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OBJETIVOS

La estructura tetrapirrdlica de las porfirinas es 1la
base quimica de una serie de compuestos imprescindibles para 1la
vida, involucrados en los procesos fundamentales de respiracidn
y fotosintesis, a través del hemo y la clorofila, respectivamen
te. Los tetrapirroles también participan en otras reacciones me
tabdlicas importantes como transportadores de electrones, ener-

gia y gases, oxidaciones bioldgicas, fijacidén de nitrégeno, etc.

La secuencia de eventos enzimaticos que conducen a la
biosintesis de estos compuestos est3d, hoy en dia, muy documenta
da y se ha comprobado que es practicamente idé&ntica en todos

los organismos y tejidos estudiados.

Sin embargo, ni el mecanismo de accidén de las enzimas
involucradas en este camino metabdlico ni su regulacién se en-
cuentran totalmente esclarecidos. Asi, el estudio de la biosin-
tesis de hemo y su control en una célula eucaridtica simple y
bien conocida como la levadura puede contribuir, sin duda, a un
mejor y mids profundo conocimiento de esta via. Ademids, mutantes
de levadura, que presentan mutaciones en la sintesis del hemo,
constituyen excelentes modelos experimentales para el esclareci
miento de aspectos concernientes a los mecanismos regulatorios

que controlan ' la formacidn de las porfirinas y sus precursores.

Se cuenta, entre otras, con dos cepas de levadura
Saccharomyces cerevdisdiae: la DZ?7, normal para la sintesis de he
mo, y su mutante D27/Cé (Hem R+) cuya mutacidn se traduce en
una sintesis aumentada de citocromos cuando crece en un medio

con una fuente de carbono no fermentable.

Se realizé, en estas cepas, un estudio comparativo de
la tercera enzima del camino biosinté&tico de las porfirinas, la
Porfobilindgeno Deaminasa. Esta enzima ha sido estudiada en nu-

merosas fuentes; sin embargo, poco se conoce acerca de sus



propiedades y su mecanismo de accidn en Saccharomyces cernevi-

sdLae.

Por otra parte, teniendo en cuenta traBajos previos en
los cuales se postula que la regulacidén de la biosintesis de
las porfirinas en levaduras es compleja ya que involucra varias
enzimas, se determind si la Porfobilindgeno Deaminasa tiene o

no capacidad regulatoria.

De esta manera, se espera entonces obtener mayores evi
dencias experimentales acerca de la biosintesis de las porfiri-
nas y su regulacién en células eucaridticas como las de levadu-

.. - . .. -
ra, que permitiran ampliar nuestro conocimiento sobre esta temia
tica y, en lo posible, hacerlo extensivo al resto de los orga-

nismos eucaridticos.
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I. CAMINO METABOLICO DEL HEMO

I.l1. PORFIRINAS

1.1.1. Importancia biolégica

La estructura tetrapirrdlica de las porfirinas juega
un papel fundamental en la bioquimica de los sistemas bioldgi-
cos, ya que es la responsable del color rojo de la hemoglobina
y del verde de la clorofila, pigmentos que estan involucrados
en procesos de vital importancia como la respiracién y la foto

- .
sintesis.

La amplia distribucidén y la gran variedad de reaccio-
nes bicldgicas en las cuales participan diferentes derivados
de las porfirinas implican que fueron, son y seran fundamenta-

les para la vida, desde sus origenes sobre la Tierra.

Es asi, entonces, que los tetrapirroles participan en
un gran ndmero de procesos de importancia bioldgica, como son:
transporte de electrones y energia (citocromos, clorofila),
de gases (hemoglobina y mioglobina), oxidaciones bioldgicas
(peroxidasas, catalasas), hidroxilaciones bioldogicas (mono vy
dioxigenasas), ciclo bioldgico del nitrdgeno y del azufre (ni-
trito y sulfito reductasa cuyo grupo prostético es una metalo-
tetrahidroporfirina, sirohemo), metilaciones (la vitamina BIZ’
producida solamente por algunos microorganismos, es una coenzi

ma esencial).

I.1.2. Estructura. Nomenclatura

El nicleo de las porfirinas consiste en 4 anillos pi-
rrdlicos (A, B, C y D) unidos por puentes metenos formando un
macrociclo denominado porfina o porfirina segiln se emplee 1la

nomenclatura de Fisher (Fischer y Orth, 1934) o la de LUPAC



(International Union of Pure and Applied Chemistry) (Figura
I.1.).

FIGURA I.l.: Estructura y nomenclatura

del macrociclo porfirina.
(A) Porfina (nomenclatura de Fischer)
(B) Porfirina (nomenclatura de la IUPAC)

El sistema LUPAC continfia empleando 11 nombres trivia-
les ya establecidos,asi como también la designacidn de los isd

meros de posicién (Tabla I.1.).

Es interesante destacar que los metabolitos bioldgica
mente activos no son las porfirinas sino las hexahidroporfiri-
nas o porfirinbégenos, en los cuales los puentes metenos se en-

cuentran reducidos.

El anillo de porfirina es la base del macrociclo con-

jugado del hemo.

Las 7,8 dihidroporfirinas que tienen el anillo D redu
cido son el esqueleto de los distintos tipos de clorofilas y

se denominan clorinas.

Hay 2 tipos de tetrahidroporfirinas: las bacteriocloro
filas, que tienen 2 anillos reducidos, el B y el D, y forman 1la
estructura basica de las bacterioclorofilas; y las isobacterio-

clorinas, que también tienen 2 anillos reducidos pero son



adyacentes y forman la estructura base del sirohemo.

TABLA I.l.: Estructuras y nombres triviales de las porfirinas

NOMBRE SUSTITUYENTE
Numeracidn de la IUPAC 2 3 7 8 12 13 17 18
Numeracidn de Fischer 1 3 4 ) 6 7

Etioporfirina I M E M E M E M E
Etioporfirina Il M E E M M L E M
Etioporfirina II1l M E M E M E E M
Etioporfirina IV M E E M E M M E
Uroporfirina I A P A P A p A P
Uroporfirina III A P A p A P P A
Porfirina heptacarboxilada

ITI M P A p A p | 4 A
Porfirina hexacarboxilada

III M P M P A P P A
Porfirina pentacarboxilada

III M P M P A P P M
Dehidroisocoproporfirina

I1I M v M p A p M
Coproporfirina I M P M p M P M P
Coproporfirina II1 M P M r M p P M
Protoporfirina IX M vV M \Y M P P M
Mesoporfirina IX M E M E M P P M
Hematoporfirina IX M HE M HE P P M
Deuteroporfirina IX M H M R M P p M

M: -CH3; E: _CZHS; A: —CHZCOOH; P: —CHZCHZCOOH; v: —CH=CH2;
HE: -CHOHCH3

El nGcleo de la vitamina B12 es la corrina, una porfi

rina reducida a la cual le falta uno de los pucentes meteno (6).



Los esqueletos de los niicleos recién mencionados se

pueden ver en la Figura [.2..

N\

I

HH

Clorina Corrina

H

HH HH
Bacterioclorina Isobacterioclorina
FIGURA 1.2.: Estructura de clorina, corri

na, bacterioclorina e isobacterioclorina.

I1.1.3. Propiedades

Las porfirinas poseen espectros de absorcidén tipicos
que son de fundamental importancia para su identificacidn y es

timacidon cuantitativa.

El espectro de absorcidn de las porfirinas consiste
en una banda principal en la regidén de 400 nm. llamada banda de
Soret,y 4 bandas de absorcidn menores a longitudes de onda ma-

yores (500 - 630 nm).



Las porfirinas emiten una intensa fluorescencia roja
cuando se excitan con luz ultravioleta (aproximadamente 400 nm).
En solucidn dcida producen 2 fuertes bandas de emisién corres-
pondientes a las 2 bandas de absorcidon de mayor longitud de on
da. E1 método espectrofluorimétrico es muy sensible,pues permi
te detectar porfirinas presentes en cantidades del orden de
10-8 M-10-10 M. Las porfirinas queladas con metales que no tie
nen electrones desapareados (por ejemplo magnesio, zinc, esta
fio) también emiten fluorescencia cuando se iluminan con luz UV,
mientras que las porfirinas queladas con metales paramagnéti-

cos no fluorescen.

El ndcleo pirrd6lico de estructura aromatica es hidro-
fébico, propiedad que se modifica por la presencia de los sus-
tituyentes laterales alifaticos portadores de grupos hidrofili
cos. Asi,la solubilidad en agua de las porfirinas es mayor a

medida que aumenta el nimero de cadenas carboxilicas.

También son solubles en solventes orgdnicos tales co-

mo dioxano y éter.

Los puntos 1isoeléctricos de las porfirinas estdn si-

tuados entre pH 3,0 y 4,5.

Las porfirinas manifiestan una apreciable sensibili-
dad a la luz, fundamentalmente a las radiaciones UV. Esta fo-
tosensibilidad disminuye con el aumento del nimero de grupos

carboxilicos y es particularmente influida por el pH del medio.

I.1.4. Funciones bioldgicas

Las porfirinas libres se encuentran en la naturaleza
s6lo en pequefias cantidades y hasta el presente se desconoce
su funcidn. Sin embargo se combinan fAcilmente con metales dan
do lugar a quelatos que luego forman parte de la estructura de

- I3 . - .
compuestos de gran importancia bioldgica.

E1l hemo (Fe2+—Protuporfirinn 1X), por c¢jemplo, es el



grupo prostético de un gran niimero de hemoproteinas. Entre e-

llas se incluyen:

- Mioglobina y hemoglobina: responsables de la reserva y trans

porte de oxigeno.

- Citocromos mitocondriales: fundamentales en la transferencia
reversible de electrones. Se clasifican en grupos a, b, c vy
d. En el citocromo a el grupo prostético es una hierro-porfi
rina en la que un grupo [ormilo reemplaza a un metilo y una
cadena hidrocarbonada reemplaza a un grupo vinilo. El citocro
mo b contiene protohemo que no esta unido covalentemente a
la proteina. El citocromo ¢ tienc una unidn tioéter entre
una cadena lateral vinilo y un grupo sulfhidrilo cisteinico
de la proteina. El citocromo d contiene hierro-hidroporfiri

na (clorina) como grupo prostético.

- Citocromo P450 microsomal: es una hemoproteina unida a mond-
xido de carbono que cataliza oxidaciones de funcidn mixta,
forma parte de algunas monooxigenasas que hidroxilan, median
te el oxigeno molecular, una gran variedad de compuestos ta-
les como hidrocarburos alifdticos y aromdticos, dcidos gra-

sos, esteroides y porfirinas.
- Catalasas: descomponen el perdxido de hidrdgeno.
- Peroxidasas: activan el perdxido de hidrdgeno.

- Triptofano pirrolasa (Triptofano 2,3-dioxigenasa): es una di
oxigenasa que contiene protohematina IX como grupo prostéti-
co. Cataliza la ruptura oxidativa del anillo pirrdlico del

triptofano a formilkinurenina.

- Prostaglandina endoperdxido sintetasa e indolamina dioxigena

sa.

En la mayoria de las hemoproteinas, el hemo estd aso-
ciado con su apoproteina a través de la coordinacidn entre el
dtomo de hierro y un adtomo de nitrdgeno de las cadenas latera-

les basicas de las roteinas. En cambio en otras hemoproteinas
P ’



como el citocromo ¢, el hemo estd covalentemente unido a la

proteina.

Asimismo las porfirinas se combinan con otros metales
distintos al hierro dando lugar a la formacidén de otros com-
puestos fundamentales para la vida como la clorofila y la bac-
terioclorofila, que poseen magnesio en su estructura, o las co
rrinas que son derivados de las porfirinas complejadas con co-

balto.

I.2. BIOSINTESIS DEL lIEMO

Los primeros conocimientos de la biosintesis del hemo
provienen de Hans Fischer (Fisher, 1929) quien logrd la sinte-
sis quimica de la hemina. Este trabajo, junto con una serie de
importantes investigaciones realizadas con marcadores isotdpi-
cos en la década del 50 por varios grupos de investigadores
(Shemin y Rittenberg, 1945, 1946; Shemin y Rittenberg, 1951;
Dresel y Falk, 1953; Granick y Bogorad, 1953; Neuberger y
Scott, 1953; Shemin y Russel, 1953; Cookson y Rimington, 1954;
Rimington, 1955; 1958),contribuyeron a la elucidacidén de este
camino biosinté@tico. Estos autores demostraron que los atomos
de carbono y nitrbgeno de la porfirina se originaban a partir

de glicina y dcido succinico.

Hay 8 enzimas involucradas en la biosintesis del hemo

(Figura 1.3.). La primera y las tres GUltimas estan localizadas

en la mitocondria, mientras que las restantes son citosllicas.

El d4cido 8-Aminoleviilico Sintetasa (ALA-S) (E.C.
2.3.1.37), la primera enzima especifica del camino, sintetiza
dcido S-aminolevilico (ALA) a partir de glicina y succinil CoA,
moléculas derivadas del ciclo de Krebs. La biosintesis continia
con la formacidén del monopirrol porfobilindgeno (PBCG) originado

por accidn de la enzima acido S§-Aminolevidlico Dehidrasa (ALA-D)



(E.C. 4.2.1.24), a partir de dos moléculas de ALA. Luego se
forma uroporfirindgeno (UROGEN) por la accidn combinada de dos
enzimas. La PBG-Deaminasa (tambi&n conocida como Uroporfirind-
geno I Sintetasa o Hidroximetilbilano Sintetasa) (E.C. 4.3.1.8)
une cuatro moléculas de PBG por condensacidn secuencial "cabe-
za-cola" para dar lugar al tetrapirrol de cadena abierta hidro
ximetilbilano (HMB), el cual en ausencia de la segunda enzima,
la Uroporfirindgeno IIl sintetasa (UROGEN I1I-S) (también lla-
mada Isomerasa o Cosintetasa) (E.C. 4.2.1.75), se cicla quimica
mente para formar el UROGEN I. En presencia de UROGEN III-S,los
sustituyentes del anillo D se¢ invierten antes de la ciclacidn,
formadndose asi la estructura asimétrica UROGEN IlI. De alli en
adelante, la Uroporfirindgeno hecarboxilasa (URO-D) (E.C.
4,1.1.37) decarboxila secuencialmente cuatro grupos acetilo del
UROGEN I1I dando lugar finalmente al coproporfirindgeno
(COPROGEN) III con cuatro carboxilos. La URO-D también puede ac
tuar sobre el UROGEN I para formar COPROGEN I, pero sdlo el
COPROGEN 111 es decarboxilado oxidativamente a protoporfirindge
no (PROTOGEN) IX por la Coproporfirindgeno Oxidasa (CPGasa)
(E.C. 1.3.3.3). En el siguiente paso, seis atomos de hidrdgeno
son eliminados del PROTOGEN IX por la Protoporfirindgeno Oxida-
sa (PTG-asa) (E.C. 1.3.3.4) formando protoporfirina (PROTO) IX.
Por Gultimo, la enzima Ferroquelatasa (Fe-quel) (E.C. 4.99.1.1)
o Hemosintetasa inserta un idén ferroso en el anillo porfirina

para dar hemo.

I.3. ENZIMAS DEL CAMINO BIOSINTETICO DEL HEMO

I.3.1. ALA-Sintetasa

La formacidn de ALA a partir de glicina y succinil CoA
es la primera etapa que conduce especificamente a la biosinte-
sis de porfirinas,catalizada en la mitocondria por la enzima

ALA-S (Reaccidn I.1.).
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Succinil CoA + Glicina ~A%%§i—— ALA + CO2 + CoA

REACCION TI.1l.

La enzima fue detectada originariamente en extractos
de Rhedopseudomonas spherncdides (Kikuchi y col., 1958) y en eri
trocitos de pollo (Gibson y col., 1958). Apartir de entonces,

ha sido estudiada y medida en una gran variedad de fuentes.

En la mayoria de los tejidos estudiados, el ALA-S es-
ta asociada a la fraccidn mitocondrial, sin embargo se ha detec
tado baja actividad de esta enzima en otras [racciones subcelu
lares bajo determinadas condiciones experimentales (llayashi y
col., 1969; Whiting y Elliot, 1972; Patton y Beattie, 1973). E
xisten evidencias que indican que el ALA-S se sintetiza en los
polirribosomas microsomales y que el ALA-S citosélica no es
mas que la proteina precursora del ALA-S mitocondrial (Whiting
y Elliot, 1972; Ohashi y Kikuchi, 1977; Nakakuki y col., 1980;

Srivastava y col., 1983 a).

La vida media del ALA-S mitocondrial es corta: 34 mi-
nutos en higado de feto de ratas (Woods, 1974), 70 minutos en
higado de rata adulta (Tschudy y col., 1965) y 180 minutos en

cultivo de células de embrién de pollo (Sassa y Granick, 1970).

Es una enzima bastante dificil de purificar ya que se
encuentra en pequeila cantidad y es muy inestable. Se caracteri
za por formar agregados consigo misma y con otras protelnas.
Por tal motivo su peso molecular (PM) varia entre 77.000 y

120.000 (Whiting y Granick, 1976; Paterniti y Beattie, 1979).

El ALA-S es una enzima sulfhidrilica, altamente
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especifica para succinil CoA y requiere fosfato de piridoxal y

CoA como cofactores.

La actividad del ALA-S, generalmente la ma§ baja del
camino del hemo, puede incrementarse marcadamente luego del tra
tamiento con diversas drogas; es por ello que se le asigna a
esta enzima un rol regulatorio en esta via biosintética (Granick

y Sassa, 1971).

I.3.2. ALA-Dehidrasa

La enzima ALA-D, también conocida como Porfobilindge-
no Sintetasa, cataliza la condensacidn en forma asimétrica de
2 moléculas de ALA para dar el primer compuesto ciclico y dni-
co monopirrol natural del camino biosintético del hemo, el PBG

(Dresel y Falk, 1953; Granick, 1954).

Esta enzima esta ampliamente distribulda en la natura
leza y ha sido aislada y estudiada en numerosas fuentes. Es ci
toplasmidtica aunque en plantas superiores se ha demostrado ac-
tividad de ALA-D en proplastidos y etioplastos (Sluiters-

Scholten y col., 1973; Shibata y Ochiai, 1976).

Su pH &ptimo varia entre 6,3 para reticulocitos de co
nejo (Granick y Mauzerall, 1958) y 9,5 para levaduras (Barreiro,

1967).

Es una enzima termoestable, que (n vitrno presenta acti
vidad a temperaturas que van desde 55 °C (Tigier y col., 1970)

hasta 65 °C (Batlle y col., 1967).

Los valores de Km reportados se encuentran en el ran-
go 7,7 x 10=5 M (Calissano y col., 1965) a 1,0 x 1072 M (Nandi
y Waygood, 1967).

Es sulfhidrilica y requiere la presencia de reducto-
res de grupos tioles para manifestar su maxima actividad .(n
v{trno, siendo una excepcidén la enzima de callos de soya (Tigier

y col., 1970). Los compuestos tiélicos mds usados y en general
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igualmente efectivos son la cisteina, el glutatidn, el B-mer-
captoetanol y el ditiotreitol,s8los o combinados con zinc
(Tsukamoto y col., 1979; Bevan y col., 1980) ya que los grupos
sulfhidrilicos se oxidan facilmente por exposicidén al aire.
Asimismo,la enzima se inactiva por inhibicién de estos grupos
por reactivos de grupos sulfhidrilos, metales pesados o despla
zamiento del zinc por plomo o quelacidn con EDTA (Granick y

col., 1973; Finelli y col., 1975; Bevan y col., 1980).

E1l ALA-D es una enzima oligomérica de PM 280 KDa con
ocho subunidades de 35 KDa que se disponen en los vértices de
un cubo con una simetria dihedra D4 (Wu y col., 1974; Kreutzer
y col., 1977; Anderson y Desnick, 1979). Batlle y col. (1978)
postularon que la estructura minima necesaria para la activi-

dad catalitica es un dimero funcional.

Estudios realizados con ¢l objeto de caracterizar el
sitio activo de la enzima han demostrado que, por subunidad
funcional, estan involucradas una o dos moléculas de lisina o
arginina, 2 grupos cisteicos vecinos altamente reactivos, uno
o dos residuos histidina y un dtomo de zinc. Aparentemente la
funcidn de este idn es proteger a los grupos sulfhidrilos de

la enzima de la oxidacidn (Tsukamoto y col., 1979).

