%cidos, actuaron como en los casos anteriores, inhibiendo
mids la formccién de Urbgeno I, que el consumo de PBG; se considera, de
acuerdo 2 1o hin8tesis de Tait (314), que estos &cidos Zicarbox{licos
competirfan con el PBG o el polipirrol intermediario, en la unidn de
dos de los restos carboxilatos de los Acidps acéticos y propibnicos de
las cadencs laterales de los mismos, con uha o dos cargas positivas
de aminoé&cios bLAsicos, sobre la "PBG-D"; resultados confirmados en par-
te, por accibén de la 2-metoxi, 5- nitropona, ya que aunque &eta podria
haber modificado seriamente la estructura proteica de la enzima, se vé
que su efecto de refleja mAs sobre la producciédn de Urégeno I que sodre
el consumo ce PBG; indicando é&sto, la necesidad de restos aminos libres,
para la actividad enzimAtica.

Por accibn de agentes quelantes, al igual que por agregado de catio-
nes, no pu’o ceterminarse necesidad ahsoluta de ningfn ién metdlico para
la actividad e YPBG-D". Cabe hacer notar que de una serie de estudios
llevados & cabo con distintos aditivos, no se establecid tampoco requeri-
mientos de ningfin otro cofactor.

El efecto deagtivacilnm de los iones sodio y potasio, mis marcado cgm
el segundo, podrfa indicar la necesidad & una asociacién molecular de la
protei{ha, pors una mixima actividad enzimética.

La secquan parte de este trabajo se refiere al aislomiento y puri-
ficacibn de lfcado bovino de la "Porfobilinocenasa", tamhién conocida
como complejo “lorfobilindgeno Deaminasa-Uroporfirindceno III Cosintetasa",
de la"Uroporfirinégeno III Cosintetasa" y el estudio Ae sus propiedades.,

Los sistecmas enzim&ticos crudos de higado bovino catalizaron siempre
la biosintesis de Urbgeno III y otros porfirinbgenos de 1r serie III, espe-~
cialmente Coorégeno III, que derivaron del primero, al ser utilizado como
sastrato e 1o “Porfirinbgeno Decarboxilasa'; es decir, el higado de va-
ca se comportd e manera similar a la observada en todas las fuentes es-
tudiadas (51, 115, 117, 157, 160, 249, 285, 289-290, 299,305-306, 308-309),
presentanco catflisis exclusiva del isémero ncrmal, el Urbé:reno III.
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La "PBG-asa™ pudo ser purificada unas 110 veces, en cuanto a la
"I" no se puwo seguir la purificaciédn desde el momento que 4Gn se desco-~
noce la relacién real de "PBG-D" a "I" en el extracto crudo de higado
bovino, y el segundo sustrato, adem&s del PBG, de esta Gltima enzima.

La “"PBG~asa? se comportd como una entidad proteica tanto por repe-
tidos pasajcs por columnas de Sephadex G-100 y Sephadex G-200, como por
electroforesis en gel de almidén, o distintos pH, donde tombién la "I"
se presentd6 copo una Gnica protefna, La "PBG-asa" mostrd una movilidad
electroforético ligeramente inferior a la "PBG-D" de esta misma fueate,
que como i\ se menciond, coincidib con las "PBG-D" de callos de semillas
de soya (305) y eritrocitos de aves (306), la "I" presentd una mayor
movilidad electraoforética, también comparAable con 1A purificada de las
fuentes antes mencionadas (305-306).

Por pasaje a través de columnas de Sephadex equilibradas con bhuffey
Tris ®1H 0,05 i, pH 7,4 + 0,15 M C1K (429-431), la "PBG-as~" purificada
presenté mwa P,l, cercano a 50.000 en tanto que la "I" un 2,M. 210,000
+ 21,000, é&ste ltimo se modificd sensibl.emente Al disminuir la fuerza
T6nica del mcJio en columnas de Sephadex #G-200 presentando, en egos
casos, un P.li, de aproximadamente 70,000 + 7.000 y a veces ain inferiee
res, depen‘ien ‘o del tratamiento previo y_ln concentraciédn de la enzima

La maor movilidad encontrada para la fracciédn I si bien podria sey
atribufdc en norte a una gran cantidad vy exposiciédn “e cargas sobre la
molécula nroteica, resultarfa asimismo una explicacibédn du’osa dada la
gran diferencic en el P.M., relacionéndola con la "PBG-D", por wjcmple,
Llama también 1o atenciédn que la "PBG~asa" presente un P,M, similar a la
"PBG~-D", considerando como es costumbre, que por lo menos estarfa formada
por una moléculx de "PBG-D" y una de "I'"; ahora bien, el aumento en el
volumen de elucibdn a fuerzas ibnicas y concentraciones proteices menores
estarfa de tcuerdo con la existencia de subunidades de "I#, de menor
P.M., resultocos que coinciden con los de Llambfas y Batlle (305-306)
estas unicdocdies Je hajo peso molecular serfan quizds las que formarfan
junto a la 2BG-D", la "PBG-asa" activa.

