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INTRODUCCION



Este trabajo está vinculado con el origen biosintéti
co del ácido 5-aminolevülico (ALA)(Figura 1), primer precur
sor específico de todas las porfirinas (hemos, clorofilas, bag
terioclorofilas, vitamina B12, catalasa, etc.).

0
Il

-C-CH NHHOOC-CH 2 2 2Z-CH

FIGURAl: Acido 5-aminolevülico (ALA)

La importancia de las porfirinas, y por ende del ALA,
surge en forma inmediata al considerar el rol fisiológico que
desempeñan, sin ellas no podría asegurarse la supervivencia de
la mayor parte de las especies que habitan nuestro planeta. Se
gün estudios realizados respecto al origen y evolución de la
vida (l), se considera comopaso clave la formación de una pri
mer porfirina relacionada muyprobablemente con los citocromos,
puesto que esto habría conducido al desarrollo de una partícu
la transportadora de electrones, capaz de realizar 1a fosfori
lación oxidativa, permitiendo el empleo de fuentes de energía
no utilizables por fosforilación a nivel de sustrato. Unavez
formadas las hierro-porfirinas (citocromos), el paso siguiente
podría haber sido la sustitución del hierro por el magnesio pa
ra dar lugar a la clorofila. Pudo entonces haberse dado una
gran explosión de vida comoconsecuencia de la transformación
de enormes cantidades de energía solar en energía química, mer
ced al proceso de fotosíntesis, ocasionando efectos profundos
en los acontecimientos evolutivos posteriores.

Las porfirinas también juegan un rol importante desde
el punto de vista clínico, debido a que cualquier trastorno,
ya sea hereditario o adquirido que se observe en el metabolis
mo de las mismas da origen a un grupo de enfermedades denomina
das porfirias.

Refiriéndonos específicamente al ALA,a continuación
describiremos de qué forma este compuesto integra la estructu
ra de todas las porfirinas (Capítulo I), cómose biosintetiza
(Capítulo II), los mecanismos de control que actúan sobre su
formación (Capítulo III), y por Gltimo estableceremos los obje
tivos de este trabajo (Capítulo IV).



CAPITULO I

ACIDO S-AMINOLEVULICO: PRECURSOR UNIVERSAL Y ESPECIFICO DE LAS

PORFIRINAS

Página

1.1. Biosíntesis de protoporfirina IX a partir de
ALA 3

1.2. Biosíntesis de hierro-porfirinas 7

1.3. Biosíntesis de magnesio-porfirinss 12

1.4. Biosíntesis de cobalaminas 19

1.5. Biosíntesis de tetrapirroles de cadena abierta 22

Estudios de marcación isotópíca demostraron que el
ALAes la fuente de todos los átomos de carbono y nitrógeno
presentes en el hemo (2), anillo corrínico de la vitamina
B12 (3), porción tetrapirrólica de 1a clorofila (4, 5) y gru
pos cromóforos de la ficocianina y ficoeritrina (6). En estos
mismostrabajos también se verifica la relación molar estequig
métrica de 8:1 existente entre el ALAy la porfirina corres
pondiente.

Todas las formas vivientes son capaces de sintetizar
sus tetrapirroles a través de un camino, cuyas etapas hasta
1a formación de protoporfirina IX son exactamente coinciden
tes; luego, dependiendo de cual fuere el producto final se prg
ducen las ramificaciones y correspondientes reacciones especí
ficas.



Ill.

La protoporfirina Ix se origina a partir
diante la secuencia de reacciones enzimáticamente
(7) que enumeramos a continuación.

BIOSINTESIS DE PROTOPORFIRINA IX A PARTIR DE ALA

del ALA me
catalizadas

Los nombres de las enzimas
intervinientes se indicarán en cada caso y se simbolizarán con
la letra E y un subíndice que se correlaciona con el orden de
participación en el caminobiosintético.

- 12 Etapa:

- 23 Etapa:

Por condensación de dos moléculas de ALAse forma
el primer anillo aromático correspondiente al por
fobilinógeno (PBG):

P A

o ¡{20

u l l
n l L_ Á

2:HOOC CH2:CH2|C CHZNHZ El CHZNHZ
l

I II_A_J I H
I u

I I PBGgp;
E : S-aminolevülico Dehidrasa (ALA-D)

1

La ciclotetramerización enzimática de cuatro molÉ
culas de PBGforma el uroporfirinógeno (Urogen),
pudiéndose obtener los isómeros I y III segün 1a
posición relativa de las cadenas laterales. Con
la PBG-Deaminasase forma un intermediario enzi
ma-metilbilano que en ausencia de Isomerasa puede
ciclarse no enzimáticamente a Urogen I, mientras
que en su presencia se convierte en Urogen III. Si
bien ambos isómeros pueden encontrarse ¿n vivo, en
condiciones normales sólo se sintetiza el isómero
III; la presencia de Urogen I es indicio de patolg
gía, dando origen a un tipo de porfiria que se ca
racteriza por una deficiencia a nivel de 1a Isomg
rasa. Comoveremos, en las etapas siguientes sólo
el Urogen III conduce a la formación de protoporfi
rina IX.



- 3g Etaga:

A P

P A

-jZ/f
A P

Urogen I

'\E\2 P
. P

+ E3 A

E2—metilbi1ano

A A

P P

Urogen III

E : Porfobilinógeno-Deaminasa (PBG-Deaminasa)
2

E3: Uroporfirinógeno III-Sintetasa (Urogen III
Sintetasa) o Isomerasa.

Las dos enzimas intervinientes en 1a síntesis de
uroporfirinógenos, PBG-Deaminasae Isomerasa, se
asociarían ¿n vivo formando un complejo conocido
comoPorfobilinogenasa (PBGasa). La concentración
relativa de ambas enzimas en el complejo goberna
ría la relación de UrogenIII:I que se sintetiza.

Por decarboxilación sucesiva de los cuatro restos
lacetato del Urogen III o I se obtiene el corres

pondiente coproporfirinógeno (Coprogen):



— 43 Etaga:

P A P M

A P 4 coz M P_¿.
E4

A A M M

P P P P

Urogen III Coprogen III

M: -CH3

E4: Uroporfirinógeno Decarboxilasa (Urogen-D)
4 C02

De la misma forma: Urogen I -—¿L-' Coprogen I
E

4

Por decarboxilación oxídatíva de los dos restos
propiónico del Coprogen III se llega al protopor
firinógeno IX (Protogen IX):

P M V

2 C02
V

M P {2 H20 M

Es
M M Aerobiosis M M

P P P R

Coprogen III Protogen IX

V: -CH=CH2

E5: Coproporfirinogenasa (Ceprogenasa)

La Coprogenasa no actüa sobre el Coprogen I. La
reacción también se lleva a cabo en condiciones
anaeróbicas pero empleando un aceptor de electro
nes distinto al oxígeno.



- 52 Etapa: El Protogen IX se oxida a protoporfirina IX
(Proto IX) con la consecuente pérdida de 6 átomos
de hidrógeno:

V v M

M V 6H M V__L.
E6

M M M M

P P ' '

Protogen IX Proto IX

E6: Protoporfirinógeno Oxidasa (Protogen-Oxidasa)

Aunquepara esta oxidación se ha identificado 1a
enzima correspondiente, debe indicarse que todos
los porfirinógenos mencionados en las etapas ante
riores pueden, a temperatura y pH fisiológicos y
en condiciones aeróbicas, oxidarse fácilmente a
porfirinas; sin embargo,en esta forma, ya no ac
tüan comointermediarios en la biosíntesis de
Proto IX.

Con la secuencia de reacciones descripta se comprueba
fehacientemente el requerimiento de sólo ocho moléculas de ALA
para dar origen a una molécula de Proto IX. Cabe aclarar, para
cuando se analice la regulación de la biosíntesis de ALA,que
de las cinco enzimas mencionadas anteriormente, en células ani
males, las tres primeras son de localización citoplasmática
mientras que las dos últimas son mitocondriales.

Tanto 1a Proto IX comolas porfirinas en general, tie
nen la propiedad de combinarse con distintos iones metálicos
y formar complejos que son los que dan origen a la gran gama
de tetrapirroles cíclicos de interés biológico. La mayor parte
de estos compuestos se forman a partir de Proto IX a excepción
de las corrinas que utilizan comoprecursor el Urogen III. A
continuación se describe someramente la forma en que se obtig
nen los distintos producto. finales.



1.2. BIOSINTESIS DE HIERRO-PORFIRINAS

La inserción de un átomo de hierro (Fe++) en la molg
cula de Proto IX conduce a la formación del protohemo o hemo.
La enzima encargada de catalizar esta reacción se conoce con
el nombre de ferroquelatasa o hemosintetasa (Hemo-S) y es de
localización mitocondrial.

Proto IX + Fe++ Hemo-s

Hemo

El hemoposee una estructura en la cual los cuatro
ligandos o grupos coordinantes de 1a porfirina forman con el
Fe (II) un complejo planar cuadrado (Figura 2). Comoel metal
posee un número de coordinación total de seis, existe la posi
bilidad de formar otros dos enlaces coordinados que se ubican
perpendicularmente al plano anterior y orientados en direccio
nes opuestas. Cuandoestas dos últimas posiciones están ocupa
das, la estructura resultante se denomina hemocromoo hemocro
m6geno (Figura 2). La hemoglobina y mioglobina constituyen dos
ejemplos de hemoproteínas en las cuales el grupo prostático se
encuentra en la forms de hemocromo.

Comopodemos ver en la Figura 3, la molécula de hemo
globina es un dímero formado por la asociación de dos protómg
ros. Cada protómero consta de una cadena polipeptídica a (141
aminoácidos) y una B (146 aminoácidos), a cada una de las cuá
les se le une un grupo hemo. La mioglobina en cambio, es mono
mérica; tiene una sola cadena de 153 aminoácidos unida también
a un grupo hemo. En ambos compuestos, el quinto enlace de coo;
dinación de cada átomo de hierro se establece con un nitrógeno
imidazólico de un resto histidina de la cadena polipeptídica
correspondiente, mientras que la sexta posición puede estar



desocupada (desoxihemoglobina y desoximioglobína) o bien ocupg
da por oxígeno (oxihemoglobina y oximioglobina) o por otros li
gandos tales como el monóxido de carbono.

Hemo Hemocromo

FIGURA 2: Representación esquemática de los
complejos con Fe(II)

polipeptídica hemo Á?/ \
Cadena a Cadena a

FIGURA 3: Estructura cuaternaria de la mioglobina (a) y hemg
globina (b). El distinto trazo (,Cl) representa
los dos protómeros (a8) de la molécula de hemoglobi
na.



En su función normal como transportador de oxígeno,
los átomos de hierro de las mOIÉCulas de hemoglobina y mioglo
bina no experimentan cambio en su estado de oxidación, permang
ciendo siempre como Fe(II). Sin embargo, ambas moléculas pueden
ser oxidadas a 1a forma Fe(III), los productos respectivos re
ciben el nombre de metahemoglobina y metamioglobina, y ya no
funcionan como transportadores de oxígeno.

En 1a Figura 4 se esquematiza la estructura de los
complejos correspondientes al Fe(III). La metahemoglobina y me
tamioglobina constituyen dos ejemplos de hemoproteínas en las
cuáles el grupo prostático se encuentra en 1a forma de hemicrg
mo.

l R'(o R)

Hematina Hemina Hemicromo

FIGURA4: Representación esquemática de los complejos de
Fe(III).

Los citocromos son otro ejemplo de proteínas conjuga
das con hierro-porfirinas. Los citocromos se clasifican en tres
tipos principales: a, b y c, según sus diferentes propiedades
espectrales que se deben fundamentalmente a variaciones en
los sustituyentes laterales de la molécula de hierro-porfirina
y a modificaciones en el modo en que esta última se une a1 com
ponente polipeptídico.

Los citocromos tipo a contienen hemo a como grupo
prostático. El hemoa (Figura 5) difiere del protohemo en que
posee un grupo formilo en lugar de un metilo en la posición 8,
no tiene grupo metilo en la posición 5 y en 1a posición 2 exig
te una cadena lateral isoprenoide de 17 carbonos en vez de un
grupo vinilo.



CH3 CH3 CH3

H3

l
CH C CH C CH C/\2//\/\2//\/\2//\

CH2 CH CH2 CH CH2 CH C

FIGURA5: Hemoa (grupo prostático de los citocromos a).
La numeraciónutilizada para identificar las posi
ciones de los carbonos externos de los anillos pi
rr61icos corresponde a 1a nomenclatura de Fischer
(7).

La unión del hemo a con el componente proteico corres
pondiente se establece mediante la quinta y sexta posición de
coordinación del hierro que se halla ocupada por algún grupo
de un aminoácido específico de 1a cadena polipeptídica.

Los citocromos tipo b contienen protohemo como grupo
prostático y la unión del mismocon la porción proteica tiene
las mismascaracteriísticas que para los citocromos tipo a.

Los citocromos tipo c poseen protohemo como grupo
prostático, el cual se une a la cadena polipeptídicn mediante
el quinto y sexto enlace de coordinación del hierro, pero di
fieren de los citocromos b en que se forman uniones novalentes
entre 1a porción proteica y el hemo (Figura 6),representadas
por puentes tioéter que se establecen entre los sustituyentes
de las posiciones 2 y 4 del anillo porfirínico y dos restos
cisteína de 1a proteína.

La función que cumplen todos los citocromos es 1a de
transportadores de electrones, mediante reacciones de oxido-r5
ducción reversibles del átomo de hierro contenido en el grupo
prostático respectivo.
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FIGURA6: Representación esquemótica
de la estructura de los ci
tocromos c (los triángulos
representan el quinto y
sexto enlace de coordina
ción del hierro).

Por último, mencionaremos también como ejemplos de
hierro-porfirinas a las hemoenzimasperoxidasa, catalasa y
triptofano-oxigenasa.

Las peroxidasas catalizan 1a oxidación de toda una
serie de compuestos, por peróxido de hidrógeno

--——"A + 2 H 0+H 2 2AH 0
2 2

donde AHZ, el dador de hidrógenos, puede ser desde moléculas
orgánicas de alto peso molecular comoácidos grasos, fenoles,
aminas o indoles, hasta pequeños iones inorgánicos como por e
jemplo el ión ioduro.

Las catalasas son enzimas que catalizan la descomposi
ción del peróxido de hidrógeno, de acuerdo con la siguiente e

alCUEClOfl:

2 H 0 --—*' 2 H 0 + 0



Son altamente específicas y en algunos casos pueden actuar co
mo peroxidasas.

La función biológica de las catalasas y peroxidasas
sería, no sólo la meramente oxidativa, sino que además cumpli
rían una importante acción protectora, destruyendo el peróxido
de hidrógeno, que es tóxico para los organismos vivos.

La triptofano-oxigenasa, también denominadatriptofa
no-pirrolasa, cataliza la oxidación del triptofano a N-formil
quinurenina. La reacción requiere oxígeno molecular y constitg
ye 1a primer etapa de la ruta que convierte el triptofano en
acetil-CoA:

COOH COOH
l

HzN-ÉH HzN-ïfl

CH2 02 gHZ

/ \ 0:0l 4*
‘x N N-?=Ol

H H

Triptofano N-formilquinurenina

La bibliografía consultada para la descripción de las
distintas hierro-porfirinas figura en las referencias (8 - ll).

1.3. BIOSINTESIS DE MAGNESIO-PORFIRINAS

. ., . ++ ,
La 1nserc1on de un átomo de magnesio (Mg ) en el nu

cleo tetrapirrólico de 1a Proto IX, representa la primer etapa
del caminomediante el cual se sintetizan los distintos tipos
de clorofilas.

Las clorofilas son los pigmentos fotosintóticos más
importantes. En la actualidad se pueden distinguir por lo me
nos diez tipos de clorofilas (12, 13), ampliamente distribuidas
entre las plantas superiores, algas y bacterias fotosíntéticas
(Tabla l). Los cloroplastos de todas las algas y plantas ver
des superiores contienen dos clases de clorofilas, una de las
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cuales es siempre la clorofila a, mientras que la segunda es
variable (clorofila b, c, d 6 e); las bacterias fotosíntéticas
en cambio, parecen contener un solo tipo de bacterioclorofila.

TABLAl: Tipos de clorofilas y distribución de las mismas

PIGMENTOS LOCALIZACION

Clorofila a Todas las plantas verdes supe
riores y todas las algas.

Clorofila b Plantas verdes superiores y al
gas verdes (Ctonoáátab y Eagle
noáátaó).

Clorofila c Algas pardas (Feoáitaó),diato
meas y dinoflagelados.

Clorofila d Algas rojas (Rodoáátab).
Clorofila e Algas verdedamarillentas

(Xanroóitaó).
Bacterioclorofila a Bacterias purpüreas y en pequgñas cantidades en bacterias

verdes sulfüreas.
Bacterioclorofila b En sólo dos especies de Rhodop

seudomonas (Rp. v¿n¿d¿¿ y Rp.
buióau¿n¿d¿¿) y en una especie
de la familia Chromatiaceae
(Thiocaópa póennigái).

Bacterioclorofila c y d Especies verdes de 1a familia
Chlorobiaceae.

Bacterioclorofila e Especies marrones de la familia
Chlorobiaceae.

Desdeel punto de vista estructural, las distintas
clorofilas difieren entre sí en cuanto a los sustituyentes
del anillo porfirínico (Figura 7), mientras que el anillo por
firínico de las clorofilas difiere del grupo hemoen los si
guientes aspectos:
a) El ión metálico coordinado con los cuatro átomos de nitró

geno centrales es magnesio, en lugar de hierro.

b) El anillo D de todas las clorofilas está parcialmente redu
cido.

c El pirrol Ctiene fusionado un anillo de ciclopentanona.V
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d) El grupo vinilo de 1a posición 4 se encuentra reducido.

e) No existen cadenas laterales ácidas, sino que están todas
esterificadas. En particular, el resto propiónico ubicado
en la posición 7 aparece siempre esterificado con alcoholes
isoprenoides de cadena larga (farnesol o fitol), caracteríg
tica que le confiere liposolubilidad a la molécula.

CLOROFILA BACI'ERIOCI.OROFILA
SUSTITUYENTES

a b a‘ o

nl -cu-CH2 -CH-CH2 -co-cu, ¿nou-cuJ

R2 -CHJ -CHO -CH’ -CHO

l] 4300€": 4100€": 4200€", -H

RA Htflo Htilo Pitllo Psrnullo

Rs -H -H -H -CHJ

I’ltílol 42°"), | hrnullol ¿”un
(‘) La bacterlocloroula a pon. 01 anillo B reducido en
en loma Innogo al. ,

FIGURAl: Estructura de las clorofilas. Adaptado de Pfennig
(14). Se describen las estructuras de las clorofi
las a y b y bacterioclorofila a por ser las más a
bundantes y mejor conocidas; la bacterioclorofila
e fue seleccionada con fines estrictamente comparativos.

El sistema conjugado de dobles enlaces de la unidad
tetrapirrólica es el responsable del gran poder de absorción
que presentan las clorofilas, en la región visible del espec
tro. Debidoa las diferencias estructurales, anteriormente ci
tadas, cada tipo de clorofila exhibe un espectro de absorción
característico, que ademásvaría según el solvente orgánico
en el cual se halla extraído el pigmento. Todas las clorofi
las ¿n U¿voestán unidas a complejos lipoproteicos, de allí su
notable solubilidad en solventes apolares.

A continuación describiremos someramente la secuencia
de pasos, de localización plastídica, que partiendo de Proto
IX conduce a la formación de clorofilasa y b (15). Nos
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interesan específicamente estos dos tipos de pigmentos por ser
los que están presentes en el microorganismo que utilizaremos
en este trabajo comofuente experimental.

É

Según la secuencia metabólica diagramada en la Figura
las etapas implicadas en la síntesis de clorofilas a y b a

partir de Proto IX son las siguientes:

l) Inserción de ión magnesio en 1a molécula de profirina para

2)

3)

h V

formar Mg-protoporfirina IX. La enzima que participa sería
una quelatasa aón no caracterizada.

Metilación del resto propiónicoubicado en la posición 6, og
teniéndose Mg-protoporfirina IX monometiléster. Esta reac
ción es catalizada por la S-adenosil-L-metionina Mg-proto
porfirina IX-metiltransferasa, siendo la S-adenosil-L-metig
nina el compuesto donor de grupos metilo.

Conversión de Mg-protoporfirina IX monometiléster en proto
clorofilida a, involucrando las siguientes transformacio
nes: a) reducción del grupo vinilo ubicado en la posición
4 del nücleo tetrapirrólico; b) oxidación y posterior ci
clación de la cadena lateral localizada en la posición 6,
originando el anillo ciclopentanona (E).
El orden en que ocurren ambos eventos aón no ha sido escla
recido, lo que sí sesabe es que el anillo E proviene de 1a
B-oxidación del propionato demetilo ubicado en la posición
6,
les característicos para este tipo de

intermediarios norma
reacción (Figura 9).
porción de la molécg

ya que se han encontrado todos los

En la Figura 9 sólo se esquematiza la
la que sufre las transformaciones que dan origen a1 anillo
E. Considerando que los distintos intermediarios aislados
podían o no tener el vinilo reducido, al nombrarlos se con
templa la posibilidad de que dicha reducción haya o no ocu
rrido.

Fotorreducción de la protoclorofilida a para formar cloro
filida a. Esta conversión implica la adición de dos hidró
genos en trans en las posiciones 7 y 8 del macrociclo, y
constituye la ünica etapa dependiente de la luz durante 1a
biosíntesis de clorofila.
Para que este proceso ocurra en plantas superiores, la prg
toclorofilida debe estar unida a una proteína llamada holg
cromo que posee actividad de reductasa. Los complejos
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protoclorofilida-holocromo, así comosus productos de foto
conversión, se caracterizan por sus espectros de absorción,
espectros de fluorescencia y por su capacidad para foto

se acepta 1a existencia de printransformarse. En general,
cipalmente tres formas para estos complejos, denominados
P-650, P-635,
gitud de onda,

y P-628 donde los nümeros representan 1a lon
expresada en nm, a la cual se observa un má

ximo de absorción; además, los complejos P-650 y P-635 se
caracterizan por ser fototransformables mientras que el
P-628 no lo es.

En cuanto al dador de hidrógenos involucrado en 1a fotorre
ducción, podría ser el NADPH,aunque también se ha sugerido
1a presencia de una plastoquinona encargada de cumplir tal
función.

Transformación de la clorofilida a en clorofila a por este
rificación con fitol del grupo propiónico ubicado en la po
sición 7 del macrociclo. La enzima interviniente se denomi
na clorofilasa, habiéndose demostrado que la misma cataliza
reacciones de trans-esterificación, se acepta a la metil
clorofilida a comointermediario en esta transformación. La
conversión sería entonces:

-CH -C H
clorofilida a -5‘2-- metil-clorofilida a 20 39 clorofila a

-CH3

La transformación de clorofila a en clorofila b requiere 1a
oxidación del grupo metilo ubicado en la posición 3 a gru
po formilo. Para que esta reacción ocurra eficientemente ¿n
uLtno es necesaria la presencia de NADP+;acerca de 1a enzi
ma interviniente y su mecanismo de acción, resta aün mucho
por aclarar.
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FIGURA9: Biosíntesis de protoclorofilida a partir de
Mg-protoporfirina IX monometiléster.
A1mencionar los distintos intermediarios se conteE
pla la posibilidad de que el grupo vinilo ubicado
en la posición 4 haya sido (nombre entre paréntesis)
o no reducido.
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1.4. BIOSINTESIS DE COBALAMINAS

La inserción de un átomo de cobalto (Co3+) en el ani
llo corrínico (Figura 10 a) conduce a la formación de las ceba
laminas. Este grupo de compuestos comprende a la cianocobalami
na o vitamina 312 y sus distintas coenzimas (5'desoxiadenosil
cobalamina, metilcobalamina, hidroxicobalamina, etc.).

a- Anillo corrínico b- Uroporfirinógeno III

FIGURAlO: Estructuras del anillo corrínico y Urogen III.
La nomenclatura utilizada para identificar los
átomos del macrociclo corresponde a la aceptada
por 1a IUPAC (7).
A: -CH2-COOH; P: -CH -CH2-COOH; Am: -CH2 -CONH

Pm: -CH2-CH -CONH M: -CH

2 2

2 2‘ 3

El anillo corrínico, semejante al núcleo porfirínico,
deriva del Urogen III (Figura 10 b) y para su conversión es ng
cesario que ocurran las siguientes transformaciones (16):

a) Introducción de 7 grupos metilo, provenientes de la S-adeng
sil-L-metionina, en los carbonos identificados con los nümg
ros 1, 2, 5, 7, 12, 15 y 17.

b) Decarboxilación de la cadena lateral acetato unida al carbg
no 12.

c) Pérdida del átomo de carbono 20 y formación de un nuevo en
lace entre el átomo de carbono l y 19.

d) Reducciones en el macrociclo (equivalentes a cuatro electrg
nes).

Conversión de las cade' laterales acetato y propionato en
V
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acetamida y propionamida, respectivamente.

Para 1a obtención de las distintas cobalaminas, a par
tir del anillo corrínico, se requiere en primer lugar la inseí
ción de un átomo de cobalto en el centro de dicha estructura
formando un complejo planar cuadrado, y luego 1a ocupación de
las dos restantes posiciones de coordinación del metal (6 en
total) que se proyectan por encima y por debajo del plano (en
forma análoga a lo ya descripto para las hierro-porfirinas).

