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ROL DE LAS PERFIRINAS EN DIVERSOS PROCESOS BIOLOGICOS

La captación biológica de la energía solar y su transforma

ción en energía quimica esta mediada por las clorofilas y por los ci

tocromos. La clorcfila É_es la porfirina más abundante en las plantas

verdes. Se la encuentra junto con cantidades más reducidas de clorofii

la Q_en las plantas superiores y de clorofilas EJ EJ g) o g_en las al

gas. Los citocromos funcionan en la transferencia de electrones en la

cadena respiratoria. El citocromo P-hSO, hemoproteína ampliamente dig

tribuida en el reino animal y,dentro del reino vegetal,encontrada en

algunas leguminosas, está involucrado en mecanismosde desintoxicación

por oxigenasas. La hemoglobina, transportador de oxigeno en la sangre,

la catalasa, y la percxidasa son hemoproteinas de gran importancia en

el metabolismo. Por óltimo, la vitamina 812 Fue conocida primero por

ser un Factor esencial en la nutrición y, mas recientemente, por su

función comocoenzima en reacciones de metilación.

Todas estas moléculas tienen en comónsu estructura, deriya

da del anillo pirrólico; son tetrapirroles modificados. (Figura 1)

Granick (19hs) comprobóexperimentalmente que la clorofila

y el hemo (grupo prostático de las hemoproteínas) tienen un camino me

tabólico comón. Burnham (1966 y 1969) sugirió que las cobalaminas cqg

parten el camino metabólico del hemoy de las clorofilas más allá de

la etapa del porfobilinógeno. Ian Scott y colaboradores (1972 y 1975)
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consiguieron demostrar la incorporación de uroporfírinúgenu marcado
1h . . . . _ ..con C en un Sistema libre de células de Prugionebacterlum shgrmanii,

que sintetiza vitamina 812.

Figura 2
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La figura 2 esquematiza las tres ramas del camino metabólico

de las porfirinas: la rama del hierro, que da origen al hemo, la rama

del magnesio, que da origen a las clorofilas, v la rama del cobalto,

que da origen a la vitamina 812.

Comoen el caso de otras moléculas orgánicas de gran tamaño,

las porfírinas se forman a partir de moléculas muysimples. La cumple

ja estructura final se produce por una autopolimerización secuencial e

irreversible de cada nuevo intermediario formado. Los sucesivos compues

tos sintetizados son cada vez más grandes y complejos, hasta dar origen

a una gran molécula con muchossitios reactivos, en los cuales tienen

lugar reacciones secundarias, con poco o ningún gasto de energía.

DISTRIBUCION NATURAL DE LAS PÜRFIRINAS

Las hemoproteínas y las clorofilas están ampliamentedistribui

das en los sistemas vivos, y su importancia cuantitativa es grande. En

contraste con la abundancia de estos productos Finales de la biosíntesis

de porfirinas, la aparición de porfirinas libres intermediarias del cam;

no metabólico es rara y cuantitativamente escasa. Lemberg(l95h) sugirió

que esto se debería a que la producción de hemoes muyeficiente, no per

mitiendo, por lo tanto, la acumulación de intermediarios.

En invertebrados, donde se investigó sistemáticamente la pre

sencia de porfirinas libres, se encontró que algunos grupos se caracte

rizan por la presencia de un tipo de porfírina libre en particular. Por

ejemplo, la protoporfirina IX se encuentra en los celenterados y en los

equinodermos, la coproporfirina III en los anélidos, y la uroporfirina

I en los moluscos. Estas porfirínas libres puedenrepresentar los vesti
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gios de la biosintesis de hemoen los Filos nombrados. Algunos autores

interpretan, en cambio, la existencia de estas porfirinas intermedia

rias como un estado patológico homólogo de las enfermedades conocidas

comoporfirias en los mamíferos, en que la biosintesis del hemoestá

bloqueada en alguno de sus pasos (Kennedy, 1975). Ütros consideran que

seria la evidencia de un metabolismo normal del hemodistinto al que

se encuentra en animales superiores. Aúnotros, (Mauzerall y Granick,

1958 a) sostienen que la acumulación de porfirina se debe a una limi

tación en la cantidad de decarboxilasas que decarboxilan uroporFirinÉ

geno a coproporfirinógeno y no a una autooxidacifin de los porfirinógg

nos.

En el amplio y diversificado filum de los moluscos, se ha

registrado la presencia de cantidades apreciables de uroporfirina I.

Dentro de este filum, hay géneros en los cuales funciona comopigmen

to respiratorio la hemoglobinay otros en los cuales está ausente la

hemoglobina y cuyo pigmento respiratorio es la hemocianina. Este últi

mo compuesto, a pesar de su nombre, no contiene hemo ni está relacio

nado con las porfirinas. (Figura 3). La presencia de uroporfirina I

(que EE es el intermediario natural del caminobiosintético de las por

firinas) nótase en géneros de moluscos que no tienen hemoglobina, y en

cambio tienen hemocianina. Este hecho podría indicar que estos organig

mos probablemente alguna vez hayan poseído un camino para la biosinte

sis de hemo. Este en la actualidad ya no seria Funcional por es:ar byg

queada la formación del uroporfirinfigeno III, el verdadero intermedia

rio en la biosintesis de hemo. El porfobilinógeno es convertido en urg

porfirinógeno I, y este se acumula en esos moluscos.

No sólo se encuentra uroporfirina I en moluscos. En las val
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vas de algunos moluscos, comoPtería, Pinctada, y Trochus, se ercuen

tra ademásde uroporfirina I, coproporfirina, y, según algunos autores

(Fischer y col. 1930, Fischer y col. 1931, Kennedy y Vevers, l95h) una

porfirina pentacarboxílica. En una especie del género Haliotis se en

cuentra protoporfirina IX. Las porfírinas en los moluscos se encuentran

localizadas en las valvas, y también en tegumentos y vísceras. Lna ca

racteristica notable de la presencia de porfirinas en los moluscos es

que se las encuentra en especies marinas, raramente en especies acuá

ticas o terrestres.

En el filum ce los platelmintos se encuentran uroporfirinas

y coproporfirinas. La planaria Dugesia dorotocephala tiene uroporfiri

nas y coproporfirinas libres. En la epidermis de Dugesia tigrínc,

Dugesia gonocephala y 2333 Foremanii se detectaron uroporfirínas.

Phagocata gracílis, Phagocata imanaí, Phagocata virida y Bdellocephala

brunea contienen coproporfirina. La aparición de coproporfirina en un

género y uroporfirina en otro puede representar un avance evolutivo

(Hrugelís-Macrae, 1956), aunque es más probable que representen muta

ciones que han bloqueado parcialmente la sintesis de hemoa distintos

niveles, ya que todos estos organismos sintetizan citocromos.

En el filum Anélidos, se encuentra con muchafrecuencia la

coproporfirina III, trazas de coproporfirina I, uroporfírina III y ra—.

ras veces porfirinas de tres y de cinco grupos carboxilo. En algunos

poliquetos, por ejemplo Chaetopterus variopedatus se encuentra una mea

cla de feoforbidas a y b, en esférulas verdes epiteliales cuya función

es desconocida. En Nereis diversicolor se encontró coproporFirina III

junto con biliverdina. Flabellígera affinis contiene coproporfirina y

el quelato de cobre del FeoForbido a: Considerando estos ejemplos, to
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dos géneros de poliquetos, surge el interrogante del porqué de la re

tención de un determinado pigmento y 1a eliminación de un pigmento muy

relacionado. Entre los poliquetos, algunos géneros tienen hemoglobina y

otros clorocruorina (tetrametil-h-vinil, 2-formil deuteroporfirina).

(Figura 3). El género Serpula tiene hemoglobina y clorocruorina. En los

oligoquetos, en Lumbricusterrestris se identificó protoporfirina IX,

coproporfirina III y porfirina tricarboxílica. Igualmentede Allolobo

23233 chlorotica se aislú protoporfirina IX, coproporfírina III, y una

porfirina tricarboxílica. En una Formaverde de esta especie se encon

tró una bilina con h grupos carboxilo similar a la turboglaucobilina

(Kennedy, 1975). Entre las sanguijuelas se encontraron quince pigmen

tos, entre ellos la protoporfirina y la coproporfirína (isómero sin de
terminar).

En equinocermos, se encontró protoporfirina IX libre en numg

rosas especies: Uraster rubens, Luídía ciliaris, Astropecten irregula

Ijg, En estos dos géneros también hay clorocruorina. Uarburg (1932)

sostuvo que la presencia de un grupo carbonilo en una cadena Lateral

(el grupo formilo de la clorocruorina) sería una característica primi

tiva.

El enigmade la distribución y funciones de las porfirinas

en los invertebrados es motivo de enconada discusión entre los inves

tigadores. Mangumy Dales (1965) sostienen que la presencia de porfi

rinas libres en invertebrados es normal, mientras que varios otros

autores, comoKennedy (1975) insisten en que toda concentracion exce

siva de porfírina libre en un tejido es no Fisiológica, y puede consi

derarse comoun estado porfírico, es decir patológico. Noobstante,
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en la mayor parte de estos animales, especialmente en los marinos, la

aparición de síntomas de porfiria semejantes a los que conocemosen el

hombre, es evitada por su forma de vida y su anatomía. Es decir, que

por vivir en un tubo, o en profundidades donde la intensidad de luz es

baja, o por tener una valva en la cual las porfirinas libres pueden

ser incorporadas, los invertebrados no manifiestan los síntomas que

las porfirias producen en los vertebrados, y que dan comoresultado

la enfermedad y la muerte.

En el hombre y en algunos otros mamíferos, la presencia de

porfirinas intermediarias de la biosíntesis del hemoestá invariabyg

mente asociada con defectos metabólicos congénitos o adduiridos que

bloquean parcialmente esta biosíntesis, produciendo el grupo de enfeg

medades conocidas comoporfirias.

CAMIZÜ METABOLICÜ DE LAS PÜRFIRINAS

Los precursores de las porfirinas y el esquema general de

la biosíntesis de Éstas es conocido, así comotambién los mecanismos

detallados de algunos pasos. Ütros puntos; en cambio, comoel mecanis

mode la formación del isómero funcional de las porfirinas a partir

del pírrol porfobilinfigeno, el control de la síntesis de porfirinas y

hemo, y posibles diferencias genéticas en cuanto al mecanismode

acción de algunas enzimas en diferentes células, no han sido aclara

dos aún.

El siguiente es un resumen de lo conocido hasta hoy sobre

las reacciones enzimátioas que conducen a la biosíntesis del hemoy
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de la clorofila. El estudio de una de estas reacciones, precisamente

la polímerizaciún del pirrol porfobilinógeno para dar el primer tetra

pirrol cíclico, es el temade la presente tesis.

Las reacciones iniciales, comunesa las tres ramas del cami

no metabólico de las porfirinas, comienzan con la condensación del ami

noácido glicina con la succínil coenzima A, en presencia de fosfato de

piridoxal y la enzima ALAsintetasa, para dar el ácido 5-aminolevulíní

co. Dos moléculas de éste se condensan para formar el porfobilinúgeno.

A su vez éste se autopolimeriza dando el uroporfirinógeno III, siempre

que estén presentes la porfobilinúgeno deaminasa y la uroporfirinógeno

III cosintasa. (Figura h). El producto de la reacción no es una porfi

rina, sino una hexahidroporfirína o porfirinfigeno. Puesto que el porfa

bilinúgeno tiene dos cadenas laterales distintas, hay cuatro isómeros

posibles de uroporFirinfigeno.

En el ísómero I, formado por la porfobílinógeno deamlnasa

en ausencia de la cosintasa, las cuatro moléculas de porFobilinfigeno

se polimerizan en el mismo sentido. En el isómero III, uno de los mo

nfimeros de PBGestá orientado en sentido inverso a los demás, de mans

ra que hay dos cadenas propibnicas adyacentes y dos cadenas acéticas

adyacentes. (Figura 5). Estos dos isúmeros, el I y el III, son los un;

cos que se encuentran en la naturaleza, y el hemo, la clorofila y el

anillo de corrina de la vitamina B tienen una disposición del tipo12

III de sus cadenas laterales. El uroporfirinógeno III es el último

intermediario comúna la rama del magnesio, a la del hierro y a la del

cobalto. La decarboxilación secuencial de los cuatro restos acéticos

del uroporfirinúgeno III por acción de la decarboxilasa produce copro
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porfírinógeno III. La coproporfírinógeno oxidasa cataliza la conversión

de dos cadenas laterales de ácido propiónico a grupos vinilo; los dos

grupos propiónícos restantes, que son los adyacentes entre si, no son

atacados. Este es el protoporfírinógeno IX, precursor comúndel hemo

y de las clorofilas, que, por pérdida de 6 átomos de hidrógeno da la

protoporfirina IX.

Todasestas reacciones en la biosíntesis de la protoporfíri

na IX han sido observadas en sistemas libres de células. La protoporfii

rína IX, al quelatarse con el hierro, da origen al hemo. La quelatación

con magnesio, en cambio, determina una sucesión de pasos ulteriores,

incluyendo la formación de un anillo de ciclopentanona y la reducción

de uno o más anillos, que origina las clorofílas aclarados aónÏrEntre

estos últimos está el sistema enzimático dual que catalíza la formación

del primer tetrapirrol en la biosíntesís, el uroporfirinógeno III.

El voluminoso trabajo realizado con las enzimas de este cami

no metabólico ha sido revisado por varios autores (Bogorad 1966 a,

Graníck 1967, Lascelles 196ü).

Consideraremos brevemente los interrogantes que aún subsis

ten con respecto a las reacciones catalizadas y expondremosalgunas prg

puestas sobre posibles mecanismos.

Formación de succiníl coenzima A y de ácido 5-aminolevulínico (ALA)

Los estudios de Shemin y colaboradores (1953) con precursores

marcados demostraron que el ALAes el primer intermediario específico

del camino metabólico de las porfirinas. Se comprobó que el ALAprove

nía de la condensación de glicina con succiníl coenzima A. Se pudo

aislar una enzima, la ALAsintetasa de eritrocitos de ave,de bacterias

¡r ver Efrahs , al Rua].



- 15 _

fotosíntéticas y de ratas tratadas con drogas inductoras de porfirias.

'Esta enzima, excepto en algunos casos aislados, no Fue aislada de plag

tas superiores. El ácido 5-aminolevulinico es el precursor de este ca

mino metabólico en todos los organismos estudiados, pero su bicsíntesis

sigue dos vías alternativas; una en animales, bacterias y algas y otra

en plantas superiores. La ALAsintetasa es una enzima mitocondrial,

así comoson mitocondriales también las enzimas responsables de la fqa

mación de succinil Co-A. Es la enzima de velocidad limitante en el cami

no biosintético de las porfirinas y, además, es regulable por productd

final de la biosíntesis (hemo), por producto de la reacción (ALA)y por

un mecanismo de enzima activa ;=== enzima inactiva. Se encontraron en

Rhodopseudomonasspheroides dos fracciones con actividad de ALAsinte

tasa, ambas con un peso molecular de lÜÜ.ÜÜÜ_i20.000, y con constan

tes cinéticas similares (Tuboí y col., 1970) pero con diferente conte

nido en sulfhidrilos. Una de las isoenzimas de Rhudopseudumonas

spheroides existía en una forma de "alta actividad" y la otra en una

Formade "baja actividad". La actiVación de esta última tiene lugar ya

sea por oxidación con oxígeno o por agentes oxidantes (Marriot y col.

1970), o por agregado de disulfuro jUHLÜcon una Fracción proteica.

Los trabajos más recientes de este grupo presentan evidencias oe la

activación in vivo por un trisulFuro cuya concentración intracelular

está relacionada con el estado de oxido-reducción de las células. El

Factor es inactivado por reducción a disulfuro, y es regeneradc por

un par sulfhidrilo-disulfuro dependiente de enzima, acoplado aila cg
dena de transporte de electrones. .

«up-mw
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FIGURA 6

Mecanismopropuesto para la activación de ALAsíntetase

enzima de "alta"
actividad activador

reducido

(8-8). cadena. . de

activador ox1dado _SH a transporte 02de
electrones

enzima de "baja"
actividad

La ALAsintetasa tiene una especificidad absoluta para la

glicína pero no para la succinil Co-A, ya que el éster metilico de la

succinil Co-Aes buen sustrato también.

Biosintesis de ALAengplantgs superiores

En experimentos realizados con 138 glicina no se pudo de

tectar ninguna incorporación de este aminoácido en clorofila (B. F.

Burnham,resultados no publicados). Cuandose trataron hojas etiola

das de maíz y semillas de porotos con ácido levulínico se encontró

que se acumulaba ácido 5-aminolevulïnico y se inhibía la síntesis de

clorofila (Harel y Klein, 1972). Esta Fue la primera evidencia cier

ta de que el ALAes también precursor de porfirinas en plantas supe

riores. El O<rceto glutarato, el glutamato, y la glutamina son efi

cientemente incorporados en forma intacta en el ácido 5-aminolevuli

nico. En cambio, ni la glicina-l- lal: ni la glicina-Z-lhc lo son.

