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INTRODUCCIOV:

HORFIRINAS EH LL NRTURALEZA':

Entre los comouestospigmentados que existen en la naturaleza, las porfi
rinas constituyen un nrupo de sustancias ae fundamental importancia biolónica,
cuyaestructura química se caracteriza nor tener un anillo tetranirrólico. De
estos compuestos el Hemow 1a Clorofila son los oiemolos mas reoresentativos
Fe 1a célul" animal y vecetal respectivamente. (Fig. l y 2).

El Hemo,pirmento rojo de la hemoalohina, es un complejo metálico He la
protoporfirinï IX con hierro, al estado ferroso y 1a clorofila por su parte
también¿eriïa ïe este compuesto, pero tiene magnesio en su estructura.

Junto con la hemoqlobina, existen una serie de Droteines importantes,
comola mio:lobina, los citocromos, las catalasas y peroxiiasas, cuyo núcleo
prostático es precisamente el Hemo.

Toios estos Aerivados tetrapirrólicos,11evan a cabo funciones biológicas
esenciales, comoel transporte de gases, transoorte de electrones, oxidación
intracelulercs y rotisintesis, razón por la cual, una de las obligaciones orin
cipales ie la célula viva es precisamente la de proveerse ¿e estos compuestos.
Todaslas :ólvlas aeróbicas tirnen capacidad de biosintetizarlos y se ha com
probado que lo hacen por un camino común.

.¿es porfirinas. Propieiades

Los trabajos iniciales de Hoppe-Seyler (1880) y Wenki y colaboradores
(1990), permitieron hace 100 años dar la primera noción clara acerca de 1a
constitución ¿e la parte coloreada de la molécula de hemoglobina y de la clo
rofila. Sin embargo, gran parte de los conocimientos actuales se deben a bio
químicosorgánicos comoWillstáter y Fischcn,quienes entre 1912 y 1945 estudie
ron el Hemo,le clorofila y derivados de las porfirinas.

La mayorparte del trabajo ¿e estos investigadores ha sido recopilaño
por Fischer; Orth (1937). Más recientemente, los trabajos ¿e Lembergy Lque
(1949) y los Íe Nac Donali (1953, 1954, 1955. 1956) establecieron Fehaciente
mente la naturaleza quimica de estos compuestos.

Para llegar a estos resultados, fueron necesarios muchosaños y c1 trabajo
de quimicos y bioquímicos muy adiestraños en este campo.

Quimiczmenteestas sustancias se caracterizan por tener una estructura
maerocitlica bfisica formada por la unión de cuatro núcleos¡uniños entre si Dor
puentes metinicos, rienominadaporfina (Pig. 3).

Las porfirinas son los derivaños que resultan r1ereemplazar el hidrógeno
de las Dosicionesíg ñe los pirroles, por distintos sustituyentes.
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Cuandolos ocho hidrógenos son reemplazados se pueden obtener diferen
tes isómeros. Asi por ejemplo las etioporfirinas, sintetizañas por Fischer,
queresult-n “e sustituir las posiciones por cuatro cadenas etilos y cuatro
metilos, tienen cuatro isómeros de posición (Fig. 4).

Toiás lis porfirinas puedenconsiderarse derivadas ie las etioporfiri
nas para poier ieterminar e; tipo isomérico al que pertenecen.

Las urOporfirinas encontradas en la naturaleza tienen comosustituyen
tes cuatro gra os propiónicos y cuatro acéticos (Fíg- 5). Estas porfirinas
octacarboxilicas de igual número de isómeros que las etioporfirinas, dan
lugar por descarboxilación a las coproporfirinas, con cuatro restos metilos
y cuatro propiónicos. De los cuatro isómeros posibles de obtener, sólo aqué«
llos pertenecientes a la serie I y III son los encontrados en la naturalena

La protoporfirina obtenida por descarboxilación oxidativa de dos de los
restos propiónicos a vinilo, tiene tres sustituyentes distintos por lo qwe
es posible obtener quince isómeros de posición; pero el isómero biológicarrz';
importante es el denominado protoporfirina IX que también pertenece a la sem
rie isomérica III (Fig. 3).

En 1: biosintesis del Hemo.los verdaderos intermediarios no'niq 1st “¡s
rinas. sino sus productos de reducción, los porfirinógenos. Estas hexahicio
porfiriias se pueden obtener por reducción quimica de las porfirinas, ya que
resultan de agregar seis átomos de hidrógeno al núcleo de porfina. Son te
trapirrilmetanos en los qnettos cuatro pirroles están uniíos por puentes meti
lénicos. Estos compuestos, no tienen conjugación, son incoloros, no presen
tan fluoresoencia y son muyinestables.

En la naturaleza las porfirinas puedenexistir libres, pero generalmen«
te se las encuentra unida-3.°- aetales con los que forman complejos de gran

importancia biológica, como en el caso del Hemoy de la vitamina B1 en los
animales, que contienen hierro y cobalto resoectivamente y la clorofila en lo"
vegetales que contiene magnesio.

Biooiatesis del Hemos

La intro'ucción del uso ¿e racioisót0pos en la bioquímica dió resultacos
ae consiïerable importancia en estuiios sobre la bíosintesis ae constituycnm
tes orgánicos o ’e sus Droauctos metabólicos.

SegúnLasceJles (1964), el trabajo que condujo al esclarecimiento ¿e la
formaciónbiológica de la Proto, se puede dividir en tres etapas. En primer
lugar, con el empleo de compuestos isotópicamente marcaños se pudo diluciñar
1a fuente ie cada átomo de la molécula de Proto. Luego el reconocimiento ñe
los distintos intermediarios y finalmente el estudio de cada una de las etapa:
enzimáticns infolucradas en la biosintesis del Hemo.
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La biosintesis de estos compuestos fué ampliamente estudiada en distin
tos tejiPos animales, comoasi también en plantas y microorganismos.

El camino metabólico del Hemo, comprende una serie Pe etapas, caña una
de las cuales sc produce con la intervención ie oistintas enzimas, la mayoria
de ellas hoy aisladas y purificadas por lo menos parcialmente.

La secuencia comienza con la condensación oe una molécula de glicina con
una de suCcinil coenzima A, en presencia de la enzima ALfiwsintetasa. Esto 4a
origen a1 ¿ha (Pig. 6), orimer Drecursvr directo en la biosintesis ae las nor
firinas. Lueïo, se produce una aromatización ¿e esta aminocetona y se sinte
tiza el monüjirrol Dorfobilinóoeno, nBG(Fig. 6), por acción de la enzima
ALA-dehíïrcsu sobre dos moléculas ie ALA. Luego cuatro moléculas de pBG, con
la intern'eoifin 1e la porf‘obilinogenasa, se unen fonnando el Urógeno III, com
puestooct .irboxilico. Por descarboxilación de éste en presencia de la Por
firinóneno Iecarboxilasa se obtiene el CoprógenoIII de cuatro carboxilos
pasandopor los intermediarios ie siete, seis y cinco grupos carboxilos.

En la etapa siguiente, una nueva descarboxilación y oxidación llevada a
cabopor la Coorogenasa conduce 9 la Proto IX. Finalmente, la Ferroquelatasa
müciona un átomo de hierro ferroso a esta molécula y se obtiene el Hemo.

El es:uemn Teesta biosintesis, asi comola compartimentalización de
las enzimas involucradas en él, Dueñeverse en la(Fig. 7).

En los últimos años la literatura concerniente a la biosintesis de por
firinas_ y Ícrivados,ha sido recopilada por varios investigadores (Granick
1950: Riminoton, 19550 1957, 1959; BOgorad, 1960: Margoliash, 1961: Granick
y Mauzemil, 1961; Marks, 1962; Tait, 1968: Burnham, 1969).

Precursoresúqgï_Hemoy enzimas involucradas en su biosíntesis:

Giicocola y Succinil 00A comogrecursores:

En 191 , Shemin v Rittenberg (1945, 19/6a, 1946b), obtuvieron pruebas
directas ’n la utilización ae la glicine en la germación ¿e los anillos oi»
rrólicos 'e la Froto. Suministran”o alicocola N, a seres humanosv anima
les, obser iron que ésta se incorooraba al Homoie la Hemoolobina orovevén
dole los átomos ‘e nitrógeno. Esto fué confirmado oor Shemin y col. (1949,

1950) y por Lonïon y col. (1950), quienes al trabajar con glóbulos roígs r1e
pato y eritrocitos inmaouros de mamíferos, cn presencia ’e Glicocola N,
lograron sintetizar hemoglobina"in vitro".'

Las técnicas de degradación ie la proto marcada permitieron conocer el

origen de caña átomo de la molécula. Estudios realizados por wittenïfirg y
col. (1949, 1950), Muir y col. (1950), y Shemin y col. (1951), con C, de
mostraron uue la glicocola no sólo provee los cuatro átomos de nitrógeno,
sino también los átomos de carbono de los puentes metínicos y un átomo de
carbono ".e carla pirrol, el de la posicionar correspondiente a las cadenas vi
nilo y propiónico. Se vió además, que sólo el carbono 2 ie la glicocola y no
el del carboxilo, es incorporado al Hemo(Altman y col., 1948, 1949: Grinstein
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y col., 1958, 1949: Muir y col. 1949, 1950; wittenberg y col. 1950; Rañin
y col. 1950).

En la sintesis de una molécula de Hemo,se utilizan ocho ¿e glicocola,
las que deben sufrir un proceso de r1escarboxilación y sólo cuatro ¿e ellas
debendesaminwrse en alguna etapa. De los treinta y cuatro átomos ñe carbo
no de la molécula de Proto, sólo ocho son suministrados por la glicocola.

Estufios realizados con acetato marcado con ñeuterio (Bloch y col.l945).
lleva s a cabo prácticamente al mismo tiempo que los de Shemin con glico
cola N, inïicaron la participación del acetato en la biosintesis, al en
contrar el isótopo en el Hemo.

Trabajos similares con acetato 140 marcado en el metilo o en el carbo
xilo,(RaÁin y col. 1950: Wittenberg y col. 1950; Shemin y col. 1951), se
ñalaron que el resto de los átomos de carbono de la molécula de Proto deri
van de este compuesto. En efecto, por degradación de la molécula formada
(Wittenbergy col. 1950), se demostró que los veintiséis átomos de carbono
restantes son suministrados por el acetato.

Luego ie estos hallazgos, Shemin y Vittenberg (1951) sugirieron que
en1a biosintesis de las porfirinas los precursores del pirrol serían una
molécula le glicocola y dos unidades de cuatro átom35 de carbono provenien
tes del acetato a través del ciclo de los ácidos tricarboxilicos, tratándo
se posiblemente ñe un derivado del ácido succinico. Esta teJria fué confir

madapor Shemin y Kumin (1952a,13952b), quienes incubando glóbulos rojos de
panocon succinuto marcado con C en cl carboxilo o en el metilenc, obtu
vieronhemin: roñ'oactiva. Ellosemthntraron que los d‘s succinatos utiliza
dos daban hemina “ C, pero cuando ponían en el medio malonato, éste inhibia
1a marcación ¡e la hemina proveniente del succinato con WCen el metileno.
Además, omola edicion de coenáíma A incrementó 1a utilización del succina
taen la Formaciónde Proto, los autores sugirieron que el ñerivado del suc
cinicn que se condensa con la gliCQCola podria ser la succinil coenzima A,
1a cual pue”e venir directamente del succinato o del 2-cetoglutarato por el
ciclo de los áciños tricarboxíliccs.

Schulmuny Richert (1955, 1957). trabajando con glóbulos rojos de pati
tos alimentaïos con dietas deficientes en ácido pantoténico, encontraron una
disminuciónen la sintesis del Hemoa partir de glicocola y snccinato, lo
quesugería la participación de la coenzimaA en esta biosintesis. Lascelles
(1957), estuïianio la sintesis de porfirinas en Tetrahvmeuavorax , obtuvo
resultaücs similares.

La biosintesis de la Proto se relaciona asi, Conel ciclo de los ácidos
tricarboxilicos y la confirmación de ésto fué hecha por los trabajos de

Rubinstein y Densted (1953), así comocon los delgriston (1953. 1955) quienes
usandocomosustratos 2-cetOglutarato y citrato C, llegaron a observar la
marcación prevista para tales sustratos,consideranño a 1a suCCinil 09A CÓmO
intermediario. Quedóconfirmado entonces, que este producto era un precursnr
del Hemo,proveniente del 2-cetoglutarato por descarboxilación oxidativa
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(Gunsalus,19'34), o bien directamente del succinato por accion de la succinil
CoAsintetasa, aunque también podia provenir de otros metabolitos (Kauj-‘Dnan
y col., 1953: Dixon y Webb, 1958: Stadtman y col. 1960 y Rimington, 1966).

Se ha. :".e:'.1ostrado(Labbe y col. 1965: Steer y Gibbs, 1969: Wider v Tígier
1970),que la. succinil CoA:intetasa, que cataliza la formación de succinil
CoAa parti: :‘e succinato, ATPy un nucleósido trifosf‘ato, se encuentra invo
lucradaen 1h.síntesis de porfirinas, en distintos teiidos. Esta enzima fos
forilante, me Jescubierta por Kauffmanen 1951 y aislar‘a y purificada por
primera vez en 19-53 (Kauff‘man y col. 1953: Hift y col. 1953).

Se la 11::purificada de una gran variedad de fuentes: "e riñón (Kauffman
y Alivisatos, 15‘55). de espinaca (Sanodi y col. 1956), r‘e Rhodopseudomonas
spheroi'ies (ÏT-Ltrziïéam,19(3- nurnham v Lascelles, 19'53), "e boias r¡e trigo (Nan
di xrWavgooí, 7.953) , de TQPïnambur (Palmer v Wer‘ñing, 1966)? v de calles "¡e
semillasde soya (Wider y Tigier, 1970). Sobre las propie".a"-es de esta enzima
recientementese han hecho interesantes estudios que tratan de establecer
e‘.mecanismo:Ïe la reacción asi como también el papel que tiene en el control
de 1a biosintesis del Hemo(Labbe y cal. 1965; Higuchi y col. 1968; Steer y
col. 1969: Benson y col. 1969 y Wiñer y col. 1970).

Porfobilinóstenoy Acido aminolevúlico comoprecursores:

Cono se indico, el estuñio '1e la estructura "e las porFirinas estaba
encamina'b, run-.140Wostall (1952), aisló "e orinas "e un paciente con porfi
ria. agu'ia p.11:sustancia, que "¡a habia siño observada vor Sachs (1031). traba
ianño con e]. mismo material, a 1a que denominó DorPobilinóneno.

Más tñrïe, Cookson y Riminoton (1053), señalaron que se trataba de un
mmvírrol (¿0:1ca'ïenas ¿e ácida acétiro acid.) orcoiónic-o en las posiciones

Qv un grupo Pminometil en una ¿e las posiciones q , lo que Fué confirmado
rJorlos estu'ios He r‘iFraCoión con rayos X efectuados por Kennaríi en 19'53
(Fic. 6). La.estructura de esta sustancia, resultó ser mv. similar a la oro
Duestapor 'temin y Kumin(1952) para su "precursor Dirrólico".ïf.‘

Inme"ia.tamente después rie su -"'.escubrírniento, se comprobó que el PBG
intervenia comoprecursor en la biosintesis ¿e las porfirinas. Esto fue Hemos
trado vor 1-12“):y col. (1953), quienes agregaron P’RGa hemolizafhs ¿e glóbulos
rojos r‘e pollo cz-mosustrato para la produccion r‘c Prot'x.

Simultáneamente, Rocorañ v Granick (19'53), ¿emostraron la formación de
porfirinas a partir de PBGen células de Chlorella sometidas previamente a un
proceso ¿"zecongelación y descongelación.

La existencia del PBGcomointermediario normal en la sintesis del Hemo,
fué amplia-¡lenteconfirmed; :n varias Puentes, por investigaciones posteriores
(Granick, l‘,‘54a2ï-)rese1 y Falk, 1956: Booij y Rimington, 1057: Bogorad, 1958:
Hoarey Heath, 1958: Lockwoody Benson, 1960: Batlle y Grinstein, 1962).
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Oasi simultaneamente con el reconocimiento del PRGcomoprecursor de
las porfirinas, comenzaronlas especulaciones sobre los posiblesintermedia
rios existentes entre la glicina y el succinato y el mismo?BG¡Este tipo
deestudio, estaba en consideración por Neuberger y Scott (1953), cuÏ do

eminy Russell (1953) demostraron por experiencias realizadas con N y
Cmeel ALL(Fig. 6) podia reemplazar al succinato "activo" y a la glici

na, en la sintesis de la porfirinas, trabajando con sangre de patos. Según
ellos, dos moléculas de ALA, podrian luego condensarse para Formar pBG.

El prime: producto de condensación de la glicina con el succinato po
drkiser el ácido 2-amino, 3-cetoadipico, el cual siendo un Q’cetoácido se
descarboxila rápidamente para dar ALA;primer intermediario en este camino
metabólico (La er y col. 1959 a, 1959 b).

Sheminy col. (1954), comprobaron que este ácido aminocetónico era la
fuente de todos los átomos de carbono dela Proto, pues al incubar sobrena
dmne de células de pato ligadascon ALA4 C, encontraron la distribución
dela radíoactiúidad esperada, al degradar la molécula de Hemosintetizada.

La intervención del ALAen la formación de Hemoy porfirinas, Fué con
firmada por Heuberger y col. (1953). y Berlin y col. (1956); mientras que
Mesel y Folk (1953), observaron su conversión en PNG, en un sistema de hemo
lizados de glóbulos rojos de pollo. Esto también fué demostrado en microorga
msmos(Lascelles, 1956, 1957. 19597 Pavelkiewicz 1956) y en una serie de
sistemas "in vitro" (Granick, l954a; Gibson y col. 19557 Schmid y col. 1955)
pormétodosbasados principalmente en técnicas de dilución isotópica y en la
observación de que el ALAes un precursor más activo para el Hemo, PBGy
porfirinas, que la glicina.

Formación¿el ácido delta amino levúlico. ALA—sintetasa:

Estudios tendientes a demostr r la existencia del ALAcomointermedia
rio en la biosintesis del Hemo,llevaron a la comprobación de que la condensa
ción de la glicina y la succinil CoA,requería 11 presencia de fosfato de pi
ridoxal (Lascelles, 1957; Schulmany col. 1957). Se vió luego, que éste seria
necesario, posiblemente para activar la glicina (Brown1953a: Gibson 1958;
Kikuchi, Kuuar, Talmage, Shemin, 1958).

Sobre las bases de sus evidencias experimentales, Kikuchi y col. sugirie
ron la formación de un carbanión estable entre la glicina y el fosfato de
piridoxal, el cual reacciona luego con el átomo de carbono electrofílico, del
carbonilo ie la succinil CoApara dar el ácido 2-amino3cetoadipico. Este com
puesto, luego pierde anhídrido carbónico y dá ALA.Comoel ácido 2-amino 3
-cetoadipico, se descarboxile '1mediatamente en solución neutra a temperatu
ra ambiente, (Lover y col.1959 a Y 1959Ü, no ha podido aislarse de medios
biolóoicos, quedando aún sin saber si actúa comointermediario unido a una
enzimao libre en solución, o si realmente llega a actuar comointermediario
ya que es posible que la condensación y descarboxilación tenga lugar en una
única reacción.
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Un SSW-53m“-Símilar a éste, ha Sido PPOPueSÏO por Neuberger en 1961 y más

tarde por Aktar y col. en 1968. (Fig. 8)
Esta reacción es llevada a cabo con intervención de la enzima ALA-S,la

cualha si 'o encontrada en relativamente pocas células, considerando su su
puestadistribución universal, ya que debe estar presente en todas aquéllas
capaces¿e biosintetizar hemoproteinas, clorof‘ilas y corrinas (Burnhamy col.
1963:Clark-Yalter y col. 1967).

Sobre la ".istribución de la ALA-Shay poca información. Se la ha encon
tradoen bacterias fotosintéticas relacionadas con las 3_._spheroides, pero no
se pudolietectar su existencia en extractos de muchas otros bacterias. Se ha
estudiadosu presencia en extractos libres ñe células de ¿1. spheroides (Kiku
chi, Kumar, Tnlzm.ge,yShemin, 19587 Kikuchi, Shemin, Bachman, 1958; Gibson,
1958:Sawyer j Smith, 1958) en extractos de Rho'ïospirillum rubrum (Kikuchi,
Kumar,TalmigeyShemin, 19'58) y en otras bacterias fotosintéticas (Burnham
y Lascelles, 1963: Gibson y col. 1958; Narisava y col. 1965: Clark-Walter y
col. 1967; Lascelles, 1960).

Recientemente, Lascelles ha podido estudiar 1a ALA-Sen Spirillum
itersomït, único miconoaganismo fuera del género de las ¿2.thiorhodacae, en el
que la enzima 110.sido encontrada.

En células animales, se 1a ha encontrarlo en preparaciones particulafias
deeritrocitos de aves anémicas (Gibson y col. 1958; Laver y col. 1958), de
avesnormales (Brown, l958a, Vogel y col. 19gb), en mitocon‘lrias de higado
decobayos (Gronick y Urata, 1963), en homcgenato de higado de ratas porfiri
cas y normales (líarver y col. 1966), en mitocondrias "¡e glándula de Harder de
ratas normales (Tomio y col. 1568), en hioado rie ratones nonatos porfiricos
(Huttony Gross, 1970), en reticulocitos humanos (Feldman y col. 1967).

Se la ha encontrado también, en extractos libres de células de levadura
Torulopsisutilus (Porra y col. 1970), en mitocondrias (le Saccharomzces
cerevisiae (Barreiro, 1967), y en extractos de callos ie semillas de soya
—_—-——-
(Wldery col. 1971).

Enespinaca, la enzima está asociada con estructuras subcelulares, pero
aúnno se 11:.".eterminado si está en mitocondrias o en cloroplastos. En reali
dad,parece que en la célula la enzima está íntimamente relacionada con
Estructuras subcelulares.

La inestabilidad de esta enzima hace dificil su estur‘io. Se han reali
zadomuchosintentos para purificarla, pero sólo se ha letrado una purifica
ciónparcial. Trabajando con R. spheroides, Kikuchi y col. (Kikuchi, Kumar,
{almageyShemin, 1958), obtuvieron una purificación de 40 a 80 veces,y de la
nismafuente Jlurnhamy Lascelles (1963), purificaron la enzima unas lO veces,
medianteun méto'lo reproducible, que incluye una estabilización parcial de
Lamismapor agregado de glicina y fosfato de piridoxal o mercaptoetanol y
agentesquelcmtes. Recientemente se la ha purificado de reticulocitos de co
lejo (Aoki col. 1971).
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Trabajando con sus preparaciones enzimáticas, Kikuchi, Kumar, Talmage y
Ihemin(1958), y Gibson y col. (1958), observaron que no tenia especificidad
lbsolutapor la succinil CoA.En efecto, ellos encontraron que 1a ALA-scatali
Labatambiénla condensación de la glicina con própionil-CoA, glutamil-CoA y ace
:il-CoA,aunque a una velocidad menor.

Enexperimentos posteriores, realizados en mitocondrias de higado normales,
ranicky Urata (1962, 1963) encontraron en cambio, utilizando distintas acil-CoA
omosustratos, que esas reacciones estarian catalizadas por sintetasas diferen
esy especificas, presentes en esas preparaciones.

Si bien en la literatura, hay datos contradictorios acerca de la necesidad.
e hierro en esta reacción (Tait, 1968), hay evidencias de que éste participaria
n 1a acción de la ALA-Sen algunos tejidos. La enzima de preparaciones prove
ientes de glóbulos rojos de aves es estimulada por hierro (Brown, 1958 b; Vogel,
960),Stain y col. (1970), han señalado que este metal aumenta la velocidad de
intesis de la enzima durante la inducción de la ALA-Shepática. En 1a enzima
rovenientede bacterias, en cambio, se requiere hierro ya que cultivos de B.
Eheroidesdeficientes en este metal, conducen a un exceso de producción de por
lrinas, resultando aumentada la excreción de Copro (Lascelles, 1964).

La sintesis de ALAes inhibida por el amino malonato, y estudios cinéticc¿
andemostradoque esta inhibición es cOmnetitiva respecto a succinato (Gibson
c01., 1961).

Se ha observado, además, que ciertos productos naturales existentes en 1a
Elula, producen inhibición de la ALA-S, como han señalado, Kikuchi, Kumar, Tal
¡gay Shemin(1958), en extractos de R. spheroides . Este hallazgo coincide con
u encontrarlosúltimamente por varios grupos de investigadores (Irving y col.
M93Tuboiy col. 1969; Marriot y col. 1969, 1910; Wider y col. 1971), quienes
rabajandosobre ALA-Sproveniente de distintas fuentes, observaron la presencia
run compuestocuya naturaleza quimica, aún no se ha identificado y modifica
¡actividad de 1a enzima.

Kikuchi, Kumar, Talmage y Shemin (1958), han sugerido que el inhibidor er.
mtradoen 3.2.spheroides podria tener un rol importante en el control de la
.osintesis de porfirinas.

Se sabe que los procesos metabólicos estan catalizados por una variedad de
mtores.En la biosintesis de metabolitos esenciales existen una serie de me
mismosregulatorios cuya función es evitar la sobreproducción de intermediarios
la sintesis de enzimas no necesarias. Los estudios, que han llevado a estos co
ncimientos, han sido realizados en su mayoria en bacterias (Moyedy Umbarger,
‘62),y se han establecido claramente dos mecanismos! l) control por "feed-back"
bre la acción de una enzima y 2) control por "feeddaack" sobre 1a formación de
Laenzima (represión).
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En los ejemplos de control DOI‘inhibición de la actividad de una enzima,
el productofinal inhibe 1a enzima que cataliza la primera etapa que conduce
especificamenteal producto final. En estos casos, el inhibidor (producto
final), no reacciona en el sitio cataliticamente activo de la ensima, sino que
lo haceen otro denominadositio alostérico (Gerhart y Pardee,l962). Cuando
el inhibidor se combinaen este sitio, posiblemente se modifica la estructura
terciaria de la enzima" en forma tal que los componentesdel sitio catalitico
puedencooperar en la catálisis de la reacción. Una propiedad de este tipo
deinhibición es su rápida reversibilidad.

Enlos casos de represión, el producto final actúa comorepresor de la
formaciónde la primer enzima de ese camino metabólico, y en los casos de
"represión coordinada", previene la formación de todas las enzimas del
"pathway".Este tipo de inhibición está bajo control genético. De acuerdo al
modelode Jacob-Monod(1961), el producto final de una secuencia biosintética
reaccionacon una sustancia, aporrepresor, para formar el represor. Este a su
vezreacciona con el gen operador para prevenir la sintesis de RNAmensajero,
evitandoasi la formación de enzimas bajo control del gen. En este caso lo (¡ni
co afectado es 1a sintesis de una nueva enzima':'

Los dos tipos de inhibición mencionados parecen tener importancia en la
regulaciónde la biosintesis de los tetrapirroles en microorganismos (Lasce
lles, 1964; Lessie y col. 1964; Goto y col. 1967). Sin embargo, sólo la re
presiónparece controlar la sintesis del Hemoen el higado de los animales
superiores (Marver-Tschudy-Perlroth-Collins, 1966: Marver, Collins, Tschudy
y Rechcigl, 1966; Granik,Levere, 1964; Granick, 1966; Gallo, 1952). Los pri
merosestudios de Lascelles (1956), sobre la acumulación de porfirinas y defi
ciencia de hierro en suspensiones de R. spheroides, establecierOn claramente
quela biosintesis de los tetrapirroles era regulada por un mecanismode inhi
bición por "feed-back" de a] quna de las enzimas del "pathway". En efecto,
se vió que el hierro actuaba cataliticamente, evitando 1a acumulación de por
firinas, lo que sugería que éste era necesario para formar un compuesto que
controlara una de las primeras enzimas del camino biosintético por el meca
nismoantes citado.

Trabajos posteriores con [LA-S parcialmente purificada (Burnham-Lascelles,
1963), dieron evidencias de que el compuesto en cuestión podria ser el Hemo
y la enzima inhibida la ALA-S;ya que la acumulación de porfirinas era inhi
bida por hemina cuando los sustratos de la reacción eran glicina y 2-cetoglu
tarato, pero no cuando se usaba ALAcomosustrato, La enzima aislada resultó
ser extremadamente sensible a la hemina, aún a concentraciónes muybajas.

Por otro lado, estudios también de Lascelles (1960), señalaron una re
presión en la sintesis de la ALA-Sen cultivos en crecimiento de R. spheroid;e_s_
por adición de bajas concentraciones de hemina. La sintesis enzimática no se
afectó por otras porfirinas o complejos metálicos ensayaclo5.
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La hemina, podria tener entonces un doble efecto, reprimir la formación
de la enzima, o inhibir 1a acción de 1a misma, lo que estaria de acuerdo con
otras biosintesis qee son reguladas por ambosprocesos de inhibición y repre
sión, por pro‘ucto final (Lascelles, 1968).