El hecho <e que, después de la precipitacién fraccionada con el
sulfato de omonio de la "PBG-asa" (etapa 4) el sobrenadente sirva de
fuente pera 1o obtencibn de la fraccibdn “I" y que en el pasaje a tra-
vés de la colwano de Sephadex G-100, equilibrada con buffer TPiasClH
0,05 M pH 7,4 + 0,15 M C1lK el primer pico proteico presente actividad
de "I, sucgirieron que en el figacdo bovino al igual que por ejemplo
en Hemolizolos de sangre humnana (299), la "I" se encuentra en un gran
exceso. Este Qltimo resultado seria 1égico con la hipbtesis de Levin
(296) quien !~ propuesto que la "I no actuarfa como enzima gino este-
queométricoiente o tal vez que los distintos organismos se asequrarfan
con ese exceso Jde "I", la formacibn del Urégenoc III, es cecir, el inter-
mediario normal en este camino metabdlico y ademds permitirfa explicar
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la vondensacibn de las excesivas cantidades AelPBB hacia estructuras
del tipo isomérico IIT en las Protoporfirias eritropoyéticas humanas.,

La formocibn de porfirinas fué también en este caso funcibdn lineal
del tiempo - 1o concentraciédn proteica de la "PBG-asa" y ounque el con-
sumo de PBG tcnmpoco aqui, al igual gque con la "PBG-D", fué tan regular,
pudo llegarsc a transformacién de cnatro moléculas de PBG por molécula
de Urégeno III formado, aumentando el tiempo de incubacién. La "I"
sblo varid el tino isomérico Ael producto obtenido sin modificar 1la
cantidad total e porfirinbégeno formado, al ser agregada a una determi-
nada cantidad Cei'PBG-D".

En cuanto al pH éptimo de accibn de la "PBG-asa", se observd que
si bien la ciazimc més altamente purificada presentd un 6ptimo definido
a 7,4 en hufer Tris-CiH, con preparaciones no tan purificadas, que
catalizan 1o forma2ciédn conjunta de Urpgenos I y III, si bien la mayor
cantidad de Porfirinbcenos se produjo a pH 7,4, la proporcibdn de Urbge—
no I1I aumentd o pH mAs Acidos y alcalinos, datos que concuerdan con los
obtenidos por Cornford (147), utilizando preparaciones parcialmente
purificados “e¢ ¢lébulos rojos humanas. Esto se explicari- o bien por
una mayor sensinilidad de la "PBG-D" a las variaciones dc pH respecto de
la "I" o quizé&s, que pese a que la formacibdn total 4de porfirinbrenos
no esté favorecida, las condiciones eatimulan mma mejor interaccién
entre las "1PBG-D" e "I para formar el complejo activo.

La "DPBG-asa" al igual que la YPBG-D" mostrd ser una enzima sulfhi-
drflica, sin necesidad de protectores de grupos -SH para su actividad,
Fué inhibfca por reactivos tales como PCMB, NEMI, Iodosohenzoato, DTNB,
cistina, clutation oxidado y iones de metales pesados (con las mismas
consideraciones yva hechas para el caso de la "PRG~DP) aunque no fué modi-
ficado sensiblemente por iodoacetemida, La inhibicibn se ejercib més
en la formacién de Urdgeno III que en el consumo de PBG, sugiriendo que
en cste caso tam»ién, la nroduccién de Urbreno III se efectuarfa endos
etapas, siendo la segunda la mAs sensible a estos reactivos, En la pri-
mera etapc se formarfa un intermediario polipirrélico que luggo en una
segunda fasc nor reaccibdn con PBG, se transformarfa en Urbgeno III, en
esta reaccifén cestarian involucrados los -SH de la enzima, aunque atGn
desconocemos céno. La inhibicibn por PEMB y NEMI pudo ser revertida por
BAL y observondo las diferencias en la inhibicién de los “istintos reac-
tivos respecto -1 PCMB, ésto indicarfa también que los -SH no estarian
muy expuestos  ésa serfa la ra2zén de la menor reactividad, por ajemplo,
de los ageatcs alquilantes.