Estas experiencias se realizaron en cotiledones de pepino en creci

miento (Beale y Castelfranco , 197h). El glutamato se incorporada

con igual eficiencia ya estuviera marcado en l-lhB, en 3-lhB 6 en h-lht.
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De acuerdo a estos resultados, la succinil-S-Co-A Formada a expensas

del o(-cetoglutarato, que a su vez provendría del glutamato, no pue

de ser precursor del ácido 5-aminolevulínico.

La biosíntesis del ALAa partir de (j(-cetoglutarato o glu

tamato intactos puede ser racionalizada proponiendo una reducción a

h,5-dioxovalerato seguida por una transaminación a ALA.

FIGURA 7

CÜZH CÜZH CÜZH

CH2 reducción CH2 transaminación GHZ

GHZ ——-——> ÜHZ____> . [JH2
CD CÜ CÜ

BÜZH CHÜ CHZNH2

aL-cetoglu h,5—dioxo- ALA
tarato valerato

El h,5 dioxovalerato es un metabolito de ALAen varios orga

nismos. La reductasa Fué hallada recientemente. Posiblemente, este me

canismo de síntesis de ALAsea el más común en plantas superiores.

Existen por lo menos tres mecanismos que regulan la veloci

dad de síntesis de ALA.(Figura 8).

Todos los Factores capaces de afectar la concentración nece

saria de succinil CoAdisponible para su condensación con glicina pue

den, en última instancia, afectar la velocidad de síntesis de ALA.Co

mola succinil BoApuede sintetizarse biológicamente ya sea por oxida

ción de Cí-cetoglutarato o directamente a partir de succinato y CoA

por la enzima succinil CoAsintetasa, la velocidad de ambas reacciones,
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FIGURA 8

Regulación de la síntesis de ALA

Piruvato 0<-cetoglutarato
2

Malato i Isuccinil CoA l

Fumarato /1/ + ———> ALA—)PEIG——).. . .—)Hemoglicina

Succ1nato * 3

1 Formación de succinil CoA

2 Inhibición de ALAsintetasa por producto Final
3Represión de ALAsintetasa por producto final

y la velocidad a la cual el succinato desaparece por oxidación en el

ciclo de los ácido tricarboxílicos pueden afectar la Formación de ALA.

Los otros dos mecanismosde regulación de la sintesis de

ALAse relacionan con la enzima ALAsintetasa; uno involucra cambios

en la actividad de la enzima, y el otro, cambios en la cantidad de en

zima por variación en su velocidad de sintesis. Los trabajos de Las

celles demostraron que ambosmecanismosregulatorios, el control sobre

la actividad de la enzima y el control sobre la Formación de la enzima,

se ejercen durante la biosintesís de bacterioclorofila en la bacteria

fotosíntética RhodopsELdomonassEheroides (Lascelles, 1960). Existe

una represión de la ALAsintetasa por producto Final y además, tanto

la luz comoel oxigeno regulan la sintesis de ALAsintetasa. La intro

ducción de oxigeno en cultivos anaerúbicos resulta en una inmediata

represión de la ALAsintetasa. Altas intensidades de luz también la

reprimen.
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La forma en que el oxigeno y la luz actúan para reprimir a

la enzima no ha sido aclarada, se sugirió que podria deberse a cambios

en el estado de oxidorreducción de un "carrier" en la cadena de trans

porte de electrones (Nishimura y colao, 1963). De estos estudios se

concluye que la represión de la ALAsintetasa actuaria a dos niveles

diferentes: uno a nivel del hemo,producto final de esta biosintesis,

y otro a nivel de factores ambientales.

En animales, la ALAsintetasa es inducida por una gran varig

dad de agentes extraños como también por esteroides. El hemo, producto

final del camino metabólico, reprime actuando en contra de esta induc

ción. Granick (1966) propuso que el hemo Funciona como un corepresor

controlando la inducción de ALAsintetasa por combinación con el aporrg

presor para formar el represor funcional y sugirió que tanto las dro

gas extrañas comolos esteroides competirian con el hemoimpidiendo la

formación del represor funcional provocando asi la derrepresión de la

enzima.

Una de las drogas más usadas para inducir ALAsintetasa es

la alílisopropilacetamida. El efecto primario de esta droga seria pro

ducído por una disminución en el contenido de citocromo PASÜdel higa

do (De Matteis, 1970). Se encontró que existe una relación inversa en

tre el contenido de citocromo PASOy la actividad de ALAsintetasa

(Padmanasan y colab, 1973). La disminucióndel citocromo P-ASOy de la ag

tividad causada por AIAinvolucra la degradación del hemo; esta seria

una de las candiciones para que la ALAsintetasa sea inducida por AIA.



Conversión del ácido 5:Éminolevulinico en porfobilinógeno

La enzima ALAdehidrasa condensa dos moléculas de ALApara

formar el único monopirrol precursor de porfírinas, que es el porfobi

linógeno (PBG). Esta enzima, a diferencia de la ALAsintetasa, es

FIGURA 98 ((OH “no”
I |

Formación de orfoai- uno” ca, LnoH CH______________E________ z
l I |

linógeno a partir de í”! ÏHI CHI C”!

CH, + c = o l > lácido Ságminolevulini- ¡ I
o -c CH, l

2' (:Hl NHL CH,.l
NHl NH,

citoplasmátíca y está ampliamentedistribuida en animales, vegetales

y bacterias. Se la ha encontrado en higado bovino (Gibson, 1958;

Batlle, 1967) eritrocitos humanos(Balissano, 1966); levadura (Barral

ro, 1967), callo de soja (Tigíer) hojas de trigo (Nandi y Maygood);

R. spheroides (Burnhamy Lascelles).

El mecanismo de la reacción ha sido presentado por Nandi y

Shemin (1968).

El paso inicial es la Formación de una base de SchiFF entre

la enzima y el sustrato (Figura 9 b). Esto fue comprobadopor inacti

varse la enzima al reducir con borhidruro de sodio. Esta inactivacifin

sólo se producía en presencia del sustrato. Unanálisis de las carac

teristicas de la enzimaaislada de muchascélulas diferentes indica

que todas las preparaciones examinadas parecen tener pesos moleculares
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FIGURA 9h

Formación de una base de

Éghiff entre la enzima y
el sustrato

comparables y estructuras cuaternarias probablemente similares. Aun

que todas forman la base de Schiff intermedia con el sustrato, el r5

querimiento de cationes metálicos para su activación varia. Este re

querimiento divide a las ALAdehidrasas en dos clases: (Shemin, D,

1972). La enzima aislada de la bacteria fotosíntétíca Rhodopseuromonas

sEheroides, requiere H+ o iones relacionados (Li+, Rb+, NHh+, M92+)

para activarse a bajas concentraciones de sustrato, (Nandi y Shemin,

1968), mientras que la enzima proveniente de células eucariúticas es

tudiada hasta el momentono requiere agregado de cationes metálicos

para activarse. Además, esta enzima es inhibida por EDTA,mientras que

la dehidrasa de R.spheroides no lo es. Una excepción a esta regla ha

sido encontrada por Nandi en R. capsulata. La dehidrasa de este orga

nismo no requiere cationes para su activación, ni es inhibida por

EDTA.(Nandi y Shemin, 1973). La ALAdehidrasa se activa por grupos

sulfhidrilo y su Hmes de 1,h-5xlÜ-h, dependiendo de su origen.

Investigaciones detalladas de 1a estructura cuaternaria de

la enzima de diversos origenes han llevado a la conclusión de que las

enzimas de R.spheroidEs, en higado de ratón y bovino, se componen de

seis subunidsdes.
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Más recientemente, Wilson, Burger y Doudle (1972), han des

cripto una enzima de higado bovino compuesta por siete subunidades di

méricas. Mu, Shemin y colaboradores (l97h), en un exhaustivo estudio

con el fin de determinar la naturaleza y número' de sitios activos y la

estructura y composición de esta enzima, volvieron a determinar la es

tructura cuaternaria de la dehidrasa de higado bovino por una combina

ción de microscopía electrónica y determinaciones de peso molecular.

Era de especial interés determinar la estructura cuaternaria de esta

enzima pues esta podia aclarar el mecanismode este paso de aromatiza

ción y también el control de la actividad catalitica de la enzima.

La dehidrasa de higado bovino Fue purificada y cristalizada por

Muy apareció comohomogéneapor varios criterios. El peso molecular cal

culado a partir del coeficiente de sedimentación (SÉÜ,U=11.75)y el co;
Ficiente de difusión fue de 289.000 y el determinado por equilibrio de

sedimentación fue de 282.000. Por este último método se determinó un pe

so de 3h.9ÜÜ para cada subunidad. Este valor Fue obtenido con una mues

tra dializada contra clorhidrato de guanidina 6My ditiotreitol. Unva

lor similar de 35.000 fue obtenido por electroforesis en gel de polia

crilamida en presencia de dodecil sulfato de sodio. Parece, entonces,

que la enzima estaria compuesta por ocho subunidades, lo cual concuerda

con la Formaen que aparece al microscopio electrónico. Las particulas

parecen estar formandocuatro lóbulos bien diferenciados dispuestos en

los cuatro vértices de un cuadrado. La estructura cuaternaria seria

pues, la que se observa en la figura 10. Las subunidades, de uu É de

diámetro, están dispuestas con simetría diédrica (Du). Si se supone que

las subunidades son esféricas y que poseen una densidad de 1.36 g/cm3,
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FIGURA 10

Modelode la estructura

cuaternaria de ALAdehidrasa

el peso molecular del octámero sería de 292.000, lo cual concuerda

con las demás determinaciones. Las ocho subunidades parecen idénticas.

La ALAdehidrasa de R.spheroides tiene las características

de una enzima alostérica: efecto cooperativo homotrópico del sustrato,

efectos cooperativos heterotrópicos de algunos cationes, y asociacion

de subunidades de la enzima en presencia de los mismos iones (H+, NHh+,

Li+ y Rb+). Queda por dilucidar si esta enzima puede ejercer un efec

to regulatorio en la biosintesís de porfirinas, comoFue sugerido pa

ra la biosintesis de bacterioclorofila por Lascelles (1975).

Biosintesis de; uroporFirinúggnoIII.

El uroporfirinógeno III es el primer tetrapirrol cíclico en

el camino biosintético de la protoporfirina IX. La conversión de cua

tro moléculas de PBGal tetrapirrol uroporFírinógeno III requiere dos

enzimas, la PBGdeaminasa y la uroporfirinógeno IIÏ cosintasa.

(Figura ll).

La PBGdeaminasa sóla cataliza la condensación secuencial

cabeza-cola de las moléculas de PBG, dando como único producto el uro
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FIGURA ll

Biosintesis qgglos uroporfirinógenos I y III
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porfirinógeno I. Este no es un precursor natural del camino metabfili

co de las porfirinas, se lo encuentra comoproducto de excreción en

las porfirias y en algunos taxones animales, notablemente en el

phyllum Mollusca, como ya se ha visto en la página 9 .

El mecanismo de acción de la cosintasa no está aún totalmeg

te aclarado, como así tampoco la Forma en que ambas enzimas cooperan

para la Formacióndel uroporfirinógeno III, el precursor natural del

camino metabólico.

Ya que el estudio de este sistema enzimático dual que inter

viene en la biosintesis del uroporfirínógeno III es el tema de la pre

sente tesis, haremos mención aparte (ver página 38 de esta Introduc

ción) de los mecanismospostulados y de los estudios ya realizados para
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dilucidar este paso en la biosintesis.

Biosintesísgdgrcoproporfirinógenos.

Los uroporfirinúgenos III y I son decarboxilados a copropoï

firinógenos III y I por un sistema enzimático presente en el citosol.

El sistema enzimático de decarbokilacíón Fue aislado de di

versos organismos, y está presente aún en bacterias que producen vita

mina
FIGURA 12

Escarboxilación del uroporfirinógeno III

PHM
c

P H A

A P M P

NH HN _4CO H HN
H- H —29 HC H
' NH HN NH HN

A A M M

P H P PHP
uroporfirinógeno III coproporfirinógeno III

Mauzerall y Granick (1958) aislaron el sistema enzimática

y encontraron que decarboxilaba los cuatro isómeros de uroporfirinú

geno en el orden III > IV > II > I. Se observó que el isúmero III

reaccionaba al doble de la velocidad con la cual reaccionaba el iso

mero I. Se encontró que la decarboxilación ocurría por etapas y Fue

posible detectar intermediarios que contenían de siete a cinco gru

pos carboxilo. Estos eran rápidamente convertidos a coproporfirinó
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geno. Por estudios electroforéticos con la enzima de hemolizado de

glóbulos rojos, Mauzerall y Granick dedujeron que se trataba de una

sola enzima. Estos estudios fueron confirmados por Tomioy colaboradg

res (1970) trabajando con decarboxilasa parcialmente purificada de

eritrocitos de ave. Ratas envenenadas con hexaclorobenceno durante un

largo período de tiempo excretaron porfirinas hepta, hexa, y penta

carboxilicas (San Martin de Viale y Grinstein, 1968) (Elder, 1972).

Después del fraccionamiento de las porfirinas desconocidas

hepta, hexa y pentacarboxilicas excretadas en las heces de ratas en

venenadas con hexaclorobenceno, Jackson y colab. pudieron identificar

las. Cada porfirina resultó ser un compuesto simple y no una mezcla

aleatoria de isómeros con el mismo número de grupos carboxilo

(Jackson y colab. 1976). Por comparación con muestras sintéticas de

las posibles porfirínas isúmeras de siete, seis y cinco grupos carbg

xilo, se identificaron los distintos isómeros (Stoll y colab, 1973).

Pudoidentificarse así la porfirina heptacarbaxílica, la hexacarboxí

lica y la pentacarboxílica, que son las que se indican en la figura

13. La estructura de estas tres porfirinas sugiere que la decarboxi

lación del uroporfirinógeno III se produce en el sentido del movimieg

to de las agujas de un reloj, empezandopor el resto acético del anillo

D y siguiendo con los anillos A,B, y E en forma sucesiva, para dar Fi

nalmente coproporfirinógeno III.

Al probar las porfirinas sintéticas hepta-, hexa-, y penta

carboxilicas comosustratos de un hemolizado de eritrocitos de pollo,

se encontró que todas ellas eran transformadas en protoporfirina IX

aproximadamente a la misma velocidad. Estos resultados así comola
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FIGURA 13

Porfirinas intermediarías entre la uerurFirína III yfla copro
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inespecificidad de la enzima hacia los cuatro uroporfirinúgenos 156m5

ros sugeririan que no es indispensable que la decarboxilación se haga

estrictamente en el sentido del movimientode las agujas del reloj.

La incubación de decarboxilasa parcialmente purificada de

eritrocitos de pollo (Tomioy colab, 197D) de acelga, o de eritrocitos

humanos (Stevens, 1971) con uroporFirinógeno III da comoproducto pryl

cipal un ¡ooporfirinógeno heptacarboxílico. Si la enzima está consti

tuida por una sola proteina, debe aceptarse que la proteina tiene por

lo menosdos sitios activos con distinta afinidad y distintas veloci

dades de reacción para los posibles intermediarios entre uroporfirïng
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geno y coproporfirinógeno. La velocidad de decarboxilación de uroporfi

rinfigeno al ueeporfirinúgeno hepta carboxílico debe ser mayor que la

decarboxilacifin subsiguiente de éste a coproporfirinógeno. Ütra posioi

lidad sería que la decarooxilasa consistiera de varias unidades protei

cas, y que una lesión en la función de una de ellas hloqueara parcial

mente la reacción a nivel de 7-CÜDH.

Biosíntesis de grotoporfirina IX

La Última etapa en el camino biosintético hacia la protopor

firina IX es la conversión enzimática de coproporfirinúgeno III a pro

toporfírinógeno IX seguido de la oxidación enzimática de Éste a proto

porfirina IX.

La primera reacción es una decarboxilación oxidativa mientras

l se und e n o id ciún del m crociclo.
qu? a g “¡a s u a x ñ Mea V M.

H

He C P Me V

NH HN ZH

HC CH 359
NH HN- 2

No M! Me Me

Lg’formaciún de ¿rotoporfiginúgeno IX es catálizada po: un

sistema enzimático muydifundido, la coproporfirinogenasa, caracteriza

do por Sano y Granick (1961). La enzima tiene un requerimiento absolu

to de oxígeno, que es el aceptor de electrones (o de hidruros) durante

la decarboxilaciún oxidativa de 2 residuos propiúnicos. Sólo los copqg

porfirinúgenos (y no las porfirinas) son sustratos del sistema Enzimá

tico. Se pudo detectar actividad de coproporfirinogenasa en cultivos
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aeróbicos de Saccharomyces cerevisiae, y también en una fraccion solu

ble de células de levadura, en condiciones anaerúoicas y en presencia

de sulfato ferroso, L-metionina, ATPy NADP(Poulson y Polglase, 197h).

