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ABREVIATURAS Y EOUIVALENCIAS.

: succiní] coenzima A.

: Acido

: Porfobiïínógeno.

5 amino1evü1íco.

: Uroporfirína = porfirina de 8-CO0H= porfirina octacarboxíïíca.
: Firiaporfirína = porfirina de 7-CO0H= porfirina heptacarboxï1ica.
: Hexaporfirina = porfirina de 6-CO0H= porfirína hexacarboxí1ica.
: Pentaporfirina = porfirina de 5-CO0H= porfírina pentacarboxí1ica.
: Coproporfirina = porfirina de 4-CO0H= porfírína tetracarboxí1ica.
: Protoporfírina = porfirina de 2-CO0H= porfirina dicarboxí1ica.

Uro'gen, Firia'gen. Hexa'gen, Penta'gen, Copro'gen y Proto'gen: 105 correspon­
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dientes porfirinógenos.
: cítocromo.
: eti]endiaminotetraacetato.
: gïutation reducido.

DEAE-celulosa : díetiïaminoeti1 - ce1uïosa.

: fosfato de piridoxa].
: hexacïorobenceno.

: pentacïorofenoï.
Suc C0 A-S : succini] CoAsintetasa.

5 ALAsintetasa.

b ALAdehidrasa.

: compIejo PBGdeaminasa Uro'gen III cosintetasa: Porfobiïinogenasa.
: porfírinógeno carboxi-Iiasa.
: Copro'gen oxídasa.
: Proto'gen oxídasa.
: maïato dehidrogenasa.
: cítocromo c-oxidasa.
: monoamínooxidasa.

: porfíria aguda intermitente.
: porfiria cutánea tarda.
: porfiria variegata.
: coproporfíría hepática.

¿Porffifia ajuda hepática
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SDS
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PCTF:
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: British anti 1ewicite.
: dietiiditiocarbamato;

55' ditiobis- (ácido 2 nitrobenzoico).
: fenobarbitai.

: hemogiobina.
: para-cioro mercuribenzoato.
: peso moiecuiar.
: pirofosfato de sodio.
: dodecii suifato de sodio.

: tetracioro dibenzoqudioxina.
: pentacïorobenceno.
: tetraciorobenceno.
: pentaciorotiofenoi.
: tetraciorotiofenoi.
: tetraciorotioanisoi.
: pentaciorotioanisoi.

: 1 CH3-(2,3,4,5,6 pentaciorofenii) suifóxido.
: 1 CH3—(2,3,4,5,6pentaciorofenii) suifona.
: tetracioroditioanisoi.
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INTRODUCCION.

POBFIRINAS.

—Generalidades.

Las porfirinas son compuestostetrapirrólicos fundamentales

para todos los organismos tivos, tanto animales comovegetales,

salvo para algunas bacterias estrictamente anaeróbicas y el lacto­

bacilli, que obtienen energía por fermentación de compuestosorgá­

nicos;

En los restantes organismos son constituyentes de las hemo­

proteínas, proteínas conjugadas cuyo grupo prostático es el hemo

e incluyen una serie de compuestos que cumplen funciones importan­

tísimas en la célula. Así podemoscitar: la hemoglobina, relaciona­

da al transporte de oxígeno; los citocromos, que son agentes de

transferencia de electrones y varias enzimas, tales comocatala­

sas y peroxidasas. En todos estos casos la proteína incolora (que

es quien determina la actividad biológica específica) está ligada

a un compuestohierroporfirina; Las porfirinas pueden estar también

ligadas a otros metales, siendo el ejemplo más importante la cloro­

fila, derivado porfirínico que contiene magnesioy es el agente

de captación de energía radiante y por ende de importancia vital.



-2­

Por otra parte se han hallado porfirinas derivadas de la

clorofila en el petróleo, carbón de piedra, aceites y asfaltos e

inclusive en excrementos fosilizados de cocodrilo, lo que nos es­

taria indicando que los campuestos esenciales que funcionaban hace

millones de años no difieren mayormentede aquellos que funcionan

en la actualidad.

—Estructura.