Las diferentes cobalaminas surgen de los distintos
grupos que ocupan la quinta y sexta posición de coordinación
del cobalto. En la vitamina 812 y todos sus derivados (Figura
li), la estructura que se ubica por debajo del plano es siem
pre la misma, un ribonucleótido del 5,6-dimeti1bencimidazol,
que se fija al macrociclo mediante el quinto enlace de coordi
nación del metal en el que interviene un átomo de nitrógeno de
la base, y por una unión covalente en la que participa el aus
tituyente del carbono 17 del anillo corrínico. E1 grupo que o
cupa la sexta posición de coordinación del cobalto (grupo R
de la Figura ll) se ubica en cambio por encima del plano, es
variable y es el que da origen al gran número de derivados de

1a vitamina B12. Si esta posición está ocupada por cianuro, se
obtiene la cianocobalamina que es 1a forma en que se adminis

tra terapéuticamente la vitamina B12. Si en cambio el grupo o
cupante es metilo o S'desoxiadenosilo se tienen dos formas ac

tivas o coenzimas de la vitamina Blz.

Existe otra forma de cobalamina, 1a seudovitamina 312,
que difiere de la vitamina 312 en que contiene adenina en lu
gar de 5,6-dimeti1bencimidazol en su ribonucleótido. Esta va
riante se encontró en Clostnidium tetanomonphun y algunos o
tros microorganismos que son incapaces de sintetizar 5,6-dimg
tilbencimidazol, pero pueden sintetizar adenina. E1 derivado
de 1a seudovitamina 312, que se aisló y posee actividad de cg
enzima contiene el grupo 5-desoxiadenosilo unido a 1a sexta
posición de coordinación del cobalto.

En cuanto a la función que desempeñan las cobalaminas,

1a vitamina B12 es esencial para la normal maduración y el de
sarrollo de los eritrocitos; la metilcobalamina actüa como
transportador de grupos metilo procedentes del NS-metiltetra
hidrofolato a ciertas moléculas de aceptor, particularmente la
homocisteína que se metila para transformarse en metionina; la



5'-desoxiadenosilcobalamina funciona comocofactor de enzimas
que tienen en comúncatalizar reacciones de desplazamiento in
tramolecular 1,2 de un átomo de hidrógeno, acompañadas por un
corrimiento en sentido inverso 2,1 de algún otro grupo de la
molécula, es decir:

_C _C _ —_ _91_(':2
X H H X

Un ejemplo que ilustra este tipo de reacción es la conversión
intramolecular de metilmalonil-CoA en succinil-COA, catalizada
por la metilmalonil-CoA mutasa.

Otra reacción importante en la que interviene la
5'-decociadenosilcobalamina comocoenzima es en 1a reducción
de ribonucleótidos a desoxirribonucleótidos mediante una ribo
nucleótido reductasa.

'-T cnuro R COBALAHIHAS

R I

Clnnuro (-CN) Chnocobnllminl o vltnmlnn En.

Illdronllo (-Oll) Ilidrollcohalnminl o vltnmlnn nnh

Nltríto (-Noz) Nitritocobnln-lna o vitamina nm:

“m Hctllo (-CIIJ) Hotllcobalnmlna
5'-Deanxhdonoallo

M 5'-Duolindonoaflcobalamina

Am M

M

NHCOCHZCHZ —» 
I

CHZ fl
, —' ' ' ——|

H C-CH —-“ cn a
3 0- r N 3 l

\ / '<; llI \ l
O H0 I

o Grupo 5,6-dimetilbencimidazol
HOCHZ H

FIGURAll: Vitamina B12 y sus derivados



El derivado 5'-desoxiadaenosilo de la seudovitamina

B12 es un cofactor esencial en la conversión enzimática del É
cido glutámico en ácido B-metilaspártico en CKOótntdiumtetang
monphuny otras bacterias anaerobias.

1.5. BIOSINTESIS DE TETRAPIRROLES DE CADENAABIERTA

Estos compuestos altamente coloreados se producen en la
naturaleza por degradación del anillo porfirínico. Son ejemplos
de tetrapirroles de cadena abierta los pigmentos biliares, bil;
verdina y bilirrubina (Figura 12 a y b), que provienen del cata
bolismo de lahemoglobina (17), y las ficobilinas, ficoeritrobi
lina y ficocianobilina (Figura 12 c y d}, compuestos de color rg
jo y azul respectivamente, que actúan comogrupos prostáticos
de la ficoeritrina y ficocianina, pigmentos accesorios de 1a f2
tosíntesis en la mayoría de las cianofíceas y rodofïceas (18).

(a)- Biliverdina

(b)- Bilirrubina

(c)- Ficoeritrobilina

(d)- Ficocianobilina

FIGURA12: Estructuras de tetrapirroles de cadena abierta.
Pigmentos biliares (a y b) y ficobilinas (c y d).
M: -CH3; V: -CH-CH2; E: -CH2-CH3; P: -CH2-CH2-C00H
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E1 ácido 5-aminolévulico (ALA)puede ser sintetizado
por dos vías enzimáticas distintas (Figura 13), según se em
pleen como sustratos glicina y succinil-CoA (Ruta A) o precu¿
sores decinco átomos de carbono tales comoglutamato, glutami
na o 2-cetoglutarato (Ruta B). A continuación describiremos en
detalle cada una de ellas.
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Succinil CoA Precursores Ghmamato
+ de 5 átomos Glutamina

Glicina de carbono 2-Cetoglutarato

C02
RUTA A RUTA B

HSCoA //

HOOC-CHz-CH z-S-CHZNHZ

ALA

FIGURA13: Esquema de las dos posibles rutas (A y B) que
conducen en forma enzimática a 1a bioaíntesis
de ALA.

II.1. RUTA A: SINTESIS DE ALA A PARTIR DE GLICINA Y

SUCCINIL COA

El ALAse obtiene por condensación de la glicina con
succinil CoA, en presencia de fosfato de piridoxal como cofag
tor. Esta reacción ocurre en la mitocondria y es catalizada
por 1a enzima limitante del camino biosintético de las porfi
rinas llamada S-aminolevülico sintetasa (ALA-S), razón por la
cual a esta ruta se 1a conoce con el nombre de vía del ALA-Sin
tetasa.

Las primeras evidencias de actividad de esta enzima
surgen de mediciones realizadas en bacterias fotosíntéticas
(19) y eritrocitos de pollo (20). De aquí en más, se midió ag
tividad de ALA-Sen diversas fuentes de origen animal (21-26),
levaduras (27, 28), insectos (29) y algas (30, 31). Sin embaí
go, en tejidos vegetales únicamente pudo ser detectada en
callos de soya (32) y cáscaras de papas (33).



11.1.1. Propiedades

En general, se acepta que el ALA-Ses la enzima que
controla la biosíntesis de tetrapirroles, de modoque la can
tidad de porfirinas formadas por una célula dada depende de
la cantidad y actividad de esta enzima. El establecimiento
del rol regulatorio del ALA-Ssurgió de estudios realizados
en Rhodopóeudomonaó¿phenoideó (34) y en células de animales
porfíricos (35, 36). Otras experiencias demostraron que el
ALA-Sestásujeta a la mayoria de los mecanismos de control que
se conocen, a saber: inducción (37), represión (37, 38), inhi
bición feed-back por hemo (39) e inhibición por producto (40)
(ver Capítulo III).

Si bien en casi todos los tejidos estudiados el ALA-S
se encuentra asociada a 1a fracción particulada, un notable au
mento de actividad de esta enzima puede ser observado en 1a
fracción soluble de hígado y riñón de animales tratados con in
ductores del ALA-S(41, 42) habiéndose demostrado que la enzi
ma citosólica era una forma inmadura de la proteína en tránsi
to desde los polirribosomas libres citoplasmáticos donde se
sintetizaba, hacia la matriz mitocondrial donde manifestaba su
actividad (43-45).

El ALA-Sse caracteriza además por ser una proteína
inestable y de vida media corta, alrededor de 70 minutos para
la enzima mitocondrial de hígado de rata adulta (22), 34 minu
tos para la de hígado fetal (46) y 160 minutos en hepatocitos
de embrión de pollo (37). La vida media del ALA-Scitosólica
en hígado de rata es de 20 minutos, menor afin que la de la en
zima mitocondrial (47). La vida media corta es una caracterís
tica importante del ALA-Sque posibilita la regulación, por
inducción o represión de su síntesis, efectuada por la enzima
sobre la formación de porfirinas.

La baja actividad y concentración de la enzima presen
te ¿n vávo en condiciones normales dificulta su detección y pg
rificación. El tratamiento previo con inductores del ALA-Sta
les como2-alil-2-isopropilacetamida (AIA)ó l,4-dihidro-3,5
dicarbetoxicolidina (DDC),soluciona en parte este problema.
La enzima purificada requiere de la presencia de compuestos
sulfhidrílicos para manifestar su actividad y es altamente

l oespec1f1ca por sus sustratos.
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Los valores de 1a constante de afinidad (Km) para
succinil CoA,glicina y fosfato de piridoxal, obtenidos con
1a enzima mitocondrial hepática parcialmente purificada, son
del orden de 50 a 200 uM, S a 20 mMy 1 a lO qurespectivamen
te (48-50).

El ALA-Ses una proteína esencial ("housekeeping")
para asegurar el desarrollo y normal funcionamiento de todas
las células de origen animal (51); esta propiedad no se hace
extensiva a todo tipo de células ya que como veremos a1 anali
zar la ruta B, en la mayoría de los tejidos vegetales y algu
nas algas, su presencia es afin cuestionable (la enzima podría
no existir o bien dadas sus características, estar presente
en muy baja concentración).

II.l.2. Estructura y peso molecular

Segün estudios realizados con la enzima de hígado de
rata (52), el ALA-Sse encontraría en el citoplasma formando
parte de un agregado (peso molecular 320.000) constituido por
tres componentesproteicos (Figura 14). Una porción catalítica
mente activa, que corresponde a la enzima (A segün el esquema)
de peso molecular 110.000 compuesta por dos subunidades idén
ticas de peso molecular 51.000, y dos proteínas sin actividad
catalítica, que actuarían comotransportadores, de pesos mole
culares 120.000 y 79.000, denominadas By C respectivamente.
El agregado se separa en sus tres componentes (A, B y C) cuan
do se lo somete a centrifugación en un gradiente de sacarosa
en presencia de cloruro de sodio 0,25 M pero las proteínas no
pierden su capacidad de reasociarse para volver a constituir
1a forma citosólica nativa de peso molecular 320.000, o espe
cies de pesos moleculares de alrededor de 170.000 y 250.000
que corresponderían a los complejos (A + C) y (A + B) respec
tivamente. La enzima citosólica (A) también puede separarse
de las proteínas transportadoras catalítÍCamente inactivas
(B y C) por acción de proteasas. El tratamiento con papaína
permite obtener el dímero de peso molecular 110.000, mientras
que el empleo de tripsina produce una especie de peso molecu
lar l70.000 que secorrespondería con el complejo (A + C) (Ei
gura 14). Además, cuando el agregado citosólico se aísla tra
bajando a baja fuerza iónica, tiende a formar un dímero de



peso molecular 650.000-700.000. Para la enzima mitocondrial
(A') de hígado de rata, cuyo peso molecular se estimó en
115.000 (53), estudios inmunológicos (41) y cromatografías
por columnas de CM-Sephadexe hidroxiapatita (52), habían de
mostrado su posible identidad con el dímero que proviene de
tratar con papaína el agregado citosólico.

Mitocondria

PM I 115.000

In vLuo

Grad.sacarosa a ©

fi
NaCl 0,25 M

PM=110.000 120.000 79.000

e Papaína
—->

y In vLIno
o ——— PM- 110.000

PM= 320.000 Tripsina——_
Cítoplasma PM- 170.000

A baJa fuerza DINERO PM _ 650.000
iónica

FIGURA14: Posible relación entre las formas citosólica y mi
tocondrial del ALA-Sen hígado de rata.
Las técnicas empleadas para determinar los pesos
moleculares fueron filtración por geles y centri
fugación en gradiente de sacarosa (52).

El esquema de 1a Figura 14 permite explicar además,
los distintos pesos moleculares obtenidos por otros autores
para la enzima de esta misma fuente. Hayashi y col. (53) apli
cando filtración por geles y centrifugación en gradiente de
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sacarosa, ambas técnicas en ausencia de cloruro de sodio, ob
tuvieron para la forma citosólica pesos moleculares de 600.000
y 178.000 respectivamente; este último valor coincide con el
estimado por Whiting y Elliott (54) utilizando cromatografía
por Sephadex G-200 en presencia de cloruro de sodio y ditio
treitol. Estos resultados avalarían la formación de un dímero
del agregado citosólico y además permitirían postular que la
fracción proteica B sería más fácilmente disociada del complg
jo que 1a C (52). Con respecto al ALA-Sasociada a la frac
ción particulada de hígado de rata, los pesos moleculares ob
tenidos varían desde 115.000-120.000 (53, 55) hasta 77.000
(54), dependiendo de las precauciones experimentales que se
hayan tomado para evitar la formación de agregados con otro
tipo de proteínas presentes en la matriz mitocondrial. Las
propiedades de dichos agregados han sido investigadas (48, 54),
descartándose 1a posibilidad de que correspondan a complejos
de 1a enzima mitocondrial con las proteínas transportadoras
citoplasmáticas, que podrían haberse internalizado (54).

El ALA-Stambién ha sido aislada a partir de mitocog
drias de hígado de pollo, para la cual se ha determinado un
peso molecular de 110.000 (56).

Para la enzima proveniente de mitocondrias de hígado
de embrión de pollo, Whiting y Granick (57) obtuvieron, por
electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones no
desnaturalizantes, un peso molecular de 87.000, mientras que
si la electroforesis se efectuaba en presencia de dodecilsul
fato de sodio (SDS) el peso molecular resultante era de
49.000, por lo cual los autores sugirieron que en esta fuente,
al igual que en hígado de rata, 1a enzima mitocondrial estaría
constituida por un dímero de dos subunidades idénticas. Poste
riormente, Borthwick y col. (58), con un método de purifica
ción más rápido y reproducible, determinaron para el ALA-Sde
mitocondria de hígado de embrión de pollo un peso molecular
mínimo de 68.000, observando además que por degradación proteg
lítica aparecía una forma enzimática igualmente activa, pero
más pequeña (peso molecular 50.000) que podríaser identificada
con la especie reportada anteriormente como monómeropor
Whiting y Granick (57).

El clonado del gen que codifica para la enzima prove
niente de distintas fuentes animales (51, 59-61),
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bacterias (62) y levaduras (63), aportó nuevos conocimientos
respecto a la estructura del ALA-S.Se estableció que esta en
zima, codificada por un gen nuclear, se sintetiza sobre los
polirribosomas libres comoun precursor citosólico que contig
ne de 50 a 60 aminoácidos más de lo que corresponde a la prg
teína mitocondrial madura (51, 64). Dichos aminoácidos se ubi
can en el extremo N-terminal de la proteína, dando origen a
una pre-secuencia que sería posteriormente clivada por una pro
teasa localizada en la matriz mitocondrial (65). La prePsecueg
cia, de naturaleza básica, es característica de muchasproteí
nas mitocondriales y cloroplásticas, y si bien su significado
no está aün claramente definido, hay una gran probabilidad de
que juegue un rol importante en la interacción del precursor
citosólico con algún receptor de la membranaexterna de la o;
ganela correspondiente, ya sea mitocondria o cloroplasto (66).

Volviendo entonces al esquema de la Figura 14 corres
pondiente al ALA-Sde hígado de rata, en la actualidad se sa
be que la enzima citosólica (A) contiene 642 aminoácidos (pe
so molecular aproximado 70.000) de los cuáles 586 darán ori
gen a 1a enzima mitocondrial madura (A') y los 56 restantes
constituyenlapre-secuencia (51). En lo que concierne a estrug
tura primaria, comparando la enzima de esta fuente con 1a prg
veniente de hígado de embrión de pollo (64) se comprobó la e
xistencia de amplias zonas homólogas, mientras que la simili
tud con la proteína de hígado de ratón (61) fue significativa
mente menor.

Por último, trabajos recientes (51, 61, 66) sugieren
que es un ünico gen el que codifica para la enzima provenien
te de distintos tejidos de una mismaespecie, contrariamente
a lo indicado en trabajos anteriores (60, 68, 69) que postula
ban para el ALA-Sla existencia de familias multigánicas.

II.1.3. Mecanismode acción

En base a estudios realizados con ALA-Spurificada
de Rhodopóeudomonaó¿phenoideó (70, 71), surge para la enzima
el mecanismo de acción esquematizado en la Figura 15.
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FIGURA15: Mecanismo propuesto para la formación de ALApor
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Se parte de la proteína unida a1 fosfato de piridoxal
mediante el átomo de nitrógeno del anillo pirimidínico y una
base de Schiff que se establece entre el aldehído del cofactor
y un grupo e-amino de un residuo lisina de la cadena polipeptï
dica (72). La reacción comienza cuando la glicina se condensa
con el fosfato de piridoxal para formar una nueva base de
Schiff (1). Luego el protón H de este complejo es liberado y

R

capturado por un grupo básico de la enzima, originándose un
carbanión estable (II) que reacciona con el átomo de carbono
del carbonilo electrofílico de la succinil CoApara producir
un intermediario inestable, el ácido 2-amino-3-cetoadípico (III).
Durante esta última conversión el protón HRunido a la proteí
na se intercambia con un protón HMproveniente del medio. A
continuación, el ácido 2-amino-3-cetoadípico, afin unido a la
enzima, se decarboxila para dar (IV), se adiciona el protón HM
(V) y por hidratación el ALAse libera del complejo enzima-fos
fato de piridoxal.

II.2. RUTA B: SINTESIS DE ALA A PARTIR DE PRECURSORES DE

CINCO ATOMOS DE CARBONO

Comoconsecuencia de las dificulatdes encontradas para
detectar niveles de actividad de ALA-Sen plantas superiores y
algas, se investigaron otras posibles vías para la síntesis
del precursor. Las únicas fuentes de origen vegetal en las que
se midió síntesis de ALAa partir de glicina y succinil CoAhan
sido callos de soya (32) y cáscaras de papas (33), ambos sistg

. o o Amas incapaces de enverdecer por exposic1on a la luz.

Las experiencias llevadas a cabo en cultivos de
Chioneika (73, 74) y plantas superiores (75-77), en las cuales
se midió incorporación de 14C-succinato o 1 C-glicina en la mg
lécula de clorofila, podrían considerarse evidencias indirec
tas de actividad de ALA-S,pero su validez es cuestionable por
las siguientes razones: a) no se demostró que la marca radiac
tiva se incorpore en la porción tetrapirrólica de 1a clorofila,
podría hacerlo en los sustituyentes del nücleo porfirínico que
no se sintetizan a partir de ALA;b) la glicina se incorpora
en el pigmento en la misma proporción que lo hace el acetato
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aün cuando este último necesita ser metabolizado para su pos
terior utilización como sustrato del ALA-Sy c) en muchas expg
riencias se incorpora indistintamente 1a marca del carbono 1
o carbono 2 de la glicina, lo cual no es compatible con la vía
enzimática analizada (el carbono 1 de la glicina se elimina cg
mo dióxido de carbono).

Sabiendo que el ALAes indiscutiblemente necesario
para la biosíntesis de porfirinas en todos los tejidos de eri
gen vegetal (especialmente en los expuestos a la luz para su
enverdecimiento), como hemos dicho,hace aproximadamente 20 a
ños comenzó la búsqueda, por parte de distintos grupos de in
vestigadores, de una nueva via de sintesis de ALA.

Beale y Castelfranco (78), trabajando con cotiledones
de pepinos etiolados sometidos a iluminación, midieron radiac
tividad en el ALAformado cuando se incubaba en presencia de
ácido levulínico (inhibidor competitivo del ALA-Dehidrasa)y
distintos precursores radiactivos (Tabla 2). Los resultados ob
tenidos no pudieron ser explicados considerando la incorpora
ción de los diferentes compuestos por la vía del ALA-S, dado
que:

a) La incorporación de glicina fue muy baja y de igual magni
tud para el aminoácido marcado en el carbono l 6 2.

b) Los intermediarios metabólicos generales se incorporaban tg
dos en mayor proporción que la glicina, descartándose entog
ces la posibilidad de que se metabolizaran por la misma vía
que este aminoácido.

c) Los compuestos de 5 átomos de carbono fueron los que mostra
ron mayor eficiencia en 1a incorporación. Dado que el carbg
no l del glutamato se incorporaba en igual proporción que
el carbono 3 y carbono 4, queda sin efecto la posibilidad
de su incorporación por la siguiente secuencia de reaccio
nes:

glutamato ——- 2-cetoglutarato ——aT-Succinato ¿Lélí- ALA
C02



TABLA2: Incorporación en el ALAdel 14€ proveniente
de distintos precursores

INCORPORACION

PRECURSOR MARCADO RELATIVA

1-14C-glicina 1,0

2-14C-g1icina 1,2

Metabolitos generales:

14C-formiato 2,9

1,2-14C-acetato 14,0
14 .1,4- C-succ1nato 4,0

*U-14C-prolina 5,5
14 .1- C-glioxalato 4,1
14 .2- C-glioxalato 11,7

Compuestos de 5 átomos de carbono:

U-14C-2-cetoglutarato 21,3
14 .U- C-glutamina 34.1

1-14C-g1utamato 28,1

3,4-“c-g1ucamato 29,8

La experiencia se llevó a cabo con cotiledones de pe
pinos etiolados que fueron pre-iluminados durante 4
horas y luego incubados durante 4 horas más, en pre
sencia de luz y con el agregado de ácido levulínico
(100 mM), dimetilsu1f6xido (10 Z) y 10 uC de los dis
tintos compuestos marcados. Los datos de incorpora
ción correspondientes al trabajo de Beale y
Castelfranco (78) fueron aquí normalizados respecto
a la 1-14C-glicina. (*) U: uniformemente marcado.

33



34

Resultados similares a los detallados en la Tabla 2
fueron obtenidos por los mismos autores empleando hojas de pg
rotos y cebada en enverdecimiento (79). A partir de estos tra
bajos se postula la existencia de una nueva vía de síntesis
de ALAque utiliza como sustratos precursores de 5 átomos de
carbono; posteriormente se demostró (80) que la misma se ca
racteriza por mantener en el producto la integridad del esque
leto carbonadopresente en los distintos posibles sustratos
(glutamato, glutamina o 2-cetoglutarato). Un buen nümero de
trabajos adicionales (4, 81-92) corroboraron esta hipótesis;
razón por la cual, hoy dia se acepta, sin lugar a dudas, la g
xistencia de esta nueva ruta biosintética para el ALAdenomina
da vía de 5 átomos de carbono, debido a la conformación de sus
sustratos.

De aquí en más se trató de dilucidar la secuencia de
reacciones por la cual los precursores de 5 átomos de carbono
se metabolizan para formar el ALA. Partiendo de la base de que
el glutamato, glutamina y 2-cetoglutarato pueden ser fácilmen
te interconvertidos, a continuación se enumerantodas las ru
tas hipotéticas posibles que a partir de glutamato conducen a
la formación de ALA. Para cada secuencia se mencionan las evi
dencias existentes en el momentoen que fueron propuestas, que
permitían tanto avalarlas comodescartarlas.

- Secuencia l

COOH COOH COOH COOH
| I V V

?“2 9“2 9H2 ?“2

CHNH C'O C'O C=O
I 2 V I I

COOH COOH CHO CHZNH2

Acido Acido Acido 4,5-di Acido
glutámico 2-cetoglutárico oxovalérico S-aminolevülico

Esta vía de tres etapas es particularmente interesante dado
que existen estudios relacionados con todos los pasos que la
constituyen. La glutamato transaminasa sería 1a encargada de
catalizar 1a conversión de ácido glutámico a 2-cetoglutárico.
Para la formación de ALAa partir de ácido 4,5-dioxovalérico
(DOVA)ya se había reportado 1a existencia de una aminotrang
ferasa, detectada en Rhodopóeudomonaó¿phenoLdeó (93) y
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Chloneila (94).
extractos de plantas superiores,

Además, Lohr y Friedmann (95) trabajando con
lograron purificar parcialmen

te dos enzimas que catalizaban la transformación de 2-ceto
glutarato a DOVAy de DOVAa ALA, respectivamente.

Secuencia 2

COOH COOH COOH COOH COOH
V V V V V

?"2 9“2 9H2 9“2 F"2——. _ ———>
('JH2 ('ZHZ —"' ('IH2 (31'12 'Cllz
CHNH C=O HCOH C-O C=0
V 2 V V V V

COOH COOH COOH CHO CHZNH2

Acido Acido 2-cetg Acido 2-hidroxi DOVA ALA
glutámico glutárico glutárico

Esta sería una variación de la secuencia anterior,aquí la
conversión de 2-cetoglutarato a DOVAse realiza previo pasa
je por Z-hidroxiglutarato. Jerzykowski y col. (96) encontra
ron que el sistema de 1a glioxalasa de hígado de vaca era
capaz de catalizar la transformación de DOVAa 2-hidroxiglu
tarato, mientras que Okuyamay col. (97) trabajando con Rhg
dopóeudomonaó¿phenoide4, observaron que enzimas presentes
en este microorganismo podían oxidar el 2-hidroxiglutarato
a 2-cetoglutarato.

Secuencia 3

COOH COOH COOH COOH
V V V V

9% 9% 9% 9%
('ÏH2 —-- 9142 —" FHZ _" (',H2
CHNH CHNH CHNH C=0
V 2 V 2 V 2 V

COOH COOP CHO CHZNH2

Acido Glutamato Semialdehído ALA
glutámico l-fosfato glutámico

En este caso se propone que el glutamato, en primer lugar,
debe ser activado a glutamato l-fosfato mediante una quina
sa que emplea ATP y magnesio como cofactores. Luego una des
hidrogenasa reduce el glutamato 1-fosfato a semialdehído gig
támico y finalmente, el semialdehído glutámico se isomeriza
a ALA.