Granick (1963, 1966), basándose en el mecanismo clásico de regulación
de un sistema reprimible de Jacob-Monod (1961), propuso un esquema para 1a
regulación de la biosintesis del Hemo, donde la ALA-Sjuega un papel muy
importante (Rig. 9).

ciclo de la glicina-succinato. Ciclo de Shemin

El ALAbnosintetizado por la ALA-S,además de utilizarse para 1a sínte
sis de porfirinas puede ser metabolizado "1a el cic‘o de la glicina-suCrinato,

procuesto por Shemin " ser utilizado como fuente de unidades de "C1" (Shemin,
Russell, 1953; Shemín-Russell-Abramsky, 1955) (Fig. 10).

De acuerdo a este esquema, el átomo de carbono 5 del ALA, proveniente del
2 de la glicina, es utilizado para la sintesis de1 grupo ureido de las puri
nas, en el átomo de carbono 3 de 1a serina y en grupos metilos activos. Dor
otra parte, el residuo de 4 átomos de carbono es nuevamente convertido en
succinico.

Los estudios enzimáticos de este ciclo, se han dedicado principalmente
a la primera reacción, es decir, 1a desaminación del ALAen cetnglutaraldehi—
do. La enzima que cataliza esta reacción se ha encontrado en tejidos de mamí
feros (Kovalski y col., 1958), en Corynebacterium díphteriae (Bagdasarian,
1958), en R. spheroides (Gibson y'col. 1962).

Gibson-Latthev-Neuberger-Tait (1961), sugieren que esta reacción está
desolazada hacia 1a formación de ALAmás que para su desaminaión y que sólo
una pequeña parte del ALAformado no es utilizado, en la sintesis de porfiri
nas. Estudio: realizados eon sustratos radioactivos han confirmado 1a existen
cia de este ciplo (Nemethy col., 1957: Shemin, 1955). El significado metabó
lico del mismo fué discutido por Krebs y Lowenstein (1960) y por Gflanick y
Mauzerall (1961).

Shemin, al proponer este ciclo, dá un mecanismopor el cual el carbono
2 de 1a glicina es utilizado en 1a sintesis de los distintos compuestosy re
laciona ademásel ciclo de Krebs con la biosintesis de porfirinas a través
del ALA.

Farmación de ?orfobi1inógeno- Ala-Dehidrasa

La formzción del pirrol, PBG,precursor aromático de las porririnas, se
lleva a cabo por 1a condensación de dos moléculas de ALA, con pérdida de dos
de agua, me iante una reacción que involucra una condensación del tipo de
Knorr.

La enzima que cataliza esta reacción, la ALA-D,delta aminolevúlico de

_ 17 _



SIMBOLOS
O2CARBONO

®ZNlTEOGENOOZOxIGENoC1HIDQOGENO

CICLODELOS AClDOS TRICARBOXILlCOS

Succinil

CCAoc-cetoglutárico+glícina

GrupoUREIDOdepurinas,Fc>\rm¡atosuccímcx

átomode\ i5
carbónoc¿gácidooc-amino

)\..coa

\ C|CLODEL-cetoadïpico

SUCCINICO-GLICINA

¿HÏ<4 ácidoS-am'mo

o ‘Nuab"levúlncg

swaí‘\ _.I

ácidoC8Ï_°91U_teraldehidoSI1

“-_—'l

oc-cetgglgtáríco

POEFIIE’INAS

FigJOCiclodelsuccinato-glicoco|a



hidrasa, 5-cminolevú1ico-hidroliasa (E.C. 4.2.1.24),está ampliamente distr_i_
huidaen la naturaleza y posiblemente csté presente en todos los organismos
aeróbicos .

Adiferencia de la ALA-S,esta enzima es fácilmente detectable en ex
tractos pr0".'e'_iientesde animales, plantas y bacterias. Además, mientras 1a
ALA-Sparece ser mitocondrial, en la mayoria de los tejidos, 1a ALA-Des
una"enzima soluble", por lo que una vez formado el ALAdebe salir de las
mitocondrivs antes de convertirse en PBGa

La a.cti'."i«.'a'.1.de la enzima, ha sido medida en distintos tejidos anima
les (Gibson, Neuberger y Scott. 19‘55: Gajdos y GadeS-Torok, 1955: Iodice
y col. 1958: Granick, 1954 a; Granick y Manterall, 1958 a: Russell y-Coleman
1963),en ciertos vegetales como en hojas de espinaca (Fafk y C01. 1956),
enalgunas leguminosas (Gori y Navari-Izzo, 1969). en hojas de ooroto (Steer
y Gibbs, 1965“b): en tejidos de callos de Kalanchfie Crenata (Stobart v
Thomas,1968), en Chlorella (Bogorad 1' Granick, 1953) , en tejidos rie Neoam
phitrite .Fir-ulus(Dales, 1968), en cloroplastos de Engl-¿nagracilis (Carell
y Kahn,1964), en el hongo Neurospora crassa (Krishnan, Padmanaban y. Sarma,
1968),y en bacterias comoGorynebacterium diohteriae y Bacterium cadaveris
(Gibsony col. 1954, 1955), y R. Spheroides (Lascelles, 1956).

La ALA-i)21asido parcialmente purificada de higado de buey (Gibson
yScott, 19'35: Iodice y col. 1958), de higadw de rata y paloma (Schulman,
1955),de higado y bazo de ratón (Coleman, 1966), de higada de rat’m (Doyle
Schimke,1969), de glándula de Harder de ratas (Tomio y col. 1968), de eri
trocitos de aves (Granick y Mauzerall‘, 1958 a: Schmid. y Shemin, 1955), de
reticulvcitss ¿e canejo (Granick y Mauzerall, 1958 a), eritrocitos humanos,
Calissano, Cartasegna y Matteini, 1966), de R. spheroides (Burnham v Lasce
lles, 1953; Sitemin, 1962' Nandi, Baker-Cohen y Shernin, 1968): de Propioni
bacteriumshermamii (Walerych, 1963); de SDirillum itersonii (Ho y Lascelles,
1971);de ‘ljycobacterium phlei (Yamasaki y Móriyama, 1971); de Ustilago
sghaerogen: (.‘(omai v Neilands, 1969), de hoias de trigo (Nam-Ii v Waygood,
1967),de hojas de tabaco (Shetty y Miller, 1969 a, 1969 b, Schneider, 1970),
dehojas espinaca (Schneider, 1970), de Saccharomyces ceregisiae (Barreiro,
1967),de Gallos de semilla de soya (Tigier y col. 1970).

En los animales, aparte de los tejidos hematopoyéticos, el higado es
unade las Puentes más ricas de esta enzima, aunque otros tejidos, en espe
cial riñón -r médula ósea, también lo son.

Respecto a la localización de la ALAoD,ya se dijo que es una'venzima
soluble". Se la ha encontrado en la fracción soluble de extractos de células
animales,vegetales y microorganismos.

Estudiosrealizadospor Gibsony col. (1955), sobre fracciones Darticu
ladasde higado de ratas, señalan que no se ha encontrado actividad asocia
dacon las mitocondrias, ni microsomas, sino que toda se recupera en la
fracción soluble.
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Sin embargo, Granick . (1961), encontró actividad de ALA-Den plásti
dosde hojas ¿e poroto, tabaco y cebada. Por otra parte, en cultivos de
Kalonchoécrcnata, la enzima está íntimamente asociada con las membranas de
los cloroplastos (Stobart y Thomas, 1968). Schneider (1970) sugiere que en
antivos en Terdeo de Nicotiana Tabacum,esta enzima estaria localizada en
los plástidos, pese a que luego de un fraccionamiento se encuentra toda la
actividad de ¿LA-Den la fracción soluble.

La enzima de casi todas las fuentes es de naturaleza sulfhidrilica,
propiedadque sc pone de manifiesto por su sensibilidad a los reactivos de
ampossulfhidrilos. La inhibición producida por estos reactivos es reverti
dapor agentes reductores tales comocisteina y glutation reducido, los que
en la mayoria de los casos son requeridos para la activación enzimática.

- En general, esta pérdidansánfigflbléb la actividad, aumentacon el grado
de pureza de la enzima, por lo que los grupos sulfhidrilos de la misma se de
ben de hallar moderadamente expuestos.

Las enzimas provenientes de S. cerevisiae (Barreiro, 1967) y de callos
ch semillas de soya (Tigï? y col. 1970) no requieren cisteina ni glutation
para obtener maximaactividad. Un comportamiento similar se encontró para la
ALA-Dde higado de cerdo, que se está estudiando actualmente en el labora
tio (Kivilevich, Sancovich, Ferramola y Grinstein).

La enzima aislada de callos de semilla de soya, no sólo no necesita ac
tivación por cisteina o glutation, sino que por el contrario a determinadas
concentraciones, estos compuestos son inhibidores. No obstante, se determinó
1a presencia de grupos tioles esenciales para la actividad enzimática, por
la inhibición producida por reactivos de tales grupos. Pareciera que en es
ta enzima, a distribución de los grupos sulfhidrilos y la de los puentes
disulfurosen la estructura terciaria, es distinta a la de otras fuentes
(Tigier y col. 1°68; 197o).

La ALA-D,se caracteriza por ser una enzima relativamente estable al
calor. La velocidad máximade la reacción se encuentra a una temperatura que
oscila entre los 50° y 65°C, para enzimas provenientes de distintas fuentes
LaALA-Daislada de hojas de tabaco, presenta valores más bajos, ya que la
actividad aumenta entre los 25 y 45°C, pero arriba de 45°C se observa una
disminuciónde la actividad y a los 60°C inactivación completa. (Shetty Mi
ller 1969:). La enzima purificada de hígado y.bazo de ratón, en cambio, es
notablemente estable al calor y tiene una viña media de alrededor de 80 min
a 75°C. (Coleman, 1966). Otra enzima resistente al calor, es 1a aislada de
Propionibactcrium shermanii, cuya temperatura óptima, para su actividad ca
talitica son 60°C (Walerych, 1963).

El pH óptimo de la ALA-Dde mamíferos es ligeramente inferior a 7
(Gibson y col. 1955} Tomio y col. 1968 b; Coleman 1966; Granick y Mauzerall
l958a). Este Talor aumenta en tejidos vegetales y en ciertos microorganismos
(Shetty y Iiller, 1969; Nandi y_waygaod,1967; Burnhamy Lascelles, 1963:
Walerych, 1963: Ho y Lascelles, 1971), llegando a 9,2 y 9,5 para la enzima

-20



aislada de “¿LycobacteriwnPhlei (Yamasaki y c01., 1971) y ¿e levadura (Barrei
ro, 1967)respectivamente. Los valores varían, un poco con el buffer utili
zadoen l-"zs ríeterminaciones.

El valor ¡e 1a constante de Michaelis, en las distintas especies varia
entre 7,7 :2 10 ¡Iií,dato hallado para la ALA-Dde Mycobacterium Ehlei (Yamasa
ki y Moriyama, 1971) y 1 x lO M para la enzima de hojas rie trigo (Nandi y

\
/Haygood, 1967

Pese o. que la ALA-Dde todas las fuentes estudiadas se comporta como
unatípica enzima sulfhidrilica, el efecto del EDTAy el de ciertos cationes
varia según cl origen de la enzima.

IO"".iC'.'C;' col. (1958) encontraron que la enzima de higado de buey conte
nía cobre y. magnesio en su composición, observando una disminución en la
actividad de lr. enzima en ratas sometidas a una dieta deficiente en cobre.
Sin embargo, estudios posteriores, revelaron que la ALA-npudo ser DreDarada
sin perdi”; :_'.esu actividad, en ausencia de cobre, observándose además que no
está relacionada con anemias nor deficiencia en ese metal (Wilson y col. 1959).

La enzima parcialmente purificada de E. sgheroidei según Burnhamy Las
celles (1963), requiere iones potasio para su actividad. Másrecientemente,
Sheminy ITCndi(1967), encontraron que el requerimiento de este ion no es
absoluto y lo que hace, es disminuir el Kmde 1a enzima.

La+enziha :Ie hojas de trigo (Nandi y Waygoo'l, 1967), tampoco requiere
iones K , pero a diferencia de enzimas de otras fuentes, es activada por cie_r_
tos cationes <'-.i"'alentes como Mg , Mn y Ca .

Se ha encontrado que el Mg++es rraceaario para obtener la máximaactivi
dadde la enzima en algunas bacterias, comoR. sEheroides (Jurnham y Lascelles
1963,Pronionibacterium shermanii gïialerych, 1963), Mycobacterium phlei
(Yamasaky;' 15riyama, 1971), SEirillum itersonii (Ho y Lascelles, 1971), y
en la aislada de hojas de tabaco (Shetty y Miller, 1969).

El Era-H.y el Hg++ activan 1a ALA-D‘de higado de ratón (Coleman, 1966), pg
ro el Fe inhibe la de Nicotiana tabacum (Shetty y Miller, l969(, la de ho
jas de poroto (Steer y Gibáv 1969 b) y la de+higado+vacuno (Gibson y col. 1955)
Esta última también es inhibida por iones Zn y Mg .

En e]. hongo Ustilago Sphaerogena, {OmaiNeilands observaron una disminu
ción en la actividad de 1a ALA-Den células deficientes en Zn . En extractos
crudosdel hongo, la actividad de la enzima depende ie la concentración de es
te metal en el medio, y éste pareciefa estar involucrado en la síntesis de la
enzimaa nivel translacional (Komaiy Neilands, 1968).

Por otra parte, trabajando con 1a enzima purificada, estos autores postu
lan la existencia de un metal, posiblemente cobre,unido fuertemente a la en
zimaque es esencial para la actividad de la misma (Komai y Neilands, 19695
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Tigier 3"col. (Tigier, Batlle y Locascio, 1970), encontraron que la
Mi? aislada de callos de semilla de soya, depende de lo. concentración de
Zn en el medio de cultivo.

Pese o. todos estos hallazgos, aún no hay prueba directa, de que la ALA-D
requiere un metal. Es interesante, sin embargo, el hecho que el EDTAsea
unpotente inhibiñor de la enzima de mamíferos (Gibson, Neuberger y Scott
1955;Grrnicl: y ï‘flauzerall, 1958; Tomio y col. 1968), con excepción de 1a de
ratones que es activada (Coleman, 1966).

La enzima :Ïe eritrocitos de ave, es sólo parcialmente inhibiña aún a
concentraciones altas "le EDTA(Granick y Mïuzerall, l958a) y 1a de eritroci
tos humanoses inhibida o activada según esté presente o no un compuesto tió
lico (Calisscno, Bonsígnore y Cartasegna, 1966). La ALA-Dde R. spheroiries
noes afectado. por este agente quelante (Burnhamy Lascelles, 1°63:
1962),pero la aislada de otras bacterias comoPropionibacteriuïshermanii
(Valerych, 1963) y Micobacterium phlei (Yamasaki y Moriyc'ma, 1971), son inhi

bidas fuertemente por EDTA,aunque en ambos casos esta inhibición es reverti
da por Mg .'U'.1 efecto semejante tiene el Mn sobre la inhibición oroducida
en la ALA-I".:‘.e hojas de trigo (Nandi y Waygood, 1967). Otras enzimas inhibi
das por EDTI. son las de hojas de tabaco (Shetty y Miller, l969(, 1a de ca
llos de semilla de soya (Tigier y col. 1970), y la de S. cerevisiae (Barreiro,
1967).

Los metales pesados, como flu++, Hg++, Ag+ , inhiben marcadamente una pre
paración crur’a Se ALA-Dde hit-ado ie bue", en un orden que sigue los oro'ïuc
tos de 5011:1113'1‘30,de sus sulruros (Gibson v col. 10'35). Resultados semeian
tes fueron obtenidos oor Granick y Mauzerall (195°a), quienes trabaiaron con
ALA-Dde reticulocitos der 00110 y coneio- nor Tomio v col. (196?) ° en glán
dula r¡e Herier de ratas Dor Nandi v Wavqoo" (1967), en hojas de trigo, v nor
Valervch(197.3) en Proúonibacterium shermanii. Por el contrario, Coleman
(1966), e2113tones encuentra+íue el Cu al Pb + a bajas concentraciones
inhiben 1a .'-..T,.'..-D,nero el Hg , Fe v Ag oueden ser inhibidores o activa
dores depenfien'o de la concentración empleada. Cuando se usan a una concen
tración major que la del activador de shlf‘hir‘rilos, hay inhibición comoleta,
pero cuanr‘ose trabaja con concentraciones menores, casi no tienen efecto o
por el contrario activan la reacción marcadamente. Estos resultados se ooonen

a los encontrac‘os en oreoaracionesüenzirïatic=s+cruflas o purificadas de hiav‘a
¿e bue-r, que son inhibiñas sor Hg , Fe y Ag a EOnCentraCioHES Müffhc rflEHO-l
riasQuelas requeridas en el caso anteri'r.

Sin embargo, Dese a estos hallazgos, en general, sal'o el cas“ ¿e la
ALA-Drie Ustilem sohaerfgena (Komai y Neilands 1969), los agentes quelantes
demet=1es, comoel o( ,fldioiridilo, 8-H0 quinolina v otros, prácticamente no
afectan 1a esti-ridad esoecirica de la enzima (Burnhamv Lascelles, 1963) Cole
man, 1966' Ï'an’i "Waygooñ, 1967- Tomio v col. 1968).
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Granicl: ; col. (19"F), trabajando con enzima de Hígar‘o de buev, observen-w

ronque los ñcir‘os S-sulfónicoJ-hir‘roxiguinolina v c¡«sulí-‘ónico °=hidroxi—7—i.
iodoquinolíua n. una concentración de 10 "M, producían una inhibición r‘el 70%.
Esteefecto se mantuvo aún en presencia de un exceso ¿e Fe .

La inhibición se atribuvó a la presencia de los Grupos sulfónicos, más
quea las propiedades Quelantes r‘e estos compuestos, va que la 7-hidroxi0uino
lina, 1a 73-125.‘roxiquinaldina, el íci'ïo quinaldínico y e]. ácir‘o picrbl'ónico
notuvieron efecto cuando se ensaararon sobre la miSmapreparación.

Estos mismos autores, encontraron que la enzima es completamente inac
tiva en buffer Tris, pero si lo es en una mezcla de Tris ' fosfato o Tris v
arseniato al mismoDH4e reacción. El eFecto activante ¿el fosfato fué tam
bién obserJTx'O por Shettv v Miller (1969) con ALA-Daísla-"za. r¡e hoias de tabaco
v t'e hinar'o r'c buey. Ellos encontraron además nue ambas enzimas, son acti 'as
enbuf‘FerTris, pero presentan un pH óptimo distinto. En "eneral, sal"o en
los casos r.1e:.r:ionaños,el buffer Tris no tiene efecto inhibitorio sobre
la enzima, '_)0'.‘el contrario, a "ec-es aumenta su acti iii-“fl. como en el caso ¿e
callos ¿e se::1.*'.l.".a¿e sm'a (Ticier - col. 19'70), sien 'o utilizafïo con enzimas
de varias fuentes (Kandi y Úáygood, 1967; Nandi y Shemin, 1968a; Yamasaki y
Horiyama,1070; Ho y Lascelles, 1971).

Respecto al sustrato de esta enzima, Inisawa y Labbe, (1962) observaron
quela acti‘."i=‘-.aC-.de la ALA-Den higado vacuno, varía mucho con la concentra
ción de AL,'_,10que probablemente indique que haya una actuación directa de la
enzimapor el sustrato.

Por otra parte, la ALA-Des bastante específica para el ALAy es inhibi
da por una. serie de análogos de éste.

amandose inchbó la enzima de higar‘o de buey (Gibson 3;(có1'1955), (.¿m
aminoaceton-á,con ácido 2-5 diaminolevúlico o ácido 6 amino 5 cetohexanoico,
ninguno"o ellos sirvió como sustrato. Tampocolo hicieron el 5 a'ninO. 3 me
til levúlico, ni el 5 amino, 2 metil levúlico, ensayados con ALA-Daislada
deR. soheroir‘es (Lartillot y Baron, 1967), Nandi v Waygood(l967), encontra
ron que ".e “coli-oslos amino v ceto-‘zcidos ensavaños, análogos al ALA, sólo el
ácido 1e‘.‘ú1i‘;0inhibe m‘rcadamente 1a ALA-Dde hojas de trigo, lo que también
fuécierto parc. la de reticulocitos He coneio (Granick y líauzerall, 195'ïa), v
la de bacteria R. spheroides ¡(Nandi y Shemin, 1965). En este último caso se
Dudover que lc. inhibición es competitiva v 1a relacionaron con el esturiio ¿el
mecanismo"7C1-7.reacción que ellos proponen (Nanr‘i y Shemin, 196?b).

La inhibición de la ALA-D,por el áci'ïo levúlico, también fué encontra/ia
oorLascellzs cn _Soirílum itersonii (Ho v Lascelles, 1971). Ellos obser"aron,
queeste inhibidor competitivo ¿e la enzima "in vitro", causa acumulacion ¿e
ALA"in ‘-.'i'.'0"j' reduce también el contenido en citOcromos en alrededor rie un
50%.lo que in 'icaría una acción similar del ácido levúlico "in vivo". Esta
acumulación ".c .’.LAva habia sirio Cbservada por Beale (1970), en cultivos "le
Chlorella. 772.1ZIicobacterium phlei, Yamasaki v Morivama (1971) con sus Hatos
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mnfirmaronla naturaleza inhibitoria de este comnuesto, junto al árido
5hhkoxile7úlico v el aminoácido antituberculoso, S hidrori 4 oxo-L-norva
finmLacinética de estos inhibidores fué también de naturaleza competitiva.

Tschuíy y col. (1960), encontr ron que en higado de ratón, el ácido 5
oñmhwleïúlico a bajas concentraciones inhibe a la ALA-D,siendo esta inhi
dmmdenaturaleza competitiva. Ellos observaron además, que a varias con
Enüflciones de ¿LAy ácido S-oximinolevylico la inhibición es relativamente
cantante para una dada relación de análogo a sustrato.

Estudianïo el efecto de los nucleosidos sobre la ALA-D,Gajdos y Gajdos
ank(l955), encontraron que el ATPy el AMPinhiben marcadamente a la enzi
nadelúgaño ¿e ratas. En cultivos de a; Sphetgides se observó que todos
losnucleósidostrifosfatados, disminuyenla excreción de porfirinas al medio,
awmueno se puio determinar en qué forma ellos pueden controlar dicha
munción (Gajdos y Gajdos-Tórok, 1965; Gajdos y col. 1957). Por otra parte,
mmnmalégporfiricos (Gajdos y col. 1967, 1968), la concentración de ATP
:nlfigado es mucho menor que en higados normales, por lo que se sugirió, que
elnucleótiao podria actuar por un mecanismo aún no dilucidado (Gajdos y
n1.1969), Hanïi y Waygood,(l967), proponen lo mismoal encontrar una fuerte
,Múbiciónde la ALA-Dde trigo por ATP. Un efecto similar se encontró en
asenzimas de hojas de tabaco (Shetty y Miller, 19695.

En callos de semilla de soy“ (Tigier y col. 1970), se vió también que
osnucleótiios y compuestos relacionados disminuyen marcadamentela activi
adde la enzima. En concentraciones equivalentes e: AMPes menos efectivo
ueel AD?, el cual a su vez es menos efectivo que el ATP.

Relacionaïo con este efecto en la purificación de esta enzima se encon
róun inhibidor de bajo peso molecular, de estructura desconocida, pero exis
enevidencias que sugieren el contenido de nucleótidos, bases púricas y
nfimidicas en su composición.

Para la enzima aislada de esta misma fuente, se ha determinado un P.M.
2280.000, utilizando métodos de filtración por geles (Tigier y col. 1970).
fleman (19 5) para la ALA-Dde ratón encontró un P.M. aproximado de
w.000por ultracentrifuqación y coeficientes de difusión. Por este mismo
üodo, para la de eritrocitos humanosse estimó un P.M. de 283.000 (Calissa
J-Cartasegna y Mateini, 1966).

Nandi y col. (1968), trabajando con R. spheroides asignaron un valor de
w.000 para el P.M. del monómerode la enzima el que puede ser disociado
w urea l H y por diálisis en subunidades de menor P.¡..

Por otra parte se vió que la adición de iones K+, promueve la asociación
¿la enzima, llegandose a establecer una mezcla de equilibrio formada por las
es ésoecies, enzimáticamente activas, monómero,dimero y trimero de mayor
M.o



Estos autores han encontrado, que la ALA-Daislada de R. spheroides, reú
ntma serie de propiedades, además de la mencionada, que la caracterizan como
maenzimaalostérica. Vergnano y col. (1968), observaron lo mismopara la
mmmde eritrocitos humanos.

Laenzima de g. spheroides presenta una curva sigmoidea de velocidad
iereacción en función de concentración de sustrato, que en presencia de efec
:Mesalostéricos de la enzima, K , Li , Rb y NH+, se vuelve hiperbólica
[Michaelianaj- . 4

Estos resultados no se cumplen para la ALA-Dde R. capsulatal ya que su
müvidadno varia con la adición de iones metálicos y el sustrato no presen
:aefectos homotrópicos cooperativos.

Laurea a bajas concentraciones inhibe la ALA-Dde R. spheroides. El
müisis ¿e lc cinética de inhibición, indica que la urea es un inhibidor
:mwetitiïo (Ïandi y Shemin, 1968a).

Nandi (1971), ha encontrado que esta enzima es inhibida no sólo por la
rea,sino también por concentraciones relativamente bajas de guanidina y
cdi derivados de la urea, siendo la inhibición también de naturaleza competi
ivmEstudios de inhibición mixta, parecen indicar que el sitio de unión Do
riaser el mismoque el del sustrato. Sin embargo, el efecto de la urea so
mela ALL-W,estudiado por centrifugaciów por gradiente de sacarosa, indica
uela inacti ación de la enzima es causada por su disociación en subunidades
‘elsustrato podria revertir esta inactivación, evitando la disociación mas
uecompitienio con la urea por el sitio activo.

S. van Heyningen y Shemin (1971), trabajando con R. sghEIOideg han en
mnradoque la enzima purificada es inhibida en forma no competitiva por
lfosfato ¿e piridoxal. El efecto parece ser especifico de la molécula de
Mfatode pjridoxal y no del carbonilo, pues el piridoxal y el fosfato de
hidoxamina inhiben en 1a misma forma, enlcambio 1a piridina-benzaldehido y
apiridina 4 canboxaldehido no poseen esta propiedad. También observaron
anición competitiva por el cianuro de sodio, esta inhibición está relaciona
acon el mecanismo propuesto por Nandi-Shemin (1968b), para esta enzima,
uelueqose discutirá.

Ihr observación original de Durnhamy Lascelles (1963), de que la ALA-D
eR. Spheroides es inhibida por bajas concentraciones de hemina, ha sido con
hmadacon enzimas de otras fuentes.

Calissino, Bonsignore y Cartasegna, (1966), estudiaron el efecto del
un sobre la ¿LA-Dde eritrocitos humanos.yobservawon,queéste inhibia fuer
mente tanto a 1a enzima cruda comoa la purificada, siendo el efecto en el
Mimocaso algo mayor. La enzima aislada de higado de ratón (Coleman, l966t,
mmiénes inhibida por hemina y Proto. Nandi y col. (1968), trabajando con
aenzimapurificada por ellos, confirman lo hallado por BurnhamLascelles,
lencontrar que cuando 1a hemina se incuba con la enzima antes dela adición
fl ditiotreitol y del sustrato, causa una marcadainhibición, Estudios rea
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lizados con Proto señalaron aue es un inhibidor tan efectivo como1a hemi
na.

Adiferencia de estos casos, recientemente Lascelles y Ho, (1971),
encontraronque en S. itersonii 1a ALA-Des sólo levemente inhibida por
concentracionesrelativamente altas de. hem’na y Proto.

EnI-E.phlei, la hemina no muestra efecto inhibitorio sobre la enzima.

La inhibición de 1a ALA-Dpor hemina, junto con las evidencias de que
estaenzimaeste compuesta de subunidades y presente caracteristicas atri
buidasa las enzimas alostéricas (Monod-Wymandy Changeux, 1965), ofrecen
la posibilidad (le que sea, junto con la ALA-S,un posible punto de control
en1a biosintesis de porfirinas.

La sintesis (“el ALA, asi como la del pirrol PBG, son dos etapas com
arometidasen la formación de porfirinas y compuestos relacionados que
auedenestar sujetas a un control metabólicc por "feed-back" y/o reoresifin.
¡n1a mayo-ria“le las sistemas estudiados pareciera que la etapa limitante,
rs 1a vel-ei ‘a‘ c‘e sintesis del ALA.Sin embargo, últimamente se han en
:ontrar‘we"i"enr:ias ae que, en varias fuentes la ALA-Dpu'iera tener una
tarticipatzián importante en la regulaciñn de 1a biosintesis del Hemoy
lerivad->s.