Ya en el año 1871 Hoppe-Seyler (1) realizó los primeros es­

tudios acerca de las porfirinas, pero recién en 1915, HansFischer

(2) logró aislar dos porfirinas en forma cristalina (Coproy Uro);

De allí en más se realizaron numerosos trabajos que llevaron a

poder dilucidar perfectamente la estructura de las mismasy actual­

mente se han sintetizado 1a mayoría de las porfirinas naturales,

las cuales son derivados de una sustancia fundamental: la porfina.

(fig. l) que contiene cuatro anillos pirrólicos ligados por cuatro

grupos =CHo metenos, puentes en un sistema en anillo con dobles

ligaduras conjugadas, lo cual le confiere gran estabilidad.

La identificación de los átomos de C sobre el anillo

porfina presentada en la fig; l es la propuesta por Fischer. En

1960 la IUPAC(3) propuso un sistema diferente, el cual se ve en
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la fig. 2, sin embargoel sistema propuesto por Fischer es el más

utilizado y será usado en el presente trabajo.

La porfina fué sintetizada por Fischer y Glein en 1935, el

compuestono se ha encontrado en la naturaleza. Las porfirinas

que se han hallado en la naturaleza son todas compuestos en los

cuales los ocho átomos de H numerados en los anillos pirrólicos

de la porfirina están sustituidos por cadenas laterales.

Cada nombrede porfirina de la tabla I representa un gran

grupo de sustancias ya que un considerable isomerismo es posible.

El ejemplo más simple serían Etio, Copro o Uro, para los

cuales cuatro isómeros son posibles en cada caso. Sin embargo

sólo dos de ellos se encuentran en la naturaleza(tabla I) y estos

han sido designados comotipo I y III por Fischer, que fué tam­

bién quien propuso la numeración romana que aparece en la fig. 3

para designar lOs isómeros de la Etio y también propuso que todas

las porfirinas se refirieran a ésta para asignarles su grupo

isomérico.

Cuandotres tipos de cadenas laterales están presentes, como

en el caso de 1a Proto (fig. 4) el número de isómeros posibles

es 15. La Proto III es llamada comunmente_Proto IX, porque fue

la novenaporfirina listvada por Fischer. Es 1a única fisiologica­
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Fig.3 Estructura química de los cuatro ¡sómeros de la

Etioporfirina.
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Fig. 4 PROTOPORFIRINA

M: metilo = (-CH3)

P = ácido propiónico = (-CHZ-CHíCOOH)

V= vinilo = (-CH=CH2)



mente activa para dar hemOglobina; está presente también en la

mioglobina y en los citocromos;

Día a día se sigue investigando acerca de estos compuestos

dada la importancia vital de los mismosy así recientemente se

han descubierto una serie de porfirinas (fig; 5) aisladas de ma­

míferOs, la primera de las cuales probablemente sea un intermedia­

rio normal del caminobiosintético del hemo( 6, 4, 5).

- Propiedades.

1.- Las porfirinas poseen una estructura con un gran número

de enlaces conjugados, con alto grado de resonancia, por lo que

muestran un marcado espectro de absorción en el visible. Cada por­

firina posee un espectro característico de cuatro picos(*) más

alto, llamado Soret, está entre 400 - 410 nmy es el que permite

detectarlas aún en cantidades muypequeñas; Por el contrario los

porfirinógenos sólo presentan una banda en el infrarrojo a aproxi­

madamente 220 nm.

2.- A1ser irradiadas con luz U.V. presentan fluorescencia

roja, mientras que al reducirlas a porfirinógenos, dondeel sis­

tema de dobles ligaduras desaparece, pasan a ser incoloras y no

fluorescentes (prepiedad que se utiliza para seguir el proceso de

(ae)en elvisíb1e7cuando están esterificacïasly otro



reducción) no obstante conservan las propiedades químicas, solubi­

lidad, etc, ya que los sustituyentes son iguales.

3.- Los carboxilos permiten esterificar estos compuestos,

con lo que se hacen más solubles en medios orgánicos. Por dichos

grupos son solubles en medio alcalino y por tener grupos nitrogena­

dos en el núcleo son solubles en medio ácido; esto trae comocon­

secuencia un carácter anfotórico y la existencia de un pHal cual

son facilmente precipitables: su pI que está entre 3 - 4.5.