Como ca el caso de la "PBG-D", tampoco "PBG-asa' fué inhibida por
concentraciones de arsenito de sodio del orden de 16 M, reaccibn carac-
teristica nora grupos -SH vecibes, ni alterada por reactivos ceracteris-
ticos de pueates Adisulfuros.
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La froceibnUroporfirinéceno III Cosintetasa", si bien termolébil,
se vibé protecgida tanto por la presencia de la "PBG-D", yo sea como frac-—
cién aislacc o formando parte de la"PBG-asa", como por la presencia del
sustrato, DG. La proteccidn ejercida por el PBG podria atribuirse a
unién de &stc o un polipirrol de estructura similar a la fraccién “I",
durante la cat&lisis. Por otra parte, 1la accibén de proteccibdn ejercida
por la fraccién PBG-D" no se debid solamente a un efecto del aumento
de la concentiraciédn proteica, ya que no pudo obtenerse el mismo resul-
tado por prescncia de otra protefna; estos resultados y el hecho de que
las fraccioncs proteicas de 1a"PBG-D" e "I" se mantuvieran juntas a
través de to o el proceso de purificacibédn de la "PBG-asa® v que los
Gnicos meconismos capaces de separarlas fueran precalentomientos duran-
te més de 20 mimatos a 65-70°C y diAliis prolongadas contra agua desti-
lada, indicarfon la existencia de una fuerte interaccién entre las
fracciones #7°BG-D" e "I",

Las c:mericncias de ultrafiltracibdn de la "PBG-asa" sugirieron
la existencia <¢ un factor de bajo P.M., termostable, necesario para su
actividacd, Zstudios tendientes a identificarlo, ya sea por agregado de
agentes quclantes a las preparaciones enzimlticas o el de cationes al resi-
duo ultrafiltrado, dieron resultados negativos, desconociéndose hasta
el momento su cstructura y por ende su modo Ade acciébn.

El hecho del aumento t>n notable de la activi“ad enzimitica, den-
tro de los nocoso minutos de calentaminto de la "PBG-asa™ r de que el
agregado dc estas fracciones precalentadas a fracciones sin tratar, no
reprodujeran 1la suma de sus actividades enzimlticas por separado, sino
una fraccibn de ellas, sugeririfan asimismo la presencia de un inhibidor,
en este caso termoldbil y fuertemente unido a la enzima, 'z que la acom-
paniaria durante todo el proceso de purificacibén. Estos “os Gltimos he-
chos se continfiin estudianio con el objeto de explicar su significado.

Los iones Na+ y K+ aumentaron la actividad de la "PBG-asa" en un
amplio ranco Jdc¢ concentraciones, siendo mAs marcado el efecEi del X
que el del o : resultados simikres sg obtuvieron con el 1ig , aunque
éste,a conceatraciones mayores de 10 M, inhibib la actividad enzimatica.

Estos iones,; a concentraciones que activaron la "PBG--sa", incluso
aumentaron lo proporcibdn de Urbgeno III de un sistema catalizado por
una fraccibin enzimética como la proveniente de la 5a., etapa de purifi-
cacién quc nrocuce tanto Urbgeno I como Urbgeno III, se ha interpretado
que estos iones actuarian, aumentando la interaccibn entre las componen-
tes del complejo, promoviendo asi una mayor actividad enzimética.

Por cstu’ios cinéticos de la enzima, se observd que la curva de
saturacién nrescnté un perfil sigmoideo, determinfndoge en distintas
experiencics unai’s | que oscild entre 1 v 1,4 x 10 My un "n" de
Hill (310) igual a :5-J
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El ién amonio inhibié la enzima, efecto similar presentaron las
distintas metil wuminas, no observéndose diferencias apreciables entre
ellas, ésto indicarfa que la inhibicién es especifica del ién amonio
cucternario ¥ que no se modificarfa sensiblemerte a raiz de impedimentos
estéricos.