Respectz a la inhibición de la ALA-Dde higado de ratSn por hemina
'Proto, Czleman (1966), señala que esta; dos sustancias son productos r‘¡e
tapas enzimáticas que tienen lugar, Zastante después de la formaci ‘rn del
‘BG,en la biasintesis del Hemo,por lo que podrian regular su sintesis
or un mecanismo de "feed-back" actuando sobre la ALA-D.Los resultados ob
enidospor Jalissano, Bonsignore y Cartasegna (1966), en eritrocitas hu
anos, 1175.-".1"n a una conclusii‘n semejante respect" al efecto del Hemaso
re la ALA-L Se abservó además que cuanda éste, se une a 1a globina, inhi
e la enzima, n: así cuando lo hace con otras proteinas. Estas resultados
onfirman el r3]. del Hemoen el metabolismo de la hemoglobina, ya que éste
nhibe Dí'ï.‘“o menos dos de las enzimas invñlucradas en su biosintesis, 1a
LA-Sy la .“..‘...'-.-'J.Por otra parte, se vio, que el Hemo también estimula 1a
ormacíón 'e la globina (Bruns-Lon'lon, 1965).

Ra) "¿rcol. (1970), encontraron que el Coprógeno III también inhibe a
a ALA-Den higado, bazo y hemolizados de sangre de rata y ratón, sunirien
a que ést.- podria deberse a un efecto de inhibiciñn por "feed-back".

¡stu"‘-.iñndoel papeï. del hierro en la sintesis del Hemo,Lascelles
[964), observó que este ejerce un efecto catalitico pre==iniendola acumu
¡ción ¿e porfizrinns en cultivos de R. spheroides deficientes en este metal.
ar otra parte, Komai-Neilands (1966), ohservaron que células de Ustilago
ahaerogena"eficientes er. hier-r), producían menosporfirinas, y presenta
m un. baja. at-zti'vidad ¿e ALA-D:por lo que el hierro en este honqo, podria
¡tar invflucrn") no sólo en la etapa Final de la sintesis r‘cl Hernosino
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enalgúnsitio que conduce a la sintesis de porfirin s.

Esto llevó a Padmanaban, Muthukrishman y Sarma (1967) a hacer un es
tuüo semejante en el hongo Neurospora crassa . En efect‘, se vió que la
afición de Hierro a un cultivo deficiente Cn este metal, producía un incre
muuoen la síntesis del Hemo,lo que sugeriria que éste estaria implicado
enla inducción de alguna o algunas de las enzimas involucradas en la bio
dntesis de las oorfirinas. Ellos encontraron, que el hierro induce la sin
tefis de ALA-hcuando se agrega a cultivos deficientes en él, posiblemente
huctivan'o un :orrepresor de esta enzima. Estos resultadss indicarian que
laALA-Dseria el sitio de mayor regulación de 1a biosintesis del Hemoen
nte organismo (huthukrishnan y col. 1968). Esta hipótesis, fué confirmada
wsteriormente al comprobar que 1a inducción de la ALA-Des reprimida por
hoto y menos efectivamente por hemina y globina. Finalmente, los autores
ropusiuron un modelo, en el que la Proto se visualiza comoel correpresor
iela ALA-D(Iuthukrishnan y col. 1969) (Fig. 11).

Recientemente, este Grupo de investigadores(Jayaraman y col., 1971),
rabajando con 5. cerevisiae, estudiaron la actividad ie la ALA-Ddurante
a fase de ‘e-represión por glucosa, asignándele a esta enzima una Dosible
Miéiónregulatoria.

Esta proviedad de 1a ALA-D,ya habia sido suaerida por Onisawa y Labbe
1962), cuan'o al estudiar la enzima de higado de ratón encontraron una
elación tgnstante entre la actividad de 1a mismay 1a concentración de
LA,lo que sugería una posible activación de 1a enzima por su sustrato.

Por otra parte, en microorganismos, Henon y Shemin (1967), observaron
n células degirwpionibacterium shermanii crecidas aeróbicamente, una dis
inución en la sintesis de cobamidw, debido a una disminución en las acti
idades ie las enzimas involucradas en la sintesis del anillo porfirico de
a coenzim¿ ñ1 . En efecto, encontraron una disminución parcial de 1a
LA-Sy práctïrnmente no detectaron actividad de ALA-D.Esta disminución
n las actividaïes de ALA-Sy ALA-D,ya habiatsido observadas en 3¿
pheroides (Kikuchi, Kumar, Talmagey Shemin, 1958: Lascelles, 1960) y se
abian atribuido a una represión enzimática; pero en estos organismos la
epresión no justificaba la falta completade sintesis de clorofila obser
ada en culti os aeróbicos.

En P. shermanii, en cambio, 1a reducción de la ALA-Dpor oxigeno pare
s ser suficientemente grande comopara estar de acuerdo con 1a inhibición
e 1a sintesis de cobamida, por lo que los autores atribuyen a 1a repre
ión de la ALA-Dun importante rol regulatorio en 1a sintesis de porfiri
as.

Alqo semejante ocurre con las bacterias aeróbicas Spirillum itersonii
Qascelles y col. 1969), ya que si bien 1a ALA-Spuede ser reprimida y
a-reprimide, con los cambios de tensión de oxiqeno, su actividad excede
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la de 1a ALA-Den todas las condiciones estudiadas, por lo que esta última
nzimapodria ser importante en la regulación de la formación del Hemoen
ste organismo.

Ebbony Tait (1969), trabajando con Euglena gracilis , también asigna
:muna propiedad regulatoría a la ALA-D.En hojas de poroto, Steer y Gibbs,
1969b), observaron que el aumento de actividad de ALA-Des paralelo al
eclorofila, sugiriendo un mecanismode control comúna los dos sistemas.

Todosestas ejemplos demustran que la ALA-Dpodria estar sometida a un
mtrol del tipo "feed-back" y señalan también su capacidad. de ser inducida
reprimida. iPor otro lado Russell y Coleman (1963) , han informado acerca
21a reg’tfl.acióngenética de la ALA-Dhepática en ratón , y según ellos la
alocidad.-:‘esintesis de la enzima, estaria bajo control de por lo menos dos
[elos en el locus levulinato. Trabajando con la misma enzima, Doyle y
:himke(196?), proponen tres mecanismos mediante los cuales la concentra-v
Lónde la. ALA-Íen los tejidos es regulada a nivel genético. Recientemente,
>1eman(1971), por medio de un análisis genético confirma sus primeras teo
[asy establece que el locus estructural para la ALA-Des parecido oidénti
>a1locus que controla su velocidad de sintesis.

La acti.i<‘:.dd=: la ALA-Dpuede modificarse "in vivo" por varios medios,
>artede los mencionadosanteriormente. En bacterias fotosíntéticas, asi
>moen otros microorganismos, modificando las condiciones de los medios de
lltivos, se producenvariaciones en los niveles de las distintas activida
esenzimáticas. Se vió por ejemplo que cambios en la presión parcial de oxi
mo, o en la iluminación, asi como en el contenido e'n metales, fine]: medio
:cultivo de distintos microorganismos, producen modificaciones en la acti
.dad de la ALA-D,

Por otra parte, Stobart y Thomas(1968) , encontraron que la actividad
resta enzima, en cultivos de Kalanchüe crenata aumenta con el contenido
¡clorofila, el cual está relacionado con la iluminación.

Recientemente, Schneider (1971), trabajando connenzimas purificadas de
¡ltivos de :Ticotiana tabacum sometidas a una continua iluminación con luz
.anca, observó un aumento en la actividad de la ALA-D, asi como de 1a
¡rfobilinógenodeaminasay Uroporfirinógeno III Cosintetasa. El aumento de
¡sactivi"ar.‘.esespecificas fué lineal, semejante al que presentó la cloro
la: luego de una fase lag.

Enanimales, por otra parte, existen una serie de dro 'as, que adminis
‘adasen distintas condiciones, aumentan notablemente a actividad de la
mima,debí "o a un desorden metabólico que se traduce en una sobreproducción
¿porfirinas en el hiqado, estado que se conoce comoporfiria experimental.

Laalil isopropilacetamida (AIA)y la aliliñopropil-acetíl-carbamida
ledormit), por ejemplo, en ratas y conejos producen incremento de la ALA-D
thigado y riñon (Gibsonycol., 1955? Tancione y col., 19647 Tschudy y col.



52).

Laadministración, en cambio, de 3-amino, 1-2-4 tiazol, disminuye con
kranemente la actividad dela enzima (Tschudy y col., 1957a).

Coleman(1966) encontró un comportamiento distinto para 1a ALA-Dde ra
1,ya que ni la enzima de higado ni la de bazo es afectada por drogas que
Mcalporfiria.

Seobservó también, variación en la actividad de ALA-ñen los distintos
osdeeuwmia. Asi, por ejemplo, en animales anémicos por tratamientó con
tüfenilhidrazina y por fenilhidrazina se encontró un aumentoen la acti
bdde la ALA-Den bazo y sangre (Granick y Mauzerall, 1958a: Gibson y
.,1955). La enzima tiene un comportamiento similar en anemias hemoliti
,pero sc encontró una disminución en su actividad en anemias producidas
deficiencia de hierro (Rubino y col. 1960). Recientemente en anemias ma

cíficas, Battistini y col. (1971), han encontrado un aumento en la ALA-D
trocitaric humana.

Laacti'idad de la enzima, se encuentra también alterada, en una serie
stats, talescnmo intoxicación por Pb (Goldberg y col, 1956: sichtman
údman, 1963; Bonsignore y col., "965, 1966: Gibson y col. 1970: Nakao y
.,1968), en intoxicación por metanol (Moorey col., 1971), por efecto de
n X (Densewicz y col., 1958) y en tejidos con tumores (Tschudy y col.,
7b:0rigenes y col., 1961).

Laenzimologia de la ALA-D,es particularmente interesante por tratarse
n1caso po;: comúnen que la enzima, cataliza una reacción entre dos mo
¿lade sustrato idénticas.

El mecanismo de acción de esta enzima en 11 formación de PBG, todavia
m sido totalmente aclarado aunque se llevaron a cabo, importantes estu
sen este campo.

Granicky iauzerall (1958a), hicieron un detanado estudio cinético de
m=ccióny sus datos sugieren que en la formación del PBG, estaria invo
ada una sola enzima posiblemente con dos sitios activos para el ALA,ya
la proteina aislada y purificada de varias fuentes indicó ser una única
Ldad,comose deduce de su análisis por distintos métodos analíticos.

La reacción que tiene lugar es semejante a la condensación de Knorr
¡la sintesis de pirroles que implica una condensación de tipo aldólica
yla forma ión de una base de Schiff (B) (Fiq. 12).

La cinéti"a de esta reacción dá evidencias de la formación de un comple
mzima-sustrato en relación 1:1, por lo que sugieren el siguiente mecanic
ara la acción de esta enzima. Las dos moléculas de ALAse unen a 1a
ma, formando un complejo, pero la afinidad por la primera molécula es
mmayor que para la segunda . En la unión de esta segunda molécula podria
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marseespontáneamente una cetoimina.

Nandiy Shemin (1968 b),trabajando con ALA-Dpurificada de jknspheroides,
Jponenun nuevo mecanismo para la biosintesis del PBG(Fig. 13).

Según(21105,.la sintesis se llevaria a cabo, nor la formaciónade una base
Schiffi eliminación de agua y la formación de un aldol. Frente a este es
ama,surge la pregunta de si en estas dos condensaciones estarian involucra
senzimasCistintas. Los autores, confirman lo hallado por Granick y Hauze
L1de que pareciera que una única enzima es la que cataliza la formación
Lpirrol a partir de dos moléculas de ALA.

Losresultc'fios indican, que primero la enzima se une con una molécula de
strato, formandola base de Schiff. A ésto, sigue un ataque nucleof‘ílico del
.ónintermediario enzima-ALA, recién formado, sobre el átomo de carbono del
‘bonilode una segunda molécula de sustrato. El ádol resultante pierde agua
:1grupo amino de esta segunda molécula de ALAdesplaza a1 minogrupo de la
Limapor transaminación o transaldiminación, formando asi el PBG.

Estudios ríe especificidad, realizados con análogos del ALA,indican que
bientanto el ácido levúlico comoel etil levulinato forman bases de
líff con la. enzima,sólo el ácido libre es un inhibidor competitivo del ALA,
queindicaria que el grupo carboxilo está implicado en la unión con la en
la. Delos Platos de inhibición se deduce también, que el grupo 4 carbonilo
.ALAes necesario para esta unión. Se vió además, que los grupos ’1ceto-S
no juntos, ni el 5 amino solo] son suficientes para la unión de la enzima
ALA.

Laafini'ïi'ad del sustrato por la enzima, depende de 1a facilidad para
marla base É’reSchiff y de la formación de una unión iónica entre el ión
‘boxilatoen posición 5 al grupo carbonilo y un grupo cargado positivamente
la enzima. Iiste no sólo aumenta su afinidad por el cetoácido, sino que tam
n orient'ri-z‘. la molécula para que se forme splo PBG.

Porla formación de pirroles mixtos con el ácido levúlico y su éster y el
A,los autores demuestran; que la molécula de ALAque (7.5.origen a la cadena
eral de ácido acético en la posición del PBG,es la que estuvo unida a
enzimapor la. base de Bciff. La otra molécula de ALAque dá origen a1 resto
piénico, puede haber estado sobre otro sitio de la enzima, o bien directa
tte en solución.

mación¿el Urógeno III. Porfobilinógeno deaminasa- Uroporfirinóqeno III
intetasa ._

La condensación de cuatro moléculas de PBG, con liberación de cuatro de
niaco, if. lugar a la formación del primer tetrapirrol cíclico en la biosin
is del Homo,la Uroporf‘irina, la que a su vez resulta ¿e la oxidación es
tánea (linuzeral'l y Granick, 1958a; Bogorad, 1958), o enzimática (Bogorad,
8), del Uróïjeno, verdadero intermediario de la biosintesis.

Cuan“oesta. reacción ocurre químicamente en aerobiosis, lo que se obtiene
unamezcla ¡”elos isómeros de la uroporfirina (Fig. 5), en proporciónes
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¡e varian mucho con el pH y temperatura de la reacción ("Valdestróm y
¡hlquist, 193:": Mauzerall, 1960: Cookson y Rimington, 1954).

Delos cuatro isómeros posibles, sólo los correspondientes a las se
LesI y III se encuentran en la naturaleza. De éstos los (le la serie III
:nnormalesen pequeñas cantidades y los de la serie I sólo se encuentran
¡los e;-tar'os patológicos de porfirias congénitas (Riming'ton, 1952: Canivet
Rimington, 11‘53: Rimington y Miles, 1959: Schmid y col. 1954: Chu y Chu,
362:1965), de porfiria cutanea tarda (Grinsteinycol., 1‘345;Canivet y
Lmington,1953? Chu y Chu, 1959: Watson y col. 1960, Nacht y col. 1970)
porfiria aguda.(Griastein y col., 1945: MCSviney y col. 1950: Grinstein
'55).

Cuandose trabaja con extractos crudos y en anaerobiosis, el PBGse
'ansformo.enzimáticamente a Urógeno III, como ha sido demostrado en prepa
lciones¿e harias fuentes, incluyendo bacterias, algas, plantas superiores
glóbulos rojos de aves y humanos (Bogorad y Granick, 1953; Palk y col.,
’56:Rimington y Booij, 1957; Lascelles, 1957. Lockwood y Rimington’; 1957:
>gorad,1958 1958 b: Granick y Mauzerall, 1958 a: Heath y Hoare, 1959:
(kwoody Benson, 1966; Cornford, 1964; Levin y Coleman, 1967; Stevens y
1.1968: Sanco ich y col. 1969 a; Llambias y Batlle, 1971).

Sobrelos detalles de esta transformación se han hecho interesantes
tudios que contribuyeron a aclarar en parte cómotranscurre, pero aún queda
,stantepor investiaar.

En 1953, Bogorad y Granick trabajando con una preparación de Chlorella,
oervaron que ésta era capaz de formar Uróoeno III a partir de PBG, pero
eronque cuando el sistema eniimático se calentaba previamente a 60°C,
lo se formaba Usógeno I. Esto hizo suponer, que en esta transformación,
tarian posiblemente implicadas dos enzimas con distintas susceptibilidad
1aacción “el calor. Esta teori', fué confirmada lueqo con distintos ex
actos enzimáticos, nue al someterlos al mismoproceso, presentaban un com
rtamiento similar.(Rimin_aton v Booii, 1957’ Boqorad 19?”?c' Granick " Mau
rall, 1958 a: Hoare y Heath, 1059' Heath y Hoare, 1959: Lockwood y Benson,
60, corní’or'.‘.,1964: Sancovich y col., 1969 a, Llambias y Batlle, 1971 a,
71 b).

Añosmás tarde, Bogorad (1958 a), logró aislar y purificar por primera
z de extractos acuoses de polvo asetónico de hojas de eSpinaca, una enzima
e convertir. e? PBGen Uróaeno I, a la que denominó Uroporfirinóoeno I-sin
tasa. La segunda enzima fué aislada también por Bocvorad(1958 b), de un
hracto acuoso de germen de trigo. Se vió que efectivamente era sensible al
Lery que no tenia capacidad para transformar al 1“BGcuando se incubaba
Lacen este sustrato: en cambio, cuande se incuhaba con la Urógeno I sinte
say PBG,pro 'ucia Urógeno III. Resultados similares se obtuvieron con
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>heroidcs (Heath 'r Hoare, 1959 a).

El sistema.enzimátiro que cataliza la formación de Uró-r-enoIII, se con
‘6entonces constituido por dos enzimas, y se lo denominó " Porfobilino
ia" (PBG-asa)o complejo "Porfobilinógeno Deaminasa- Uroporfirinóqeno III
¡tetaszï' o mós simplemente complejo "Deaminasa-Isomerasa"(D-I).

Lafracción enzimática relativamente estable al calor se la denominó
'obilinógeno Deaminasa" (FBG-D) , "Uroporf‘irinóceno 1' sintetasa" o sim
‘nte"Dca'ninasa", y a la termolábil se la denominó 'WJropor-firinóoeno Iso
a", = roporfirinóceno III cosintetasa", o simplemente "Isomerasa". Como
jo, esta última sola, no tiene acción sobre el PBGni sobre el Uróaeno I
1 seria. actuar con el PBGy un polipirrol preformado por acción de la
(Bogorad1958 b) o por acción del complejo total sobre el °BG (Sanco

y col. 1969, Llambias y Batlle, 197o a, 1971 a).

LaPBG-asaes una enzima soluble y se la ha purificado de eritrocitos
llo (Loch-¡00dy Riminqton, 195€. Granick y Mauzerall, 1958 a: Lockvood
son, 1960: Llambias y Batlle, 1971 b), de reticulocitos de conejo
ick y lfauzeralla, 1958 a), de eritrocitos inmaduros en un caso de eri
astosiS'=hwnana(Granick y Mauzerall,l958 a), de eritrocitos humanos
Peri, 1964-), de higado dc vaca (Sancovich y ccl. 1969 a), de callos de
1a de soya (Llambías y Batlle, 1971 a).

LaPSG-¡[ISRes una enzima sulfhidrilica y es activa tanto en aerobiosis
anaerobiosis (Cornford, 1964: Lockwood y Benson, 1961. Granick y Mauze
1958a: Sancovich y col. 1969; Llambías y Batlle, 1971 a, b).

Loadatos r'inéticos varian bastante con h fuente" de aislación de la en
La PSG-asa de hi gado vacuno (Sancovich y col 1969 b), se comporta como
nzimaalostérica, la aislada y pirificada de eritrocitos de pollo por
[as y Batlle (1971 b) presenta también una cinética sigmoidea, resulta
1edifieren con los hallados por Lockwoody Benson (1960) , para la en
ie la mismafuente.

insayosrealizados con distintos cationes, han indicado que el Na+ y el
¡ctivan la ÏV‘BG-asa,aumentando 1a formación de Urógeno III (Cornford
Llambias y ccl. 1971 a, Sancovich y col. 1969 a). El NH en cambio, tie
vpiedat'aesinhibitorias (Cornfod, 1964; Llambias y Batlle, 1971 a; Sanco
vcol. 1969 a).

alwo e: cl caso de la PBG-asapurificada de semillas de soya y de eri
bs ¿e pollo (Llambías y Batlle, 1971 a: b), el sistema purificado se
tó en los demás casos comouna única entidad proteica a1 tratar de se
o por electroforesis en gel de almidón o de poliacrilamida: por lo que
irió que podría tratarse de un complejo proteico (Granick y Mauzerall,
J LockwooJy Benson, 1960), que estaria formado por dos c más subunida—
n dos actividades enzimáticas (Sancovich y col. 1969 a) y que existiría
ellas una fuerte interacción.
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Pese a que Lockwoody Benson (1960), trabajando con eritrocitos de aves
pudieronseparar la Deaminasa de la Isomerasa, ambas actividades han sido

paradas en muchos casos.

Enefecto, como ya se mencionó, Bogorad aisló la Deaminasa de hojas de
07“¡inaca(1,» y la isomerasa de germen de trigc (1958 b).

Estas enzimasluego fueron aisladas y estudiadas de las siguientes fuen
s, loqránr'oseen algunos casos una purificación parcial; de B. sghercides
eathy Hoere, 1959: HÁare y Heath, 19F8: 19:9), de eritrocitos humanos
:evensy col. 1968) , de bazo de ratones anémícos por tratamiento con fenil
kazina (Lexin y Cdeman, 1967): de higado de vaca (Sancovich y col. 1969 a),
germen¿te trigo (Stevens y Frydman, 1968: Prydman y Frydman, 1970), de
Llosde semillas de soya (Llambias y Batlle, 1970 a), de eritrocitos de
.1n (Llambiaz. y Batlle, 1971 b).

Laprimera etapa, en la transformación del PRG, se llevaria a cabo por
:iónde lo. Deaminasa. Esta enzima, soluble y de naturaleza sulfhidrilica,
caracteriza r:omoya se mencionó, por ser moderadamente estable al calor,
¡piedadutilizada en muchos casos para senararla de la ISOmerasa '
rorady Grzmick, 1953: Riminston y Boeij, 1957: Granick y Mauzerall,
LSa; Bogorar' 1958 a: Hoare y Heath, 1959: Lockwood y Benson, 1960: Levin
Ialeman,1°67j Sanc'wich y col. 1969 a: Llambias y Batlle, 1971 a, 1971 b).

La Derminasa, es especifica para el PBGy ninguno de los análogos de
:epirrol, actúa. como sustrato (Frydman y col. 1967: Stevens y col. 1969;
‘penter3-Srzott, 1961) Bogorad,1957) , Dor el contrario algunos de ellos se
¡portancomoinhibidores (Carpenter y Scott, 1959: 1961: Bogorad, 1963).
ausencia de Isomerasa, 1a Deaminasa cataliza la formación del Urógeno I.

Lacinética. de esta enzima, indicó en casi todos los casos, salvo para
aislada dc callos de semilla de soya (Llambias y Batlle, 1970 b; 1971 b),
ccmportcmiento"Michaeliano".

Es inhibida por metales pesados y por iones amonio e hidroxilamina
gorad, 1938 a ; Frydnan y Frydman 1970; Sancovich y col., 1969: Llambias
atlle, 1973.a).

Enla biosintesis del Ürógeno I, se ha sugerido la intervención de un
ílnledipirrol o tripirrtll intermediario (Bogorad y Gre-nick, 1953: Falk
.1. 1953: L’lusec y Bogorud, 1970; Llamiias y Batlle, 1970 a; 1971 b\.

La "Isomerasa" como se toncienó, es la segunda enzima involucrda en
conversión del PSGa Urógeno III y ha sido aislada y purificada de varias
rtes.

Adiferencia de 1a "Deaminasa", es termolábil. Su actividad es protegi
de 1a inñctiïación por 1a presencia del PSG (Stevens y Frydman, 196‘3:
vensy col. 1960,: Llambias y Batlle, 1971 b: Sancovich y col. a publicar)
e sus análogos. Se vió además, que la PRG-Dtiene un efecto similar sobre
a enzima (Stevens y col. 1968, Sancovich y col. 1969 a). Por otra parte
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inhibida.por el ión amonio e hidroxilamina (Bogorad, 1958 b: Stevens y
ydman,1963: Sancovich y col. 1969 a: Llambias y Batlle, 15'71 a).

Conoya se mencionó anteriormente, en animales salvo en condiciones
tológicas, sólo se encuentran en pequeñas :antidades porfirinas de la se
e I. Deaqui,que uno de les problemas más grandes en entender la conden
cióndel 133?z‘.Uróguno III es visualizar como, a partir de cuatro unidades
lmonopirrol PBG,pueden formarse porfirinas del tipo esimétrico III, cua;
el producto :‘Ieuna polimerización lineal seguido de una. ciclación seria,
tipo simétrico I.

Luego'.e numerosos estudios, realizados sobre esta transformación enzi
tica, el problema no ha sido resuelto. Comoproducto de una serie de ana
;ias químicas 3' de estudios sobre la condensación enzimática del DBG
aorfirinas, han surgido una serie de hipótesis para explicar el mecanismo
esta reacción de condensación.

Margoliash.(1961) ha dividido estas hipótesis en cuatro grupos:
Hipótesisbasadas en la formación de intermediarios de estructuras pórril
:anosramifierfias.
Hipótesisque implican derivados oxidados distintos de los polipirrilme
los.

Hipótesis que involucran reacciones de intercambio o de condensación de
Limerc's lineales.
Hipótesisque involucran la migración intramolecular de cadenas laterales

Recientemente, Llambias (1971) ha hecho una interesante recopilación de
los los mecanismospropuestos y postula uno basado en los resultados ex
?imentalesobtenidos en cultivos de callos de semilla de soya (Llambias y
:lle, 197].b) y por otros autores en distintas fuentes.

‘macióndel Copróqeno III. Uroporfirinógeno Decarboxilasa

Lapróxima etapa en la biosintesis del Hemo,involucra. la descarboxila
inde las cuatro cadenas de ácido acético del Uróqeno III, a cuatro grupo"
:ilos, para formar el Coprógeno III con sólo cuatro grupos carboxilos.

Se ha :ïeterminado, que esta descarboxilación ocurre en etapas y durante
transcurso se liberan productos intermedios de 7, 6 y 5 grupos carboxilos
,qorad, lï‘Ïñ; 1958 a: b: Mauzerall y Granick, 1959 a: Hoare y Heath, 1958,
¡9; Corní-‘or'i, 1964).

Esto me confirmado en nuestro laboratorio por Batlle y Grinstein (1964)
DOI‘San '_»'::rt1n de Viale y Grinstein (1968).

El sistema enzimáttco que lleva a cabo esta reacción, ha sido estudi“1o
extractos ¿ieplantas, animales y bacterias fotosíntéticas, y pese a que
varios casos ha sido aislado y parcialmente purificado, aún no se ha de
minadosi la descarboxilación es realizada por una única enzima o existen
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¡finasdistintas para cada etapa.

Comoya se ha mencionado, los verdaderos intermediarios en la síntesis
llkmo son los porfirinógenos y no las porfirinas (Cookson y Rimington,
543Nevey col. 1956; Bogorad, 1958 a: 1958 b: Mauzerall y Granick, 1958 a7
ae y Heath, 1958; 1959), por lo que el verdadero sustrato de esta reacción
d.Uró:cno III.

Enefecto, Batlle y Grinstein (1962), demostraron que la enzima es actíla
losobre el porfirínógeno completamente reducido. No es capaz de descarboxi
ral ALA,ni al PBG, ni a la URO,pero si a los cuatro isómeros del Uróge
, auque con distintas velocidades de transformación; isómero III;> IVJ>
>II> I (E'auzerall y Granick, 1958 a).

LaFracción enzimática Que interviene en esta transformación, la "Uro
rfhúnówenoPecarboxilasa" (Decarboxilasa) 6 "Porfirinógeno carboxiliasa"
sidoaislada y purificada de reticulocitos de conejo ([auzerall y Granick

Wa;Bogorad, 1962): de eritrocitos de pollo (Urata y Kimura, 1960: Tomio
le97okdeeritrocitos humanos(Cornford, 1964): de bazo de ratón (Romeo
fin, 1971); de R. spheroides (Hoare y Heath, 1959}.

La "Decarboxilasa", normalmente se la encuetra en citoplasma y trabaja
anaerobiosis, sobre todo cuando se la purifica (Bogorad, 1958 c: Mauzerall

hanick, 1958 a: Hoare y Heath, 1959: Tomio y col., 1970), aunque también
activa en aerobiosis (Neve y col. 1958: Batlle y Grinstein, 1962, 1964:
nMartin de Yiale y Grinstein, 1968).