PORFIRINOGENOS.

Si a las porfirinas las hidrogenamos, obtendremoslos por­

firinógenos (fig; 6), estos compuestosson los verdaderos interme­

diarios del caminobiosintótico del hemo. Son tetrapirril metanos

cíclicos, llamados también hexahidroporfirinas, por ser el produc­
to de la captación de seis átomos de hidrógeno por el anillo por­

firínico; cuatro de los cuales van a los metenos y dos a los ni­

trógenos de los anillos pirrólicos (7);

Los primeros hallazgos de porfirinógenos en orina de pacien­

tes porfíricos han sido reportados por Fischer en 1937 (8); Mien­

tras que Rimington y Ziegler (9) observaron gran acumulación de

Uro'gen y Copro'gen en hígado de animales porfíricos.
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Fig.5 Porfirinas recientemente descubiertas
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lugar del Me del anillo B (serie Isocopro-fig.18-)

Fig.6 Estructura general de los porfirinógenos
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Mánzerall y Granick (lO) estudiaron 1a autooxidación de

estas sustancias, hecho que es muyimportante desde un punto de

vista práctico ya que, por ejemplo, al analizar los productos

de decarboxilación del Uro'gen, conviene oxidarlos a las corres­

pondientes porfirinae, para poder analizarlos mediante distin­

tos métodos que se basan en la fluorescencia que ellas presen­

tan a 1a luz U.V. o en su espectro visible; De los citados es­

tudios llegaron a demostrar que, en soluciones neutras, la oxi­

dación sufre autocatálisis y es estimulable por luz. Mientras

que GSH,2-mercaptoetilamina y SOHaz la inhiben. Por lo tanto3

para mantener a los porfirinógenos comotales conviene trabajar

en condiciones anaeróbicas, oscuridad y en presencia de un agen­

te inhibidor de la fotooxidación, tal comoGSH;(que son las

condiciones en que se determina actividad decarboxilasa).

Por el contrario la reducción de porfirinas para dar por­

firinógenos ocurre en atmósfera inerte y oscuridad, mediante la

intervencion de agentes reductores tales comoH2/Pd (11, 12),

131141:o amalgama de sodio (7, 10, 12 - 15).
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BIOSINTESIS DE PORFIRINASo

- Esguema general;

En la fig. 7 está es quematizado el caminobiosintético del

hemo y se ha demostrado que es el mismo para todos los seres vi­

vientes. Si bien se conocen todos sus pasos, aún quedan numerosos

interrogantes por resolver; Dadala importancia y amplitud de es­

te campo, diversos centros de investigación trabajan sobre el mis­

moy periodicamente aparecen actualizaciones sobre el tema (16­

18).

Shemin y col. propusieron en 1955 (19) un ciclo, llamado de

la glicocola-succínico o ciclo de Shemin, que permite interpretar

la formación de ALAa partir de glicocola y succinato y que a su

vez está relacionado con el ciclo de los ácidos tricarboxílicos,

como puede verse en la fig; 8;

El segundo paso es la condensación de dos moléculas de ALA

para dar un monopirrol, el PBG(fiv. 9):

aCOOH

M COOH ¡lEHz
e 51 ‘CHz

Fig. 9. Estructura y numeración del PBG.
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y a continuación cuatro moléculas de PBGforman el anillo tetra­

pirrólico de Uro'gen, que en condiciones aeróbicas se transforman

en Uro,

Comose puntualiza en la página 4 , la Uro presenta cuatro

isómeros posibles, pero sólo el I y el III se encuentran en la

naturaleza; estos son decarboxilados, con eliminación de cuatro

moléculas de 002 a partir de los restos acéticos de las posicio­

nes l, 3, 5 y 7 y l, 3, 5 y 8 respectivamente, según un mecanis­

mo que veremos más adelante.

Se obtienen así los Copro'gen I y/o III, pero de ellos solo

el III sufre descarboxila ción oxidativa de dos de las cadenas 1a­

terales propiónicas de los anillos A y B para dar los grupos vi­

nilos presentes en el Proto'gen. Este por pérdida de seis átomos

de H del anillo tetrapirrólico, pasa a Proto IX, 1a cual se une

al Fe++ para dar el producto final HEMO.