El oxigeno como aceptor de electrones podria ser reemplazado

por un nucleútido, el NADP,en condiciones anaeróbicas, siempre cue es

tén presentes los cofactores necesarios. La coproporfirinogenasa no

actúa sobre los coproporFirinógenos I y II, sino solamente sobre los

coproporfirinógenos III y IV (Porra y Falk, 196h). Frydman y Frydman

(1975) encontraron que el isómero IV es mejor sustrato que el isomero

III para un sistema de eritrocitos de pato.

Se ha podido determinar que la oxidación de los grupos pro

pifinicos en 8-2 y C-h a vinilo es secuencial y no simultánea. Sano y

Granick detectaron un intermediario tricarboxilico que rapidamente se

convertía en protoporfirinógeno IX. Kennedy(1970) aisló de glándula

harderiana de ratas una porfirina tricarboxílica de la serie IX cuya

estructura era la que se observa en la Figura 15a).
C0 H

F19. / \ CÜZH/ \
/ \ / \\\\\ \\

COZH COZH C0 H C0 H2 2

harderioporfirina isoharderioporfirina



Los porfirinfigenos derivados de la harderioporfirina y de la

ísgh.rderigpnrfirína (obtenida ésta por sintesis) Fuerontritiados y

usados comosustrato de un extracto de Euglena gracílís, encontrándose

la siguiente relación entre las incorporaciones en la protoporfirína

IX (Cavaleiro y colab, l97h).

FIGURA 15h

harderioporfirinógeno
3% \\ \

coproporfirinógeno‘ IrrotoporfirinúgenoO S
O s‘ I\\

Nisoharderioporfirínógeno'
0,5 %

Ü sea que el verdadero intermediario es la harderioporFirina

(2-viníl-h-ácido propiónico deuteroporfirina), y la decarboxilación

oxidativa tiene lugar primero en el 82 y luego en el Du.

La oxidación final de protoporfirínúgeno a protoporfirina IX

es un proceso enzimático (Sano y Granick, 1961). Esto fue confirmado

inhibiendo a la enzima oxidativa protoporfirinogenasa en cultivos de

levaduras sobre medio enriquecido con glucosa (Poulson y Polglase,

197h). Comoresultado, se acumulaba el protoporfirinúgeno IX, que es

el grupo prostático de las hemoproteínas.

Hemo

La introducción del hierro en la protoporfirina IX, último

paso en la biosintesis del hemo, está catalizada por una enzima coág

bÉe encontrada en mitocondrias de higado de rata, la Ferroquelatasa.
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Esta enzima inserta iones Ferroso en la protoporfírina IX. Los iones

del Mg, Ca, Ni, Pb, Cd, Cu, Mn, Zn y Hg inhiben la utilización de los

iones ferroso. El ión férrico no se incorpora. Ademásde ser activa con

la protoporfirina IX, la enzima puede catalizar la quelatación del Fe++

con deuteroporfirina, hematoporfirina y mesoporFirina y 2,h-díbrcmo deu

teroporfirina pero no con uroporfirina, coproporfirina, 2,h,diacetil

deuteroporfirina, ni 2,h-bis (2-carboxiciclopropil) deuteroporfirina.

Una enzima similar, aislada de higado de cerdo, es inactiva con la por

firina a y con la porfirina c, grupos prostáticos de los citocronos a

y c, respectivamente. De estos estudios sobre la especificidad de sus

trato, se concluye que la enzima tendria dos sitios: uno para el metal

y otro para la porfirina. La Ferroquelatasa ha sido aislada de eritro

citos de pato y de pollo, de mitocondrias de higado de cerdo, de leva

dura de cerveza, de Escherichia coli, de Thiobacillus X y de la cepa D

de Chromatium.

Magnesio-Protoporfirina IX.

El aislamiento de una mutante de Chlorella que acumula pro

toporfirina IX y de otra que produce Mg-protoporFirina IX llevó a

Eranick (l9h8) a sugerir que la protoporfirina es el último intermedia

rio comúnde las cadenas biosintéticas del hemoy de la clorofila. La

inserción de hierro da comoresultado la utilización de la protoporfi

rina comogrupo prostático de los cítocromos, de la hemoglobina y de

otras hemoproteinas; la inserción de magnesio da comoresultado la For

mación de clorofila. La inserción enzimática del MgFué comprobada en

células enteras de Rhoocpseudomonasspheroides en cultivo semianueróbi

co. (Gorchein, 1972). Estas bacterias Fotosintéticas íncorporaban mag
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nesio en protoporfirina exógena, por incubación con EDTAen anaerobio

sis, o en oscuridad con baja presión parcial de oxígeno.

El producto de reacción aislado no era la magnesioprotoporfii

rina, sino el monometilester de la magnesioprotoporfirina. Si se ago

ta la metionina y la S-adenosil metionina, (de donde proviene el grupo

metilo), la formación de magnesio protoporfirina monometil éster decre

ce notablemente sin que se acumule magnesioprotoporfirina. Estos resul

tados indican una intima asociación entre la inserción de magnesio y

la metilación. Quizá esté involucrado un complejo multienzimático. Aug

que esencial para la inserción de magnesio, la metilación no limita la

velocidad de reacción, habiéndose encontrado que la formación del mag

nesioprotoporfirina monometilÉster es más rápida a partir de magnesio

protoporfirína exógena que de protoporfirina, y que no se inhibia por

oxigeno.

Los detalles del mecanismode la reacción aón no estén acla

rados, puesto que aún no se ha podido detectar actividad enzimática de

magnesioquelatasa en extractos libres de células. Los efectos de nume

rosos inhibidores del transporte de hidrógeno y electrones y ce reaccyg

nes de conservación y transformación de energia fueron probados en ana;

robiosis y con bajas tensiones de oxígeno sin luz.

A pesar de las dificultades en interpretar resultados con og

lulas enteras, parecían estar involucrados un transporte de electrones

entre citocromos b y c acoplado a la síntesis o utilización de ATPen

la reacción enzimática de quelatación de magnesio en el macrociclo.

Bíosíntesis de clorofila a partir de magnesioprotoporfirina IX

Conel fin de aislar compuestos intermediarios en la biosin
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tesis de clorofíla, Granick preparó, irradiando con rayos X, mutantes

del alga verde Chlorella vulgaris. En las mutantes donde la síntesis

de clorofila estaba bloqueada, se investigó la presencia de compuestos

tetrapirrólicos. Unamutante acumulabaprotoporfirina IX, otra Mg-pro

toporfirina IX, otra Mg-Z-vinil Feoporfirina a5. Luego, se encontró
una mutante que acumulaoa protoporfírina monometil éster y otra con

Mg-protoporfirina monometil Éster. La Mg-vinil Feoporfirina a5 6 pro

toclOroFilida a, es la protoclorofila a la que le Falta el grupo Fit;

lo. Este compuesto Fue posteriormente identificado en plántulas de ave

na. En cultivos de Rhodopseudomonassgheroides en presencia de -hidro

xiquinolina en condiciones en que normalmentehay sintetis de bacterio

clorofila, se encontró Mg-Z-h-divinil Feoporfirina a5. La formación de

Mg-vinil-feoporfirina a5 a partir de magnesio protoporfirina monometil
éster, requiere las siguientes modificaciones de este último:

c) reducción del vinilo en el anillo a etílo.
b) cíclaciún del grupo propiónico en el anillo C para

dar un anillo ciclopentanona.
a) esterificaciún del grupo carboxilo del resto pro

piúnico en el anillo C.

Esto sugiere que, en camino a la Formacion de hacteriocloro

Fila y de clorofila a, posiblemente el anillo de ciclopentanona se For

ma antes de la reducción del grupo vinilo en la posición h.

S-adsnosilmetionina. Mg-protoporfirina monometilen21matransferasaMg-protoporfirina

estar ———-——)Mg-vinil Feoporfirina a5 (MgUPaS).

Las etapas para llegar a la clorofila a, a partir de MgUPa5
involucran la reducción del anillo D y una esterificaciún de la cadena

lateral propiónica del C7 con fitol.



Hay evidencias de que la esterificac;6n ocurre dscpués de la

reducción del anillo D, ya que la transformacion de Mng’a5a cloroFila í

en hojas etioladas pudo ser separada en una reacción fotoquimica y una

reacción oscura. Si la reaccion tiene lugar en oscuridad y luego se ex

pone a la luz se observa que se Forma cloroFilida a y muypoca clorofi

la_a, en cambio cuando la iluminación es seguida de una incubación en

la oscuridad, se observa un gran aumentoen la clorofila a.

FIGURA 17

MgVPa5

6 luz
"-E;r€> cloroFilida a+

Protoclorofilida a
Fitol oscuridad

clorofila a

Ha sido detectado Fitol libre en cloroplastos, no en hojas

etioladas. Ya que el Fitol es altamente insolujle en agua, la etapa Fi

nal de la síntesis de clorofila podria ocurrir en la Fracción lipopro

teica de los cloroplastos en plantas o en los :romatoforos bacterianosr

Biosïntesís de la vitamina B12

Se pudo comprobar la incorporación en la vitamina 812 de

PBGmarcado con IAC en ocho carbonos. Por lo tanto, el PBG, unidad Fun

damental en la sintesis de las porfirinas, también es precursor de la

vitamina Blz.(Figura 18).

Se comprobótambién la incorporación especifica de uroporFi

rínúgeno III-IAC en el anillo de la corrina de la vitamina 812 en celu
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FIGURA 18

Molécula de la vitamina 812
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las recién cosechadas de Propionebacterium shermanii.(Scott, 1972).

Es muyprobable a la luz de estos datos que la corrina de la vitami

na 812 se origine por contracción reductiva del uroporfirinúgeno III.

Este resultado Fue confirmado suministrando uroporfirinógg

nos I-IU marcados con 138, y sometiendo a la Vitamina 812 resultante
a un análisis de nmr.

Por lo tanto, el uroporfirinógeno III, cuya biosintesis es

objeto de este trabajo, es el último precursor comúnde las ramas qa

balto, magnesio, y hierro, y la primera bifurcación se produciría

luego de la síntesis de este compuesto.
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Control metabólico

El caminobiosintético ramificado de las porfirinas esta rr

gulado fundamentalmente en la primera etapa específica, o sea, a nivel

de la ALAsintetasa. Esta regulación ha sido estudiada en algunas bac

terias Fotosintétícas del orden Athíorhodaceae, comoRhodopseudomonas

spheroides, donde se sintetiza bacterioclorofila, hemoy vitamina 812.
En condiciones de anaerobiosís y luz, la biosíntesis de clorofila es

tá muyFavorecida, siendo la relación entre los tres productos del or

den de SÜ:l:.2. Al aerear el cultivo, la síntesis de bacteríoclorofi

la cesa inmediatamente, manteniéndose a una velocidad normal la síntg

sis de hemo, que en estos organismos constituye el grupo prostático

de los citocromos b y c. La inhibición brusca en la síntesis de bacte

rioclorofila no trae aparejada la aparición-de intermediarios. Esto

indica claramente la existencia de un mecanismoregulatorio que adecóa

la producción de los primeros productos especificos de esta vía meta

bólica a la síntesis de productos Finales. UnaFalla en este Fino me

canismo de control da comoresultado la acumulación de c0proporfirina,

y esto se induce por deficiencia de hierro y metionina.

Este último efecto, así comola potente inhibición que Ejea

ce el hemoa bajas concentraciones sobre la ALAsíntetasa purificada,

señala un mecanismode control del tipo de inhibición por retroalimql

tación del hemo sobre la primera enzima específica de este camino me

tabólico. lg_v¿vg se corroboró el papel regulatorio del hemotrabajag

do con mutantes en que la capacidad de síntesis de hemoestaba dismi

nuida por bloqueos parciales de algunas enzimas del camino metabólico.

La cantidad de intermediarios (PBGy coproporfirinógeno) Formados se
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correlacionaba perfectamente con la capacidad de Formar hemo. Estos eg

tudios originaron la conclusión de que la ALAsintetasa es controlada

por una concentración critica de hemo. Por debajo de esa concentración,

la enzima se descontrola y se acumulan precursores.

En el caso de la eliminación de la rama del magnesio produ

cida por aereación de un cultivo de R. spheroides, se divertiria mayor

cantidad de protoporfirina hacia la síntesis del hemo, lo cual provoca

ria un aumento en la concentración de hemo, y éste a su vez inhibiria

a la ALAsintetasa, de modo que la producción de ALAseria considera

blemente menor. Mediciones de sintesis de hemoy bacterioclorofila lle

vadas a cabo en cultivos de tipo salvaje corrohoran la hipótesis de la

competencia por la protoporfirina ya que la velocidad de Formación de

hemoaumenta en presencia de inhibidores de la sintesis proteica, que
Frenan totalmente la síntesis de bacterioclorofila.

La ALAsintetasa es activada endógenamente por un trisulfu

ro de glutation o de cisteina, cuya concentración intracelular depen

de del estado redox de las células y de la presencia de una cadena de

transporte de electrones. El efecto del 02 ambiental, que inhibe a la
ALAsintetasa, muyposiblemente este mediado por el trisulfuro.

La luz es otro Factor ambiental que regula.a la ALAsintetasa,

activándola.

Los estudios de regulacion de caminos metabólicos ramifica

dos han demostrado la importancia critica del primer paso enzimático

conducente a un producto Final determinado Además de

la ALAsintetasa, serian de importancia las enzimas de los puntos de

divergencia, comopor ejemplo la magnesio protoporfirina quelatasa y
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la Ferroquelatasa. El sistema que introduce Mg :n la protoporfirina “s

inhibido por presiones parciales de Ü superiores al 15%. Tanto la Mg2

protoporfirina quelatasa comola magnesioprotcporfirina metiltransíg_

rasa son reprimidas por el Ü . Se postula que la Formación de las en2

zimas de la Via del magnesio estarian controladas por un gen regulador,

que a su vez es influido directa o indirectamente por el oxigeno.

La ALAsintetasa de hígado de mamiFLros es inducible por

drogas comola díhidrccolidina, y también por esteroides. Estudios en

animales intactos y en cultivos de tejidos animales demostraron que

el hemoreprime la sintesis de ALAsintetasa.

El oxigeno también cumple un rol regllatorio en la sintesis

del hemo en animales.

La conversión de ALAa PBBcatalizada por la ALAdehidrasa

podria ser otro punto de control en la síntesis de porfirínas, en

R. spheroides.

La ALAdehidrasa de esta bacteria es inhibida por hemina y

protoporfirina y activada por ciertos iones maiálícos y exhibe efec

tos cooperativos homotrúpicos con el sustrato heterotrbpicos con

los cationes metálicos, (Nandi, Baker-Cohen y Shemin, 1968), lc cual

seria un indicio de su posible rol regulatorio. aunque indudablemen

te la enzima velocidad limitante de este metabolismo es la ALAsintg

tasa.

MECANISMO DE LA BIÜSINTESIS DEL URÜPJRFIRINÜGENÜ

Uno de los problemas más interesantes dentro del panorama

de la biosíntesis de las porfirinas es el mecanismopor el cual la
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acción combinada de dos enzimas, la porfobilinogeno deaminasa y la

cosintasa,transforman el porfobilinúgeno en el asimétríco uroporfiri

núgeno III. FIGURA19

A

I H2

COZH \\ C
A ¡ P

°°Í1 --:H HN '
PBG deaminasa

4 umJILcosintasaa HZC ,_H HN H2 +4NH3NH ' “

:I/‘f xc
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El uroporfirinúgeno III es el precursor de todas las porfi

\

rinas naturales, excepto de las relativamente escasas uroporFirinas I

ya mencionadas de moluscos y las coproporfirinas I de varios otros

grupos de invertebrados;
FIGURA 20
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Puesto que el PBGes una base de Mannich, no es difíci] y;

sualizar una condensación secuencial cabeza-cola de cuatro unioades
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del pirrol para dar lugar a un tetrémero cíclico con el orden de las

cadenas laterales comoen el uroporFirinógeno I. Durante el proceso,

se liberan h moles de amoniaco. En la sintesis de uroporfirinfigeno III,

en cambio, hay una inversión en el orden de los sustituyentes ¡5’ del

anillo D, y desde ese punto en adelante, el esqueleto de una porfirina

de tipo III está Formadoy prevalece durante el resto de la biosíntesis.

FIGURA 21
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uroporfirinógeno III R = P ; R' = A

uroporfirinógeno I R = A ; R' = P

Másde veinte hipótesis han sido propuestas para explicar

esta reacción e hipótesis nuevas son planteadas continuamente.