Es una enzima sensible al calor y se inhibe por calentamiento (Tomio y
L.,19707 Romeoy Levin, 1971). Se comporta comouna típica enzima sulfhi
nica y se inactiva en ausencia de glutation reducido (Eauzerall y Granick,
m a), ó ¡inercaptopropanol (Hoare y Heath, 1959). La cisteina, cuando se
utiliza en igual concentración que los reactivos anteriores, disminuye la
fividad de la enzima purificada de eritrocitos de pollo (Tomioy col. 197”).
miénse profluce inhibición por metales pesados, por iodoacetanida, p-clo
mrcuribenzsato y por DTNB(Mauzerall y Granick, 1958 a: Hoare y Heath,
S9;Romeoy Levin, 1971). El Na+ inhibe la Decarboxilasa de eritrocitos de
le (Tomioy col. 1970), y 1a de eritrocitos humanos, Cornford (1964).

Se h: obser"ado, con la enzima aislada de varias fuentes (Falky"col.,
B: Heath y Hoare, 1959: Hoare y Heath, 1959: Urata v Kimura, 1960), el re
miliento ¿e un cofactor termostable de bajo PM.Estos factores ultrafil
bles, capaces de activar la formación de Copro, fueron encontrados en cé
as de R. s heroides , en eritroeitos de pollo, en levadura de panaderia e
ado de cerdo por Hoare y Heath (1959) y Urata y Kimurn (1960), en eritro
35 de pollo encontraron un factor semejante.

Estudian'o el efecto de las sales de sodio sobre esta enzima, se vió que
:fosfatos y los cloruros inhiben parcialmente la Decarboxilasa aislada de
trocitos humanos(Cornford, 1964). Resultados similares se obtuvieron con
enzimade eritrocitos de pollo (Tomio ycol. 1970), observándose en este
o comoen el anterior, una acumulación de porfirina heptacarboxilica.
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Cuan"olas porfirinas de 7-, 6- v 5- grupos carhoxilos se reducen a
[Srespeczti 'os porfirinógenos y se incuban con la enzima, se observó due
rprodujo "cs;::rboxilación, comportamiento que corrcboró que los grupos
¡rboxilosse yan eliminando de a uno por vez (Batlle v Grinstcin, 1962:
'64:San1.:.rtín de Viale, 1968). Queda aún por aclarar en qué orien se Dro
Lcela "ac-scrrïroxilación de las cadenas de ácido acético y si realmente exis
¿unorden pre-fijado, así como si es necesaria más de una. enzima.

Respc:to r. ésto último, estudios recientes sobre la "Decarboxilasa" ais
¡day purifica'e. de eritrocitos de pollo, indican que se trataría de una
ica protein-"i,posiblemente con dos sitios catalíticos diferentes (Tomio
col. 197d).

mación "e Protoporfirina IX. Coprogenasa

La con crsión del Coprór'eno III a Proto IX, es un proceso complejo v
siblementerepresente una de las etapas menosconocidas en la biosíntesis
1 Hemo.En este paso se produce la descarboxilación y oxidación de las
denasdel 3"..i'Ïo propiónico de las posiciones 2 y 4 del Coprógeno III, pa
dar ios grupos vinilos y la oxidación del porfirinóqeno a su respectiva

rfirina.

Laenzimaque cataliza estas reacciones parece ser mitocondrial. En e
cto, Drescl (1955) Dresel y Falk,(1956), trabajando con sobrenadante de
lulas, lilre ('e partículas, proveniente de hemnlizados de ave, observó quir
partir "-e:7.2-, sólo se formaha Copróqeno, mientras que la. hipsíntesis era
mpletay se formaba proto cuando se utilizaba el hemolizado completo. Ex
rimentossimilares, realizados por 1Gooijy Rimington (1957), indicaron rue
este proucso era necesaria la mitocondria intacta (Rimington, 1959).

Loque no se sabe aún, es cuántas enzimas están involucradas en la trang
mación del Coprógeno III a Proto. De acuerdo a las resultados deBatlle
:ol. (195-3), aparentemente una sola enzima es la responsable de la desca};
xilación oxidativa de los dos restos propiónico del Coprógeno III. En
anto a l“. o::i lación del porfirinór'eno a porfirina, posiblemente ésta ocu
a a partir ¡el .“rotóceno, pues es más susceptible a autooxidación que el
prógeno (21*:121ick,1955). Aún se desconoce si se produce espontáneamente,
es catalizar'a por la mismaenzima que realiza la descarfzoxilación oxida
vaApor un: segunda enzima. Experiencias realizadas por Sano y Granick
961), irn prudvas de que se trataría de una reacción enzimática.

La frZ‘.':’;íÓZ‘1enzimática, que catalizn la descarboxilacióp oxidativa,
"mada "(joaroporfirinóaeno oxidasa", "Copreporfirinógeno oxido-decaroo
Lasa","Coproporfirinogenasa' (CPG-asa) o simplemente "Coprngenasa", fué
terminadapor primera vez, en preparaciones de "Euglena graCilis (Granick
(auzerall, 1‘ 58 b) y hemolizados de eritrocitos de ave (Granick y Mauze
L1, 1958 ;).

Se estu'ió luego un una gran variedad de tejidos de mamíferos y se ob
*v6que est5._1‘esente en alta concentración en hígado, médula e intestino

s
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dgamnSano y Granick (1961), sugieren que en hígado estaría unida a 1a
tocmrhir.por puentes disulfuros y pudieron salubilizarla par tratamientá
mti371icrkt¿.'

Esta enzim: ha sido aislada y salubilizada de Chlarella (Granick, ICÉÉ),
¡rmathmi(Hori y San“, 1960), de levadura (Mikaye y Sugimura, 1968), de
Spherciïes (Tait, 1969: 1970), de Pseudamanas fluorescens, Pseudomonas

niuüfícans. 3. cwii (¿acubs y c31., 197o), de hojas de tabaco (Hsu y Miller
70),de hígaï: vacuna (San), 1958: Sana y Granick, 1961; Prrra y Falk, 1964)
delúqañs ¿e rata (Rimingtan y Tavth, 1961: Batlle y C'l. 1965).

LaCvpro enasa presente en mitocondria de higado de teca (Sano y Granick,
51),fué purificada 20 veces, solubilizandola en tioglicolato y posterior
edpitmfión con sulfato de amonio, Batlle y col. (1965), la purificaron de
9amde ratï unas 60 veces obteniendo una preparación electroforéticamente
nogénea, con un PM de 80.000.

Se h: obser"ado que la enzima de estas fuentes tiene un requerimiento a5
hno de oxigeno y no utiliza otro aceptor de electrones (Sano y Granick,
SlzBatlle y col. 1965: Jacobs y col. 1970), También es requerido un agen
reductor, generalmente tioqlicolato para proteger el Coprógenoque recién
smús de la oxidación de los dos reshs propiónicos de los anillos A y B a
úlos, se oxióaria a Proto (Sano y Granick, 1961).

Adiferenxia de la Decarboxilasa, esta enzima es altamente especifica
raCoprñjena III y nc utiliza comosustrato el isómero I (Granick y Mauze
L1,1958 5; 1958 c: Sano y Sranick, 1961: Batlle y col. 1965).

Nose ha encontrado requerimientos de grupos prostéticos para la enzima.
¡embargo,su actividad se inhihíó por o-fenantrolina twi4‘-dipiridilo,
nue no por metales; la inhibición Fué revertida por diálisis. Estos resul
bs,sugiurcn la presencia ds un metal unido a la enzima, cosa que aún no
Ecomproïñ‘a(Batlle y col., 1965).

Por otra parte, la reacción no fué inhibida por cianuro, iodoacetamida,
útrofenol, ni EDTA: tampoco fué estimulada por CoA y ATP (Granick y Mauze
1, 1958 3).

ALa enzima, no demostró requerimientos por ningún co:nctor (Rimington'ya
mh,1961: Porra.y Falk, 1964: Batlle y col. 1965).

Comoy: se mencionó, la Coprogenasa catalizaria 1a decarboxilación y
dación ¿el Coprógeno III, pero aún no se ha dilucidado el mecanismo por
quese realiza este trabajo.

El hall zgo, en 19531 de que un cultivo de una mutante de Chlorella,
mulafiaÏemhto IX - mono hiArOYietíl-monovinil r1euteroporfírina IX (Gra
k‘¡3090?15, 19:3) sugirió cue estos dos compuestos, podrian Ser inter
iarios en le ronversión ael CooróoenoIII a Droto, sienflo necesario nara
e proceso, un mecanismo similar al ¿e la oxidación ¿e áciaos arasos (BOGO
, 1960).
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Sin embargo, una serie de hechos demostraron que esta teoria era in
omecta.ïxs células de Chlorella que catalizan 1a Formaciónde Proto, a
arfimie P31, son incapaces de utilizar el hematonorfirinógeno IK, oel
ondüdroxictil-monovinil deuteroporfirinóceno IX? además, la hidroxilamina
asemicarbaziiñ y el cianuro , como se mencionó anes. no inhiHen la reac
ión,10 que in icaria que la oxidación no involucra un intermediario que
mnengatr grupo carbonilo,(Granick v Mauzerall, 105” b: Sano y Granick,
961‘.

Otro mesinismoposible para esta reacción, implicaría 1a formación de;
a2-4 dicurilico-deutcrOWorPirina IX o de su hexahidroderivado (Separatore
Mauzerall, 1260; Sano y Granick, 1561, Rimington y Tooth, IBI). pero se

ió,que ni éste compuesto sintetizado quimicamcntc, ni su derivado reduci
o,sirren comosustratos de la "Coprogenasa" (Sano y Granick, 1961: Batlle
coll, 196Ï).

Batlle y col. (1965), sugiriron que el isómero cis del 2-4-diacrilico
euünoporfirinóeno IX es inestable, y adehás dificil de sintetizar,
aúfiaser en realidad el intermediario biológico. Esto fue en parte corro
nado, por la inhibición producida por el maleato (de estructura cis) y
¡por el fumarato, (estructura trans).

Otra hipótesis, una de las más interesantes, pues estaria de acuerdo
Mila participación del oxígeno molecular, implica la formación de un 2-4
is(3-hiiro:ipropiónico) deuteroporfirinóqeno IX, comointermtdiario (Ba
fle y col., 1965; Sano, 19€6).

Sano,(1966) sintetizó esta sustancia y comprobóque una mezcla de los
mmerosde la misma, era utilizada en parte comosustrato por una prepara
Mnmitoconñrial de la enzima. Esto confirmó la itervención de este com
msto comointermediario.

En baSe a estos resultados, Batlle y col. (1966), y Sano (1966), han
opuesto iniependientemente un esquema, para la biosintesis de Proto IX
partir de Coprógeno III.

rmación fiel demo. Ferroquelatasa

Pese a que el hierro puede incorporarse a las porfirinas químicamente
eikel y col, 1358, Granick y Mauzerall, 1961), existen una serie de hechos
e demuestran que "in vivo", la última etapa de la biosíntcsis del Hemo,
decir, la inserción del metal en la Proto, se produce enzimáticamentc

banick, 1954 b: Goldberg v col. 1957! Minakami v col. 1958' Grinstein
col. 1959: Klein, 1959: Goldberg, 1959: Wishida y Labbe, 1959: Labbe,
|59).

La enzima que cataliza esta reacción, denominada "HemosintetaSa" o
erroquelctasa", es una enzima particulafia y'ee la ha encontrado en mito
mdrias de células animales, en cloroplastos de vegetales superiores y
lcromatóforos r‘uebacterias fotosíntéticns (Lascelles, 1964). Generalmente
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halla firmementeunida a la pared de estas estructuras celulares, pero se
edesoluï.>i?.izarmediante el empleo de detergentes (Krueger y col. 1956:
nakami,1958; Labbe, 1959: Labbe y Hubbard, 1960) o por r'iSDersión mecáni
(Sehuartz " col. 1959 a; b).1

ComoSe -"ijo su presencia se ha demostrado en una gran variedad de teji-n
s y organismos. Se la ha estudiado en higado de ratas (L’inakami y col. 1958;
nakami,15‘53, Nishim G. y Labbe, 1959: Labbe y Hubbard, 1960: 1.061), er.
toconirias ¿e este mismo órgano (Jones, 1968 a: Jones y Jones, 1968}, en
toconirins de higado de cerdo (Porra y Jones, 1963), en eritrocitos de po
o (Schmrtz ;r col. 1959, 1959 a, 1959 b, Granick 1954), en eritrocitos de
to (Krueger y 12:01.1956: Klein, 1959; Ohyama y col. 1961), en mitoconfiria
levadura (Labbe y col. 1968),en cleropl astos de hojas (le esninaca (Jones

57:Jones, 1963 b), en hojas de habas y avena (Porra y Lascelles, 1968), en
amatóforos¿e bacterias fotosíntéticas (Yoshikawa y Yoneyama, 1964: —
zanowska.y col. 1966), y en R. spheroides, donde se han encontrado una
rroquelatasa soluhle y una particular‘a (Jones v Jones, 1970)

Estu’ioe realizaóos sobre los posibles sustratos de esta enzima, dew-¡os
e‘ronqielos porfirinógenos v 115 porfiriuas oarcialmente reducidas son
tapices rie incorporar el hierro en su molécula (Lahbe 1-csol. l963' "orra
Tones,1963). Esto confirma lo demostrado anteriormente por Granick, 19‘54‘I'
ikel arcol. 195°) cuando proponen e la Proto como precursor del Hemo.

Respectoa la especificidad de la enzima, se vió que .es relativamrnte
especifica en (-uanto al requerimiento de oorfirinas. La.enzima ohtenir‘a
eritrocitos ¿e pato (Ohvama-y col. 196-1), es capaz de incorporar Fe++ en
¡teroporí-‘irina, mesoporfix-ina y hemAtoporI-‘irina. Resultados semejantes, se
tuvieron :sonenzimas de otras fuentes (Lnbbe y col. 19637 Porra y Jones,
53: YOhCFTJ'fl".y col. 1961). Como se vé, pareciera que sólo las óorfirinas
ndos grupos earboxilos libre, son activas comosustrato, pues sus ésteres
tilicos no lo son (Yoneyamay col. 1962: Porra y Jones, 1963).

Encuento a los requerimientos por el metal, el sistïtma enzimático se
astra más especifico. habbo y Hubbard (1961), atribuyen ésto al hecho que
r1vivo", 1:: enzima se encuentra frente a una sola porfirina, Proto, mien
is que por". formar Hemo,debe seleccionar al ión ferroso, entre una serie
iones metálicos.

Se ha supuesto que la enzima se une a la Proto y a]. metal por dos sitios
Perentes (:Tishida y zabbe, 1959).

La "Ferroquelatasa" solubilizada de higado de rata (Labbe y Hubbard,
Sl), es ¿tati-nda por agentes reductores y presenta propiedades de una en
nasulfhir‘rilica. Est.) ocurre tambián con la enzima .islada de las demás
antesencontrándose evidencias (le que tiene grupos -SH presentes, requeri
spara su acti" idad (Labbe y Hubbard, 1969; Porra y col. 1967) , que posible
1te se o::ic'.en -S-S—en presencia del aire. En efecto, se ha observado
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todos los -’;-".SOSque la enzima es sensiblr a1 aire, razón por la cual se
debede proteger con agentes reductores, los que son necesarios además,

ra mantener:1 hierro en su estado ferroso (Porra y Jones, 1963: Porra
col. 1967).

Tait (7.963), señala que trabajando con cromatóforos de bacterias Foto
ntéticas 1' mitocondrias de higado (Mazanowska y col. 1966: Yesikawa y
neyama,196-1), se observó que los lípidos podrian estar involucrados en
incorporacióndel metal a la Proto. En efecto, ellos ‘rieron que el éter

másaún-un: emulsión de agua-éter estimulaba 1a formación de Homo, en los
diospor ellos estudiados, pero no afectaba 1a reacción "no-enzimática.

Propueieron entonces, que este solvente orgánico poc’vria.actuar acti
ndola enzima(le caracteristicas lips-prateicas, o exponiendo la enzima
los cromatóforos y mitocondri as.

Sin embargo,con los resultados obtenidos, no se pueden aclarar el rol
los lipiïos en esta reacción.

Otro hecho interesante, pero que también se halla en discusión, es 1a
tivación ¿e 17.Ferroquelatasa por 1a globina encontrada por Ericksen,(l955)
h-¿artzy col.(1959)s y Gibson(l964). 8.a embargo, Yoneynmay col. (1963),
r su parte, afirman que 1a globina inhibe la formación de Hemo, habiéndose
servadoen su presencia, "in vitro", 1a formación de mioglobina y hemo
obina,a partir de hierro y.Proto.
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Estuvïiostendientes a demostrar la intervención del ALAen la formación

iemo,comprobaronefectivamente que este ácido aminocetóníco era precu.

ie tot‘os los átomos de carbono "e la Protoporfirina IÏ‘Z.

Enlos estulïios del metabolismo de las porfirinas, es por otra parte de
c a 1 ' '

ut111uad el empleo del compuesto radioactivo ALA4 rC.

Eneste rubajo se propuso desarrollar un método práctico, accesible y
. . . . 14

.menterepro‘vuc1ble de sinte51s quimica del ALA4 C.

S'eproponeasimismo aislar y purificar una fracción enzimáticamente

'a para 1:. conversión del ALAa PBG. La enzima, capaz :ïe llevar a cabo

transformación denominada delta aminolevúlico dehidrasa, está ampliamc

stribuifc. en la naturaleza.

E1mati-fo "aela utilización de hígado vacuno como fuente apropiada par

tención Íc esta enzima, resi’ae en el hecho de que este órgano, además "

ejiáos homo-.topoyéticoses una de las fuentes más ricas en las enzimas

ucra:‘-.:tsen la biosíntesis del Hemo,especialmente en ¿elta aminolevfi”

rasa.

Una¡cz aislada la fracción delta aminolevúlico dehil‘rasa sobre la erF‘ma

ÍCEC'R,se llevarán a cabo estutlios de sus propiedades físicas y químicas,

rticv‘n'o se prevé un estudio que permita dilucidar el rol de esta er."....-,

la mutación de la bicsíntesis del Hemo.
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ARTE EXPERI'. ENTAL :

ateri ales :

4 . CNK:proveniente de NewEngland Nuclear Corporation.

'Xctivihfi específica: 28,9 mC/mM

a: proveniente de Sigma Chemical Co (U.S.A.),0 obtenido según el método

e Mitta, Ferramola, Sancovich y Grinstein (1967).

14 . . . .LAC: Sintetizado en los laboratorios de Moléculas Marcadas de la Comisión

¡cional "-.eEnergia Atómica, de acuerdo al método de Mitta, Ferramola, Saz;

JViChy Grinstein (1967). El procedimiento se detalla en Resulta’bs, I Par

}giobteni"os "veorinas provenientes de pacientes con porfiria aguda, si

Iiendoe]. métoTo de Cookson y Rimington (1954) , o biosintetizado según el

Etodoie Sanco'ich, Ferramola, Batlle y Grinstein (1970).

Lgadovacuno: provisto por los laboratorios de Iffa-Estrella, Bs.As., pro

eniente :ïel animal recién faena'lo y mantenido hasta el momentodes; uso

angela‘lo .

:sinas de intercambio iónicoj se usaron las resinas Dowex,de intercamhio

Snicoáci:'o fuerte, en su forma ácida, provistas nor la DowChemical

’mPaHYa

229“coloída].o "hierro dializado": (aproxim. Fe203 5% provisto porJ

‘itish Drug'Houses Ltd. (Doole, Dorset).

el de fosfato r‘-ecalcio: preparado según el método de Keilin y Hartree (1951).

:1de hidroxiapatita-J preparado según la técnica Aescrípta en Dixon v

bb (1964.).

lohafiex:Se empleó el oroñucto proveniente "e Dharmar'ia (Uonsala, Sue'ia).

o Gel: se utilizó el producto proveniente de Bio Rad Laboratories

ichmond,California, U.S.A.).
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lealmidón:(vara electrnforesis): se utilizó el producto proveniente de

night,líedica] Research Laboratories (Toronto, Canadá).

le poliai'2r.i_lamida: se preparó según el método de Raymond y Weintraub

,).

ivos utilizadas en la determinación de grupos sulfhir‘lrilïïe

5,5'-.")itio.‘:)ii—(2-nitrebenzoico) D'I'NB,proveniente ¿e ¡.ldrich Chemical

a pureza se controló espectrofotamétricamente (Ellman, (1958).

treitol y r‘itioeritrol: proveniente de California Corporation for Bio
cal Researth.

I‘odoslos reactivos utilizados y no mencionados aqui, fueron de grado

tico, provenientesde distintas fuentes comerciales.
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,araciónde los intg‘mediarios usados en 1a síntesis del clorhidrato del AL/_\_

I”:
Diazometano:

Sepreparó según la técnica descripta por Vogel (1951)

Halona’code di-terbutilo

Sepreparó según 1a técnica in‘ícada en Organic erntheses (1953).

.Dirimdo sodado iel malo_r_1_atode dí-terbutilo:

Ala cantidad de malonato de di-terbutilo necesario, se adiciona el sodr'r

:oen muypequeños trcnos, se cubre con éter anhidro y se agita durante

mas; la aparición de un precipitado blanco indica la formación del produc

Lreacciónse dió por finalizada cuando no se observó más sodio metálico,

¡paracióndel éter en atmósfera inerte se expuso el derivado sodado rïel és.Ler.

eviamentese ensayó el uso de otros agentes salificantes comoel terbu'ti

sodioy el metilato de sodio, pero se obtuvieron rendimientos menores.

Ftalimida:

preparósegún 1a técnica descripta por Vogel (1951).

“¿mail ftal'imida—-—_L’sv -——»

un tubo cerrado a 1a llama se calentó a 100°C durante 1-2 horas 10 g,

imidacon 25 m1 de una solución acuosa al 10% de formaldehído. La digóly

la ft¿.1imidaocurrió en el tubo con bastante rapidez; en general se

óal cabo de media hora agitando de tanto en tanto.

egode erfriar se abrió y se fimdió la masa cristalina que se separó,

doel tubo abierto en un baño de maria hirviento y se concentró con

-17



uidadoel contenido del tubm La oximetil ftalimida asi obtenida se recrig

alízó de alcahol-tol'ueno (lll) y ñandifi a 146-148°C(S/literatura: de to

ueno, l41-l”.-2°C Sachs, 1898).

N-cl3ra meti]. ftalími'ia:

LaN-inmetil ftalimida obtenida se hizo reaccionar r‘urante dos horas,

n condiciones anhidras, a temperatura ambiente con un exceso de cloruro

e tionilc. L: mezcla se calent') durante 30 minutos en un baño de gliceri

a a 90-10’)°C,y cuando se Dro'ïujo la disolución total, la reacción se dió

or final'za":.. El exceso de reactivo se elimino por evaporación. El resi

uose tomé con benceno anhidro y se llevó a sequedad en vacio a presión

educida.Esta operación se repitió tres veces. La K-clor') metil ftalimida

ecrÍtalízaïa de talueno fundió a 133-134’C (S/bibliografia: de benceno,

32-133°c,Calvin y col., 1949).

I. Identificación y determinación de ALA:

para.“etectar la presenci= de ALA,se hicieron ensayos colorimétricos

ensibles, basa-¿iosen la formación del complejo coloreado que se forma en

re el reactivï de Ehrlich (PDAB)y el derivado pirrólic..- originado en una

¿acción¿e confiensación r1e1 tipo de Knorr (1886) , entre el ALf-y la acetil

:etona'. en 1a Formación de un comolejo de picrato alcalino del ¡LP (modi

Lcaci’mie los picratos de Jaffé, Hope-Seyler, 1886): o directamente en

Lcomplejo coloreado que forma la ninhicïrina con el AL"...

Todasestas reacciones, se ¡utilizaron en identificaciones cromatogra

.cas, asi comoen determinaciones cualitativas y cuantitativas.

1. Identificación cromatográfica del ALA:

Oromatoj'ráficamente e1 ALAse íf‘entif‘icó secrún iris técnicas, soHre

mel Whatnï‘nN° J en cava ñelqar‘a. En este úl timo casa, se usó Kieselnel

romosoporte ¿Fijo " nara la oreoaración de las alacas se siquiñ 1a técnica

:srripta en Truttun (1053).
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Cuandose trabaió con material radioacti-vo se hicieron autorradioqra

Has y ra'ïiotromatogramas.

Lascorri 'as cromatoqráficas se efectuaron según se indica a continua

ción:

a) Sol=‘ente Te desarrollos Fenol —P120(80:20 v/v). Cuando se hizo so

brepapel se "ejó correr durante 18 hs en forma ascendente y durante 20 las

enformar‘.es-:en.'ente. En capa delgada el tiempo de corri"a fué de 2 hs. Como

reveladorse usó una solución de ninhidrina al 0,2% de acetona (P/v). En

estas condiciones el ALAdá una coloración amarilla, que (:L‘nel tiempo pasa

arosada y finalmente a violeta con un Rf 0,59 sobre papel y 0,20 en capa

delgada .

b) Solvente de desarrollo: fase superior separada a 20°C, de una mezcla

deButanol-Smirïoacético- HZO(31,5:51155 en vol). Se corrió en forma as
cendentedurante 4 hs. en papel y 2 hs. en capa delgada. Comoen cl caso

anterior, se usó ninhidrina como revelador: el ALAse identifica por una

manchaamarilla con un RF = O 25 sobre papel O 29 en capa delgada.I Y 1 .

Eneste zas.) y en el anterior, en que se usó ninhidrina comorevelador

los cromat‘.gr:r.1:.sse fijaron con una solución de (N03)2 Cu en etanol al 1%,

a la que se agregaron 2 gotas de N03Hpara evitar q.1eel color se desvaneZCa
con el tiempo.

c) Solvcnto z’e desarrollo: Butanol-Aciño arét‘l’co-H2O (31"z : S: 15)“)
igualque en el ceso anterior, sólo que en éste se revelf) con una solución

de ácido pi-‘zrico saturada, luego con HONaSN y finalmente con ClN SN. El ALK

dáunacclor::::ión anaranjada rojiza (Shuster, 1956). Este método es muy sen

sible pera tiene el inconveniente de que por el tipo de reactivos usados en

1arevelarifin, el papel del cromatograma se quiebra con Facilidad. Esta reac

ciSnse utilizó a veces en placa de toquc, para localizar el ALI?en las puri

fícaciones por columna Dovex.

d) Sol ente ¿e desarrollo: Butanol- Ácido acético- ¡[20 (4:1:5 en vol).
Eneste caso se formó previamente el derivado pirrólico r7e1ALA, según se
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aen m1”eterminación cuanütativa. Tanto en papel comoen capa delgada

jócorrcr 2 hs., al cabo de las cuales se revel=ron los cromatogr=m*s

náflos can el Reactivo de Ehrlich (Mauzerall y Granick, 1956) prevarado

seindica luego en la determinación cuantitativa del ALL.En el lugar

seiïlla el ALAaparece una manchavioleta caracteristica del comple

nólico, con un Rf = 0,88 sobre papel y de 0,32 en capa delgada.

)Solïcnte de desarrollo: Etanol 95%—Acido Lcético l M- Piridína—azor

M323cn volumen). El tiempo de corrida fué de 3 hs. Luego, se colocó

matogera, ya sea en Dapel o en capa delgada a la ficción de los vapores

údinagrr etilacetona colocados en recioientes separaáos en la cuba

turacíán y manteniios a SO'C flurante 20 minutos.

++
mciénentonces, se reveló con el reactivo de Ehrlich con Hg (Urata

:k,1963) y comoen el caso anterior, el A A dió una coloración viola

:on un EF = 0,36.

k observóque la identificación cromatográfica del ¿ ¿ por su trans

fiónen el derivado pirrólico es menossensible que su identificación

xcomo:lorhiñrato.

n le ensayos de rutina, principalmente en los que se trató de locali

\L¿ y separarlo de la glicina se usó el método b: al revelar con

rina el ¿LL comose dijo da una coloración amarilla que se distinaue

tamente’e la glicina que da el color violeta característico de los

ciios con un Rf = 0,16.

uanñose quisieron conservar los cromatogramas en capa delgada por

tiempo se los fijó con una solución de "plexiqum" al 5%en tolueno

que la pelicula de Kieselgel G queda adherida a la placa de viñrio.

ermin: ión cualitativa y cuantitativa del AL”

a mayori" de las veces se realizó siguiendo el métoño de Mauzerall y

{(1956). Este se basa en la medición ¿e 1a absorbancia del complejo

adoque forma el ALA-pirrol con el reactivo de Ehrlich. por lo general
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usayo sc hizo sobre cl ALAeluido de la columna Dowex, con ClH, por

mfué necesario diluir previamente una alícuota del eluido con acetato

MioCySL, con lo que se llevó la solución al WHde la reacción. A 7 m1

mafilución se agregaron 0,2 ml de acetilacetona y sellevó a lO ml con

r de acetato 0,1 M aH 4,6. Se calentó durante lO minutos en un tubo ce

a Bañoïnría, nara transformar el ALAen el ¿eriraño pirrólico. Luego

friar, 2 ml de esta solución se trataron con un volumenigual ñel reac

(h Ehrlich. Este es inestable y debe usarse en el iia de su Wreñaración

mvosición es la siguiente: a l g de pDABdisueltos en 30 ml de ácido

co,se agregan 8 m1 ñe ácido perclórico al 70%y se llevan a 50 ml con

acético glacial. El cblor desarrolla totalmente a los 15 minutos con
. . 1 cm

ximO¿e abSOI‘banCia a 552 nm y un coeficiente de extinc1ón E 1 m“ 61.000.