Esta secuencia fue propuesta por el grupo de Kannangara y
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Gough (98), quienes detectaron en plásmidos de cebada activi
dad de una aminotransferasa que catalizaba 1a formación de
ALApor transaminación interna del semialdehído glutámico.

Secuencia 4

COOH COOH COOH COOH
| I I l

ÉHZ 9“2 9“2 9H2

CHNH C'O C'O C=0
V 2 I I |

COOH COOH CHZOH CHZNH2

Acido Acido . Acido S-hidroxi ALA
glutámico 2-cetoglutárico levulínico

Estudiando el metabolismo del ácido S-hidroxilevulínico en
mitocondrias de hígado de rata, Wangy col. (99) observaron
que este compuesto se transformaba en ALA. Teniendo en cuen
ta esta evidencia se postula la secuencia que incluye a es
te compuesto como intermediario.
La ünica forma conocida de obtener ¿n vivo ácido 5-hidroxi
Icvulïnico a partir de precursores de 5 átomos decnrbono es
mediante una carboligasa que emplea 2-cetoglutarato y glio
xalato comosustratos (100). En esta reacción se liberan dos
moléculas de dióxido de carbono, una de las cuáles proviene
del carbono l del 2-cetog1utarato; dado que la vía de síntg
sis de ALAque estamos tratando de dilucidar se caracteriza
por mantener la integridad del esqueleto de 5 átomos de caí
bono, se considera poco probable 1a participación del ácido
S-hídroxilevulínico en dicha ruta.

Secuencia 5

COOH COOH COOH COOH COOH
| | I I I

CH
9H2 9“2 9H2 9H2 . 2

('IH2 (EH2 —" ('IH2 —" ÉHZ (:H2
CHNH HC_ NH C—' NH C-T'NH C=0
l 2 | I v I | I

coou Gago“ c-o O,C\N/CQO HC\N,C.O CHZNHZ
NH2 H H

A .d Acido Acido AcidoCÏ 9 N-carbamil hidantoín- S-imidazolon- ALAglutamico glutámico 3-propi6nico 3-propi6nico
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Esta secuencia surge por analogía con otras rutas metabóli
cas y no existe ningún tipo de evidencias directas que ava
len su participación en la biosíntesis de ALA.En primer lg
gar, se postula que el ácido glutámico podría reaccionar con
el N-carbamil fosfato formando el ácido N-carbamil glutámico,
el cual por deshidratación daría ácido hidantoín-3-propi6ni
co; ambas reacciones serían análogas a las que ocurren con
el aspartato durante la biosíntesis de nucleótidos pirimidí
nicos. Luego, el derivado de la hidantoína debería reducir
se para formar una imidazolona, en forma similar a lo que ocg
rre en 1a vía degradativa de la histidina. Finalmente, por
clivaje hidrolítico del ácido S-imidazolón-3-propiónico se
originaria el ALAjunto con dióxido de carbono y amoniaco.

De todas las secuencias postuladas para explicar la
formación de ALApor la vía de 5 átomos de carbono, se considg
ran comomás factibles la 1 y la 3, es decir las que involu
cran al DOVAy al semialdehído glutámico respectivamente, como
intermediarios de reacción.

Este trabajo trata de esclarecer la probable partici
pación del DOVAcomo precursor del ALA; por tal razón a conti
nuación describiremos detalladamente todo lo relacionado con
este compuesto.

Respecto a la secuencia 3, sólo diremos que en la ag
tualidad varios trabajos (101-105) sugieren que 1a forma acti
vada del glutamato sería un complejo glutamil-tRNA en lugar
del glutamato-l-fosfato, con lo cual la secuencia quedaría:

COOH COOH COOH COOH
I I V I

9H2 ATP, tRNA 9H2 NADPH sz ÉH2

CH CH2 CH2 CH2
' Ligasa ' Deshidrg, ' Aminotrang '
FHNHZ 9HNH2 genasa FHNHZ ferasa 9 o
COOH CO-t-RNA CHO CHZNH2

Acido Glutamil- Semialdehído ALA
glutámico tRNA glutámico
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II.3. SINTESIS DE ALA A PARTIR DE ACIDO 4,5-DIOXOVALERICO

Los primeros trabajos en losque se relaciona al áci
do 4,5-dioxovalérico (DOVA)con la biosíntesis de porfirinas
ya provenían del laboratorio de Shemin (2) y dieron origen al
ciclo del succinato-glicina o ciclo de Sheminy Russell (¿igu
ra 16). Segón éste, el ALAse forma por condensación de 1a gli
cina y succinil CoAy cuando no se requiere para la síntesis
de tetrapirroles, puede sufrir una reacción de desaminación
dando origen al DOVA.Luego, este último compuesto pierde el
grupo carbonilo terminal regenerando el succinato y liberando
un fragmento de un átomo de carbono (proveniente del carbono
2 de la glicina) capaz de participar en la biósíntesis de pu
rinas, eliminarse comoformiato e intervenir en las reaccio
nes de metilación comopodría ser la síntesis de metionina.

Identificando los átomos de carbono y nitrógeno de
la glicina, y relacionándolos con los productos salientes del
ciclo, observamos que por cada vuelta del mismo se produce cg
mo resultado final la degradación de una molécula de dicho a
minoácido. Por tal razón, el ciclo de Shemin y Russell fue
postulado comouna vía alternativa para metabolizar glicina,
cuando ésta no se requiere para la formación de porfirinas.
En cuanto al DOVAsería un metabolito intermedio proveniente
del catabolismo del ALA.

El funcionamiento del ciclo del succinato-glicina se
comprobó posteriormente en una gran variedad de tejidos y or
ganismos (106-108). Asimismo en homogenato de hígado de rata
(109) y en extracto crudo de Congnebactentum dtphtentac (110)
se detectó una proteína capaz de catalizar la formación del
DOVApor desaminación del ALA. Pero en el año 1961, Gibson y
col. (lll) demostraron que en realidad, el equilibrio de esta
ültima reacción estaría desplazado favoreciendo la transamina
ción en el sentido opuesto al propuesto por el ciclo (ver Ei
gura 16, flecha en línea discontinua). Efectivamente, incubag
do un extracto enzimática de Rhodop4eudomana4¿phenotdeó con
DOVAy L-alanina, estos autores obtuvieron formación de ALAy
piruvato.

De aquí en más surgen una serie de estudios relacio
nados con 1a actividad de una aminotransferasa, la QZS-dioxg—
valérico Transaminasa (DOVA-T),involucrada en la síntesis de



39

ALAen bacterias fotosíntéticas (93), Chionelia (94) y plan
tas superiores (95). Estos últimos trabajos corresponden a
los mencionados anteriormente para avalar'la secuencia que
propone a1 DOVAcomo intermediario (Secuencia 1) en la vía de
síntesis de ALAa partir de precursores de 5 átomos de carbo
no.

A continuación se describen las características más
salientes de la DOVA-T.

0 D A PORFIRINAS

Glicina COOH-CHZNH

HSCoA

a A

COOH-CHz-CHz-fi-SCOA HOOC-CHz-CHz-fi-CHZNH2 ALA

Succinil-CoA O H

'
HSCoA j 3

’ aáo
CO0H-CH 2-01-12-COOH HOOC-CHZ-CHZ-C-C \ DOVAu

Acido succínico 0 H

(0)
- Grupo ureído de

las ¡“mas \ Fragmento de HOOC-CH-CH-|c|—coonCI—Formiato ' ‘— un átomode C

_ Metilo Aríffsz Acido 2-cetoglutárico

FIGURA16: Ciclo del succinato-glicina (o de Shemin y Russell).
Los intermediarios se representan comoácidos li
bres. Los productos finales se hallan recuadrados,
habiéndose identificado además los átomos de carbg
no y nitrógeno provenientes de la glicina.
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II.3.1. Propiedades

La reacción catalizada por la DOVA-T(Figura 17) em
plea como sustratos DOVAy un aminoácido, que funcionan como
aceptor y donor de grupos amino respectivamente; requiere fos
fato de piridoxal como cofactor, y forma como productos ALAy
el cetoácido que proviene del amino donor correspondiente.

QOOH COOH
V

9H2 É‘Hz (¿Hz u

GHZ + R-CH-COOH -—’ CH2 + R-C-COOHI

C=0 C‘O
I I

CHO CHZNH2

DOVA + Aminoácido --" ALA + Cetoácido

FIGURA17: Reacción catalizada por la DOVA-T.

Estudios de especificidad por el aminoácido demostra
ron que los valores más altos de actividad de DOVA-Tse obtie
nen empleando L-alanina o L-glutamato, apareciendo entonces pi
ruvato o 2-cetoglutarato respectivamente comocetoácídos pro
ductos de la reacción.

La presencia de una transaminasa capaz de catalizar
la formación de ALAa partir de DOVAse detectó en bacterias
(93, 112, 113), algas (94, 114-117), mitocondrias de hígado de
vaca (118, 119) y plantas superiores (95, 117, 120, 121). En
la Tabla 3 se resumen las propiedades obtenidas para la enzi
ma proveniente de las distintas fuentes.

Comovemos, se trata de una proteína que al pH ópti
mo, empleado habitualmente como pH de trabajo, presenta una
carga neta negativa. En cuanto a estructura, en la mayoría de
las fuentes la DOVA-Taparece como un dímero, aunque también
puede aislarse comomonómeroo tetrámero. No obstante, inde
pendientemente del número de subunidades, todos los resulta
dos coinciden en que el peso molecular del protómero oscila
entre 55.000 y 60.000, sea cual fuere el método empleado para
estimar su valor (el erwo de la Euglena, si correspondiera a
un monómero constituirTa una excepción pero,como discutíremos
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al analizar los resultados, este peso molecular podría no es
tar bien establecido).

TABLA3: Propiedades de la DOVA-Tproveniente de distintas
fuentes

FUENTES raso NUMEROun PI pu ¡I DOVA K. ¡linolcido' “¡PERENCIA
- MOLECULAR SUBUNIDADES OPTIHO (¡no (-H)

nnctn Inn:

Rhmlcpecudomnmasplit/mida - - 7.0 0.4 6.0 (Alo) (9])
Cfoet'udium tetapmaapluun 111.000 - - 0,16 [,96 (un) (lll)

Algas:

(He'erch ¡vulgMu - - 6.74.6 2.62 20.6 (Ala) (91a)
Euglena gmciüb 98.000 - 6.3 ¡,1 ll (Glu) (IIS)
Chlculu ¿una 60.000 - 7,] 2.0 0.68 (Glu) (H6)
Chloulta Regula/ul [26.000 6,8 8,0 0,” 3.5 (Ala) (HT)

Hitocnndrias de hígado
do vaca 260.000 5,‘ 6.9 0,2‘ 3.7 (All) (ll8.ll9)

Plantas supe!iorel: -’
Cuarta ¿ativuá 104.000 2 5.95 - - - (120)
Zea mag/AL. - - - 6.7 J 10.5 (Glu) (12!)

thrhamu “tivas ¡23.000 2 5.1| 8,0 0.7| l.7 (Ah) (“7)

(*) Ala: L-alanina; Glu: L-glutamato

Observando los parámetros cinéticos vemos que el Km
para el DOVAes siempre menor que el obtenido para el aminoáci
do, ya sea éste L-alanina o L-glutamato. Respecto al cofactor,
éste estaría fuertemente unido a la proteína, de modotal que
el agregado adicional de fosfato de piridoxal normalmente no
produce aumento de actividad. La reacción catalizada por esta
enzima se diferencia fundamentalmente de la mayoría de las
reacciones de transaminación por su irreversibilidad.

La DOVA-Tes inhibida por una gran cantidad de dioxod
compuestos (ácidos Z-cetocarboxílicos, cetoaldehídos o ácidos
dicarboxïlicos) que pueden actuar como análogos del DOVA.Es
te tipo de inhibición, la falta de especificidad en general
característica de las aminotransferasas y el desconocimiento
de una ruta que conduzca ¡n vivo a la síntesis de DOVA,llevó
a un grupo de investíp' es a considerar que la transaminasa
involucrada en esta r ción podría no ser específica para el
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DOVAcomo sustrato. En varios trabajos se concluye que la
DOVA-Tfuncionaría ¿n uáua catalizando la transaminación del
glioxalato (115-117, 119).

Cabe aclarar, que si bien no se ha establecido aün
en forma definitiva la vía metabólica que a partir de precur
sores de 5 átomos de carbono y sin ruptura del esqueleto car
bonado, posibilite 1a obtención de DOVA¿n ULUO(existe sólo
un reporte (95) de actividad de una deshidrogenasa en hojas de
maíz capaz de convertir 2-cetoglutarato en DOVA),lo que sí se
pudo detectar fue formación de DOVAa partir de glutamato en
hojas de cebada etioladas en las que se indujo la síntesis de
porfirinas por el agregado de quelantes del hierro (122) y en
cultivos de Scenedeómuó Obláquuó al ser sometidos a ilumina
ción (123).

En cuanto a 1a localización celular, la DOVA-Tes una
enzima asociada a la fracción particulada, su compartimentalí
zación afin no ha sido esclarecida, pero podría ser mitocon
drial y/o cloroplástica. Tampocoexiste información respecto
a si esta transaminasa posee o no función regulatoria.

II.3.2. Mecanismode acción

La mayoría de los trabajos adjudican a la DOVA-Tel
clásico mecanismo ping-pong o de doble desplazamiento, típico
de las transaminasas (Figura 18).

El mecanismo consta esencialmente de dos etapas o he
mirreacciones:

- Etapa 1: Desaminación del aminoácido (L-alanina o L-glutama
to) para ser convertido en el cetoácido correspon
diente (piruvato o 2-cetoglutarato).

- Etapa 2: Aminación del DOVApara formar ALA.

Se parte de la enzima unida al fosfato de piridoxal
mediante el átomo de nitrógeno del anillo pirimidínico y una
base de Schiff que se establece entre el aldehído del cofac
tor y un e-amino de un residuo lisina de la proteína. La pri
mer etapa comienza cuando el aminoácido sustrato de la reac
ción se condensa con el fosfato de piridoxal para formar una
nueva base de Schiff (I). Este complejo experimenta un reorde
namiento del enlace imino dando (II), que por hidrólisis
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libera el cetoácido producto de la reacción y el sistema en
zima-cofactor que transporta el grupo amino (Enzima-fosfato
de piridoxamina). Así, con esta nueva forma enzimática comien
za 1a segunda etapa, exactamente inversa a la anterior, en la
que se establece una base de Schiff (III) entre el grupo amino
del cofactor y el aldehïdo del DOVA.El complejo III Sufre un
reordenamiento del enlace imino dando (IV) y éste por hidróli
sis libera ALAy la forma enzimática inicial (Enzima-fosfato
de pitidoxal). El resultado neto de este proceso cíclico es la
transferencia de un grupo amino del aminoácido dador (L-alanina
o L-glutamato) al DOVAque fupciona como aceptor.

'N
Z] I 'ál
Lía ¡R€ï-COOH I R-C-COOHu N neordeng L,“\+ h

l \ u miento í ¡N ¡

n-c-coou í -°\ a' "2°
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FIGURA18: Mecanismo ping-pong o de doble desplazamiento pro
puesto para explicar el comportamiento de la DOVA-T.
El mecanismo consta de dos etapas o hemirreacciones
representadas de la siguiente forma: Eta a 1: se
cuencia ®—@v—@ ; Etapa 2: secuencia2:¡»-(g)-© .Las modificaciones que ocurren en cada reacci n se
describen detalladamente en el texto. R': -CH3;
R": -CH2-0-P03H2.
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IT.4. ROL FISIOLOGICO DE LAS DOS VIAS DE SINTESIS DE ALA

En un principio se pensó que 1a vía del ALA-Sexistía
ñnicamente en tejidos animales y bacterias, mientras que la de
5 átomos de carbono operaría exclusivamente en plantas y algas.
En la actualidad se sabe que ésto no es correcto, ya que cada
una de estas rutas ha sido detectada en un gran número de fuen
tes de diversos orígenes, y además hay trabajos en los que se
demuestra que la existencia de una vía no excluye 1a presencia
de la otra. Una mutante del alga Scenedeómuó Obliquuó (85),
Euglena gnacáiió (124) y hojas de cebada (88) constituyen e
jemplos de sistemas en los que coexisten ambas vias de sínte
sis de ALA.Estas últimas fuentes representan modelos experi
mentales adecuados para tratar de esclarecer el significado
fisiológico que tendría para la célula, la formación de ALA
por dos rutas diferentes.

Meller y Gassman (88), trabajando con hojas dv roba
da etioladas, midieron incorporación de radiactividad en el
ALAformado cuando se incubaba en presencia de los sustratos
de ambas vías marcadas con l4C, variando las condiciones dv
iluminación y con o sin el agregado de ácido 4,6-dioxoheptanoi
co, un potente inhibidor del ALA-Dehidrasa que impide la mota
bolización del precursor. Observaron que el ALAquese sínteti
zaba en oscuridad provenía principalmente del succini] CoAy
de la glicina, mientras que el formado en presencia de luz de
rivaba de la vía de 5 átomos de carbono. En base a los resulta
dos obtenidos postularon que el ALAsería sintetizado por una
u otra vía dependiendo del producto final que originara. En
las plantas, la vía de 5 átomos de carbono, localizada en los
plástidos, produciría el ALAnecesario para formar todos los
tetrapirroles plastídicos, ya sea protoclorofilida, protoclorg
fila, tetrapirroles de cadena abierta y grupos hémicos de los
citocromos presentes en esta organela; mientras que ln vía del
ALA-S,localizada en mitocondrias o citoplasma, suministraría
el ALArequerido para 1a síntesis de hemos mitocondriales. Los
autores no excluyen la posibilidad de que ambos sistemas se en
cuentren en los plástidos y que existan otrosmecanismos regula
torios que hagan funcionar el ALA-Spara producir exclusivamen
te hierro-porfirinas y la vía de 5 átomos de carbono para orím
ginar magnesio-porfirinas.
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Posteriormente, Weinstein y Beale (124) empleando dos
cepas de Euglena gnac¿1¿¿ (una salvaje y una mutante aplastídi
ca) cultivadas en presencia de l-lac—g1utamato o 2-14C-glici
na y bajo distintas condiciones de crecimiento (fotoautotrófi
co y heterotrófico, a la luz y en oscuridad), midieron direc
tamente incorporación de radiactividad en tetrapirroles de dig
tinta localización celular: protohemo, hemoa y clorofila a.
Los resultados obtenidos confirmaron 1a hipótesis de Meller y
Gnssman (89). Se demostró que la vía de 5 átomos de carbono
proporcionaba el ALAnecesario para sintetizar el protohemo y
la clorofila presentes en el cloroplasto, mientras que el
ALA-Ssuministraba el precursor que daba origen a los hemos
no plastídicos. Además, se observó que las dos vías de sínte
sis de ALAse ubican en distintos compartimientos, mitocondrial
y cloroplastico, conteniendo cada uno toda la maquinaria enzi
mática necesaria para completar 1a síntesis de los distintos
tetrapirroles.

Habiendo quedado establecida, en plantas y algas, la
existencia de dos reservorios de ALAintracelular, perfectamen
te separados, restaría esclarecer si puede o no existir comu
nicación entre ambos y bajo qué condiciones. El trabajo lleva
do a cabo por Klein y Senger (85) en Scenedeómuó obfiquuó,
previo a los descriptos anteriormente, sugiere ta] intercam
bio ya que demuestra que frente a situaciones en las que se
requiere rápidamente del precursor, ambas vías se encargan de
suministrarlo, independientemente de cual sea el producto fi
nal.
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La formación de ALA, en una gran variedad de fuentes,
constituye el paso limitante de la biosíntesis de tetrapirro
les; por lo tanto, todo control que se efectúe a nivel de sín
tesis de ALAservirá también para regular la cantidad de porfi
tinas formadas. A continuación se describen separadamente los
distintos mecanismos de control que actúan sobre ambas vías de
síntesis de ALA, la del ALA-Sy la de 5 átomos de carbono.
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ll].l. CONTROL SOBRE LA VIA DEL ALA-S

El ALA-Sestá sujeta a la mayoría de las formas de re
gulación conocidas (Figura 19), a saber:

A) Control por disponibilidad de sustrato (glícina): El ALA-S
muestra por 1a glicina una afinidad notablemente baja, con
valores de Kmde 5 a 20 mM.Sabiendo que la concentración
intracelular de este aminoácido es significativamente menor,
del orden de l mM(125), se postula la posibilidad de que
1a concentración de este sustrato constituya un factor limi
tante para la actividad del ALA-S. Dicha suposición se con
firma cuando en ratas tratadas con ácido p-aminobenzoico o
henzoato de sodio (compuestos que secuestran 1a glicina for
mando complejos conjugados) se observa reversión de la por
firia experimental inducida por DDC(126). Asimismo, en
forma consistente con este resultado, 1a administración do
glicina previene la reversión mencionadaanteriormente.

B) lgbjbición por producto (ALAL:Tanto para el ALA-Sprovo
niente de Rhodopóeudomonaó ¿phe/Loideó (127) como de mito
condrias de médula ósea de conejo (40), se observa inhibi
ción por ALA. Bottomley y Smithee (40) encontraron una in
hibición del 20 Z para una concentración de ALA0,025 mM,
mientras que con concentraciones mayores de 0,20 mMse pro
duce inhibición total.

C) Represión por producto final (hemgl: El hemo regula 1a ex
presión genética o síntesis de novo del ALA-S(37, 38). C2
mo se indica en la Figura 19, el hemo como represor puede
actuar a nivel de transcripción (51), traducción (128) y
translocación de la enzima desde el citosol hacia la mito
condria (129, 130).
Esto tipo de control se explica con mayor claridad asumien
do la existencia de un "pool" o reservorio de hemolibre,
que tendría propiedades regulatorias y estaría localizado
en el citosol. Dicho pool, formado por el hemo recientemen
te sintetizado y por el hemoliberado de las hemoproteínas,
debería ser pequeño y tener además una elevada velocidad de
recambio (131).
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FIGURA19: Mecanismos de control que actúan sobre el ALA-S.
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D) Inhibicióngpor producto final (bemol: Las concentraciones
de homonecesarias para reprimir la síntesis de ALA-Sson
del orden de 10‘7 M, mientras que para actuar como inhibi
dor de la enzima ya formada se requieren concentraciones de
alrededor de 10‘5 M (132). Estos datos sugieren que la in
hibición por hemoes poco probable, ya que la cantidad acu
mulada en la mitocondria es insuficiente para alcanzar ta
les valores; sin embargo, dicha inhibición por producto fi
nal no puede descartarse totalmente ya que el ALA-Sy el hg
mo se localizan en el mismo compartimiento celular.

E Inducción por drogas porfirinogénicas: Reciben el nombreV

de drogas porfirinogénicas todos aquellos compuestos capa
ces de inducir porfírias, es decir, de producir alteracio
nes a distintos niveles en el camino biosintético de las
porfirinas. Son ejemplos de tales compuestos el AIA, DDC,
griseofulvina, fenobarbital, etc. Todas estas drogas tienen
en comünla propiedad de disminuir la concentración del
pool de hemoregulatorio ubicado en el citosol, ya sea por
inhibir la síntesis de hemoy/o por aumentar su utilización
0 degradación (133, 134). Independientemente del mecanismo
por el cual actüen, al disminuir el contenido de hemocitg
sólico, disminuye el efecto del mismo como represor del
ALA-S,produciéndose así una estimulación de la síntesis de
esta enzima.

F Activación por trisulfocistina: Trabajando con RhadopóeudoV

monab ¿phenoideó se demostró 1a regulación del ALA-Spor
trisulfocistina (135), un metabolito de bajo peso molecular
capaz de interactuar directamente con la enzima, produciendo
ln conversión de una forma prácticamente inactiva (forma b)
on otra de alta actividad (forma a). Considerando que e] ag
Livador se sintetiza y se degrada ¿n U¿vo por acción de 1a
cístationasa y rodenasa respectivamente (Figura 19), se
postula que las actividades relativas de estas dos enzimas
serían las encargadas de limitar los niveles intracelulares
de trisulfocistina, controlando así la actividad de] ALA-S.
Posteriormente se demostró que esta forma de regulación tag
bión existe en callos de soya (136) y en Rhodopóeudomonaó
pafuótn¿ó (137), aunque en esta última fuente el mecanismo
de acción propuesto difiere delesquematizado en la Figura
lg_ correspondiente¡iRhodopóeudomonaó Apheñaideb. Comoaval
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de la hipótesis anterior, Vázquez y col. (138) trabajando
con eritrocitos humanosprovenientes de pacientes porfiri
cos, encontraron recientemente una clara correlación entre
una actividad disminuida de rodenasa y aumentada de ALA-S.

G) Control por constituyentes del medio ambiente o celular:

—Oxígeno: La tensión de oxígeno y el estado de óxido-re
ducción de la célula influyen en forma diferencial sobre
las distintas etapas del caminobiosintético de las por
firinas. Así por ejemplo, la transformación de coproporfi
rinógeno en protoporfirinógeno depende exclusivamente del
oxígeno molecular, mientras que la inserción de hierro en
la protoporfirina se ve favorecida por condiciones anaeré
bicas. De este modoel oxígeno actuaría indirectamente sg
bre el ALA-S, por modificar la formación de producto fi
nal (hemo) y por ende la regulación que el mismo ejerce
sobre esta enzima (139).
Estudios efectuados en bacterias fotosíntéticas demostrí
ron que en estos organismos 1a acción inhibitoria del oxí
geno sobre el ALA-Spodía deberse tanto a una modifica
ción en el metabolismo de sulfocompuestos que produce una
disminución en el contenido celular de trisulfocistina cg
mo a la síntesis estimulada de un compuesto que posee pro
piedades inhibitorias (139).