Existen diferentes opiniones en lo concerniente al
- L . ~
nimero de sitios activos por mol&cula,que para algunos autores
es 4 y para otros 8, y a la naturaleza del sitio activo, el
cual podria estar formado por la unidén de dos mitades ubicadas
en subunidades adyacentes,o ser un sitio completo dentro de una

subunidad.

En 1968, el grupo de Shemin (Nandi y Shemin, 1968)
propuso un mecanismo de accidn para el ALA-D que ha sufrido al
gunas modificaciones. Se ha propuesto que dos molé&culas de ALA
se condensap por medio de una sintesis de pirroles de Knorr
(Batlle y Stella, 1978). MAs recientemente, se demostrd que la

. ~ .
primera molécula de suslrato que se une a la enzima es la que
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aporta la cadena propidnica del PBG (Jordan y Seehra, 1980);

mientras que la segunda molécula de ALA es la que forma la ba-
se de Schiff entre el grupo carbonilo en 6§ del ALA y un €-ami-
no de una lisina del sitio activo de la enzima, dando lugar asi

al grupo acético del pirrol.

I.3.3. Conversidn enzimatica de PBG a UROGEN 111

Lockwood y Rimington (1957) designaron con el nombre
Porfobilinogenasa (PBG-asa) al complejo enzimdtico que catali-
za la ciclotetramerizacidn de PBG para dar UROGEN III, el in-
termediario fisioldgico en la biosintesis del hemo. Este com-
plejo estd formado por dos enzimas, la PBG-Deaminasa y la

UROGEN IIIL-S.

1.3.3.1. PBG-Deaminasa

La PBG-Deaminasa cataliza la condensacidn cabeza-cola
de 4 moléculas de PBG, con eliminacidén de amoniaco, para for-
mar un tetrapirrol lineal e inestable, el IIMB. Este intermedia
rio, en ausencia de la UROGEN [I1-S, se cicla no enzimdticamen

te dando el UROGEN I (LEsquema [.1.).

Esta enzima ha sido purificada de numerosas fuentes
tales como: Rhodopseudomonas sApheroddes (Davies y Neuberger,
1973; Jordan y Shemin, 1973), espinaca (Higuchi y Bogorad,
1975), eritrocitos humanos (Frydman y Feinstein, 1974;
Anderson y Desnick, 1980; Fumagalli y col., 1985), Euglena gra
cifis (Rossetti y col., 1980; Williams y col., 1981; Battersby
y col., 1983 a), higado de rata (Williams, 1984) y E. colx
(Hart y col., 1986; Jordan y col., 1988 a).

La PBG-Deaminasa es una enzima citoplasmdtica, termoes

table y generalmente sulfhidrilica.

Para la mayor parte de las fuentes estudiadas, esta
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. P - P .
enzima resultd ser una proteina monomérica con un PM de aproxi

madamente 40 KDa.
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ESQUEMA I.1.

La PBG-Deaminasa es capaz de formar complejos estables
con PBG (Anderson y Desnick, 1980; Berry y Jordan, 1981;
Williams, 1984). Se han separado por electroforesis complejos
en los cuales una, dos, tres y cuatro (para la enzima de eri-
trocitos humanos) moléculas de PBG estin unidas a una molé&cula

de enzima (E), siendo esta unidén covalente (Jordan v Berry, 1981,
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Battersby y col., 1983 a). Ademas, se demostrd que la unidn
de un mol de PBG con un mol de enzima libera un mol de amonio

(Battersby y col., 1983 b) (Esquema 1.2.); es decir que la pri

mera molécula de PBG se une a la enzima por un grupo X con la
pérdida de un grupo amino dando E-PBG, via un azafulveno proto
nado, el cual podria ser un intermediario de la reaccién. La u
nidn subsiguiente de otras tres moléculas de PBG, a cada suce-
siva posicidn a libre, lleva a la formacidn del complejo
E—(PBG)4. Finalmente, el desplazamiento del grupo X por el a-
gua, probablemente via un azafulveno protonado (Rosé& y col.,
1988; Scott y col., 1988) lleva a la formacidn del HMB. Alter-
nativamente, si otros nuclcdfilos estan presentes, tales como
amoniaco o hidroxilamina, pueden también producir la elimina-
cidén del grupo X, formandose aminometil o hidroxiaminometil bi

lanos.

El grupo X en la enzima debia corresponderse con un i
tomo nucleofilico tal como oxigeno, nitrdgeno o azufre. Sin em
bargo, los primeros trabajos tendientes a clarificar cste aspec
to no fueron sencillos (Evans y col., 1984, 1986; Jordan y col.,
1988 a) y tampoco se obtuvieron resultados concluyentes respec-
to a la naturaleza exacta de dicho grupo. Posteriormente, la
introduccidn de nuevas técnicas de biologia molecular permitid
dilucidar este problema. En primer lugar, el gen de la PBG-Deami
nasa de E. cofd{ fue clonado y sobreexpresado (Jordan y Warren,
1987; Hart y col., 1987, 1990). Los estudios de secuenciacidn
de los grupos de Jordan, Sasarman y Abell (Thomas y Jordan,
1986; Sasarman y col., 1987; Alefounder y col., 1988) revelaron
que la proteina de E. coli consta de 313 residuos con un PM de
33.857 Da. Por otra parte, la introduccidn de las técnicas de
fplc (fast protein liquid chromatography) y sobreexpresidn de
genes clonados no s6lo permitid una mds rapida y mejor purifica
cidn de la enzima sino también la separacidn de los complejos
E-(PBG)1_4 en escala preparativa. Asi, empleando estas técni-

. . 1
cas conjuntamente con la espectroscopia 3C—RMN,el grupo de
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Battersby (Hart y col., 1987, 1990; Miller y col., 1989 a) con
firmd la presencia de un nuevo e inesperado cofactor pirrdlico
covalentemente unido a la PBG-Deaminasa, al cual se unia la
primera molécula de sustrato. También otros experimentos tales
como el tratamiento de la enzima nativa con adcido fdérmico o con
el reactivo de Ehrlich, llevaron a postular la existencia de

un cofactor dipirrometano para la PBG-Deaminasa (Hart y col.,
1987, 1990). Resultados similares fueron hallados por el grupo
de Jordan y Scott (Jordan y Warren, 1987; Jordan y col., 1988 b;
Scott y col., 1988; Warren y Jordan, 1988 a, b; Scott y col.,
1989).

El mecanismo de accidn completo para la PBG-Deaminasa

podria ahora ser descripto como se muestra en la Figura [.4.

El cofactor dipirrometano se mantendria a través del ciclo cata
l1itico y no se reciclaria ni se intercambiaria con las molécu-
las de sustrato. Tampoco seria necesaria la presencia de una en
zima adicional para unir el cofactor a la apo-PBG-Deaminasa. A-
demds, por 13C-RMN, se concluyd que el cofactor esta unido al
residuo cisteina 242 de la enzima (Hart y col., 1988; Jordan y

col.,1988 b;Miller y col., 1988; Scott y col., 1988).

A pesar de conocer las secuencias aminoacidicas de la
PBG-Deaminasa de diversas fuentes (E. cofd, E. gracilis, rata,
humanos) ,aun no ha sido posible asignar con exactitud cuales
residuos estan involucrados en el sitio activo. Una observacidn
importante es que hay 12 residuos arginina que se conservan, un
nimero sorpresivamente elevado. Se especulaba que estos resi-
duos bidsicos, que ya en 1978 (Pollack y Russell, 1978) habian
sido detectados empleando butanodiona, podrian estar involucra
dos en la unidén de las cadenas carboxilicas del cofactor y las
cuatro moléculas de sustrato que, coincidentemente suman 12.

En trabajos recientes (Jordan y Woodcock, 199]1; Lander y col.,
1991) se ha comprobado la interaccién de algunos de estos resi
duos arginina con el cofactor dipirromectano y los cuatro ani-

llos pirrdlicos que formarin cl IMB.
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FIGURA 1l.4.: Mecanismo de accidn de la PBG-Deaminasa
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Ademids,estudios tempranos indican la presencia de re-
siduos lisina en o cerca del sitio activo de la PBG-Deaminasa
(Hart y col., 1984, 1986; Russell y col., 1984; Miller y col.,
1989 b) .Recientemente empleando la técnica de mutagénesis diri
gida (Hidener y col., 1990), se encontrd que la lisina 59 esta-
ria mds involucrada en la unidn del sustrato que en el mecanis

mo catalitico.

En algunas fuentes ha sido observada la inactivacidn
de la enzima por modificacidn de los residuos cisteina (Jordan
y Shemin, 1973; Russell y Rockwell, 1980) aunque en otras no

(Russell y col., 1984; Mazzetti y Tomio, 1988).

-

Otros experimentos de modificacidn quimica de residuos
indicaron que tanto los residuos arginina como los residuos
que contienen carboxilos son importantes para la actividad de

la PBG-Deaminasa (Russell y col., 1984; Mazzetti y Tomio, 1988).

Por otra parte, se deben destacar los estudios genéti
co-moleculares sobre la PBG-Deaminasa humana. El1 gen de ecsta
enzima ha sido asignado al cromosoma 1l en la regidn 11¢q23»
llqter (Meisler y col., 1980; Wang y col., 1981). En 1986,
Raich y col. clonaron y secuenciaron el cDNA de este gen y por
andlisis de Southern se demostrd que esta presente en una copia
inica. Ademds se han caracterizado dos isoenzimas de la PBG-Dea
minasa a partir de c@&lulas eritropoiéticas y no eritropoiéticas
que difieren en 2.000 Da (Grandchamp, v col., 1987). El dnico
gen de la PBG-Deaminasa es, por lo tanto, transcripto a partir
de dos promotores diferentes formando dos RNA mensajeros que
difieren en su extremo 5' y que estdn distribuidos en tejidos

especificos.

E1l DNA gendmico de la PBG-Deaminasa comprende aproxi-

madamente 10 Kb y contiene 15 exones (Figura I.5.). Se han iden

tificado los dos promotores, uno para la forma no eritroide y
otro para la forma eritroide, y estan separados por 3 Kb

(Chrétien ycol., 1988). El promotor no eritroide es rico en
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G+C pero no contiene ni el clasico TATA box ni el CAAT box. EI
promotor eritropoiético tiene una estructura semejante al pro-
motor del gen de la Bglobina que incluye TATA box, CAAT box y
CAAC box. En trabajos mas recientes, se describen diferentes e
lementos que act@ian en cis o en trans sobre estos promotores
(Mignotte y col., 1989; Beaupain y col., 1990) afectando asi

la expresidn de la PBG-Deaminasa.

AUG
[ |1|3|L|5|G|7[819]10 pf12 13 [ 15
,"\\ mRNA no eritropoyetico
/ S
Ex1,’ N
‘Il ~ €15 pya gendmico
5" 'Jl II I" I Il I'Il 3
10 Kb

ofifi2 J13J14] 15 Eiiiidpolia
AUG mRNA eritropoyetico ,
100 bp

FIGURA I.5.: Estructura del gen de la PBG-Deaminasa humana.

I1.3.3.2. UROGEN IIl-Sintetasa

Esta enzima convierte al I[IMB en UROGEN 111, siendo in

capaz de isomerizar al UROGEN 1.

Los estudios sobre la Cosintetasa se han visto demora
dos por las siguientes razones: su verdadero sustrato se cono-
cid recién en 1979 (Battersby y col., 1979 a; Burton y col.,
1979; Jordan y col., 1979; Jordan y Berry, 1980), es inestable
y dificil de preparar. llasta ese momento las propicdades de es-—

ta enzima se habian estudiado casi totalmente en forma indirecta
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ya que para poder medir su actividad se la incubaba en presen-

cia de PBG-Deaminasa.

La Cosintetasa es una proteina termolabil, se inacti-
va rapidamente con un breve tratamiento con calor o por dejarla
a temperatura ambiente durante cortos periodos de tiempo. SOlo
recientemente ha sido purificada en alto grado a partir de: hi-
gado de rata (Clement y col., 1982; Kohashi y col., 1984), E.
gracilis (Hart y Battersby, 1985), eritrocitos humanos (Tsai y
col., 1987) y E. cofi (Alwan y Jordan, 1988). Es una proteina
monomérica y su PM varia entre 26 KDa v 30 KDa segiin la fuente

y la metodologia que se emplee para su determinacidn.

El gen que codifica para la Cosintetasa (hem D) en E.
coli se encuentra adyacente al de la PBG-Deaminasa (hem C); el
primer par de bases del gen hem D cs el Gltimo del hem C
(Alefounder y col., 1988; Jordan y col., 1988 ¢). También se se

cuencid la enzima humana (Tsai y col., 1988).

El mecanismo de accidn de esta enzima no se encuentra
totalmente dilucidado. Se han postulado varios (Mathewson y
col., 1961; Battersby y col., 1983 c; Juknat y col., 1981, 1988
a, b; Stark y col., 1985, 1986, 1988; Jackson y col., 1989),
siendo el mas probable el mecanismo spiro segiin el cual se for-

ma como intermediario una spiropirroleninma (Figura I1.6.).

I.3.4. URO-Decarboxilasa

La URO-D es una enzima citos8lica que cataliza la pér-
dida secuencial de cuatro grupos carboxilos de los sustituyen-
tes acetilo del UROGEN para dar el COPROGEN, con la formacién

de intermediarios hepta, hexa y pentacarboxilicos (Figura I.7.).

Esta enzima ha sido estudiada en numerosas fuentes
(Mauzerall y Granick, 1958; Romeo y Levin, 1971; Aragonés y
col., 1972; San Martin de Viale y col., 1976 a, b; Rios de
Molina y col., 1980, 1984; Taira y San Martin de Viale, 1984;



Afonso y col., 1985; Koopmann y col., 1986; Navone y col.,
1992).

FIGURA 1.6.: Mecanismo spiro de la

UROGEN III1-S

La URO-D decarboxila un gran nimero de porfirindgenos
naturales o sintéticos, pero no decarboxila las correspondien-
tes porfirinas (Jackson y col., 1976 a; Smith y Francis, 1979).
Los isdmeros de la serie LIl son decarboxilados m3s rdpidamente,
seguidos en orden decrecicnte de velocidad por los isOmeros IV
II y I (Granick y Mauzerall, 1958;Coruford, 1964). Se demostrd
que los porfirindgenos con 7 a 5 carboxilos son los verdaderos
intermediarios de esta reaccidon (Mauzerall y Granick, 1958;

Hoare y Heath, 1959; Batlle y Grinstein, 1964 a, Db; San Martin



y Grinstein, 1968), sugiriendo que la decarboxilacidn de

UROGEN es un proceso secucncial.

/ '
P A . R A
Fira gen
A P M -
A A M A
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M A
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Copro gen Penta gen

FIGURA 1.7.: Decarboxilacidn de UROGCEN a COPROGEN cata

lizada por URO-D.
A: Metilo; M: metilo; P: propionilo

In vithe, la actividad enzimatica se inhibe por la

presencia de mercurio (11), cobre (11), iodoacetamida y

23
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p-cloromercuribenzoato (PCMB), pudiendo revertirse este efecto
por el agregado de glutation reducido (GSlU), lo cual confirma
que la URO-D es una enzima sulfhidrilica (Mauzerall y Granick,
1958; Tomio y col., 1970). Tambi&n el oxigeno inactiva a la en
zima y si bien este efecto podria deberse a la oxidacidn de
los sustratos no puede descartarse un efecto directo sobre 1la

enzima.

A partir de estudios cinéticos se ha propuesto que la
reaccidn ocurre en dos etapas, la primera de las cuales involu
craria una rapida pérdida del primer carboxilo del resto aceti
lo del anillo D del UROGEN 111, seguida por una eliminacidn
mids lenta de los restantes residuos acetilo de los anillos A,

B y C hasta formar COPROGEN III (Figura I.7.) (Mauzerall y
Granick, 1958; Batlle y Grinstein, 1964 b; Tomio y col., 1970;
Garcia y col., 1973; Smith y Francis, 1979; De Verneuil y col.,

1980; Kardish y Woods, 1980).

AGn no se ha establecido el mecanismo de accidn de la
URO-D pero se ha postulado que, cuando el sustrato es UROGEN
I1Ll, la eliminacidén de los carboxilos comienza en el anillo D
y continda en el sentido horario segin la estructura de Fischer
(Jackson y col., 1976 b); sin embargo recientemente se presen-
taron evidencias de que esta decarboxilacidn es al azar (lLuo y
Lim, 1990). Por otra parte, la deccarboxilacién del isGmero 1
parece seguir cualquiera de las dos rutas posibles (Jackson y

col., 1977).

Se ha reportado que la URO-D es una enzima monomérica
con dos (De Verneuil y col., 1983 y Elder y col., 1983) o mis
(De Verneuil y co0l.,1980) sitios activos, o una enzima diméri-
ca (Kawanishi y col., 1983). Los PM's encontrados para esta en
zima varian notablemente: 37 a 42 KDa por SDS-PAGE (Elder y
col., 1983; Romeo y col., 1986) y 50-64 KDa por filtracidn por
gel (De Verneuil y col.,1983; Elder y col., 1983). Esta varia-

cidn se atribuyd inicialmente a la metodologia empleada. Sin



embargo, recientemente han sido aisladas dos isoformas de la
URO-D con PM's de 52-54 KDa y 35 KDa (Mukerji y Pimstone,
1992).

I1.3.5. Coproporfirinogenasa

Esta enzima cataliza la conversidon de COPROGEN III en
PROTOGEN IX. La reaccion involucra la decarboxilacidn oxidativa
de dos grupos propidnicos en los anillos A y B del ndcleo te-

trapirrdlico a dos residuos vinilo, para formar el PROTOGEN IX.

La enzima ha sido detectada c¢n numerosas fuentes, pe-
ro la mayor informacidn sobre sus propiedades proviene de tra-
bajos realizados con la enzima purificada de mitocondrias de

higado de rata.

La CPG-asa es una enzima ubicada en el espacio inter-
membrana en mitocondria (Sano y Granick, 1961; Batlle y col.,
1965; Elder y Evans, 1978). Es altamente especilica para los i

sébmeros II1 y IV (Porra y Falk, 1964).

Requiere la presencia de oxigeno molecular para su ac

tividad y ningin otro aceptor de electrones puede reemplazarlo.

Es una enzima monomérica con un PM de 80 KDa (Batlle
y col., 1965; Poulson y Polglase, 1974; Yoshinaga v Sano, 1980).
El estudio de su estructura primaria indicd que es una protei-
na rica en residuos aromdticos. Su actividad no se altera sig-
nificativamente cuando estan presentes reactivos sulfhidrili-

cos.

La reaccidn catalizada por la CP(G-asa tiene lugar en
etapas. Durante esta reaccidn se detectd un intermediario tri-
carboxilico (harderoporfirina) (Tomio y Grinstein, 1968) que
desaparece a medida que aquella progresa. La decarboxilacidn
de los residuos propidnicos es independiente y secuencial,y co
mienza en el carbono B de la cadena lateral del anillo A, si-

guiendo por el del anillo B. La pérdida de uno de los Atomos
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de hidrdgeno es estereocspecifica (Battersby y col., 1972;
Zaman y col., 1972). Batlle v Rimington (1965) propusieron que
las cadenas de acido propidnico son convertidas en acido B-hi-
droxipropidnico. La deshidratacidn de estos residuos produce
dcido acrilico, probablemente el isdmero cis, y su decarboxila
cidén conduce a la formacién de los grupos vinilo (Batlle y

col., 1965; Sano, 1966).

Mas recientemente, se obtuvieron evidencias acerca de
la formacidon de intermediarios hidroxilados (Jackson y col.,
1980) y ademds se demostrd que la conversidn enzimatica de las
cadenas laterales dcido propidnico del COPROGEN a vinilo ocu-
rre en dos etapas, de la posicidon 2 a 4, a través de la forma-
cidn de un intermediario porfirindgeno B-hidroxipropionato

(Yoshinaga y Sano, 1980) (Figura 1.8.).

(lIX)H C|:Cx)H (lZOOH

CH2 CHz CH CH
H3C CHZ H,C HCOH H,C H,yC CH
Y l l £ ‘ ‘
N

H

. OH-Propil cis-Acril .

I

Coprogen i derivado derivado Proto'gen X

FIGURA 1.8.: Decarboxilacidn de COPROGEN a
PROTOGEN catalizada por la CPrG-asa.