Enalgunos casos, se usó el reactivo de Ehrlich con Hg++(Urata y Gra

1963)que es algo más sensible y evita las interferencias de gruños

Sucom;asición es la siguiente: 168 ml de ácido acético, 40 ml de ácido

bico al 73., 4 g de PDABrecristalizado y 0,7 g de Cl2Hg: la solución
tante se ïiluye a 220 ml.

fl dOSÍjC ie ALAse hizo también midiendo la abscrbancia del comvlejo

úado que éste forma con cl ácido áícrico, siguiendo la técnica descrifl—

‘Elliot (1960). Esta consiste :n tratar 2,5 ml de la solución de ALA

mente liluïda con 0,25 ml de solución de ácido aícrico saturada a

atura ambiente, enFriar luego el sistema a O'C y agregar 9,5 ml de

¡N. Se ¿eje a esta temweratura 6 minutos, al cabo ie los cuales se

m 1,75 ml ¿e ClH 4 N, se lleva a temoeratura ambiente y se lee a

h luego ¿e lO minutos.

Identificación y determinación de pBG

entifi ación cromatográfica del PBG

En algunos casos el PBGse identificó cromatoaráficamente segun los

s ¿e "estall (1Q52) y Mauzerall y Granick (1956) ligeramente modificaaos.
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Comosolvente de desarrollo se utilizó una mezcla de Butanol- Acido

Edco-H2J (4:1:5 en volúmenes). La corrida se llevó a cabo en oaoel
úmm1N°1, a temferatura ambiente, en forma ascendente, durante 7 hs.

reveladose efectuó_ vulverizando el vapel con reactivo de Ehrlich

unerall y Granick, 1956), obser"ándose en wresencia de PBGuna mancha

ada caracteristica del com’lejo que forma con el PDAB.En algunos casos

ramló cl :rcmatograma, colocándolo directamente a los "anores de ácido

tico durante lO minutos. Al exoonerlo luego a la luz ultravioleta, ana

e una fluorescencia roja, debida a Uro formada en el sitio donde corrió

PBG.

Detennigíción cuantitativa del PBG:

La estimación del DBGse hizo, midiendo nuevamente la absorbancia del

Ñejo que se forma entre el reactivo de Ehrlich y el mononirrol DBG.Da

ésto se hizo reaccionar un volumen de la muestra con igual volumen del

ctivo, se dejó desarrollar el color rosado característico y se leyó su

orbancia en un esóectrofotómetro Beckman DxU., Beckman D.B. o bien

nxSaectronic_20. El PBGwresente en la muestra se calculó anlicando

coeficientes de extinción característicos, determinados usando como

1dard?BGcristalino obtenidos de nacientes con oorfiria aguda, mediante

útodo ¿e Cookson y Rimington (1954) o bien biosintetizado según cl mé

Jde Sancovich y col. (1970).

Enun princi io las detrminaciones se hicieron usando el reactivo de

ich, prcgürado de acuerdo a la técnica de Mauzorall y Graniok (1956),

comoya se dijo es inestable y debe oreoararse en el dia. Se vió luego

la me¿i ión realizada de acuerdo a la técnica de Moore y Labbo (1964),

dtó más simple y vor lo tanto se usó como ensayo de rutina. En este ca

l reactivo se nredara disolviendo 2 g de DDABen 25 ml de ClH concentra

'se agregan luego 75 ml de ácido acético glacial. El color de la reac

.se desarrolla totalmente a los 8-9 minutos, y es estable dentro de los
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nutos -‘-cla. reacción con un máximo de 555 nm y un coeficiente de extin
1 cn . . . . .i ¡25.000vara el PBGobtenido biosmtéticamente. Este reactivo es
mH

le si sc mantiene en oscuridad y en fr“.

Autorr-zïi oarafi as—————"*———

'4 . . . . .
Enla síntesis de AU“ C, se usó este método como identificac1ón y CI‘l

dewreza del comvuesto radioactivo.

Latécnica consiste en colocar el cromatogramaya desarrollado ver) sin

ar, en contacto con una “elicula radiográfica, en oscuridad, durante un

a molonnido (10-15 dias), al cabo del cual se vrocede a revelar la "1a

Enlas -_.-e3.icu1asreveladas, aparecen manchas en las zonas radioactivas,

Rf se comyaran con los del compuesto en un cromatogrema duolicado y

adoseg-fuila. técnica usual.

adiocromatografias

30m0en c7. caso anterior, se wilizó este método cuando se trabajó con

'Lalradicactivo. La identificación del ALA,así comola determinación

wurezaraíioquimica y 1a medición de su ral-¡inactividad se efectuaron

10los cromatogramasva desarrollados vero sin revelar, flor un registra

: radio/:romatOrvramas automático.

¡1 agarnto utilizado (Radiochromatogram Scanner Packard Modelo 385,

lingila«'.iomete1-),verñitió además efectuar mediciones sobre los cromato

: desarrollados en cana delgada.

Ionesta técnica y efectuando siembras cuantitativas se rudieron efec
. . . . . . . . 14¡ediciones autOmáticas de la radioact1v1’ad esmecii‘icn del ALA C.

{edición¡e la Radioactividad

.as determinaciones de 1a radioactividad de los compuestos intermedios

lel 14Cen su sintesis se hicieron nor conteo a espesor infinito,

l tubo Gei-g-erMüller de ventana fina (tivo TG- 2, de Tracerlab) sobre

as j_)u;*i._':‘ic#'.dashasta actividad constante y convenientemente diluídas

.decuñrla actividad media a la de un standard.
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Lar:-.'.io:ctivid16 osvecifica del “roducto final Se fleterminó además,

unespectrómctro de ccntelleo liquido, Packard (Modelo 3365).

Para.1*.medición se utilizó como liquido de centelleo, una solución de

siguiente composición t PPO 1,25 g, PGPÓP12,5 mg, naftaleno 20 g en

25ml c'e tolueno, 96,25 ml de dioxano y 57¡5 m1 de etanol.

I. CromatOïrzfias en columna

) Columns ¡e intercambio ióniro

Para 1:. ¿urej‘aración de las columnas, asi como nara el tratamiento ore

de las resinas, se siguió la táctica indicada en Dowex,Ion Ixchange

54) .

Una"¡ezutilizadas las resinas se regeneraron, neutralizánñolas con una

e antes de ser embleadas nuevamente. Para esto el material se lavo Wri

3con .Testilada, desnués se trató con 2 volúmenes de HONa1,5 N

al que se :‘ejó toda una noche.

Se las”) luego con agua destilada hasta neutralidad y se llevó la re

aa su forms. ácida, agregándole l volumen de ClH 4 N luego 6 volúmenes

21H2 N y finalmente se lavó con agua destilada hasta neturalidad en el

Ido.

t Columnas ríe Celulosa:

Darr.1C.jjre'varación de las columnas, se utilizó celulosa en volvo

:many se siguió la técnica descriota en Heftmann (1961).

Unavez equilibrada la columna con el solwznte de desarrollo, la mues

se sembró agregándola a una vasta Wreviamente forma'la con celulosa en

'o y el solvente a1 que se añicionaron unas gotas de colorante “ara woñer

¡ctar el frente de la corrida.
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:) C_ol.1_1¿-.1.nas:‘ae Tamices Moleculares

La ;_>rc;r¿‘.rar:i6nde las columnas y el tratamiento arevio de los geles se

Leronríe :.:uerdo a las técnicas indicadas por Batlle y col. (1965).

¿terminación¿e Pesos Moleculares

Las ¿determinaciones realizadas con Sewhadex como.tamiz molecular, se

,eron según el método de Andrews (1964; 1965). Cuando se usó Bio- Gel se

¡ióel desarrollado flor Batlle (1966).

Para la estimación de los RM. las columnas de Seph-‘fiex G-75, G-lOO,

>0y Bio Gel P200 se calibraron con sacarosa, citocromo c, ovoalhúmina,

o albúmina,catalasa y ureasa. Para esto cada una de estas sustancias,

‘.M.conoci:'.o, se hizo correr en la columna vreviamente pre-Jarada midién

luego los reswectivos volúmenes de elución, los que se re’vresentaron en

ión del logaritmo del P.M. corresnoniiente. El gráfico obtenido de esta

a presentó una zona lineal que es el rango de P.M., para el cual resul

til el gel y se utilizó luego, nara determinar el KM. anroximado de

idos y otras macromoléculas. En el caso particular de las enzimas, este

do tiene 1:. ventaja de que no es necesaria una gran gturificación de las

as y sobre todo Wuedetrabajarse con oequeñas cantidades del material.

s determinaciones están afectadas de un error del 10%debido "rincirval—

e a errores en la medición de los volúmenes de elución, diferencias de

as entre las distintas vroteinas y diferencias de ñensi'ïad de las solu

es proteica-.5 .

II. Pgtcifzzinación de la actividad enzimática de la ALA-D

Para determinar la actividad enzimática se siguió el método descrioto

Sibson3' col (1955) , con algunas modificaciones.

Las incursiones se llevaron a cabo en vacio en tubos de Thunberg a

. La solutión enzimática, junto con el buffer de fosfatos 0,067 M, DH

rollml Ïc- cisteina 0,025 M en un volumen final de 2 m1, se Wreincubó

vara C’Jti'ftr la enzima. A1 cabo de este tiemvo se dejó caer del tubo
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maltbl m1 ¿e ALA0,05 M , WH6,8. La incubación se prosiguió por 1 hora

agüïción mecánica a 80-90 oscilaciones "or minuto. Luego de la incuba

lEl contenido de los tubos se agregó a 1 m1 de Pez-73coloidal y final

‘ese añaiió 0,1 m1 de solución saturada de sulfato de cobre. Los tubos
dossectitaron vigorosamente durante 15 seg. y el nrecipitado formado

eoarópor centrifugación. La cantidad de PBGenel sobrenadante, se

Núnópor el método ya descripto. Se vió que la adición de hierro coloi

no fué necesaria luego de 1a primera etava de ourificación y la deSWro—

izacióon entonces se hizo agreg ndo directamente la mezcla de incubación

tubode centrífuga conteniendo 0,1 ml de solución saturada de sulfato
obre. Se observó que en el orimer caso la recuneración del PBG, disminu

n20%, respecto a cuando sólo se agregó sulfato de cobre como agente

roteinizante.

idad enzimática

Se define como una unidad enzimática 1a cantida'1 de enzima due cata

la fonna ión de 1 nmol de °BG/bora, baño las condiciones standard esta

ldas. La ñütividadesoehifira, son las unidades de enzima nor mg de

eina.

Determinación de aroteinas

Las proteinas se determinaron dor dos métodos: nor cl de LoWryy vol.

Ü, y por c1 Warburg y Christian (1941).

Enel primer caso,laïconcentración vroteica se 509“ con el reactivo

nin Cioznlteau. La técnica consiste en agregar 0¡4 ml de la solución de
fina a 2 m1 de una solución compuesta por carbonato de sodio 2%, en

Miño de soflio 0,1 N y sulfato de cobre 0,5 Z en sal ¡e Segnette a1 1%
I

dación, 50:1(v/b).

Se mczcl: y se deja reaccionar a temoeratura ambiente durante 10 minutos.

mo de los cuales se agregan 0,2 m1de reactivo de Folin Ciocalteau
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diluidoal meïio con agua. Luego de 30 min. se lee la densidad óntica a

660nm.Comopatrón, nara 1a curva de calibración se usó sueroalbúmina bo

Villa.

Cuandosc trató de soluciones diluidas y con bajo contenido en ácido:

nucleicos,sc usó el método esvectrofotométrico de Warburg y Christian

(1941).pues cs más sencillo y dá resultados comáarables con el orimer mé

todo.Por este método la lectura de la absorbancia a 280 nm, que es una

medidadirect". de la/concentración 'vroteica, se descuenta. la lectura a 260

nmquees e]. error introducido '301‘1a absorbancia de los ácidos nucleico-p

Deacuerdoa 1a fórmula ñropuesta por los autores 1a concentración de oro

teínasen tu: solución estaria dada por:

I a 'Ï‘ v = ( . ._ ’\Lonc y ot (mg/m1) ¿,45 A280 0,74 A260) D

honde11280= absorbancia leída a 280 nm

A = absorbancia leida a 260 nm
260

b = dilución de la solución original

Este método, se utilizó de rutina en las determinaciones realizadas

enlas eluciones de columnas.

X.Ultrafiltrhción

Las .C-‘rñxzionesoroteicas, wrot'enientes de las column-is ¿e Seohadex

o Bio Gel, sc concentraron nor aresión reducida usanr‘o un turo "e Viskino,

. comoin'lica 1». técnica de wildv v C01 (1961).

El mé‘to1‘ consiste en Colocar la wroteina a concentrar en una amvolla

de decanta. :ión cuyo "éstaqo est" conectarlo a1 tuko ¿e 4i»"-‘-J.isis.Toño este

sistema se 4:07.06: en un kitasatos v vvor medio ¿e un tañón ‘e aom= se logr=

-A_un cierre hermético Wuñiénaose afilicar "'acío vor meñio "=cun? bom-Ha.L?

lucíónorotcic" r ultrafiltrar, se deja oasar al tubo de '7iá.1sis abrien"o

el robinete,- c1 vacio hace que el liquido ultrafiltre con los iones caoaccs

de atravesar la membrana, mientras que dentro del tubo, 17‘.solución se

va concentr-znf-o en oreteinas.
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Poreste método, no se modifica la com-aosición del buffer, es decir se

¿concentrar la Droteina manteniéndda en un buffer de molaridad y com-oo

migual h. la. del comienzo.

Electroforcsi_s_e_n_fi de almidón

Latécnica emnleada, se basa en la descrinta nor Boïmcn (l960)¡

Parapreparar el gel, el almidón se trató con buffer de m'olaridad igual

mitda'ï.Ícl buffer usado. como¡‘uente en la electroforesis y se calentó

Svensiónobtenida hasta obtener una masa viscosa; A esta mezcla, en

nte se le splicó vacio durante 60 seg. nara eliminar el aire disuelto

volcósobre una bandeja, se dejó enfriar a temperatura ambiente y se lo

zó a las 2 horas.

Lamuestra. se aplicó embebida en un sequeño trozo de papel Whatman

y se coloeó en una ranura practicada en la linea de siembra. Se colocó

la bandeja en la cuba electroforética y se dejó correr 4 horas a 35 'nA

abtener una buena. seoaración. Comot e%igo se usó albúmina teñida con

¡nte ¡“midoSchwartz. Terminada la corrida se se-mró 1:. capa sunerior

21m1un alambre fino, nara evitar la difusión de las fracciones. E1

¡dose hizo según la técnica de Smithies (19'55), con una solución de

Schwartz lO-B al 1% en una mezcla de met'anol " ací ‘o acético-agua

):50:‘cnvolumen ), en la que se sumerge el gel durante 30 seg. Luego

ra con lr. mismamezcla hasta que el gel queda cel este, las fracciones

.cas queden coloreadas de azul intenso.

Electroforesis en gel de poliacrilamida

So realizó de acuerdo a la técnica de Raymondy Weintraub (1959).

¡a proteina se corre en pequeñas columnas (0,8 cm r: 8 de gel, ore

.s pr 'ricmente con una solución gelificante, seg-(¡nin‘ïica el método,

e 4 horas (5 mApor tubo).

El rei-'ela-t’aose hace sumergicndo los geles en una solución de Amido
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vartzlO 3 al 0'25 %en ácido acético al 7%, durante 15 min. y nara eli
arel exceso de colorante s'e Lava renetidas veces con una solución de

io acético al 5%;

IV.Análisis :aor Ultracentrifugación4‘ _.

Sehicieron en una centrífuga analítica Soinco ModeloE, equinada con

sistema óptico. a 59.780 raptm. (260.000 x g).

Lasfotografias Se tomaron cada 8 min. En cada análisis se uso una

:entración enzimática de 6 mg/mll

’.Determinxióndignos sulfhidrilos

Se desaron, usando DTNBde acuerdo al al método de Ellman (1958, 1959).

grupos-—SHde la proteina reducen al reactivo, el que es ionizado a

lcalino, presentando un intenso color amarillo.

La absorbancia de este anión se leyó a 412 nm y se usó un coeficiente
.. -1 . . . .

xtinc1on molar de 13.600 moles cm ‘L Las determ1nac1ones se h1c1eron

’C. El DTNBreducido, se reoxida gradualmente con el tiempo nor lo que

grogó31311“.para evitar en fijarte este inconveniente. Las soluciones de

, se prepararon on cl momentocon buffer fosfato 0, H (pH 6,8).

Enalgunos casos se usó una modificación de este método, descrioto vor

erworthy col. (1967). Mediante esta técnica. que consiste en aislar

lsulfuro mixto, formado entre los gruoos sqlfhidrilos de la aroteína y

fido tionitrobenzoico (TNB-oroteina) de la mezcla de incubación, seguido

1osajedel tionitrofinilato unido a la proteina, se confirmaron los re

nos obtenidos por el primer método y se lograron salvar algunas limita

:s impuestas por el mismo.

En este caso lo qie se hizo Fué tratar la enzima, con un exceso molar de

de 10-23 "reces, y se siguió la reacción a 412 nm hasta que el valor de

se mantwfoconstante.
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Luego se pasó 1a muestra por una CClumnade Senhadex G-25 (medium),

equilibrar": y desarrollada con buffer de fosfato 0,1 MpH 7’5 , con lo que
la TMB-proteina se separS cuantitivamente del exceso de TDTNBy tíonitro

fcnílato libre, como se comorobó siguiendo la absorbancia a 280 nm y 412 nm.

Para separar la protina del tionitrofenilato en el complejo 'I'NB-wotei

na.se agregó vn agente reductor tal comoditiott‘eitol o Jitioeritrol en un

excesomoler ¿e 50-60 veces. El anión tionitrofenilato liberado se deter

ninóleyendo su absorbancia 412 nm (Ellman, 1959); La cantidad de tíonítrOfE

lilato libe: ado de la proteina se relacionó luego a la cantiead ¿e proteina

:embradaen la columna.

Para medir el rfirnero total de gruoos sulfhidrilos con DTNB,se agre

[6urea a la mezcla ¡le incubación y 1a lectura también se hizo a 25°C.
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jUI/I‘ADQfi

teI
_ 14mesis iel clorhidrato del ALA4 C

Comoya se Üiio, r1esñe 1053 (Sfiemin y Russell. 1953: 19553 Neuberger Y

th 1953, 19:4), se sabe que el ALAes un orecursor fiel mononirrol PBG,

dal a su vez, lo es de las porfirinas. Además, como lo demostró Shemin

ol.(1956), el ALA95 también el precursor de una parte de la vitamina 812.

Comohay relativamente pocas organismos que no sintetizanwnorfirinas,

probableque casi toda la materia viviente sea caaaz de proveerse este

emndiario, razón por 1a cual muchos investigadores se han interesado

su sintesis.
14

Sheminy Russell (1955), han demostrado 1a utilidad del ALA4 C y
4 . . .C en estudios de fermaCión y metabolismo de porfirinas y Droou31eron

nétodopara su sintesis.

Aestos intentos, de sintetizar el ALA,siguieron muchosotros, como

realizalos por Neuberger y Scott (1954, 1956), Pichat y col. (1956),

ü y Raphael (1958), Tschudy y Collins (1959), sparatore (1960), anara

ey Cumming(1963), Pichat y col. (1966), Lartillot y Baron (1966).

Pichat y Herbert (1957). sintetizaron el clorhidrato ¿el ALA4 140 a

dr de glicina 1 14C.

Laimportancia biológica de este intermediario, 1a sensibilidad y faci

m de ¿etección de sus metabolitos, es lo que nos lleTó a considerar la

.bilidañ ¿e mejorar los métodos de sintesis de este compuesto.

. . 14 . .Para.la obtenCión del clorhidrato del RLA4 C se eligió comomaterial
. . . 14 .oactivo se partida CNI, ya usado des‘e 1945 en la sínte31s de compues

marcados en el grupo carboxilo (Wainhouse y Medes Floyds, 1954).
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Lasíntesis implica la formación intermedia de 1a ftalilglicina a nar

‘dela N-Clorometil ftalimida y del 140 NI, con lo que se evita la ruta

oanrácticc de la sintesis de ln glicina y su posterior fusión con anhidri't

fico.El cloruro de ácido de la ftalil glicina, se somete a una sintesis

Arnd-Eistert. Por posterior bromación se obtiene la correspondiente bro

mtmun lacualse condensa con el derivado sodado del malonato de di-ter

no en dimctil formamida. El producto de condensación hidrolizado c0nduce
14

dorhidrato Pel ALA' C (Fig.14 ).

nica :

. . .. 14Síntesis del Ftalil acetOnitrilo l C

hiun peque.o recipiente se disuelven 0,6517 g (10 milimoles) de CNI, que

denen ll3 mg de 14C NK ( 5 mC) en 20 m1 de metanol anhidro, se le agre

Conagitación 2,233 g (10 milimoles) de N-clorometil ftalimida, orenara
ngún se indicó en "Métodos", disueltos en 3 ml de dioxano caliente. La

ación se continúa durante 5 horas; luego se centrífuga el ClK preioitado

¡solución clara se separa por decantación. El precipitado se lava con

mñasporciones de dioxano caliente. Esta operación se repite 3 veces y

lavados se reúnen luego con la solución. (En algunas preparaciones estos

nos se realizaron con porciones de metanol anhidro pero de esta forma se

mlve parte de ClK y además, en el precioitado queda mayor cantidad de ma

al radicactivo).

La solución resultante evaporada bajo vacio dá una masa cristalina de
. . . 14 . .
il acetonitrilo l C, con un rendimiento de 1,769 g ( 5%). El nroducto

istalizado de agua tiene un P.F. 121-122’0 (s/bibliografía: de alcohol

125m, Sclccuniy col. 1947).

. . . 14Ftalil gliCina l C

. . . 14 . . .
El ftilil acetonitrilo l C grado obtenido, L769g (9,5 milimoles), se

ende en 30 ml de una mezcla de ácido acético, ácido clorhídrico concentra

su), y sc calienta a reflujo durante 1 hora. La solución ácida se lleva
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:mmdadénrvacío, usando un evaporador rotatorio, Luego se agregan 5 ml

mua3rse lleva nuevamente a sequedad; esta oneración se repite 2 ó 3 ve

El residuo cristalino se toma con 5 ml de agua helaJa, se filtra inmedia

Inc y se lava con otros 5 ml de agua helada, se filtra y se seca. Se obtig

sila ftzlilglicina l 140, 1753 g (8,6 miiimoles) con un rendimiento de

( 85,57€res-pecto al 14c NK). P.F. 189-191°c (S/bibliografia 191-1922C,

1 y col., 1963).

. .. 14
Enlas aguas de lavado se pudo comprobar la presenc1a de gliCina 1 C

nomatografia en papel ascendente y en capa delgada,. Estas aguas se reu

nicon las fracciones que en la purificación a través ¿e la resina de
. . . . . . 14rcambioiónlco D0wex50 revelaron la oresenc1a de glic1na 1 C

l
noruro de ftalil»glicina l 4C

A1.753 g ( 8,6 milimoles) de ftalilglicina 1 140 se agregan en el mismo

19 ml de cloruro de tionilo recientemente destilado. La mezcla se calien

40-50°CCurante 2 horas y luego a 80-90°C hasta que la disolución sea

eta (20 minutos). El exceso de cloruro de tionilo se elimina por desti

m al vacío y por agregado de 3 ó 4 porciones de cloroformo o benceno an

“ se asegura su completa eliminación. Se obtiene asi, con un rendimiento

moximaimncnte100%(1,922 g), un precipitado cristalino levemente amari

íe cloruro Etalilglicina, que funde a 84-84,5°C (S/bibliografia 84-85°C).

:n0wic7_col. 1951).

. . . 14pDiazo-3—ftal1m160-nrooanona 2 C

1,922 g (3,5 milimoles) de cloruro de ftalilqlicina 1 140 ñisueltos en

imadamente 20 ml de éter anhidro se agregan gota a gota con agitación

una solución de 22 milimoles He ¿iazometano ‘0nteniïos en avroximaflamcn

Iml “e éter anhiaro mantenien40 la m02cla Ae reacción entre -10°C v -‘“C.

iatamente ¿espués de agregadas las arimeras oorciones de cloruro de

lglicina se observa la aparición de un Drecipitado voluminoso blanco de

_ 64 _



1-üazo-3-Ptalimido-propanona 2 14C. En estas condiciones se deja toda

la noche.

A1¿ia siguiente se lleva a sequedad en vacío y a baja temocratura

Seobtienc 1,878 g (8,2 milimoles): rendimiento 95,1%. Respecto al 14C NK

flaunreniimiento del 82%P.F. 168°C con descomposición (Tichat y col.

w57).

. _ 14fl l-Bromo-l-ftalimido-propanona 2 C

Auna suspensión r‘e 1,878 g (8,2 milimoles) dc l-diazo-3-ftalimido

unpanona2 :40 en 30 m1 de ácido acético glacial se agregan lentamente

:mxagitación 2,5 ml de BrH al 48%(24 milimoles). Se observa al orincí

doliberación de gas y disolución de] precioitado. Se continúa la agita

‘ón durante 2-4 horas a 20°C.

Se llCTa luego casi a sequedad al vacio, se toma con unos pocos moli

itros de agua destilada que se eliminan por evaDoración al vacío. Esta o

eración se repite varias veces para eliminar el exceso de ácido bromhidrico.

El residuo sólido se toma con benceno anhidro, se filtra y la evapora

ión en vacío ¿e 1a solución bencénica dr un rrecipitado cristalino de 1

bromo-3-fta1imido-proganona 2 140, con un 77% de rendimiento en base 31

4CNK,2,171 g (7,7 milimoles). Recristalizado de alcohol caliente, se ob

iene un pro‘ucto de P.F. l47-148°C (S/bibliografia de benceno 147-149°C

alenovic y col., 1952).

1
) Clorhiïrzto del ALA4 4c

El derivado sodado del malonato de di-terbutilo necesario para la sín

esis malónica, se prepara, agitando a temperatura ambiente hasta el fin de

areacción, una solución etérea anhidra del éster, con sodio metálico. La

¿lación molar usada es la siguiente: por cada mol de bromocetona se usan

moles del éster (malonato de di-terbutilo) y 2 moles de sodio.

5,712 g (24 milimoles) del derivado sodado del éster, susoendidos en
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Btü.formunida recientemente destilada, se agregan con agitación sobre

xsolución, también en dimetilformamida, de 1a bromocetona obtenida, 2,711

7J milimoles). La agitación se continúa durante 24 hs. a temperatura

dame.¿l cabo de este tiemao, la solución rojiza resultante se lleva a

tmdaden_v:cio a baja temaeratura.

Enensayos anteriores con material inactivo se probaron otros agentes

ificantes 91‘ obtener el derivado sodado del ester malónico:terbutilato

sodioy metilato de sodio. En todos los casos , se determinó colorimétri

une la cantidad del clorhidrato del ALAformado antes de purifiarlo Dor

fic a través de una resina de intercambio iónico. Los rendimientos fueron

as,encontrán€ose, en cambio, mejores resultados con el uso de sodio meta

acomoagente salificante.

El residuo cristalino obtenido de la síntesis malónica se toma con 20

k dioxnno y se satura con ClH gaseoso a 0°C; se deja a temneratura am

ue toda l: noche.

Luegose evapora el dioxano, se lleva a sequedad y el residuo cristali

m toma con 30 ml de una mezcla ácido clorhídrico concentrado-acido acé

>(l:1). En estas condiciones, se calienta a reflujo durante 24 horas.

leva a sequedad, el residuo sólido resultante se toma con agua destila

rse lleva nuevamentea sequedad. Esta operación se repite tres veces.

úmente se toma con agua, se filtra y se lava el orecipütado hasta que

qua del lavado pase sin color

La solución amarilla resultante contiene ALA4 140 junto con otras

mezasreTclables con ninhidrina, cuando se cromatografía sobre panel o

apa delgaia. La radioactividad se registró pasando el cromatogramapor

RwfiochronctogramScanner y efectuando un; Sutorradiografia: asi se

¡compr031rla oresencia de una impureza no revelable con ninhidrina.