- Succinil CoASintgtggg.

Estudios utilizando ratones intoxicados con drogas porfiri­

nOgénicas (20) han demostrado que la Succinil CoASintetasa (Sue.

CoA-S, succinato: CoAligasa, ADP,E.C. 6.2.15)) juega un rol

directo en la sintesis de porfirinas y por ello se incluye en es­
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te análisis del camino metabólico del hemo.

Se ha propuesto que actúa según el mecanismo que aparece

en el siguiente esquema, utilizando un nucleótido trifosfato como

cofactor (21, 22).

*n 1 ++ -P _
E 1‘11;,hïg E.P k SECC'EMp E-SucCkoE

NDP -CoA -c°A P1 SucCoA

Trabajos más recientes proponen la existencia de diferen­

tes caminos, involucrando reacciones alternativas, catalizadas

por la misma enzima (23, 24).

E

CoA

E-CoA
E

ATP *
¿DP hidr. :

&\ ,
fP \ l

E ‘k‘Suc.hidroxamatop.
1 l

CoA -C“ ‘ 'L’E’C“ Suc I

ATP ‘\\<<L\\.;
E*AT" E-P 32-8116gCOAG-TáE‘ z

\ \ CDA z Í
AD? \\\‘\ ‘*>—'/ Suc.CoASbc.“\ / ’ \

x %-SLICoPl ‘Pi
l\
‘sSuc.P

Ií
E
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- Formación de 5ALA.

El primer paso ya dentro del camino biosintético del hemoen

sí, es la formación del ácido Gaminolevúlico ( (SALA)catalizado

por la óamino levúlico sintetasa ( ALA-S;E.C.2.3.l¿3h) por

consiguiente ésta es la primer enzima del camino y ha sido demos­

trado (en hígado de mamíferos y de aves) que es la enzima que li­

mita la velocidad del ¡mismo(25 - 28);

Esta enzima ha sido encontrada tanto en mitocondrias( 29 ­

32) como en citoplasma ( 31, 33) aunque esta última sólo en muy

baja concentracion, razón por 1a cual para su estudio se hizo ne­

cesario activar el sistema, para ello en general se usa la acción

de drOgas porfirinogénica tales comoAIA y DDC(29, 31 - 35) bajo

estas condiciones se acumula ALA-Scitoplasmática y hay autores

que postulan que el ALA.Scitoplaemática acumulada es un precur­

sor en tránsito hacia la matriz mitocondrial (36).

La formación de GALAes un paso clave en el camino bio­

sintético del hemoy comotal está estrictamente regulado por el

producto final del mismo, la hemina, que actúa tanto a nivel de

inhibición (29, 37) como de represión (38 —41);

La ALA-Ses inducida por diversas drogas (31-35, 41, 42)

comoasí también se encuentra elevado su nivel en todos los casos
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de porfiria tanto humanacomoexperimental.

En 1976 Whiting y Granick (34) lograron purificarla hasta

banda única en gel de poliacrilamida y basándose en estudios de P.M.

llegaron a 1a conclusión de que se trataría de un dinero. Trabajos

más recientes sobre purificación y mecanismo(35; 43, 44) apoyan

esta hipótesis;

A1 menos dos mecanismos pueden considerarse para 1a formación

de ¿ALAdesde glicina y suc. CoA(fig; 10); En el mecanismo I se

forma primero una base de Schiff (IV) entre la glicina y el fosfa­

to de piridoxal (PPy) por deearboxilación da un carbanián (V) el

cual se condensaría con sue; CoAcon retención de los dos H del 02

y finalmente por hidrólisis daría (SALA.

En el mecanismo II la pérdida de un H+ desde el 62 da otro

carbanión (VII) el cual reacciona con sue; 00Apara dar la base de

Schiff del ácido cx-aminoB-oxoadípico y PPy. El último interme­

diario puede llegar a GALApor dos caminos distintos VIII->IX

u VIII —> X0

Zamany col. (45) analizando la quiralidad de los productos

formadosa partir de glicina estereoeapecificanente marcada con

tritio llegaron a dilucidar el verdadero camino.