1.3.6. Protoporfirinogenasa

La PTG-asa cataliza la conversidon del PROTOGEN IX en

PROTO IX, con la eliminacidn de 6 Atomos de hidrdgeno.
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Esta enzima ha sido aislada de numerosas fuentes
(Poulson y Polglase, 1975; Poulson, 1976; Jackson y col., 1978;
Brenner y Bloomer, 1980) y requiere oxigeno como {inico aceptor
de hidrdgeno aunque en Escheadichia ccfd{, fumarato y nitrato
pueden reemplazar al o»Tfcro bajo condiciones anaerdbicas

(Jacobs y Jacobs, 1975, 1976).

La PTG-asa es una enzima mitocondrial y estaria ubica
da dentro de la membrana interna de la organela (Deybach y col.,
1985). Es altamente especifica para el PROTOGEN 1X, es termola

bil y sulfhidrilica.

El1 PM de la enzima de higado de rata, de higado huma-
no y de levaduras es de 35, 32 y 180 KDa respectivamente

(Poulson y Polglase, 1975; Poulson, 1976; Camadro y col., 1985).

Su mecanismo de accidn no ha sido totalmente esclare-
cido, sin embargo se ha postulado que los grupos sulfhidrilos
del sitio activo serian importantes para la unidn del sustrato
a través de los residuos vinilo (Jackson y Games, 1975). El
grupo de Jackson demostrd ademas que el proceso de oxidacidn
es estereoespecifico. Se produce la pérdida de los dtomos de
hidrégeno ubicados en sdlo uno de los lados del plano de la
porfirina (Jackson y col., 1974; Smith y col., 1976). Mas re-
cientemente, Jones y col. (1984) sugirieron que, de los cuatro
atomos de hidrdgeno en posiciones meso que se pierden, tres

son removidos como hidruros y el restante como protdn.

I.3.7 Ferroquelatasa

Finalmente, el Gltimo paso en la ruta biosintética del
hemo es la insercidn de un atomo de hierro (lI) en la PROTO 1X.
Esta reaccidn es catalizada por la Fe-quel (Rimington, 1958),

aunque puede tambi&n ocurrir no enzimidticamente.

Esta enzima se ha estudiado en numerosas fuentes

(Lascelles, 1964; Labbe y col., 1968; Jones y Jones, 1969).
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La Fe-quel es una enzima mitocondrial firmemente uni-
da a la membrana interna (Mc Kay vy col., 1969; llarbin y Dailey,
1985). Es una lipoproteina, siendo el agregado de fracciones
fosfolipidicas esencial para su actividad {n v{tro (Sawada vy
col., 1969; Taketani y Tokunaga, 198l; Dailey y Fleming, 1983;
Hanson y Dailey, 1984). Es sulfhidrilica (Porra y col., 1967;
Llambias, 1976;Taketani y Tokunaga, 198l) y pareceria,en algu-
nos casos, requerir fosfato de piridoxal (Labbe y Nielsen, 1976;
Taketani y Tokunaga, 1981; Dailey, 1982). Es inhibida por oxi-
geno e inactivada por manganeso vy plomo (Porra y Jones, 1963 a;

Mazanowska y col., 1966).

Esta enzima es altamente especifica para el hierro (Il),
lo cual es de suma importancia ya que LM v{v¢ la Fe-quel debe
seleccionar a este metal de entre una gran variedad de cationes
divalentes (Labbe y Hubbard, 1961); sin embargo otros metales
tales como zinc (l1lI) y cobalto (II) también se pueden incorpo-
rar a la PROTO IX (Jones y Jones, 1969; Sinclair y col., 1979;
Camadro y col., 1964; Canepa, 1987).’

En cuanto a su especificidad por las porfirinas, se
comprobd que ademads de PROTO IX, pueden actuar como sustrato
An v{vo la mesoporfirina y la deuteroporfirina (Porra y Jones,

1963 b; Taketani y Tokunaga, 1982).

1.4. CONTROL DE LA BIOSINTESIS DEI HEMO

Los procesos metabdlicos ocurren en las células vivas
en perfecto equilibrio y coordinados de tal manera que asegu-
ran la utilizacidén adecuada de los sustratos necesarios para
la sintesis celular. E1 camino biosintético del hemo también
responde a esta regla genecral. Por ejemplo, cn condiciones nor
males, la cantidad de porfirinas libres y/o de precursores (ALA vy
PBG) que se acumulan o excretan es muy pequeia, indicando que

la biosintesis del hemo sc¢ lleva a cabo con un alto grado de
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eficiencia y ademds estd sujeta a una serie de controles estre

chamente ligados.

I.4.1. Rol del ALA-S y su control por hemo

El punto de control primario de este camino se encuen
tra en la mayoria de los sistemas estudiados a nivel de la pri
mera enzima, el ALA-S. Su capacidad para controlar la veloci-
dad de la via metabdlica se debe a su baja actividad enddgena

y a su corta vida media (Bishop y Desnick, 1982).

En principio, el ALA-S estd sujeta a un mecanismo de
control por retroinhibicidn o "leedback", es decir que el pro-
ducto final (hemo) ejerce un efecto inhibitorio sobre la enzi-
ma (Lascelles, 1964; Sassa y Granick, 1970; Whiting, 1976). A-
demdas de la inhibicidn por producto final, existe regulacién
de la sintesis del ALA-S a nivel de la transcripcidn y traduc-
cidn de esta proteina. El mecanismo,que se postuld para expli-
car la sintesis de ALA-S y su control,se basa en la conocida
hipdtesis de Jacob y Monod (Jacob y Monod, 1961; Tyrell vy
Marks, 1972; Whiting, 1976) (Figura 1.9.).

El ALA-S tiene la capacidad de responder rapidamente
a un aumento en el requerimiento de hemo y su sintesis es re-
primida a concentraciones de hemo de 10-7 M, mientras que la
inhibicidn de su actividad se logra a concentraciones de 10-5
(Wolfson y col., 1979). Estos resultados sugieren que el con-
trol del ALA-S ejercido por el hemo es muy importante a nivel
de la sintesis de iovo, aunque también se debe tener en cuenta
la retroinhibicidn por producto final, ya que el hemo se sinte
tiza en la mitocondria, el mismo compartimiento en el que desa

rrolla su actividad catalitica el ALA-S (Wolfson y col., 1979;

Kappas y col., 1983).

Estudios en cultivos de higado de embridn de pollo su

gieren que la hemina (la forma oxidada del hemo) actia

9

M
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acortando la vida media del RNAm del ALA-S, o bien interfirien
do especificamente con su sintesis a nivel post-transcripcio-
nal (Sassa y Granick, 1970; Tyrell y Marks, 1972). Luego se en
contrd que la hemina puede reprimir la sintesis del RNAm del

ALA-S (Whiting, 1976; Yamamoto y col. , 1988).

OP{RON tHemo
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FIGURA 1.9.: Mecanismo de regulacidén de la biosintesis del
hemo.

I: Inhibicién del ALA-S por producto final; R: represidn de 1la
sintesis de ALA-S
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La administracidn exdgena de hemo también reduce la
actividad de ALA-S disminuyendo la velocidad de transferencia
de la enzima citosdlica a la mitocondria (Hayashi y col.,
1983; Srivastava y col., 1983 b). E1 rol que juega el hemo en
estas circunstancias puede explicarse aceptando la existencia
de un pool de hemo libre formado por hemo recién sintetizado o
proveniente de fuentes exdgenas, no unido a proteinas. Este
pool debe ser pequefio y con una muy rdpida velocidad de recam-

bio (Figura 1.10.). El reservorio de hemo libre puede afectar

la biosintesis y el metabolismo del hemo en varias formas
(Kappas y col., 1983): a) el hemo libre en mitocondria puede re
gular la velocidad de sintesis de las subunidades de Citocromo
Oxidasa que son sintetizadas en los ribosomas mitocondriales
(Trueblood y col., 1988; Hodge y col., 1989); b) el hemo libre
citosdlico puede reprimir la velocidad de sintesis del ALA-S e
inducir a la Hemo Oxigenasa (enzima que cataboliza el hemo); es
ta fraccidén del hemo podria considerarse como el "hemo regulato
rio" y c) el hemo libre microsomal puede regular la actividad

de la Hemo Oxigenasa ademds de actuar como sustrato.

Sin embargo, el efecto de la hemina sobre la actividad
del ALA-S es diferente en tejido hepdtico que en extrahepdticos.
As1i, la hemina no inactiva el ALA-S en la glandula de Harder
de ratdén (Margolis, 1971), corazén (Briggs y col., 1976), glan-
dula adrenal (Condie y col., 1976) y testiculo (Tefilon y Piper,
1980).

El control de la biosintesis de hemo en otras fuentes
ha sido poco estudiado. La funcién regulatoria del hemo sobre
el ALA-S no es conocida en bacterias excepto en bacterias foto
sint&ticas donde el hemo reprime e inhibe la actividad del
ALA-S. Un efecto similar fue observado en M{chrococcus denitrni-
§<cans (Granick y Beale, 1978). En levaduras, el ALA-D es la en
zima limitante, sujeta a regulacidn, en lugar de ser el ALA-S.

Sobre este aspecto nos extenderemos en el siguiente capitulo.
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FIGURA 1.10.: Pool de hemo regulatorio

La utilizacidn del hemo para la sintesis de distintas
hemoproteinas debe estar muy bien coordinada con la formacidn

de sus componentes proteicos especificos (Marks y col., 1988).

I1.4.2. Control por localizacidn tisular y subcelular

Los niveles de hemoproteinas varian considerablemente
en los distintos tejidos y las cé&lulas de cada tejido son capa
ces de sintetizar sus propias hemoproteinas segin sus necesida

des (citado por Batlle y col., 1981). Parece existir una
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correlacidon simple y directa entre los niveles de actividad de
las enzimas de este camino y su capacidad para formar sus hemo

proteinas (Sassa y Kappas, 1981).

Por otra parte, llama la atencidén el hecho de que de-
terminadas etapas tengan lugar dentro de la mitocondria, mien-

tras que otras ocurren en el citoplasma (Figura 1.3.). Entonces,

los metabolitos deben pasar necesariamente a través de la mem-
brana mitocondrial, lo cual podria constituir un mecanismo re-
gulatorio pen 4e¢. Asi, la concentracidn de ALA dentro de la mi
tocondria y su pasaje al citosol jugarian un papel relevante

en la regulacidén de la sintesis de los tetrapirroles.

I1.4.3. Control por constituyentes del medio ambiente celular

Existen numerosos constituyentes del medio ambiente
celular que podrian influir sobre la sintesis de los tetrapirro
les; sin embargo sdlo dos de ellos, el oxigeno y la iluminacién,
han sido objeto de importantes estudios debido a su accidén re-

gulatoria (Batlle y col., 1981).

I.4.4. Control por interconexidn con otros caminos metabdlicos

Los mecanismos de regulacidn del hemo se encuentran
muy bien coordinados con los de formacidn de proteinas especi-
ficas que constituyen las distintas hemoproteinas. Asimismo, e
Xxiste una estrecha correlacidn entre la concentracidén de ALA
intracelular y los niveles de glicina y de succinil CoA que es
generado por el ciclo de los acidos tricarboxilicos (Piper vy

col., 1973; Neuberger, 1980).

También, se demostrd que en ciertos organismos la ac-
tividad de ALA-S estd controlada por las actividades relativas
de enzimas, Cistationasa y Rodenasa, involucradas en el metabo-
lismo de compuestos sulfurados y en la formacidén y degradacién,

respectivamente,de una trisulfocistina que actta como activador
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del ALA-S (Wider de Xifra, 1976; Viazquez y col., 1980; Viazquez,
1984).

Hay ademas, evidencias sobre la importancia de la con
centracidon intracelular de ATP en el control de la biosintesis
de porfirinas, aunque se han postulado efectos contradictorios

(Gajdos y Gajdos-Torok, 1969; Ohashi y Sinohara, 1978).
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I1. BIOSINTESIS DE PORFIRINAS EN LEVADURAS

I1.1., LAS LEVADURAS COMO MODELO EXPERIMENTAL

Las levaduras han sido "amigas" del hombre durante

por lo menos 8.000 aiios, proveyéndolo del pan diario, la cerve-
za y el vino. Ningdn otro grupo de microorganismos ha estado
mas Intimamente asociado con el progreso y el bienestar humano
que las levaduras (Rose y Hlarrison, 1989). Su contribucién al
progreso del hombre se basd en la capacidad de ciertas levadu-
ras de producir una rdpida y eficiente conversidn de azlcares
en alcohol y didxido de carbono. Durante mucho tiempo se consi-
derd a las levaduras como cuerpos inertes. Fue Louis Pasteur
quien finalmente probd que la fermentacidén era producida por

células vivas.

Otra importante contribucidén que las levaduras han he-
cho al progreso humano ha sido, y ain lo es, permitir la eluci
dacidn de distintos procesos bioquimicos y metabdlicos en célu-
las vivas. Fueron los hermanos Buchner en 1897 quienes comenza-

ron con el estudio bioquimico en las levaduras.

En la actualidad, las levaduras constituyen uno de los
organismos mids valiosos y usados en la bioqulimica, la biologia
molecular y la genética. Admds, el caudal de conocimientos cien
tificos acerca de las levaduras que se ha ido acumulando duran-
te muchos anos de experiencia practica con este organismo, lo
han convertido en una de las herramientas mas adecuadas y ati-

les para el desarrollo de la biotecnologia moderna.

En términos de utilidad experimental, las levaduras
son para los organismos cucaridticos equivalentes a lo que es

Eschendichia cold para los procariotes.

Por lo tanto se describiridn algunas de las
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caracteristicas que hacen que las levaduras sean excelentes mo

delos experimentales.

La levadura es un organismo unicelular eucaridtico.
Estas células crecen con facilidad en medios de cultivo simples
en presencia o ausencia de oxigeno y son capaces de duplicar su
masa en 90 minutos. La modificacidon de los medios o de las con
diciones de cultivo puede permitir la expresidn selectiva de
un determinado fenotipo. De esta forma, se obtienen poblaciones
homogéneas de células muy fdcilmente y en cortos intervalos de
tiempo, posibilitando el estudio de sus caracteristicas bioquimi

cas y genéticas.

Ademds, la cantidad de DNA nuclear en una célula de
levadura es de aproximadamente 13.500 Kb, cantidad cuatro veces
mayor que la de E. cofl{ y 200 veces menor que la de células de
mamiferos. La levadura tiene 16 cromosomas y el tamafo prome-
dio de los mismos es de 800 Kb, siendo el cromosoma I el mias
pequeno (250 Kb) y el XII el mavor (2.500 Kb). Tiene un genoma
muy compacto con pocos intrones o secuencias repetitivas. Este
hecho implica que se puede obtener mucha informacidn de este
organismo en poco tiempo. En la actualidad, se encuentra en mar
cha un proyecto europeo para la secuenciacidén del genoma de le

vadura (Goffeau y Vassarotti, 1991).

Otro importante argumento bioldgico en favor de la le
vadura como modelo experimental es esencialmente que la levadu
ra es un organismo eucaridtico ampliamente utilizado. Se inten
ta, por Gltimo, poder transferir la informacidn biomolecular,
bioquimica o genética obtenida a partir de la levadura a otros
eucariotes incluyendo al hombre, aunque por supuesto que cada
conclusidén deber3d ser eventualmente comprobada en el organismo

superior.

Ademds, se estan implementando técnicas con el objeto
de introducir genes heterdlogos en levaduras para lograr final

mente la expresidn de los mismos.



De las diferentes especies de levaduras, la mids estu-
diada y conocida, desde el punto de vista bioquimico y genéti-

co, es la Saccharomyces cerevisiae.

ITI.2. CARACTERISTICAS DE LAS LEVADURAS

Las células de levadura son esféricas u ovales, con
un didmetro de 3 a 7 u dependiendo de la ploidia. Presentan
las caracteristicas de compartimentalizacidn interna de las c@
lulas eucariotes: poseen |6 cromosomas diferentes en un nidcleo
bien definido, mitocondrias, vacuolas y reticulo endopldsmico.
Rodeando la membrana citoplasmatica, se encuentra la pared ce-
lular. La existencia de esta barrera representa un inconvenien
te para trabajar con levaduras ya que se necesitan tratamientos
bastante drasticos para romperla. Los principales componentes
de la pared celular son: polisacaridos, proteinas, lipidos y
fosfatos. Los polisacaridos, que constituyen m3ds del 80 7% del
peso seco de la pared, estidn formados fundamentalmente en base
a glucosa y son los principales responsables de la formacidn
de una tupida malla de microfibrillas. Los polisacaridos de ma
nosa y glucosamina son asimismo importantes y, junto con las

proteinas y los lipidos constituyen los compuestos cementantes.

La digestidn de la pared celular con enzimas liticas
da lugar a la produccidn de protoplastos viables, que son célu
las sin pared. Cuando las células tratadas conservan restos de

pared se llaman esferoplastos.

Cada cé&lula de levadura puede contener entre 10 y 50
mitocondrias distribuidas en su citoplasma y €stas representan
el 10 % del peso celular. Las cepas de levaduras deficientes
en mitocondrias se llaman p~ y las que carecen totalmente de e
llas son conocidas como p°. Las mitocondrias formadas en mutan
tes deficientes respiratorias v en células crecidas en presen-

cia de altas concentraciones de glucosa (Polakis y col., 1964,
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1965) son similares pero muy diferentes a las mitocondrias nor
males (Yotsuyanagi, 1962). Asimismo las mitocondrias de célg
las crecidas en anaerobiosis se conocen como "promitocondrias"
(Marquardt, 1962) o mitocondrias "degeneradas'" que vuelven a
tener una apariencia normal cuando esas cé@lulas crecen en con-

diciones aerdbicas.

Las levaduras son organismos heterdtrofos capaces de
utilizar carbohidratos y una amplia variedad de otros compues-
tos orgidnicos como nutrientes. De todos estos compuestos deri-
van los esqueletos carbonados, necesarios para sintetizar los
constituyentes celulares y para proveer la energia requerida
por las reacciones biosintéticas. Ll nitrégeno es también un e
lemento esencial para el metabolismo celular y compuestos tales
como glutamina, glutamato o amonio sirven principalmente como

fuentes de nitrdgeno.

Las c&lulas de levadura son aerobitas lacultativas aun
que el rendimiento de células crecidas acrdbicamente es 10 ve-
ces mayor que el alcanzado en condiciones anaerdbicas con la

misma cantidad de glucosa disponible.

Las levaduras se reproducen tanto asexual como sexual
mente. La reproduccidén asexual es conocida como gemacidén. Duran
te el ciclo de vida sexual, las células alternan entre una fase
haploide y una diploide,y ambos tipos de c@lulas son estables

(Figura I1.1.). El proceso sexual estid controlado por el locus

MAT que tiene 2 alelos a y a, y esta localizado en el cromo-

soma I1I1I.

I1.3. ENZIMAS DEL CAMINO BIOSINTETICO DEL HEMO

La importancia del hemo en las levaduras es debida a
que este compuesto es el grupo prostético no sbélo de los cito-

cromos mitocondriales sino también de otras hemoproteinas
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incluyendo citocromos microsomales y dos tipos de catalasas.

La formacidn de estas proteinas exige una sintesis coordinada

tanto de las apoproteinas como del grupo hemo. Por lo tanto,

la formacioén de porfirinas asi como su regulacidn juegan un rol

clave no sdlo en la biogénesis mitocondrial sino también

procesos de detoxificacidn celular.

Diplofase ( Ea/a

MEIOSIS
Asca
a/&x HOMOTALICO
a ENZIMA

a/ox _.\a a/

R

HETEROTALICO x
o Tetrada
o ~ o de esporas

Haplofase

FIGURA II.l.: Ciclo de vida sexual de la levadura

en los
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Los primeros trabajos en los cuales se pusieron en e-
videncia las diferentes etapas de la sintesis del hemo a par-
tir de glicina y succinato en levaduras provienen del grupo de

Labbe (Labbe, 1971; Labbe y col., 1972).

A partir de la década del 70 y hasta la actualidad,
han sido publicados numerosos trabajos tendientes a esclarecer
tanto aspectos enzimdticos como genéticos de la via biosinté
tica de las porfirinas asi como su regulacidn,en un organismo
eucaridtico simple como es la levadura Saccharcmyces cerevisdae.
Se han empleado cé&lulas de cepas salvajes y de cepas mutadas a
diferentes niveles de esta via biosintética (Sanders y col.,
1973; Woods y col., 1975; Gollub y col., 1977; Grimal y Labbe-
Bois, 1980, 1981; Kurlandzka y Rytka, 1985), crecidas en diver

sas condiciones.

El mejor conocimiento del funcionamiento y la regula-
cidn del camino metabdolico del hemo en levaduras sera, sin du-
das, un gran aporte al conocimiento de los mecanismos que ope-

ran en eucariotes superiores.