14
)Purifir_-o.cíón del clorhidrato del ALA4 c

. . 14 . .La purificación del clorhidrato ‘ie-l ALA4 C se lle-tó a cabo por fna

ión del producto bruto sobre una. columna de resina catiónica, Dov-'ex50 W

n su formr‘.ácido. y posterior elución cor. un gradiente de concentraciones cre

íentes ríe {Iciïo clorhídrico (Pichat y col.:’f1957)).

Enensayosanteriores a la sintesis radioactiva se estudió la Durifica

ióncon resinas de distintos grados de "Cross-linking", Dowex50 x 4, Do

ex50 w :: B, Douex 50 w x 12. La purificación del producto bruto se realizó

asandola solución amarilla del clorhidrato del ALA4 140 por una columna,

30x l cm cargada hasta unos 15 cm del borde superior, con la resina Do‘nex

Mi x 12, mall: 200-400 en forma ácida. La clución se hizo a temperatura

nbiente y o. una velocidad de C ml por hora. Con la ayudo. de un colector au—‘

Jmáticose obtuvieron 300 fracciones de 3 ml cada una. La elución se comen

5con ClH N’QO(100 fracciones) y continuó con ClH N.

Lasfracciones corresoondientes al producto puro se liofilizaron y die
. . . 14

Jn0,826 g (5 milimoles) de clorhidrato del ALA4 C puro.

El ácir’o impuro que eluyó con glicina 1 14€ se lio?ilizó y se logró nu

Lficarlo en gran parte pas-índole por una columna ( 4 cm :ï 40 cm) de celulosa

1atman,pre'.'i-:unente -Quilibreda con el solvente de elución. En este caso el

>1ventefué el mismoque el utilizado en las cromatografins. La elución se

:alizó a temperatura ambiente y lo. velocidad de goteo Fue la misma que en

¡elucióm con T>0we>r50 w x 12. Se recogieron 200 fracciones de 3 ml cada una.

Las fracciones correspondientes al ácido puro se liofilizaron y dieron

102g (0,6 milimoles). La pureza del producto se comprobó nuevamente por

'omatogrc..?í-‘. su pureza radioactiva se vdrif‘icó pasando el cromatograma por.1

l Radiochromz‘togram Scanner.

Se obtuvo un producto final puro de 0, 928 g (5,6 milimoles). Rendimiento

lX.
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LamcC-iciónde la radioactividad se hizo en un espectrómetro de cente

lleo líqui".o obteniéndose O,47 mC/mM.

Su acti 1.7.3.6biológica se comprobó por ensayos efectuttdos con 1a en

zima ALA-'th



RESULTADOS 7

II parte

A.Aislamiento y purificación r1e la enzima ALA-U

Toias las operaciones se llevaron a cabo a 4°C, exceúto aquéllas

enlas cuales se indique lo contrario.

Preparación 'el homogenato

Se comenïó a trabajar con fracciones de 50 g de higa’o vacuno, mante

nhb hasta el momentode su uso en las condiciones in‘icaias en Materia

1es.Se cortó en pequeños trozos, que se lavaron en un vaso ¿e Drecipita—

«bscon solución fisiológica (ClNa 0,9%), nara eliminar la sangre del

tejido y luego se secaron sobre papel ¿e filtro antes de homogeneizarlos,

misolución Ïe sacarosa 0.25 M, en relación de 10%beso/holumen. Para es

taoperación se utilizó un homogeneizadordel tino Potter-Elvehjem (con

tubo de viñrio y émbolo de Seflón).

El pro'ucto homogeneizado se centrifugó a 700 x g durante 10 minutos

paraseoarnr núcleos, células intactas y restos de tejiños del sobrenañan

te(extracto :ruïo) que se denominó "Homogenato".

Centrihoazión a 11.750 x g

E1 "Homoonato" obtenido, se sometió a una centrifugación diferen

cial según 1: técnica de Schneider y Hogeboom(1950). Se centrifugó a

11.750x g :urante lO minutos. En el sedimento no se encontró práctica

menteacti i’ñl y se descarto. En el sobrenadante, en cambio, se halló

másdel 9“Z "e la actividad.

En algunas áreoaraciones, el "Homogenato"se centricugó a 105.000 x q

durante 3” minutos. La actividad esoecifica del sobrenadante Fué sólo li

geramentemayor que 1a obtenida al centrifugar a 11.750 x g, por esta ra

zón nc se aïñptó este orocedimiento como método He rutina.

_ 69 _



Hatamien o por calor

Para ’eterminar si la ALA-Dde hinado de vaca se comportaba como una en

atermoscstïble, DPODiedadque, presentaron las ALA-Dobtenidas ñectra:

mes(“Jcrych, 1963! Coleman, 1966), se sometió a distintos tratamientos.

ulorimer intento, 1a ADA-Doroveniente de la segunda etapa de la 1urifi

L6n,sc srmctió a un orecalentamiento a 50°C durante distintos tiemoos.

.aTabla I se presentan los resultados ebtenidos: se trabajó Sobre 300 m1

:ohmíónenzimática y a los tiemoos indicados se retiraron alícuotas ae

¡1,que se enfriaron inmediatamente, y se centrifugaron a 1060 x g duran

0 minutos. Sobre 1 m1 del sobren dante se determinó la actividad enzimá

Seobse? a que si bien la actividad no se alteró sensiblemente durante

proceso, los mejoresresultados, en cuanto a su purificación, se obtuvie

üuante los primeros 10 minutos de calentamiento.

Tabla I:"Estabi1idad de 1a ALA-Da nrecalentamientos a 50"C en funrión

¿el tiemoo"

Se utilizó enzima vroveniente ¿e 1a segunda etaoa ie 1a nuriPicación.

ratamiento se detalla en el texto. La aeterminación ¿e 1a actividad en

uca se hizo según se indica en "Métodos".

Tiempo¿e calentamiento Actividad Remanente Purificación
(ninutos) (x)

1 100 l
2 93 1

5 82 1.6
10 70 1.5
15 65 1.2
2’ 62 1.3
25 60 1
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Se investi'ó además, en tratamientos durante 10 minutas, cuál era 1a

emoeratur’.f. ‘tima. Para éste, fracciones ¿e 100 m1 caña una, se calenta

mdurante;1“ minutes a las temperaturas indicadas. Se enFriaron luego

mediatamerite,se centrífugaron a 1060 x g durante 10 minutos y alícuota;

:1 ml rïe‘.threnadante se utilizaron vara determinar la actividad enzimá

Ca. ‘

Se vi”) asi, en la Tabla II, que a 60°C se obtuvo una mayor Durifica—

ón. El r;n'-r'.miento, no obstante, fué menor, nor ello se r1isr'ninuy‘5el

empode j.);;‘e::a.1entamiento a 5 minutos, que, como se obser ó en 1a Tabla I,

oduciaresultados comparables en cuanto a la ouri ’icacíón, con una mayor
.tividac‘. ac ALA-Dremanente.

bla II: _;-3_st.".':iliñañde 1a ALA-Da precalentamir-ntos a 'Tistintas temwera

turrïs 'Turante 10 minutas:

utilizó enzima proveniente de 1a segunda etaDa de purificación. El tra
nientoSe detalla en el texto. La determinación dela actividad enzimática

hizo según se indica en "Métodos".

Temocrrrtur? Actividad remanente 7’uriFicación
’C ( %)

2-“ 100 —

4." 95 —

Ï‘ 7Q 1 , 5
55 65 1 y3

6’) 48 2 ,0
65 45 1,5
7° C 
8a 3 —

10') 0 _

En 1a T':')la III se rcvrcsentan los resulta'ios obteni’os, se vé nue

¡mejores condiciones resultaron ser, el precalentamiento durante S'miníi
; c

¿entre SS-G’ÏWC.Por ello como método de rutina, se calentó el sobrena
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meobteniñc en la centrifugación a 11.75€ x 3 en fracciones de aproximada

xm3m3mlcon agitación constante hasta que laiemperatura alcanzó los 50°C.

refiró luego, la fuente de calor y el sistema se siguió agitando durante

imúos. Ourantt este tiempo, 1a temperatura alcanzó los 56-58°C e inmediata

tese enfrió a 34-36°C en un baño de hielo. El sistema así tratado se

tfifugó a 1060 x g durante lO minutos y se descartó el sedimento proteico

actividvï enzimáticat El rendimiento obtenido en esta etapa de la purifi

Mn fue ¿e un 72%.

laIII: “Estabilidad de la ALA-Da precalentamientos Je distintas temoera

tu ns durante 5 minutos?

condicianes exorrimentales-de trabaio son las msmasque las utilivadas

M Tablfi II.

—_._. -...g

Temoerñtura Actividad remanente Purificación
(“3) (74)

15 9q _

37 82 1.6

55 78 2,3

63 70 2,8

65 52 1,8

Enpresenzia de cisteina, 1a enzima resultó seralïo más estable a trata

mospor’calor, aunque no se justificó emplear este Drocedimiento comomé

Ide rutinñ.

Primer fraccionamiento con sulfato de amonio

El sobrenñiante oroveniente del tratamiento por calor, se sometió a un

tionamiento salino.

La SJlución proteica se fué orecioitando en estrechos rangos de satura
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fión,CDnsul ut) de amonio y según se puede ver en la Figura 15, de acuer

b alas ñwti.i'ades especificas relativas, el 50%de la proteina enzimáti

a mecipitó entre 30-55%de saturación, se loqró un aumento en la activi

adespecifi"? ”e 3 veces, por lo cual se seleccionó esta zona de saturación

arala nurifitación de 1a enzima.

Enun wrin;ipio, la precipitación se realizó utilizando solución satu

adade sul? t= ’e amonio, pero esta técnica trajo el incan"eniente de au

uúar en ¿ovas considerable los volúmenes, por lo que luego se utilizó di

anamentela 511 sólida. La precipitación se hizo con sulfato de amonio

inamentemolido, agregado lentamente con agitación y evitando la formación

eespuma. después de cada agregado se llevó la solución 1 pH 7 con NH3al
7%.Enestá forma, el sobrenadante del calentamiento se llevó de O-30%de

Huración, se dejó estabilizar una hora y se centrifugó a 11.750 x g duran

:10 minutos. El sedimento, con muypoca actividad enzimática, so deshechó

el sobrenaínnte se llevó a 55%de saturación. Luego de una hora, se cen

úfugó nue ¿mente a 11.750 x g duante 10 minutos, el precipitado obtenido

¿utilizó para :ontinuar la purificación y el sobrenadante se descartó.

Para determinar la actividad enzimática, se disolvió una alícuota del

mcipitaïo en buffer de fosfato 0,134M y se procedió comose indica en

Etodos.

adsorción sobre gel de fosfato de calcio

La fracción precipitada entre 30 y 55%de saturación ie sulfato de amo

o se disolfió en iuffer de fosfato 0,134 M, DH6.9. Se probaron distintas

d‘tïones Tcproteinazgel, obteniéndose en todos los casos adsorción de la

mima.Los mejores resultados en cuanto a purificación se obtuvieron con

mrelación 'e proteínatgel de 2,25.

La solución enzimática en una concentración proteica de aproximadamen

16 mgfinl, se trató con un volumen igual de una susnensión de gel de

sfato ie calcio en agua destilada de 36 mg de gel/m1 de suspensión, con

que se ‘isminuyó la fuerza iónica de la solución proteica a la mitad.
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rhígado vacuno.Las determinaciones de proteinas yacts
315Frac'cionamiento salino con 804(NH4)¿de {a'ALA-D"

dad enzimatica‘ se' efectuaron segun se indica en"Metas: s'

A

PórcentaJe de saturacíon SO4(NH4)¿

50

Proteinasmgx10“,

.9U‘

7D

. 150

Actividadespecifica

Un'idádes/x10

mg

J 3o:)
N)



¡mezclase :gitó durante 10 minutos y luego se centrifugó a 1.060 x g duran

:10minutos. La enzima adsorbida en el gel, se eluyó del mismo agitánñolo

Lrante1-‘7minutas, con tres porciones de buffer "¡e fosfah de ootasio 0.134 N'

[6,8 con 5,7; ‘c sulfato de amonio, en forma tal, que el "alumen de desañsor—

entefin/".1 Puose igual al utilizado en 1a adsorción. En la Tabla IV se ob—

rvm1105resultados obtenidos Dor este procedimiento, se vé que efectuan

ilas 'ÏCS"L'ÏSOI"'ÉiOneScon mayor fuerza iónica (buffer de fasfato 0,134 N, DH

8,más 10% e sulfato de amonio), si bien se aumenta el rendimiento enzimá

co, la purificación disminuye, respecto del tratamient') anterior.

bla IV: Trstrmienb de 1a ALA-Dde hi año vacuno con gel " (“04)29553.

a‘soroió'i -' la r1esa"sorcilm se efertuaron Secrúnsn in‘iwa rn o] Texto. Im;

terminationes "e 1a arti'ri ‘a/ï enzimática oroteínas según 90 in'ir'l‘) Fn

to”o:.

. Proteinas Unidañes Actividad
FraCCIÓn _ _ _ _totales totales específica PuriFicac1ón

(mg) x 103 x JO

suemión Íc- la

. a a .1 I —
Et ° 91 3“ 9o 400 4,4 1

e» de ací 0,134M
16,8

Drena'lante ¿el
O d

atamienta por gel 38'6 24 ’6 0'1 ‘

sadsorcíón con bu

H'POÏ 4,134 N, 19.5 34o 17,4 3,95

6,8 + 5% SQ.(NH4)2

:adsorción .: n bu

.1

m no15 1,13: M, 41,3 352 9,5 -,93
6.9 13; °- N

+ °°4< H4)2
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Con la. técnica HGSFFÍ'H’R,se loara una nuriricaoíón "e la enzima "r

1.? veces en un rendimirnto de 84,5%.

En ens". es paralelos se estudió el comportamiento de la enzima fren

te a1 gel ‘c-hir‘roxiapatita, v>erose obtuvieron resultados menos renrodu

:ibles, que los obtenido" con gel de fosfato de calcio, por lo que éste

iltimose utilizó entonces en el método de purificación.

Segundofra.c:.ionamíento con sulfato de amonio:

Conel objeto de concentrar la fracción enzimática, los tres eluídos

vroveniente -'el tratamiento oor gel, se reunieron, neutralizaron y lleva

on a 55%¿e saturación con sulfato de amonio. Luego de una. hora el mate

‘ial se centrifugó a 11.750 x g durante lO minutos.

Pasaje a. travésda columnas de tamices moleculares

El precipitado proveniente de la segunda Drecinitación con sulfato de

monio, se suspendió en un oequeño volumen de buffer de fosfato 0,067 M,

rH6,8, conteniendo cloruro de potasio (0,1 M), hasta lle rar a una concen

Jraciónproteica de aproximadamente 9-10 mg/ml. La solución enzimática se

as‘ luego por una columna de Sephadex G-lOO (1,8 cm x 30 cm), previamente

quilibradzz can buffer de fosfato 0,067 M, pH 6,8 conteniendo cloruro de

utasio (9.1 37'). La proteina se eluyó luego con este mismobuffer, a una

‘elocidad.de 16-18 ml/h, reuniéndose fracciones de 3-4 ml.

En fracción eluída de la columna,se determinaronactividad esoe

ifica y proteínas, reuniéndose las fracciones activas. La Fig. 16 repre

enta un diagrama de elución tipico. Comose vé, la mayor cantidad de pro

eina eluyó jrf'cticamencfe en un único pico y la actividad de la ALA-Dse

ncontró esotiaf-n a él.

Segun") 'prsnje por columna de Sephadeï G-lOO

Las fran-¿iones eluidas de la columna de SeDhadex G-l’Y), con actividad

e ALA-D,se reunieron y se conCentraron por ultrafiltración, hasta llevar

a solución a. una. concentración proteica de 10 mg/ml, la cual fué recrom?
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tografiada en mia. segunda columnac’e Sephaden‘cG-lOO. En este caso, como se

véen 1a Fijxñi' 17, que muestra el diagrama de elución, se obtuvo un único

picoproteic.) con una actividad especifica de aproximadamente 310 veces la

delhomogen'ta. Nuevamente las fracciones con actividad de ALA-Dse reunie

nn, dandoun". solución levemente coloreada de amarillo. Las soluciones se

conservaron a - 15°C.

Enlr. purificación, luego de la 6ta. etapa se probó pasar 1a enzima

porcolumnas"e Bio-Gel 9-200, pera por esta técnica se o‘)tuvo una fracción

enzimática, con una actividad especifica de sólo 25 veces la de la etapa an—

terior; comolos resultados obtenidos utilizando Sephadex G-lOOfueron mejo

resse adoptó este gel en el método de purificación.

Les resultódos obtenidos en un caso tipico, siguien"'o el procedimíer“

indicado,se "etallan en la Tabla V.

S. Propiedades r‘e la ALA-Dde higado vacuno.

Estabilidad

La actividad de la enzima en el higado ho varió, durrnte 1a conserva

cióndel mismo en las condiciones indicadas en Métodos, -"-esdeel momento

del faena-miento del animal hasta más de 30 dias, a -15"C. La enzima se inac

tiva parci".l:nentt- por repetidos procesos de connelamiento fu-descongelamien

to: por mentmimiento prolonnado a -15°C y por mantenimiento a 4°C durante

7-10dias, ÏDÍ¿rie el 50%de su actividad. cuando se mantiene a temperatuic.

ambientedurante 24 horas. La enzima precipitada de sulfr-xt" de amonio, 55%

desaturaci’m, es muy estable a -15°C.

Pureza de la enzima

La .‘E‘r..-.':':i'.\:.1de la 3.a. etapa de purificación,se mostró como una única

proteinapor an‘lisis electroforético en gel de almidón 7.distintos DHSy en

gelde voliacfijhmida, procesos efectuados según la técnica- indicada en
Métodos(Bodmrn, 1960). La enzima proveniente de otros grados de purificación

mostrómás de 1m? banda proteica (Figura 19). En análisis electroforéticos
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TablaV:Purificaciónue1aALlñDdehigadovacuno.Lasdeterminacionesdelarctivingenzimátícryproteinasseefec

tuaronsegúnFeinciCficniét:dos.

FracciónpI‘OteínasUnidadesRendimientoArtivided

a,4 PuriPicación

tOtaleStotalesx103xesñ“'%F5’

x10‘

(m0)

1.Homo-en_to23.800443,5100lglq1

2.Scbrenaïartr1157F7xg10.650419,9943fl,02,1¡K3.Tratamientnpo;(alsr3.099299,66°98,?5;2ql

4.Fracción30-55%SD4(NH4}2486137,8292?3,9lv7:

5.TratamientcLJngel(Po,)23<fl104,6114,424,51092¡n50,6

HJ

6.24a.fracción==%—so4(NH,)n61,1100,1211638,69ñ‘9

7.Fraccionesr>mrinadasiel:

la.columna"ephadexC-l““17,787,018,24917,5272,7

8.Fracc1nnes:ombinadasie7.:.

a-__-¡-_a__‘__4-_4_4-.'lfifi---A
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Comportamiento ekectroforétïco dé La 'ALA-D'
groforesis en gel de almidón-se uso buffer de borato. pH 8,8;1
i'odurante 3horas,con una comente de 21.mH. 1.ALme:ra
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trofmesnshe’n gel de poLiacrILamida ,se ensayó La enzima
iente de La segunda columna de ¡Sephadex 6-100.En amtcs

se snguió La técnica descr'npta en 'Métodos’



nmmrati as swbre gel de almidón, la ALA-Dde higado de “aca mostrñ además

mamo"i1i‘ñ'electroforética similar a la de la enzima ourificada de glán

Ma de Hñr'er ¡e ratas normales y de callos de semilla r‘vesoya (Tomio y col.

968b: Ti ier y col. 1968).

Por cie troParesis en gel de almidón se Du’o determinar además el nunto

soeléctrico 'e la ALA-Dque resultó ser DI = 4,9.

Como¡a se mencionó en 1a purificación de 1a enzima, ésta se comoortó

‘Mmiénccm) una única entidad proteica desoués del Drimcr pasaje por Sepha—

exG-IOÑ.';n efecto, cuando se la pasa nor columnas de Señhadex G-lOOo

orBio-Gel “-“fifl de mayor resolución, en todos los casos el Dico oroteico

ohmide cen e? pico de actividad enzimática, comose observa en la Figura 17

arasu seuxm‘a oasaje por Sephadex G-lOO.

Por últíjo se estudió la oureza de la ALA-Dde hige? vacuno, siguiendo

lverfil 'e :e”imentación en ¡na centrífuga analítica Spinco modeloE, como

eindicó en Métados. En la Fiaura 19 se muestran los resultados obtenidas

onla enzim: ¿e la 8a. etaoa de ourificación: se observa que la ALA-Dsedi

muócomoun únicn Dico simétrica. Con preparaciones oarcialmente nurifíca

as,comc vor ejemolo la oroveniente de la 6ta. etapa de purificación, se ob

ufieron 2 pí.os proteicoc.

Tods est)s análisis indican la presencia de una entiïad proteica con

ctrddal cnzimítica.

Deteniinïción del Peso Molecular

La determinación del pM, se realizó utilizando columnas de tamires mole

ulmes, de a ucrdo a 1a técnic= in‘iCada en Métodos (An'rc-s. 19€4' Batlle;

903. El PM,wrimedio de una serie de determinaciones realivadas ron distin

asronWCJÏrv'ianes de enzima, se estimó en 140.000 t 1”.‘”0. Dor determinacio
esmaliza” s é heias con entrariones v en columnas caliïrnAas de Senhadex

+mm,se :btuvieron evidencias de una posible disociación de la enzima en

ubauúdañcs ¿e 9k de 70.000 + 7.000. No se observó disociación compleíá
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Condiciones de incubación

Lazvmiri'ï” enzimátiCa de la ALA-Dde higado vacuno, es estrictamente

pafliente Cc condiciones anaeróbicas. En 1a Tabla VI, se puede observar

eaún en las primeras etapas de 1a purificación, la actividad enzimática

écasi nulí ïún en presencia de protectores de grupos —SH.La necesidad

estos reicti os en cambio, si bien es estricta después ie la 6ta. etapa

mmiFic-ci‘n, no es absoluta en las primeras, observániose una mayor de

mkncincon c1 grado de purificación. Estas condiciones mastrarian una

minecesiiñï ¡el grupo o grupos -SH en el centro activo ie 1a enzima y ade

sque estos estarian lo suficientemente expuestos por su gran susceptibi
iada 1: oxiïïción.

fla VI. Sonïiciones de incubación de 1a ALA-D

sincuba’o: se efectuaron utilizando comofracción enzimática 5 mg de so

nmdante 11.750 x g, 1 mg de precipitado 30-55% de SO4(NH4)2, 0,5 mg del
údo ie lï la. columna de Seohadex G-lOO, según se indique en cada caso,

aerobiosis o anaerobiosis según el caso. Se utilizó la cantidad de ALA

ücada en Kétr’os, la cisteina se agregó a DH6,8.

F?fi¿pión Condiciones Cisgeina Actividad enzimática
enzimática de incubación 10 M Oumoles pBG/h)

brenadantc 11.750 x g Aerobiosis — 0,08
+ 0,12

Anaerobiosis — 0,59
+ 0,70

55%sat.

(NI-¡4)2 Aerobiosis - O
+ 0,05

Anaerobiosis — 0,16
+ 0,25

COIumnñ Aerobiosis — 0
hadex G-lÓÓ

+ 0

Anaerobi)sis - 0,12
+ 1,12
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Comose dbserva, la cisteina es necesaria nara la actividad de la ALA-D

«pen'e ï‘szs de la preincubación con este reactivo.

Enefectñ, se estudió la concentración óptima de acción para 1a cisteina;

raéstv, se preincubaron Fracciones de 1,5 mg de ALA-D"c la 6a. etaDa de

ñficacióq, en vacio, durante 30 minutos con distintas cvncentraciones de

ueina. Tr us urrido este tiemao, en la misma forma que se indicó para la

mrmhrción 'e 1a actividad, se hizo caer el ALAdesde le cabeza del tubo de

mmergy se comenzó la incubación. En la Tabla VII se observa que la activi

denzimfiica aumentó con la concentración de cisteïna hasta que la misma os

Mentre 1°“3 y 10-2M, aumentando alrededor de 12 veces respecto a la mues

asin cistcinï.

HaVII. fiïtivación de la ALA-Den función de la concentración de cisteina

sincubïïos se hicieron con enzima proveniente de la 61. etapa de Durifica—

5n.Las con'iciones de trabajo se detallan en el texto. La actividad enzimá

n se determinó según se indica en Métodos.‘
Adición Concentración PÚGFormadn

M pmoles/H

Ninguna — 0.16
Cisteina 10-5 0,21

s x 10'5 0,32
10’4 0,55

5 x 10-4 1,27
10-3 1,85

5 x 10'3 1,83
10“2 1,80

5 x 19-2 0,82
10 0,19

. . . -3 . . .Con 11 con2entrac1ón óntima de Cisteina, 10 M se estudió la 1flfluenc1a
tiempo 'c preincubación. Se observa en la Figura 20 que aproximadamente

os 50 minutos de preincubación ya se obtuvo el máximofic activación de la
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ALA-D.por lo que se utilizó comométodo de rutina en la determilación de 1a

actividad en imática,-1a preincubación, Gnrante l hora en vacio y en presen
cia ñe Cisteinn 10-3M.

Product\ y estequeometria de la reacción:

El úniCA-proñucto de la reacción fué el Porfobilinógeno, sustancia nue

sedeterminó en el desoroteinizado del medio de incubación, cuantitati"amente

bor los méto”os colorimétricos de Mauzerall y Granick (1956), y Granick v

Mata (1963) y cromatográficamente según Westall (1953, y Nauzerall y Granick

(1956), ¿e acuerño a las técnicas ya detaladas en Métoios. En 1a Tabla VIII

se observa además que la transformación ALAen pBGfué cuantitativa, ya sea

utilizando Íistintas fracciones enzimáticas, comodistintos tiemoos.

Tabla V122: Egtegueometria de 1a reacción catalizada por ALA-D

Seutilizaron por incubaño 3 mq 4e 1a fracrión 30-55%ie saturación con

SO4(NH4)2T 5.5 mg ¿e 1a enzima nr0"eniente ae la ga. etapa ce vuriFicación,
se incubaron los tiemnos inñicaños y 1a determinación ie ALAv PRGremanentes

se efectuó según se ¿escribe en Métodos.

Fracción Tiempo de ALARemanente PBG ALAconsumiic

enzimática incubación (pmoles) formado pBGformado
(minutos)

Precinita”o 39-55% ¿e

sat. con S?4(314)2 o 5 _ 
10 4.7 0,15 2

20 4.3 0,32 2,1

3o 4,0 0,52 1,9

Eluído de la íïa.columna

de Sephade: 1-190 O 5 —

lo 4 0,45 2,2

20 3,25 0,90 1,9

30 2;25 1,40 2,0
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En baso a estos resultadOSvla fracción de ALA-Dorecipitada entre 30-RS%

de saturación .on sulFato de amonio, se utilizó como'reoareción enzimática

miel méto’o ‘e biosintesis de PBGdesarrollado en nuestr‘ laboratorio

(Sancovichy col. 1967, Sancovich y col., 1970).

Curso de la reacción en función del tiempo de incubación

La formzción de PBGcatalizada por la ALA-Dde higado vacuno, resultó

lineal con el tiempo de incubación, por lo menos dentro de los orimeros 120

minutos.

En la Figura 21 se muestran los resultados obtenidos utilizando fraccíñ—

nes enzimáticas de distintos grados de Durificación, orovenientes de la 4a.

y7at etapa, y a distintas diluciones de la máspurificada.

Las incubaciones se efectuaron en las condiciones inficadas en Méto‘O'

salvo que se paró la reacción enzimática, desoués de una hora de oreincubarión

en todos los casos, a los tiemoos indicados.

Relación ic la actividad enzimática y la concentración de ALA-Den el sís

tema de incubatión

Enla Figura 22, se graficaron los resultados obtenidos, en la formación de

PBGen Función de 1a concentración de ALA-D.Comoen el caso anterior, nara

el estudio 'el curso de la reacción en función del tiempo, se utilizaron

fracciones enzimáticas Drovenientes de distintos estados de purificación

etapas 4 y 7; en amboscasos se observa perfecta linealida’.

Las incubaciones se hicieron como se indica en Métodos y sólo se fué —

variando la cantidad de proteinas en cada incubado, de acuerdo a,lo indicado

en c1 gráfico.

pH óptimqi

La variación de la velocidad de la reacción de la ALA-Den función dc

DH,seilustra en la Figura 23. Para este estudio se utilizaron buffers de

fosfato y Tris—ClH.
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Se empleó enzima, Droveniente de la etapa 7 de Durificación, que se

concentró pre”i:mente por ultrafiltración y setasó luego en cada caso DOF

una columna Rc Sephadex G-25 previamente equilibrada con el buffer de nH a

ensayar, utilizando este mismobuffer en la elección de 1a_prote1na.