Para ello incuban glicina [é R - 3K] 6 [é S - 3H] con PPy
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Fig.10 Mecanismo de formación de ¿ALA desde gliciná y

succinil-CoA.
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en el medio apropiado para 1a síntesis de GALAy ALA-Spurifica­

da de Rhodopseudomonasspheroides; E1 producto fue reducido con

borohidruro de sodio, aislado por cromatografía, tratado con meta­

psriodato de sodio y el formaldehído fue separado comoel derivado

dimedonacorrespondiente, según 1a siguiente serie de reacciones.

c202}: coan __ c023
ALA-S I NaBH4 I IO 4 |

G11 (CH ) ————>(CH ) ————+(CH )
77‘". I 2 2 l 2 2 ¡ 2 2

PPy Sueca“ ¿IL-.0 (¡JHOH (¡1:0 H o o
CH NH CH NH CH =NH__L2. H-C// + dimedona

2 2 2 2 2 2 x
H

derivado dimedona
del formaldehído.

Y encontraron que cuando incubaban Gli [é R - 3d]se perdía

un 97%de 1a marca, mientras que con Gli [é S - 3K] se conservaba

la marcacián total; por consiguiente el GALAse produce por pérdi­

da de un solo H, el de 1a posición pro-R; con lo que quedaría des­

cartado el mecanismoI;

Faltaría dilucidar el mecanismoa seguir después del GNHZ-B

cetoadípico unido al PPy; A raiz de 1a inestabilidad del GALA;

particularmente respecto a lOs ¿tomos de H de la posioián 5, el

GALAmismono sirve para estudios estereoquímicos; por ello Abboud



y cnl. (46) desarrollaron un sistema por el cual el GALAapenas

se forma se convierte en PBG;pasando asi los átomos en cuestión

a ocupar una posición estable; E1 PBGse acetila, oxida y final­

mente hidroliza dando comoproducto final glicinaé Estudiando la

estereoquímica de este compuesto llegaron a 1a conclusión de que

el átomo de H pro S de la glicina es retenido y ocupa la configura­

ción pro S en la posición 5 del GALAmientras el pro R es removi­

do con lo que queda descartado el paso VIII —e>X.

- Conversión de GALAen PBG.

Este paso está catalizado por la enzima ¿ALA-dehidrasa

( GALA-D;EC 4. 2. 1. 24). En Rps. sphaeroides se ha demostrado

que es una enzima alostérica (47) que presenta cinética normal en

presencia de iones K”, Bb+ ó NH} Tiene un PMde 250.000 y está

formada por subunidades de PM100.000 y 130.000. Mientras que la

enzima proveniente de hígado bovino tiene un PN de 285;OOOy está

compuesta por 8 subunidades de PM35.000 (48, 49), lo cual al mi­

croscopio electrónico se visualiza comolóbulos discretOS ubicados

en las cuatro esquinas de un cuadrado;1a apariencia de 1a enzima

a1 microscopio electrónico puede concordar con la existencia de 8

subunidades si se postula que las 8 subunidades están acomodadas



en las esquinas de un cubo, es decir con una simetría diádrica(50).

Aparentementesólo 4 de las 8 subunidades tendrían poder catalíti­

co, reaccionando con el sustrato a través del grupo S-amino de un

resto de lisina (51). Otro grupo esencial sería un sulfhidrilo, del

cual depende en gran medida la actividad enzimática (52); dicho gru­

po pertenecería a un resto cisteina y participaría en 1a catálisis

ácido-base requeridas para las secuencias de protonación - deproto­

nación enzimáticas involucradas en la síntesis del PBG;

Durante-las modificaciones químicas de grupos funcionales de

ALA-DTsukamoto y col; (53) encontraron evidencias de que restos

histidina podían estar involucrados comootro grupo funcional y así

lo demostraron por ensayos de fotooxidación y tratamiento con dietil­

pirocarbonato.