- Iluminación: Trabajando con bacterias fotosintéticas se
observó que una elevada intensidad luminosa, al igual que
los aumentos de oxigenación, tenía un efecto inhibitorio
sobre el ALA-S, de manera que se sugirió que en esta fueg
te los efectos de 1a luz y el oxígeno responderían a un
mecanismo de control comün, en el que probablemente tam
bién estaría involucrado el ATP(139).

- ¿13: En cuanto al rol del ATPen la regulación del ALA-S
existen evidencias que avalan dos comportamientos diferen
tes (139). En Rhodopóeudomonaó ¿phe/uulde/s el ATP induci
ría la formación de un inhibidor de naturaleza proteica
que actuaría inactivando la enzima mitocondrial, mientras
que en hígado de rata, el ATPse uniría a un sitio alosté
rico del ALA-Scitoplasmática provocando cambios conforma
cionales en los sitios de unión de los sustratos que lle
varían a una activación de la enzima.
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Resumiendo,en bacterias fotosintéticas los resultados expg
rimentales concuerdan en postular que el efecto inhibitorio
producido por altos niveles de oxígeno, iluminación y ATP
se debería a la síntesis estimulada de un inhibidor (Figura
¿2)

111.2. CONTROL SOBRE LA VIA DE 5 ATOMOS DE CARBONO

A diferencia de lo que ocurre con la vía del ALA-S,
muy poco se conoce acerca de los mecanismos que controlan la
síntesis de ALApor la
de información se debe
tablecido la secuencia
Sin embargo, en base a

ruta de 5 átomos de carbono. Esta falta
fundamentalmente a que aün no se ha es
de reacciones que constituyen esta vía.
todo lo conocido y aceptando que la ru

ta de S átomos de carbono suministra el ALAnecesario para la
síntesis de tetrapirroles plastídicos, podríamos postular en
principio dos formas de regulación:

A) Inhibición por producto final (protoclorofilida): Ha sido

fehacientemente demostrado que altas concentraciones de prg
toclorofilida disminuyen la formación de ALAen plantas su
periores (140 y referencias).
compuesto,

Se ha establecido que este
para ejercer su efecto debe estar unido a 1a prg

teína holocromo (protoclorofilida reductasa) y NADPHforman
do un complejo ternario, y además se sabe que el mismo ac
tuaría como inhibidor y no como represor de las enzimas en
cargadas de sintetizar ALAen estas fuentes (140).

B) Control por iluminación: Las condiciones de iluminación limi
tan los niveles de protoclorofilida (ver Figura 8) y por lo
tanto, la regulación que este compuesto ejerce sobre las en
zimas que sintetizan ALAen los plástidos.
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Establecida la existencia de dos vías de síntesis de
ALAy el rol que ellas desempeñan, el objetivo general de este
trabajo consistió en establecer la participación o no del
DOVAcomo real intermediario en la vía de 5 átomos de carbono.
Para ello era preciso disponer de una fuente experimental en
la que coexistieran la vía del ALA-Sy la de 5 átomos de carbg
no, y que además presentara actividad de DOVA-T.

115,
liminares, Euglena gnac¿(¿¿ resultó ser el modelo experimental

Por trabajos anteriores (31, 124) y ensayos pre

adecuado. Una de las propiedades más importantes que posee es
te microorganismo es su capacidad para crecer tanto en luz co
mo oscuridad, produciendo cultivos enverdecidos o no, en los
cuales Eaglena se comporta comoalga (vegetal) o protozoo (ani
mal) respectivamente.

En este capítulo se detallan los objetivos parciales
que se desarrollaron durante este trabajo para lograr el objg
tivo general propuesto, y a continuación se realiza una breve
descripción de las características más salientes de 1a fuente
experimental empleada.

52
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IV.1. OBJETIVOS

Empleandocélulas etioladas y/o pigmentadas de Eugig
na gaac¿t¿¿, nuestros objetivos fueron:

—Correlacionar los niveles de actividad de ALA-S y DOVA-Tcon
las condiciones de iluminación durante el crecimiento.

- Establecer las condiciones óptimas para medir actividad de
DOVA-Ty caracterizar esta enzima fundamentalmente desde el
punto de vista cinético.

—Analizar la probable identidad de la DOVA-Ty glioxalato
Transaminasa (glioxalato-T) para lo Cual fue necesario:

Poner a punto un método reproducible y confiable para cuan
tificar el producto de reacción de la glioxalato-T.

Establecer las condiciones óptimas para medir actividad de
esta enzima y llevar a cabo su caracterización.

Correlacionar los niveles de actividad de DOVA-Ty glioxg
lato-T con la presencia o ausencia de luz durante el cre
cimiento.

Realizar estudios cinéticos, principalmente de competencia,
entre el DOVAy glioxalato como sustratos.

Iv.2. FUENTE EXPERIMENTALEMPLEADA:Eugiena gnac¿i¿4

IV.2.l. Caracteres morfofisiológicos esenciales

A continuación daremos una breve reseña de las carac
tcrïsticas más salientes de Euglena gnacLZió cultivada en su ha
bílnt natural, es decir en presencia de luz (Figura 20). La
bibliografía consultada corresponde a las referencias (141) y
(142).

- Es un organismo unicelular de vida libre, que habita en cueí
pos lénticos de agua dulce (charcos, lagunas, lagos, estan
ques).

—Las células son aproximadamente cilíndricns con el extremo
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anterior y posterior redondeadas, o bien el posterior termi
nado en un apéndice caudal muy breve y romo. Dimensiones:
longitud 31 - 68 u, ancho 6 — 22 u.

Flageloemergentext
ReservorioFotorreceptor

Estígma Citofaringe.A-‘lm
Cuerpos Flagelonoemergentebasales

Vacuola contráctil

fi Paramilonlibre
'I'- \

É Q‘é} 0 Endosoma
P1ren01de Q:‘¡ÏT Núcleoa á

“O Mitocondrias

Cloroplastos

Vaina de paramilon

\J'\“Estrias
Vesículas de ü.
fosfolípidos l,

0 .
Cuerpos muc1feros

FIGURA20: Esquema de una célula pigmentada de Eugiena
gnaciiió.

- Comopigmentos presentan clorofila a y b, carotenos y diver
sas xantofilas, adquiriendo los cultivos un intenso y hermo
so color verde.

- En la superficie celular se distinguen tres cubiertas que
desde afuera hacia adentro se disponen en el siguiente orden:
en primer lugar aparece una capa de mucus, luego encontramos
una delgada película llamada cutícula y por Gltimo una mem
brana denominada plasmalema que responde a la definición de
unidad de membrana.

- La cutícula está formada por bandas separadas por estrías
frecuentemente dispuestas en espiral.

- Los cuerpos mucíferos ubicados en el espacio aubcuticular
son los encargados de aegregar, a través de canales, el mucua



que forma la cubierta más externa de 1a célula.

Poseen una invaginación anterior bien marcada en 1a cual se
distinguen dos zonas, apical y distal, que corresponden al
canal o citofaringe y al reservorio respectivamente.

El reservorio es una cámara colectora dentro de la cual las
vesículas contráctiles vacían sus contenidos. Dicho conteni
do,
transportan los productos de desecho

proviene de las vacuolas secundarias y accesorias que
de 1a célula.

Eugiena gnac¿i¿ó posee dos flagelos de los cuales sólo uno
emerge y tiene aproximadamente igual largo que el cuerpo ce
lular.

Los cuerpos basales de los cuales surgen ambos flagelos se
localizan en el reservorio. El flagelo emergente se extien
de a lo largo de todo el canal llegando por 1a apertura antg
rior hasta el exterior, mientras que el no emergente se ha
lla contenido dentro del reservorio. Los dos flagelos se
encuentran adheridos o unidos a la altura del fotorreceptor
de tal forma que ambosparecenuna estructura flagelar bifur
cada.

El flagelo más largo se emplea en la locomoción (desplazamien
to en zig-zag) mientras que el más corto no posee movimien
COS.

El estigma es una estructura independiente de los cloroplas
tos, de color carmín claro y por lo general, de posición 1a
teral al reservorio.

El fotorreceptor también llamado cuerpo paraflagelar, es una
estructura cristalina que se relaciona con la porción no e
mergente de uno de los flagelos.

Desde el punto de vista funcional, el estigma actüa como una
pantalla que absorbe y selecciona los rayos luminosos que
llegan a la célula, protegiendo al cuerpo paraflagelar que
es el verdadero receptor de luz.

El paramilon extraplastidial constituye el carbohidrato de
reserva de 1a célula. Los gránulos de paramilon se hallan
ampliamente distribuidos en el citoplasma.
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- Contienen de 7 a 12 cromatóforos o cloroplastos laminares
verde-amarillentos, parietales y de forma circular o poligg
nal cuando están muy próximos entre sí. Cada una de estas
organelas posee además un pirenoide central envainado por
paramilon y está totalmente rodeada por tres membranas de
las cuales las dos internas corresponden a la envoltura prg
pia del cloroplasto y la externa representa el plasmalema.

- El núcleo, bien visible y de forma ovoide presenta en gene
ral un nucleolo o endosoma muy neto.

—La división celular ocurre por el proceso de mitosis pero
con características muyparticulares. En la metafase los crg
mosomasse ubican paralelos al eje de división, el nucleolo
persiste y se divide, estando ausentes el huso y centrosoma.

- El resto de organelas celulares, comoser mitocondrias, apí
rato de Golgi, retículo endoplásmico, lisosomas, peroxisomas
y microtübulos, presentan todas las características propias
de la célula eucariota.

IV.2.2. Comparaciónde las células cultivadas en presencia_y
ausencia de luz

Comomencionáramos anteriormente, Euglena gnacilÁA
tiene la propiedad de poseer características, tanto del reino
vegetal comoanimal, dependiendo de las condiciones de ilumina
ción durante su crecimiento, que la convierten en un interesan
tísimo objeto de investigación al mismo tiempo que todavía
constituye un problema taxonómico universal para los biólogos.
Sin embargo, cabe aclarar que lo más correcto sería incluirla
en el reino protista creado por Haeckel en 1866.

En la Figura 21 se esquematizan dos células de Euglg
na gnac¿€¿¿ cultivadas en presencia y ausencia de luz respecti
vamente, con el objeto de poner de manifiesto las diferencias
morfológicas que existen entre ambas. Fundamentalmente, la cé
lula etiolada es de menor tamaño, carece de estigma, de foto
receptor y cloroplastos, pero está dotada de pequeños proplás
tidos incoloros que se transforman en cloroplastos maduros,
bien desarrollados cuando las células se transfieren a la luz.
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FIGURA21: Comparación entre una célula pigmentada (A) y
etiolada (B) de Eugiena gnacilLó.

Esta inducción cloroplástica que ocurre en forma casi
simultánea con la síntesis de clorofila y el inicio del proce
so de fotosíntesis implica además una estimulación compleja y
coordinada a nivel de distintos metabolismos, comoser sínte
sis de proteínas, carotenos, ácidos nucleicos, etc.



MATERIALES Y METODOS



CAPITULO V

MATERIALES Y METODOS

Fuente experimental

Reactivos

Equipos

V.l. Materiales

V.l.l.

V.l.2.

V.l.3.

V.2. Métodos

V.2.l. Eugtena gnachLA: Cultivo y mantenimien

V. 2.2.

.2.3.

.2.4.

.2.5.

.2.6.

to de las células.

Preparación del eXtracto enzimática

Obtención del DOVA

Determinación de las actividades enzimí
ticas

A) Sistemas y condiciones de incubación
- ALA-S

- DOVA-T

- G1ioxalato-T

B) Cuantificación del ALA

C) Cuantificación del DOVA

D) Cuantificación de 1a glicina

E) Cuantificación de proteínas

F) Expresión de los resultados

Determinación del contenido de clorofila

Determinación de pesos moleculares

Página

59

59

59

S9

60

60

61

61

62

62

62

62

62

63

64

64

64

64

64

65

58



59

V.1. MATERIALES

V.l.l. Fuente experimental

Se emplearon células etioladas y pigmentadas de Eugig
na gnac¿i¿¿ Klebs strain, Z.Pringsheim. La muestra inicial de
esta cepa fue cedida gentilmente al Centro de Investigaciones
sobre Porfirinas y Porfirias en el año 1973 por los Dres.
Belocopitow y Marechal del Instituto de Investigaciones Bioquí
micas "Luis F. Leloir".

V.l.Z. Reactivos

El DOVAse sintetizó a partir del ácido 3,5-dibromolg
vulínico (Porphyrins Products) siguiendo la metodología deta
llada en Métodos.

La succinil CoAsintetasa, empleada para medir activi
dad de ALA-S, se obtuvo de Rhodopóeudomonaó palm/thu, de la
manera descripta por Viale (143).

Los demás reactivos y solventes utilizados fueron tg
dos de grado analítico P.A. provenientes de distintas fuentes
comerciales (en su mayoría de Merck o Sigma Chem. Co.).

V.l.3. Eguípos

Para llevar a cabo este trabajo se empleó el siguien
te instrumental:

Estufa de cultivo Ghilon Modelo DBO120

- Autoclave Ghilon

- Flujo laminar Labconco\

- Sonicador Soniprep 150 MSE

- Centrífuga refrigerada Sorvall RC-SB

- Centrífuga Rolco modelo CM-36

- Baño de incubación Precisión Scientific C.O.

- Balanzas Mettler PC 2000 y AK 160

- Espectrofotómetro Beckmann Model 35
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— Espectrofotómetro SHIMADZUUV 210 A

- pHmetro Altronix

- Colector de fracciones Frac 100 de Pharmacia Fine Chemicals

- Bombaperistáltica Perista PumpSJ-lZlS

V.2. METODOS

V.2.l. Eugiena gnacLliá: Cultivo y mantenimiento de las células

El medio de cultivo utilizado contiene por cada
100 ml: 0,5 g de peptona (Difco); 0,2 g de extracto de levadu
ra (Difco); l ml de etanol; 5 Hgde vitamina B12 y agua desti
lada hasta completar el volumen. Tanto el medio de cultivo cg
mo el material empleado en los repiques se esterilizó con va
por a 1,5 atmósferas durante 20 minutos en autoclave.

Para conservar la cepa se emplearon tubos que conte
nían medio de igual composición que el líquido, al que se le
adicionó agar (2 g/lOO ml) y se hizo solidificar en forma in
clinada. Las células repicadas a estos tubos se hicieron cre
cer a la luz hasta alcanzar el grado de desarrollo adecuado,
conservándose luego a 4 °C hasta el momentode ser utilizadas.

El crecimiento a la luz consistió en exponer los cul
tivos a la luz solar durante el día y a oscuridad durante la
noche, es decir, se emplearon condiciones naturales de ilumina
ción.

Para obtener la masa de células necesarias' para 115
var a cabo cada experiencia, se repicaron inóculos del medio
sólido a tubos que contenían 10 ml de medio líquido y se hicig
ron crecer a 28 9C durante 5-6 días en oscuridad o luz, segün
se desearan obtener células etioladas o pigmentadas respectiva
mente. Luego, el contenido de cada tubo se transfirió a fras
cos Roux de l litro de capacidad, conteniendo 200 m1 de
medio cada uno, y se continuó el crecimiento durante 4 días
(hasta fase exponencial tardía). Finalmente, las células se
cosecharon por centrifugación a 12.000 x g durante 10 minutos
en centrífuga refrigerada. Todas las operaciones de aquí en a
delante se llevaron a cabo a 4 °C.
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Cabe aclarar que todas las experiencias de este tra
bajo se realizaron partiendo de extractos frescos de Euglcna
gnac¿l¿¿, ya que se utilizaron células recien cosechadas.

V.2.2. Preparación del estracto enzimática

Las células cosechadas fueron resuspendidas en buffer
fosfato de sodio 0,05 MpH 7,4 en relación 1:4 (g de células/m1
de buffer). Esta suspensión se sonicó a una amplitud de 10 u
durante 30 segundos, obteniéndose así la fracción enzimática
denominada homogenato (H). El sobrenadante que resultó de cen
trifugar esta fracción a 24,000 x g durante 20 minutos fue i
dentificado comosobrenadante (S) y se utilizó comoextracto
enzimática, a no ser que se especifique lo contrario.

V.2.3. Obtención del DOVA

El DOVAfue sintetizado a partir del ácido 3,5-dibrg
molevulínico por el método de Gnuchev y col. (144) de 1a ma
nera descripta por Varticovski y col. (118). A 100 m1 de agua
destilada se le agregaron 1,37 g de ácido 3,5-dibromolevulíni
co y se hizo hervir durante 3 horas. Con el transcurso del
tiempo, la solución fue tornándose progresivamente amarilla y
se fue añadiendo agua periódicamente a fin de mantener el vo
lumen cercano a los 100 ml. Luego de enfriar la solución se la
extrajo 3 veces con alícuotas de alrededor de 30 m1 de acetato
de etilo. La mayor parte del color amarillo fue transferido al
acetato de etilo que se descartó. La fase acuosa se lavó con
3 alícuotas de 30 ml de éter etílico descartándose nuevamente
la fase orgánica. El éter residual se evaporó de la fase acuo
sa calentando a 40 °C aproximadamente y burbujeando nitrógeno
en la solución.

Finalmente la solución de DOVAse llevó a pH 4,2 con
hidróxido de sodio, se dividió en alícuotas de alrededor de
10 m1 y se la conservó a -20 °C hasta el momento de ser utili
zada. El procedimiento arrojó un rendimiento cercano a1 40 Z.



V.2.4.

62

Determinación de las actividades enzimáticas

A) Sistemas y condiciones de incubación:

Glioxalato-T:

ALA-S: El sistema standard de incubación contenía 25 umg
les de buffer Tris-HCl pH 7,4; 5,5 umoles de cloruro de

4,5 umoles de ATP;
90 umoles de glicina;

45 umoles de succinato de
0,25 umoles de SHCoa;

2 umoles de EDTA;

magnesio;
sodio;
0,25 umoles de fosfato de piridoxal;
50 ul de una suspensión de succinil CoAsintetasa de Rho
dop¿eudomona4 paluóth¿ó (1 ml de esta suspensión fue ca
paz de catalizar la formación de 58 umoles de succinil hi
droxamato en l hora a 37 °C); 0,6 ml de extracto enzimáti
co (9 - 10 mg de proteína) y buffer Tris-HCl 0,05 M pH

°C,7,4 hasta completar un volumen de l m1. Se incubó a 37
con agitación constante, en oscuridad y en aerobiosis du

La reacción se detuvo por el agregado
(p/v).

separó por centrifugación y en el sobrenadante se cuanti
ficó el ALAformado.

rante 30 minutos.
de l ml de TCAal 10 Z la proteína precipitada se

DOVA-T:El sistema standard de incubación contenía 100 umg
les de buffer fosfato de sodio pH 7,4; 200 umoles de L-glg

4,0 - 5,5 umoles de DOVA;0,4 - 0,6 ml
de extracto enzimático (6 - 10 mg de proteína) y buffer
tamato de sodio;

fosfato de sodio 0,05 M pH 7,4 hasta completar un volumen
de l m1. °C ,

aerobiosis y a la luz durante 30 minutos.
detuvo adicionando 1 m1 de TCAal 10 Z,
pitada se separó por centrifugación y en el sobrenadante

Se incubó a 37 con agitación constante, en
La reacción se

la proteína preci

se cuantificó el ALAformado y el DOVAremanente.

El sistema standard de incubación contenía
100 moles de buffer fosfato de sodio pH 7,4; 200 umoles
de L-glutamato de sodio; 24 umoles de glioxalato;
0,2 - 0,4 m1 de extracto enzimática (3-6 mg de proteína)
y buffer fosfato de sodio 0,05 MpH 7,4 hasta completar

°C, con agitaciónun volumen de 1,2 m1. Se incubó a 37
constante, en aerobiosis y a la luz durante 30 minutos.
La reacción se detuvo por el agregado de 1,2 ml de TCA
a1 10 Z,
gación y en el sobrenadante se cuantificóla glicína for

la proteína precipitada se separó por centrífu

mada.
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En todos los casos se realizaron los blancos y controles
correspondientes.

B) Cuantificación del ALA:El ALAse condensó con acetilacetg
na (2-4-pentanodiona) a pH 4,6 formando un pirrol, con una
posición a libre que reacciona luego con el reactivo de
Ehrlích formando un compuesto coloreado que tiene un máxi
mo de absorción a 553 nm (145). El sistema utilizado para
la formación del pirrol corresponde al reportado por Moore
y Labbe (146). En un tubo de ensayos se colocó l m1 del
sobrenadante desproteinizado llevado a pH 4,6 con 0,1 ml de
hidróxido de sodio 3 N; l ml de buffer acetato de sodio l M
pH 4,6 y 0,05 ml de acetilacetona. Se calentó 10 minutos a
ebullición en un baño de agua a 100 °C, se dejó enfriar y
se le agregó igual volumen de reactivo de Ehrlich modifica
do (145). El complejo coloreado se cuantificó espectrofoto
métricamente registrando la absorbancia a 553 nm entre los
10 y 30 minutos del agregado del reactivo. El coeficiente
de extinción molar utilizado en los cálculos fue
7,2 x lO4 1.mol’1.cm_1.
Al cuantificar el ALAsintetizado por 1a DOVA-Tfue necesg
rio tener en cuenta la interferencia producida por el DOVA
residual (Figura 22).

g: 4 0 —

a l/z15///O\O

.H o

.3 20

.3 Tfi 0/
H O

o l I l

0 1,0 2,0 3,0

DOVA (mM)

FIGURA22: Interferencia producida por el DOVAen la cuanti
ficación del ALA
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C) Cuantificación del DOVA:Se llevó a cabo una reacción cuan
titativa del DOVAcon o-fenilendiamina, por el método des
cripto por Milligan y Baldwin (147) para metilglioxal. Este
ensayo se empleó para calcular 1a concentración de la solu
ción original del DOVA(que fue sintetizado según detalla
mos en V.2.3.) y la cantidad de DOVAremanente en el siste
ma de incubación. El sistema empleado para la medición con
tenía: 3 ml de ácido perclórico 1 N: 45 ul de o-fenilendia
mina 0,3 Z en ácido sulfúrico 1 N y 0,15 m1 de la solución
de DOVAcuyaconcentración se desea determinar (cuando fue
necesario, esta Gltima se diluyó en ácido perclórico 1 N).
Se dejó 1 hora a temperatura ambiente y se registró 1a ab
sorbancia a 336 nm. El coeficiente de extinción molar utili
zado enlos cálculos fue9 x 103 1.mol-]'.cm-1 (96).

D Cuantificación de la glicina: Se efectuó mediante una reacV

ción cuantitativa de Iaglicina con el o-ftaldialdehído
(OFDA), por el método descripto por Klein y Linser (148) a1
que se le realizaron, para evitar interferencias, las modi
ficaciones detalladas en el Capítulo VIII.

E Cuantificación de proteínas: Se realizó según 1a técnica oV

riginal descripta por Lowryy col. (149).

F) Expresión de losresultados: Se define una unidad enzimática
(UE) como la cantidad de enzima capaz de catalizar 1a forma
ción de 1 nmol de producto en 30 minutos, bajo las condicig
nes standard de incubación.
La actividad específica se expresa como el nómero de nmoles
de producto formados en 30 minutos por mg de proteína. En
e1 caso de estar trabajando en condiciones standard corres
ponde al nümero de unidades enzimáticas por mg de proteína
(UE/mg).

V.2.S. Determinación del contenido de clorofila

El contenido de clorofila se determinó a partir de las
células cosechadas, extrayendo con metanol en relación 1:9
(g células/m1 metanol) hasta fluorescencia negativa. Se regis
tró absorbancia de 1a fase orgánica a 650 nm y 665 nm, emplean
dose para los cálculos los coeficientes de absorción reportados
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por Mackinney (150) según:

Clorofila a (mg/ml) - 16,5 x A665 - 8,3 x A650

Clorofila b (mg/ml) = 33,8 x A650 h 12,5 x A665

V.2.6. Determinación de pesos moleculares

La estimación de pesos moleculares se efectuó mediante
la cromatografía por tamices moleculares.

En nuestras experiencias utilizamos una columna de Se
phadex G-150 (Pharmacia) de 48 cm de longitud y 1,90 cm de dig
metro interno, que se eluyó con buffer fosfato de sodio 50 mM
pH 7,4 con un flujo de 22,2 ml/h, recogiéndose fracciones de
1,85 ml. La calibración de la misma se realizó empleando proteí
nas de peso molecular conocido, graficándose luego el volumen
de elución relativo (Ve/Vo) en función del logaritmo del peso
molecular (PM) (Figura 23).

ve/Vo \o
2,00

O

1,00 ..
Ji
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FIGURA23: Curva de calibración para 1a determinación
de pesos moleculares (Sephadex G-lSO).
Las dimensiones de la columna y condiciones
de elución son las descriptaa en el texto.
Para la calibración se emplearon las siguieg
tes proteínas: (O ) anhidrasa carbónica:
PM 2,9 x 10“; (e) ovoalbümina: PM4,3 x 104;
(U ) albúmina sérica bovina: PM 6,7 x 104 y
blue dextrano paradeterminar el Vo - 47,88 ml.



RESULTADOS Y DISCUSION



66

CAPITULO VI

EFECTO DE LA ILUMINACION SOBRE EL CRECIMIENTO, CONTENIDO DE

CLOROFILA Y SINTESIS DE ALA EN Eugiena gnac¿¿¿ó

Página
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V1.2. Formaciónde clorofila al variar las condicig
nes de iluminación 68

V1.3. Síntesis de ALAen células etioladas y
pigmentadas 72

V1.4. Conclusiones parciales 76

Teniendo en cuenta que la vía de S átomos de carbono
suministra el ALAnecesario para la formación de hemos y pig
mentos plastídicos y que nuestro objetivo era evaluar la parti
cipación del DOVAcomo intermediario en esta vía, en primer
lugar se debía determinar si existía o no variación en los ni
veles de actividad de la transaminasa capaz de convertir el
DOVAen ALAal inducir el desarrollo de los plástidos.