La determinación de la actividad enzimática se hizo según se indicó en

Métodos, sal o que se reemplazó el buffer de fosfato 0,067 N, pH 6,8, usawo

habitualmente, por buffer fosfato de la misma molaridad pero a DHsque fue

ron de 6 a 7,5 y por buffer Tris ClH 0,05 M a DHentre 6,5 y'B.

Se obser ó, que la ALA-Dde higado vacuno presenta su actividad óptima

a pH6,8, tanto en buffer fosfato comoen buffer Tris-ClH, pero en este úl

timo caso la actividad es un 30%menOr. Se vé en el gráfico, que la disminu

ción de la actividad enzimática hacia los pH ácidos es mayor que la que se

observa hacia los pH alcalinds.

Efecto Ïc la temBeratura sobre la ALA-D

La acti idad de la ALA-D,se midió en un rango de temperatura que abar

có de los 20 a los 80°C. La experiencia se efectuó determinando la activid

de la ALA-Wproveniente de la etapa 7 de ourificación, según se indicó en
Métodos,sólo que aqui se fué variando la temperatura de incubación de acuer

doa lo señalaïo en el gráfico. (Figura 24)

Se observó, que en estas coniiciones, la velocidad máximade reacción se

alcanzó a los 63°C. Cuando se calentó el sistema arriba de los 85°C, se des
truyó completamente su actividad. Con los datos aquí obtenidos, aplicandc Lc

ecuación ie Arrhenius se calculó la energía de activación de la reacción de

la ALA-Dque resultó Ea = 10.660 calorías/mol (Figura 25).

Cofactores

Se estu‘ió la posible presencia de cofactores dializables. Durante le

purificación de la enzima, se había observado que la diálisis del sobrenadan

te obtenido luego de la segunda etapa de la ourificación contra agua desti '

da durante 24 y 48 horas a 4°C, producía un abundante precipitado flocule a.
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Secentrifugó entonces la mezcla y se determinó activida.d en el sobrenadante

yen el precipitado previamente suspendido ¿n buffer fosfato 0,067 M, pH 6,3

enel que fué imposible lograr una completa disolución. Comoresultado, obseï

r6queluego '.e 24 horas de diálisis, la actividad se hallaba distribuida

:asi por igual entre el sobrenadante y el precipitado: después de las 48 horas

lediálisis más del 90%del total de la actividad se encontró en el precipita

loJa activi-1?." especifica del mismo, aumentó ligeramente por este proceso,

:eroel rendimiento de esta etapa fué muybajo y no justificó el uso de un

tratamientotrn prolongado en el método de purificación rutinario de la enzi
flan

Por otro lado, 1a diálisis entre buffer fosfato a varios pHs, comprendi

losentre 5,4 y 7,0 a distintas molaridades, que fueron desde 0,42 mMa 6,7

nHy durante distintos tiempos (entre 24 y 48 horas) produjo resultados bas

tanteinteresantes. En efecto, luego de una diálisis de 48 horas se observó

¡uea medi'b. que se aumentaba el pH y la molaridad del buffer, se producía

madisminuciónen la precipitación de la proteina y en la actividad esneci

:‘icade la misma. 1’or otra parte, no se encontró actividad de ALA-Den el

ii’aliza'lo3' éste fué incapaz de aumentar la actividad, tanto del precipitado

mterior, como "e una preparación activa.

Co'nel objeto de observar la presencia de algún cofactor fuertemente

¡idoa la enzima, lO ml de la fracción proveniente de la segunda etana de

unificación, se calentaron con un baño a lOO°Cdurante 5 minutos, al c‘abo

le los cuales se enfrió en baño de hielo y se centrifugó a 1000 x q durante

.0minutos. Se incubó l ml de este sobrenadante (sobrenadnnte 11.750 x g ca

:ntado) durante l hora en las condiciones descriptas en l-íétoc‘os, y como se

)bservaen lr: Tabla IX perdió totalmente la activi dad de ALA-D.Sin embargo,

rnotro sistema que contenía 0.3 m1 de la solución enzimática proveniente

lelgel de fosfatos y 0.7 ml de este sobrenadante calentado, la actividad

.ncrementóen alrededor de 20%respecto a la misma fracción sin adición. Esto

:ugeririr. lr. presencia de un cofactor termoestable, fuertemente unido a la

enzimay que actuaria como estimulante de la actividad de ALA-D,aunque aún no

¡eposee ini-Xrmación alguna acerca de su naturaleza.
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Tabla IX. Propiedades del sobrenañante de 11.750 x g calentado a 100°C

Se utilizaron lï mg He la fracción sobrenañante de 11.750 x n, 1 ma ¿e 1a

fracción Tesaïsorbiña ¿e gel ce Pnflg. Las fracciones se incubaron Aurante

1 hora según se detalla en el texto y en Métodos.

Fracción Actividad
pmoles/b

So‘reeaïante 1]."0 v a 0,46

Sobrenadante 11.750 x g calentado O

Desadsorbiüo ¿e gel de F042 1,05

Desadsorbiïo ¡e gel de 9042
+ sobrenu”ante gel calentado 1,26

Precismcnte tratando de dilucidar 1a naturaleza de este factor y debí

do a que la enzima, aún en las etapas de mayor ourificación, presentó un 15

V9 color amarillo, se determinó el espectro de absorción de la misma. para

ésto a un: muestra de ALA-Dproveniente de 1a etapa 7 de la purificación, de

0,9 mg/ml de proteinas en buffer fosfato, 0,067 M, DH6,8, se le determinó

su espectro ¿e absorción entre los 230 y 600 nm. ComoDuefe verse en la Fi

gura 26 éste presentó dos máximos, uno a 273 nm, característico de las oro

teInas y un segundo máximo a 406 nm, mucho más pequeño, Esto se repitió

con enzima proveniente de 1a misma etapa de purificación, pero con una con

centración proteica mayor, 3,5 mg/ml. Nuevamentese obtuvo un gráfico simi

lar al anterior, donde el pico a 406 nm se hizo más notorio. Este comporta

miento podri: atribuirse a 1a presencia de un grupo hémico unido a la oro

teina ya que éste presertA absorción caracteristica alredeior de los 400 mn,

pero no se logró obtener evidencias confirmatorias de esta suoosición.

La enzima proveniente de 1a etapa 4 de ourificación presentó además
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unafïuoresccncia amarilla-verdosa al ser irraaiïïd‘ï‘uxmluz ultravioleta, que

en parte c‘esapt‘reció cuando se pasó 1a muestra por la columa de Seohadex G-lOO

Estosugeriri:., que el segundo pico podria atribuirse a un grupo flavinico

másque a uno hémico, aunque en realidad tampoco se pudo confirmar este re

sultado.

Efecto dc los agentes quelantes

Se estu ió también 1a Dosible existencia de algún metal unido a la enzi

ma,necesario para su actividad. En la Tabla X se vé el efecto de algunos

reactivos. Se observa que en casi todos ellos oresentan sensible inhibición

a la actividad enzimática, nero es de notar que el EDTAproiujo inhibición

total: por ello, se hizo un estudio más detallado del efecto de este último

reactivo en Función de la concentración.

TablaX. Efecto de los agentes quelantes

Setrabajó con enzima pr0veniente de 1a etapa 7.1.5 incubaciones se hicieron

segúnse in‘ic-ó en Métodos: los reactivos se agregaron a pH 6,8,

Adición Concentración Acti ví dad
0M) (Z)

Control 100

8-80 qui: olina 5 38

O-Eenantrolina 5 45

a(_-aLKIipiri Tilo 1 11

EDTA 5 o

N3Na 5 94

_ -6
En 1.a Tin. 27 se observa que, a concentrac1ones de 11') M, el EDTAno

. . . —6 —4 . . . .produce inhibición pero entre lO v 10 Mla act1v1dad disminuye en Forma
.1

. . . . -3lineal Siendo nula a concentracmnes superiores a 5 x 10 H.
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Efecto_fie reacti os de grupos —SH

Por analogía con ALA-Daisladas de distintas fuentes, era de esperar

mmel comportamientode esta enzima revelara una naturaleza sulfhidrilica

denmneraque se estudió la acción de varios compuestos protectores de gru

pos ¿SH.

En la Tabla XI se muestran una serie de reactivos que, a las concentra

chnms señaladas,se preincubaron durante una hora con 0.1 mg de la ALA-D

movenientc Ïc la etapa 8 de La purificación, en las condiciones indicadas

aiHétodos, incubán‘ose luego durante una hora. Se puede observar que la ac

tividad enzimática en esta etapa de 1a purificación fué totalmente dependien

te de la presencia de protectores de grupos -SH. La actividad óptima se

obtuvocon cisteina 10-3My no hubo considerable variación hasta una con

centración 10-2ï, resultando a 10_1Muna actividad de sólo aproximadanente

m110%respecto o la actividad con cisteína 10-3M. Por debajo de lO-4Mel

efecto de la cisteína es casi nulo.

Se observó que de los reactivos estudiados, e] más efectivofhé la cis

teina, aunque todos presentaron la máximaactividad con preincubacíones a con
. -3centrac1ones tc 10 M.

Acción fc inhibidores de grupos 43H

Conenzima proveniente de la etapa 8 de purificación, se ensayó el efec

to de algunos innibidores de grupos sulfhidrilos. Para ello 1a enzima se ac

tivó previmncnte con cisteína comose indicó en Métodos durante l hora, y

luego se agregó el inhibidor indicado, con el ALA,desde la cabeza del tubo

de Thunberg, y se incubó durante l hora. Los resultados obtenidos se mues

tran enla Tabla XII. Todos los reactivos estudiados produjeron marcada inhi

bición de la actividad, aunque debido a la presencia de cisteína usada para

podermedir l: actividad enzimática surge la duda si estos reactivos reaccio

naron en realidad con los grupos -SH de la enzima o sólo lo hicieron con 1a

cisteina, disminuyendo asi la concentración de la mismaen el medio de incu

bación y éste es el factor que produce la disminución de la actividad de la

enzima.
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rana XI. Acti ación de 1a ALA-D

Se trabajó con enzima, proveniente de la etapa 8. Las incubaciones se

Mcieronsegún se explica en el texto. Los reactivos se usaron previamente

nmnralizaJos a pH 6,8.

¿’ición Concentración PRGFOrmaño
(M) (nm moles/h)

Control - O

Cisteina 10.-l 60

5 x 10'2 210

5 x 10’3 542

10'3 580

5 x 10-4 310
-4

10 100

5 x 10'5 15

10'5 —
-6

10 _

-3
“"T 10 562

10-4 125

. —2Glutation 10 325

1 x 10'3 530

1 x 10“4 131

. . —2Tlogllcolato 10 325

10'J 550

10"4 82
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TannaXII. Efecto de inhibidores de grupos —SHsobrela ALA-Dpurificada

Seusó enzima purificada.31O veces. Las incubaciones se hicieran comose

in”iCa en el texflo.

Añícián Actividad

(lo-3”) (x)

Control 100

PCL?) 27

ïFBMI 29

Ioïnncetamida 27

"TJB 39

Ioiosobenzoato 28

Conel objeto de corroborar; que realmente la inhibición se producía

por reacción ¿e estos reactivos sobre los grupos —SHde la enzima, se pro

cedió a estuiiar el efecto de varios inhiniñores de grupos —SH.Para esta

experiencia se utilizó enzima proveniente de la etapa 4 de 1a purificación,

es decir, una fracción cnnsiderablemente activa aún en ausencia de protecto

res de grupos eSH, como para poder observar variaciones de la misma. En

este caso, los reactivos, a las concentraciones indicadas, se preincubaron

en vacio durante 30 minutos en las condiciones descfiptas en Métodos, en

ausencia ¿e :isteina. Transcurridos los 30 minutos se dejó caer de la cabe

za del tubo ‘e Thunberg el ALAy se preincubó durante 1 hora.

En la Tabla XIII se muestran los resultados obtenidos. Los reactivos

se agruparon ¡e acuerdo a su acción especifica; los del grupo A representan

los agentes alquilantes y formadores de mercaptidas con los grupos SH, se

observa que toios presentan inhibición casi total de la actividad de la ALA-ñ.

siendo más marcada 1a del PCMB.
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TmflaXIIL. ficción de inhibidores de grupos SH sobre 1a ALA-D

Seutilizó 2 mg de ALA-Dde la etapa 4. Las incubaciones se hicieron según

seindica cn c1 texto. Los resultados se exnresan en Dorcentaie de un blanco

sh1adición. Los reactivos se llevaron a DH6,7 antes de usarlos.

mupo Adición Concentración Actividad
remanente

(74)
(mM)

PCNB x 1 2

A NEMI 1 12

Iodoacetamida 1 15

ÜTNB 1 3

Glutation oxidado 3 17
B Cistina 10 28

Iodosobenzoato 1 5

C Arsenito 1 95

10 53

1 9+ 1 O
++

D Hg 1 0

Ï’b++ 1 1

a? wa 10 85

1 92

E SO3Na2 10 '70
1 95

Tiourea 1 102



Los reacti os agruoados en B, actúan como oxidantes ¿e gruoos SH, todos

eNos inhibieron 1a enzima, siendo más marcado el efecto ¿el DTNBv del Ioño

mbenzoato.

. . . -3 .El arsenito de sodio, a concentrac1ones de 10 M, activa sobre estructuras

wngruoos —SHvecinas' se observa que a dicha concentración, no tuvo acción
. -2 . . . . . .

wbre 1a enz1ma, sólo a 10 M se aprec1ó con51ñerab1e 1nh1b1c1ón, oero en es

tecaso se po'ria nensar que ha actuado sobre -SH aislados.

El grupo U reúne una serie de iones metálicos cuvos sulfuros Dresentan

noductos Íe solubilidad muybaños, se vé que todos ellos inhibieron totalmen

m la enzima.

En el último gruno se reúnen una serie de reactivos que actúan sobre

manes —S-S-, se observa que si bien 1a tiourea no tuvo efecto sobre 1a ac

ififlad enzimática, tanto el CNNacomoel SOaNa2a 10-2M, inhibieron signiFi
ativamente la enzima, no descartánñose entonces 1a nbsible existencia de duen

IS -S-S- en el sitio activo.

En algunos casos se estudió 1a reversión de 1a inhibición, oroduciaa nor

dgunos¿e estos productos. Aqui, el reacti o tiólico (cisteina), se colocó

:nla cabeza del tubo de Thunberg junto con el ALAy luego de los 30 minutos

Iepreincubación con el inhibidor, se aeiaron caer y se intubó durante 1 hora.

e utilizó enzima 18 veces purificada, los inhibidores a una concentración

le 10-3M, y cisteina 10-3M.

En 1: Tabla XIVse señalan los reafltados obtenidos. Se vé que la ciste

naaunqueno logra revertir totalmente la inhibición producida oor estos

eactivos, su efecto es más marcado respeéGG él PCMBque a los agentes alqui

antes.

abla XIV. Efecto de la cisteina, sobre la inhibición de la ALA-D,producida.

or inhibidores de grupos SH.

as incubaciones se hicieron comose indica en eltexto; los reactivos se usarcn

pH 5,8.
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Reactivo Cisteina Actividad

(10-314) ( 10'3M ) (7:

_ — 100

PCIB - 2

P013 + 85

NEZÁI -— 12

NEÏI + 53

Iodoacetamida — 15

IoCoacctamida + 51

ygmero y reactividad de los grupos -SH de laALA-D

La posibilidad de obtener ALA-Daltamente purificada, permitió efectuar

unestudio sobre el rol de los grupos sulfhidrilos en la actividad de la

enzima. Por otra parte, se hizo un estudio comparativo con la ALA-Daislada

y purificada de callos de semilla de soya, según el método de Tigier y col.

(1970), que contribuyó a obtener más información sobre la naturaleza de los

gruposesenciales requeridos para la actividad catalitica y aquellos reque

ridos para la integridad conformacional.

Se trató de efeétulr un análisis de los grupos snlfhidrilos normalmente

activos de la ALA-Dde higado vacuno y de callos de semilla de soya, determi

nandosu núnero y su velocidad de reacción con DTNB,bajo ciertas condicio

nes standard en presencia y ausencia de agentes disociantes, por medio de 1a

formación ¿e disulfuros con DTNBy siguiendo su actividad enzimática.

Para este estudio, se usó DTNBpues ofrece la ventaja de que reacciona

especificamente con grupos SHy la reacción puede ser fácilmente medida.
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En las Figuras 28 y 29, se puede ver el curso de la reacción de la ALA-D

tk higado vacuno y de semflla de soya respectivamente, con ÜTNBen presencia

yausencia de Urea 8 M.

Para la ALA—Dde higado vacuno (Figura 28), se encontró que a los

2060 minutos reaccionó un solo grupo sulfhidrilo por mol de enzima y duran

te el tiempo inficado no se reveló ningún otro grupo SH titulable ya que

la absorbancia de la mezcla de reacción permaneció constante durante 2 horas:

luego disminuyó ligeramente hasta cerca las 20 horas en que comenzó a aumen

tar de nuevo, debido posiblemente a precipitación de la proteina, apareciendo

derta turbidez en la solución. En presencia de Urea 8 M, la reacción Fué

ná; rápida en 10-15 minutos, reaccionaron alrededor de 3 grupos sulfhidrilos

ya los 30 minutos la absorbancia empezó a disminuir posiblemente debido a

unaautoexidación del ión tionitrofenilato.

Se observó además que si a un sistema de ALA-Dy DTNBen el que la

reacción habia alcanzado el plateau (20-30 minutos), se añadía urea 8 M, in

mediatamentese producía un aumento en la absorbancia equivalente a 2 grupos

SH,es decir, también se demostró la titulación de 3 grupos SH. Se vió enton

ces, que con Urea 8 H, se pudieron titular grupos sulfhidrilos adicionales,

normalmenteno reactivos.

La velocidad dc la reacción de los grupos SH de la ALA-Dde callos de se

milla de sora, con DTNBpuede verse en la Figura 29. En ausencia de urea. tam

bién en este caso, sólo un grupo SH reaccionó rápidamente (10 minutos), aunque

aqui siguió un periodo en el que la absorbancia aumentó luego lentamente du

rante el cual reaccionó otro grupo más y prácticamente después de las?!L 3 ho

ras se mantuvo constante permaneciendo en el mismovalor durante 4-5 horas.

Por adición de Urea 8 M, la reacción tuvo lugar rápidamente comoen el caso

anterior, pero en este caso reaccionaron 4 grupos -SH en 5-20 minutos.

En pre encia de un gran exceso de DTNB,la reacción para la ALA-Dde

higado vacuno resultó ser de pseudo primer orden (Figura 30), con una constan

te K = 0,0554uin para el único grupo SH reactivo. El comportamiento de la

ALA-hde callos de semilla de soya fué distinto; la curva de pseudo primer
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ordenfué bifásicá,(FSgura 31),'indicando una diferencia en la reactividad

del segundo grupo SH; las constantes de pseudo primer orden fueron K: 0,166

y 0,04Z/min para el primer y segundo grupo tiol respectivamente. Se observó

ademásque ptrn esta enzima el valor de K obtenido en presencia de¡¿rea8 M,

fué el mismoque el obtenido, para el primer grupo SHreactivo.

Deacuerdo a su reactividad, fué posible dividir entonces‘a'los grupos

de la ALA-Dde callos de semilla de soya en 3 categorías. Se los designó

SHI, SHII y SHIII siendo el orden de reactividad para estos grupos el si

guiente: SHI> SHII SHIII.

En el caso de la ALA-Dde higado de vaca, la velocidad de reacción Dü

ra el primer grupo SH, fué aparentemente menor que el de 1a enzima de calles

de semilla de soya, no obstante se designó SHI a este grupo altamente reactin

vo y SHIII a los dos grupos tioles restantes que sólo se expusieron en Urea
8 M.

Resumiendo, se puede decir que hay un grupo SHI por mol de enzima en am

bos casos y un grupo SHII por mol de ALA-Dde callos de semilla de soya, pe
ro ninguno de este tipo en la ALA-Dde higado vacuno, encontrándose en canbio

un total de 2 grupos SHTII en las 2 ALA-Destudiadas, los cuales se hallan.L

normalmentecnmascarados cuando la enzima está en su estado natural.

Se estuïió el efecto del buffer sobre la reactividad de los grupos tio

les frente al DTNB,hallándose que es independiente frente al tipo de buffer

empleadocuando la reacción tiene lugar en buffer TRIS-HClo fpsfatos.

Se estuñió además el efecto del DTNBsobre la actividad de la ALA-Dde

callos de soya. Los resultados se muestran en la Figura 32, para ello solucig

nes conteniendo "ALA-D"de soya purificada 35 veces se incubaron en cubeta;

a 25° aproximadamente S minutos, luego se agregó el DTNBy se continuaron

las incubacioncs por los tiempos señalados, al cabo de los cuales se termina

ron retirando 0,1 ml de muestra, en la cual se ensayo actitidad en la forma

usual ya indicada.
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Según se aprecia en la Figura 32, la actividad enzimática disminuyó

rápidamente con el tiempo. La velocidad de disminución de grupos SHI libres
Quéaproximaíamentela misma que la velocidad de inactivación. Cuando el DTNB

habia reaccionado con l grupo SHI por mol de ALA-D,ésta se inactivó aproxima
damente80%, dicha inactivación, sin embargo, se revirtió pgr.ggfegado de

CySH o GSH.

De esta figura también se deduce que es posible titular con DTNBeste

grupoSHI más expuesto, lo cual inactiva casi totalmente la enzina, antes

de que se exponcan otros grupos menos reactivos como los SHII, o los SHIII,

de donde este' grupo SHI, en la ALA-Dde callos de soya, parece lr necesa
rio tanto para la actividad catalítica comopara la integridad de la molécu

la proteica.

En el caso de la ALA-Dde higado vacuno, no fué posible hacer un estudio

comparativo del efecto del DTNBsobre la actividad enzimática, pues esta en

zimaaltamente purificada comose vió, es completamente inactiva en ausencia

de reactivos para grupos tioles.

Comose demostró anteriormente, la titulación directa de los grupos tio

les de esta enzima, indicó que sólo un grupo SHI se encuentra expuesto. Para
confirmar estos resultados, se titularon los grupos tiies según una modifica

ción del método aqui utilizado, propuesto por Butterworth y col. (1967). Los

resultados obtenidos, señalanon una relación molar de SHI: ALA-Dde 1:1.

Por otra parte, también se encontró solamente un grupo -SH por mol de

ALA-D,de higado vacuno, cuando ésta áe preincubó con cisteina en las condi

ciones óptimas para activarla, antes de titular con DTNBy se procedió luego

a eliminar cl agente reductor, el exceso de DTNBy el anión tionitrofenilato

liberado, por pasaje a través de una columna de Sephadex G-25, comose indicó

en Métodos (Butterworth y 001., 1967), :ocediendose luego a romper el disul

furo mixto del TNB-ALA-Dcon DTT, determinándose el anión coloreado liberado.

Cuandoesta técnica se repitió en presencia de urea 8 M, se volvieron a titu
lar 3-SHc
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Efecto ¿e cationes y aniones sobre 1a ALA-D

Se investigó 1a acción ejercida sobre 1a ABA-DDor varios aniones v ca

ñones en un rango muv amolio ae concentraciones.

En este caso é.estuñio se efectuó en las con‘iciones inñicaAas en Métodos,

salvo que se reemplazó el buffer de fosfato 0,067 M, nH 6,8, por el de Tris-Cin,

0,05 M, pH 5,8,,quc aunque como se vé cn 1a Figura 23, la actividad represen

ta un 70%"e la obtenida en buffer de fosfato, se usó nara po‘er observar me

jor el efecto ïe los aditivos, descontando la presencia ¿e los cationes Na o K.

+
En 11 Tabla XVse Duede ver que los iones K , cualquiera sca el anión

empleado,prflcticamente no afectaron 1a actividad de 1a enzima, por el contra

rio a las concentraciones más altas cnsayañas, lo inhibieron y de todas las

salestuolndas el acetato produjo mayor inRCti ación.

+
Tabla X7. Efecto de los iones K sobre la ALA-D

Se usó enzima Ce la etaoa 8. Los incubados se hicieron de acuerdo a la técni

ca descript: en Métodos, sólo que se reemplazó el buffer P04; por el de Tris
ClHsegún se explica en el texto,

A’ición Concentración Actividad
(M) ( 74)

Control 100

ClK 0,05 75
0.03 92
0,01 104
0,001 90
0,0001 90

504K2 0,05 80
0,03 87
0,01 91
0,001 93
0,0001 107

33C00K 0,05 47
0,03 74
0,01 85
0,001 93
0,0001 98
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En la Tabla XVI se muestra el efecto de los iones Mg++ï se encontró que

su acción es muy similar a la r’e los iones 11+,no hubo activación a ninguna

de las conïzentrñciones ensayadas y los icnes acetato nuevñmente Droñujeron

inhibición. Tinto en este caso comoen el anterior, asi comooara otras sales

noséïaln'ïás en estas tablas, el aníón acetato produjo inhibición enzimática,

el SOÉ en menor pronorción y el Cl’, no modificaron la ictividañ, en tanto4
, _ + ++ , +

que otros C".t10YIEScomo L1 , NHZ, Mn no tuvieron mayor efectot el Na como
veremosluego es inhibidor.

+
En XVI. Efecto de los iones Mg+sobre 1a ALA-D

'Las con‘icioncs exoerimentales son idénticas a las ñe 11,Tabla XV.

A:'-.iciones Concentración Activi Had
(M) (74)

Control 100

C12Mg 0,05 76

0,03 86

0,01 102

0,001 100

0,0001 102

STqu 0,05 93

o, O3 83

0,01 96

0,001 95

0,0001 96

053000)2Mg 0,05 35

0,03 46

0,01 75

0,001 95

0,0001 107
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S41 emï“ go se muestra en la Tabla XVII que los
.. . ++ .do, aunque t1n01én los lones Fe , a concentrac1ones

varon si"nific:tinamente 1a ALA-D,cualquiera sea el
-3. .

fué mayor a 10 N y nuevamente en forma comparatlva,

tenían menor efecxe, debido a su acción opuesta.

a ++ .lones Zn en mayor gre

de 10'3 y 10-4H acti

anión, la activación

el acetato y sulfato

++ ++
Tabla XVII. Efecto de los iones Zn y Fe sobre la ALA-D.

Las coniiciones experimentales son idénticas a las ae la Tabla XV.

Adicions: Coecentr>gíón
(v)

fictiVídad
(%)

C ntrol

SC4Zn

C1 Zn

(:Jz-Iacoo) 2221

0,05

0,03

0,01

0,001

0,0001

0,05

0,03

0,01

0,001

0,0001

0,05

0,03

0,01
0 001f

0,0001

0,05

0,03

0,01

0,001

0,0001

100

136

119

171

129

35

99

111

q 109 



BLI-“(3++que sólo se pudo probar como sulfato, a 19-4M presentó un efec

to más o menos del mismo grado que el correspondiente a la sal de Zn+ : con

centraciones más altas de cualquiera de estos iones aparecen inhibitorías,

debido al consumode la cisteína presente en el medio de incubación y necesa

riapara activar la enzima.

. + . . . . . ++ ++Los iones Na también disminuyen la acti 1dad en tinto que Ca , Co
++ —.- ++

y Cd 10 31, o menos ho la afectaron, pero Db 10 o más alta la inactiva

ron totalmente, resultado por demásesperado ae acuerdo a la naturaleza sul

fhiirilica de la enzima.

Estos resultados se muestran en la Tabla X’III.

Tabla X’III. Sfecto de varios cationes sobre 1a ALA-D.

Las conaiciones experimentales son iaénticas a las ¿e la Tabla X .

.Láiciones ConcentraCión Actividañ
(M) (74)

ÜOTtTO? ‘00

CTNa 0'01 45

0,05 61

0,1 75

C 203 0,001 101

312% 0,001 106

(¿3000) 2Ca 0,001 103
C o p

( H3C o)2 .b 0,001 16

Dcwsq’eu'i: ¿e la concentración ¿e sggtrato

Se estuïió 1a variación fie la Velocidad de reacción ‘e la ALA-D,en

función ¿e 1: concentracián de_ALA-.Se trabajó con enzima pro\eniente de
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1a etapa 8 Ïe li purificación. y las incubaciones se hicieron según se indica

en Métodos, sólo que en cada caso se usó una cantidad de sustrato, ALAdistin

ta que vcrió entre 10-5 y 10-3M. El PBGformado, se miiió n varios tiempos v

luego por extrapolación se calcularon las Velocidades a tiempo cero. En la fí

gura 33 se representaron los Valores obtenidos e puede observarse que la ALA-D

de higaio v:cuno presentó un comportamiento cinético normal, con una curva

hiperbólic: para las determinaciones realizadas en buffer ¿e fosfato, 0,067 M,

pH6,8 y 1 33°C. De acuerdo al métoio gráfico ¿e LineawíVer—Burk(1934), repre

sentando las inVersas de las Velocidades de formación de PBGen Función de

las iLVersas ¿e la: concentracioñ de sustrato, se calculó para esta enzima un
-4 w. . 