La estructura minimaactiva sería un dímero (54) . En cuanto

al mecanismo(fig¡ ll), aquí también se forma una base de Schiff

intermediaria, entre la enzimay el sustrato(48,5l)Luego se produ­

ce un ataque nucleofílico, por el anión intermediario sobre el áto­

mo de C carbonílico de la'molécula de ¿ALA. Se forma así un aldol,

éste pierde agua y el grupo amino libre desplaza al grupo amino de

la enzima, dando PBG.La afinidad del sustrato por la enzima depen­

de de la facilidad para dar la base de Schiff y también de la for­
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macián de una unión iónica entre el grupo carboxilo del sustrato

y una carga positiva sobre 1a enzimaa una distancia particular:

- Modode acción del eigtema PBG-asg.

La biosínteeie del Uro'gen III se produce a través de una

reacción catalizada por el complejo enzimática PBG-deaminasa

(PBG-D)- Uro‘gen III Coeintetasa I (Porfobilinogenaea,PBG-aea)

(55); para ello en alguna etapa se debe romper uno o más de uno

de los grupos metileno del C de las cuatro moléculas de PBGquell
lo forman; en los reordenamientos posibles los cuatro puentes me­

tilénicos (C- a - B- K y - 6 ) difieren en eu origen respecto

a la posición previa en 1a molécula de PBG;Biosintetisando Úro‘

gen III con (2, 11 - 130) PBG, se determinó que sólo el puente

C- 5' provenía de un reordenamiento (56- 57) en tanto que en 1a

biosfntesis de Uro'gen I catalizada por PBG-Dninguno sufría reor­

denamiento (53).

Se han realizado numerosos trabajos para determinar a qué

nivel se produce el reordenamiento; Carpenter y Scott por una

parte y Battereby y McDonaldpor otra, llegaron a 1a conclusión

de que no es a nivel de monopirrol (56, 57): mientras que el gru­

po de Frydman (59-62) ee coincidente con el de Batterby en que
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tanto el dipirrol III comoel IV (fig. 12) no son incorporados,

pero difieren en lo que respectaa.1os dipirrilmetanos I y II. El

grupo de Frydman (59) llegó a la conclusión de que I es sólo in­

corporado en Uro'gen I por la PBG-Dy no por el sistema PBG-asa,

que incorpora el II, mientras que el grupo de Batteery encontró

que también incorpora el I. En base a esto, los Prydman, ai igual

que Cookson y Rimington (63) y Bullock y col (64) sugieren que el

reordenamiento se produce a nivel de formación del dipirril metano,

mientras que Battersby sugiere que se produce a-“posteriori” por

un mecanismosemejante a1 de la "espiro hipótesis" de Matheuson y

Corwin (65) (fig. 13 a);

Trabajos posteriores de Battersby y col; han demostrado que

el bilano b-I (fig; 13 b) resultó ser el mejor sustrato para el

sistema PBG-asa, frente a todos los otros probados (66); Másre­

cientemente el grupo de Scott(67) encontró, por estudios de incor­

poración de PBG130, usando NMR,la existencia de un intermediario

del tipo a que denominó pre-Uro'gen y que espontaneamente se con­

vierte en Uro‘gen I, mientras que por acción de la isomerasa da el

Uro'gen III; de ello sugieren que el precursor del pre-Uro‘gen

sería un bilano del tipo y,
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Fig 12 Dipirrilmetanos iso'meros
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- Porfirinógeno Carboxi-liasa (PCL).

a) Generalidades.

La porfirinógeno carboxi-liasa (68), llamada también Uro­

porfirinógeno decarboxilasa o Uro‘gen decarboxilasa, cataliza

la reacción total:

Uro‘gen ——————————>Copro'gen + 4 CO2

Ha sido estudiada en:reticulocitos de conejos (10),

Rhodopseudomonasspheroides(l3), eritrocitos de pollo(6,68-71)

hígado de ratas normales (70,72,73) e intoxicadas con HCB(74­

76), células rojas humanas (77, 78) y de conejos normales e in­

toxicados con Pb(79, 80), hígado de cerdo(81), en hojas de ta­

baco (82) en bazo de ratón (83).