(Margoliash, 1961; Matheuson y Coruin, 1961; Cornford, l96h; Bullock,

1965; Dalton y Dougherty, 1969; Battersby, 1971; Llambías y Batlle,

1971; Bogorad y Radmer, 1972; Uhitlock, Uhitlock y Alles, 197h).
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Ya que el PEGforma también uroporfirinógenos por polimeri

zación química, el problema podría encararse postulando que la políme

rizacifin enzimática aprovecha esta propiedad química orientando la sin

tesis ya sea hacia el uroporfirinógeno III o hacia el uroporFirinógeno

I. Si la autocondensacíón química del PBGtiene lugar por dos posibles

esquemas de reacción, la formación enzimática también podría explicar

se en términos de los dos esquemas de reacción. En la

Figura 22a se resumen los dos casos. En A, el PBGreacciona liberag

do amoniaco, dando origen a un ion carbonio (o el dieno equivalente)

que inicia la polimerizaciún por un ataque electrofílico sobre el 82 6

C5 de un segundo monomerodel PBG. Las reacciones tienen lugar por For

mación de un derivado pirroleníníco intermedio, puesto que las sustitg

ciones electrofílicas sobre 2-aminometil pirroles y sus derivados pro

ducen OL-pírroleninas (Frydman, Reil y Frydman, 1971; Chiang y whipple,

1963).

Polimerizacion quimica del PBG

La reacción A, un ataque a la posición (¡C-libre precomina a

un pH bajo, ya que a ese pH los grupos 2-aminometilo estarán protonados

y estará Favorecída la liberación de amoniaco.

La reacción B, un ataque a la pDSiCiÓFl(XL-sustituida, esta

rá favorecida a un pH neutro, donde sea posible la eliminación del re

siduo aminometílico comoenamina en el paso intermedio de la o¿-pirrg

lenina.

El ion imonio liberado (CH2=NH2+)o oien se recondensará con

el dipirrilmetano oL- oL'libre Formadoen la reacción que da lugar a
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FIGURA 228
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un 2-aminometil dípirrilmetano, o bien se hídrolízaré para dar farmal

dehído y amoniaco. El formaldehído formado se recondensará con al di

pirrilmetano OC- OL' libre y propagaré la reacción de polimerización.

Los Z-aminometilpirrometanos se autocondensarán dando UTÜpDIFiTiïÓgERDS.

Durante la polimerizaciún químicadel porfobilinógeno sa libe

ra Formaldehído, y éste luego se incorpora del medio de reacción a los

uroporfirinfigenos Formados. (Mauzerall 1960; Frydman, Reil y Fryjman,

1971). La dimedona, un agente atrapante de Formaldehído, inhibe la For

mación de uroporfírinogenos cuando es agregada a la mezcla de reacción.

Los rendimientos en urooorfirinógeno-aumentan con el tiempo de reacción

durante la polimerización química del PBG, indicando que se forman in

FIGURA 22o
Velocidad de formación de porfírinas y rendimiento en porfirinas.

a) pH 3.5; b) pH 7.h. Se consideró un rendimiento del 100% cuando todo

el pirrol consumidose transformaba en porfirina.
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termediaríos estables y discretos. Esto no coincide con lo observado

durante la polímerización enzimática del PBG,pero contribuye a La mejor



comprensión de este último fenómeno.

Polimerización enzimática del PBG

En las primeras investigaciones sobre la formación de porfi

rinas a partir de PBGen preparaciones congeladas y descongeladas del

alga verde Cnlorella (Bogorad y Granick, 1953), se demostró que al pre

calentar a 559 durante 3Dminutos no se alteraba la capacidad de estas

preparaciones de catalizar el consumo de PBG. En cambio, era notable el

efecto del precalentamiento sobre el tipo de porfirinas formadas. Los

preparados calentados formaban solamente uroporfirina I, a diferencia

de los preparados sin tratar, que formaban no solamente uroporfirina

III, sino todas las porfirinas siguientes en la biosintesis, inclusive

la protoporfirina IX. La interpretación más simple de esta alteración

por el calor de los preparados de Chlorella fue la siguiente:

l) En la biosintesis de uroporfirinógeno III a partir de PBGpartici

pan por lo menos dos enzimas, una termolébil que es indispensable

para la formación del isómero III, y otra termoestable que contro

la la velocidad de consumo de PBG.

2 V Esta última enzima (PBGdeaminasa)_cataliza la condensación lineal

de cuatro moléculas de PBG, y en ausencia de la enzima termolébil,

ss forma uroporfirinúgeno I.

3) La enzima termolábil interactúa de alguna manera con la deaminasa

o con alguno de sus productos para formar uroporfirinógeno III.

A partir de esta interpretación, se inició la búsqueda de

ambasenzimas en distintos tejidos.
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Los extractos acuosos de polvos acetónicos de hoja de espina

ca resultaron ser una excelente Fuente de PBGdeaminasa (Bogorac, 1955,

1958). De germen oe trigo se pudo aislar la enzima, que, incubaca con

la PBGdeaminasa y el PBG, da como resultado la formación del isómero

III. Esta enzima termolábil se llamó uroporfirinógeno III isomerasa o

oosintetasa, y no consumía PBG. Ambasenzimas fueron encontradas luego

en diversos tejidos an;males y vegetales, y en bacterias Fotosirtéticas.

El aislamiento de dos enzimas distintas que contribuyen a la

biosíntesis del uroporfirinógeno III, si bien aclaró bastante el mecanis

mo, planteó varios nuevos interrogantes.

FIGURA 23

deaminasa x¡r uroporfirinógeno I

deaminasa
% uroporfirinúgeno III

cosintasa

La uroporfirinógeno III cosintetasa aparecia comoresponsable

de la síntesis del uroporfirinógeno III. ¿Cuál era el sustrato ce esta

enzima?. Muypronto se comprobó que la cosintetasa no era una verdadera

isomerasa, ya que incubándola con uroporfirinógeno I no se obtenía el

uroporfirinógeno III (Eogorad, 1960). El uroporfírinógeno I no era,

pues, sustrato de la cosintetasa; ésta no abre el macrociclo para inver

tir el anillo D. La cosintetasa no consume PBG,ni lo transforma en
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isoporfobilinfigeno. El isoporfobilinúgeno no se incorpora al uraporfi

rinfigeno III (Carpenter y Scott, 1959).

FIGURA 2ha
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Fue imposible detectar una liberación enzimática de formal

dehído proveniente del grupo 2-aminometilo del porfooilinógeno-(Bogorad,

1960); o una incorporación enzimática de th formaldehído o de ácido

luC opsopirroldicarboxïlico del medio de reacción al uroporfirinógeno

III (Bogorad y Marks, 1960). Por lo tanto, la acción de la cosintetasa

no involucra la liberación o recombinación de formaldehído libre con

algún intermediario Formadopor la deaminasa.

Veinte hipótesis han sido propuestas y más de ZÜÜtrabajos

publicados para aclarar el enigma del proceso de la inversión del

anillo D en las porfirinas del tipo III. Las propuestas especulativas

difieren entre sí fundamentalmentepor la etapa de 1a polimerización

del PBGen la que postulan ocurriría el reordenamiento de las cadenas

laterales. La inversión podría tener lugar: a) durante la formación

de compuestos dipirrólicos; o) en la formación de tripirranos; c) en la
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formacióndel tetrapirrol lineal (bilano); o d) durante la cíclización
final.

Tanto en la alternativa É_comoen la g, la cosintetasa :umpii

ría un rol de ¿totor proteico de la deaminasa. En cambio, las alternati

vas g y g verían a la cosintetasa actuando sobre un sustrato dipirrúli

co o tripirrólico previamente sintetizado por la deaminasa, y condensán

dolo con PBGpara dar el uroporfirinógeno III.

Al enfocar el problema del mecanismo, es necesario tener en

cuenta que se trata de un reordenamiento intramolecular, pues nunca pu

do detectarse intercambio de Fragmentos de C-l con el medio, e diferen

cia de lo que ocurría durante la polimerización química del PBG.

Los estudios hechos ineubando posibles intermediarios Cel ti

po 2-aminometilpirrilmetano con las enzimas deaminasa y cosintas; acla

raron en gran medida el mecanismo de acción del sistema deaminasa-cosin

tasa. Los dipirrilmetanos 1,2,3, y h no Fueron sustratos ni de le PBG

deaminasa, ni de la uroporfirinógeno III cosintasa, ni del sistera bien

zimático. (Frydman, Reil, Valasinas, Frydman y Rapoport, 1971) (Frydman,

Ualasinas y Frydman 1973) y (Frydman, Valasinas, Rapoport y Frydman,

1972). De modoque ni la deaminasa ni la cosintetasa son dimerases, o

sea que no Forman uroporfirinógenos por dimerizacíon de dos unidades

de dipirrilmetano. FIGURAZhb

Al incuoar los dipirrilmetanos con cosintasa en presencia de

PBG, no se detectó Formación enzimática de uroporFirinúgenos. Lo mismo

ocurría al incubar tripirranos con cosintasa y PBG.Esto descartaoa la

propuesta de que la cosintetasa actuara sobre intermediarios dipzrróii
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FIGURA 2M)

Posibles intermediarios en la biosintesis de uroperfírínfigeno
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cos o tripirrólicos previamente sintetizados por la deaminasa. Se encog

tró que el dipirrilmetano denominadol en la Figura 2hbse incorporaba

en un 10%y unicamente en el uroporfírinógeno I por incubación con dea

minasa o deaminasa-cosintasa y PBB.Este dipírrilmetano también ejer

ció un efecto inhibitorio sobre la formación enzimática de urógeno III,

al mismo tiempo que aumentaba la Formación enzimática del urógeno I.

El dipirrilmetano 3, derivado Formalmente de la condensación

cabeza-cabeza de dos unidades de Püüïincubado con el sistema enzimático

y PBG, se incorporó al uroporfirinógeno III y no al I. (Frydman, Valasi

nas, Rapoport y Frydman, 1972). Los valores de incorporación Fueron oa

jos, del mismoorden que los de la incorporación del dipirrilmetano l.

Los dipírrilmetanos 2 y h,"nonsense" desde el punto de vista oicsintéti

co, no se incorporaron en ninguno de los dos isómeros.

El tripirrano PARAPAse incorporó en un 2-8% al uroporfirinó

geno I unicamente, y e;erció un efecto inhibitorio sobre la Formación

del urógeno III. El tripirranoóPAAPPA no se comportó como sustrato de

la deaminasa ni de la cosintasa ni del sistema deaminasa-cosintasa.

Este tripirrano no se incorporó a ninguno de los 2 uroporfirinógenos,

e inhibió la formación de urógeno III. Los resultados obtenidos por

incubación de estos intermediarios revelaron que durante la reacción

no se liberaban intermediarios al medio que luego eran tomados en la

etapa siguiente de la polimerización, sino que los intermediarios per

manecianunidos al sistema enzimático, y la polimerización ocurriría

sobre la superficie de la enzima. Además,no habria intermediarios

pirrilmetanos comunesa los uroporfirinógenos I y III. De acuerdo a

estos resultados, la cosintasa podría actuar modificando la acción



de la deaminasa, de modoque esta catalice no ya la condensación se

cuencial cabeza-cola con eliminación de amoniaco, sino la condensación

cabeza-cabeza de las cuatro unidades de PBGpor desplazamiento de un

grupo "metilo activo".

Teniendo en cuenta esta hipótesis de trabajo, se consideró

necesario purificar a cada una de las dos enzimas, estudiar sus pro

piedades en general, e investigar la posible interacción de la cosin

tasa con el porfobilinógeno y con la deaminasa, para contribuir a

esclarecer el mecanismopor el cual el sistema enzimático dual catali

za la inversión que da por resultado la sintesis del uroporfirinógeno
III.

‘Recientemente, se ha adoptado el nombre cosintasa en lugar de cosin
tetasa para esta enzima. Ambasdenominaciones son equivalentes.
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MATERIALES

El germen oe trigo fue donado gentilmente por Molinos Río de

la Plata (BuenosAires).

Los eritrocitos humanosFueron obtenidos por el Servicio de

Hemoterapia de la Academia Nacional de Medicina.

El porfobilinúgeno, el porfooilinógeno lL'IIZ(25000 cpm/nmol),

el ácido 2-amino-metil-3-pirrolacético, el ácido 2-aminometil-L-etil-3

pirrolacético, el ácido 2-metil-opscoirroloicarboxílico, el esier dime

tílico de este último, y el isoporfooilinúgeno fueron obtenidos por sfil

tesis de acuerdo a los métodos de Fryoman y colab. (1969) y Fryoman,

Buldain y Repetto (1973).

La DEAE-CElJlÜSEfue obtenida de Eastman Kodak y usada luego

de purificarla según el método de Peterson y Sober (1962).

Las Sephaoex, la Sepharosa ABy el azul dextrano 2000 se ob

tuvieron de Pharmacia (Suecia).

Los solventes para cromatograFía se purificaron según se in

dica en el libro de Falk (196b).

METÜDÜS

Pregaración de las enzimas de germen oe trigo

l) Extracción Se utilizó el método oe Stevens y Frydman

(1968), 100 g de germen de trigo fueron extraídos con h00 ml de agua,
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con agitación mecánica. La suspensión obtenida se centrifugó a 15.ÜÜÜg

durante lÜ minutos y el sobrenadante se llevó a pH 5 con ácido acético

1M, dejándolo en reposa 30 minutos. Luego de una nueva centríngación

a 15.0009 durante lÜ minutos, el sobrenadante se fraccionó con sulfato

de amonio sólido en tres fracciones: Ü-30%, 30-50% y 50-70% de satura

ción. La primera de estas Fracciones se descartó. Los precipitados de

la segunda y tercera fracción se redisolvieron en buffer Tris-hBl pH

7.6 D.ÜlMy se dializaron l noche contra h litros del mismobuffer.

Fueron utilizadas estas dos fracciones comofuente de porfobilinógeno

deaminasa y uroporfirinógeno III cosintasa respectivamente.

2) Preparación de pgrfobilinúgeno deaminasa para dosaje de

cosintasa. Fracciones de 30-50%SAcorrespondientes a dos preparacio

nes fueron cromatografiadas sobre una columna de DEAE-celulosa de

2,5x30 cm equilibrada con buffer Tris-HCl Ü.ÜlM(pH 7.6) y eluïdas

con este mismo buffer con el agregado de ClNa Ü.ÜSM, D.lM y Ü.2M,

usando #20 ml de cada solvente. Se recogieron fracciones de 30 ml,

utilizándose las fracciones de la última elución comofuente de daa

minasa. Las fracciones activas se reunieron y concentraron con Car

bowax6000 (polietilenglicol) hasta una décima parte del volumenurl

ginal. Esta enzima fue la usada en los ensayos de actividad de cosyl

tasa en este trabajo, y se la denominará de ahora en adelante deami

nasa de germen de trigo DEAE.



3) Preparación de porfdbilínógenu deaminasa de germen de

trigo Eurifícada. Luegc de obtener la PBGdeamínasa de germen de trigo

concentrada de la columna de DEAE-ceiuldsa, se La purificó por una

Sephadex G-lÜÜ(3x35)cn, con el siguiente patrón de elucífin:

2.0ír. proteínas

. Jl Jl

FIGURA 25

actividad de deaminasa

L l l L' 1

V0 10 20 30 FRACClGN
La porfobilinógenn deamínaaa purificada por Sephadex G-lÜÜ

y concentrada fué dializada exhaustivamente contra B litros de agua

durante 16 horas. Se adsurbiú esta enzima en un gel de Fosfatd de ca;

cio, según se describe en la purificación de Frydman y Frydman (1970).

Se utilizó 5 mg de gel por cada mg de prüteína, se dejó en reposo y

se centrifugfi durante lÜ minutos a 5.0ES g para separar el sobrena

dante. El gel fue eluidd dos veces con buffer de Fdsfatds 0.01 Ma

pH 7.h. Esta enzima es denominada deamtnasa de germen de trign :urifil

cada.



Preparación de las enzinas de eritrocitos humanos

Se díluyó 3ÜLmlde eritrocitos con 300ml de agua destilada,

agitando durante 10 minutos para facilitar el hemolizado. Se conservó la

suspensión de eritrocitos en agua durante por lo menos ABhs a -1508. Se

descongeló y centrifugó a 20.0009 durante 20 min., descartandose el pre

cipitado y filtrándose el sobrenadante por tela de nylon. Parte del so

brenadante (150ml) se dializó contra buffer de fosfato Ü.ÜD3Ma pH 7.a

antes de usar. El resto se conservó a -150E y era estable por lo menos

durante tres meses.