Para ello, empleando células de Eugiena gnac¿i¿¿ cul
tivadas heterotróficamente tanto a la luz comoen oscuridad, a
nalizamos el efecto de la iluminación sobre el crecimiento ce
lular formación de clorofila y síntesis de ALA¿n uLtno catali
zada por el ALA-S y DOVA-T.

Comoveremos, todas las determinaciones se llevaron a
cabo entre el tercer y séptimo día de crecimiento. No se estu
diaron tiempos más cortos debido a que la masa celular no era
suficiente para poder realizar todas las mediciones necesarias.
Tampocose emplearon células crecidas durante más de 7 días pa
ra evitar el agotamiento de algún nutriente esencial o la acg
mulación de algún producto metabólico tóxico.
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V1.1. EFECTO DE LA ILUMINACION SOBRE EL CRECIMIENTO CELULAR

Observando a simple vista una suspensión de células
en crecimiento vemos que se vuelve cada vez más turbia. La tur
bidez está íntimamente relacionada con el aumento de masa celu
lar, y su medición representa una forma rápida, simple y no des
tructiva de evaluar el crecimiento celular.

Un parámetro adecuado para cuantificar la turbidez de
los cultivos de Eugienagnac¿l¿ó fue la lectura de absorbancia
a 680 nm. En la Figura 24 se muestran los resultados obtenidos
al seguir el crecimiento celular entre el tercer y séptimo día
variando las condiciones de iluminación.
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FIGURA24: Efecto de las condiciones de iluminación
sobre el crecimiento celular.
Se mide la absorbancia a 680 nm como una
medida del crecimiento celular bajo las
siguientes condiciones de iluminación:
(O) oscuridad, (O) 3 días en oscuridad
y luego a 1a luz; ( D) luz.

Para las células mantenidas en oscuridad, entre el
tercer y cuarto día se observó la última parte del crecimiento
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exponencial, denominada fase exponencial tardía, y luego el
cultivo dejó de crecer entrando en la fase estacionaria. Los
cultivos expuestos continuamente a la luz en cambio, no cesan
su crecimiento y entre el tercer y séptimo día la densidad cg
lular aumentó progresivamente. Un comportamiento análogo se e
videnció para las células que luego de ser cultivadas tres días
en oscuridad fueron transferidas a la luz.

Pudimoa ver además que a igualdad de in6culo, cuando
las células se cultivaban en condiciones fotoheterotróficas
la densidad celular alcanzada era siempre menor que la corres
pondiente a los cultivos mantenidos el mismo tiempo en oscuri
dad; estos resultados coinciden con los reportados para la mi!
ma fuente por Corriveau y Beale (151). En el caso del enverde
cimiento de Eugtena gnac¿l¿¿ crecida en oscuridad, luego de
cuatro días de exposición a la luz los cultivos presentaban la
misma densidad que los que se mantuvieron continuamente en os
curidad, aunque a lo largo de este período de iluminación el
crecimiento en estas condiciones siempre fue menor que el obtg
nido en ausencia de luz.

Evidentemente en el medio de cultivo empleado el cre
cimiento heterotrófico en oscuridad se ve ampliamente favoreci
do con respecto al fotoheterotrófico.

V1.2. FORMACION DE CLOROFILA AL VARIAR LAS CONDICIONES DE

ILUMINACION

El efecto más importante de la luz sobre las células
de Eugiena gnac¿t¿¿ crecidas en oscuridad es la inducción de
la síntesis de clorofila y el desarrollo de los cloroplastos,
con lo cual los cultivos inicialmente amarillos van enverde
ciendo progresivamente.

Conjuntamente con las determinaciones de densidad ce
lular en las condiciones ya descriptas (Figura 24) se midió el
contenido de clorofila en función de los días de crecimiento
(Figura 25).

Cuandolas células de E. gnac¿2¿¿ crecieron contínua
mente en oscuridad no se observó, como era de esperar, forma
ción de clorofila. Las determinaciones en este caso se



consideraron controles para evaluar la posible interferencia
de algún tipo de compuesto presente en los cultivos en estas
condiciones.
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FIGURA25: Formación de clorofila en función de los días
de crecimiento. El contenido de clorofila se
expresa por volumen de cultivo (A) y por uni
dsd de masa celular (B). Las distintas curvas
corresponden a células crecidas en oscuridad
(0), 3 días en oscuridad y luego a la luz
(0). y continuamente s la luz (D). El sign;
tiendo de los números romanos se discute enel texto.
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Para las células crecidas en oscuridad y transferidas
a 1a luz, se obtuvo una contínua acumulación de clorofila indg
pendientemente de que los resultados se expresen por unidad de
volumen de cultivo (Figura 25 A) o por unidad de masa celular
(Figura 25 B). En esta última curva pueden distinguirse, tal
como fue reportado por Rosenberg y Pecker (152), tres etapas
en la producción de clorofila. Durante la fase I (24 horas)
la formación de clorofila transcurre a una velocidad muylenta.
En el estadío II, de aproximadamente 48 horas, 1a síntesis del
pigmento se ve estimulada mostrando una relación lineal con el
tiempo, y finalmente, en 1a etapa III el incremento continúa
progresivamente y a mayor velocidad hasta la obtención de un
verdeo máximo.

Cuandoel microorganismo se desarrolló directamente a
la luz, el contenido de clorofila presente en los cultivos au
mentó con el tiempo (Figura 25 A); sin embargo, al expresar
estos valores en función de la masa celular (Figura 25 B) pudi
mos ver que 1a formación de clorofila sólo se incrementaba en
tre el tercer y cuarto día alcanzándose luego un estado esta
cionario, como consecuencia de que la cantidad de pigmento y
densidad celular aumentaban ambas en igual proporción.

En el caso en que las células etioladas fueron expueg
tas a la luz, el contenido de clorofila alcuarto dia de ilumi
nación resultó ser un 60 Z del correspondiente a las células
crecidas desde un comienzoen condiciones fotoheterotróficas.
Segün la bibliografía, estos resultados son similares a los
publicados por Brody y col. (53) para Eugiena gnaciláb Z,
mientras que Stern y col. (54) encontraron para las células
de E. gnac¿¿¿¿ var. bacillaris sometidas a enverdecimiento un
contenido de clorofila coincidente al obtenido para el microoL
ganismo cultivado siempre a 1a luz.

Finalmente, aprovechando que el método de cuantifica
ción empleado nos permite distinguir entre clorofila a y b, a
nalizamos en nuestros cultivos la relación existente entre am
bas formas del pigmento. Comose observa en la Tabla 4, la
clorofila a representa un 90 - 95 Z de la cantidad total de
clorofila formada. Los resultados obtenidos eran predecibles.
puesto que la clorofila a en esta fuente representa el pigmen
to fotosintético por excelencia (si no está presente la foto
síntesis no tiene lugar) mientras que le clorofila b sün en



células Completamentedesarrolladas constituye sólo una pe
queña proporción de 1a clorofila total.

TABLA4: Contenido de clorofila a y b en Eugiena gnac¿2¿¿ Z

DIAS DE

CRECIMIENTO CLOROFILAóggTAL CLOROFIL283 CLOROFILÉSE(us/m1.A ) (ug/ml.A ) (us/ml.A )
Oscuridad Luz

3 - no contiene no contiene no contiene
3 1 0,27 0,25 0,02
3 2 0,82 0,78 0,05
3 3 1,42 1,38 0,05
3 4 2,40 2,26 0,14

3 2,40 2,10 0,30
4 4,09 3,72 0,37
5 4,31 3,74 0,57
6 4,17 3,80 0,37
7 4,09 3,84 0,23

Las cantidades de clorofila a y b fueron calculadas empleando
los coeficientes de absorción reportados por Mackinney (150),
según se detalla en Métodos.

Los espectros de la Figura 26 confirmaron estos resul
tados y demostraron para las células crecidas en oscuridad 1a
presencia de carotenoides y la ausencia de posibles interfereg
cias o pigmentos de naturaleza clorofílica. En concordancia
con otros investigadores (15) observamos que cuando las célu

los niveles de calas etioladas se someten a enverdecimiento,
rotenoides y clorofila a aumentaban en forma paralela.
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FIGURA26: Espectros de absorción correspondientes a los
pigmentos extraídos de Eugtcna gnathL4.Los eSPeS
tros correspondenaextractosmetanólicos obtenidosa
partir de células enteras cultivadas bajo dig
tintas condiciones de iluminación: (l) luz,
(2) oscuridad y posterior transferencia a 1a
luz y (3) oscuridad.

V1.3. SINTESIS DE ALA EN CELULAS ETIOLADAS Y PIGMENTADAS

Paralelamente con el análisis de las diferencias exig
tentes en los valores de densidad celular y contenido de clorg
fila, observamos qué ocurría con los niveles de actividad del
ALA-Sy DOVA-T¿n thno a1 variar las condiciones de ilumina
ción durante el crecimiento de las células (¡igggg_¿l).
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FIGURA27: Actividad del ALA-S (I) y DOVA-T(II) en función
de los días de crecimiento. La actividad se expre
sa por volumen de cultivo (A) y por unidad de masa
celular (B). Las distintas curvas corresponden a
células crecidas en oscuridad (0), 3 días en oscg
ridad y luego a la luz (O ) y continuamente a la
luz ( Ü). La medición de actividad se realizó de
la manera descripta en Métodos, empleando el so
brenadante S comoextracto enzimático.

Para el ALA-Spudimos ver que si las unidades enzimá
ticas se expresaban por volumen de cultivo (Figura 27 I(A2) las
curvas mostraban un máximo aunque no muy marcado al sexto día,
sin observarse variaciones apreciables entre las distintas con
diciones de iluminación. Pero si los valores de actividad se
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expresaban en función de la densidad celular (Figura 27 1151)
entonces sí aparecían diferencias significativas entre los ni
veles de ALA-S,obteniéndose siempre valores más altos de ac
tividad para las células crecidas continuamente a la luz. Com
parando las células etioladas sometidas a enverdecimiento con
las mantenidas en oscuridad, se observó por efecto de 1a luz
un incremento de actividad de alrededor del 50 a 60 Z. El per
fil descendente que muestran las curvas de la Figura 26 B se
debe a que el aumento de la masa celular en función de los días
de crecimiento fue mayor que el incremento de unidades enzimá
ticas.

En el caso de evaluar la síntesis de ALAcatalizada
¿n vitno por la DOVA-T(Figura 27 II),el comportamiento obser
vado fue similar al ya descripto para el ALA-S.

De la Figura 27 se deduce que: 1) al inducir el desa
rrollo de los plástidos en los cultivos de Eugiena gnacái¿4 se
incrementan las actividades de ambas enzimas capaces de sin
tetizar ALA;2) independientemente de las condiciones de ilumi
nación durante el crecimiento, la actividad de DOVA-Tfue sieg
pre mayor (de 10 a 15 veces) a 1a del ALA-S; y 3) para la medi
ción de actividades óptimas de ALA-S y DOVA-T¿n vátno las cé
lulas debencosecharse entre el tercer y cuarto día.

Nuestros resultados difieren considerablemente de los
reportados anteriormente para ambas enzimas en esta misma fuen
te (31, 115). Beale y col. (31) no sólo obtuvieron para el
ALA-Svalores más altos de actividad, sino que además observa
ron que las células etioladas poseían una actividad 3 veces ma
yor a la de las células pigmentadas. Para la DOVA-Ten cam
bio, no se detectaron diferencias en los niveles de actividad
a1 variar las condiciones de iluminación (115). En lo que res
pecta a la relación de actividades DOVA-T/ALAHShabía sido de
1,5 y 5,2 según las células se cultiven en oscuridad o a la luz
respectivamente. Cabe aclarar que si bien en estos trabajos
(31,115) se empleó la misma línea celular que utilizamos en
nuestro laboratorio, el medio de cultivo y las condiciones de
crecimiento fueron diferentes; no obstante, nosotros no pudi
mos obtener los mismos resultados ni aün reproduciendo todas
las condiciones experimentales descriptas por el grupo de
Beale. Volviendo a nuestros datos, la correlación entre los
niveles de actividad de ALA-Sy DOVA-Tno reflejaría el rol
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fisiológico adjudicado a la vía del ALA-Sy a 1a vía de 5 áto
mos de carbono en Eugtena gnac¿¿¿¿ (124), pero sí estaría de
acuerdo con los resultados obtenidos por Klein y Senger (85)
en Scenedeómuó obiiquua. En este último trabajo se observa que
ante una gran demanda de síntesis de ALA, como podría ser en
nuestro caso la provocada por el enverdecimiento, ambas rutas
biosintéticas incrementan su actividad.

Por último, en la Figura 28 se muestra como varían
los niveles de proteínas solubles con laa distintas condicio
nes de crecimiento. Las células crecidas a la luz presentaron
un contenido proteico mayor al de las células etioladas, ade
más, en todos los casos la cantidad de proteína disminuye con
los días de crecimiento.

0,20L
(mg/m1.A680)

Proteínas

O L. 0‘
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FIGURA28: Contenido de proteínas solubles en
función de los días de crecimiento.
La cantidad de proteínas se expresa
por unidad de masa celular y las
distintas curvas corresponden a cé
lulas crecidas en oscuridad (0 ), 3
días en oscuridad y luego a la luz
(O) y continuamente a la luz (D).



Este tipo de gráfico es de gran importancia a1 rela
cionar actividades enzimáticas-ya que pone de manifiesto la pg
sibilidad de obtener resultados erróneos si los valores que se
comparan coresponden a actividades específicas. De haberlo he
cho hubiésemos encontrado para el ALA-S y DOVA-Tun máximo de
actividad al sexto día de crecimiento y además, las activida
des de ambas enzimas habrían sido siempre mayores para las cé
lulas crecidas en oscuridad. Estas conclusiones, totalmente o
puestas a las obtenidas anteriormente, no reflejarian variacig
nes debidas a las condiciones de iluminación durante el creci
miento, sino que se deberían únicamente a modificaciones en el
contenido de proteínas.

V1.4. CONCLUSIONES PARCIALES

Trabajando con células de Eugtena gnac¿¿¿ó cultivadas
bajo diferentes condiciones de iluminación observamos que:

- En el medio de cultivo empleado el crecimiento heterotrófico
en oscuridad se ve ampliamente favorecido con respecto al f2
toheterotrófico.

Cuandolas células crecidas en oscuridad son transferidas a
El 90 - 95 Z de

la cantidad total de clorofila sintetizada por Euglena es
1a luz se induce la síntesis de clorofila.

clorofila a. Por efecto de la luz el aumento de clorofila a
es palalelo al de los carotenoides.

- Las actividades de DOVA-Ty ALA-S son mayores para las célu
las crecidas en presencia de luz. Cuandoen las células etig
ladas se induce el desarrollo de los cloroplastos por ilumi

., . . , .nac1on ambos niveles en21mat1cos aumentan.

laIndependientemente de las condiciones de crecimiento, ag
tividad de DOVA-Tes siempre mayor (alrededor de 10 a 15 ve
ces) que la del ALA-S.
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VII.l. DETERMINACION DE LAS CONDICIONES OPTIMAS PARA LA

MEDICION DE ACTIVIDAD

VII.l.l. Efecto de distintas concentraciones de sustratos

En la reacción catalizada por la DOVA-Tintervienen
dos sustratos: DOVAy glutamato, en consecuencia debimos esta
blecer la concentración óptima para cada uno de ellos. Además,
para el dador de grupos amino se realizaron estudios de especi
ficidad, no así para el DOVApuesto que partiendo de otro cetg
ácido se obtendría un producto distinto del ALA.

A) Concentración óptima de DOVA:Empleando como extracto enzi
mático el sobrenadante S, proveniente de células cultivadas
en oscuridad o a 1a luz hasta fase exponencial tardía, se
midió actividad de DOVA-Tvariando las concentraciones de
DOVAy manteniendo constante la concentración de L-glutama
to (Figura 29). Observamos que la máxima actividad de la en
zima se manifestaba a concentraciones de DOVAque oscilaban
entre 4,0 y 5.5 mM;concentraciones más altas de este sus
trato producían una marcada inhibición. El mismo comporta
miento se observó para las células crecidas en presencia o
ausencia de luz.
En 1a Tabla 5 podemos ver que sin el agregado de DOVAno se
detecta formación de ALA, de donde se concluye que los nivg
les de DOVAendógenos son despreciables.

B) Especificidad por el aminoácido: Si bien la reaceión presen
ta un requerimiento absoluto por el DOVA(Tabla 5) no ocu
rre lo mismo para el glutamato, sin su agregado el sistema
muestra alrededor de un 70 Z de la actividad máxima obteni
da en presencia de ambos sustratos. Este resultado no es
sorprendente ya que el extracto crudo con el que trabajamos
podría aportar el amino dador necesario para que la reacción
se lleve a cabo, existiendo la posibilidad de que el mismo
se encuentre en forma libre o bien unido a la proteína. Con
el objeto de esclarecer esto último y además establecer el
requerimiento y especificidad por el aminoácido, medimosag
tividad de DOVA-Templeando como extractos enzimáticos el
sobrenadante S, obtenido de la manera habitual, y el sobre
3¿g¿¡¡¿_g que corresponde al S dializado durante 6 horas



contra buffer fosfato de sodio 5 mM.El sistema de incuba
ción se completó agregando DOVAa una concentración 4,50 mM
y reemplazando el L-glutamato por distintos dadores de grg
pos aminos (Figura 30). El tiempo de incubación fue de 60
minutos para asegurar la utilización del aminoácido agrega
do.
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FIGURA29: Actividad de DOVA-Ten función de distin
tas concentraciones de DOVA.
Utilizando comoextracto enzimático el sg
brenadante S proveniente de células etio
ladas (O) y pigmentadas (O), se midió
actividad de DOVA-Tde la manera descrip
ta en Métodos, variando las concentracio
nes de DOVAy manteniendo fija la de
L-glutamato (166,67 mM).

Según los resultados obtenidos 1a diálisis no modificó sig
nificativamente el requerimiento por el aminoácido. Sin el
agregado exógeno de este sustrato el sobrenadante dializado
manifestó el 90 Z de la actividad que presentaba el sobrení
dante S incubado en las mismas condiciones; estos datos es
tarían sugiriendo: 1) Baja disponibilidad en el sobrenadan
te S del aminoácido específico para la reacción, en forma
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libre, ya que de lo contrario a los 60 minutos de incuba
ción deberían observarse diferencias significativas de ac
tividad entre ambos sobrenadantes S y D. 2) E1 aminoácido
específico endógeno estaría unido a la proteína formando
una especie de complejo enzima-sustrato. Estos datos son in
suficientes para afirmar que la totalidad de 1a proteína ca
paz de transaminar el DOVAen ALAse encuentre de esta for
ma, parte de ella podría existir además comoenzima libre.

TABLA5: DOVA-T:Determinación de los niveles

endógenos de sustratos

DOVA L-GLUTAMATO ACTIVIDAD ESPECIFICA

(mM) (mn) nmoles ALA/30 min.mg Z

(A)

4,15 166,67 7,13 100
4,15 - 4,85 68

- 166,67 0 0

(B)

4,15 166,67 6,23 100
4,15 - 4,36 70

- 166,67 0 0

Se mide actividad de DOVA-Templeando como ex
tracto enzimático el sobrenadante S proveniente
de células cultivadas 4 días en oscuridad (A) o
a la luz (B). El 100 Z de actividad corresponde
a 1a evaluada en presencia de ambos sustratos.

Independientemente del sobrenadante empleado observamos que
el L-glutamato fue el ünico aminoácido capaz de estimular
la actividad inicial del extracto, lo cual nos estaría indi
cando que posiblemente para la DOVA-T de Eugiena gnac¿i¿4
éste sea el amino dador específico. Cambios en los valores
de actividad concomitantes con variaciones en la concentra
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concentración de L-glutamato confirmarían, por el momento,
(Figura 31) dicha especificidad.

Sin aming
6,0 L- ácido
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FIGURA30: Efecto de distintos aminoácidos sobre la acti
vidad de DOVA-T.
Empleando como extracto enzimático el sobrena
dante S (A) y el sobrenadante D (B), se mide
actividad de DOVA-Tsegün se detalla en Méto
dos pero utilizando distintos aminoácidos a
tres concentraciones diferentes: 1:20 mM,
2:50 mMy 3:100 mM. La línea punteada repre
senta el nivel de actividad obtenido sin el
agregado de aminoácido.

Las conclusiones obtenidas hasta aquí, si bien coinciden
con las reportadas por Foley y Beale (115) en lo que respeg
ta a que el L-glutamato es el mejor aminoácido sustrato de
la reacción, no concuerdan en lo que concierne al requeri
miento por el mismo, ya que estos autores observaron que
luego de un pasaje del extracto enzimático por Sephadex G-25,
Surgía comoconsecuencia un requerimiento absoluto por el a
minoácido.
Cabe aclarar que si bien los valores presentados en la Ei
gura 30 corresponden a sobrenadantes provenientes de células



82

etioladas, se observó un comportamiento similar para las vé
lulas crecidas en presencia de luz, por tal razón de aquï
en más a no ser que se realicen estudios en los que se evi
dencien diferentes propiedades para la enzima provenionto
de células cultivadas en luz u oscuridad, sólo mostraromos
los datos correspondientes a células etioladas.

C) Concentración óptima de L-glutamato: Utilizando como extrnc
to enzimático el sobrenadante S y una concentración óptima
dc DOVA(4,33 mM) medimos actividad de DOVA-Ten función do
distintas cantidades de L-glutamato (Figura 31).
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FIGURA31: Actividad de DOVA-Tal variar la concentrncíñn
de L-glutamato.
Se mide actividad de DOVA-Tde 1a manera des
cripta en Métodos, empleando el sobrenadante
S como extracto enzimático, DOVAa una concen
tración 4,33 mMy cantidades variables de
L-glutamato.

De acuerdo con los valores obtenidos 1a concentración ópti
ma de L-glutamato se establece entre 150 - 200 mM, a Convon
traciones más altas (hasta 450 mM)no se observa inhibicíñn
por este sustrato.
En todos los casos se tuvo en cuenta la transnminación un
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enzimática del DOVAen ALAen presencia de L-glutamato.

VII.1.2. Requerimiento por fosfato de piridoxal

Para manifestar su actividad todas las transaminasas
requieren 1a participación de fosfato de piridoxal (ver Figura
¿g). En nuestro caso,emp1eando el sobrenadante S como extracto
enzimática observamos que 1a formación de ALAno se estimulaba
con el agregado de este cofactor (Tabla 6). Estos resultados
estarían indicando que independientemente de la forma en 1a
cual se encuentre la enzima, ya sea libre o unida al aminoáci
do, dispondría del fosfato de piridoxal necesario para manifes
tar su óptima actividad. Este comportamiento es diferente al
descripto anteriormente para 1a enzima de esta misma fuente
(115) ya que se había observado que una concentración 30 uM
de fosfato de piridoxal producía un incremento del 35 Z en la
actividad.

TABLA6: Efecto del fosfato de piridoxal
sobre 1a actividad de DOVA-T

FOSFATO DE PIRIDOXAL ACTIVIDAD ESPECIFICA

(uM) (UE/mg)

0 6,40
3,33 6,54
6,67 6,68

10,00 6,98
16,67 6,65
33,33 6,80
50,00 6,86
83,33 7,14

166,67 7,05

Se midió actividad de DOVA-Tde 1a manera
habitual, adicionando distintas cantidades
de fosfato depiridoxal y empleando concen
traciones óptimas de DOVA(4,07 mM) y L-glu
tamato (166.67 mM).
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VII.1.3. Variación del tiempo de incubación

A continuación analizamos el efecto del tiempo de in
cubación sobre la actividad de DOVA-Tpresente en el sobrena
dante S (Figura 32).

’ O a O I ._____..¡WK/,O
m . o I
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70/0

O l I I II l lIl
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oo 'b.6 ÏI

N O
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FIGURA32: Variación de la actividad de DOVA-T
en función del tiempo de incubación.
La medición de actividad enzimática
se efectuó según se describió en Mé
todos, empleando sólo DOVA(o ) y
DOVA+ L-glutamato (O ) como sustra
tos. (DOVA)= 5,7 mM; (L-glutama
to) - 200 mM.

En el caso de incubar en presencia de DOVAy L-gluta
mato comosustratos, observamos una relación lineal entre la
cantidad de producto formado y el tiempo que se mantuvo hasta
alrededor de los 45 minutos. Cuando la actividad enzimática se
evaluó agregando sólo DOVA,1a zona de linealidad fue mucho mg
nor. En ambos casos se observa que las curvas alcanzan un va
lor máximo de formación de producto que permanece constante
aunque el tiempo de incubación se prolongue hasta 180 minutos,
este comportamiento podría deberse ya sea a unafalta de sustrg
tos y/o a una inestabilidad de la enzima al ser incubada en
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estas condiciones.

Según la Figura 33, basta con preincubar a 37 °C tan
sólo 15 minutos para que la actividad disminuya un 40 Z; el
perfil de inactivación no se modifica por el agregado o no de
L-glutamato durante la incubación. La mayor actividad medida
en presencia de ambos sustratos podría corresponder a enzima i
nicialmente libre de aminoácido y/o al posible inicio de nue
vos ciclos de reacción. La existencia de gran cantidad de enzi
ma libre es poco probable dado que las curvas de la Figura 32
son prácticamente superponiblea hasta alrededor de los 20 ming
tos.
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0 30 60 90 150
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FIGURA33: Estabilidad de la DOVA-Tal preincg
bar a 37 °C.
Luego de preincubar el sobrenadante
S a 37 °C a los tiempos que se indi
can, se midió actividad enzimática
de 1a manera descripta en Métodos,
empleando DOVA(0 ) y DOVA+ L-glu
tamato (O ) como sustratos.
(DOVA)- 5,5 mM; (L-glutamato) 
200 mM.