Las etapas enzimidticas son las mismas que las descrip-
tas en el Capitulo I, item 1.2., siendo su compartimentaliza-
cidn tambi&n similar, excepto que la CPG-asa de levaduras se en

cuentra en el citosol (Camadro v col., 1986).

II1.3.1. ALA-Sintetasa

En 1983 se aisld y se clond el gen estructural del
ALA-S en plasmidos recombinantes (Arrese y col., 1983), estando
la enzima codificada por el gen nuclear HEM 1. Las transforman-
tes obtenidas tenfan una actividad elevada de ALA-S y un conte
nido alto de ALA intracelular. Sin embargo, las cepas transfor
madas no presentaron alto contenido de hemo o citocromos ya
sea en medios con glucosa o con glicerol, indicando que la pro

duccidn de ALA no seria la ctapa limitante de la velocidad en
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la biosintesis del hemo en levaduras.

Asimismo, esta enzima se purificdé y caracterizd

(Volland y Felix, 1984). Es una enzima mitocondrial y dimérica,
formada por dos subunidades idénticas (PM 53 KDa). Sus propie-
dades cataliticas incluyendo pH O6ptimo, constantes de Michaelis-
Menten para glicina y para succinil CoA, sensibilidad frente a
agentes sulfhidrilicos, requerimiento por fosfato de piridoxal,
son muy similares a las descriptas para el ALA-S proveniente de
otras fuentes (Whiting y Granick, 1976). La enzima se inhibe

un 50 % por bajas concentraciones de hemina (6 pyM) pero no por
hemo. El significado fisioldgico de esta inhibicidn es descono
cido ya que no se encuentra protohemina dentro de las cé&lulas.
Wolfson y col. (1979) encontraron resultados similares para el

ALA-S de mitocondrias de higado de rata.

El ALA-S, al igual que la mayoria de las proteinas mi
tocondriales (Schatz y Butow, 1984), es sintetizada tanto 4n
v{tro como Ln v{vo con una secuencia adicional de 3,5 KDa en
el extremo amino terminal que se pierde durante el transporte
de la enzima a la mitocondria (Yamauchi y col., 1980; Ades y
Harpe, 198l1; Srivastava y col., 1983 a; Watanabe y col., 1983).
El hemo no parece interferir en la translocacién del ALA-S en
levaduras (Urban-Grimal y col., 1986), a diferencia de lo que
ocurre para el ALA-S de higado de pollo (Hayashi y col., 1983;

.Srivastava y col., 1983 b).

La secuenciacidn del ALA-S de levadura (Urban-Grimal
y col., 1986) mostrd que una subunidad de esta enzima consiste
en 548 aminodcidos, valor compatible con el valor de 56,5 KDa
estimado por SDS-PAGE. La pre-secuencia tiene aproximadamente
35 residuos aminoacidicos y su composicidn rica en serina,
treonina, aminodcidos bdsicos y carente de aminodcidos &acidos
(3 argininas, 1 lisina, 1 histidina) es tipica de una proteina
de matriz mitocondrial sintetizada enel citosol como un precur

sor mas grande (Hay y col., 1984). Se encontrd un 41 % de
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homologia entre las secuencias aminoacidicas del ALA-S de leva
dura y la de higado de pollo (Borthwick y col., 1985). Las re-
giones de mayor homologia son 114-187 y 408-469 v por lo tanto
probablemente sean importantes para la actividad catalitica de

la enzima.

Existen varios trabajos en los cuales se investiga la
importancia de la pre-secuencia. Volland y Urban-Grimal (1988)
empleando un ALA-S sin la pre-secuencia amino terminal y sin
40 residuos de la proteina madura, encontraron que esta forma
del ALA-S, si bien es capaz del "targeting'" mitocondrial, no
llega hasta la matriz. Por otra parte, el grupo de Guarente
(Keng y col., 1986; Haldi y Guarente, 1989) demostrd que la in
formacidn para el "targeting" mitocondrial est3d repetida, sien
do los primeros 9 aminodcidos del extremo amino terminal parti

cularmente importantes.

1I1.3.2. ALA-Dehidrasa

El ALA-D es una enzima clave en el camino biosintético
de las porfirinas en levaduras. Su importancia crecid a partir
de trabajos realizados principalmente en la década del 70, de
los cuales surgieron evidencias que asignaban un rol regulato-
rio a esta enzima en Neurospora chrassa (Muthukrishnan y col.,
1969, 1972) y en Saccharomyces cerevdisiae (Jayaraman y col.,
1971; Mahler y Lin, 1974; Labbe-Bois y Volland, 1977). Ademis,
bajo condiciones fisiolbgicas apropiadas, estos organismos acu
mulan ALA intracelular, indicando que la actividad relativa de
ALA-D es menor que la del ALA-S (Muthukrishnan y col., 1972;
Mattoon y col., 1978; Labbe-Bois y col., 1986).

.Una propiedad ampliamente estudiada de las levaduras
es su respuesta a la fuente de carbono disponible. Los citocro
mos (Polakis y Bartley, 1965; Perlman y Mahler, 1974) y una va
riedad de otras enzimas estdn sujetas a una marcada represidn

por catabolito cuando las células crecen en un medio de cultivo
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con glucosa. Respecto al ALA-D, varios laboratorios han repor-
tado su represidn por catabolito (Jayaraman y col., 1971;
Labbe-Bois y Volland, 1977; Mahler y Lin, 1978; Borralho y col.,
1983).

Se ha determinado actividad de ALA-D en levaduras en
varios laboratorios, ya sea en extractos crudos (Jayaraman y
col., 1971; Mahler y Lin, 1974; Labbe-Bois y Volland, 1977;
Borralho y col., 1983) o An 44fu en células permeabilizadas
(Borralho y col., 1983). Los sistemas de incubacién empleados
difirieron de un laboratorio a otro, sin embargo en todos los

casos se encontrd una muy baja actividad de ALA-D.

El primer intento para purificar el ALA-D de levadura
fue descripto por Clara de Barreiro (1967) quien obtuvo una en
zima parcialmente purificada. Recientemente, Borralho y col.
(1990), luego de aumentar la concentracidén del ALA-D en cé&lu-
las de levadura, la purificaron y caracterizaron. Para ello
transformaron células con un plidsmido multicopia que contiene
el gen estructural de esta enzima HEM 2 logrando incrementar su
concentracidon 20 veces. Mediante los distintos procedimientos
de purificacidn empleados obtuvieron una enzima casi homogénea
y sus propiedades fueron muy similares a las de las enzimas ais
ladas de higado de vaca (Wilson y col., 1972; Cheh y Neilands,
1973; Bevan y col., 1980) y eritrocitos humanos (Anderson:-y

Desnick, 1979; Despaux y col., 1979; Gibbs y col., 1985).

Las secuencias primarias deducidas de las secuencias
de DNA para las ALA-D's humana (Wetmur y col., 1986) y de leva
duras (Myers y col., 1983) mostraron regiones altamente conser
vadas incluyendo un dominio propuesto como el sitio de unidn de

zinc a la enzima.

La principal diferencia hallada entre la enzima de ma
miferos y la de levaduras es que esta @iltima posee un pH Sptimo

muy alcalino, 9,6-9,8.
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I1.3.3. PBG-Deaminasa y UROGEN 1I1 Cosintetasa

Es sumamente escasa la informacidn referente a las
propiedades, mecanismo de accidn y purificacidén de estas enzi-
mas en un organismo eucaridtico simple como la levadura, pese
a que existen numerosos trabajos de estas enzimas en otras fuen

tes (ver Capitulo I, item I.3.3.).

Sin embargo, cabe destacar que se han aislado varias
mutantes deficientes en la PBG-Deaminasa (hem 3) (Resnick y
Mortimer, 1966; Karst y Lacroute, 1973; Bard y col., 1974;
Gollub y col., 1977; Kurtz y Marrinan, 1989).

En 1986, Gellefors y col. clonaron un gen que comple-
menta la mutacidn hem 3 y que sobreexpresa actividad de PBG-Dea
minasa en un pldsmido multicopia. La traduccidn {n v{tho del
RNAm seleccionado del plidsmido que contiene el gen estructural
o regulador para la actividad de PBG-Deaminasa (HEM 3) dio un
producto de 43 KDa, similar al ya encontrado para la enzima de

mamiferos, plantas y bacterias.

Recientemente se han descripto algunas propiedades f1i
sicas y cinéticas de la Porfobilinogenasa (complejo enzimidtico:
PBG-Deaminasa - UROGEN III Cosintetasa) en Saccharomyces cehre-

visLae (Araujo y col., 1987, 1989).

I1.3.4. UROGEN Decarboxilasa

La actividad de URO-D ha sido determinada en numero-
sos casos, fundamentalmente en aquellos donde se aislaron mu-
tantes deficientes en la actividad de esta enzima (Rytka y col.,
1984; Kurlandzka y Rytka, 1985; Kurlandzka y col., 1988). Estas
mutantes acumulan y excretan cantidades importantes de interme-
diarios de la decarboxilacion del UROGEN, junto con dehidroiso-
coproporfirina. En un trabajo reciente, donde se emplearon di-
chas cepas, se demostrd que la sintesis de dehidroisocoproporfi

firina depende de la presencia de una COPROGEN Oxidasa
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activa acompanada de una cantidad aumentada de pentacarboxipor
firindgeno y de una decarboxilasa disminuida. Estos resultados
indicarian que la ruta alternativa del metabolismo de pentacar
boxiporfirindgeno postulada por Elder (1977) en lhumanos tam-

bién funcionaria en ciertas mutantes de Saccharomyces cerevd-

ciae (Kurlandzka y col., 1991).

La medicién de las velocidades de acumulacidn de los
diferentes productos de la reaccidn catalizada por la enzima
proveniente tanto de cepas normales como mutantes, mostrd la
gran complejidad de esta reaccidén (Rytka y col., 1984;
Kurlandzka y col., 1988), que ya ha sido descripta para la misma

enzima en otras fuentes (ver Capitulo [, item I1.3.4.).

Recientemente, se describid (Felix y Brouillet, 1990)
la purificacidn hasta homogeneidad de la URO-D de Saccharomyces
cernevisdae. Asimismo se determinaron varias de sus propiedades,
incluyendo PM, constantes cinéticas, inhibicién por agentes sul
fhidrilicos e iones metdlicos divalentes, requerimiento de co-
factores.Tales propiedades fueron muy similares a las ya repor
tadas para la URO-D aislada de otras fuentes (Capitulo I, item

I1.3.4.).

11.3.5. Coproporfirindgeno 1Ll oxidasa

El primer trabajo donde se midid actividad de CPG-asa
en levaduras fue realizado por Miyaki y Sugimura en 1968. Traba
jaron con cepas normales y mutantes cyt que acumulan coproporfi
rina cuando crecena 35 °C y caracterizaron la enzima en ambas
cepas. Encontraron el 70 - 100 % de la actividad total de
CPG-asa en la fraccidn soluble de extractos libres de células.
Obtuvieron actividad alta de esta enzima en cé&lulas de la mutan
te cyt crecidas a temperatura elevada, lo cual podria ser el
resultado de la ausencia de un producto final, tal como hemo,

que reprimiria a esta enzima. Trabajos mas recientes confirma-

- - - - .
ran esta praimera I\1pote51s.
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Por su parte, Poulson y Polglase (1974) quienes purifi
caron parcialmente la CPG-asa de levadura a partir de mitocon-
drias, reportaron que la actividad especifica de la enzima fue
levemente mas alta en mitocondrias que en la fraccidn citoplas
matica. E1 PM se estimd en 75 KDa por filtracidn por gel. La
enzima exhibid la inusual propiedad de tener igual actividad a-
naerdbica que aerdbica, si ATP, manganeso y metionina estdn pre
senées junto con NADP+ como aceptor de electrores, como previa
mente habia descripto Tait (1972) para la enzima de Rhodopseu-

domonas Aphenoides.

Sin embargo, también se ha observado que en Sacchano-
myces cenevisiae el nivel de actividad de CPG-asa estd aumenta
da en mutantes deficientes en hemo y en células salvajes creci
das en condiciones anaerdbicas (Miyake y Sugimura, 1968;

Urban-Grimal y Labbe-Bois, 1981; Labbe-Bois y col., 1983).

Asimismo han sido aisladas mutantes de S. cehrevisiae
parcial o totalmente deficientes en actividad de CPG-asa

(Bilinski y col., 1981).

La CPG-asa de levadura ha sido purificada hasta homo-
geneidad (Camadro y col., 1986). La enzima nativa es un dimero
formado por dos subunidades idénticas de 35 KDa. Su localiza-
cién es citoplasmatica, 1lo que implica que el PROTOGEN, de ca
racteristicas lipofilicas, debe cruzar las dos membranas mito-
condriales para alcanzar su sitio final de oxidacidn. E1l aniali
sis del contenido de metales sobre la enzima reveld la presen-

cia de un atomo de hierro por subunidad.

Por lo tanto, las principales diferencias entre 1la
CPG-asa de levadura y la enzima bovina son la localizacidn in-
tracelular, la composicidn de subunidades y el contenido de me

tales (Camadro y col., 1986).

También se ha observado que la sintesis de la CPG-asa
en S. cenrevisdiae estia sujeta a un control negativo por hemo y

oxigeno y esta regulacidn opera a nivel pretraduccional: 1la
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actividad de la enzima, junto con la cantidad de proteina inmu
nodetectable en estado estacionario y de RNAm especifico a tra
ducir estidn aumentados 5-40 veces (dependiendo de la cepa) en

mutantes deficientes en hemo y en c&lulas crecidas anaerdbica-

mente (Zagorec y Labbe-Bois, 1986).

En un trabajo reciente (Zagorec y col., 1988), se ais
13 y se determind la secuencia nucleotidica del gen de la
CPG-asa de levadura. El andlisis por deleciones de las secuen-
cias 5' cercanas reveld la presencia de una regidn regulatoria
requerida para la de-represidn de la expresidn del gen bajo con

diciones anaerdbicas.

I1.3.6. Protoporfirindgeno oxidasa

La informacifén disponible concerniente al funcionamien
to y la sintesis de esta enzima es bastante escasa, quizis de-
bido a las dificultades encontradas para medir su actividad.
Tedricamente, estas mediciones son simples. Sin embargo, la di
ficultad est3d en que el sustrato PROTOGEN se autooxida facilmen
te, se generan durante la reaccidn de reduccidn del sustrato
productos de degradacidn que interfierenm en el espectro de 1la
PROTO e incluso la concentracidn alta de detergentes necesaria
en los ensayos hace que las determinaciones sean dudosas. Por
todos estos motivos es que se han publicado varios trabajos ten
dientes a encontrar el mejor método para medir actividad de

PTG-asa (Camadro y col., 1982; Labbe y col., 1985).

Esta enzima no ha sido alin ni bien caracterizada ni
purificada en levaduras. Poulson y Polglase reportaron en
1975 algunas caracteristicas de la reaccidn enzimidtica de con-

versidn de PROTOGEN en PROTO.

En trabajos recientemente publicados se estudia la in
hibicién de la PTG-asa por distintos herbicidas en levaduras

(Matringe y col., 1989 a, b; Camadro vy col., 1991), asi como en
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otras fuentes, encontrindose que la enzima de levadura presen-

ta un comportamiento particular.

I1.3.7. Ferroquelatasa

La Ferroquelatasa ha sido estudiada en diversas cepas
de levaduras con actividad normal de esta enzima o deficientes
en ella. Estas {ltimas cepas (hem 15) fueron aisladas por

Urban~Grimal y Labbe (1981) y Kurlandzka y Rytka (1985).

En 1981, Camadro y Labbe describieron un método simple
para la determinacidn de la actividad de Fe-quel en levaduras,

que ha sido ampliamente usado.

Se han establecido muchas caracteristicas tanto de la
Fe-quel unida a membrana (Camadro y Labbe, 1982) como de la en
zima purificada a homogeneidad (Camadro y Labbe, 1988). En va-
rios aspectos, que incluyen importancia de los lipidos para la
actividad enzimiatica, especificidad de sustrato, mecanismo ci-
nético, entorno hidrofébico del sitio activo, la enzima de leva

duras es similar a la de eucariotes superiores.

Camadro y Labbe (1988) mostraron que la Fe-quel de 1le
vaduras se sintetiza como un precursor de alto PM (44 KDa) el
cual se convierte rapidamente en la forma madura de la enzima
(PM 40 KDa) durante la translocacidn a la mitocondria. También
sugieren que la Fe-quel de levadura formaria parte de un com-
plejo multienzimatico, semejante a lo reportado por Taketani y

col. (1986) para la enzima bovina.

Recientemente, el gen HEM 15, que codifica para la
Fe-quel en S. cenevisdiae, ha sido aislado por complementacidn

funcional de una mutante hem 15 (Labbe-Bois, 1990).

La secuencia con marco de lectura abierto codifica pa-
ra una forma precursora de la proteina que contiene una prese-
cuencia de 31 aminodcidos. Esta presecuencia es rica en aminoid

cidos badsicos e hidroxilados y carcce de aminodcidos acidos,
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composicidn caracteristica de las proteinas destinadas a las
mitocondrias. El procesamiento que lleva a la formacidn de la
proteina madura de 362 aminodcidos (PM 40,9 KDa) pareceria ocu
rrir en dos etapas. La lisina y los aminodcidos hidroxilados
son abundantes en la proteina madura de levadura, al igual que
para la Fe-quel de otras fuentes, sugiriendo, por lo tanto, que

son importantes para la actividad enzimitica.

La secuencia nucelotidica de la Fe-quel de S. cenevi-

siae también ha sido determinada por Gokhman y Zamir (1990).

I1.4. REGULACION DE LA BIOSINTESIS DEL UEMO

La biogénesis mitocondrial depende, en gran medida, de
la regulacidn del camino biosintético del hemo ya que &éste es
el grupo prostético de los citocromos de la cadena respiratoria,
la Citocromo ¢ oxidasa y citocromo b2’ las Catalasas A y T, los
citocromos microsomales b5 y P-450 y quizis de otras hemoprotei

nas aiun no identificadas.

Como ya se vié en el Capitulo I, item 1.4., en la ma-
yoria de los organismos (Burnham y Lascelles,1963; Clark-Walker
y col., 1967; Granick y Sassa, 1971l; Sinclair y Granick, 1975)
la regulacidon de la biosintesis de porfirinas es fundamental-
mente a nivel de la primera enzima, el ALA-S. En tales organis
mos se descartd un rol regulatorio para el ALA-D ya que esta en

zima esta presente en cantidades no limitantes.

Por el contrario,en levaduras existen en la literatu
ra numerosas evidencias que avalan la hipdtesis de que el ALA-D
modula este camino biosintético. Se ha demostrado que esta enzi
ma esta fuertemente reprimida por glucosa (Jayaraman y col.,
1971; Labbe-Bois y Volland, 1977; Labbe-Bois y Labbe, 1978;
Mahler y Lin, 1978; Mattoon y col., 1978). Asi, el control por

catabolito de la sintesis de citocromos seria ejercido
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principalmente a través del ALA-D (Mahler y Lin, 1978). En cier
tas mutantes regulatorias, también se observé que el ALA-D y
los citocromos exhiben una resistencia coordinada a la repre-

sidn por catabolito (Borralho y col., 1983, 1989).

Asimismo, Arrese y col. (1983) clonaron el gen HEM 1
que codifica para el ALA-S en un plasmido multicopia y con &1
transformaron una mutante hem l. Las c@lulas transformadas mos
traron una actividad de ALA-S 20 veces mayor que la cepa nor-
mal mientras que el nivel de citocromos se restaurd sdlo hasta
valores normales, tanto en un medio con glucosa como en etanol.
Este resultado indicd que la produccidén de ALA no seria limitan
te en la produccién de citocromos. En cambio, la funcidn regula
toria fue atribuida al ALA-D ya que las células transformadas

acumularon entre 5 y 8 veces mads ALA que las normales.

Es de hacer notar que tambié&n se ha establecido un rol
regulatorio para el ALA-D en otros organismos tales como P4o-
piond bactenium shermanid{ (Menon y Shemin, 1967), Neurospora
crassa (Muthukrishnan y col., 1972), Ustilagce sphaerogena
(Komai y Neilands, 1968), Euglena grac«fis (Ebbon y Tait, 1969;
Stella, 1977), Mucon rouxid{ (Paveto y col., 1989) y en varias

especies de Rh{zobium (De Bonis y col., 1992).