Cromatografíagpor DEAEHCelulosa

El sobrenadante dializado (150m1) se adsorbiú sobre una co

lumna de DEAE-celulosa (5x20) cm previamente equilibrada con buffer de

fosfatos Ü.ÜÜBM(pH 7.A). Gran parte de la hemoglobina y otras protei

nas se eluyeron lavando la columna con 8 litros del mismobuffer. La

PBGdeaminasa y la urógeno III cosintasa fueron eluidas con BÜÜml de

buffer de fosfatos Ü.lM (pH 7.h), recogiéndose fracciones de hÜ ml. Un

típico perfil de elución de esta columnapuede verse en la figura 26.

Las fracciones correspondientes al máximode actividad de

deaminasa fueron reunidas y concentradas hasta una décima parte de su

volumen original con Carbouax EÜÜÜ.Esta enzima resultó estable hasta

tres meses después, conservándola a ADC. Una segunda columna de DEAE

celulosa se realizaba en los Casos en que se consideraba necesario ob

tener una deaminasa libre de cosintasa.

Filtración por Sephadex G-lÜÜ

La preparación de deaminasa obtenida de la primera columna

de DEAE-celulosa (3ml) fue filtrada por una columna de Sephadex G-lÜÜ

de 3x35 cm previamente equilibrada con buffer de fosfatos Ü.ÜSM
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FIGURA 26 ’ 2

Cromatografía en DEAE-celulosa de las enzimas Ce eritrocitos
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(pH 7.a) y eluída con el mismo buFFer. Se racogieron Fracciones de 3ml,

reuniendose las Fracciones de mayor actividad enzimática. Estas Fueron

concentradas hasta un décimo de su volumen. La enzima concentrada se

conservaba ocho días a AUCsin pérdida signiFicativa de su actividad.

Esta preparación se usó comoFuente de PBGdeaminasa de eritrocitos.

Una mayor puriFícación se obtenía usando una columna Sephadex 3-100

de l m de longitud. En la Tabla I puede observarse una secuencia de ou

riFicacifin de PBBdeaminasa.

Preparacion de uróggrc III cosintetasa

Las Fracciones de la columna de DEAE-celulosa con buena ac

tividad de cosíntasa pero sin actividad de deaminasa Fueron reunidas y
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TABLA l

Fracción Actividad Actividad isómerc
recuperada especifica de

% unidades/(a) urcpprfirinú
mg proteína ‘genp obtenida
x lÜ-3

Hemclizadd 100 0.1 III

Eluidc de pri
mera DEAE-ceh¿
losa 83 1.6 III

Eluidc de

Sephadex G-lÜÜ
(cuncentradp) 33 15.2 I - III

Eluidd de segdn
da DEAE-celulc
sa (b) su 16 I

(a) unidad de enzima = la cantidad de enzima que cataliza la Formación

(b)

de 1 umpl de urcpcrfirinógenp
Métodos.

En las condiciones descriptas en

La enzima fué previamente concentrada por precipitación cen sulfa
to de amonio (entre #5 y 60%de saturación).
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concentradas por precipitación con sulfato de amonio (Ü-BÜ%de satura

ción). El precipitado se disolvió en un minimo volumen de buffer de Fog

Fato 0.003M (pH 7.h) y se dialízó 16 hs contra el mismo buffer. Esta

preparación es estable durante seis meses conservandola congelada a

-15uC. La enzima (20 ml conteniendo h mg proteina/ml) formaba 05 nmoles

de uroporfirinógeno III (medido comocoproporfirina) en las condiciones

de incubación standard, y Fue usada comoFuente de cosintasa de eritro

citos humanos en la mayoria de los casos, salvo donde se indica una ma

yor purificación.

Activación d5;5epharosa ABy unión a proteinas

La activación de Sepharosa ABpara luego poder unirla covalql

temente a proteinas se realizó según la técnica de Buatrecasas (1968).

5ml. de lecho de Sepharcsa AB se mezclaron con 5 ml de agua, agregando

se con agitación 2g de BrCN; durante aproximadamente 15 minutos se man

tuvo constante el pH en ll, por agregado de ÜHNaEN, y la temperatura en

20°C. Cuando el pH se mantiene en ll sin más agregado de alcali, se lava

rápidamente (en menos de l min.) la Sepharosa activada con HCDBNalN a

pH lÜ y se la coloca junto con 50 mg de la enzima a la cual se quiere

unir covalentemente, disuelta Ésta en HBÜ3NapH lÜ. Se agita suavemente

de 16 a ZDhs en frio y luego se lava dos veces con ácido acético Ü.lN

y con buffer de Fosfatos 0.003M (pH 7.b) otras dos veces, hasta que

A =Ü en el sobrenadante del último lavado.
ZBÜnm

Activación de Sepharose ABy unión a aZul dextrano

La activación se lleva a cabo de idéntica forma que en el ca

so anterior. Una vez activados 50 ml de Sepharosa ABcon 15g BrCN, se



colocan junto con lg de azul dextrano disueltos en SD ml de HBU3NaIN

a pH lÜ y se deja agitando a bDBdurante 16-20 hs. Se lava repetidas

veces con ClH 1Mhasta que no se libera más azul de la resina. E1 com

plejo Sepharosa bB-azul dextrano es estable, aunque una pequeña parte

del azul dextrano se va liberando con el tiempo. La nueva resina es la

vada con BlNa 3.5M después de cada vez que es usada.

Ensayo de actividad enzimática

La mezcla de incubación tipo contenía 13 nmoles de PBGo de

lL‘ÍJ-F‘BG,lÜ umoles de buffer de Fosfatos, pH 7.h, y enzima en un volu

mentotal de lÜÜul. Salvo indicación contraria, las incubaciones Fue

ron llevadas a cabo durante EDminutos a 37°C. Para el ensayo de acti

vidad de urúgeno III cosintasa, se agregó a la mezcla de incubación

porfibílinúgeno deaminasa En cantidad suficiente comopara Formar

Ü.8-l.5 nmolesde uroporfirina en total.

Actividad de deaminasa

Consumo de FSG El PBG se dosó según el método de Falk

(196h). Se interrumpió la reacción con el agregado de 0.7 ml de agua

destilada y 0.8 ml de una solución al 2%de p-dímetilaminobenzaldehi

do en ácido acético: ácido perclórico (thlfi, v/v, Reactivo de Ehrlich).

Se dejó en reposo durante lÜ minutos, y se leyó la absorbancia a 552

nm. El blanco de reactivos se preparó agregando el PBGo la deaminasa

al finalizar la incubación. La diferencia entre las dos lecturas per

mitió calcular la cantidad de PBGconsumido.



Curva standard

ABSORBANCÍAA552'nm

L

o 4 a 12

PORFOBÍLÍNOGENO(n moles)

Uroporfirinñgeno total Formado. Se midió directamente en el

medio de incubación oxidando con lÜ ul de iodo al l%, decolorando con

lÜml de tiosulfato de sodio al 2%, completando a 1.6 ml con una solu

ción de HEl 2% y EDTAh%, y leyendo las absoroancias a 380 nm, a ADS

nm (banda de Soret) y a h3Ü.nm. La cantidad total de urooorfirina se

calculó con la Fórmula mencionada por Falk (l96h): ¡3
nmoles de uroporfirina. ZAAÜS-(ABBÜ+AQ3Ü).v.-Ü

k

dondemM=SAl

k=18hh

v=volumen de lectura en ml

Actividad de cosintasa

La actividad de cosintasa se determinó evaluando la propor

ción de uroporfirinúgano III formado con respecto al total de uropor
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Firinógenos Formados. Esta evaluación se hizo en muchos casos utilizan

do el método de Cornford y Benson(l963) de análisis de uroporfirinas

isómeras, que consiste en la separación cromatográfica en papel de los

ésteres octametílicos de las porfirinas correspondientes. Este método

561o permite estimar la proporción de los ísómeros I y III. El método

consiste en la esterificación de las uroporfírinas Formadasdurante

la incubación con una mezcla de metanol y ácido sulfúrico 19:1 en me

dio anhidro. Luego de una noche en que se mantiene en lugar oscuro,

se extrae con Éter y se lava con agua hasta eliminar toda acidez. Se

seca, se disuelve en el minimo volumen de cloroformo, y se cromagra

Fía en forma ascendente en papel Uhatman N9 l, en dos sistemas de sol

ventes (Cornford y Benson).

la corrida (separa impurezas y porfirinas no esterifioadas

que quedan cerca del origen): 6 ml de cloroformo/etanol 1%y h ml de

kerosene (fraccion que destila entre 1600 y 1800€).

Za corrida (en la mismadirección, después de cortar el pa

pel por debajo de las manchas de porfirina): h ml de kerosene y l ml

dioxano.

Ambas corridas se llevan a cabo entre 21Ü y 22°C. Las man

chas correspondientes a uroporfirina I y III tienen una Fluorescencia

roja característica bajo luz ultravioleta. Ya que el métododa resul

tados que deben ser tenidos en cuenta en Formacualitativa, la estima

ción de la proporción de isúmeros una vez obtenidas las manchas se

hizo observando Éstas con luz ultravioleta. En los casos en que se con

siderfi necesario se eluyeron con cloroformo las manchas y se hizo la

correspondiente lectura de uroporfirinas de cada una.
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EL método de estimación de isómeros descripto Fue usado en

las secuencias de purificación de cosintasa. Un método más exacto de

analizar la composiciór isomérica de mezclas de uroporFirinas es el de

la decarboxilación quimica, según Edmondsony Schwartz (1953). Las mea

clas de uroporfirinas isómeras fueron esterifícadas, y los Ésteres oc

tametílicos de uroporfirinas decarboxilados a ésteres de coproporfiri

nas con HCl N a 1800€ ns. Luego se extrajeron y separaron por cromatg

grafía en placas de celulosa (E. Merck, DB-Fertigplatten, Schichtdicke

Ü.lÜmm) con 2,6-lutidina Ü.7M-NHhÜH(hÜ:28, v/v) como solvente. Los

isfimeros de coproporfirinas fueron ubicados por Fluorescencia y eluídos

con una solución de NHQÜHÜ.7M. Los eluídos fueron plaqueados lLego so

bre planchuelas de aluminio y contados en un contador de flujo gaseoso.

Este Fue el método adoptado de rutina para el análisis de isómeros en

el estudio de las propiedades de la cosintasa.

Determinaciones de pescgmolecular por sephadex G-lÜÜ

Se determinaron por el método de Andrews para lo cual se ca

librfi una columna de (G.9 x 95) cm de Sephadex G-lÜÜ con los marcadores

proteicos seroaloúmina bovina, ovoaloúmina, hormona de crecimiento boy;

na y ribonucleasa. Esta columna, equilibrada con buffer de Fosfato 0.05M

pH 7.h, con Flujo de Gol/hora Fue utilizada en la determinación de peso

molecular de deaminasa de eritrocitos humanos.

En las demás determinaciones, se utilizaron comomarcadores

las siguientes proteínas: ovoalbümina, lisozima, seroalbúmina bovina, y

pepsina. La calibración se realizó graficando en Formasemilogaritmica
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Me en Función del peso molecular conocido de cada proteina. Se aplicó
Vo

luego sobre la columna una solución de la proteina de peso moleCJlar a

determinar. Ensayando la actividad de la enzima de peso molecular des

conocido en las distintas Fracciones eluidas, se pudo calcular el Ve.

Bon la recta de calibración, y conociendo el Ve de la proteina proble

ma, se determinó su peso molecular.

Succinilación de enzimas

La succinilación se llevó a cabo tratando 1a enzima con anhidri

do succinico (0,5 mg por mg de enzima). El agregado de anhidridc succinico

se hizo lentamente con agitación constante, manteniendo el pH en 8.0 por

el agregado de una solución de ÜHNaÜ.lM.

Determinaciones y preparados varios

Los análisis fluorométricos Fueron realizados en un espectro

fluorómetro AmíncoBounan. Las determinaciones espectrofotométricas

fueron hechas en parte con un espectrofotómetro BeckmanDUy en parte

con un espectrofotómetro Perkin-Elmer AS.

Se utilizó un pH stato Radiometer para mantener el pH constan

te durante la reacción de activación de la Sepharosa.

Las determinaciones de proteina Fueron hechas por el método

de Loury o alternativamente por su absorción a 260 y ZBÜnm.

Medición de actividad de PBGdeaminasa en discos de gel de políacrilamida

La actividad de deaminasa se midió en dos formas distintas:

en el gel entero o en el gel fraccionado en discos de aproximadamente
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1,5 mm. En el primer caso, se incuba durante 60 minutos a 37°C en for

ma horizontal el gel con 200 ul de agua, lÜÜ ul de buffer de Fosfato

lÜÜmMa pH 7.h y 0.15 umoles de PBG. Se observa la banda de actividad

por Fluorescencia bajo una lámpara de luz ultravioleta. En el segundo

caso, se corta el gel desde el Frente de corrida hasta el orige1 en

discos de igual espesor (1,5mm) y se ensaya la actividad en cada disco

por separado con la mezcla de incubación standard pero sin deaminasa.

Fotooxidacíón

Las enzimas Fueron Fotooxidadas en presencia de buffer y de

los colorantes indicacos al 0.03% iluminando tubos pequeños dentro de

un baño de hielo durante 5 minutos. Se utilizó como Fuente luminosa

una lámpara de tungsteno de lÜÜ watts a una distancia de 20 cm de los

tubos. Los controles no iluminados se mantuvieron en hielo durante el

tiempo de iluminación de los demás. En los experimentos de Fotooxida

ción de la cosintasa, se inició la incubación luego de agregar la daa

minasa y el lL‘E-porf’obilinfilgeno (9nmoles, 2550 cpm/nmol).
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PURIFICACIÜN Y PRÜPIEDADES DE LA PÜRFÜBILINÜGENÜ DEAMINASA

DE ERITRÜCITÜS HUMANOS

La porfobilinógeno deaminasa de eritrocitos humanoseluida

de la columna preparativa de DEAE-celulosa, además de encontrarse jun

to con urúgeno III cosintasa, se comportaba como una enzima sumamente

lábil (Stevens y Frydman, 1968). Sin embargo, al concentrar las fraccyg

nes activas con Barbouax GÜÜÜy conservarlas a ADCse logró una enzima

estable hasta los tres meses después de su elución. Esta estabilización

probablemente se deba al efecto protector del Fosfato en altas concen

traciones.

Al ensayar la actividad de la enzima eluida de la DEAE-celu

losa, se encontró que La relación entre el consumo de PBGy la Forma

ción de uroporfirinógeno era estequiométrica (cuatro moles de PSGcon

sumidos por cada mol de porfirina Formado). A partir de algunas mues

tras de eritrocitos, sin embargo, se obtenían preparaciones de deami

nasa con rendimientos más bajos. Al Filtrar por Sephagex
G-lÜÜesas preparaciones, se pudo correlacionar los rendimientos de

porfirina con la inactivación a través del tiempo de las fracciones

eluidas. (Tabla 2).

Las Fracciones con menor rendimiento resultaron ser las

más lábiles, perdiendo su actividad después de las ha hs. Las frac

ciones que daban mayor rendimiento en porFirínas tenían una mayor

concentración proteica (aunque no necesariamente eran las fracciones
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TABLA 2

Fracción Actividad original Actividad después de ABhs.
NQ

PBB Pdrfirina Rendimiento PBG Porfirina InactivaciónÉ
(nmdles) (nmcles) (%) Gmmles) (nmdles) (%) '

8 1.35 Ü.3h lÜÜ 1.35 0.33 Ü :

12 10.8 2.3 85 8.37 1.76 23 :

1h 10.8 2.08 77 h.05 0.72 63 i

16 7.29 1.36 7h 2.20 0.16 7D
I

17 h.86 0.80 66 1.62 0.1 67 g

18 2.63 Ü.QÜ 6G Ü Ü lÜÜ g

19 1.08 0.16 58 Ü Ü lÜÜ I

más activas) y eran más estables. Este hecho, también observado cun

la deaminasa de germen de trigo, podía deberse a un efecto estabiii

zaddr de las proteínas sobre el sitid de ciclaciún de urdpdrfirinú

gencs de la deaminasa.

Estabilidad

La enzima purificada por Sephadex G-iÜÜy concentrada re

sultó estable a una durante un mes. Cuando esta enzima se díalizaba



_ 55 _

contra fosfato 0.003M (pH 7.h), evidenciaba una pérdida del 50%ce su

actividad en 24 horas. Esto corroború el efecto protector del anión Fog

Fato en altas concentraciones. Este parece ser imprescindible para la

estabilidad de la enzima.

Temperatura

A -1500, la enzima se inactivaba rápidamente. Podía ser ca

lentada, sin embargo, hasta los 6500 durante 15 minutos sin una pérdi

da significativa de su actividad. Unprecalentamiento a 7000 durante

5 minutos daba como resultado una mayor actividad; sin embargo, luego

de calentarla a 7000 durante 15 minutos, se observaba una pérdida

del 20-30%de la actividad original. La enzima perdía totalmente su ag

tividad por calentamiento a 10000 durante l minuto. La actividad enzi

mática aumentaba con la temperatura. (Figura 28).