Comoconclusión importante, comparando las dos ülti
mas figuras se hace evidente la protección que ejercen los sus
tratos sobre la enzima durante la incubación.
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En base a los resultados obtenidos elegimos como tieE
po standard de incubación 30 minutos, con lo cual afin para con
centraciones de glutamato menores que 200 mMnos aseguramos es
tar dentro del intervalo de tiempo en que la velocidad de for
mación de producto sea constante.

VII.1.4. Efecto de la concentración de proteína

E1 objeto de este análisis fue establecer el rango de
concentración de proteína que nos permita obtener valores deteg
tables de actividad, y ademásverificar la necesidad de mante
ner o no constante la relación (DOVA/proteína) teniendo en cuen
ta los resultados ya obtenidos al variar la concentración de
DOVA,ilustrados en 1a Figura 29.

Utilizando el sobrenadante S proveniente de células
crecidas en oscuridad y una concentración de DOVA4,0 mMmedi
mos formación de ALAen función de la concentración de proteí
na, al incubar con y sin el agregado de L-glutamato (Figura 34).
En ambos casos los valores se ajustaron a una recta, lo que ig
plica que la actividad específica representada por 1a pendien
te de la misma permanece constante, independientemente de la
concentración de proteína y de la relación que exista con la
concentración de DOVA.Este dato es importante porque nos permi
te comparar valores de actividad de extractos enzimáticos aun
que difieran en su contenido proteico.

VII.l.5. pH óptimo

La actividad enzimática generalmente varía en función
del pH,de manera característica y de forma distinta segün la
enzima considerada.

Para la DOVA-Tde Euglena gnac¿¿¿¿, la curva de activi
dad en función del pH (Figura 35) tiene forma de campana con un
rango de pH óptimo estrecho que oscila entre 6,8 y 7,4 respect;
vamente. Experimentalmente la variación de pH en el sistema de
incubación se logró utilizando distintos buffers (ver leyenda
de la Figura 35)..Ensayando el mismo rango de pH con más de una
solución reguladora pudimosapreciar posibles interferencias por
parte de algunos de los constituyentes de la mezcla buffer. De
esta forma surge que el intervalo de pH 7,4-9,0 debe ser eva
luado empleando ácido b6rico-bórax en lugar de Tris-HCl como
soluciGn reguladora, debido al fuerte efecto inhibitorio (aprg
ximadamonto del 75 Z) que presents este último.
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FIGURA34: Efecto de distintas concentracio
nes de proteína sobre la actividad
de DOVA-T.
La medición de actividad se reali
zó de la manera habitual, en pre
sencia de DOVA ( O) y DOVA+ L-glu
tnmnto (O ) Comosustratos.
(DOVA) = 4,0 mM; (L-glutamato) =
166,67 mM.

Teniendo en cuenta que el agregado del extracto enzima
tico y la metabolización de sustancias a lo largo del tiempo do
incubación pueden contribuir a modificar el pH del buffer emplea
do, cabe aclarar, que se consideró como pH experimental al prg
medio de los valores medidos antes y después de la incubación.

La variación de actividad enzimática con el pH depen
de fundamentalmente del comportamiento ácido-base de In onzimn
y del sustrato. El efecto producido por e] pH sobre ol nnlndn
de ionización de la proteína no pudo ser analizado debido a la
inestabilidad propia de la enzima (Eigura 33); mientras quo,
el efecto sobre el sustrato (DOVA)se evaluó directamente a
partir de los blancos de reactivos utilizados comocontroles
al construir la curva de la Figura 3Q (estos tubos contenían,
a excepción de la enzima, todos los otros componentes del sis
tema de incubación.
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FIGURA35: Actividad de DOVA-Ten función del pH
de incubación.
Se midió actividad de DOVA-Ten pre
sencia de DOVA(4,1 mM) y L-glutamato
(200 mM)como sustratos, pero emplean
do diferentes buffers (100 mM)para
alcanzar los distintos pH's, corres
pondiendo: (O ) citrato-fosfato de sg
dio, (O) fosfato de sodio, (I) áci
do bórico-bórax y (Ü ) nlicinn-NaOH.
El resto de la metodología fue 1a em
pleada habitualmente.

Partiendo de aproximadamente 4,0 umoles de DOVAohseg
vamos (Figura lg) que esta cantidad se mantiene constante (don
tro del error del método) para pH's comprendidos entre 4,88 y
8,73 independientemente de que el buffer utilizado haya sido
citrato-fosfato de sodio, fosfato de sodio, Tris-HCI o ñcidn
bórico-bórax. En cambio, en presencia de glicina-NaOH se produ
ce una pérdida progresiva de sustrato, conjuntamente con la
formación de ALA, que no se observa para valores de pH's simi
lares alcanzados con otras soluciones reguladoras. Lo que está
ocurriendo en este ültimo buffer, debido a la presencia de gli
cina, es la transaminación no enzimática del DOVAen ALA:

DOVA+ glicina ALA+ glioxalntn
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FIGURA_QÉ:Estabilidad del sustrato (DOVA).
En los blancos de thCtÍVÜS que corresponden n cada
buffer empleado en ¡a obtención de la curva de pH,
se determinó segün se especificó en Métodos la can
tidad de DOVAremanente y de ALA formado, luego de
incubar en las condiciones standard.

Comparando la cantidad de ALAcapaz de sintetizarse
enzimáticamente en las condiciones óptimas de incubación (pun
to máximo de la Figura 35) con la cantidad obtenida no enzimé
ticamente a pH's alcalinos comprendidos entre 9,6 y 10, obser
vamos que en este ütlimo caso 1a conversión fue de 6 a 10 ve
ces mayor, aün cuando 3610 el 10 Z del DOVAdesaparecido se ha
ya transformado en ALA.

Al evaluar latransaminación no enzimática en función
del pH, empleando L-glicina o L-glutamato como aminoácidos (fi
gura 37), surge como conclusión que el DOVAse descompone a
partir de pH's comprendidos entre 8 y 8,7 independientemente
de que se forme o no ALA; mientras que para llevar a cabo la
reacción de transaminación del DOVAque ocurre a pH's mayores
de 9,0 1a L-glicina resultó ser un sustrato más adecuado que
el L-glutamato. El empleo de L-alanina como amino donor arro
jó resultados similares a los obtenidos con L-glutamato.
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SOLUCION REGULADORA RANGO DE pH

Citrato-fosfato de sodio 3,5 - 6,0
Fosfato de sodio 6,0 - 7,4
Tris-HCl 7,4 - 9,0
Acido bórico-bórax 7, - 9,0
Carbonato-bicarbonato de sodio 9,0 —10,0

FIGURA37: Descomposición del DOVAen función del pH y del ami
noácido.
Se incubaron en condiciones standard tubos que con
tienen 6,8-7,0 umoles de DOVA,150 umoles del aming
ácido (A: L-glicina, B: L-glutamato), 150 umoles del
buffer correspondiente a cada pH y agua hasta un vg
lumen final de 1,5 ml. Luego de incubar se agregó
igual volumen de TCA a1 10 Z y se determinó el DOVA
remanente (0) y ALAformado (O) de la manera des
cripta en Métodos.
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Resumiendo, la conversión no enzimática del DOVAen
ALAa pH 7,4 y en presencia de L-glutamato (200 mM), que son
nuestras condiciones de incubación, será considerada como con
trol a lo largo de todas nuestras experiencias aunque en la ma
yoría de los estudios no alcanzó valores significativos.

VII.2. PROPIEDADES Y CARACTERIZACION DE LA L-GLUTAMATO:DOVA

TRANSAMINASA

VII.2.l. Efecto del fraccionamiento salino

Empleando el sobrenadante S como extracto enzimática,
se investigó el efecto del tratamiento con sulfato de amonio
sobre la actividad de DOVA-T(Tabla 7). Fraccionando en los
rangos 0-40, 40-75 y 75-90 Z (de este ültimo intervalo no se
muestran resultados puesto que no precipitó cantidad suficien
te de proteína) observamos que alrededor del 70 Z de las unida
des enzimáticas se concentran en la fracción 40-75 Z de satura
ción, alcanzandose un grado de purificación de casi 3 veces.
Además, el aumento de fuerza iónica resultó ser un tratamiento
adecuado para obtener la enzima libre de aminoácido unido, ya
que la preparación resultante evidenció un requerimiento abso
luto por el agregado de este sustrato.

Utilizando comoextracto enzimático la fracción que
precipita entre 40-75 Z de saturación con sulfato de amonio,
de aquí en adelante denominada fracción E, estudiamos nuevameg
te especificidad por el sustrato amino dador (Tabla 8) y requg
rimiento por el fosfato de piridoxal (Tabla 9). Con los resul
tados obtenidos corroboramos fehacientemente la participación
del L-glutamato en la reacción de transaminación del DOVAen
ALAy demostramos además que en la fracción E el cofactor si
gue unido a 1a enzima.

VII.2.2. cinética de la reacción

El principal objetivo al llevar a cabo estudios ciné
ticos es determinar los mecanismospor los que transcurren las
reacciones enzimíticas y analizar de qué forma distintos com
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compuestos pueden actuar sobre los mismos. Para ello compara
mos ]os resultados obtenidos experimentalmente con los calcu
lados teóricamente para todos los mecanismos posibles. So re
quiere contar con datos provenientes de distintos estudios pa
ra poder asegurar que una reacción procede, o un compuesto nc
tüa, segün un mecanismo determinado. A continuación se descri
bon pnrn la DOVA-Tde EugFana gnacífóó los renullnduu prUVP"
nientes de estudios cinéticos de velocidades iniciales e inhi
bición.

TABLA7: Efecto del fraccionamiento con sulfato de
amonio sobre 1a actividad de DOVA-T

FRACCION PROTEINAS ACTIVIDAD ACT. ESP. REND. PURIF.

(mg) (UE) (UE/mg) (7)

(*) (fn’r)

Sobrenadante S 532 2.656 3.919 7,37 100 1,0

(NH4)2804:

0-40 Z 143 18 195 1,36 5 0,2

40-75 Z 136 0 2.777 20,45 71 2,8

La proteína precipitada en los distintos rangos se re
suspendió en buffer fosfato de sodio 0,05 M pH 7,4; se
desaló a través de una columna de Sephadex G-25 (dimop
siones: longitud225 cm, diámetrointernozlo mm,volumcnde
gel: 20 m1) y se midió actividad de la manera descrip
ta en Métodos, empleando como sustratos (*) DOVA3,75 mM
y (**) DOVA3,75 mM+ L-glutamato 166,67 mM. El rendi
miento y grado de purificación correSponden a los obte
nidos en presencia de ambos sustratos.

A) Estudios de velocidades iniciales: Estamos en presencia de
una reacción en la que participan dos Sustratos (A: L-glu
tamato y B: DOVA)y se generan dos productos (P: Z-cetoglu
tarato y Q: ALA)). La determinación del modelo de velocidí
des iniciales implica llevar a cabo mediciones de actividad
cuando se varía la concentración de un sustrato a diferen
tes niveles fijos del otro.
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TABLA8: Efecto de distintos
aminoácidos sobre la
actividad de DOVA-T

AMINOACIDO UTILIZADO ACTIVIDAD

(mM) (Z)

Ninguno 5

20 29
Alanina 50 39

100 48
_______________. ______t__________

20 13
Glicina 50 10

100 9

____________________ __L__________
20 10

Scrina 50 15
100 21

20 94
Glutamato 50 99

100 100

20 26
Glutamina 50 23

100 20

Empleando como extracto enzimático
1a fracción E desalada a través de
una columna de Sephadex G-25, se
midió actividad de DOVA-Tsegún se
describe en Métodos pero utilizan
do distintos aminoácidos a tres
concentraciones diferentes. E1
100 Z se le adjudicó al valor más
alto de actividad.

Los gráficos de las dobles recíprocas o sea de 1/v
vs l/(A) para distintas concentraciones fijas de B (Figura gg)
y de l/v vs 1/(B) para distintas concentraciones fijas de A
(Ejgura 39) confirmaron para la DOVA-Tde Euglcna ghaciiáó un
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modelode velocidades iniciales paralelo, correspondiente a
un mecanismocinético tipo ping-pong, representado en la
Figura 40, según la notación de Cleland (155).

TABLA9: Efecto del fosfato de piridoxal sobre
la actividad de DOVA-T

FOSFATO DE PIRIDOXAL ACTIVIDAD ESPECIFICA

(UM) (UE/m8)

0 13,17
3,33 13,30
6,67 12,36

10,00 13,47
16,67 12,78
33,33 13,76
50,00 14,04
83,33 14,25

166,67 14,19

Empleando como extracto enzimático la frac
ción E desalada, se midió actividad de
DOVA-Tde la manera habitual, adicionando
distintas cantidades de fosfato de piridoxal.
(DOVA) - 4,07 mM; (L-glutamato) = 166,67 mM.

La expresión de velocidad para un mecanismo ping-pong bi
rreactante es:

V (A) (B)

Kal (B) + K (A) + (A) (B)b

donde v es la velocidad inicial, (A) y (B) las concentracig
nes de los sustratos, V representa la velocidad máximay

Ka y Kb las constantes de afinidad para los sustratos A y
B respectivamente.
Comoen nuestras experiencias, hasta los 30 minutos. la fo;
mación de producto fue lineal con el tiempo, entonces
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tomamos la cantidad de ALAformado en este intervalo como
proporcional a la velocidad inicial de la reacción.
Los valores numéricos de las constantes cinéticas se obtu
vieron a partir de las intersecciones (ordenadas al orígen)
y puntos de cruce con el eje horizontal de coordenadas de
los gráficos de dobles recíprocas (Figuras 38 X 39), eviden
ciándose una buena concordancia entre los resultados obteni
dos.

(o) K l 92 M l/V l/v

ITI

(0) K = o 48 mM ’
b ’ ./ 02,07 mM0’60

(o) Ka= 12,60 mM 0,08 7, / /O3,50mM
4

/, ’l ///
/ z/ / o 04’I/ z, // , l////,//// Í

II/II, l/z I/// l, // I1/ z/ // l[z ¡í // l
x /f ,/ l I r 0 I 0

-0,6 -o,4 -o,2 o 0,2

1/(Glutamato) (mM‘l)

FIGURA38: Gráfico de Lineweaver-Burk para el L-glutamato cg
mo sustrato variable y el DOVAcomo sustrato fijo.
Se midió actividad de DOVA-Tde la manera descrip
ta en Métodos, empleando como extracto enzimática
la fracción E (O) o el sobrenadante S (O). El a
juste de las rectas se efectuó por el método de
cuadrados mínimos. v: nmoles ALA/30 min.mg

Observando los valores de Ka y Kb vemos que la enzima libre
presenta, en forma análoga a lo reportado por distintos au
tores en diferentes fuentes (ver Tabla 3) una constante de
afinidad siempre menor para el DOVAque para el aminoácido.
Comparando el comportamiento cinético de la fracción E y e]
sobrenadante S a altas concentraciones de sustrato fijo
(Figuras 38 x 39), surge que 1a enzima libre presenta mayor
afinidad por el L-glutamato que la proteína presente en el
sobrenadante S, mientras que la afinidad por el DOVAcn
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independiente del extracto enzimática utilizado. Las dife
rencias en los valores de Ka son perfectamente justifica
bles si tenemos en cuenta que la mayor parte de la enzima
presente en el sobrenadante S está en la forma de complejo
enzima-L-glutamato.

(0) 1/v (O) l/v
= 166 67m“o K

( ) a 2,19 mM o 16_ 5 #0,24

(o) Kb= 0,57 mM .///

(0) Kb= 0,99 mM o 4,17mM

cx),/<Ï//, 12,50mM
0,0217"o/o/o -0,12

,,,/:¿:,z'o 01,0]fi6,67mM
[/Iz/ ,,"/7 J/Í'O/z, z'í 1, ,1z, z, Í //z, a, /,'zz zz l,

¡{z AI, zzT/l 0 4 0
—2,o —1,0 o 1,0

1/(DOVA) (mM'l)

FIGURA39: Gráfico de LineweaveraBurk para el DOVAcomo sus
trato variable y el L-glutamato comosustrato fijo.
Se midió actividad de DOVA-Tsegón se describe en
Métodos, empleando como extracto enzimático la frnc
ción E (0) o el sobrenamente S (O). El ajuste de
las rectas se efectuó por el método de cuadrados
mínimos. v: nmoles ALA/30 min. mg

Los gráficos de Hill (Figura 41) corroboran el comportamien
to michaeliano para la enzima presente en ambos extractos,
indicando la presencia de un solo tipo (o población) se si
tios de unión para cada sustrato.

B) Estudios de inhibición: Continuando con los estudios cinéti
cos se investigó 1a inhibición producida por 1a acción de:
—Sustratos: Los sustratos actúan como inhibidores dead-end.

Un inhibidor dead-end es una sustancia que se une a la
enzima formando un complejo que no puede ser transformado
químicamente, en consecuencia, conduce a un "camino sin
salida".
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- Análogos del sustrato: Actóan compitiendo con el verdade
ro sustrato por sus sitios de unión.

- Productos: Esta inhibición se debe a que los productos pa
san a actuar como sustratos de ln reacción que ocurrn en
sentido inverso.

A P B Q

(L-glutamato) (2-cetoglutarato) (DOVA) (ALA)

I x m l
E (EA == FP) F (FB = EQ) r,

FIGURA40: Mecanismocinético tipo ping-pong característico
e las transaminasas.

Segón la notación dc Clclnnd (155) la línea hnri
zontal representa la enzima, E (Enzima-fosfato dv
piridoxal) y F (Enzima-fosfato de piridoxamina)
son las formas enzimáticas estables, A y B los
sustratos, P y Q los productos, EA y FB corros
ponden a los complejos transitorios enzima-sus
trato y FP y EQson complejos transitorios
enzima-producto.

- Inhibición por sustrato: Mientras que concentraciones tan
altas como 400 mMde L-glutamato no afectaban la veloci
dad de la reacción, concentraciones de DOVAmayores de
3,5 - 4,5 mMproducían una marcada inhibición sobre la
actividad de DOVA-Tde Euglena gnacJLiM (Figura 42).
Teóricamente, la mayoría de las inhibiciones por sustrato
resultan de combinaciones dead-end entre el sustrato inhi
bidor y una forma enzimática que no es la adecuada para
dar producto (155). Este tipo de inhibición es caractnrïs
tica de un mecanismo ping-pong ya que en él participan
más de una forma enzimática estable. Entonces,1a inhibi
ción observada a altas concentraciones de DOVA,podría de
berse a que este sustrato se combina con E, además de ha
cerlo con F. Dicha inhibición será lineal (es decir, el
gráfico de l/v vs concentración del inhibidor se ajustarïa
a una recta) si sólo una molécula de inhibidor (DOVA)se
une a 1a enzima, o parabólica si el sustrato inhibidor sc
combina dos veces con la misma forma enzimática.
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FIGURA41: Gráfico de Hill para ambos sustratos.
Los valores representados corresponden a las velg
cidades iniciales y velocidad máximaobtenidas pa
ra: I) concentraciones variables de L-glutamato y
constante de DOVA(0 : 3,50 mM; O : 4,33 mM) y
II) concentraciones variables de DOVAy constante
de L-glutamato (o ,0 : 166,67 mM). En ambos casos
se analizó el comportamiento de la fracción E (O )
y sobrenadante S (O ).

Segün los gráficos de Dixon obtenidos al emplear e] sobre
nadante S o la fracción E como extractos enzimáticos (Ei
gura 42), las curvas de inhibición por DOVApresentan una

I I l Aprimerazona lineal, que obedece a la ecuac1on correspon
diente a inhibiciones lineales por sustrato:

V (B)

Kbugugfl

donde B es el sustrato inhibidor (DOVA),Ki es la constan
te de inhibición (el resto de los símbolos tiene e] mismo
significado dado anteriormente) y representaría n ln sim
guiente reacción:
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Luego, a concentraciones más altas de DOVA(mayores do
10 mMpara el sobrenadante S y 8 mMpara la fracción E),
la inhibición deja de ser linea] para transformarse en
parabólica debido a ln unión dc una segunda moléculn r
DOVA:

(u

E-DOVA + DOVA :—'. E(D0VA)2

O b O
Í

‘O

'.——.

"06//
o/

/ o
oymí/ /

z/ 43

(DOVA) (mM)

FIGURA42: Gráfico de Dixon para la inhibición por sustrato
(DOVA).
Empleandocomoextracto enzimático el sobrenadante
S ( O) y la fracción E (o ), se midió actividad
de DOVA-T,según Métodos, variando 1a concentra
ción de DOVAy manteniendo constante la concentra
ción de L-glutamato (166,67 mM). Las rectas se a
justaron por el método de cuadrados mínimos.
v: nmoles ALA/30 min. mg

De la Figura 42 surge, para la formación del complejo
E-DOVAvalores de Ki de 14,74 muy 4,90 mMpara el sobreng
dante S y la fracción E respectivamente; además como era
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de esperar luego del tratamiento con sulfato de nmnnin la
enzima ya libre de L-glutamato es más sensible a la inhi
bición por DOVA.
Esta inhibición por sustrato desaparece si se satura con
L-glutamato (400 mM), corroborando que dicho aminoácido
y el sustrato inhibidor se combinan con la misma forma en
zimática (E), razón por la cual la inhibición por DOVAes
de tipo competitiva parabólica (hasta el momentono se re
gistra en la literatura referente a esta enzima ningfin tra
bajo que describa este tipo de inhibición).

Inhibición por análogos de sustrato: Teniendo en cuenta
la similitud estructual del DOVAy glioxalato, se postuló
que las actividades de L-glutamatozDOVAy L-glutamatozgli
oxalato aminotransferasas podrían atribuirse a una misma
enzima. En base a esta posibilidad se investigó de qué
forma el glioxalato interferïa en la reacción de transa
minación del DOVAen ALAal emplear como fuente enzimáti
ca la fracción E proveniente de células de E. gnactïió
cultivadas en oscuridad.
En la Figura 43 se representa el gráfico de inversas
(l/v vs l/(DOVA))obtenido al variar los niveles de glio
xalato entre 0-10 mM,manteniendo constante 1a concentra
ción de L-glutamato (166,67 mM). Las concentraciones de
DOVAfueron seleccionadas dentro del rango en el cual sc
observa un comportamiento michaeliano para este sustrato
(concentraciones menores de 4,0-4,5 mM).
Los resultados obtenidos muestran claramente distintos ti
pos de inhibición, dependiendo de la concentración de
glioxalato. Hasta una concentración de inhibidor de 4 mH
se observa una inhibición no competitiva mientras que pa
ra concentraciones de glioxalato entre 4 y 10 mMso con
vierte en competitiva.
La inhibición no competitiva, en un mecanismo ping-pong,
sólo puede explicarse si el glioxalato es capaz de unirse
tanto a la forma enzimática E como a la F, resultando por
lo tanto las siguientes combinaciones:

E + glioxalato ——¿E-glioxalato

F + glioxalato «si F-glioxalato
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FIGURA43: Efecto del glioxalato sobre 1a actividad de
DOVA-T.
Se midió actividad de la enzima en presencia
de distintas concentraciones de glioxalato,
manteniendo fija la concentración de L-gluta
mato (166,67 mM), variando los niveles de
DOVAy empleando la fracción E como extracto
enzimático. La metodología utilizada corres
ponde a la descripta en Métodos.
v: nmoles ALA/30 min. mg

El efecto del inhibidor (Figura 43) sobre la pendiente se
debe a su unión a la forma F, mientras que la unión con E
sería la responsable de variaciones en la intersección
(155).
Al igual que en el estudio de velocidades iniciales, para
los estudios de inhibicióntamhión seobtuvo una mayor in
formación cuando se graficaron las pendientes y las inter
secciones en función de 1a concentración del inhibidor
(Figura 44). Comopuede verse ambos parámetros varían en
forma lineal con la concentración de glioxalato, por lo
cual la inhibición no competitiva sedenomina lineal. y se
obtienen para las constantes de inhibición valores de
6,20 mMy 2,35 mMque corresponden a la formación de los
complejos E-glioxalato y F-glioxalato respectivamente.
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(o) Ki= 6,20mM /O
(o) Kí= 2,35mM 0'06- o —0’12

O Ob <3 lil O O G)

Intersecc1ón

I
‘\Pend1ente

\ \ \
CÉS;

,I' 1 ¡í 0 l l o
-6 —4 —2 o 2 4

(Glioxalato) (mM)

Variación de la pendiente ( O) e intersección
( O) del gráfico de dobles recíprocas (Figura
43) en función de la concentración del inhibi
dor (hasta 4 mM).

Para concentraciones de glioxalato mayores de 4 mM(entre
4 y 10 mM)el tipo de inhibición pasa a ser competitivo,
sólo se observa variación en la pendiente, por unión a la
forma F, mientras que el efecto sobre la intersección se
estabiliza. Observandoel gráfico de Dixon representadoen
la Figura 45,e interpretandolo enformaanálogaa lainhibi
ción manifestada por el DOVA(figura 42), e] efecto do]
glioxalato a concentraciones mayores de 4 mMcorresponde
ría a la unión de una segunda molécula de inhibidor a la
forma F para dar:

F-glioxalato + glioxalato .¿S'F—(glioxalato)2

En este caso, altos niveles de DOVA(3,22 mM) impiden es
ta Gltima combinación, pero no interfieren en la formación
del complejo F-glioxalato. Este cambio de inhibición volvg
rá a analizarse más adelante, luego de caracterizar a la
L-glutamatozglioxalato transaminasa.
El tipo de inhibición pone de manifiesto la propiedad del
glioxalato,como análogo del sustrato, de reproducir el mg
do de acción del DOVA,ya que ambos compuestos pueden u

nirse a las formas enzimáticas F y E. Además, los Kí
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cuando actúan como inhibidores dead-end por combinación

con 1a forma E son del mismo orden (Ki DOVA= 14,74 mM;
Ki glioxalato = 6,20 mM).