Im = 1,5 x 10 M, y una “máx. - 6,25 Pmoles de “BG/mg h (Figura 34).

Conel objeto de estudiar el efecto de los iones que actuaron comoacti

antes o inhibidores de la enzima, se estudió también el comportamiento He la

ALA-Dde hignïo flacuno en buffer Tris-ClH 0,05 M pH 6,9. Se obser ó, Fiaura 35,

que la qrfifica clásica de Vélocidad He reacción en función ¿e concentración

de sustrato, exhibió una trayectoria sigmoidea que no se modificó por el agre

gadode actthFor o inhibidor, los cuales simplemente actuaron comotales,

describienïo el mismotipo de gráfica.

Se efectuaron las determinaciones de los n de Hill (1913)eadártadas para

el caso ¿e u;a enzima, con la consideración que laveloci‘n'1 de la reacción

enzimáticfi es en este caso pr0porcional a los sitios de unión al sustrato con

interacción.

GráfiCZmente se obtiene una recta cuya pendiente expresa el número ñe si

tios de unión "el sustrato a la enzima y dá ademásuna iïeï de la interacción

entre ellos.

o;
’ I

concentraeión ¿e sustrato que produce la mitad ¿e la elociñad máximade reac
La intersección de la mismacon el eje de las abscisas dá el alor (S

ción compïrfible al Kmde una.enzímaxMicha61íGnao 5%“¡servs' Flgurn‘36' que en
1 \

buffer 13.15.01}; 0,05 M, ¡al-14,31a enzima presentó, un n :- 2,2.co_¿n'.un' {50.9}

3 x 10-4 M'y una Vmax. a 4 fimoles “VG! mex h.¿

En presencia de Clzzn 10-?H, se vé que si Tien la velociáad máximavarió
obtenién osa una Vmáx- 6 pmoles PBqÁmgxh, se mantuvo constante el
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n = 2,2 Y 11 Éhq gy: 3 x 10-4M. Sin embargo, 1a presenci: ¿o acetato He magne‘77
_2 _ u

sio 3 x 10 J, modificó sen51b1emente 1a “máx 2,2 Pmoles "BG la
r — —4VS = 4 I 19 M.
. 0,5) 5,\

mg x h y

+ + .. .
Estuïios realizados con K y Na no presentaron camoios notorios resoec

to al perfil de 1a curva de saturación de la ALA-Dde hignño vacuno, ni modifi

car sensiblcmente sus parámetros.

De acuerïo 1 las diferencias en el comportamiento , observañas en buffer

de fosfato Tcpotasio 0,067 MDH6,8, resoecto al buffer Tris-ClH 0,05 M ¿el
_ , . ++ ++ + +

mismo DH, en :usenc1a o presenc1a 4e Zn , Mg . K y N1 , se efectuó un es

tudio comparitivo de la cinética de la ALA-Den buffer Tris-ClH respecto al

mismo,con cirgregado de buffer fosfato de potasio. Las ieterminaciones se hi
<cieron comoen los casos anteriores, variando 1a cantiña He sstrato según se

indica, sal o que en este caso el buffer ¿e lazeacción fué una mezcla de buffer

Tris-ClH 6,05 I más buffer fosfato ¿e potasio 0,013 M, pH 6,8.

Se vió (Figura 37), que aún a bajas concenüaciones, el fosfato, además

de aumentir la actividad enzimática modifica el perfil de la curva de satura

ción! acercánfose al comportamiento Michaeliano, obtenido cuando se utilizó
sólo buffer ie fosfato de potasio. En este último caso, :1 aumentar la malari

dad del buffer, no se moñificó sensiblemente la activiiai enzimática, ni la ci
nética ie 1: reacción.

En la ?i¿u:: 38 se observa que cuando se trabaja con una mezcla de buffers

con P04; szprofuce una disminución de los ncbtenidos de la gráfica de Hill,

concomitante con una disminución de la [SO ¿1, 1a que se acerca al valor dell

Kmde la enzima en buffer P045 09067 M, pH 6,8.

Efectos_{e_otros aditivos sobre 1a activiflad de la ALA-3

Se estu ió el efecto de los nucleótidos de añenina y se observó que 6:tos,'
. . . . -2 . . . .asi como la case misma y también la guanina, a 10 MDroiugeron inhibición to

—3 . . .tal, aunque a 10 Mo menos, no afectaron con51ñerablemente la act1v1dad.

En este ciso, comoen los ensayos anteriores se trabajó con enzima Dura,
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proveniente ¡e 1: etapa 8, y las incubaciones se llevaron a cabo según se

indica en ïéto'os, usando buffer Tris-ClH en lugar de buffer fosfato. En la

Tabla XIXse señalan los resultaños obtenidos con este grupo ¿e sustancias.

Tab}3_}gïyhfïfiecto de nucleótidos y bases Dúricas sobre la ¿PBZEL

Se trabajó con enzima de la etapa 8 en las condiciones in5icadas en el texuo.

¿'ición Concentración Acti'iflad
(M) (%)

Control 100

FSC? O'Ol Ü

0,001 96

A)? 0’01 Ü

0,001 114

AT? 0’01 0

0,001 93

Aris 0,0075 80c

Aicninn 0’01 0

0,001 132

0,0001 102

Guanina 0,01 0

0,001 40

0,0001 114

Se estu’ió también el efecto ¿e otros comouestos sobre 1a actividad de

ALA-D,tales comofosfato de píridoxal, e hidroxilamina que a concentracio
—3 -3 . . . . . .

nes de 10 y 5 x 10 M respectlvamente, 1nh1b1eron un 45A de la act1v1dañ

enzimática.

Finalmente, se ensayaron la heminay la urotoporfiriní,sustancias éstas

de esoecial interés por tratarse de productos finales en 1: biosintesis ¿el
. -4 -5 . . . . .

Hemoy a concentrac1ones de lO y 10 M 1nh1b1eron marcaonmente la enz1ma.
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DISCUSION .Y..CPEICLUSFONLE

En la primera parte de este trabajo, se describió un métodopara sinteti

zar el compuesto cuya transformación en pBGconstituye uni etapa fundamental en

en la sintesis Rel Hemo.

La intro’ucción del uso de radioisótODos en la bioquímica, produjo re

sultados ic considerable importancia en estudios sobre la biosïntesis de cons

tituyentes orgínicos o de sus productos metabólicos.

Por otra parte, el empleo de esta técnica señaló el comienzo de una nue

va era en lá in estigación de las porfirinas, y mediante el uso de precurso

res isotópicamente marcados, pudo dilucidarse el origen de todos los átomos

del Hemo.

14 . . .El C resultó ser particularmente útil en los estudios referentes al

mecanismo“e formeción de porfirinas y la intervención del ALAen dicha sinte

sis se comprobó con el empleo de este isótopo.

. . 14 . . .Para la obtenCión del clorhidrato del ALA C, se elirió comomaterial ra
. . . . 14 . . . . .dioactivo .c pórtida CNK.E1 primer intermediario en li sinte51s fué 1a

. . . 14 . . 14 . .ftalllgllClnT l C, cuyo rendimiento en C fué aprec11blemente superior cuan

do el cianuro rndioactivo reaccionó con la N-clorometil ftálimida, que cuando
14 ' . .se usó gliCin: C comomaterial de partida, pues ésta debe Sintetizarse pre

viamente ÓTTCluego condensarla con anhídrido ftálico (Pichnt y Herbert, 1957);

En est: forma se logró aumentar el rendimiento a partir del precursor

radioactiwo y por Ende disminuir el costo del producto, lo que justifica las
*

etapas extras que implica 1a nueva sintesis.

En la segunda parte de este trabajo, se estudió la tránsformación enzi

mática del ALL en PBG.

Se aisló y purificó de hígado bovino la enzimaká-eminolevúlico'dehidre

sa (5 aminolczúlico hidroliasa, E.C. 4.2.1.24) que catalizn dicha transforma

‘ Es de “"zcr no ’r cue 6‘ método 'es=rr011=do en nuestro 1>tornto"‘o rc ec
tualmente utilizpdo por 1a NewEnglñnd Nuclear para 1“ sintesis comercial de
este compuesto.
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ción

Bsta enzima, como1a de todas las otras fuentes estu‘iadas, resultó no

estar uniia a fracción subcelular alguna: caracterizániose entonces por ser

una enzimï soluble. La disponibilidad de su sustrato, ALá ,denende de la exis

tencia del mismoen el citoolasma, debido a que la sintesis del mismose oro

duce en la mitocondria. La permeabilidad de la membranapoïría ser entonce- m

buenmedio Ïe regulación en la célula, para la sintesis de porfirinas.

La enzima resultó ser termastïble, al igual que la obtenida de otras fuen

tes (Walelrch, 1963; Coleman, 1966: Nandi y Waygood, 1967_ Shetty y Miller,

1969 a: figie: y col, 1970).

En relación a su estabilidad al calor, presentó una temperatura óptima

relativamente alta, 65°C, en incubaciones durante una horñ, habiéndose calcu

lado una :3 —10.569 cal/mol.

Estos intos coinciden con los de 1a mayoría de las ALA-D,siendO‘nbtPt‘e

la aislada “e higado de ratón (Coleman, 1966), que resultó ser esáble aún por
x

calentamientos a 75°C durante 80 minutos.

El rango ¿e saturación con sulfato de amonio en que precipitó, su peso

molecular y su precipitación por diálisis contra buffers ¿e muybaja fuerzi
ióniaa o agua destilada, la presentan comouna típica globulina.

La prepáración más Dura de la enzima, se comoortó como una única protc‘

na tanto por electroforesis en gel de almidón a distintos pHcon diferentes

buffers y fuerzas iónicas, comoen gel de poliacrilamid17 además el DíCOen

zimáticamente activo proveniente de la última columna de Sephadex coincide

exactamente con el pico de actividai obtenido por repetidos pasa 5' en idénti

cas coniicioncs (concentración, buffer, pH, Fuerza iónicn), por distintos ta

mices moleculires (Sephadex G-lOO, Sephadex G-200, Seoharosi 4-B, 6-B, Bio

Gel 9-100 y Bio Gel P-ZOO). Estos resultados, apoyados por el hecho de que la

proteina seïimcntó comoun único pico símétrico por ultrnfiltraeión, indíC“n

que la ALA-1está presente comouna única entidad proteica.

En gel de almidón, presentó la mismamegalidad electroforética que las

enzimas pro enientes de glándula de Harder y de callos de semilla de soya
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(Tomioy col. 1968; Tigier y col., 1970)L

Para la ALA-Dde hicado vacuno, se determinó un peso molecular de

140.000 + 14.000, por pasaje a tra ¿Sci columnas de tamiccs moleculares

(Andrews1964; 1965: Batlle y col. 1965).

Por otrü parte,pór pasaje de la enzima pura a bajas concentraciones por co

lumnascalibraias ae Sephañex G-200, se observó la aparición de un pico en la

zon: corresponïicnte a un DMde 70.000 t 7.000 también con acti"idad enzima

tica. Esto sugeriria qu: la dilución de la enzima podria inducir una disocia

ción percial ¿e la mismaen subunidades. Este fenómeno de asociación y diso

ciación ¿e proteinas a bajas concentraciones ya fue obser ado en otros casos

y estudia40 por Andrews (1964; 1965). Por otra parte, Nandi y col. (1968),

encontraron que la ALA-Dde R. spheroides con un PMde 250.000, también puede

disociarse en subuníñades, de menor peso molecular en presencia de urea l M

y por diálisis. Empleandola mismametodologia Tigier y col. (1970), encontra

ron un PM¿e 280.000 para la ALA-Dde callos de semilla de soya.

E1 único producto de la actividad catalitica de la enzima, resultó ser el

PBG,sienio 1a transformación una reacción exactamente estequeométrica,

El curso de la reacción enzimñtica, resultó lineal trnto en función ¿e

1a concentración de la enzima como del tiempo de incubación.

En cu nto a su pH óptimo, la ALA-Dde higado vacuno como todas las ALA-D

aisladas ic mamíferos (Gibson y col. 1955: Granick y Mauzcrall, 1958 a: Cole

man, 1966), presentó un óptimo cercano a la neutralidad pH 6,8 tanto en buffer

de fosfato Ïe potasio comoen buffer Tris-ClH, siendo en este último caso alre

dedor de un 39; menos activa, observándose una mayor sensibilidad a pH acidos

que alcalinos.

La acti“iCnJ de la enzima, resultó estrictamente depcnñeiente de condicio

nes anaeróbicas, además de requerir una preincubación con agentes protectores

de grupos —SH,exigencia que aumentó con el grado de purificación y se hizo

indispensable Gespués de la 6a. etapa de la purificación. Si bien este reque

rimiento es comúnpara la mayoria ie las ALA-Destudiadas, son excepciones c"
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la enzima aisladact callos de semilla de soya (Tigier y col. 1970), y la de

levadura (Earreriro, 1967).

De los reactivos ensayados, con la ALA-Dde higado "acuno, secbser"ó que

los mejores resultados se obtuvieron con preincubaciones ¿e 1 hora y cisteinï

10-3M.Esto seírlaria 1a existencia de grupos -SH, en el centro activo de la

enzimafácilmente oxidables, probablemente por encontrarse muyexpuestos so

bre la molécula proteica.

La presencia de gruDos SHnecesarios para la activi‘añ enzimática, se

comprobóutilizando distintos agentes reacti os con estos gruwos. En efecto,

se encontró inhibición coleeta de la actividad enzimática con ractivos caba

ces de formar mercaptiias como el PCMB,con alquilantes como el NEMIy la

iodoacetamil , oxidantes comoel DTNB,cisteina y glutation oxidado, ioñoso—

benzoato y con metales que forman sulfuros con muybajos proñuctos de solubi

li dad.

Tambiénse observó reversión de la inhibición produciña por agentes a1

quilantes y PCTBcon cisteina.

. . -5 .
E1 arsenito, a una concentrac1ón de 10 M<pe actúa sobre —SHveC1nos,

. . . . . -2 . . .no ¡nhlbló 1: enz1ma, aunque si rencc1onó a 10 Mquizás debido a la presen

cia de grupos —SHaísiaaos'en el centro activo de la enzima.

En el estuïio comparati"o realizado entre la ALA-Daislada de higado va

cuno y de tallos de semilla de soya, se observó que los grupos SH de 1a en

zima presentaron diferente reactividad hacia el DTNB.En efecto, se encontró

un grupo SH por mol, en ambos casos, que reaccionó ráDiAamnte con el DTNBy

se lo denominó SHI; en la enzima de calles se encatró un grupo SH designado

SHII, que reacciona más lentamente con el DTNB,sin embargo no se detectó nin
gún gruDo SH le estas características en la ALA-Dbovina; en cuanto al tercer

tipo de grupos SH que denominamos SH que sólo reaccionaron en DresenciaIII’
de urea 8 I, se titularon dos de ellos en ambas ñehidrasas.
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La périi a de la actividad enzimática de la ALA+D¿e callos de semilla

de soya, fué paralela a la disminución de los grupos SHI. Si bien el efecto
del DTNBsobre la actividad de la enzima proveniente de higado vacuno no se

pudo in'estigzr en virtud de las propiedades de ésta última en cuanto a su

preactivación con tioles; es aceptable pensar que la acción del DTNBsobre

la dehidrns: bovina, es similar a la observada en la dc callas de semilla

de soya: y: que aún en aquellas condiciones en que se acti'ó la enzima Dre

Jio su titulación con DTNBreveló un solo grupo -SH en ausencia de urea 8 MU

Sobre la base de estos resultados y considerando un peso molecular de

140.000 para la enzima de higado vacuno y de 280.000 para la de callos de

semilla de soya, se propone un modelo en el que ésta última, estaria consti

tuida por Cos subunidades idéntidas, de peso molecular 140.900, con igual

número de grupos SH, pero de distinta reactividad, comose muestra en la

Figura 39.

La titulación de uno de los grupos más reactivos SHI, conduce a la pér
dida de acti_iïa” y a cambios estructurales; este tiolzesponsable del 80%

de la acti iïaï, estaria probablementeen el sitio acti o. En el caso de la

enzima de semilla de soya, es probable que durante la reacción del grupo

SH I con DTNBse produ2can algunos cambios conformacionales. Finalmente,

los dos grupos SHI son tan inaccesiblcs y están tan bien protegidos porII'
la eitructur: Tela enzima, que normalmenteno se titulan,_sal'o que la

proteina se: pre iamente desnaturalúzada, también es probable que esos dos

grupos SHITÏ estén muycerca en la estructura de la proteina intacta y los
efectos estéricos jueguen un papel importante en cuanto a 1a reactividad con

el DTNB,y: que la molécula de éste requiere cierta distancia entre los gru

pos SH para reícdonar.

Se sugiero además, que los grupos SHI y SHII están localizadossnbre la
superficie ¡c la proteina, y por lo tanto resultarian mis accesibles a 1a

acción del ¿THB?que los grupos SHIII situados posiblemente muy cerca o en
el espacio entre las dos subunidades y sólo podrian reaccionar con el reac

tivo luego de la desagregacíón de la molécula.
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Los grupos SHIII podrian también estar involucrados en la estructura
terciari: y cuaternaria de la ALA-D;asi comoen la formación de agregados,

probablemente I través de puentes disulfuros intermoleculares, sienóo en estas

condiciones estos dimeros o agregados mayores, más activos que los monómeros

de alli 11 ’isminución en la activiñad encontrada con los reactivos de grupo:

-S-S- en lo ALA-Dbovina,

Por cnïentamiento a 100°C durante 5 minutos, de la enzima proveniente

de la 2a. ctáp: ¿e la purificación, se obtu ieron e"idenci:s<t la presencia

de un cofáctor que estimuló la acti"idad enzimática de la ALA-D.Este factor

no resultó ultrafiltrable ni dializable, razón por la cunlfnce suponer además

de su termocstïbilidad que se encontraría fuertemente unifio a la enzima.

-ha ALA-Daún en sus más alt95 grados de purificación , presentó una

levecxioración vmarillenta y una fluorescencia caracteristica al exponerle

a la acción de la luz ultravioleta. Esto hizo pensar en l: presencia de un

grupo fla.inico, pero el espectro de absorción de 1a enzima reveló solamente

el pico característico de proteinas a 280 nmy otro más pequeño en la zona

de Soret, 1 406 nm, sugiriendo más bien la presencia de algún grupo hémico.

Sin embargo, hista ahora, no se ha podido confirmar la existencia de cofac

tor alguno ni determinar la naturaleza del mismo.

El EDTA,que resultó ser un inhibidor de la enzima aislada<b mamíferqs,

( Gibson y col. 1955: Granick y Máuzerall, 1958 1: Tomio y col. 1968), con

excepción Cc 1: ¿e ratones ( Coleman, 1966) , produjo una inhibición en la

AbA-Ddehigaío Tácuno que fué completa e 5 x 10H3M.Por otra parte, también

se encontró inhibición con ciertos agentes quelantes especificos, tales como

o(—0(dipiri"-.ilo Y8-H0quinolina, sin embargo, pese a estos resultados, en

la ALA-Dbo inn, aún no se ha podido demostrar ni la presencia de metal espe

cifico alguno uniio a la enzima, ni su requerimiento.

Esta enzimn, comola mayoria de las dehidrasas estuïiadas, es inhibiña

completamente por los meteles pcroñnc lo cual era de esperar si se tiene en
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cuenta la nïturïleza sulfhidrilica r1ela misma.

Al estuiicr el efecto de varios aniones y cationes se vió, que la acti

"idad de la ALA-Dde higado vacuno no fué modificada mayormente por el agrega

do de distintos iones. A diferencia de los resultados obtenidos por Shemincon

la enzima ie {¿_spheroides, que requiere iones K+para un máximode actividad,

en este caso, los iones K+nosólo no son necesarios, sino que a altas concen

traciones inhiben la enzima.

Sin embargo, es notable que los iones Zn++ a 10-3M, producen una acti

vación de la ALA-D,resultado que podria explicarse, relacionfindolo con el

hecho de que l: enzima de callos de ¡milla de soya requiere cierta concentra

ción de iones Zn++en el medio de cultivo<tl tejido, para la obtención de

un máximode actividad enzimática, habiéndosesnggñrmaademñs que estos iones

estarian involucrados en la biosintesis de la enzima.

Se vió también, que con los distintos aniones estudiados, el acetato

fué el gue pro’ujo mayor inhibición enzimática, el sulfato en menor proporción

y el cloruro ño modificó directamente la actividad.

Cuan o sc estudió el efecto de los nucleótidos y compuestos relacionados

sobre la ALAJDde higado vacuno, se vió que éstos inhibieron marcadamente la

actividad de la enzima. Se sabe, por otra parte, que el ALAno sólo está

invoïucrado en lo sintesis de porfirinas, sino que deriva en parte al camino

de las purinas, de manera que éste efecto obtenido con los distintos deriva

dos nucleótiios podria deberse entonces a una acción de control de los mismos

sobre la sintesis de porfirinas en ln célula.

En lo que respecta a la cinética de la ALA-D,si bien en buffer de fos

fato de potasio 0,067 MpH 6,8 éxa mostró un comportamiento normal, presen

tando una curta de saturación con un perfíl hiperbólico y un Km= 1,5 x 10’-4M,

valor que está dentro del orden de los Kmobtenidos, para 115 dehidrasas de

varias fuentes. En el mismoestu‘io efectuado en buffer Tris-ClH 0,05 MDH6,8

la enzima, aïcmás de presentar una actividad 30%inferior a la encontrada en

el buffer ic fosfato de potasio al mismopH, mostró un comportamiento cinéti

co diferente presentando una curva de saturación sigmoidea, resultado cdnci
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dente con las ALA-Dpurificañas de eritrocitos humanos (Vergnano v col., 1968),

y con la ¡e Q: spheroides (Nanñi y eo1., 1968 a). En estás condiciones se

obtuvo una (33,5)3,2 x lO-4My un "n" de Hill n: 2, sugiriénñose ae ello, que
en estas con iciones, se revelaria 1n existencia e interacción 4e por lo ue

nos dos sitios r‘c unión para el sustrato, por molécula ’e enzima.

Estos resultados ñesecharian en parte las suposiciones ¿e que la segunña

molécula Ïc ALLquedaria en solución durante el proceso ¿e biosintesis del

PBG,no se ’cscarta por supuesto que la molécula que en el mecanismo pronues

to por Nanïi y Shemin (1968 b) no forma la base de Schiff tenga una menor ener

gia de unión a la enzima.

En estas condiciones, en la ALA-Dde higado tovino, el ALApresentaría

un efecto coonerativo positivo.

Estos resultados cinéticos, sumadosa 1a posibilidai ¿el desdoblamiento

de la ALA-Den fracciones de menor peso molecular o subuniñades, inñiCarian que

la ALA-Dbo:in: se comportaria comouna enzima alostérica.

c3 . . . . .
E1 cloruro r1e Zn lO M, aumentó la act1v1dad enzimática, pero no m041f1—

c6 la [SO 5) ni el n, el acetato de magnesio 10-3M, en c:mbio,\que actúa comoI

inhibidor Fe la ALA-D,aunquetampoco cambió el valor del n, eisminuyó elréo 5‘\ y /

Con c1 objeto de encontrar algún ligando que modificara la cinética rle

la ALA-D, e estudió el efecto de K+utilizando sales con "iferentes aniones,

comoya sc écïíló el K+no presentó ningún efecto sobre la actividad enzimá

tica y tampoco moóificó el comportamiento cinético de ésta enzima, Se estuoió

entonces, cl efecto del P04; , comofosfato de potasio, este anión a una con
centración Ïc 1,3 x 10-2M , (un 20%de la utilizada en 11 fleterminación de la

actividad enzimática en el método dd rutina), produjo un: disminución do un

25%en la (Éq,;} modificando también el n_a un valor ¿e n = 1,5, observándose
quemas que en buffer de fosfatos ¿e potasio 0,067 MpH 6,8, la enzima se com

.. . .. -4
portó como Lishaeliana, como ya se A130, con un Km1,5 x 10 M.

Esto in’icaria que realmente el ión fosfato actuaria comoefector hetero

trópico positivo ce la ALA-Dbovina, siendo responsable ¿e 1a transición, en

la estructura de la proteina enzimática a estados En los cuales la afinidad
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por el sustrato resultasen mayores (Honod y colo, 1953. 1965: Koshlando 1963: 1

1964).

Toios estos datos unidos a 1* inhibición producifla por hemina y Proto

productos finales de la bicsintesis de las Dorfirinas. apoyarian las hipóte

sis propuestas por varios investigadores para ALA-ñaisla’as ¿e r¡istintas

fuentes (Cnisaw; yáhabbo, 1962:Coleman, 1966: Calissano, Bonsignore y‘Cartaseg

na, 1966; Manonygihemin,1967; MuthuIrishnan y cel. 1969; Lascelles y col.,

1969: Jayaranin y c01., 1971) de que esta enzima, estaria también involucrada

en la regulación ¿e la biosintesis de las porfirinagu ya que ademásdebe recor

darse que es una enzima ubicada en un punto de divenïencia en la utilización

del ALA,metabolito utilizado ya sea, para 1a biosíntesis ¿e porfirinas (des

tino principal), o en el camino de las purinas. Asimismo, conviene señalar

que se trate ¿e 1a enzima que cataliza 1a sintesis del primer intermediario

pirrólico exclusivamenteutilizado en la biosintesis de las porfirinas.
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j RESUMEN

. . 14
Se describe un método para la sinte51s quimica del ALA4 C.

Se hace un estudio detallaño sobre el aislamiento, purificación y pro

piedades le a enzima "Delta aminolevúlico dehidrasa".

Se logró purificar la delta aminolevfilico dehidrasa aislada de hígado

vacuno unas 310 veces, resultando ser una enzima soluble.

Es una enzima sulfhidrilica, cuya actividad es dependiente de la ac

tivación Ce grupos SH, con agentes tiol reductores, especialmente cuando

se 1a purifica y estrictamente anaeróbica aún en las primeras etapas de su

purificación.

Present: un pH óptimoxa 0,8 en buffer de fosfato ¿e potasio 0,067 M

comoen buffer Tris-CIH 0,05 M, aunque en este último buffer, la enzima es

30%menos activo.

Es estable al calor y tiene una temperatura óptima de acción a 65°C,

habiéndose determinado una energia ¿e activación de 10.600 cal mol.

La formación de PBGresulta función lineal de 1a concentración de delta

aminolevúlico ichidrasa, y del tiempo.

Se determinó un PMde 140.000 + 14.000 por em'método ¿e tamices molecu

lares, obteniénïose ademásevidencias que sugieren la existencia de subuniña

des de peso molecular 70.000 + 7.000.

Por electroforesis en gel de poliacrilamida y en gel ¿e almidón a

distintos pH, asi comopor ultracentrfihgación de comportó comouna única

entidad proteica; determinándose un-PI = 4,9.

Tanto para la enzima previamente activada con cisteinn, comopara una

preparación sin activar, se determinó sóle un grupo -SH funcional catalit‘:a—

mente en cambio se titularon 3 grupos SH en presencia de urea 8M.
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Por cstuïios comparativos con la delt1 amino levfilico dehidrasa purifi

cada dc callos ie semilla de soya se ha propuesto un modelo estructural

para ambas enzimas, con respecto a la distribución de los grupos -SH, en

base a uniiades ¿e PM140.000.

En buffer Tris C1Hla enzima presentó una curva de saturación sigmoiic'

con una[:So’;} = 3 x 10-4 My un "n" de Hill igual 2,2, sin embargo en buffer
de fosfato ¡e potasio, el perfil cinético fué Michaeiiano con un Kmde

1,5 x 10-4H. Sc considera el ión fosfato,un efector heterotrópico positivo de
la enzima.

. . ++ . . . .De los iones estudiados, sólo el Zn produJo una ligera act1vac1ón. No

se determinó requerimiento de metales en especial, aunque 1a enzima fué

inhibida por ¿istintos agentes quelantes.

. . . -2 . . .Las bases púricas y nucleótidos de adenina a 10 Minhibieron marcada

mente la actividad de 1a enzima.

La delta amino levúlico dehidrasa de higado vacuno fué inhibida por'ba

jas concentraciones de Protoporfirina y Hemina.

En base a esta inhibición, por producto final, al hecho de que esta en

zima se encuentra ubicada en el punto de divergencia en la utilización del

ALA,a que cataliza la sintesis del primer intermediario pirrólico exclusiva

menteutilizalo en la biosintesis de porfirinas a que en ciertas condiciones

Se comporta :inéticamente comouna enzima alostérica, la delta amino levúltco

dehidrasa en higado vacuno estaria también involucrada en la regülación de la

biosintesis ¿el Hemoen este tejido.
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