Por otra parte, si bien el ALA-S no seria la enzima
regulatoria por excelencia en la biosintesis de los citocromos
en levaduras, varios trabajos realizados con distintas mutantes
han 1indicado que es una enzima altamente regulada y que su rol

es aparentemente muy complejo.

Asi, se observd que cepas bloqueadas en la conversidn
de UROGEN a COPROGEN (Gollub y col., 1977; Malamud y col.,
1983) o de COPROGEN a PROTOGEN (Gunge y col., 1967; Miyake y
col., 1972) acumulan ALA en grandes cantidades. Asimismo, Rytka
y col. (1984) demostraron, por primera vez, que mutantes par-
cialmente deficientes en URO-D poseen una actividad significati

vamente aumentada de ALA-S. Estos resultados sugieren que la
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actividad y/o sintesis del ALA-S estdn sujetas a un control
negativo por hemo. Por su parte, Borralho y col. (1989) encon-
traron que la glucosa ejecrce un control regulatorio sobre la
actividad del ALA-S pero este control no implica necesariamente

represidn de los citocromos mitocondriales.

En 1987,Keng y Guarente demostraron que la expresién
del gen que codifica para el ALA-S (UHEM 1) es constitutiva, ba
jo todas las condiciones de crecimiento, y estd regulada por
un par de sitios regulatorios opuestos: uno positivo y otro ne
gativo. El sitio positivo UAS (upstream activator site) es ac-
tivado por el sistema HAP2-UHAP3 que, como se vera en el proxi-
mo item, controla globalmente la expresidn de varios genes in-
volucrados en el metabolismo respiratorio. Este sistema manten
dria la expresidn de HEM 1 en ausencia de hemo. Sin embargo, la
expresidn de este gen no se de-reprime por una fuente de carbo-
no no fermentable (Mahler y Lin, 1974) como sucede con otros
genes regulados por HAP2-HAP3 (Guarente y col., 1984). Aparente
mente, la de-represidn estid impedida por la presencia de un se-
gundo sitio negativo que estd localizado levemente "downstream"

de la secuencia UAS y que estda controlado por hemo.

Por otra parte, tambi&n se ha sugerido un importante
rol regulatorio para la CPG-asa ya que ha sido claramente demos
trado que la sintesis de esta enzima estda sujeta a un control
negativo por oxigeno y hemo. Esta regulacidn opera a nivel
transcripcional (Zagorec y Labbe-Bois, 1986; Zagorec y col.,

1988).

Asimismo, existen evidencias de una leve represidn por
glucosa de la expresidn del gen de la Fe-quel (lLabbe-Bois,
1990). Se propone también la posibilidad de quc el funcionamien
to de esta enzima estd regulado por el aporte de sus sustratos
(hierro y PROTO) y, quizads de manera mas importante, por la de-
manda de hemo por parte de las distintas apoproteinas sintetiza
das a diferentes velocidades, dependiendo de las condiciones fi

sioldgicas de las células.
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II.5. REGULACION DE LA BIOSINTESIS DE HEMOPROTEINAS

El hemo participa en la regulacidn de la biosintesis
de muchas hemoproteinas de levadura, que estdn involucradas en
procesos conectados con la presencia y utilizacidn del oxigeno
molecular en las células vivas. El grupo prostético hemo ejerce
su efecto en diferentes ctapas, fundamentalmente en la trans-
cripcidn,pero también durante la traduccidn, el transporte y

el ensamblamiento.

I1.5.1. A nivel transcripcional

En S. cenevdis«ae, asi como en otros eucariotes, la
transcripcidn de genes especificos estd frecuentemente regulada
por determinadas regiones de DNA localizadas en el extremo 5'
de un dado gen, a cierta distancia del sitio de iniciacién de
la transcripcidn. Los promotores en levaduras son elementos
"upstream" (UAS) (Guarcnte y Ptashne, 1981; Guarente y Mason,
1983; Guarente, 1984, 1988; Struhl, 1987). Estos elementos ac-
tivan la transcripcidn cuando a ellos se unen factores regulato
rios especificos los cuales,a su vez,son activados por agentes

inductores en respuesta a seiiales fisioldgicas particulares.

Por otra parte, cn los genes que estdn regulados nega
tivamente, se localiza cerca del UAS otro siltio regulatorio
"upstream" , represor (URS, upstream represor site) que contro
la la accidn del UAS (Guarente, 1984; Brent, 1985; Mehta y
Smith, 1989).

La familia de genes del citocromo ¢ en levaduras esta
compuesta por los genes CYCl] y CYC7 que codifican para el iso-
l-citocromo ¢ y el iso-2-citocromo ¢ respectivamente. Bajo con
diciones aerdbicas el iso-l-citocromo ¢ es la isoenzima dominan
te (Sherman y Stewart, 1971; Laz y col., 1984). Ambas formas

son reguladas por oxigeno, represion por catabolito hemo.
I I
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Guarente y Mason (1983) demostraron que la regulacidn
de la transcripcidn del gen CYCl por hemo ocurre a nivel de la
iniciacidn y estid mediado por un sitio UAS, localizado 275 pa-
res de bases "upstream" de la regidn de iniciacidn de la trans
cripcidén. Posteriormente, este mismo grupo de investigacidn
(Guarente y col., 1984) determind que el gen CYCl contiene 2 si
tios UAS: UAS1l y UAS2 que regulan la transcripcidén en respuesta
al hemo y a la fuente de carbono. En condiciones anaerdbicas o
en ausencia de hemo ambos sitios son inactivos. En presencia de
glucosa, la actividad de UAS]l es 0 veces mayor que la de UAS2.
En condiciones de de-represidn el UAS] sc¢ de-reprime 10 veces
mientras que el UAS2 lo hace 100 veces. Por lo tanto, en medio
con glucosa, la transcripcidn del CYC! es controlada fundamen-
talmente por UASl, mientras que ambos, UASI y UAS2 contribui-
rian igualmente a la transcripcidn en condiciones de de-repre-
sion. Los autores demostraron que UASl es inducible por hemo,
ain en medio con glucosa, mientras que UAS2 no lo es en las mis

mas condiciones.

Ambos sitios, UAS] y UAS2 estdn regulados de manera
diferente a nivel molecular, siendo activados por la unidn de
una proteina regulatoria codificada por el gen nuclear HAP
(heme activator protein) (tambié&n conocido como CYP). HAPIl se
une a la secuencia de activacidn "upstrecam'" tanto del gen CYCI
(Guarente y col., 1984; Pfeifer y col., 1987 a, b) como de
CYC7? (Pfeifer y col., 1987 a, b; Prezant y col., 1987;

Zitomer y col., 1987) aunque las secuencias UAS]l de ambos genes
no son idénticas. Mutaciones en el locus HAPl dan lugar a un
UAS]l inactivo, convirtiendo el sitio en no inducible por hemo,
tanto en condiciones de represidn como de de-represidn. Por lo
tanto, la represidn por catabolito y el control por hemo opera-
rian sobre UASl por un s6lo y Unico mecanismo (Guarente y col.,

1984).

El analisis de secuenciacidn del DNA que codifica para

HAPl fue realizado por Pfeifer y col. (1989) y reveld la
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presencia de tres dominios importantes en la proteina final: 1)
un Gnico dominio rico en cisteina (residuos 1 - 148) especifi-
ca la unidn a los diferentes sitios blanco en las secuencias
UAS de CYCl y CYC7; 2) una regidn distinta (residuos 245 -
445) media la induccidn por hemo enmascarando el domino de u-
nién al DNA en ausencia de hemo. El desenmascaramiento podria
involucrar la unidn directa del tetrapirrol a las secuencias
repetidas del HAPl ricas en cisteina e histidina; 3) un extre-
mo C-terminal altamente acidico mediaria la activacidn trans-

cripcional por HAPI.

El HAPl! o CYPl también fue secuenciado por Creusot y
col. (1988).Se ha postulado (Verdiére y col., 1991) que uno o
mds de estos dominios podrian interactuar con un "sensor" fisio
1l6gico, como por ejemplo hemo o un dtomo metalico, que pueden
existir en forma oxidada o reducida de acuerdo al estado redox

de las células.

A su vez la actividad de UAS2 requiere los productos
de dos genes HAP2 y HAP3. El sistema HAP2-HAP3 parece regular
genes de proteinas involucradas en la respiracidon, ya que muta
ciones en estos locus producen cé&lulas incapaces de crecer en

medios con fuentes de carbono no fermentable.

Como vimos, el hemo también regula la transcripcidn
del gen CYC7 (Pfeifer y col., 1987 a, b) a traves de la inte-
raccidén de HAPL con el UAS del CYC7. Sin embargo este gen estd
sujeto a una regulacidén md3s compleja con la participacidn de e
lementos regulatorios positivos y negativos (Wright y Zitomer,

1984) .

El efecto represor del hemo sobre la transcripcecidn del
CYC7 y de otro gen anaerdbico ANBl es mediado por el gen ROXI
que codifica un factor de represidn inducido por hemo (Lowry y
Zitomer, 1984, 1988; Lowry y Lieber, 1986). El sitio represor
"upstream"” (URS) del gen ANBl ya ha sido caracterizado pero afn

se desconoce el mecanismo por el cual el URS silencia la



actividad del promotor "upstream'" en presencia de oxigeno o he

mo (Mehta y Smith, 1989).

El hemo también regula la transcripcidn de la subuni-
dad V de la Citocromo ¢ oxidasa. Esta subunidad estd codifica-
da por dos genes COX5a y COX5b (Cumsky y col., 1987). Ambos ge
ges estidn regulados de manera opuesta por hemo: en su presen-
cia la expresidn de COX5a aumenta mientras que la de COX5b dis
minuye. Ademads, los genes HAP2 y REOl estdn involucrados en la
regulacidn positiva de COX5a y en la regulacidn negativa de
COX5b, respectivamente. De esta forma el hemo regularia cudl i
soforma de la subunidad V estd disponible para el ensamblamien
to de la Citocromo ¢ oxidasa bajo condiciones de alta o baja
tensidon de oxigeno (Trueblood y col., 1988). El agregado de he
mo a cé&lulas anaerdbicas restaura el modelo aerdbico de trans-
cripcidén, mientras que mutaciones en el camino metabdlico del
hemo en cé&lulas aerdbicas conducen a un modelo anaerdbico de

transcripcidn (Hodge y col., 1989).

La transcripcidon del gen COX4 que codifica para la sub
unidad 4 de la Citocromo ¢ oxidasa estd también regulada por he
mo y la fuente de carbono, a través de los productos del siste-
ma HAP2-HAP3 que activan al UAS2 (lHodge y col., 1989; Mattoon
y col., 1990).

La regulacidon de la transcripcidn de otras hemoprotel
nas como Catalasa A (vacuolar) y Catalasa T (citoplasmitica)
también esti mediada por hemo, glucosa y oxigeno (lldrtner y

col., 1982; Spevak y col., 1986; Winkler y col., 1988).

Las hemoproteinas tienen un amplio espectro de funcio-
nes cataliticas, entre ellas: unidn a oxigeno, transporte de e
lectrones, peroxidacidn u oxigenacidn; resumiendo y como ya se
dijo antes, todas estarian involucradas en proccsos conectados
con la presencia y utilizacidon de oxigeno en células vivas. Es

tas proteinas estan localizadas en diferentes compartimientos



56

subcelulares: mitocondrias, peroxisomas, reticulo endoplidsmico,

citoplasma.

Teniendo en cuenta las funciones y la ubicacidn intra
celular de las hemoproteinas, es evidente que debe existir es-
tricto control y coordinacidn en la sintesis de cada una de e-
llas. Winkler y col. (1988) propusieron a HAPl como regulador
de la sintesis de cada hemoproteina y como coordinador de la ac
tividad de los genes que codifican para proteinas involucradas
en varios aspectos del metabolismo del oxigeno,en diferentes

compartimientos subcelulares.

HAP]l actuaria mediando el efecto del hemo que funciona

como una sefial metabdlica de muchos promotores.

I1.5.2. A nivel traduccional

La regulacidn dc la expresidn genética .a nivel trans-

- - - - - -
cripcional pareceria ser la mas importante tanto en eucariotes
como en procariotes; sin embargo,hay evidencias de que el con-
trol a nivel traduccional también tendria un rol significativo.
En levaduras se ha demostrado que el hemo controla la sintesis
de las Catalasas T y A a nivel postranscripcional (Sledziewski

y col., 1981; Hamilton y col., 1982).

ITI.5.3. A nivel de transporte y ensamblamiento

El hemo esta involucrado en el procesamiento y madura
cidn del citocromo c¢| como regulador positivo. La etapa que
conduce a la localizacidédn de la proteina madura sobre la su-
perficie externa de la membrana interna de¢ la mitocondria, es
dependiente de hemo. Un mecanismo similar se ha propuesto para

el procesamiento de la Citocromo ¢ peroxidasa y del citocromo

b2 (Ohashi y col., 1982).

El hemo a, o uno de sus precursores, controla la
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acumulacién y el ensamblamiento de la Citocromo c Oxidasa

(Saltzgaber-Miiller y Schatz, 1978).

En estos casos el hemo podria estar directamente invo
lucrado como un componente estructural, protegiendo selectiva-
mente de la accidén de las proteasas. Alternativamente, el hemo
podria inhibir directamente la actividad de enzimas tales como
proteasas, RNA y DNA polimerasas y nucleasas (Padmanaban y col.,

1989).
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I. MATERIALES

I.1. FUENTE ENZIMATICA

Todas las cepas de Saccharomyces cenrev.isiae utilizadas
en este trabajo fueron generosamente provistas por el Profesor
Dr. J. Mattoon de la Universidad de Colorado, Colorado Springs,
USA. La cepa D27 deriva de la cepa normal D?273-10B, es auxdtro-
fa para metionina y normal para la sintesis de hemo. La cepa
D27/Cé deriva de la D27 y es portadora del gen recesivo HEM rY.
Los espectros de células enteras (realizados y facilitados por
el Dr. Mattoon y su equipo) muestran quc las células de la mu-
tante HEM R+ contienen 2 veces mAs citocromos por unidad de pe
so seco que las de la cepa normal D27, cuando crecen en un me-
dio con una fuente de carbono no fermentable (YPAG: extracto de
levadura 1 7%, peptona 2 %, sulfato de adenina 40 mg/ml, glice-

rol 3 %) (Figura I1.l.). Todos los citocromos se vieron afecta-

dos en igual grado.

También se emplearon 2 segregantes de la tetrada
DW10-2 provenientes del "mating" entre las cepas CCI14-§C y
D27/C6:DW10-2C y DWI10-2A (HEM R+). Se debe aclarar que la cepa
CC14-8C es isogénica en un 98,4 % con la cepa DZ27. En la Figura
I1.2. se muestran los espectros de citocromos de estos 2 segre-

gantes crecidos en medio YPAG.

I.2. PORFOBILINOGENO

El PBG se obtuvo enzimiticamente segiin la metodologia
descripta por Sancovich y col. (1970), a partir de ALA-D de hi-

gado bovino y ALA procedente de Sigma Chemical Co., USA.
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FIGURA I1.1.: Espectros de las células enteras de las
cepas D27 y D27/Cé.

Las células se dejaron crecer 48 horas c¢n medio con
glicerol. Se empled una suspensidn celular de 25 mg
peso seco/ml y una solucidn de leche 20 % como refe-
rencia de turbidez. Esta figura fue gentilmente pro-
vista por el Dr. J. Mattoon.
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FIGURA 1.2.: Espectros de las células cnteras de las

cepas DWI0-2C y DWI10-2A.

Las células se dejaron crecer 48 horas en medio con

glicerol. Se empled una suspensidn celular de 25 mg pe
so seco/ml y una solucidon de leche 20 % como releren-
cia de turbidez. Esta figura (ue gentilmente provista

por el Dr. J. Mattoon.
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I.3. GELES EMPLEADOS

Los geles de Sephadex G-25 (grueso) y G-100 (superfi-
no) se adquirieron en Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, Suecia.
Ademds, se empled DEAE-celulosa proveniente de Merck,

AG-Darmstadt, Alemania.

Las dimensiones de las columnas fueron las siguientes:

Sephadex G-25 grueso: volumen de cama: 15 ml; didmetro:

0,8 ml; longitud: 20 cm.
- Sephadex G-100 superfino: volumen de cama: 180 ml; didmetro:

1,7 ml; longitud: 80 cm.

- DEAE-celulosa: volumen de cama: 25 ml; didmetro: 0,8 ml; lon-

gitud: 30 cm.

I.4. REACTIVOS

El extracto de levadura, la peptona y el agar fueron
obtenidos de Difco, la dextrosa de Mallinckrodt y los demas
reactivos utilizados provenian de Merck o de Sigma Chem. Co.,

USA.

I.5. EQUIPOS

Las cé&lulas se rompieron usando un sonicador Soniprep
150 MSE. Las centrifugaciones se realizaron en centrifuga refri

gerada Sorvall RC-5B y en centrifuga de mesa Rolco CM-36.

Las determinaciones espectrofotométricas se llevaron a
cabo en espectrofotémetros Beckman modelo 35, Shimadzu modelo

UV-210 A o Metrolab modelo RC 325BD.

Los espectros de absorcidén de intermediarios se
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realizaron en el espectrofotdmetro Beckman modelo 35 adosado a

un registrador Beckman.

Durante todas las corridas cromatograficas se utilizéd
un colector de fracciones modelo Frac-300 (Pharmacia Fine

Chemicals).

Las cromatografias para la caracterizacidn y cuantifi
cacidon de las porfirinas esterificadas se realizaron en un cro
matdégrafo liquido de alta presidén (HPLC) Varian modelo 5000,
con un detector de longitud de onda variable Varian modelo 50,
un registrador Varian modelo 9176 y un integrador Varian CDS

111L.

Los medios de cultivo y todo el material empleado en
las siembras se esterilizaron en autoclave a 1,1 atmésferas du-

rante 20 minutos.

Las condiciones de esterilidad durante los repiques se
lograron y mantuvieron utilizando luz UV y un flujo laminar

(LABCONCO PURIFIER, CLASS 11 safetyv cabinet).

El crecimiento de los cultivos se realizd en un shaker

(LAB-LINE incubator-shaker) .
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I1. METODOS

IT.1. CULTIVO Y CRECIMIENTO DE LAS CELULAS

Se emplearon los siguientes medios de crecimiento celu

lar:

1) YPD: extracto de levadura 1%, peptona 2 7% y dextrosa 2 % en

agua destilada.

2) YPEt: extracto de levadura 1%, peptona 2 7% y etanol absolu-

to 3 % en agua destilada.

3) YPGli: extracto de levadura 1 7%, peptona 2 % v glicerol 3 7

en agua destilada.

Para el mantenimiento de las cepas se realizaron repi-
ques peribddicos. Las células se dejaron crecer en estufa a
28-30 °C durante 40 - 48 horas en tubos de YPD agar (2 %) incli

nado y luego se guardaron a 4 °C hasta el momento de su uso.

Para realizar las curvas de crecimiento, se repicaron
in6culos de medio s6lido a un erlenmeyer con medio liquido y
las células crecieron con agitacidn constante (160 rpm) durante
24 horas a 28 - 30 °C y en oscuridad. Posteriormente, se sembra
ron 2 ml de este precultivo en un erlenmeyer de. 250 ml con
50 ml de medio y las células se dejaron crecer durante 50 - 60
horas, sacando alicuotas cada hora para determinar la densidad
del cultivo a 570 nm. Los tiempos de generacidn (G) se calcula-
ron a partir de las curvas de crecimiento, usando los valores
de densidad como medida del niimero de células. Se aplicd la si-

guiente ecuacidn:

0,69315 ¢t
ln(D/Do)

siendo G: Tiempo de gencracidn
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t: tiempo
D: densidad a 570 nm a tiempo t
D

o' densidad a 570 nm a tiempo cero

En las experiencias donde era necesario obtener una
gran cantidad de cé&lulas se procedid de la siguiente manera:
in6culos de medio YPD sGlido se sembraron en erlenmeyers con me
dio liquido y se dejaron 24 horas en las condiciones antes men-
cionadas. Transcurrido dicho tiempo, 20 ml del precultivo se
sembrd en un erlenmeyer de 1000 ml con 300 ml de medio. Las cé-
lulas se dejaron crecer en la forma ya descripta, y a menos que
se indique lo contrario, el tiempo de crecimiento lue entre 24
y 26 horas, que corresponde a la fase de crecimiento exponen-

cial tardia en medio YPD.