El ién acmonio asf como el calentamiento de la "PBG-asa™ y la did-;
lisis contra agua destilada convirtieron la actividad de "'PBG-asa" en
actividad de "PBG-D", modifi=ando también el perfil de la curva de sa-
turacién, de sigmoideo a hiperbbdlico, en esas coggicianes también la

[é tendi6 21 Km aparente de la "PBG-D" (5 x 10 M) convirtiéndose
el’"n" de n= 2 en n= 1. Ahora bien, en esta transformacién se modificé
también el tipo isomérico del producto formado de 100% de UrbSgeno III
a casi 100% de Urbgeno I.

Se ha determinado ya; que los nuclebdtidos y nuclebsidos poseen di-
versos efectos sobre la biosintesis de porfirinas en R. spheroides
(439~442) en callos de semillas de soya (263), e higado de rata (443-
447).

8e ha visto que la adenina, sus nuclebsidos y nucledticdos (439)
producian inhibicién en la bios{ntesis de porfirinas en R. spheroides
y ademis que en estos mismos microorganismos expuestos a la luz, los
tres nuclebtidos de la adenina ejercian inhibicién sobre la excrecién
de Copro (439-441). Se determin® tombién que en esta accibn, el ATP
era mis efectivo que el ADP y éste a su vez mis que el ANP (439,442),
En higados <e ratas con porfiria experimental, la excrecibén de porfiri-
nas también disminuyd por administracién de nuclebsidos y nuclebdtidos
purinicos (443) y adem@s en ratas en las que se indujo porfiria con una
serie de compuestos, se encontraron niveles bajos de ATP (444-447).

Todos estos hechos llevaron a estudiar la accibdn de la base adeni-
na y sus nuclebtidos sobre la actividad de la "PBG-asa",

8e observ8 que a concentraciones del orden de 10—2M la accibn de
los tres nuclcotidos fué similar, produjeron inhibicién de la enzima,
efecto mucho mds pronunciado con el ADP'y ATP, que ejercieron inhibi-
cién total, que el AMP que_anhibié 6lo un 40%. A concetraciones inferio-
res, comprandidas entre 10 M y 10 M, su accibn fué de ligera estimu-
lacién en la producciédn de Urbgeno III.

Respecto a la accién de los distirtos nuclebdtidos se vié que aun~
que similar, el efecto del ATP resulté ligeramente m&s acentuade ‘que el
del ADP, coincidiendo con los datos hallados para R. spheroides (439,
442), en cuanto a la excrecién de porfirinas.

En el cstudio de la cinética, en presencia de los tres nucledtidos=
se observd quc mientras el AMP pricticamente no tuvo influencia dobre %a
curva de saturacibn de la "PBG-asa", el ADP y ATP a concentraciones
que actuaron, disminuyendo la produccién de Urégeno III, modifiearon



du perfil hoaciendo tender el "n" a 1 y disminuyendo la [S 1 observan-
dose también quc fué mas eficaz en este sentido el ATP que el ADP, pues-
to que produjo el mismo efecto, aunque a menor concentracién.

Esto sugerirfa una accién fisiolégica importante de estos nucled-;
tidos en la regulacién de la biosintesis de porfirinas en el hfgado
vacuno, como 32 se observd en otros organismos, especialmente en lo que
respecta a la actividad de la "pBG-asa".

Estos resultados permitirian postular que la "PBG-asa" de higado
bovino se comportarfa como una enzima alostérica. Su modelo molecaular
podria asemcjorse al de la Aspartico transcarbamilasa que posee dos
tipos de subunidades con actividades diferentes, unas cataliticamente
activas v otras regulatorias o quizds mds al de la Hemoglobina, donde
existen dos tipos de cadenas proteicas Ce estructuras diferenes, con
1a misma actividad biol8gica, aqui representadas por las fracciones
"PRG-D" e "I, ambas con actividad enzimAtica. Cada subunidad poseeria
por 1o menos un sitio de unibén para el PBG que interactuarfan entre
s{, no se descarta por supuesto la existencia de mis de dos sitios.

El complejo enzim&tico podria existir en dos (448-449) o mis es-
tados conformacionales, intermedios entre los anteriores (450-451), con
distinta enercifa de unién para el sustrato. La introduccién de una pri-
mera mol&cula de PBG en la enzima, posiblemente en la fraccibn '"PBG-D"
jnduciria una transicién en la estructura proteica, que como resultado
se visualizarfa en una Aisminucién en la energia de unién e 1a o las
moléculas restantes, de all{ el perfil sigmoideo de la curva de satura-
cibn,

En presencia de los nuclebftidos, que actuarfan como efectores alos—
téricos, descpareceria el efecto cooperativo positivo del PBG, al sew
ellos los responsables de tal transicién en la "PBG-asa" y asi se ex-
plicarfa la modificacidn de la curva de saturacibén de la enzima, en
presencia de 4D? y ATP, la disminucidn de la (SO é)y que el™n" de Hill
(310) haya teadido a 1.