La enzima ha sido parcialmente purificada y alguna de sus

propiedades estudiadas. Así Mauzerall y Granick (10) encon­

traron que se inactiva en ausencia de GSHy en presencia de

metales pesados, iodoacetamida, PCMBu oxígeno; sufre inhibi­

'6 My el pH optimoción por sustrato, el Kmaparente es 5 x 10

6,8;

Por su parte Hoare y Heath (13) comprobaron también la

inactivación por metales pesados e inhibición por productos

de reoxidación parcial de los porfirinógenos.
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b) Caracteristicas de la reacción enzimática.

Tomioy col. (68) legraron purificar 220 veces la enzi­

ma proveniente de eritrocitos de pollo, obteniendo homogenei­

dad en gel de poliacrilamida; Con esta preparación encontraron

que la enzimaera lábil a1 calentamiento, sufría inhibición por

sales de Na'y aumentaba su actividad con EDTA,GSHy extracto

calentado de hígado de rata; encontrando además que la remo­

ción del segundo carboxilo es más susceptible que la del pri­

mero, alla mayoría de los agentes físicos y químicos probados,

siendo su velocidad de decarboxilación menor que la del primero.

Conestos antecedentes y teniendo en cuenta la relativa­

mente alta acumulación de Firia observada "in vivo" e "in vitro",

frente a pequeñas y constantes cantidades de Penta y Hexa, su­

gieren dos etapas metabólicos en el mecanismode decarboxi­

lación, a saber:

V1 v2/—’ %
8-COOH—>7-COOH—> —> —> 4-COOH

Esta hipótesis fue confirmada por lOs trabajos de García

y col.(7l) que midieron v1 y v2, corroborando que v1 > vb y

ademásgraficando lg vi = f (l/t ° K) obtuvieron una constan­
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te, que, si bien no puede ser considerada igual a la energía

de activación, representa una relación no conocida pero que

involucra principalmente las constantes de velocidad de los

distintos pasos y el hecho de que para dichas constantes se

cumpla que E < E2, podría implicar una mayor velocidad paral
la primer decarboxilación.

Tambiénencontraron que la decarboxilación del Uro‘gen

III es llevada a cabo aún a 0°C; siendo Fíria el único produc­

to acumulado, no detectando otros productos de decarboxilación.

Similares resultados obtuvieron a 25°C, usando tiempos de in­

cubaeión más cortos (10-15 min.). Si bien dos etapas metabó­

licos estarían involucrados en la reacción total, teniendo en

cuenta que el grado de purificación y el rendimiento son aproxi­

madamenteiguales para ambas etapas, se sugirió que una sola

enzimacon funcián catalítica múltiple sería la resp0nsable

de la reacción total (68) y el comportamientode esta proteína

frente a agentes tales comocalentamiento y Clfla; que afectan

en muydistinto grado a ambasetapas, podría estar de acuerdo

con la existencia de al menosdos sitios catalíticos distintos.

Por su parte Aragonés y col. (70) realizaron un estudio

comparativo de las propiedades de la enzima proveniente de
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eritrocitos de pollo respecto de la de hígado de rata, compa­

rando también sus resultados con los correspondientes a otras

fuentes enzimáticas, obtenidas por otros grupos de trabajo.

Señalan así que en general el Uro'gen III es decarboxilado a

mayor velocidad que el I (10, 70, 78) salvo con la enzima de

bazo de ratón, que presenta igual velocidad ante ambossustra­

tos(83); En cuanto a las velocidades para la primera y segunda

etapa manzerall y Granick (lO) en reticulocitos de conejo con­

sideran que la primer decarboxilaeión es la limitante ya que

no encontraron acumulación de intermediarios; Romeoy Lavín

(83) en bazo de ratón tampoco encuentran acumulación de inter­

mediarios, pero no descartan la posibilidad de que se forme

una pequeña cantidad de los mismos; Mientras que en los dos

sistemas estudiados por Aragonés y col;(70) encuentran una no­

table acumulaciónde Firia, lo cual indicaría que la primer

decarboxilación no es la determinante de la velocidad;

La anaerobiosis favorece la reaccion (10, 70), pues man­

tiene a lOs porfirinágenos al estado reducido y quizás por un

efecto sobre la enzima misma, lo que se ve apoyado por el he­

cho de que es necesario proteger la enzima con agentes sulfhi­

drílicos en etapas de purificación largas.


































































































































































































































































































































































































































































































































































