1/v

0'50“ 0 mM

0'40” o 1,25mM

o,3o_ ./Ül,80mM
Ü

0,2o_ o .3,22mM

/°/.
0,1030/¡íg, '/
¡2833/

,22?eá'
,z/ o

X” l l l
4 0 4 8 12

(Glioxalato) (mM)

FIGURA45: Gráfico de Dixon para la inhibición
por glioxalato.
Las condiciones experimentales son
las descriptas en 1a leyenda de 1a
Figura 43.

Respecto al comportamiento del glioxalato como inhibidor
descripto por otros autores, algunos le adjudican unn in
hibición competitiva (115, 119), mientras que otros (156)
le atribuyen este tipo de inhibición a bajas concentracio
nes de alanina (2 mM)cambiando a no competitiva al aumen
tar los niveles del aminoácido (20 mM).



- Inhibición por producto:
concentraciones de ALA(8 - 25
dor de 1a actividad de DOVA-T,
hibitorio (Tabla IQ).
anteriores (93, 116, 118, 119,

Este resultado concuerda con

Cuandose analizaron distintas
mM)como posible inhibi
no se observó efecto in

datos
156) según los vuñlos In

reacción de transaminación del DOVAen ALAes irreversi
ble, manifestando un comportamiento singular y atïpiro
para esta familia de enzimas.

VII.2.3.

TABLALg: Efecto del ALA sobre
la actividad de DOVA-T

ALA ACTIVIDAD ESPECIFICA

(mM) (7o)

0 100

8,3 99
12,5 95
16,7 97
20,8 95
25,0 92

Se midió actividad de DOVA-T
de la manera descripta en Mg
todos, adicionando distintas
cantidades de ALAy emplean
do la fracción E como extragto enzimático.

Estabilidad de la enzima

Preincubando el sobrenadante S y la fracción E a 37 °C
durante distintos intervalos de tiempo (Figura 46) observamos
que con sólo 15 minutos de preincubación se inactiva el 50 Z
de la enzima libre mientras que el complejo E-glutamato retie
ne el 75 Z
damente ambos extractos alcanzan el valor máximo de

de la actividad inicial. A los 45 minutos aproxima
inactiva

ción de 60 Z y 38 Z para la fracción E y el sobrenadante S ros
pectivamente.
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FIGURA 46: Estabilidad de 1a DOVA-Ta 37 °C.
Luego de preincubar a 37 °C a los tiempos
que se indican, se midió actividad de
DOVA-Tde 1a manera descripta en Métodos,
empleando como extractos enzimáticos el
sobrenadante S (O ) y 1a fracción E (0 ).

Teniendo en Cuenta que el complejo E-glutamato al
preincubado origina 1a forma enzimática F, de este gráfico
ge la inestabilidad tanto de E como de F, y además, vuelve
ponerse de manifiesto el efecto protector de los sustratos
bre la enzima.

ser
su;
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VII.3. CONCLUSIONES PARCIALES

Para la L-glutamato:4,5 dioxovalérico transaminasa de
Euglena g/Laciiu:

- Establecimos las condiciones óptimas para medir actividad
(n vitno. empleando el sobrenadante S como extracto enzimñti

CO:

a) (DOVA)entre 4,0 - 5,5 mM;valores más altos producen una
marcada inhibición.

b) (L-Glutamato) entre 150 - 200 mM.

c) No se requiere el agregado defosfato de piridoxal
(0 - 166,67 uM) como cofactor.

d) Tiempo de incubación: 30 minutos, con lo cual estamos den
tro del intervalo en que la velocidad de formación de prg
ducto es constante.

e) Concentración de proteína entre 2 - 10 mg/ml, en este ran
go la actividad específica no varía.

f) pH óptimo oscila entre 6,8 - 7,4; se obtiene al emplear
buffer fosfato de sodio pH 7,4 a una concentración final
de 0,1 M.

- Observamosquela mayor parte de la proteína, contenida en el
sobrenadante S, capaz de transaminarel DOVAen ALA, estaría
como complejo enzima-glutamato. El aumento de fuerza íóníca
por el agregado de sulfato de amonio (40-75 Z de saturación)
constituyó un tratamiento adecuado para obtener la enzima
libre (Fracción E).

- A través de los estudios de velocidades iniciales confirma
mos un mecanismo cinético tipo ping-pong que según 1a nota
ción de Cleland (155) se representa:

A P B Q

(L-glutamato) (2-cetog1utarato) (DOVA) (ALA)

l r l Í
E (EAZFP) F (FB :EQ) E
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Los valores de las constantes de afinidad para el L-glutama

to (Ka) y DOVA(Kb) fueron 2,06 mMy 0,52 mMrespectivamente.

- Analizando el efecto de distintos inhibidores observamos que:

a) Concentraciones de DOVAmayores de 3,5 mMproducen una
inhibición competitiva parabólica debido a 1a formación
de complejos dead-end con la forma enzimática E:

A P B Q

E (EAIFP) F (FB-:EQ) E

B ‘Ki=4,90 mM
EB

a:
EB2

b) El glioxalato entre l y 10 mMinhibe la actividad de la
enzima. Concentraciones de glioxalato comprendidas entre
1 y 4 mMproducen una inhibición no competitiva lineal,
debido a que elinhibidor es capaz de unirse tanto a la
forma enzimática E como a la F. Para concentraciones de
glioxalato mayores de 4 mM(entre 4 y 10 mM) el tipo de
inhibición cambia, se transforma en comEetitiva, una se
gunda molécula de inhibidor se une a F. Observamos que
altas concentraciones de DOVA(3,22 mM)impiden esta fil
tima combinación, pero no la formación de FI.

A P B Q

E (EA:='FP) F (FB ::EQ) E1
IlK.=6,20 mM 1 LK.=2,35 mM (I) = 1-4 mM1 l
EI FI j

1,411130“) 1 (1) = 4-10 mM

F12 J

siendo I: glioxalato
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c) Concentraciones variables de ALA (8 —25 mM) no producen
inhibición sobre la actividad de la enzima, probablemente
por falta de reversibilidad de la reacción.

Comovemos, todos los tipos de inhibición observados fueron
compatibles con el modelo de velocidades iniciales.
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Sabiendo que las transaminasas pueden o no ser bastan
te específicas para un dado par de sustratos y teniendo en
cuenta la posibilidad sugerida por:algunos investigadores
(115-117, 119) de que 1a enzima capaz de transaminar ¿n vitno
el DOVAen ALAfuese 1a misma que ¿n vivo convierte el glioxa
1ato en glicina (Figura 47), nos interesó en primer lugar. ca
racterizar 1a L-glutamatozglioxalato transaminasa (glioxala
to-T) de Euglena gnac¿[¿ó para establecer luego, mediante estu
dios comparativos, su posible identidad con la DOVA-Tde esta
misma fuente.

COOH coou
I Í

ooon 9H2 coon (5‘12+
c=o (¡mz CHZNHZ + ÏHZ
\H c=o c=o

I l

CHZNHZ coou

glioxalato + L-glutamato -—-—-glicina + 2-cetog1utarato

FIGURA47: Reacción catalizada por la L-glutamato:g1ioxa1ato
transaminasa



VIII.1. L-GLUTAMATO:GLIOXALATOTRANSAMINASA

La reacción catalizada por la L-glutamatozglioxalato
transaminasa rinde comoproductos 2-cetog1utarato y glicina.
Para analizar el comportamientodeesta enzima, cuya actividad
se evaluó determinando la cantidad de glicina formada, en pri
mer lugar debimos adaptar un método de cuantificación de este
aminoácido a nuestras necesidades experimentales; para esta
blecer luego las condiciones óptimas a utilizar en 1a medición
de actividad y así poder proceder finalmente a caracterizar
la proteína, fundamentalmentedesde el punto de vista cinética.

VII.1.1. Cuantificación del producto de la reacción

Cuando el ensayo de cuantificación de glicina se em
plee para medir actividad de L-glutamatozglioxalato transamina
sa, la glicina que es el producto de la reacción estará en prg
sencia de una concentración lO a 100 veces mayor de L-glutama
to. Nuestro objetivo fue ajustar el método de determinación de
glicina reportado por Klein y Limer (148) a nuestras condicio
nes experimentales; los autores en su trabajo original descar
tan toda posible interferencia por glutamato siempre y cuando
se tengan concentraciones similares de ambos aminoácidos.

A) Cuantificación de glicina en ausencia de glutamato: El métg
do de Klein y Linser (148), que consiste en llevar a cabo
una reacción cuantitativa entre la glicina y el o-ftaldial
dehído (OFDA), ya había sido utilizado por Foley y Beale
(115) para evaluar la actividad de glioxalato-T en Eugtena
gnac¿l¿s, por tal razón comenzamosnuestras experiencias u
tilizando la adaptación del trabajo original descripta por
estos últimos investigadores.
En un tubo de ensayo colocamos 0,9 ml de la solución
standard de glicina; 0,35 m1 de fosfato de potasio 1 M;
65 ul de hidróxido de potasio 5 M (para ajustar el pH a al
rededor de 8) y 0,35 ml de OFDA100 mM(disuelto en etanol).
Se deja reaccionar durante 2 minutos a temperatura ambiente
y se adiciona 1,35 ml de etanol acidificado (etanolzácido
sulfúrico en relación 30:5). El derivado coloreado se extrae
con 1,35 ml de cloroformo, se separa l ml de esta última
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fase se agregan 0,2 ml de etanol para evitar posible turbi
dez. Al cabo de 20 minutos se mide absorbancia a 570 nm.
Teniendo en cuenta que este ensayo será utilizado para cal
cular la concentración de glicina en un sobrenadante que
proviene de desproteinizar un sistama enzimático con TCA
10 Z en la relación 1:1 (ver Métodos), la solución standard
de glicina se preparó en TCA 5%.
Observando la Figura 48, vemos que existe una buena corre
lación lineal (coeficiente de regresión: r = 0,99) entre la
absorbancia y concentración de glicina en el rango de
1,0-2,8 mM(esta concentración corresponde a la solución o
riginal del aminoácido, sin considerar dilución por reacti

pudimos ver que si
0,98-1,00) no mos

vos). De la repetición de este ensayo,
bien el método empleado era preciso (r:
tró buena reproducibilidad, los parámetros de la recta pre
sentaban una desviación del 25 al 30 Z, razón por la cual
de utilizarlo debería corroborarse en cada experiencia la
curva de calibración.

Posible interferencia del glutamato: El glutamato podía in
terferir en la cuantificación espectrofotométrica de la gli
cina, debido a susimilitud en cuanto a grupos funcionales
y a la mayor concentración relativa del mismo en el sistema
que nos interesa analizar.
Comenzamosa estudiar la posible interferencia registrando
los espectros de absorción de los compuestos coloreados ob
tenidos al emplear glicina, glutamato y ambos aminoácidos
juntos comosustratos de la reacción detallada anteriormen
te (Figura 49).

a J c 4 Cion del compleJo con glutamato se requerian concentrac1o
Previamente se verificó que para la forma

nes de este aminoácido superiores a 20 mM,mientras que pa
ra la glicina con 1 mMhabía sido suficiente.
La glicina formaba con el OFDAun complejo (OFDA-Gli) de cg
lor azul violáceo que presentaba un máximode absorción a
560 nm,

(OFDA-Glu)era de color rosa y manifestaba una absorción má
mientras que con glutamato, el complejo obtenido

xima a 500 nm. En presencia de ambos aminoácidos se originó
un derivado de coloración similar al de la glicina, pero
con un máximo a 540 nm, y el espectro no correspondía a la
suma de los obtenidos con glicina y glutamato separadamente,



sino que mostraba valores de absorbancia significativamente
mayores.
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FIGURA48: Curva de calibración de glicina.
La metodología utilizada correspog
de a la descripta por Foley y Beale
(115). La recta se obtiene por el
método de cuadrados mínimos (a: pen
diente, b: ordenada al origen).

En consecuencia, el sistema en el cual se hacen reaccionar
juntos los dos aminoácidos no puede ser analizado como una
mezcla de los complejos que se forman con cada uno de ellos
por separado, sino que más bien debe pensarse en la forma
ción de un nuevo complejo (OFDA-Gli-Clu). Considerando que
el OFDAposee dos grupos reactivos por molécula con posibi
lidad de unirse cada uno de ellos a una molécula de aminoá
cido, es muy probable la existencia del último complejo prg
puesto.
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FIGURA49: Espectros deabsorción correspondientes
a los complejos coloreados formados
por 1a glicina ( ), glutamato (————)
y ambos aminoácidos (---), a1 reaccio
nar con OFDA.
(---) Representa la sumaaritmética
de losespectros de 1a glicina (——)y
glutamato (————)actuando separadamen
te. Las soluciones de glicina (1,75 mM)
y glutamato (150 mM)se prepararon en
TCA al 5 Z.

Los resultados que se muestran en la Figura 50 estarían en
concordancia con la formación de un nuevo producto y además
ponen de manifiesto el efecto de distintas concentraciones
de glutamato sobre 1a reacción de cuantificación de 1a gli
cina. Restando la absorbancia aportada por el glutamato a
la obtenida en presencia de ambos aminoácidos, no se



obtiene la correspondiente a la glicina sola, sino que re
sultan valores de alrededor de 5 a 3 veces mayores depen
diendo de la cantidad de glutamato. El efecto potenciador
del glutamato, inversamente relacionado con su concentra
ción podría deberse a una competencia por el OFDAentre am
bos aminoácidos. A altas concentraciones de glutamato se
vería favorecida la formación del complejo OFDA-Gludismínn
yendo 1a disponibilidad del reactivo para formar
OFDA-Gli-Glu.
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FIGURA50: Efecto de distintas cantidades de glutama
to sobre 1a cuantificación de glicina.
Las distintas barras corresponden a las
absorbancias a 570 nm de los complejos cg
loreados formados por: (C3) glicina
(1,75 moles) + glutamato y (mm) glutama
to (las cantidades de este último aminoá
cido son variables y corresponden a los
indicados en abcisas).

Establecida la interferencia del glutamato, nuestro objeti
vo fue modificar el sistema de medición descripto anterior
mente de forma tal de asegurar que toda 1a glicina estuvie
se como complejo OFDA-Gli-Glu a través del cual se lograría
su cuantificación. Para ello, volvimos al trabajo original
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reportado por Klein y Linser (148) y en base al mismo trata
mosdeestablecer las modificaciones a realizar. Cabe acla
rar que este último trabajo ademásde descartar la interfe
rencia por glutamato, debido a la fecha de Su publicación,
no especifica por ejemplo 1a concentración de OFDA,ya que
este compuesto era sintetizado comouna fracción provenien
te de destilación; tampoco se sabe en qué proporción de eta
nolzagua se encontraba disuelto, lo cual podía modificar

estos y o
de

considerablemente la miscibilidad de las fases;
tros parámetros fueron variados en diferentes ensayos,
los cuáles surge como óptimo el sistema descripto en el pré

y /x1mo item.

Cuantificación de glicina en presencia de altas concentra
ciones de glutamato: Trabajando con concentraciones de gli
cina comprendidas entre 1 y 3 mMy variando la concentra
ción de glutamato desde 25 hasta 75 mM, observamos que con
el sistema que detallamos a continuación se podría conver
tir cuantitativamente toda la glicina en el complejo
OFDA-Gli-Glu, sin que se manifestara competencia del gluta
mato por el reactivo colorimétrico.
En un tubo de ensayo colocamos l m1 de la solución que con
tiene los aminoácidos (glicina y glutamato); 0,4 ml de
buffer fosfato de sodio l M pH 8,0; 0,1 ml de hidróxido de
sodio 3 N (para ajustar el pH a alrededor de 7) y 0,35 m1
de OFDA150 mMdisuelto en etanolzagua (2:1). Se deja reac
cionar durante 2 minutos a temperatura ambiente y se adicig
na 2,5 ml de etanol acidificado (etanolzácido sulfúrico en
relación 30:5). E1 derivado coloreado se extrae con 2 m1 de
cloroformo, se separa 1 ml de esta ültima fase y se agrega
0,2 m1 de etanol. Al cabo de 20 minutos el complejo colorea
do se cuantifica espectrofotométricamente.
Tomando 1a absorbancia a 540 nm (longitud de onda de máxima
absorción) comoparámetro proporcional a la concentración
de glicina, observamos mala reproducibilidad en el método
de cuantificación. Trabajando con duplicados y triplicados
era muydifícil obtener valores comparables.
Dado que en la técnica utilizada había una extracción con
cloroformo del complejo formado en fase acuosa, pensamos
que una posible turbidez de 1a fase orgánica podía ser un
factor que justificara en parte la mala reproducibilidad
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del método. Si bien el agregado de etanol a 1a fase cloro
fórmica antes de la lectura espectrofotométrica tenía por
objeto eliminar esta interferencia, la cantidad de alcohol
podría ser insuficiente.
Registrando los espectros de los ensayos que mostraban mala
reproducibilidad, pudimos ver que esto obedecía a un despla
zamiento de la curva hacia mayores o menores valores de ab
sorbancia, por variación de 1a línea de base. Con el obje
to de delimitar en cuanto a longitudes de onda la banda de
absorción del complejo formado, graficamos la derivada pri
mera del espectro. Cuando 1a derivada primera vale cero, la
longitud de onda correspondiente es la de máximaabsorción;
mientras que las longitudes de onda de los puntos de infle
xión acotan el intervalo en el cual aparece la señal espec
tral debida al complejo.
Con fines comparativos en la Figura 51 se representan las
derivadas primeras de los espectros correspondientes a los
complejos formados entre el OFDAy la glicina y/o glutamato.
Dicha representación se correlaciona y exalta las variacio
nes espectrales observadas anteriormente (Figura 49). Para
el derivado que nos interesa, OFDA-Gli-Glu, la banda de ab
sorción comienza a 480 nm, aparece el máximo a 540 nm y fi
naliza a los 600 nm. Por analogía con la fórmula de correc
ción propuesta, frente a situaciones similares de interfe
rencia, por Rimington y Sveinsson (157) para cuantificar
porfirinas y por Allen (158) para determinar esteroides, a
nalizamos qué tipo de relación existía entre 1a concentra
ción de glicina y el valor de absorbancia obtenido a partir
de 1a siguiente ecuación:

+ A480)c max _ (A600

donde ACrepresenta la absorbancia corregida; Amaxes el má
ximo valor de absorbancia que aparece aproximadamente a

540 nm (se busca entre 530 y 550 nm) y obviamente A600 y
A480 corresponden a los valores de absorbancia medidos a
600 y 480 nm respectivamente.
Graficando la absorbancia corregida en función de la concen
tración de glicina (Figura 52) se observa una muy buena co
rrelación lineal entre ambosparámetros (r: 0,98-1,00), me
joró considerablemente la reproducibilidad del ensayo y se
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obtuvieron rectas casi superponibles para concentraciones
de glutamato variables entre 25 y 75 mM(a 100 mMse hace
evidente 1a competencia por el OFDA).
Comparando con la medición de absorbancia únicamente a
540 nm, la sensibilidad del método aumentó casi 3 veces y
disminuyó considerablemente la dispersión de los datos.

480 nm

-1.7o nml 500 nm 
40

(---) (--->

dA/dl dA/dA

FIGURA51: Derivada primera (dA/dA) de los espectros de
absorción correspondientes a los complejos cg
loreados formados por la glicina ( ), gluta
mato (---) y ambos (---) con el OFDA.

Finalmente, aplicando tratamiento estadístico a los paráme
tros de las rectas de la Figura 52 se obtiene comovalor
más probable para la pendiente 0,178 i 0,011 y para la ordg
nada al origen 0,123 i 0,043; resultando para la formación
del complejo OFDA-Gli-Gluun coeficiente de extinción molar
(e ) de 7,0 x 102 cm-1 M_1. Queda así establecido el método
de cuantificación de glicina que nos permitió medir activi
dad de L-glutamatozglioxalato transaminasa.
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FIGURA52: Cuantificación de glicina en presen
cia de altas concentraciones de
glutamato.
Las distintas rectas se obtienen va
riando la concentración de glicina
y manteniendo constante la concentra
ción de glutamato en los siguientes
valores: ( ) 25 mM; (—- -) 30 mM;
(-°—) 40 mM; (---) 50 mM; (---) 75 mM
y (-..—) 100 mM. Las condiciones expg
rimentales corresponden a las descrig
tas en el texto. Las rectas se ajus
tan por el método de cuadrados míni
mos y cada una corresponde a1 prome
dio de 5 a 10 determinaciones.

VIII.l.2. Determinación de las condiciones óptimas para la
medición de actividad

La actividad de glioxalato-T en Euglena gnacitáó fue
medida anteriormente por Foley y Beale (115), pero el método
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que utilizó para determinar la cantidad de glicina (148) no
consideraba la notable interferencia aportada por el glutamato
presente en el sistema. Nosotros logramos corregir dicha cuan
tificación y establecimos las condiciones óptimas a emplear en
la medición deactividad de esta enzima.

A) Efecto de distintas concentraciones de sustrato

- Concentración óptima de glioxalato: Empleandoel sobrena
dante S proveniente de células cultivadas en oscuridad has
ta fase exponencial tardía, se midió actividad de glioxa
1ato-T variando la concentración de glioxalato y mante
niendo constante la de L-glutamato (Figura 53). La activi
dad óptima se alcanza al utilizar concentraciones de glig
xalato comprendidas entre 10 y 20 mM;concentraciones más
altas producían una marcada inhibición.

O\
o O

L5._

O

1,0
o o

0 l I l I

o 10 20 3o 40

Actividadespecíficax103

Glioxalato (mM)

FIGURA53: Efecto de distintas concentraciones de glig
xalato sobre la actividad de glioxalato-T.
Se mide actividad de 1a manera descripta
en Métodos, empleando el sobrenadante S cg
mo extracto enzimático, L-glutamato a una
concentración constante (166,67 mM)y dig
tintas concentraciones de glioxalato.
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- Especificidad por el aminoácido: A1 estudiar la actividad
de glioxalato-T en presencia de distintos aminoácidos, en
contramos que la mayor parte de ellos interfería en 1a
cuantificación del producto de la reacción, originando
complejos con diferente coloración y señal espectral. Só
lo la alanina y el glutamato, que según trabajos anterio
res eran los los amino-donores más probables, pudieron ser
evaluados empleando el sistema de determinación de glici
na descripto anteriormente. En base a los valores de acti
vidad obtenidos (Tabla 11) el L-glutamato resultó ser de
los dos aminoácidos ensayados, el mejor sustrato para la
reacción, observándose además un requerimiento absoluto
por el agregado del mismo.

TABLA11: Actividad de glioxalato-T
empleando L-alanina o L-glg
tamato como sustratos ami
no-donores.

AMINOACIDO UTILIZADO ACTIVIDAD

(mM) (Z)

Ninguno 0

L-Glutamato 50 61
100 100

L-Alanina 50 6
100 10

El 100 Z de actividad corresponde
al valor más alto obtenido. La mgdición de actividad se realizó de
la manera descripta en Métodos,
empleando una concentración de
glioxalato 20 mM.



- Concentración óptima de L-glutamato: Utilizando como ex
tracto enzimático el sobrenadante S y la concentración
optima de glioxalato (20 mM)medimos actividad de glioxa
lato-T en función de distintas cantidades de L-glutamato
(Figura 54). De acuerdo con los valores obtenidos la con
centración óptima de este sustrato se establece entre
150 y 200 mM.
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FIGURA54: Efecto de distintas concentraciones de
L-glutamato sobre la actividad de
glioxalato-T.
Se mide actividad de 1a manera descripta
en Métodos, empleando el sobrenadante S
comoextracto enzimático, glioxalato a
una concentración de 20 mMy cantidades
variables de L-glutamato.

B) Variación en la concentración de proteína: Empleando como
extracto enzimático el sobrenadante S proveniente de célu
las crecidas en oscuridad, una concentración de glioxalato
20 mMy de L-glutamato 166,67 mM, medimos formación de gli
cina al variar la cantidad de proteína (Figura 55). A1 uti
lizar concentraciones de 2,0 a 5,1 mg/ml los valores de



actividad se ajustaron a una recta, lo que significa que 1a
actividad específica, representada por la pendiente de 1a
misma, permanece constante.

E

E,12,0- /o
O
M\
:1 O
U

É 8,0_ /
o O

É
m

O
H 4,0
É

33 o

0 I I

o 2,0 4,0

Proteínas (mg/ml)

FIGURA55: Efecto de distintas concentracio
nes de proteína sobre la activi
dad de glioxalato-T.
La medición de actividad se efes
tuó de la manera descripta en
Métodos.

C) Efecto del tiempo de incubación: A continuación, en presen
cia de una concentración óptima de ambos sustratos, analiza
mos el efecto del tiempo de incubación sobre la actividad
de glioxalato-T presente en el sobrenadante S (Figura 56).
Incubando entre 0 y 90 minutos observamos que la velocidad
de formación de producto no se modifica dentro de este in
tervalo. En base a estos resultados se establece como tiem

po standard de incubación 30 minutos, ya que la cantidad
de glicina sintetizada en este lapso es suficiente para su
correcta cuantificación.
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FIGURA56: Variación de la actividad de
glioxalato-T en función del tiem
po de incubación.
La medición de actividad se efec—
tuó de la manera descripta en MÉ
todos. (Glioxalato) = 20 mM,
(L-glutamato) = 166,67 mM.