A 1900, la actividad es sólo un 20%de la actividad a 3700,

mientras que a ASÜCes mas de dos veces la actividad a 3700. A #500

no hay polimerizacifin quimica del P00 en las condiciones descriptas

para el ensayo de actividad.

El agregado de glicerol 15%inhibiú en un h0%la actividad

de la deaminasa; este efecto es aumentado por precalentamiento de la

enzima a 70°C.

pH óptimo

Se encontró un pH óptimo de 7.h con buffer de Fosfatos pa

ra la deaminasa purificada por Sephadex 0-100, concentrada y dializa

da. Con buffer Tris-HCl, el pH óptimo es de 8.2. La enzima es estable
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por encima de 9, e inestable por debajo de 5. La actividad enzimática

se pierde después de preincubar la enzima con buffer acetato (pH 3.9)

durante 15 minutos seguidos de diálisis.

Efecto de agentes disociantes

La urea BMinhibiú la actividad enzimática, pero esta inn;

biciún Fue totalmente revertida por dilución o diálisis. Unapérdida

del 75%de la actividad de deaminasa tuvo lugar en presencia de dode

cilsulfato de sodio 0.025%, y el 100%de la actividad se perdió con

0.03% de dodecilsulfato de sodio.

Peso molecular

Se determinó el peso molecular de la porfobilinógeno deami

nasa de eritrocitos humanospor filtración por Sephadex G—100.En una

columna de Sephadex G-100 (0,9x95) cm equilibrada con 0.05M de buFFer

de FosFato, pH 7.a, con un flujo de 6m1 por hora se determinó el volu

men muerto (Uo) usando azul dextrano y los volúmenes de elución (Je)

de los marcadores proteicos de peso molecular conocido (seroalbúmuna

bovina, ovoalbúmina, hormona de crecimiento bovina y ribonucleosa).

Se calculó Ve/Uopara cada proteína. La enzima Fue Filtrada a traJés

de esta columna y la actividad en el eluido determinada por un ensa

yo de actividad. Para la PBGdeaminasa de eritrocitos la relación %Eo
Fue de 1,8 correspondiente a un peso molecular de 25.000+5.000, can

siderando a la enzima comouna proteína globular.

Binética

La actividad de la PBGdeaminasa se incrementa linealmente

en Función del tiempo durante 2 horas. Luego de este periodo, el incrg
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mento es menor. (Figura 29).

El eFecto de la concentración de sustrato sobre el consumo

de sustrato y la Formación del producto (Figura 30) es el descripto

por una clásica cinética de Michaelís-Menten.

Se hizo el mismoestudio agregando cosintasa al sistema de

manera que el producto Formado Fuera un 100%de uroporFirinégeno III,

y también con un sistema completo deaminasa-cosintasa que Formaba 80%

de uroporFirinógeno III. En estos dos casos, se comprobé nuevamente

que se cumplía una cinética de Michaelis-Menten. Es decir, que la ac

tividad (Formación total de uroporFirínógenos) en Función de la an

centración de sustrato seguía una cinética micaeliana en amboscasos,

ya se tratara de deaminasa sóla o del sistema enzimático completo. No

se observé, con este sistema de eritrocitos humanos,una cinética alos

térica tal comoFue descripta por Sancovich et al (1969) para el sistg

ma aislado de hígado bovino. De los valores de consumo de PBG, se calco

16 para la PBGdeaminasa sola una Hmde 1,3x10-b M y de los valores de

Formación de porFirinas, una Hmde '7\.,7x10"5 M. Las velocidades máximas

calculadas para la deaminasa Fueron de 15,3 nmoles/hora y de 2,1

nmoles/hora para el consumo de PBGy para la Formación de porFírinas,

respectivamente. En el caso del sistema deaminasa-cosintasa, los valo

res de consumo de PBGpermitieron calcular una Hmde h.6 10'5M, y los

valores de Formación de droporFirina dieron una Kmde 5.1 . 10-5M.

V=7.0 nmoles/hora para el consumo de sustrato y V=l,h nmoles/hora pa

ra la Formación de porFirinas Fueron los valores de velocidad máxima

hallados usando una misma preparación de deaminasa en ambos casos.

Estos resultados indicaron que la aFinidad por el PBGes algo mayor ¿l
y la velocidad de reacción algo menor en el sistema deaminasa-cosinta
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sa que cuando la deaminasa actúa sola.

Efectos de los análogos del porfobilínógeno sobre la deaminasa

Ya que el porfobilinógeno no tiene análogos naturales, el

problema de la especificidad de sustrato Fue examinado con algunos

pirroles sintéticos relacionados estructuralmente con el porfobili

FIGURA 32

Pirroles sintéticos relacionados estructuralmente con el porfobilinógeno

“02? Hazle
H c

2 HZC
' l

H2c Umzcoz” UCHZCOZH ¡“sC CHZCOZH HZC CHZCOZRCHNH E I H fiCHNH 2 2

H 2 2 H H CHIN“? fi CH3

1 2 3 4R=H

5R=cH3

R02?
H c H0 c

CH CH c0H H2C CHZCUÍK HZC CHZCOZH
|

“mi?” U U.CH NH

H 2 2 N CHZNH2

5 H 7 e

nógeno (l). Estos Fueron ensayados como sustratos de la enzima.

Ningunode ellos actuó comosustrato ni siquiera con baja afinidad

por la enzima. Algunos actuaron inhibiendo la actividad enzimática.
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TABLA 3a

Efecto de análogos sintéticos del porfobilinúgeno sobre la activíqag
de deaminasa.

Pírrol Preincubación Inhibición
de la For
mación de
uropcrfíri
nas

I A

Acido 2-aminometíl-3-pirrolacético (2) - 8

Acido 2-aminometil-3-pirrolacético + 50

Acido 2-aminometil-h-etíl-3-pirrola- - 17
cético (3)

Acido 2-aminometil-h-etil-pirrolacético + 7D

Isoporfobilinúgeno (6) - SD

Isoporfohilinógeno + 50

Acido 2-metilopsopirroldicarboxíli- - SU
co (h)

Acido 2-metilopsopirroldícarboxílico + SD

Metil 2-metilopsopirroldicarboxílato (5) — Ü

Metil Z-metilopsopirroldicarboxilato + Ü

El númeroentre paréntesis indica a que estructura correspog

de cada compuesto en la Figura 32.

La mezcla de incubación contenía en un volumen final oe IÜÜ

ul: lÜ umoles de buffer de Fosfatos (pH 7.h), porfobílinúgeno (15 nmo

les), deaminasa (purificada por Sephaoex G-lÜD)y el pirrol indicado

en cada caso (LD nmoles en el caso del ácido 2-amínometil, 3 pirrolacg

tico y 3D nmoles de los demás). Las incubacíones Fueron de 60 minutos

a 37°C. Las preincubaciones Fueron de 3D minutos a 37°C, omitienoo en

éstas el porfooilinógeno, que Fué agregado al iniciarse la incubación.
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Unmarcado efecto inhibitorio se notó en todos los pirroles con un res

to ácido propiónico libre (no esterificado) en Ch. E1 ácido opsopirrol

dicarboxilico (7) en la Figura 32., no es sustrato de la deaminasa e in

hibe competitivamente el consumode porfobilinógeno (Bogorad, 1950).

El isoporfobilinógeno (6) y el ácido 2-metíl opsopirroldicarboxilico

-(k) inhibieron la actividad por agregado a la mezcla de incubación,

mientras que el ácido 2-aminometil 3-pirrolacético (3) ejerció su efec

to inhibitorio sólo por preincubación. Los requerimientos estructura

les del sustrato de la deaminasa parecen corresponder exactamente a la

disposición de sustituyentes presentes en el porfobilinógeno, ya que

un análogo tan cercano comoes el ácido 2-aminometil-3,h-pirroldiacé

tico (B) tampoco fue sustrato de la enzima.

Al preincubar la deaminasa con el ácido 2-aminometil-3-pirrg

lacético, la enzima se inhibió. Si se dialízaba luego la mezcla para

eliminar el pirrol, se observaba que la enzima permanecía parcialmente

inhibida (hÜ%)tanto para el consumo de porfobilinógeno comopara la

formación de uroporfirinas. La inhibición producida por este pirrol es,

pues, irreversible y no competitiva. La deaminasa parcialmente inhibi

da por el análogo del sustrato natural es mas resistente a la inhibición

por p-hidroximercuribenzoato (Ü.ÜhmM)o a la fotooxidación con azul de

metileno, en concentraciones y condiciones no inhibitorias para la en

zima sin tratar.

Efecto de inhibidores

Algunos cationes divalentes inhibieron la actividad de PBG

deaminasa. El Bd2+ (lZmM) la inhibió totalmente, el Mg2+(25mM) y el

Baz+ (25mM) en un 90%, y el Pb2+ (5mM) un 80%. En todos estos casos,



se midió la actividad como consumo de PBGy no Formación de porfirinas,

debido a la propiedad de éstas de quelatar algunos metales.

Los reactivos sulfhidrilicos inhibieron a la deaminasa; el

p-hidroximercuribenzoato 0,hmMinhibió un 90%su actividad, y la N-etil

maleimida 0,02 M, un 30%.

Modificaciones de la PBGdeaminasa

l) Efecto de las oxidaciones sobre la actividad de PBGdeami

nasa de eritrocitos humanosy de germen de trigo

Los experimentos siguientes fueron realizados con enzima de

eritrocitos y de germende trigo.

a) Fotooxídación: En presencia de azul de metileno .03%

y de buffer fosfato, se fotooxidó la deaminasa de eritrocitos humanos

iluminando con una lámpara de 1000, colocada a unos 20 cm de los tubos

conteniendo la enzima. Estos se mantuvieron a 000. En estas condiciones,

la enzima se inactivó en un 90%. En idénticas condiciones, pero utili

zando Rosa de Bengala en lugar de azul de metileno, la fotoinactivación

sólo llegó a un 60%. Resultados similares habian sido obtenidos con la

enzima de germen de trigo (Frydman y Frydman, 1970).

b) Oxidgción con N-brqmpsuccinimidg: La oxidación con

N-bromosuccinimida en las condiciones en que se oxidan selectivamente

restos triptofanilo (Uitkop, B.’ ‘96! ) ";inactiva a
la PBGdeaminasa. La enzima se preincuoó con N-bromosuccinimida (0.07mM),

dializándose luego; la disminución en la actividad Fue de un 70%. Conco

mítantemente, se observó una disminución en la absorción a 280nmen el

espectro tiva y la variación fluorométrica observada en la Figura 33.
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c) ÜxidÉEión enzimática con pirrolooxigenasa: Se probó

el efecto de esta enzima sobre la actividad de la PBGdeaminasa de eri

trocitos humanosy de eritrocitos de pato, encontrándose en todos los

casos una inhibición de la actividad de la PBGdeaminasa. El mismo efeg

to se habia encontrado en PBE deaminasa de germen de trigo (Frydman y

Frydman, 197D).

TABLA 3D : Inactivación de PBGdeaminasa Qor girrolooxigenasa

SISTEMA PREINCUBADÜ ACTIVIDAD(nmoles consumidos o formados)

PBG consumido Porfirina formada

DEAMINASA

DEAMINASA + PIRRÜLÜÜXIGENASA

PIRRÜLÜÜXIGENASA

DEAMINASA + DITIÜNITÜ

DEAMINASA + PIRRÜLÜÜXIGENASA

+ DITIÜNITD

PIRRÜLÜÜXIGENASA + DITIÜNITD 6.7
P

J._____- _____-.__N

Se corrió en una electroforesis en disco de gel de poliacri

lamida una deaminasa pretratada a 37°C durante 30 minutos con pirrolog

xigenasa y ditionito, y una deaminasacontrol sin tratar. Al finalizar

la electroforesis, se pudo observar la separación de ambasproteinas.

Mientras que la deaminasa control tenia actividad en el gel, la deami

nasa pretratada con pirrolooxígenasa y ditionito habia perdido irre

versiblemente su actividad. Es decir, que aún después de haberse sepa
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rado ambas enzimas por electroforesis, como se pudo comprobar hacien

do una tinción de proteinas en el gel, la deaminasa no recuperó su ac

tividad original.

El agregado de pirrolooxigenasa de germen de trigo y de di

tionito de sodio a la PBGdeaminasa purificada resultó en una pérdida

considerable de la capacidad de la deaminasa de sintetizar uroporfiri

nas. Comose observa en la Tabla 3, la actividad de la deaminasa dis

minuia notablemente en el pretratamiento con pirrolooxigenasa siempre

que estuviera el ditionito (agente reductor necesario para la activi

dad de pirrolooxigenasa) presente.

Los espectros ultravioleta y de emisión Fluorométrica corres

pondientes a la oxidación enzimática de la deaminasa se observan en

la Figura 3h.

Se notó una disminución en la absorción a 280 nm (máximo

correspondiente al triptoFano) y una caida en la emisión Fluorcmétri

ca a 350 nm, en coincidencia con los espectros obtenidos durante la

oxidación de la deaminasa con N-bromosuccinimida. La inactivación

por pirrolooxigenasa de enzimas que tienen triptofano en su centro

activo, comola lisozima, la tripsina y la quimiotripsina ha sido des

cripta (Frydman, Tomaro y Frydman, 1971).

La deaminasa, por su capacidad de ser oxidada en Forma

muysimilar por la triptofano pirrolooxigenasa, parece tener grupos

triptofanilo en su centro activo, ya que estos son esenciales para

su actividad.
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2) Succinilación de la Paggdeamínasa: Ütra modificación

química efectuada sobre deamínasa de germen de trigo purificada por

Sephadex G-lÜÜFue la succinilaciún. Se succiniló esta deaminasa

con 0,5 mg de anhídrido succínico por mg de proteína, ínactivándose

totalmente la enzima. (Figura 35)

La inactivación no es reversible por diálisis. Con 0.2 mg

de anhídrido succínico, siendo todas las demáscondiciones idénticas,

la inactivacíón Fue parcial.

Con PBGdeaminasa de eritrocitos humanospurificada por

DEAE-celulosa y Sephadex G-lÜÜy concentrada por ultraFiltraciún se

observó un efecto similar. Una concentración relativamente baja de

anhídrido succínico (0.2 mg anhídrido succínico/mg de proteína)

succinilaba a la enzima, inactivándola.

La deaminasa succinilada con 0.5 mg de anhídrido succini

co/mg de proteína y la misma enzima sin succinilar Fueron cromatogra

fiadas sobre idénticas columnas de DEAE-celulosa, obteniéndose nos

perfiles de elución observados en la Figura 36.

Mientras que la actividad enzimática y el pico máximode

proteínas de la deaminasa sin modificar se encontraron en la fracción

eluída con NaBl Ü.2M, el pico máximo de proteínas en el caso de la

enzima succinilada (inactivaj se halló en la Fracción con NaCl 0.5M.

Esto corrobora la idea de que la enzima se succinílú realmente, ya

que una succinilación la haría más Fuertemente aniónica y necesaria

mente se requeriría una mayor Fuerza iónica (en este caso mayor
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_ cloro ro sodioconcentración del de .) para eluirla de la DEAE-celulosa.

En un nuevo experimento, se pasó por columna de DEAE-celu

losa a la deaminasaparcialmente inactivada por succinilación (trata

da con Ü.2mganhídrido succinico/mg proteina) y un control de la mis

ma deaminasa sin modificar. (Figura 37).

Mientras que la deaminasa sin succinilar se eluye, comoes

habitual, con una concentración de NaCl de Ü.2M, la actividad remaneg

te de la deaminasa succinilada se eluye con NaCl Ü.5M, exclusivamente.

Ü sea que se habian succinilado parcialmente algunas moléculas de

enzima y otras totalmente. Esto sugeriria la presencia de mas de un

grupo succinilable por mol de enzima. De los grupos succinilab;es

algunos serian esenciales para la actividad enzimática y otros no.

La posibilidad de que Fueran tirosina, serina o treonina (DH-) los

grupos succinilados fue descartada dializando la enzima succinilada
L;

contra Ncho3 lo“
que no se hidrolizarcn los succinilos, lo cual indica que estarian

a pH 9. La inactivación no Fue revertida, c sea

unidos a la proteina por uniones amida, más estables, provenientes

de la acilación de grupos lisina, ya que a pH 9 se hubieran saponi

ficado los ésteres provenientes de los ÜH-.

La posibilidad de que los nucleóFilos succinilados en la

proteina Fueran -SH se ensayo observando el efecto del p-hidroximer

curibenzoato sobre la succinilación. El pretratamiento de la deami

nasa de germen de trigo, purificada por DEAEy Sephadex G-lÜÜ sin

concentrar con p-hidroximercuribenzoato, seguido de una diálisis

contra 2-mercaptoetanol 5mMy el agregado de ditiotreitol no prote
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Actividad
nmoles
porfirina
formada

1920

0.10

SBÜ

232

.992

0.032

.872

0.080

_ a5 _

Inhibición

95%

67%

97%

90%
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gi6 a la enzima de la succinilacion. Un experimento idéntico se llevó

a cabo con PBGdeaminasa de eritrocitos humanos, con el mismo resulta

do. Esto señalaría de que no serían -SH los succinilados, sino muy

posiblemente -NH2.