Las cé&lulas se cosecharon por centrifugacién a
13.000 x g durante !0 minutos en una centrifuga refrigerada vy
se lavaron 2 veces con agua destilada, obteniéndose asi las cé-
lulas de levadura, que se guardaron a -20 °C hasta el momento

de su empleo.

I1.2. OBTENCION DE LA PROTEINA ENZIMATICA

A menos que se indique lo contrario, la metodologia
standard utilizada para la extraccidn de la proteina enzimatica
fue la siguiente: Las c@lulas lavadas se suspendieron en buffer
Tris-HCl1 50 mM pH 7,8 (g peso hiilmedo de cé@lulas:ml buffer,
1:1), se sonicaron en amplitud [2 u durante 2 minutos en presen
cia de arena (g peso himedo de células:g arena, 1:3) y luego la
relacidén g peso himedo de c@lulas:ml buffer se 1levd a 1:2. El
homogenato (H) resultante se centrifugd a 23.000 x g 20 minutos
obteni&ndose un sobrenadante (S) y un precipitado (P). La frac-
cidn S se empled como fuente enzimatica de PBG-Deaminasa y de

ALA-D.
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La fraccidén S en la que se determind actividad de
ALA-S se obtuvo por centrifugacidn del homogenato (ll) a
2,300 x g 10 minutos; el buffer de suspensidn empleado fue

Tris-HCl 50 mM pH 7,4.

La fraccidn § se usd inmediatamente para realizar las

determinaciones enzimaticas.

I1.3. SISTEMAS STANDARD DE INCUBACION

11.3.1. ALA-Sintetasa

La actividad de ALA-S se midid de acuerdo al método de
Marver y col. (1966). La mezcla de incubacién contenia: 0,5 ml
de preparacidn enzimitica, glicina 100 mM, EDTA 10 mM, buffer
Tris-HCl 75 mM pll 7,4 y agua destilada hasta completar un volu-
men final de 2 ml. La incubacidn se realizd aerdbicamente, en
oscuridad, con agitacidén, a 37 °C durante ! hora. La reaccién
se detuvo por agregado de 0,5 ml de dcido tricloroacético (TCA)
25 %. Las proteinas precipitadas se separaron por centrifuga-

cidén y en el sobrenadante se cuantificd el ALA formado.

Los resultados de actividad fueron corregidos por la

presencia de ALA intracelular.

I1.3.2. ALA-Dehidrasa

El sistema de incubacidn standard contenia, salvo que
se indique lo contrario: 0,5 ml de preparacidn enzimatica, ALA
S mM y buffer Tris-HCl 50 mM pH 7,8 hasta completar un volumen
final de | ml. Las incubaciones se realizaron en oscuridad y ae
robiosis a 30 °C durante 1 hora. Luego se agregd TCA hasta una
concentracién final de 5 % (v/v). El1 precipitado proteico se

descartd y el PBG formado se dectermind en el sobrenadante.
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Se hicieron blancos de enzima, sin agregar ALA al sis-
tema de incubacidn, los cuales se emplearon para corregir los

resultados.

I1.3.3. PBG-Deaminasa

A menos que se indique lo contrario, el sistema de in-
cubacidén contenia: 2 ml de preparacidn enzimidtica, 80 ug de PBG
(118 yM) y buffer Tris-liCl 50 mM pll 7,8 en un volumen final de
3 ml.

Se hicieron blancos de sustrato, en los cuales la pre-
paracidn enzimidtica se reemplazd por el buffer de incubacidn,
corrigiendo los datos de actividad por las porfirinas formadas
no enzimaticamente. Los blancos de enzima, sin PBG en el medio

de incubacidén, fueron siempre despreciables.

La incubacidn se efectud con agitacidén constante, en

aerobiosis y oscuridad, a 37 °C durante 2 horas.

La reaccidon se detuvo por desproteinizaicdn con TCA
50 % que se agregd hasta alcanzar una concentracidén final en el
incubado de 5 7%. Posteriormente la mezcla se expuso a luz blan-
ca durante 20 minutos con el objeto de oxidar los porfirindge-

nos a porfirinas.

Las proteinas precipitadas se separaron por centrifuga
cidn, lavando el precipitado con 1 ml de TCA 5 %. Los sobrena-
dantes se reunieron y en ellos se determinaron las porfirinas

formadas y, en algunas ocasiones, el PBG remanente.
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II1.3.4. Unidad enzimatica

Se define una unidad enzimatica como la cantidad de
enzima que cataliza la formacidn de 1 nmol de producto en las

condiciones standard de incubacidn.

La actividad especifica se expresa como el nidmero de

unidades enzimaticas por mg de proteina.

I1.4. DETERMINACIONES DE PORFIRINAS Y PRECURSORES

I1.4.1. Determinacidn de ALA

La cuantificacidon de ALA se realizd por el método de
Mauzerall y Granick (1956) como describen Moorg y Labbe (1964).
A una alicuota del sobrenadante de incubacién se le agregd
buffer acético-acetato 1 M pH 4,6 y acetilacetona, y se realizd
la condensacidén a 80 °C durante 10 minutos para obtener el
ALA-pirrol. Luego de enfriar, se agregd igual volumen de reacti
vo de Ehrlich modificado (p-dimetilaminobenzaldehido 2 % (p/v),
84 ml de acido acético glacial y 16 ml de acido percldrico), se
dej6 reaccionar durante 8 minutos y se leyé la absorbancia a
553 nm. La cantidad de ALA se calculd utilizando la siguiente e
cuacidn:

3
A553 x 107 x V[ x d

nmoles ALA/ml enzima =
€ X Venz

donde A553: absorbancia a 553 nm

d : factor de dilucidn por agregado de buffer para con-

densacidn

Vf volumen después de desproteinizar la mezcla de incu
bacidn
6 .. . . -
€ 7,2 x 107 = coeficiente de extincidon molar

Venz: volumen de enzima incubado
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I11.4.2. Determinacidn de PBG

La cantidad de PBG se determind espectrofotomé&trica-
mente empleando el reactivo de Ehrlich modificado (Mauzerall y
Granick, 1956). A una alicuota del sobrenadante se le agregd i
gual cantidad del reactivo y a los 8 minutos se leyo la absorban
cia a 553 nm. El contenido de PBG se calculd aplicando la si-
guiente expresidn:

Xx V. X 106

Assy £

c x PM x Venz

nmoles PBG/ml enzima =

donde A553: absorbancia a 553 uom
Vf : volumen final de incubacidn
€ 116 (absorbancia de una solucidn de PBG de concen-
tracidén 1 mg/ml)
PM 226 (peso molecular del PBG)

Venz: volumen de enzima incubado

I1.4.3. Determinacidon de porfirinas

La cantidad de porfirinas formadas se determind espec-
trofotométricamente en solucidén dcida (Rimington, 1960). Se le-
y6 la absorbancia a 380 nm, 430 nm y en el maximo de la banda

de Soret (Amax) y se aplicd la siguiente férmula:

. . (2 Anax = A3go = My3) X f x Vg
nmoles porfirinas/ml enzima =
Venz
donde A absorbancias a las longitudes de onda indicadas en

los subindices
Vf : volumen final de incubacidn
Venz: volumen de enzima incubado

f 1,008 para uroporfirina en solucidn dcida al 5 %
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I1.5. DETERMINACION DEL CONTENIDO PROTEICO

II.5.1. Método de Bradford

El contenido proteico de las preparaciones enzimiticas
se determind empleando la metodologia de Bradford (1976). A
0,1 ml de una dilucién apropiada de la proteina en buffer
Tris-HCl se le agregan 2,5 ml de una solucién compuesta por
0,01 % (p/v) de Coomassie Brillant Blue G-250; 4,7 % de etanol
(95 %) y 8,5 % (p/v) de acido fosfdérico (85 %). Se puede medir
la absorbancia a 595 nm, luego de transcurridos 10 minutos, con
tra un blanco preparado con 0,1 ml del buffer correspondiente y

2,5 ml del reactivo. El color se mantiene durante 60 minutos.

La cantidad de proteina se calcula aplicando la si-

guiente expresidn:

mg proteina/ml = A x f x dilucién

595

donde f se determina por medio de una curva de calibracidn rea-
lizada empleando soluciones en buffer Tris-HCl 50 mM pH 7,8 de

seroalbimina bovina como standard.

I1.5.2. Método de Warburg y Christian

Las proteinas presentes en los eluidos de las diferen-
tes columnas se cuantificaron directamente empleando el método

de Warburg y Christian (1941).

El contenido proteico se calculd usando la siguiente e

mg proteina/ml = (1,45 Argo ~ 0,74 A260) x dilucidn

donde A absorbancias a 280 nm y 260 nm respectivamen

280 Y %260°
te
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II1.6. DETERMINACION DE LAS PORFIRINAS FORMADAS Y DEL TIPO
ISOMERICO

I1.6.1. Esterificacidn de las porfirinas formadas

Se siguidé la metodologia descripta por Batlle y
Grinstein (1964) que consiste en evaporar hasta sequedad, en va
clo, la solucidén dcida desproteinizada proveniente de la incuba
cidn. El residuo resultante se disuelve en una mezcla esterifi-
cante constituida por dcido sulfiirico:metanol 5 % (v/v) y se la
deja en oscuridad, a temperatura ambiente, durante 24 a 36 ho-

ras.

I1.6.2. Determinacidn cuantitativa de las porfirinas totales

esterificadas

La extraccidn y determinacidn cuantitativa de las por-
firinas esterificadas se realizd segin la técnica de Batlle y
Grinstein (1962). Las porfirinas esterificadas se extrajeron
con cloroformo, lavandose con exceso de agua hasta acidez nega-
tiva. Ocasionalmente, se formaba una emulsidn que se destruia
mediante un lavado con cloruro de sodio 7 %. La solucidn cloro-
férmica se filtrd a través de papel plegado embebido en el mis-
mo solvente, determindndose la cantidad de porfirinas esterifi-

cadas presente en el filtrado mediante la siguiente expresidn:

ug porfirinas = (2 Amax - A380 - A&BO) x 2,721 x V

donde V es el volumen de la solucidn y 2,721 es el factor calcu
lado para la uroporfirina esterificada (Cornford y Benson,

1963).
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I1.6.3. Determinacién de las porfirinas formadas y del tipo

isomérico

La solucidn clorofdérmica que contiene las porfirinas
totales esterificadas se llevd a sequedad en baiio de agua a
100 °C. E1 residuo se disolvid en un pequeiio volumen de cloro-
formo de manera de obtener una concentracidén de 5 - 10 pg/ml.
Luego las porfirinas esterificadas se filtraron a través de un

filtro Millepore de 0,22 y.

A continuacidn se determind el tipo isomérico de la u-
roporfirina (trabajo no publicado) y ademds se separaron las

porfirinas formadas (Polo y col., 1983).

En la obtencidn del tipo isomérico se emplearon las si

guientes condiciones:

- Solventes: acetato de etilo:n-hexano (40:60, v/v)

- Flujo: 1 ml/min

- Presién: 25 atm

- Tiempo de retencidén: 32 - 34 minutos

- Volumen de muestra inyectada: 10 pl

- Columna empleada: Spherisorb $5W (Spectra Physics) con relle-
no de silica de 5 mu, provista de una pre-columna con relleno

de silica de 10 mp SI 10 de Varian.

Para la separacidn de los ésteres metilicos de las por
firinas formadas, las condiciones empleadas fueron las siguien-

tes:

- Solventes: acetato de etilo:n-hexano (55:45, v/v)

- Flujo: 2 ml/minuto

- Presidn: 42 - 50 atm

- Tiempo de retencidn: 2 a 8 minutos

- Volumen de muestra inyectada: 10 nl

- Columna utilizada: Spherisorb S5 W (Spectra Physics) (longi-

tud: 25 cm; diametro: 4,6 mm).



72

ITI.7. DETERMINACION DE ALA INTRACELULAR

El1 ALA intracelular se determind empleando la metodolo
gia descripta por Malamud y col. (1979). A 25 mg peso seco de
células se le agregaron 1,55 ml de TCA 5 % y la suspensidn se
agitd en vortex durante 5 minutos. El precipitado se descartd
luego de centrifugar a 1.000 x g 20 minutos y en una alicuota
del sobrenadante se determind el contenido de ALA intracelular
por el método de Mauzerall y Granick (1956) modificado por

Moore y Labbe (1964).

II1.8. DETERMINACION DE GLUCOSA

La concentracidon de glucosa en el medio de crecimiento
se determind usando el reactivo cromogénico o-toluidina (Kit

Wiener).

11.9. DETERMINACION COLORIMETRICA DE INTERMEDIARIOS
POLIPIRROLICOS

Los pirrilmetanos se ensayaron con el reactivo de
Ehrlich modificado. Los espectros se registraron entre 600 y

450 nm.

IT1.10. DETERMINACION DEL PESO MOLECULAR

El armado de las columnas asi como el tratamiento pre-
vio de los geles fue el descripto por Batlle (1968). Se emplea-
ron geles de dextrano (Sephadex), calculiandose el PM segiin la

metodologia de Andrews (1964, 1965).

En el caso de proteinas globulares, las determinaciones
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estan afectadas por un error aproximado del 10 7%. Las causas de
error mas comunes son diferencias en la conformacidn de las pro
teinas, incorrecta determinacidn del volumen de elucidén y dife-

rencias de densidad de las soluciones proteicas.

La calibracidén de las columnas se realizé con proteinas
de PM conocido,graficidndose en escala semilogaritmica,PM en fun

cidn de Ve/Vo (siendo Ve el volumen de elucidn) (Figura I11.1.).

10 - . .
Ovoalbumina (dimero)
SeroalbUmina (mondmero)
< Ovoalbumina (mondmero)
o
=
a 3
Citocromo
,Ll ] 1 1 1 L 1 ] |
0,8 1 1,2 1,4 1,6 1,8 2 2,2 2,4

Ve / Vo

FIGURA I1.1l.: Curva de calibracidn para la determina
cidn de pesos moleculares.

Se empled una columna de Scphadex G-100 en la cual se
sembraron proteinas patrones.
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I. ENSAYOS PRELIMINARES

I.1. CURVAS DE CRECIMIENTO

Las células de cepas normales de la levadura Sacchaxro
myces cenrevisdiae son aerdbicas facultativas, es decir que pue-
den fermentar glucosa u otros carbohidratos anaerdbicamente has
ta etanol (fermentacidn alcohdlica) o pueden crecer aerdbicamen
te utilizando varias fuentes de carbono; en este GUltimo caso ob

tienen su energia a través del ciclo de los dcidos tricarboxili

cos.

Es importante conocer la curva de crecimiento de una
cepa dada, ya que el estado fisiolégico de las células varia

con la etapa y el medio de crecimiento.

En las Figuras I.1., 1.2. y 1.3. se muestran las cur-

vas de crecimiento de las cepas DZ?7 (normal en la sintesis de
hemo) y D27 /C6 (HEM R+) en los medios YPD, YPGli y YPEt, respec-

tivamente.

En ambas cepas crecidas en medio YPD se observan las
tres fases tipicas de crecimiento: una fase inicial lag, una fa
se exponencial log y una fase estacionaria. En cambio, cuando
las células crecieron en los medios YPGli e YPEt, no se detecta

una fase lag definida.

Las células de las cepas D27 y D27/C6 muestran bajas
velocidades de crecimiento en los medios YPGli e YPEt (Tabla
I.l.) comparadas con los valores encontrados en YPD, en concor-
dancia con el metabolismo tipicamente fermentativo de S. cexre-

visdae.
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FIGURA I.l.: Curvas de crecimiento de cé&lulas crecidas en
medio YPD.

(0) D?27; (@) D27/C6. La metodologia es la descripta en
Materiales y Métodos.

75



Densidad a 570nm

100 |
[ )
5 o

10 |
1+
0, E

/[14, 1 1 1 1 1 1

0 10 20 30 40 50 60

Tiempo (horas)

FIGURA 1.2.: Curvas de crecimiento de células crecidas en

medio YPGli.
(O) D?27; (@) D27/C6. La metodologia es la descripta en

Materiales y Métodos.
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TABLA I1.1l.: Tiempos de generacién

TIEMPOS DE GENERACION
CEPAS (min)

YPD YPG1i YPEC
D27 160 280 240
D27/Cé 140 260 300

Los tiempos de generacidén fueron
calculados segiin se indica en Ma-
teriales y Métodos.

I.2. METODOS EMPLEADOS FARA LA RUPTURA CELULAR

Se sabe que las cé&lulas de levadura poseen una pared
celular rigida, compuesta por microfibrillas de polisacaridos y
polisacaridos asociados a proteinas. Esta pared confiere a las
células una gran resistencia a la ruptura mecdnica. Se han desa
rrollado numerosos métodos, mas o menos efectivos,y en general

bastante drasticos para romper esta pared celular.

Por lo tanto, con el objeto de obtener una eficiente
extraccidn de proteina activa, en este trabajo se ensayaron di-

ferentes métodos de ruptura, incluyendo:

- Trituracidn de las células en mortero con perlas de vidrio de

150 - 200 y (SIGMA Chem. Co.) o arena.



- Sonicacidn de las células suspendidas en buffer Tris-HC1

50 mM pH 7,8.

- Sonicacidn de las c&lulas suspendidas en buffer Tris-HCl

50 mM pH 7,8 con perlas de vidrio (500 p) o arena.

- Sonicacidn de las células suspendidas en buffer Tris-HCl

50 mM pH 7,8 en presencia de Tritdédn X-100 (0,5 %).

Empleando cualquiera de estos métodos de ruptura, se
obtuvo una fraccidn homogenato (H) que se centrifugd a
23.000 x g durante 20 minutos, se separaron asi una fraccién so

brenadante (S) y un precipitado (P). En la Figura I1.4. se ilus-

tran los resultados obtenidos al determinar la actividad de 1la

enzima PBG-Deaminasa en la fraccidon S.

Se observa que la presencia de perlas de vidrio duran
te la sonicacidn aumenta entre un 10 - 20 % la actividad en to
dos los casos, y este incremento es ailin mayor con el agregado
de arena (25 - 40 %). El agente tensioactivo Tritdén X-100 no

tiene un efecto importante.

El agregado de perlas de vidrio (150 - 200 p) durante
la trituracidn de las células en mortero es mis efectivo que el
uso de arena, obteniéndose valores de actividad especifica para
la PBG-Deaminasa de 0,28 y 0,22 nmoles porfirinas/mg proteina,

respectivamente.

En consecuencia, de los métodos de ruptura empleados,
los mids apropiados para obtener la mayor liberacidn de proteina
activa, fueron: sonicacién en presencia de arena (12 u, 2 minu-

tos) y mortero con perlas de vidrio de 150 - 200 p.

Paralelamente, se determind el tipo isomérico de las
porfirinas formadas por los sobrenadantes resultantes de los di
ferentes métodos de ruptura. Se encontrd un 100 % de URO I, ex-
cepto en el caso de usar mortero con perlas de vidrio (150 -

200 u) cuyo sobrenadante produjo un 55 % de URO III.

Por lo tanto, el @nico método que servirla para medir
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la actividad del complejo enzimdtico PBG-asa (PBG-Deaminasa-Co-
sintetasa), es el que emplea mortero con perlas de vidrio; en
los demds sb6lo se detecta actividad de PBG-Deaminasa y de ellos
la sonicacidn con arena es el mids conveniente para la extrac-

cidn de esta Gltima enzima.

o
w
I

’

Actividad especifica
o
N
1
1

o
——r
T

= LT\\\\R\l

8 12
Amplitud (/L )

FIGURA 1.4.: Métodos de ruptura celular.
En todos los casos se sonicd durante 2 mi
nutos, la relacidn g peso himedo de cé&lu
las:ml de buffer fue 1:2 y la relacién

g peso himedo de c&lulas:g de perlas de
vidrio o arena fue 1:3.

( O ) Sonicacidn, ( BB ) Sonicacidén con
perlas de vidrio (500 u), ( 8 ) Sonica-
cidén cun arena, ( [ ) Sonicacidn con
Tritén X-100 (0,5 %).

Las demas condiciones experimentales se
detallan en el texto.
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I.3. CONDICIONES OPTIMAS PARA LA EXTRACCION DE LA PROTEINA

ENZIMATICA

Luego de la eleccidn del método de ruptura celular, se
continud con la biitsqueda de las condiciones dptimas para lograr
la mayor extraccidn de proteina enzimitica activa. En todos los
casos, se emplearon {inicamente células de la cepa normal D27 y
la actividad de PBG-Deaminasa se determind en la fraccidn sobre
nadante (S) proveniente de la centrifugacidn del homogenato a

)
23.000 x g por 20 minutos.