En cuanto a la accién del ibén amonio, serfa diferente a la de los
mucledtidos, ya que, si bien transforma en igual modo el perfil de la
curva de saturacién de cigmoideo a hiperbblico, la actividad de "PBG-
asa" (cataliza formacién de Urbgeno III a partir de PB@), se convierte
en "PBG-D" (cotaliza Formacién de Urbgeno I a partir de PBG), condicio-
nes similares a las obtenidas por dillisis prolongada contra agua des-—
tilada, donde precipita la fraccién "I" y queda soluble la fraccién
"PBG-D" o calentamientos que destruyen la actividad de la fraccibn "I".
Se cree que la accibn del NH serfia la de fijarse al mismo sitio de uniébn
del PBG en la fraceibédn "I", a través de su grabo metil amino y que tal
vez adem&s Je esta acciédn inhibitoria sobrela "I"; quedando en conse-
cuencia s6lo la fraccién "PBG-D", parcialmete inhibida, se produzca
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algn tipo de disociacién molecular del complejo activo.

Sin embargo, no dehemos olvidar que estos datos cinéticos, tam-
bién podrian resultar de la combinacién Jde las cinéticas individuales
de dos enzimas involucradas en una transformaciédn gue ocurriria en
dos o mls pasos ¥ que amb"s utilizarfan el mismo sustrato, ademiAs de
tntermedirios afin no identificados, pudiendo intervenir cada una de
ellas, quizés mAs de una vez,

El mecanismo presentado por Llambfas y Batlle (305), se adapta
perfectamente o todos estos resultados, puesto que acepta la unién de
la primera molécula de PBG a la fraccibén "PBG-D", quizés o través de
sus restos carhoxilatos, y que siempre sobre la superficie enzimética
se producinria en una primera etapa la uniédn a otra molécula de PBG,

a través del netil amino de la primera y la posicién no sustitufda

de la segundo molécula—2dePBG; esta primera etapa podria finalizar a
este nivel 6 quizds cuando el dipirrol preformado-reaccionase con otra
molécula de PBG., Es posible en las _ciclizaciones "I" dependientes que
en este paso @ haya intervenido la fraccibén "I" o tal vez lo haga en
el posterior, para luego ciclarse. En las "I" independientes la aeeidn
de la "PBG-D también tendria lugar en dos etapas,y serfia aqui la res-
ponsable de 1o sintesis total. En la segqunda etapa de ambos caminos
intervendrian los restos - SH de las enzimac siendo también la mAs
sensible, sobre todo al ién amonio., El ién amonio y las bases nitroge-~
nadas en los cidlizaciones "I" dependientes actuarian ademés compitien
do con el resto metilamino del PBG o del polipirrol formado, por el
sitio activo dec la fraccibn "I",.

Estos postulados no descartan sin embargo la posibilidad que dee-
de un principio, el complejo actfie como jna entidad dondela unibédn de
la primera molécula de PBG, inducirfa cambios conformacionales en la
estructura total, disminuyendo la energfa-de unién e otra mol&cula Ae
PBG 2 la enzimn v que los nuclebtidos, ADP y ATP actuarian como cfeeto-
res aloatéricos de la enzima.
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E. RESUMEN
¢ S0 cetalla un método enzimltico para la obtencibén ce PRG.

. Se describen los métodos de aislamiemto y purificacién de "Porfo-
bilinogenasa®, que logrd purificarse 110 veces, de "Porfobilinbgeno Dea-
minasa", purificada 310 veces y de "Uroporfirinbgeno III Cosintetasa™,
que se obturo libre de "PBG-D".