Se ensayo el efecto de dos inhibidores competitivos de la

deaminasa, análogos del porfobilinógeno durante la succinilación. El

ácido 2-metil opsopirroldecarboxílico (h) (ver su estructura en la

Figura 32) fue preincubado con deaminasa de germen purificada, que,

luego de una diálisis contra Pi Ü.ÜÜ3M(pH 7.A) fue succinilada. Se

comprobó que, mientras que la enzima control se inactivaba un 95%,

en presencia del análogo mencionado, la inactivacíón por succinila

ción es sólo del 67%.

Con el análogo (2) (Figura 32) ácido 2-aminometil-3-pirrg

lacético y una enzima similar a la anterior se obtuvo asimismo un

efecto de proteccion Frente a la succinilación, aunque menor.

Es de notar, que de los dos análogos del PBGensayados,

el que más protege a la enzima de la modificación es el que más efi

cientemente la inhibe. Esto Fundamentala idea de la esencialijad

de grupos lisina para 1a actividad de la deaminasa.

PURIFICACIÜN Y PRÜPIEDADES DE LA URÜPÜRFIRINQEENÜ III CÜSINTASA

DE ERITRÜCITÜS HUMANÜS

La purificación de la cosintasa presentó desde el comienzo

varias dificultades. La primera dificultad estribo en la carencia de

un ensayo de actividad sencillo, rápido y de resultados seguros. El

método menos laborioso, la estimación de isómeros de uroporfirina se

gún Falk y Benson Fue, aunque algo inexacto, debido a la Formación de
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complejos intermoleculares entre los isómeros (Marks y Bogorad, 1960),

el utilizado durante la purificación por su relativa rapidez. Ütra di

ficultad fue la gran labilidad de la cosintasa. Aunquela cosintasa de

eritrocitos luego de una purificación por DEAE-celulosa es muchcmás

estable que la cosintasa de germen de trigo, al separarla de la PBG

deaminasa y de otras proteinas contaminantes, se inactivaba rapidamen

te. Cuanto mayor el grado de purificación, mas rapidamente se inactiva

ba la enzima. Ademas, la cosintasa es sumamentetermolábil y tiende a

eluirse de columnas en forma poco definida, a veces coincidiendo con

todas las Fracciones que contienen proteinas.

Al comparar curvas de concentración de sustrato con y sin

dítiotreitol (Figura 36) se observó que este reactivo protector de -SH

no afectaba la formación total de porfirinas durante la reacciór pero

si provocaba un aumentoen la concentración relativa de uroporfirínbgg

no III. La formación total de uroporfirinogenos en ausencia de dítio

treitol llega a un plateau con una cierta concentración de sustrato,

pero la formación del isómero III llega a un plateau a una concentra

ción de PBGinferior a la correspondiente para el isómero I. El agre

gado de dítiotreitol nc afectaba la formación total de porfirines, pg

ro si la distribución isomérica de los productos. La formación cel

uroporfirinógeno I llegó a un plateau con una menor concentracifin de

PBGque la formación del isbmero III (F1938 b). La influencia del di

tíotreitol fue atribuida a su efecto estabilizador sobre la cosinteta

sa, ya que permitió una mayor formación de uroporfirinúgeno III.

Este efecto estabilizador del dítiotreitol parecia incicar

que la conocida labilidad de la cosintasa se debía a la presencia de
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-SH lábiles esenciales para la actividad enzimática. La inclusión de

mercaptoetanol 5mMen el buffer de fosfatos durante la purificación per

mitió obtener preparaciones más estables en distintas etapas.

Por otra parte, se encontró una propiedad de la cosintasa que

resultó sumamenteútil en la purificación. Se observó al Filtrar por

Sephadex 0-100 preparaciones de cosintasa obtenidas de la la DEFE-celu

losa, y azul dextrano, que la actividad de cosintasa se eluia en gran

parte en las Fracciones que contenían el azul dextrano. (Figura 39).

Puesto que estimaciones previas del peso molecular de esta

enzima la caracterizaban comouna proteina de peso molecular inferior

a 80.000, su exclusión de la columna junto con el azul dextrano indi

caba o bien la formación de un complejo entre la enzima y el colorante

o una agregación de subunidades de proteina.

Se estudió la posibilidad de una interacción entre el azul

dextrano y la uroporfirinógeno III cosintasa de eritrocitos humanos.

Incubando deaminasa y cosintasa purificadas por DEAE-celulosa y

Sephadex 0-100 junto con azul dextrano 0.005% y porfobilinógeno; no

se pudo observar ningún efecto protector del azul dextrano sobre la

cosintasa durante la incubación, ni tampoco por preincubación con la

cosintasa.(Tá“a

Una nueva columna de Sephadex 0-100 de la cosintasa de eri

trocitos humanos,esta vez pretratada con p-hidroximercuribenzoato

2mM,sembrada junto con azul dextrano 0.005% dió como resultado

(Figura #0) la elución de la cosintasa junto con el azul dextrano en

las Fracciones iniciales. Esto indica que si se Formaun complejo ql

tre la cosintasa y el azul dextrano, el bloqueo de los -SH no inter
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TABLA 6

sistema enzimática condiciones de azul dextrano %uroporfirinógg
incubación agregado no III Formado

(estimado)

deaminasa incubación a
37° so' ——— o

deaminasa + incubación a
cosintasa 37° 50' --- 7D

deaminasa + preincubación
cosintasa a 370 15'

incubación a
37Ü 60' .ÜÜS % SU

deaminasa + incubación a

cosintasa 37D 60' .ÜÜ5 % _ ZP _J 4

fiere con la formación de ese complejo.

Se preparó Sepharosa QBunida covalentemente a azul dextrano,

y se filtró cosintasa por una columna de 0,6xh cm de Sepharosa-azul

dextrano, obteniendo el perfil de elución de la Figura hl. La cosinta

sa, a diferencia de otras proteinas contenidas en la solución sembra

da, es retenida por la Sepharosa-azul dextrano, lo cual evidencia su

afinidad por el azul dextrano. Es posible eluir la.enzima con ClNa 1M.

Se sembró cosintasa junto con dextrano 250 (de P.M 250.000)

en una columna de Sephadex G-lÜÜ. El dextrano Fue excluido, quedando

la enzima incluida en la columna. La enzima se eluyó en un pico amplio

dentro del rango de hÜ.ÜÜÜa 60.000. De este experimento se puede con

cluir que la cosintasa no Forma un complejo con el dextrano. La inte

racción de la enzima con el azul dextrano seria a través del cromófo

ro de éste, un compuesto policiclico con restos amino y ácido sulFónl

CD.
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FIGURA fila
Molécula del azul dextrano
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La propiedad de la cosintasa de Formar un complejo con el

azul dextrano permitió Finalmente puriFicar a esta enzima.

Mediante una de las secuencias de puriFicaciún, se obtiene

una enzima puriFicada aunque de gran labilidad. Esta secuencia incluye

la Filtración por Sephadex G-lDÜcon la Formación de un complejo de

enzima azul dextrano reversible. Este complejo se eluye en el volumen

muerto, separándose así de gran número de otras proteínas.

La enzima que Forma un complejo con el azul dextrano está muy

activa y se ha PuriFicado considerablemente con respecto al punto de

partida. El complejo cosintasa azul dextrano es luego disociado y la cg

sintasa separada del azul dextrano en un nuevo paso de Filtración, esta

vez por una columna de Sephadex G-lÜÜ equilibrada con sulFato de amonio

al 30%. (Alternativa A2 en la Tabla de puriFicación). Este paso, si bien
es eFectivo para disociar el complejo, inactiva parcialmente a la enzima,

posiblementepor diálisis. Esta diálisis de las Fracciones es necesaria



PURIFICACIÜN DE LA CÜSINTASA DE ERITRÜCITÜS HUMANOS

VolumenProteina Proteina Unidades de Actividad Rend_miento
actividad %
enzimática

Etapa de
purificación (ml)

Hemolizado 150

DEAE-celu
losa ** ZÜÜ

-9Ü% 29

Sephadex (Al)
E-lÜÜ con
azul dextrano 58

Sephadex (A2)
con (NH )
SD 30%
pH 6.6 29

Sepharosa AB
azul dextrano

(El) 58

Sephadex
G-lÜÜ (82) 29

(mg)

37.800

7DG

253,75

27,25

0,87

(mg/ml)

252

t

no se pudo
determinar

2.000

1.920

1.830

6h

720

ABÜ

especifi

2,9

7,6

67

22,0

310

551

-93

lÜÜ

96

A1
91

A2
2,2

a
35 1

a
2a 2

ú
Una unidad de actividad enzimática Fué definida para la cosintasa como
la cantidad de enzima que Formaba 50%de uroporFirinúgeno III al incu
bar la preparación en las condiciones standard, de modoque la uropor
Firina total FormadaFuera 0.8 nmoles de uroporfirina.

ti
En esta etapa se descartaron varias fracciones con actividad de cosin
tasa por contener también deaminasa. Se tomaron sólo las Fracciones con
menor concentración de proteina, y sin actividad de deaminasa para con
tinuar la purificación.
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para eliminar el efecto inhibitorio del sulfato de amonio. Se intentó

la disociación con distintas concentraciones de sulfato de amonioy

con BlNa, pero en todos los casos la disociación del complejo iba uni

da a una significativa pérdida de actividad de la enzima. La enzima

purificada corrió comouna óníca banda de proteina en gel de poliacri

lamida. La confirmación de que realmente esta banda correspondía a la

actividad enzimática no fue posible debido a interferencia de la polis

crilamida con el ensayo de actividad de la cosintasa. Una secuencia de

purificación diferente (Alternativa 81-82) permitió lograr una enzima
parcialmente purificada y muyactiva por cromatografía de afinidad,

filtrando la preparación concentrada de DEAE-celulosapor la columna

de Sepharosa hB-azul dextrano (Figura ul). Esta enzima se filtró lue

go por Sephadex G-lÜÜ.Esta fué la secuencia de purificación utiliza

da en los estudios en que se requirió una cosintasa purificada:

I Hemolizado
II DEAE-celulosa

III Cromatografía de afinidad por azul dextrano
Sepharosa

IV Sephadex G-lÜÜ

Efecto de la concentración de porfobilinógeno sobre la formaciór del

uroporfirinóggno III

El porfobilinógeno, aón a altas concentraciones, no irhibíó

la formación del uroporfirinógeno IÏI en un sistema deaminasa-ccsintg

sa, aunque (Figura 3D ) ciertamente la formación del isómero III lle

ga a un plateau con una concentración de porfooilinógeno menor cue la

necesaria para que llegue a un plateau la formación del isómero I.
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El agregado de ditiotreitol, aunque no afecta la formación total de

uroporfirinas, tiene un notable efecto sobre la composición en isómeros

I y III de los productos. En presencia de ditiotreitol, se satura el

sistema que Forma uroporfirínógeno I a una menor concentración de sus

trato. La inversa ocurre con la formación de uroporfirinúgeno III,

pues el sistema enzimático en este caso se satura con una concentración

mayor de sustrato (Figura 38b).

Velocidad de Formaciór de uroporfirinógeno III

La formación del uroporfirínógeno III aumentó linealmente

hasta los 30 minutos y luego comenzó a disminuir su velocidad (Figura Q2

en la página QG). Esto pudo deberse a una inactivación parcial de la

cosintasa después de ese periodo, mientras que la deaminasa mantuvo una

velocidad de reacción constante aún a las dos horas de incubación. El

agregado de ditiotreitol (3mM)tuvo un efecto protector sobre la cosin

tasa (Figura 38h); y luego de 60 minutos de incubación se obtuvo una

relación de 5:1 en las concentraciones de uroporfirinógeno III a uropor

Firínógeno I comparada con la relación de concentraciones de 2:1 obte

nida en ausencia de ditiotreitol (Figura ¿»2E’nla pág.q6.) Cuando la VE

locidad de formación del uroporfirinógeno III fue comparada con la obte

nida con el sistema de germen de trigo, se observó que la cosintasa de

eritrocitos humanosera más estable que la enzima de germen de trigo,

mientras que la deaminasa de eritrocitos humanosdemostró ser más lá

bil que la enzima de germen de trigo.

Efecto del amoniogyde la hidroxilamína sobre la interacción deaminasa

cosintasa
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El agregado de amonio e hidroxilamina a un sistema deaminasa

cosintasa da comoresultado una inhibición más pronunciada de la forma

ción de uroporfirinógeno que del consumo de PBG(Bogorad, 1963). Al 923

minar este efecto con las enzimas aisladas de eritrocitos, se observó

que concentraciones altas (60 y lDÜmM)inhibian la formación total de

porfirinas y también la formación de uroporfirinógeno III. (Tabla 8 a

en la pág. 103. ). A una concentración de lÜÜmMde NH: ambos efectos

de inhibición siguieron un curso paralelo y la formación de uroporfiri

nógeno I se inhibió menos. La incubación

sin buffer de fosfato dió comoresultado una menor eficiencia en la

actividad de todo el sistema deaminasa-cosintasa, especialmente de la

cosintasa. Sin embargo, en este caso, la inhibición por NH: fué menos
pronunciada. En las enzimas aisladas de gernen de

trigo se observó un efecto mas marcado de inhibición de la formación

de uroporfirinógeno III. A una concentración de 30mMde NHZ, la dis
minución en la formación de uroporfirinógeno III correspondió a un

aumento en la formación de uroporfirinógeno I.

La inhibición de las enzimas por NH: dependió, por lo tanto,
del material de origen y de su estabilidad.

El agregado de hidroxilamina (3ÜmM)a una mezcla de incu

bación conteniendo deaminasa y cosintasa inhibió totalmente la forma

ción de uroporfírinógeno III, habiéndose obtenido exclusivamente urg

porfirinógeno I. Este efecto podia atribuirse o bien a una inhibición

de la actividad de cosintasa o a una interferencia en la interacción

deaminasa-cosintasa. Se estudió el efecto de otras aminas sobre el

sistema deaminasa-cosintasa. Algunas aminas tuvieron un efectc pronug

ciado sobre el sistema enzimático (Tabla 8). La inhibición por piperi
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Efecto de las aminas sobre la activiqgo y distribución isomérica QE

los productos de un sistema enzimático deaminasa-cosintasa.purificado.

Agregado

Cloruro de amonio
(lÜÜmM)

Imidazol (lÜÜmM)

Piperidina (lSÜmM)

Ciclohexilamina
(lÜÜmM)

Porfirina
total
formada

cpm

22.560

15.720

16.175

13.850

8.210

Inhibición

29

27

bh

63

cpm

16.820

11.915

12.765

9.h50

6.210

Isfimeros formados

III

cpm

5.hhÜ

3.810

h.3SÜ

h.hÜÜ

2.ÜÜÜ

Inhibición
del isómero

III
%

3D

20

25

63
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dina de la formación total de uroporfirinógenos fue mas marcada que

la inhibición de la formación de uroporfirinógeno III. Por ende, la

piperidina (y en menor grado el imidazol) afectan más la actividad de

la deaminasa que del sistema deaminasa-cosintasa. En presencia de di

tiotreitol no se observó efecto inhibítorio de la piperidina sobre la

formación del isómero III. Prácticamente los mismosresultados se ob

tuvieron con las enzimas de germen de trigo.

Efecto de los reactivoa sylfhidrilicos

La cosintasa y la deamínasa de eritrocitos humanosse vieron

afectadas en forma desigual por los reactivos sulfhidrilicos. La N-etil

maleimida, por ejemplo, a una concentración en que se inhibia en un 50%

la formación total de uroporfirinógenos, inhibió notablemente más la

formación del isómero III (Tabla 9 en la pag. lÜl ). El agregajo de

ditiotreitol revirtió la inhibición por N-etilmaleimida de la deamina

sa, pero no afectó la inhibición de la cosintetasa. Resultados simila

res fueron obtenidos con las enzimas de germen de trigo. El p-hidroxi

mercuribenzoato inhibió a ambas enzimas y su efecto fue revertido por

agregadode ditiotreitol.

Por otra parte, los reactivos reductores protectores de gra

pos -SH, comoya se observó anteriormente al describir la búsqueda de

una secuencia de purificación adecuadapara la cosintasa, estabilizan

a la cosintasa. Se observó el efecto del agregado de ditiotreitol so

bre la cosintasa en condiciones de temperatura y de tiempos largos de

incubación en que normalmente se inactiva parcialmente la enzima. Se

observó aún en esas condiciones que el ditiotreitol o el ¡Ó-mercap

toetanol protegen a la cosintasa de la inactivación.