1.3.1. Amplitud de sonicacidn

Las células de levadura suspendidas en buffer Tris-HCl
50 mM pH 7,8 (1:2, g peso hiimedo de cé&lulas:ml de buffer) se so
nicaron en presencia de arena (l:3, g peso hiimedo de células:g
de arena) durante 2 minutos a las amplitudes indicadas en la

Figura 1.5..La formacidn de porfirinas,asil como también la libe

racién de proteinas, aumenta cuando la amplitud se incrementa
de 8 a 12 y; para este Gltimo valor se obtiene la maxima activi

dad especifica, por lo cudl se adoptd como amplitud Sptima.

1.3.2. Tiempo de sonicacién

En la Figura I1.6. se muestran los resultados obtenidos

al sonicar las células suspendidas en buffer Tris-HCl (1:2) en
presencia de arena (l1:3) en una amplitud de 12 p, durante dis-
tintos tiempos. Si bien la formacidn de porfirinas totales es

maxima a los 2 minutos, el pico de actividad especifica se ob-

tiene luego de 1| minuto de sonicacidn.

Sin embargo, dado que la actividad especifica a los 2
minutos es de s0lo un 13 - 15 % menor que al minuto y que es

conveniente disponer de la mayor cantidad posible de porfirinas
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para su posterior identificacidn, se resolvié emplear 2 minutos

como tiempo dptimo de sonicacidn.

0,4 |
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Amplitud de sohicacidn (p)

FIGURA I.5.: Amplitud de sonicacidn.

Las condiciones experimentales se detallan
en el texto y la metodologia en Materiales
y Métodos.

I.3.3. Seleccidn del buffer de extraccidn y de incubacidn

Utilizando las condiciones recién descriptas para la
ruptura de las células, se variaron ahora los buffers de extrac

cidn y de incubacidn como se muestra en la Tabla I1.2.

No se observan diferencias apreciables entre los valo-
res de actividad hallados; por consiguiente se continud emplean
do el buffer Tris-HCl 50 mM pH 7,8 como buffer de extraccidn y

de incubacidn.



83

o
w

A

590wy

(=
~
/
/
®
“w

SeuiJiy.i0d

Actividad especifica

0,1

Tiempo de sonicacion tinin)

FIGURA 1.6.: Tiempo de sonicacion.

(O) Actividad especifica (nmoles porfi
rinas/mg proteina), (@) nmoles porfiri
nas formadas.

Las condiciones experimentales se deta-
llan en el texto y la metodologia en Ma
teriales y Mé&todos.

I1.3.4., Cantidad de arena

Las células de levadura suspendidas en buffer Tris-HCIl
(1:2) se sonicaron durante 2 minutos en amplitud de 12 u en pre
sencia de cantidades variables de arena (l:1, 1:3 y 1:5; g peso
hiimedo de células:g de arena). La actividad especifica no varia
significativamente <con la relacidn empleada durante la sonica-
cidn (Tabla 1.3.). Sin embargo, para la relacidn 1:1 tanto la
liberacidn de proteina como la formacidn de porfirinas son un
40 - 50 % menores que los valores encontrados para las otras
dos relaciones utilizadas. Por lo tanto, se decidid emplear en

lo sucesivo la relacidén 1:3 (g peso hiimedo de c&lulas:g arena).
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Efecto de los buffers de extraccidon e incubacidn

BUFFER DE BUFFER DE nmoles PORF. : ACTIVIDAD
mg PROT/ml

EXTRACCION |INCUBACION FORMADAS ESPECIFICA

Fosfato Fosfato 5,4 9,2 0,29

Fosfato Tris-HC1 5,7 10,0 0,28

Tris-HC1l Fosfato 5,3 8,6 0,31

Tris-HCl Tris-HC1 5,5 8,7 0,32

Se emplearon los buffers fosfato de sodio 50 mM pit 7,6 vy
Tris-HC1l 50 mM plt 7,8. La metodologia es la descripta en Mate
riales y Métodos, excepto que se variaron los buffers de ex-

traccidn e

incubacidn.

I1.3.5. Relacidon entre masa celular y volumen de buffer

La
Tris-HCl 50

bacidn como

La
de levadura

amplitud 12

relacién g peso himedo de cé&lulas:ml de buffer
mM pH 7,8 se varid durante la sonicacién y la incu-

se indica en la Tabla I1.4.

actividad especifica es maxima cuando las células
se sonicaron con arena (l:3) durante 2 minutos en

U en la relacidn g peso himedo de células:ml de

buffer 1:1 y posteriormente dicha relacién se llevd a 1:2 para

la determinacidn de actividad enzimatica.
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Efecto de la relacidn entre el peso de células

nmoles PORF. ACTIVIDAD

g CELULAS:g ARENA FORMADAS mg PROT/ml ESPECIFICA
1:1 3,0 5,3 0,28
1:3 5,2 8,8 0,30
1:5 5,1 8,9 0,29

Las condiciones experimentales se detallan en el texto y la

metodologia en Materiales y Mé&todos.

TABLA I.4.:

y el volumen de buffer

Influencia de la relacidn entre el peso de cé&lulas

g CELULAS:m1 BUFFER nmoles PORF. ACTIVIDAD

- » FORMADAS mg PROT/ml | poppcrFica
Sonicaciodon Incubacion

1:1 1:1 8,4 15,7 0,27
I:1 1:2 7,9 11,7 0, 34
1:2 1:2 6,2 10,2 0,30
1:2 1:3 6, 11,9 0,27
1:3 1:3 2,47 5,5 0,22

Se variaron

las relaciones g
la sonicacidn como durante la incubacion.

células:ml

buffer tanto durante
Las demas condicion-

nes son las standard descriptas en Materiales y Métodos.



CAPITULO I1I

PROPIEDADES DE LA PBG-DEAMINASA EN EXTRACTOS CELULARES CRUDOS

II1.

I1.2.

II.3.

II.

IT.

II.

Localizacidén intracelular

Efecto de la atmésfera de incubacién

Efecto de la cantidad de proteina

Efecto del tiempo de incubacidn

Determinacidén del pH 6ptimo de reaccidn

Efecto de la concentracidn de sustrato.

Estudios cinéticos

Piagina

86

86

89

89

90

94



86

II. PROPIEDADES DE LA PBG-DEAMINASA EN EXTRACTOS CELULARES
CRUDOS

Se determinaron diferentes propiedades de la PBG-Dea-
minasa en extractos celulares crudos de las cepas D27 y D27/Cé
con el fin de tener un conocimiento aproximado de su comporta-
miento {n v4{vo, y ademas determinar las condiciones Sptimas pa
ra medir su actividad 4{n v{{tr0. Se hizo entonces un estudio com
parativo de las caracteristicas de la enzima en ambas cepas, em
pleando la fraccidn sobrenadante (S) como fuente enzimitica, ex

cepto se indique lo contrario.

II.1. LOCALIZACION INTRACELULAR

Se midid actividad de PBG-Peaminasa en la fraccidn ho-
mogenato (H) obtenida luego de la sonicacidn con arena, y en
las fracciones precipitado (P) y sobrenadante (S) provenientes

de la centrifugacidn de I a 23.000 x g 20 minutos.

Como se observa en la Figura II.l., practicamente el

100 % de la actividad de PBG-Deaminasa se encuentra en la frac
cidén citosdlica (S) de las células de levadura. Se han descrip
to resultados similares para la misma enzima en la mayoria de
las fuentes examinadas, excepto en Euglena gracifis donde tam-
bién se detectd actividad en la fraccidn cloroplistica

(Rossetti y col., 1989; Sharif y col., 1989).

IT.2. EFECTO DE LA ATMOSFERA DE INCUBACION

Debido a que existen divergencias en cuanto al reque-
rimiento de oxigeno durante la condensacidén enzimdtica de PBG

a uroporfirindgenos, se examind el efecto de la atmdosfera de
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incubacidn sobre la PBG-Deaminasa de las dos cepas de S. cehre-

visiae en estudio. En la Figura II.2. se muestra que esta enzi

ma en levaduras es igualmente activa en presencia o ausencia
de oxigeno. Estos resultados estdn de acuerdo con los obteni-
dos por Bogorad (1958 a, b), Lockwood y Benson (1960),
Sancovich y col. (1969 a), lLlambias y Batlle (1971 b); y difie
ren de los descriptos para la enzima de callos de soya
(Llambias y Batlle, 1971 a), E. ghac«€is (Rossetti y Batlle,

1977) y eritrocitos humanos (Fumagalli y col., 1985).
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FIGURA II1.1.: Actividad de PBG-Deaminasa en las distintas
fracciones subcelulares de las cepas D27 (A) y D27/Cé6 (B).
Se emplearon las fracciones homogenato (H), sobrenadante (S)
y precipitado (P). ( O ) nmoles porfirinas formadas,

( B ) mg proteina/ml, ( KN ) actividad especifica.

Se siguid la metodologia descripta en Materiales y ME&todos.

Por razones pricticas se resolvid emplear atmdésfera ae

robica para determinar actividad de PBG-Deaminasa.
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FIGURA III.2.: Efecto de la atmésfera de incubacién sobre
la actividad de PBG-~Deaminasa de las cepas D27 (A) y

D27/Cé6 (B).

La actividad enzimdtica se determind en las fracciones homo
genato (H), sobrenadante (S) y precipitado (P).

( O ) nmoles porfirinas formadas, ( B ) mg proteina/ml,

( N ) actividad especifica. Se siguid la metodologia des-
cripta en Materiales y Mé&todos.
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I1.3. EFECTO DE LA CANTIDAD DE PROTEINA

Se estudid el efecto de la cantidad de proteina sobre
la actividad de PBG-Deaminasa de la fraccidén S de las cepas D27
y D27/C6, empleando concentraciones saturantes de sustrato

(118 pyM) (Figura I1.3.). Las porfirinas formadas en ambas cepas

aumentan linealmente con la concentracidn proteica hasta los
18 mg, sin sintesis adicional de producto en la cepa mutante
HEM R+. En la cepa normal, a mayores concentraciones de protel
nas, se observa una inhibicidén de un 25 %. En cambio, el consu-
mo de sustrato aumenta linealmente hasta los 7 - 10 mg de pro-

teina permaneciendo luego invariable.

Es sabido que en la mayoria de los tejidos, la varia-
cidén de la actividad enzimatica con la concentracién proteica
es lineal (Sancovich y col., 1969 a; Llambias y Batlle, 1971 a,
b; Araujo y col., 1987; Kotler y col., 1987 a; Rossetti y col.,
1987; Anderson y Desnick, 1980).

I1.4. EFECTO DEL TIEMPO DE INCUBACION

En 1971, Llambias y Batlle (a) encontraron para la
PBG-Deaminasa y la PBG-asa de callos de soya una f[ase lag pro-
longada (3 - 4 horas), al estudiar el efecto del tiempo de in-
cubacidn sobre la actividad enzimdtica. Asimismo, Rossetti y
Batlle (1977) observaron un comportamiento similar para las mis
mas enzimas de E. gracifis, siendo esta fase lag s8lo de 60 mi-
nutos. La presencia de fase lag también fue demostrada mis tar-
de por Battersby y col. (1982) y por Smythe y Williams (1988)
para la PBG-Deaminasa de E. grac{lis y de eritrocitos humanos,
respectivamente. Estos hallazgos apoyaban la formacidén de in-
termediarios polipirrdlicos durante la reaccidén de condensacidn
enzimatica del PBG. Teniendo en cuenta estos resultados, se

decidid analizar la variacidn de la formacién de producto o
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del consumo de sustrato con el tiempo de incubacidn. En la Figu-
ra II.4. se observa que los perfiles para las dos cepas en estu
dio son muy similares. Las porfirinas formadas aumentan lineal-
mente con el tiempo hasta los 240 minutos; en cambio, el PBG se
consume rapidamente (60 - 70 %) dentro de los primeros 10 - 20
minutos, probablemente debido a una sintesis de intermediarios
polipirrdlicos que luego conducirid a una formacidn lineal de
uroporfirindgenos. Similares resultados ya fueron reportados
por Sancovich y col. (1969 a), Llambias y Batlle (1971 b),
Anderson y Desnick (1980), Kotler y col. (1987 a) y Araujo y
col. (1987).

II.5. DETERMINACION DEL pH OPTIMO DE REACCION

En la Figura 1I.5. se muestra el efecto del pH sobre
la actividad enzimatica de las cepas D27 y D27/Cé. Se encuentra
una maxima formacidn de porfirinas en un amplio rango de pH que
fue de 7,5 a 7,9 en buffer Tris-liCl. A valores de pH menores
que 6,5 y mayores que 8,5 la actividad de PBG-Deaminasa es casi

nula.

Cuando se determind el consumo de PBG, el perfil de la
curva de pH fue similar al descripto para la formacidn de porfi

rinas (datos no ilustrados).

El rango de pH dptimo hallado es semejante al ya obser
vado para la enzima de Rp. spherodides (Davies y Neuberger, 1973;
Jordan y Shemin, 1973), de germen de trigo (Frydman y Feinstein,
1970) y de Rp. palustnis (Kotler y col., 1987 a); levemente su
perior al de la enzima de eritrocitos humanos (Frydman y
Feinstein, 1974; Fumagalli y col., 1985), de higado de vaca
(Sancovich y col., 1969 a) y de Chlorella negularis (Shioi y
col., 1980); y algo inferior al hallado para la enzima de E.

cof{ (Jordan y col., 1988 a) y de eritrocitos humanos (Anderson

y Desnick, 1980).
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I1.6. EFECTO DE LA CONCENTRACION DE SUSTRATO. ESTUDIOS
CINETICOS

Existen numerosos trabajos donde se ha descripto que
la PBG-Deaminasa de muy diversas fuentes se comporta como una
enzima tipicamente michaeliana (Sancovich y col., 1969 a, b;
Frydman y Frydman, 1970; Llambias y col., 1971; Jordan y
Shemin, 1973; Frydman y Feinstein, 1974; Williams y col., 1981;
Kotler y col., 1987 a; Smythe y Williams, 1988).

Cuando se investigdé el efecto de la concentracién de
sustrato sobre la actividad de la PBG-Deaminasa de S. cefrevd-

Adlae (Figura I1.6.), se encontrd que también exhibe un comporta

miento cladsico de Michaelis-Menten con curvas de saturacidn hi-
perbdlicas, grdficos de dobles reciprocas lineales y n de Hill
de 1. Los valores de Km se estimaron a partir de los graficos

de Lineweaver-Burk (Figura I11.6., Inset) y son 19 uM y 17 uM

para las cepas D27 y D7?7/C6 respectivamente; valores muy simila
res a los ya reportados para la misma enzima de otras fuentes
(Jordan y Shemin, 1973; Hart y col., 1986; Kotler y col.,

1987 a; Jordan y col., 1988 a).Estos hallazgos estan de acuerdo
con la hipdtesis de Seehra y Jordan (1980), quienes postularon
la existencia de un s6lo sitio catalitico en la enzima, al cual
se unen consecutivamente cuatro molé&culas de PBG formando los
intermediarios mono-, di-, tri- y tetrapirrdlicos. Asimismo,
Williams y col. (1981) demostraron que la velocidad presenta
una dependencia hiperbdlica con la concentracidn de sustrato, a
pesar de que se esperaba una ecuacidn de velocidades iniciales
mas compleja por tratarse de una enzima que utiliza cuatro molé
culas del mismo sustrato. El comportamiento michaeliano, obser-
vado para la PBG-Deaminasa, se explica al considerar un mecanis
mo secuencial de desplazamiento con liberacidén de una molécula
de amonio antes de la unién de la siguiente molé&cula de sustra-

to (Elliot y Tipton, 1974).
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FIGURA II1.6.: Efecto de la concentracidn de sustrato sobre la
velocidad de formacidon de porfirinas. Inset: representacidn
de Lineweaver-Burk para la velocidad de formacidn de porfiri-
nas a distintas concentraciones de sustrato.

(O) Cepa D27, (®) cepa D27/C6. E1l sistema de incubacién y
la metodologia fueron los descriptos en Materiales y Métodos.
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ITI. PURIFICACION DE LA PBG-DEAMINASA DE S. cerevisiae

III.1. ENSAYOS PRELIMINARES

En primer término, se investigd el efecto de la tempe
ratura y del tiempo de calentamiento sobre la actividad enzimd
tica en ambas cepas. El tratamiento por calor es uno de los pro
cedimientos mids frecuentemente utilizados para la purificacidn
de la PBG-Deaminasa porque permite separar la Cosintetasa que
es una proteina termoldbil. Hay que tener en cuenta que en es-
tas cepas la Cosintetasa se inactiva ya cn la etapa de ruptura

de las células.

La fraccidn citosdlica (S) se calentdé, en banos de a-
gua con agitacidn constante, a distintas temperaturas durante
periodos de tiempo variables, como se ilustra en las Figuras

IIT.l. y II1.2. Al cabo de cada periodo de calentamiento se en

frié inmediatamente la preparacidn en bafio de hielo, se centri
fugd a 23.000 x g durante 20 minutos para separar la proteina

desnaturalizada y se determind actividad enzimatica en los so-

brenadantes.

Para ambas cepas se observa que las proteinas totales
disminuyen al aumentar la temperatura y el descenso mids impor-

tante se produce a los 5 minutos.

En la cepa D27 (Figura 1II1.1.), el calentamiento a
50 °C provoca un incremento importante en la actividad especi-
fica (60 - 70 %) ya que si bien no hay un aumento en la forma-
cidn de porfirinas, las proteinas disminuyen marcadamente. Con
esta sola excepcidn, las porfirinas disminuyen paulatinamente
a las demds temperaturas y tiempos ensayados. El aumento de ac
tividad especifica que se produce a 55 °C es el resultado de la

marcada disminucidén de las proteinas totales.
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Las determinaciones se llevaron
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mente calentados como se detalla

en el texto.
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En la cepa D27/C6 (Figura 111.2.), el calentamiento

tiene un efecto diferente sobre la actividad de PBG-Deaminasa.
Se observa una activacidén importante al calentar durante 5 y

10 minutos a 50 °C y durante 5 minutos a 55 °C (40 %, 90 % y
100 % respectivamente). Para el resto de las temperaturas y
tiempos estudiados, el aumento que se encuentra en la actividad
especifica es nuevamente producto de una pérdida en las proteil

nas totales.

Ademds, si bien los perfiles de las curvas son simila-
res para las dos cepas, las pendientes son mas suaves para la
mutante, sugiriendo que &sta tiene una mayor resistencia frente

al calentamiento que la cepa D27.

Por lo tanto, el tratamiento por calor durante 5 minu-
tos a 55 °C es el dptimo, ya que en este punto la actividad es-
pecifica aumenta entre 2 y 3 veces sin pérdida importante de u-

nidades enzimaticas.

Se debe destacar la relativa inestabilidad frente al
calor de la PBG-Deaminasa de levadura asi como también el hecho
de que sdlo para la cepa P27/Cé se observa la tipica activacidn
de la enzima por calentamiento (Lockwood y Benson, 1960;
Sancovich y col., 1969 a, 1976; Frydman y Frydman, 1970;
Llambias y Batlle, 1971 a; Jordan y Shemin, 1973; Williams y
col., 1981; Fumagalli y col., 1985; Kotler y col., 1987 a).

Ademids, se decidid establecer el rango optimo de satu-
racidn con sulfato de amonio. Para ello se realizaron precipita
ciones dentro de los rangos 0-30, 30-45, 45-60, 60-75 y 75-90 %

de dicha sal (Tablas I1l.l1 y 111.2). Se encontrd que practica-

mente el total de la proteina con actividad de PBG-Deaminasa se
concentra en la fraccidn 45-60 %, tanto para la cepa normal co-
mo para la mutante, lograndose una purificacidn de aproximada-

mente 4-5 veces.
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TABLA III.1l.:

la cepa D27.

Fraccionamiento con sulfato de amonio en

El S, es el sobrenadante (S) obtenido como se indica en
Mate?iales y Métodos,
tos. Sobre el mismo se realizaron las sucesivas precipi
taciones con sulfato de amonio.

calentado a 55

FRACCLON nmoles PORF. | ppoq/py.| ACTIVIDAD
TOTALES ESPECLFICA
S 6,77 1,83 1,84
(NH,),80, (%)

0-30 0,13 0,05 1,25
30-45 1,61 0,80 1,00
45-60 39,88 4,04 4,94
60-75 2,99 5,87 0,26
75-90 0,12 0,55 0,11

II1.2. PURIFICACION PARCIAL DE LA PBG-DEAMINASA

Para el aislamiento y la purificacidn de 1la

°C durante 5 minu-

100

PBG-Deami-

nasa de las cepas D27 y D27/C6 se siguid una metodologia senci-

lla.