. Las enzimas fueron igualmente activas en anaerobiosis y en aero-
blosis,

.« Tanto la “PBG-asa" como la "PBG-D" presentaron un pH Sptimo a 7,4
en buffer Tris-ClH 0,05 M, observéndose que con "PBG-asa” menos purifi-
cada si bien 1~ formacién total de porfirinégenos fué inferior a pH mis
dcidos o alcalinos, se estimuld el porcentaje de Urbgeno III, indicando
o bien una menor gsensibilidad de la fraccibn "I" a variaciones de oH,
respecto a la fraccibn "PBG-D" o que se favoreceria cierto estado de ago-
clacibn =cdisociacién entre subunidades necesario para una mayor actividad,

. Las formaciones de Urégeno fueron funcibén lineal tanto en la com-
eentracibn cde "7DG-aza" como de " PBG-R" asi ccrio del tiempo; ademds el
agregado Jde "I a un sietema con "PBG-D" no varié la velocidad de forma-
clén de Urdrenos, ni los Urbdgenos totales, sblo modificéd el tipo isomérice,

e En gel Jde almidbén, a distintos pH, las tres fracciones se compor-
taron como entidades proteicas finicas, siendo casi idéntices lae movili-
dades electroforéticas de "PBG-asa" y "PBG-D" en tanto que la de "I" fué
relativamente nucho mayor.

. Se determiné un P,M, de 40.000 para "PBG-D”, 50,000 + 5,000 para
"PBG—asa® v 210.000 + 21.000 para "I" aunque disminuyenco la fmerea ib-
vica del mecio lograr;n determinarse en este filtimo caso un P.M. 70,000
+ 7.000 y {1 menor, indicando que estaria formada por subunidades,

.lLLa cdiflisisg prolongada contra agua destilada mantuvo caei intac-
ta la acti ddad de "PBG-D", en tanto que convirtid la actividad de "PBG-
asa" en "DP33-D" v precipité la fraccibn "I".

« Por ultrafiltracibén la '"PBG-asa'" demostrd la presencia de un fac-
tor débilmente unido a la enzima y necesario para su actividad,

1 La 9B3-D" fué estable a calentamientos prolongados a 70°C, pero
a esa temperatura se inactiva la "I"; la adicién de PRG protegid a ésta
fltima e la inactivacién por calor, efecto también ejercio en parte
por la "PBG-D" e "I", y ademls que el PBG se uriria a la fraccién "I",
explicando asf su proteccibdn, sugiriendo ademls ésto, una unién del PBG
0 el intermeciario polipirrélico a la fraccibn "I" Aurante la catélisis,

« Por cilentamiento a tiempos breves se obtuvo una marcada estimu-
lacién 4de la actividad de "PBG-asa" y se sugiere que« debida a la des-
truccibn d¢ un inhibidor termol4bil fuertemente unido a la enzima.

- 142 -



. Las mD3G-asa" y "PBG-D" mé Comportaron como enzimas sulfhidrilicas.

+ Se nostula que la formacién de Urbgenos se produciria en dos eta-
pas, en la segqun’a intervendrfan los -SH y serfia la m&s sensible a los
iones amonio.

+ El efecto estimulante de varios cationes, se atribuyd a un: posi-
ble fenbmeno ¢e asociacidn -disociacidn de las enzimas.

« Se postuld la unidén del PBG a la "PBG-D" por sus restos carboxi-
latos en base & inhibiciones producidas por varios dilcicdos,

o La “PBg-D” presentd una cinética "Michaeliana", con un Xm aparen-
te de 5 x .0 i v fué inhibida no competitivamente por iones amonio, pre-
sentando un Xi = 0,172 M.

. La "PD3-asa" presentd _una curva de saturacibdn sigmoidea, con una
[SO que oscilé entre 10-14 M y un "n" de Hill igual a 2, B.perfil de
1a’Carva se conirtié en hiperbblico por presencia de iones amonio que
transformaron ademlds la actividad de "PBG~asa'" en actividad de "PBG-D"
variando 1a(§ ~fa 5 x 10 M y el "n" = 1, resultados también obtenidos

por diflisis y'éontra agua destilada y por calentamiento.

« Los iones metil, dimetil y trimetil amonio inhibieron la '"PRG-asa"
en forma similar al ién amonio.

. . s -2
+ Los muclebtidos de adenlga 1nh121eron a 10 M en tanto que mostra-
ron ligera acti-acibn entre 10 ~ y 19 M.

ATP v ADP? & concentraciones que inhibieron la formacién de Urbaeno
III modificaron el perfil de la curva de saturacibén de sicmoideo a hiper-

bblico, disminmuyendo la (SO S]y tendiendo el "n" de Hill a 1.
’

« Se »ostula que la "PBG-asa" se comportarfa como una enzima alos-
térica y tendrio al menos dos sitios activos que interactuarfan positiva-
mente y que los nuclebtidos ADP y ATP actuarfan como efectores alostéricos.
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