Sistema
preincubadc

Cosíntasa

Bcsintasa +
N-etilmaleímida

Cosintasa +
N-etílmaleímída

Cosintasa

Bcsintasa

Ccsíntasa + p-ni
drcximercuríben
zcatc

Casintasa + p-ni
drcximercuriben
zcatc
Ccsíntasa

Deaminasa-cosin
tasa de eritro
citos *
Deaminasa-cosin
tasa de eritro
citos *
Deaminasa-ccsin
tasa de eritro
citos *
Deaminasa-ccsin
tasa de germen
de trígp *
Deaminasa-ccsin
tasa de germen
de trigo *
Deamínasa-ccsin
tasa de germen
de trigo *
(*) El sistema Fue

Agregado

Deaminasa

Deaminasa

Deaminasa

Deaminasa +
N-etilmaleimída

Deaminasa

Deaminasa

Deaminasa +
ditíctreitol

Deaminasa + p-hí
drcximercuriben
zcatc

N-etilmaleímida

p-hidroxímercurl
benzcato

N-etilmaleimida

p-hícrcximercuri
benzcatc

'Urppcrfirinógenc Formado
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Isóme Isómg Inhipi Pcrfii Tctal
r0 Í_ rc IIIcifin rina
cpm cpm % cpm

1700 3300 5000

29L.1 tm. es 3L.15

3715 653 80 #370

1950 550 B3 2500

2210 #300 6510

1000 500 BB 1500

2737 3005 30 58h2

1813 1550 6h 3365

3675 hh50 8125

3550 b26 90 3931

2710 1600 6h A310

3800 8600 12400

6880 720 91 7600

#362 7925 7 12287

inhi
bicíón

32

12

50

77

10

AB

51

#7

38.5

incubado directamente, sin preincubación
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Efecto de las oxidaciones sobre la actividad de la cosintasa

La oxidación y fotooxídación de deaminasa de eritrocitos ya

fue mencionada. Los efectos de la oxidación por N-bromosuccinimida so

bre la cosintasa y el efecto de la luz en presencia de sensibilizado

res se resume en la Tabla 9eaen la página 103: La oxidación con N-brg

mosuccinimida no tuvo efecto sobre la actividad de cosintasa. La enzi

ma es también estable a la oxidación por pirrolooxigenasa, que oxida

grupos triptofano en el sitio activo de varias enzimas, comoya se men

cionó anteriormente.

El azul de metileno ejerció un efecto protector sobre la co

sintasa. La cosintasa se fotooxidó en presencia de rosa de Bengala,

inactivándose más en presencia de este colorante que del azul de meti

leno.

Peso Molecular

El peso molecular de la cosintasa de eritrocitos humanosfue

determinado por filtración por gel de Sephadex G-lÜÜ, en una columna

de 0,9x95 cm, calibrada con marcadores proteicos de peso molecular co

nocido, como se describe en Métodos, obteniéndose un valor de !g_de

1,33, correspondiente a un peso molecular aproximado de h5.ÜÜÜYï5.000.

El Vo fue calculado previamente, filtrando por la columna de Sephadex

G-lÜÜ 2 mg de azul dextrano.

Se comprobó, en otra columna de Sephadex G-lÜÜ por la que

previamente se habia filtrado ovoalbómina (P.M. h5.ÜÜÜ), que la cosin

tasa se eluía en las fracciones en las que se nabia encontrado la ovg

albúmina.
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Interacción de la cosintasa con el PBGy con la deaminasa

Tal comose describió en la sección de cinética de la deami

nasa, las determinaciones cinéticas efectuadas con la cosintasa refle

jan la manera en que ésta afecta las constantes cinéticas de la porfo

bilinógeno deaminasa, la enzima que consume sustrato. Hemosdescripto

una cinética clásica de Michaelis-Menten tanto para la deaminasa sola

comopara el sistema deaminasa-cosintasa de eritrocitos humanos. La

afinidad por el sustrato, sin embargo, es mayor mientras que es menor

la velocidad máxima, con el sistema dienzimático. Bogorad (1958) ya

habia informado una variación en los valores de Kmy Umal agregar qg

sintasa de germen de trigo a una preparación de deaminasa de hojas de

espinaca precalentadas. Estas variaciones en la afinidad por el sus

trato del sistema dienzimático sugieren una interacción de la cosintg

ea con el PBG, o, bien una modificación de la conformación de la dea

minasa por la cosintasa durante la reacción de polimerización. En el

curso de este trabajo, se investigaron ambasposibilidades.

Si interactuara con el porfobilinógeno, a pesar de no consg

mirlo en ausencia de deaminasa, la cosintasa podria tener un sitio de

reconocimiento para él. Se hicieron múltiples experimentos de diálisis

de equilibrio donde la cosintasa se ubicó en el compartimiento interno

y el porfobilinógeno en el externo. En todos los casos el PBGdifundia

hacia el compartimiento interno hasta igualar la concentración interna

a la externa, pero en ningún caso se acumulaba en el interior. Es de

cir, no se unía el porfobilinógeno a la cosintasa.

Ya que fue imposible comprobar una interacción entre la co

sintasa y el PBG, por lo menos a nivel de un sitio de unión para el
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PBGsobre la cosintasa, la posibilidad de una asociación de ambas eng;

mas durante la reacción debió ser explorada. Esta asociación modifica

ría a la deaminasa aumentandosu afinidad por el sustrato y orientando

la síntesis del producto hacia el isómero III. Por otra parte, la exis

tencia de una asociación de este tipo podía inferirse al examinar las

velocidades de formación del uroporfirinógeno I y del uroporfirinógeno

III (Figura 29). Ambosisómeros parecen compartir un intermediario co

mún, ya que mientras la síntesis total de uroporfirinógenos mantiene

una velocidad constante, la disminución en la velocidad de Formación

del isómero III después de los 60 minutos se correlaciona perfectamen

te con un aumento en la velocidad de formación del isómero I. Se pensó

que el intermediario comúnno sería un compuesto pirrilmetano, puesto

que se había descubierto en nuestro laboratorio que ya desde la etapa

de la dimerización, las dos reacciones tienen lugar por mecanismosdi

Ferentes con intermediarios diferentes. Podría ser, entonces, que lo

comúna ambas reacciones fuera una asociación deaminasa-cosintasa. In

vitro, la cosintasa se iría inactivando progresivamente durante el our

so de una incubación a 37°C, debido a su termolabilidad.

Un complejo conteniendo una molécula de PBGdeaminasa y una

molécula de urógeno III cosintasa tendría un peso molecular de 70.000;

otras combinaciones serian aón más pesadas. Si se Formara un complejo

de las dos enzimas, debería esperarse, en una Sephadex G-lÜÜ, un pico

correspondiente a 70.000. Al Filtrar por Sephadex G-lÜÜuna Fracción

concentrada de la la DEAEcelulosa, y calcular su P.M. por el método

de Andrews como se explica en Metodos, se obtuvo un Peso Molecular de

70.000 i_5.ÜÜD. Ekrhúco se encontró actividad de cosintasa. Sin embaï

go, en otros experimentos donde se reconstituyó el sistema deaminasa



l

cosintasa, filtrándose luego por Sephadex G-lÜÜno se encontró este

pico pesado, encontrándose actividad de deaminasa en un pico correspon

diente a 25.000 i 5.000 y cosintasa en un pico correspondiente a

h5.ÜÜÜ + 5.000.

Se inmovilizó a la PBGdeaminasa de germen de trigo scbre

un soporte sólido de Sepharosa AB. La deaminasa unida a la Sepharosa,

aunque menos activa que en su Forma soluble, Formaba, por incubación

con el PBG,exclusivamente uroporfirinógeno I.

Al cromatografiar cosintasa de eritrocitos humanossobre una

columna de Sepharosa hB-deaminasa, se observó que no se recuperaba la

actividad de cosintasa sembrada, y que habia una marcada retención de

proteina en la columna, comparando con el pasaje de la misma enzima

por una Sepharosa hB-albómina como control. Fué ensayada

la actividad del lecho de Sepharosa hB-deaminasa, luego de haber hecho

pasar por él la cosintasa, sin ningún agregado de enzima, comperfindg

se la formación de uroporfirinógeno del tipo III. Esto evidencií la

unión de la cosintasa a la deaminasa inmovilizada. Se intentó eïuir

la cosintasa unida con ClNa 2M, sin resultado. El agregado de PSGen

esta cromatografía de afinidad no varia los resultados. Es decir que,

esté o no presente el PSG, ambas enzimas interactúan asociándose so

bre el soporte de Sepharosa. La Fijación de 1a deaminasa sobre este

soporte inerte no impide su interacción normal con la cosintasa para

dar el uroporfirinógeno III, ya que al incubar deaminasa-Sepharosa

junto con cosintasa y PBG, se comprobó la formación de este isómero.

Se estudió la posibilidad de que la clásica inhibición por

hidroxilamina de la formación del uroporfirinógeno III se debiera a una
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TABLA {o

Tipo de buffer actividad actividad
de de

columna oosíntasa cosintasa
en los retenida
eluídos por el lecho

Sepharosa tratada Pi .05M pH 7.a + 

previamente con BrCN NH20H .03M

Sepharosa-deaminasa Pi .05M pH 7.4 - + (100%)

Sepharosa-deaminasa Pi .05M - + (80 %)

NH20H .03M

La hidroxilamina no interfiere en la asociación de deaminasa y

cosintasa. La diferencia entre un 100%de Formación de isómero III en el

blanco y un 80%en el tratado no es significativa, está dentro de los li

mites del error en el método de dosaje de isómeros usado (Falk y Benson).
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interferencia en la asociación deaminasa-cosintasa. Conese Fin, se

filtró nuevamente cosintasa a través de una columna de deaminasa-Sepng

rosa AB, esta vez con buffer de fosfatos .05M a pH 7.h con el agregado

de hidroxilamina (clorhidrato) .03M. La actividad de cosintasa recupe

rada en los eluyidos fué nula. Al ensayar la actividad del lecho de

Sepharosa-deamínasa por el cual se habia pasado a la cosintasa, se com

probó la Formación de aproximadamente un 80%de uroporfirinúgeno III.

Se hicieron dos controles de este experimento. El primero consistió en

pasar 1a misma cosintasa por una columna de Sepharosa previamente some

tida a la reacción de activación con BrCNpero sin unir a deaminasa,

con el mismo buffer conteniendo NHZÜH.03M. En este caso se recuperó

la actividad de la cosintasa en tres Fracciones eluidas. La cosinta

sa no es retenida por la Sepharosa cuando ésta no está unida a deami

nasa. Un segundo control lo constituyó una columna de Sepharosa-deami

nasa sin hidroxilamina, por la cual se hizo pasar a la cosintasa. Esta

no fue recuperada en los eluidos, sino que Fue retenida por la Sepharg

sa-deaminasa. El ensayo de actividad del lecho dió comoresultado la

formación de 100%uroporfirinógeno III. El resultado neto de esta exoe

riencia fue que la hidroxilamina no interfiere en la asociación de

deaminasa y cosintasa para formar el uroporfirinógeno III. La reacción

debe bloquearse a nivel de alguno de los pirrilmetanos intermediarios.
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La purificación de cada una de las enzimas que componen el

sistema deaminasa-cosintasa, que cataliza la biosintesis del uroporfiri

nógeno III, constituyó el paso inicial para el mejor estudio de las org

piedades de ambas enzimas. La PBGdeaminasa de eritrocitos humanos has

ta el momentohabia sido caracterizada comouna enzima de gran labilidad

(Stevens y Frydman, 1968). En el curso de este trabajo, se logró una eg

zima parcialmente purificada de mayor estabilidad. Se observó que una al

ta concentración de buffer de fosfato Favorecia la estabilidad de la en

zima.

La purificación de la uroporfirinógeno III cosintasa de eri

trocitos lograda en el presente trabajo dió comoresultado una enzima

purificada que hasta el momentono se habia logrado (Bogorad, 1975). La

estabilización de la enzimadurante las diversas etapas de purificación

se logró protegiendo los grupos suthidrilo. La gran labilidad de la en

zima a medida que se va purificando, e incluso durante la incubación,

que hace algón tiempo motivó la hipótesis de que se estuviera consumieg

do estEquiométricamente y no cataliticamente (Levin, 1968) se deberia,

en realidad, a la labilidad de grupos sulfhidrilo libres. La propiedad

de esta enzima de unirse al azul dextrano nos permitió lograr una puri

ficación satisfactoria. Quedariapor investigar la naturaleza de esta

asociación de la cosintasa con el cromóforo del azul dextrano. La puri

Ficaoión sobre una columna de afinidad de azul dextrano inmovilizado

sobre Sepharosa es un método simple y muyefectivo de purificar a la

cosintasa, sin que ésta se inactive, comosuele suceder en otros mega

dos de purificación.
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La Facilidad con que es oxidada la PBGdeaminasa, probable

mente por oxidación de grupos triptofanilo y la resistencia de la uro

porfirinógeno III cosintasa a las oxidaciones indicaría un posible me

canismo de control de la primera enzima por la triptofanopirrolooxige

nasa.

La PBGdeaminasa de eritrocitos humanos es una proteína mono

mérica de bajo peso molecular. La cosintasa de eritrocitos humanostam

bién es monomórica, siendo su peso molecular de AS.ÜÜD1_5.ÜDÜ. La org

matografía de afinidad deaminasa inmovilizada-cosintasa evidenció, por

retención de la cosintasa, la asociación de ambasproteínas entre si.

Esta asociación es independiente de la presencia de porfobilinógeno.

El complejo formado por la deaminasa inmovilizaca y la cosintasa rete

nida cataliza la síntesis del uroporFirinógeno III. Esta seria una de

las primeras evidencias que confirman la hipótesis de que la cosintasa

actúa comoproteina modificadora, tal comofué planteada por Bullock

(1965) y luego por Fryoman y colab. (1969). De acuerdo a esta hipóte

sis, la cosintasa actuaría cambiando de algún modola conformación de

la PBGdeaminasa de moco que la primera etapa en la polimerización que

conduce a la formación del uroporfirinógeno III sea una condensación

cabeza-cabeza de dos unidades de PBG(Figura 22a).

El estudio de las propiedades de las enzimas en especial de

la afinidad de la deaminasa y la cosintasa entre sí, ademásde experi

mentos de incorporación de intermediarios sintéticos efectuados en

nuestro laboratorio y ya citados en la Introducción permiten formular

un mecanismopara la biosïntesís de uroporfirinógeno III a partir de

PBG.La reacción tiene lugar en Formacontínua sobre la superficie
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del complejo enzimático, sin liberación de intermediarios al medio. La

uroporfirinógeno III cosintasa actuaría comoproteína especificaoora de

la deaminasa variando el modode condensación del porfobilinógeno desde

el comienzo de la reacción guiándola hacia la Formación del isómero III.

No habría pues, intermediarios pirrilmetanos comunesal uroporfírinóge

no I y III, y esto Fue confirmado por la incorporación de dos dipirrilme

tanos distintos (Figura 2h) en los uroporfirinógenos I y III respectíqa

mente. La formación de ambos isómeros por dos sistemas enzimáticos difig

rentes (deaminasa y deaminasa-cosintasa) representa los dos modosen

que se inicia la autocondensación química del PBB(Figura 22): una con

densacíún cabeza-cola con eliminación de amoniaco, o una condensación

cabeza-cabeza por desplazamiento de un grupo metilo activado.

Este grupo "metilo activo" que en la polimerízación química del porfobi

linúgeno se libera comoFormaldehído debe ser constantemente transferido

a través de la cadena de pirrilmetano a medida que esta crece y hasta

llegar finalmente a completar el macrocíclo.

De modo que mientras que la porfooílinógeno deaminasa Funcio

na sólo como enzima deaminante, el complejo deaminasa-cosíntasa debe

cumplir también con un rol de metiltransferasa.

Es útil comparar nuestro sistema enzimática deaminasa-cosinta

sa con el bien conocido sistema enzimática dual que cataliza la síntesis

de lactosa. En ese caso la o(-1actalbúmina modifica a la enzima galacQg

siltransferasa para que ésta utilice glucosa en lugar de N-acetil gluco

samina comoaceptor del UDP-galactosa. Es decir, que la enzima galactosil

transferasa modificada por la ci-lactalbumina cambia su afinidad por

uno de los sustratos de la reacción, actuando sobre un sustrato diferen
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te (Shanbacher y Ebner, 1971 ).

En el caso de la deamínasa-cosíntasa, sistema enzimática que

cataliza la formación del uroporfiriHÓQEnDIII, no variaría el sustra

to sino la forma en que se condensan los cuatro moles de sustrato; la

proteína modificadnra estaría orientando la reacción hacia la Formación

de un determinado producto y no de otro, pero a partir de un mismo sus

trato, el porfnbilínúgeno.

Wi: W
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