VIII.1.3. Propiedades y caracterización de la L:glutamato:glio
xalato transaminasa

A) Efecto del fraccionamiento salino: Teniendo en cuenta que
las experiencias para la caracterización de la DOVA-Tse
llevaron a cabo empleando comoextracto enzimátíco la pro
teína que precipita en el rango 40-75 Z de saturación con
sulfato de amonio (Fracción E), con fines comparativos ana
lizamos el efecto del fraccionamiento salino sobre 1a acti
vidad de glioxalato-T (Tabla 12). Precipitando en los ran
gos 0-40, 40-75 y 75-90 Z (de este último intervalo no se
muestran resultados puesto que no precipitó proteína) obse;
vamos que alrededor del 70 Z de la actividad de glioxala
to-T, con un grado de purificación de casi 3 veces, se



concentra en la fracción que precipita en el intervalo
40-75 Z de saturación.

TABLA12: Efecto del fraccionamiento con sulfato de amonio
sobre la actividad de glioxalato-T

FRACCION PROTEINAS ACTIVIDAÉ ACT. EÉP. REND PURIF.
(mg) (UE x 10 ) (UE x 10 /mg) (Z)

Sobrenadante S 505 941 1,87 100 1,0

804(NH4)2

-0-40 Z 198 52 0,26 6 0,1

40-75 Z 119 622 5,23 66 2,8

El sobrenadante S se fracciona con sulfato de amonio, 1a prg
teína precipitada en los distintos rangos se resuspende en
buffer fosfato de sodio 0,05 M pH 7,4; se desala a través de
una columna de Sephadex G-25 y se mide actividad de 1a mane
ra descripta en métodos.

B) cinética de la reacción:

Estudios de velocidades iniciales: En la reacción de la
glioxalato-T intervienen dos sustratos (A: L-glutamato y
B: glioxalato) y se generan dos productos (P: 2-cetoglutí
rato y Q: glicina). Los gráficos de dobles recíprocas
(Figuras 57 y 58) mostraron para esta enzima, al igual
que para la DOVA-T,un modelo de velocidades iniciales pa
ralelo, correspondiente a un mecanismoping-pong, caractg
rístico de las transaminasas (Figura 59).

independienObservando los valores de Ka y Kb vemos que,
temente del extracto enzimático utilizado, la constante
de afinidad del glioxalato es siempre menor a la del
L-glutamato.
Los gráficos de Hill (Figura 60) corroboran para esta en
zima una cinética michaeliana, indicando 1a presencia de
un sólo tipo (o población) de sitios de unión para cada
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sustrato. Este comportamientodifiere del reportado ante
riormente para la glioxalato-T de esta misma fuente (115)
ya que no se habían podido obtener gráficos de dobles rg

É uc1procas 11neales.

1/v (o) (o) 1/v

(0) Ka: 53,05 mM 0,80— o c1,20

(o) Ka= 3,03 x 102 mM
zo OOmM
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FIGURA57: Gráficos de Lineweaver-Burk para el L-glutamato
comosustrato variable y el glioxalato comosus
trato fijo.
Se midió actividad de glioxalato-T de 1a manera
descripta en Métodos, empleando como extracto
enzimático la fracción E (0 ) o el sobrenadante
S (O ). El ajuste de las rectas se efectuó por
el método de cuadrados mínimos.
v: umoles Gli/30 min. mg

- Estudios de inhibición: Sólo investigaremos la inhibición
por sustrato y por análogos del sustrato (DOVA).

a) Inhibición por sustrato: Comoya anticipáramos (Figura
53), concentraciones de glioxalato mayores de 20 mM
producían una marcada inhibición sobre la actividad
de 1a enzima, mientras que concentraciones de L-glutg
mato de hasta 300 mMno mostraron efecto inhibitorio.
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FIGURA58: Gráficos de Lineweaver-Burk para el glioxalato
como sustrato variable y el L-glutamato como
sustrato fijo.
Se midió actividad de glioxalato-T de la manera
habitual, empleando comoextractos enzimátícos
la fracción E (O ) y el sobrenadante S (O ). El
ajuste de Inn rocrnn no efectuó por ol mfirudo
de UUhdrndnn mTulmun. vl umulen Gil/JU mln. mg
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FIGURAS9: Mecanismo de acción de 1a glioxalato-T.
La representación se efectuó según la notación de
Cleland (155).
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FIGURA60: Gráficos de Hill para ambos sustratos. Los valores
representados corresponden a las velocidades ini
ciales y velocidad máximaobtenidos para: I) con
centraciones variables de L-glutamato y constante
de glioxalato (O ,0 : 15 mM)y II) concentraciones
variables de glioxalato y constante de L-glutamato
(0 ,0: 166,67 mM). En ambos casos se analizó el
comportamiento de la fracción E (0) y sobrenadan
te S (O ).

La inhibición por glioxalato desaparece si se satura
con L-glutamato (300 mM). De los gráficos de Dixon
(Figura 61) surge que dicha inhibición es de tipo
competitiva parabólica, lo que implica la unión de dos
moléculas de glioxalato a la forma enzimática E:

——E + glioxalato —a—E-glioxalato

_.—
E-glioxalato +glioxalato -——E(glíoxalato)2

Los valores de Ki para la formación del primer comple
jo (E-glioxalato) fueron 66,50 mMy 38,20 mM, para la
enzima presente en el sobrenadante S y la fracción E
respectivamente. La inhibición por glioxalato se



manifestó en ambosextractos a concentraciones simila
res de sustrato.
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FIGURA61: Gráficos de Dixon para la inhibición por sus
trato (glioxnlato).
Empleando como extracto enzimático el sobrena
dante S (O) y 1a fracción E (O), se midió
actividad de glioxalato-T según Métodos, va
riando 1a concentración de glioxalnto y man
teniendo constante la de L-glutamato
(166,67 m). Las rectas se ajustaron por el
método de cuadrados mínimos.
v: umoles Gli/30 min. mg

b) Inhibición por análogos de sustrato: De todos los po
sibles análogos del glioxalato, el que nos interesó in
vestigar como inhibidor, obviamente, fue el DOVA.En
la Figura 62 se representa el gráfico de inversas
(l/v vs l/(glioxalato)) obtenido a1 variar los niveles
de DOVAentre 0 y 2,8 mM. El comportamiento observado
corresponde a un tipo de inhibición competitiva, lo
que indica que el DOVApuede unirse tanto a la forma
enzimática E como a la F, dando origen a los siguientes
complejos:

E + DOVA .7: E-DOVA

F. + DOVA 7-: F-DOVA



130

l/v
0,80

D 2,80 mM

D/I 1,93mM0,60

. 1,16 mM

//'/ 0mM
,/B O OI ,'

l, ' O ol, I, ’I/0,20f-l’
,x’xí''t z,’I/ //ll Í/

lll/IIz,
1 ¡5 o I l I

—0,10 0 0,10 0,20 0,30

l/(Glioxalato) (mM’l)

FIGURA62: Efecto del DOVAsobre la actividad de glio
xalato-T.
Empleando la fracción E como extracto protei
co se midió actividad de la enzima en presen
cia de distintas concentraciones de DOVA,
manteniendo constante la concentración de
L-glutamato (166,67 mM)y variando los nive
les de glioxalato. La metodología utilizada
corresponde a la descripta en Métodos.
v: umoles Gli/30 min. mg

Representandolas distintas pendientes e interseccio
nes en función de la concentración del inhibidor (E252
ra 63), pudimos ver que ambos parámetros varían lineal
mente con la concentración de DOVA,por lo cual la in
hibición no competitiva se denomina lineal. Del mismo
gráfico se obtienen las constantes de inhibición corres
pondientes a la formación de los complejos E-DOVAy
F-DOVA, cuyos valores fueron 3,80 mMy 3,15 mMrespec
tivamente. E1 hecho de que todos las rectas de la ¿i
gura 62 se corten en un mismo punto sobre el eje nega
tivo de las abscisas, se debe precisamente a que ambas
constantes de inhibición son iguales, pero además está
indicando que 1a unión del inhibidor a la enzima no



modifica la afinidad de la misma por el glioxalato
(inhibición no competitiva lineal pura).
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O c
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FIGURA63: Variación de la pendiente (0 ) e intersección
(O ) del gráfico de dobles recíprocas (Figura
gg) en función de la concentración de inhibi
dor.

VIII.2. ESTUDIOS COMPARATIVOS ENTRE LA L-GLUTAMATO:DOVA Y

L-GLUTAMATO:GLIOXALATO TRANSAMINASAS

VIII.2.1. Cromatografía por tamices moleculares

Establecidas las condiciones óptimas para medir acti
vidad de ambas transaminasa, realizamos una cromatografía de
la fracción enzimática E a través de una columna de Sephadex
G-150. Observando los perfiles de elución (Figura 64) vemos
que la proteína con actividad de glioxalato-T eluye como una
banda ancha, semejante a la superposición de dos o más picos,
uno de los cuales podría adjudicarse con bastante certeza (PE

92.000 t 3.000),
quedaría sin resolver y representaría,
dor del 45-50 Z
presentó un pico bien definido (PM= 66.000.i 3.000) y un pe

somolecular(PM)= pero el resto de la curva
según el área, alrede

de la actividad total. La DOVA-Ten cambio,

queño hombro, que eluyen conjuntamente con la actividad de
glioxalato-T no resuelta y la proteína de PM92.000, respecti
VOMIHI. I

131



(mg)

Proteínas

Fracción I Fracción IIP; ; 4:
I

12_ l I l 60 420
l l

IPM=92.OOO' I| r\
I ¡ | ‘2,

m- l ¡ l 50 H -10!)PM=66.000 .
l l l y
I | “J

| I DI Ü V

R _ ' ¡[T ¡ 40 T __ 80
|

O I °
l O i:

. ¡ Ó l H
I o I \ ' S

6- I \ / ¿y | 3o 3 _ 60\ .

I o¡O Q ¡ :0

I ? \ I vm
¿»e l 9P I 20 3 _ 40

L. l (fl | >'H

’ I | Íc’

l O

2- I I |\ 10 _ 20

I I O\O‘

l I l C)\\CÏ/(\t)\\1(3 i0 n l F1I | I I4ÁQ I 0 _9
0 25 ' 50 75 100

Volumen de elución (ml)

EJQURA64: Curvas de elución para la DOVA-Ty glioxalato-T

La curva de elución de la glioxalato-T era predeci
ble ya que se sabe de la existencia de distintas isoenzimns
(¡10).

de
La fracción enzimática E se resuspendió en
buffer fosfato de sodio 0,05 M pH 7,4 y se crg
matografió a través de una columna de Sephadex
G-lSO. Las distintas curvas representan el por
fil de elución de proteínas (O ) y actividades
de glioxalato-T ( 0) y DOVA-T(D ). Las condi
ciones de elución y el resto de la metodología
empleada en las diferentes determinaciones, cg
rresponde a la descripta en Métodos. Los pesos
moleculares se adjudicaron empleando la curva
de calibración representada en la Figura 23.

(UE)

11

ActividadDOVA-v

El perfil obtenido para la DOVA-Testaría indicando que
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1a misma no forma agregados moleculares ni se disocia en subu
nidades, además el peso molecular adjudicado concuerda con los
reportados por otros autores en distintas fuentes (Tabla g).
Foley y Beale (115) postularon que las reacciones de transami
nación del DOVAen ALAy del glioxalato en glícina eran catali
zadas por una misma enzima, razón por la cual le atribuyeron
n ln NOVA-Tde Eugeena ghaciiió un peso molecular de 98.000
que sogón nuestros resultados correspondería a la glioxalato-T.

Si la proteína con actividad de ambas transaminnsas
se rcüne en dos fracciones, I y II segün se indica en la Figu
ra pá. la distribución de actividades sería:

- rgcción I: 47 A glioxalato-T
18 Z DOVA-T

- Erícción Il: 53 Z glioxalato-T
82 Z DOVA-T

Considerando estos valores, es lógico pensar que la fracción I
corresponda a una isoenzima de 1a glioxalato-T que dada la si
militud estructural entre el DOVAy el glioxalato, puede pre
sentar además actividad de DOVA-T,mientras que la fracción [I
estaría constituida por una mezcla de las dos enzimas, o bien
por una proteína específica para el DOVAo glioxalato como sus
tratos. Para esclarecer la composición de esta ültima fracción
se realizaron los estudios de competencia que se describen a
continuación.

VIII.2.2. Estudios de competencia por sustratos

Con fines comparativos las experiencias de vnmpoten
cin entre el DOVAy glioxalato como sustratos, se ronlíznrnn
empleando la fracción E (proteína que precipita en el rango
40-75 Z de saturación con sulfato de amonio) y la fracción II
(ver Figura 64) comoextractos enzimáticos.

Utilizando una concentración fija de L-glutamato, se
midió: l) actividad de glioxalato-T en ausencia de DOVAy 2)
actividad de ambas enzimas en presencia de una concentración
de DOVAconstante y de glioxalato variable (Figura 65). La
concentración de DOVAfue 1a adecuada para asegurar la satura
ción de la DOVA-Tsin que se manifieste la inhibición por sus
lrntn. las concentraciones de glioxalato también se



seleccionaron a fin de evitar este ültimo efecto.

ActividadDOVA-T(nmolesALA/30min)
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Competencia entre el DOVAy glioxalato cg
lTlOsustratos.
Empleando las fracciones E y II como extrag. , .to en21mat1cos y
L-glutamato (150 mM)se midió:

una concentración fija de
actividad de

glioxalato-T en ausencia de DOVA(0 ) y ac
tividades de glioxalato-T (O ) y DOVA-T (Ü)
en presencia de una concentración constante
de DOVA(2,80-3,00 mM)y de glioxalato variable. Las determinaciones de actividad
se efectuaron de la manera descripta en Métodos.
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Los resultados obtenidos corroboran para la fracción
E los tipos de inhibición observados al emplear como inhibido
res análogos del sustrato (Figuras 43 X 62). Para el caso de
ln "UVA-Tlas actividades que se evalüan representan veloridn
des máximas, sólo dependen de la concentración de enzima. ln
cremontando los niveles de glioxalato hasta 4 mMla velocidad
disminuye un 40 Z, manteniéndose luego constante aunque la con
centración de glioxalato siga aumentando hasta 16 mM.Este com
porrnmiento concuerda con las variaciones que muestran las or
denadas al origen de las rectas de la Figura 43. Para la
glioxalato-T vemosque,concentraciones saturantes de sustrato
no son capaces de revertir la inhibición de alrededor del 60%
producida por el DOVA.El gráfico de dobles recíprocas (FIGURA
ÉÉ) corrobora para esta enzima la inhibición no competitiva li
neal pura obtenida anteriormente (Figura 62).

La fracción II presentó, para ambas transaminasas,va—
rincinncs de actividad nnfilogas n las descriptas para la frnr
ción E. Para concentraciones de glioxalato de hasta 4 mMla
DOVA-Tdisminuye Su velocidad máxima en un 25 Z, este valor no
sc modifica aunque los niveles de glioxalato se incrementen has
tn 15 mM.Para la glioxalato-T, el efecto inhibitorio del DOVA
llcgó n ser de un 50 Z; los gráficos de dobles recíprocas (fi
gura QE) también indicarían para esta fracción un tipo de inhi
bición no competitiva.

Estos estudios nos permitirían descartar la posibili
dad de que sea una misma enzima la que catalize la transamina
ción del DOVAen ALAy del glioxalato en glicina.

VIII.3. CONCLUSIONESPARCIALES

A) Para la L-glutamatozglioxalato transaminasa de Eugfvna
gnacifiib:

—Para medir su actividad mediante la cantidad de glicina
formada, adaptamos el método de Klein y Linser (148) a
nuestras condiciones experimentales.

—Establecimos las condiciones óptimas para evaluar su acti
vidad ¿nV¿InO , empleando el sobrenadante S como extracto
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. , .en21mat1co:

a) (Glioxalato) entre 10 - 20 mM,valores más altos prodg
cen una marcada inhibición.

b) (L-Glutamato) entre 150 - 200 mM.

c) Tiempo de incubación: 30 minutos, obteniéndose veloci
dad de formación de producto constante en todo ol in
tervalo ensayado (0 —90 minutos).

d) Concentración de proteína entre 2 - 5 mg/ml, en cstc
rango la actividad específica no varía.

(O) 1/v Fracción E (Ó) l/V

Q 3,03mM
0,20- o O mM_.0,40

¡35°///
0,10I—/////O

Ó,1,
K“¡l

í’ 0 l l J 0
—0,10 0 0,10 0,20 0,30

1/(Glioxa1ato) (mn-1)

l/V Fracción II /. 2,30mMO

o,2o_ /o/
,ro

1/ o/o 0 mM
0 1 L¿9 ,o/o/

I, zz,/ ¡z/ ,‘// l,“
/ J'z 0 I l l
—0,10 0 0,10 0,20 0,30

1/(G1ioxa1ato) (mM‘1)

Gráfico de dobles recíprocas para la activiFIGURA 66:
en los estudios
en la Figura 65.

dad de glioxnlato-T evaluada
de competencia representados
vn umoloo 011/30 min.
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- Observamos que alrededor del 70 Z de 1a enzima precipita,
con un grado de purificación de casi 3 veces, en el inter
valo 40 - 75 Z de saturación con sulfato de amonio ([535
ción E).

- A través de los estudios de velocidades iniciales, config
mamosun mecanismo cinético tipo ping-pong, cuya represen
tación sería:

A P B Q

(L-glutamato) (2-cetog1utarato) (glioxalato) (glicina)

(EA: FP) F (FB: EQ) F.

Los valores de las Constantes de afinidad para el L-glu

tamato (Ka) y glioxalato (Kb) fueron 2,48 x 102 mMy
31,58 mM respectivamente.

- Analizando el efecto de distintos inhibidores observamos
que:

a) Concentraciones de glioxalato mayores de 20 mHprodu
cen una inhibición competitiva parabólica, debido a la
formación de complejos dead-end con la forma enzimáti
ca E:

A P B Q

E (EA: FP) F (FBZEQ) F.

B ‘ K.=38,20 mM1

EB

EB2

b) Concentraciones de DOVAentrel y 2,8 mMproducen una
inhibición no competitiva lineal pura, lo que indica
que el DOVApuede unirse tanto a la forma enzimática
E comoa la F, con iguales valores para las constantes
de inhibición correspondientes a la formación de los
complejos E-DOVAy F-DOVA,y sin modificar 1a afinidad
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de la enzima por el glioxalato.

A P B

E (EAzFP) F (FB: EQ) E

nou ‘ Ki=3,80 mM nole l Ki=3,15 mM
E-DOVA F-DOVA

B) De un estudio comparativo entre 1a L-glutamato:DOVA y
L-glutamatozglioxalato transaminasas, observamos que:

—Mediante la cromatografía por Sephadex G-150 de 1a proteí
na que precipita en el rango 40 - 75 Z de saturación con
sulfato de amonio, 1a actividad de ambas transaminasns se
distribuyó en dos fracciones, de la siguiente forma:

Fracción I: 47 Z glioxalato-T (PM92.000 i 3.000)
18 "Á DOVA-T

Fracción II: 53 Z glioxalato-T
82 X DOVA-T (PM 66.000 Í 3.000)

- Mientras que 1a actividad observada en la fracción I se a
tribuye n unn isoonzima do ln glioxnlato-T, para ln frnr
ción II, estudios de competencia entre el DOVA-Tyglioxa
lato comosustratos, demostraron que ambas actividades se
identificarían con dos enzimas diferentes.



139

CAPITULO IX

CONCLUSIONES FINALES

Página

139

Respecto a la participación del ácido 4,5-dioxovnlé
rico como intermediario en 1a vía de síntesis de ALAque utili
za precursores de 5 átomos de carbono, empleando Eugfena gnacá
((5 como fuente experimental:

- Se detectó ¿nthao la presencia de una transaminasa capaz
de convertir el DOVAen ALA(DOVA-T), cuya actividad se esti
mulaba a1 inducir 1a síntesis de clorofila y era siempre ma
yor (alrededor de 10 a 15 veces) a 1a del ALA-S.

- Teniendo en cuenta 1a similitud estructural entre el DOVAy
glioxalato, se llevaron a cabo estudios comparativos de pro
piedades y caracterización para las transaminasas capaces de
convertir el DOVAen ALAy el glioxalato en glicina (glioxa
lato-T), ya que existía la posibilidad de que ambas reaccio
nes sean catalizadas por la misma enzima. A continuación se
resumen los resultados obtenidos:



ESTUDIOSREALIZADOS

DOVA-T

GLIOXALATO-T

Concentraciónóptimade cetoácido Concentraciónóptimade aminoácido Actividadmedidaenau senciadeaminoácidoagregado*. Efectodeltiempode incubación Efectodelaconcentracióndeproteínas

(DOVA)entre4,0-5,5mM;valores
másaltosproduceninhibición.

70Zdelaactividadóptimamedi daconambossustratosasaturí ción.

(Glioxalato)entre10-20mM,valg resmásaltosproduceninhibición. 0Zdelaactividadóptimamedidaconambossustratosasaturación.

Velocidaddeformacióndeprodug toconstantehastalos45minutos Tiempostandarddeincubación:30 minutos

Velocidaddeformacióndeproduc toconstanteentodoelintervaloensayado(0-90minutos). Tiempostandarddeincubación:30 minutos.

Rangoensayado:2-10mg/mldentro delcuallaactividadespecíficapermanececonstante:5,66nmoles ALA/30minutos.mgproteína

Rangoensayado:2-5mg/mldentro delcuallaactividadespecíficapermanececonstante:2,04moles glicina/30minutos.mgproteína.
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ESTUDIOSREALIZADOS

DOVA-T

GLIOXALATO-T

Fraccionamientocon sulfatodeamonio Estudiosdevelocidadesiniciales** Inhibiciónporanálogos delsustrato**

Precipitaentre40-75Zdesa Curación.Rendimiento=70Z (referidoalsobrenadanteS). Gradodepurificación:3 veces

Precipitaentre40-75Zdesaturación.Rendimiento=70Z(referi doalsobrenadanteS).Gradode purificación=3 veces.

Mecanismoping-pong. Km(L-glutamato)=2,06mM Km(DOVA)=0,52mM InhibiciónporDOVAdetipo competitivoparabólica Inhibidor:glioxalato (Glioxalato)1-4mM:inhibición
'nocompetitivalineal

(Glioxalato)4-10mM:inhibición
competitiva

Mecanismoping-pong.2 Km(L-glutamato)=2,48xlOmM Km(glioxalato)=31,58mM Inhibiciónporglioxalatodetipo competitivaparabólica Inhibidor:DOVA (DOVA)entre1y2,8mM:inhibiciónnocompetitivalinealpura.

Inhibiciónporproducto**

Inhibidor:ALA.Noexisteinhibi ción,probablementeporfaltade reversibilidaddelareacción

Noseestudió
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ESTUDIOSREALIZADOSDOVA-TGLIOXALATO-T

CromatografíaporSephadexFracciónI:18ZactividadFracciónI:47Zactividad(PM= G-150**FracciónII:82Zactividad(PM=92.000i3.000)

66.000i3.000)FracciónII:S3Zactividad

(*)Ladiferenciaentreambasenzimaspodíadebersealadistintasensibilidaddelosmétodosde determinacióndeactividad,elproductodelaDOVA-Tsemideenelordendelosnmolesmientrasqueeldelaglioxalato-Tsedetectaennmoles.Lacantidaddeglicinaquepodríaformarseapartirdelglutamatoendógenonoalcanzaríaellímitededeteccióndelmétododecuantificaciónde glicina. (**)Estosestudiossellevaronacaboempleandocomoextractoenzimáticalaproteínaqueprecipitaenelrango40-75Zdesaturaciónconsulfatodeamonio(FracciónE).
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En base a los resultados anteriores y de los estudios
de competencia entre el DOVAy glioxalato sobre la actividad
de ambas transaminasas en la fracción II, se concluye que exis
ten dos enzimas diferentes, El y E2, encargadas de catalizar
1a formación de ALAy glicina respectivamente, que actuarían
según el siguiente mecanismo:

A P \ _ _ _ _ _ _ __J
(L-glutamato) (2-cetoglutarato)

l
E (E ..— FlP) Rl

2 (E2A2F2P)

Al medir actividad de DOVA-Ten ausencia de glioxala
to, el ALAse sintetiza por las vías 1 y 3, en una proporción
del 75 y 25 Z respectivamente. Al adicionar glioxalato la velg
cidad de formación de ALAva disminuyendo, originando en pri
mer lugar una inhibición de tipo no competitivo,por unión del
glioxalato a las formas E y F. Cuando la concentración de glig
xalato alcanza valores de 4 mM,la vía 3 deja de participar en
la formación de ALAy sólo se obtiene producto por 1a ruta 1;
niveles de glioxalato mayores de 4 mM(entre 4 y 10 mM)pueden

unirse a F1 pero concentraciones saturantes de DOVA,que es el
verdadero sustrato de la enzima, podrán desplazarlo modifican
do el tipo de inhibición de no competitiva a competitiva.

Para la glioxalato-T, la formación de glicina se lleva
ría a cabo por las vias 4 y 2. Utilizando al DOVAcomo análogo
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del sustrato, se produce una inhibición no competitiva debido
a que se une a las formas E y F. Dado que las concentraciones
de glioxalato empleadas para medir actividad de nlioxnlnto-T
son superiores a 4 mM, de las formas F es muy pnvn prnbnhln

que el DOVAse una a 1a F sino más bien lo haría con In F].2’

Cabe aclarar que si bien el mecanismo descripto ro
rresponde a las transaminasaspresentes en la fracción Il, os
válido para interpretar el comportamiento de la fraccíñn E que
sólo difiere de la anterior en 1a presencia adicional dc una i
soenzima de la glioxalato-T de PM92.000, que no posee prácti
camente actividad de DOVA-T.

Establecida la existencia de una transaminasa especí
fica para sintetivar ALAa partir de DOVA,nuestros próximos
objetivos son aislarla, purificarla e investigar ndemñqsu pag
ticipación en la biosíntesis de porfirinas en otros tipos de
organismos.
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