Los pasos empleados para purificar esta enzima de di-

chas cepas de levadura (Tablas II11.3. y III1.4.) se describen a

continuacidn. A menos que se indique lo contrario,

tapas de la purificacidén se realizaron a 4 °C.

todas las e-



TABLA II1.2.: Fraccionamiento con

la cepa D27/Cé

sulfato de amonio en

nmoles PORF. ACTIVIDAD
FRACCION TOTALES mg PROT/mL | checicrca
S 4 4,76 1,72 1,38
(NH,) ,50, (%)

0-30 0,26 0,05 2,61
30-45 1,17 0,54 1,08
45-60 38,99 3,50 5,57
60-75 2,81 5,76 0,24
75-90 0,09 0,30 0,15

El S, es el sobrenadante (S) obtenido como se indica en

Mategiales y Métodos y calentado a 55 °C durante 5 minu
tos. Sobre el mismo se realizaron las sucesivas precipi
taciones con sulfato de amonio.

- Etapa l: Sobrenadante citosdlico (8):

gacidn del homogenato (H) a 23.000 x g durante 20 minutos.

101

Se obtuvo por centrifu-

Di

cha fraccidén H proviene de la sonicacidén de las células sus-

pendidas en buffer Tris-HCl 50 mM pH

7,8 en presencia de are-

na (1:2:3, g peso himedo de cé&lulas:ml de buffer:g de arena).

Esta centrifugacidén diferencial constituye ya un paso de puri

ficacién donde se separa un precipitado formado por células

sin romper, fragmentos de pared y membranas celulares,

condrias, lisosomas, peroxisomas.

mito-



TABLA III.3.:

Cuadro de purificacidn de la

102

PBG-Deaminasa de la

cepa D27
. ACTIVIDAD |UNIDADES | PURIFICACION | PURLIFICACION
ETAPA FRACCION ESPECIFICA | TOTALES PARCIAL TOTAL
1 S 0,42 237 1 1
2 S0 1,12 275 2,7 2,7
3 (NHQ)ZSOA %)
45-60 6,76 187 6,0 16,1
4 Sephadex
Banda 1 32,8 31 4,9 78,2
(Ve=100 ml)
Banda 11 30,7 25 4,1 81,5
(ve=120 ml)

Las distintas fracciones se obtuvieron como se indica en el

texto.
la metodologia empleada,
y Métodos.

El sistema y las condiciones de incubacién,
fueron los detallados en Materiales
La actividad especifica se expresa como nmoles por

firinas/mg proteina.

Etapa 2:

Calentamiento:

55 °C durante 5 minutos con agitacidon constante.
24

te periodo,

se enfrid inmediatamente en batio de

-
asl como

El sobrenadante (S) se calentd a

Luego de es-

hielo y se

centrifugd a 23.000 x g 20 minutos para eliminar las protei-

nas precipitadas,

obteniendo un sobrenadante con actividad de

PBG-Deaminasa <S¢)°

Etapa 3:

Fraccionamiento salino:

la preparacidn enzimidtica

provenicnte de 1a

etapa

anterior,

Con el objeto de concentrar
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se realizé un fraccionamiento con sulfato de amonio sélido,

reuniendo las proteinas precipitadas entre 45 - 60 7% de satu

. -
racion,

que contienen toda la actividad enzimatica.

La frac-

cidn asi obtenida se puede guardar entre 30 y 40 dias a

-20 °C sin pérdida de actividad.

TABLA III.4.:

Cuadro de purificacidn de la PBG-Deaminasa de la

cepa D27/C6
T
ACTIVIDAD | UNIDADES | PURIFLICACION | PURIFICACION
ETAEA FRACCION ESPECIFICA | TOTALES PARCIAL TOTAL
1 s 0,47 137 1 1
2 S¢ 1,80 126 4,3 4,3
3 (NH4)2804 (%)
45-60 9,87 64 5,5 21,0
4 Sephadex 15,60 19 1,6 33,2
(Ve=104 ml)

Las distintas fracciones se obtuvieron como se indica en el

texto.
la metodologia empleada,

El sistema y las condiciones de incubacidn,
fueron los detallados en Materiales

asi como

y Métodos. La actividad especifica se expresa como nmoles por
firinas/mg proteina.

- Etapa 4: El precipitado salino se disolvid en un pequeiio volu

men de buffer Tris-HCl 50 mM pH 7,8 y se sembrd en una colum-

na de Sephadex G-100 (1,7 x 80 cm),

previamente equilibrada
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con el mismo buffer. Para la elucidn de las proteinas también
se empled el buffer Tris-HC1l 50 mM pH 7,8 y la velocidad de
flujo fue de 18 ml/hora.

De los datos presentados en las Tablas 1I1.3 y 111.4

para las cepas D27 y D?27/C6 respectivamente, se concluye que el
fraccionamiento salino produce la mayor purificacidn de la
PBG-Deaminasa en ambas cepas. Por otra parte, el pasaje por
Sephadex G-100 produce una purificacidn parcial de 5 veces para
la enzima de la cepa normal y de 1,6 veces para la de la cepa
mutante. Los valores alcanzados de purificacidn parcial con es-
te tipo de columnas no difiere marcadamente de los hallados por
otros autores (Frydman y Feinstein, 1974; Anderson y Desnick,

1980; Fumagalli y col., 1985; Kotler y col., 1987 a).

La PBG-Deaminasa de la cepa D27 fue purificada aproxi
madamente 80 veces con una actividad especifica de 33 unidades/
mg de proteina y un rendimiento del 25 %. En cambio, la purifi-
cacidn de la enzima de la cepa D27/C6 fue de sdlo 30 veces con
una actividad especifica de 16 unidades/mg de proteina y un ren

dimiento del 15 7%.

Los valores de actividad especifica y el grado de pure
za alcanzados para la PBG-Deaminasa de S. cefcvisdiae son meno-
res que los logrados por otros autores para la misma enzima de
otras fuentes (Davies y Neuberger, 1973; Jordan y Shemin, 1973;
Anderson y Desnick, 1980; Williams y col., 1981; Brown y col.,
1984; Fumagalli y col., 1985; Hart y col., 1986; Jordan y col.,
1988; Smythe y Wiliiams, 1988) pero debe destacarse que este es
el primer trabajo de purificacidn de esta enzima en levaduras.
De hecho, hasta el presente su actividad sélo ha sido determina
da en extractos celulares crudos (Gollub y col., 1977;
Labbe-Bois y col., 1986) y los valores hallados han sido siem-
pre muy bajos en comparacidn con los encontrados en otros teji-
dos. Incluso esto ha llevado a postular un posible rol regulato

rio para la PBG-Deaminasa en levaduras (l.abbe-Bois y col.,
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1986) o bien una probable inactivacidn producida durante la rup

tura celular (Rytka y col., 1984).

Las Figuras I1I.3. y I11.8. muestran los perfiles de

elucidn de la columna de Sephadex G-100 de la PBG-Deaminasa de

las cepas P27 y D27/C6 respectivamente.

ITII.3. FORMAS ENZIMATICAS DE LA PBG-DEAMINASA DETECTADAS
MEDIANTE FILTRACION POR GEL

En las Figuras III.3, I11I.4, I1I.5 y II1.6. se ilustra

un comportamiento muy llamativo de la enzima de la cepa D27. Se
seleccionaron 4 pasajes a través de la columna de Sephadex
G-100 en los cuales se observa que en algunos casos aparecen
dos picos con actividad enzimatica (A y B) y en otros uno solo
(A 6 B). Se determinaron sus pesos moleculares empleando una co
lumna de Sephadex G-100 previamente calibrada con proteinas pa-
trones. Al pico A le corresponde un PM de 30 + 3 KDa y al B un
PM de 20 * 2 KDa. Es importante tener en cuenta que los valores
de porfirinas formadas obtenidos en cada uno de los pasajes no
son comparables ya que no siempre se sembrd la misma cantidad

de proteina.

Para tratar de explicar las causas que pueden haber da
do lugar a la obtencidn de estos diferentes perfiles cromatogra
ficos, debe considerarse que, a pesar de tratar de reproducirse
exactamente las condiciones experimentales en todos los ensayos
realizados, podrian haber ocurrido algunas ligeras modificacio-
nes,tales como el tiempo transcurrido entre la cosecha y el pro
cesamiento de las células, el tiempo necesario para alcanzar la
temperatura de calentamiento o para llevar a 4 °C la prepara-
cidén. Con relacidn a estos hallazgos, notemos que Miyagi y col.
(1979) trabajando con la PBG-Deaminasa de eritrocitos humanos,
también observaron la ocasional presencia de dos formas enzimi-

ticas diferentes por cromatografia en DEAE-Scphadex A-50, una
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de las cuales estaba ausente en algunos casos. Estos autores a-
tribuyeron este fendmeno a que en ciertos casos los eritrocitos

habian sido almacenados durante mucho mids tiempo que en otros.
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FIGURA II1.3.: Perfil de elucion de la PBG-Deaminasa de

la cepa D27 en Sephadex G-100.

(O) nmoles porfirinas formadas; (@) mg proteina/ml

Se sembrd la fraccién 45 - 60 % proveniente del fraccio-
namiento con sulfato de amonio. Las condiciones de incu-
bacidn fueron las descriptas en Materiales y Métodos. Se
recogieron fracciones de aproximadamente 3 ml.
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FIGURA 11I.4.: Perfil de elucidn de la PBG-Deaminasa de
la cepa D27 en Sephadex G-100.

(O) nmoles porfirinas formadas, (@) mg proteina/ml

Se sembrd la fraccidn 45 - 60 % proveniente del fracciona
miento con sulfato de amonio. Las condiciones de incuba-
cidn fueron las descriptas en Materiales y Métodos. Se re
cogieron fracciones de aproximadamente 3 ml.

Estos resultados podrlan indicar que, o bien la PBG-Dea
minasa de la cepa P27 existe en dos formas enzimiaticas activas
o que, simplemente la presencia ocasional de dos picos de acti-
vidad es el producto de la accidon de proteasas durante la ex-
traccidn de la enzima. Asi, pequefas variaciones en las condi-

ciones experimentales podrian ser las responsables de una
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accion diferencial de las proteasas en las distintas etapas de

la purificacidn de la PBG-Deaminasa.

Esto es muy factible ya

que las cé&lulas de levadura son ricas en proteasas (Schwencke,

1989).
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FIGURA 11I1.5.: Perfil de elucidn de la PBG-Deaminasa

de la cepa D?7 en Sephadex G-100.

(O) nmoles porfirinas formadas, (®) mg proteina/ml
Se sembrd la fraccidn 45 - 60 % proveniente del frac
cionamiento con sulfato de amonio. Las condiciones
de incubacidn fueron las descriptas en Materiales y
Métodos. Se recogieron fracciones de aproximadamente
3 ml.
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FIGURA I11.6.: Perfil de elucidn de la PBG-Deaminasa de la ce
pa D27 en Sephadex G-100.

(O) nmoles porfirinas formadas, (®) mg proteina/ml

Se sembrd la fraccidn 45 - 60 % proveniente del fraccionamien
to con sulfato de amonio. Las condiciones de incubacién fue-
ron las descriptas en Materiales y Métodos. Se recogieron
fracciones de aproximadamente 3 ml.

Por lo tanto, se decidid estudiar el comportamiento de

la PBG-Deaminasa de la cepa D27 extraida y purificada en



presencia de un conocido inhibidor de proteasas, el fenilmetil
sulfonilfluoruro (PMSF). Se siguieron los pasos de purificacidn
ya descriptos, agregadndose PMSF | mM al buffer Tris-HCl 50 mM
pH 7,8 que se usd para resuspender las c@&lulas durante su ruptu
ra. Tambi&n se afiadié PMSF 0,5 mM al sobrenadante obtenido des
pués del calentamiento, y PMSF 1| mM al buffer Tris-HCl 50 mM

pH 7,8 usado para disolver el precipitado de sulfato de amonio
45 - 60 % que se aplicd en la columna de Sephadex G-100 previa-

mente equilibrada con el mismo buffer conteniendo PMSF 0,1 mM.

En la Figura I11.7. se observa, que en estas condicio-

nes, se obtuvo siempre un dGnico pico activo de PM 30 * 3 KDa.
Estos resultados indicarian que la PBG-Deaminasa de la cepa nor
mal existe como una @inica forma molecular, la cual por efecto
de las proteasas da lugar a la aparicidn de una especie activa
de menor PM (20 * 2 KDa). La accidon proteolitica no siempre fue
uniforme, dependiendo probablemente de ligeras modificaciones
no controlables en las condiciones experimentales; por consi-
guiente la relacidn entre ambas formas enzimdticas varid de una

experiencia a otra.

Se debe destacar que la actividad especifica enzimati-
ca asociada al pico de PM 30 KDa obtenido en presencia de PMSF
es 6 veces md3s alta que la actividad especifica de cualquiera
de los picos encontrados en ausencia del inhibidor. Estos ha-
llazgos podrian deberse a que por protedlisis uno o varios frag
mentos peptidicos pequefios, esenciales para la actividad maxi-
ma, se separan de la enzima. Tambié&n podria postularse la e-
xistencia de una proteina activadora, independiente de la enzi-
ma, que aparentemente se comporta como buen sustrato para las

proteasas y no expresa su funcidn regulatoria en ausencia de

PMSF.

El comportamiento de la PBG-Deaminasa de la cepa mutan
te D27/Cé en la columna de Sephadex G-100 fue muy distinto del

descripto recién para la cepa normal.
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FIGURA III.7.: Perfil de elucidn de la PBG-Deaminasa de la ce
pa DZ?7 en Sephadex G-100 en presencia de PMSF.

(O) nmoles porfirinas formadas, (®) mg proteina/ml

Como se detalla en el texto, el PMSF se incluyd tanto durante
la purificacién como durante la elucidén de la enzima. Se sem-
bré la fraccidn 45 - 60 % proveniente del fraccionamiento con
sulfato de amonio. Las condiciones de incubacidn fueron las
descriptas en Materiales y Métodos. Se recogieron fracciones
de aproximadamente 3 ml.

En las Figuras III.8. y III.9. se ilustran los perfi-

les de elucidn obtenidos para la enzima de la cepa D27/C6. Se
observa siempre un Unico pico activo de PM 28 * 2,8 KDa cuando
la purificacidn de la enzima se realizd en ausencia de PMSF
(Figura II11.8.). Llamativamente, cuando la misma se hizo en pre
sencia del inhibidor, el perfil de elucidn por Sephadex G-100

muestra dos picos activos, uno de PM 30 KDa y el otro de PM

10 KDa (Figura III.9.).
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FIGURA III.8.: Perfil de elucidn de la PBG-Deaminasa de la ce

pa D27/Cé en Sephadex G-100.

(O) nmoles porfirinas formadas, (@) mg proteina/ml

Se sembrd la fraccidn 45 - 60 % proveniente del fraccionamien
to con sulfato de amonio. Las condiciones de incubacién fue-
ron las descriptas en Materiales y Métodos. Se recogieron
fracciones de aproximadamente 3 ml.

Seglin estos resultados, podria ser que la PBG-Deamina-
sa de la cepa mutante exista en dos formas enzimiaticas activas

siendo la especie de bajo PM mucho m3s susceptible a la accidn

de proteasas.
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FIGURA III.9.: Perfil de elucidn de la PBG-Deaminasa de la cepa
D27/C6 en Sephadex G-100 en presencia de PMSF.

(O) nmoles porfirinas formadas, (@) mg proteina/ml

Como se detalla en el texto, el PMSF se incluyd tanto durante
la purificacidn como durante la elucién de la enzima. Se sembr?d
la- fraccidn 45 - 60 7% proveniente del fraccionamiento con sulfa
to de amonio. Las condiciones de incubacién fueron las descrip-
tas en Materiales y Métodos. Se recogieron fracciones de apro-
ximadamente 3 ml.

II1.4. CORRELACION ENTRE EL COMPORTAMIENTO CROMATOGRAFICO Y LA
PRESENCIA DE LA MUTACION HEM R+

Para establecer si los perfiles de elucidén obtenidos
en la columna de Sephadex G-100 para la PBG-Deaminasa de las

dos cepas en estudio se correlacionan con la presencia de la
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mutacidn HEM RT en 1a cepa D27/C6, se decidid investigar el
comportamiento cromatografico de la enzima en las cepas
DW10-2A (HEM R+) y DW10-2C. Estas cepas son dos segregantes de
la tetrada DWI0 (tetrada 2) proveniente del "mating"” de las ce
pas CCl14-8C y D27/C6. Se debe tener em cuenta que la cepa
CCl14-8C es isogénica en un 98,4 % con la cepa D27 y que la ce-
pa DWI0-2A es portadora de la mutacidn HEM RY.

Por cromatografia en Sephadex G-100, se obtiene un so
lo pico activo cuando la PBG-Deaminasa de la cepa DWI0-2C se

purificd en ausencia o presencia de PMSF (Figura IIX1.10.); y al

igual que en la cepa normal D27, en presencia del inhibidor de
proteasas, la forma enzimdtica de PM 20 * 2 KDa cambia a una

forma de PM 30 * 3 KDa, 3 veces miAs activa.

Al examinar el comportamiento cromatografico de la
PBG-Deaminasa de la cepa DWI0-2A, se observa un perfil de elu-
cidn similar al encontrado para la enzima de la cepa D27/Cé6,
aunque la especie demenor PM molecular también aparece en au-

sencia del inhibidor (Figura III.1ll.)

Por lo tanto, diferentes formas enzimdticas parecen es
tar presentes en las cepas U227 y D27/Cé6 y este mismo patrdn se
repitid en las segregantes DWI0-2C y DWI0-2A sugiriendo que el
comportamiento observado en la cromatografia por Sephadex
G-100 puede correlacionarse con la presencia de la mutacidn

HEM rY.

Estos hallazgos no ofrecen una clara explicacidn quec
justifique el fenotipo observado en las cepas mutantes HEM R+:
formacidn elevada de citocromos cuando las c&lulas crecen en un
medio con una fuente de carbono no fermentable (ver Materiales
y Métodos). Sin embargo, con estos resultados se puso de mani-
fiesto la diferente susceptibilidad a las proteasas de las
PBG-Deaminasas de las cepas normales y las mutantes HEM R+,
siendo la forma enzimdtica de alto PM de las cepas HEM R+ mis

resistente a su accidén. Ademids, se detectd otra forma activa de
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bajo PM para las cepas D27/C6 y DWI10-2A.

La combinacidén de estos hechos acoplados probablemen-
te a un fino mecanismo de regulacidén podrian,quizads,ser la ra-
z6n de la sintesis aumentada de citocromos encontrada en las

cepas HEM R+,

a
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nmoles de portirinas formadas
T
nmoles de portirinas tormadas
mg de protefna / ml
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FIGURA I1I1.10.: Perfil de elucién de la PBG-Deami-
nasa de la cepa DWI/0-2C en Sephadex G-100.

(A, A) nmoles porfirinas formadas,

(O, ®) mg proteina/ml

Se sembrd la fraccidn 45 - 60 % proveniente del
fraccionamiento con sulfato de amonio. Las condicio
nes de incubacién fueron las descriptas en Materia-
les y Métodos. Se recogieron fracciones de aproxima
damente 3 ml. La enzima se purificd y eluyd en pre-
sencia (@ ,4A) y en ausencia (O,A) de PMSF.
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FIGURA III.1ll.: Perfil de elucidn de la PBG-Dea
minasa de la cepa DWI0O-Z2A en Sephadex G-100.

(A ,A) nmoles porfirinas formadas

(O,®) mg proteina/ml

Se sembrd la fraccién 45 - 60 % proveniente del
fraccionamiento con sulfato de amonio. Las con-
diciones de incubacidn fueron las descriptas en
Materiales y Métodos. Se recogieron fracciones
de aproximadamente 3 ml. La enzima se purificé
y eluyd en presencia (® ,A ) y en ausencia
(O,A) de PMSF.

I11.5. DETERMINACION DEL PESO MOLECULAR

Se determindé el PM de la PBG-Deaminasa de las cepas
D27 y D27/Cé de S. cerevisiae parcialmente purificada en presen

cia de PMSF empleando una columna de Sephadex G-100 calibrada
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con proteinas patrones como se indica en Materiales y Métodos.

En las Figuras III.7. y III.9. se muestran los perfiles de elu

cidn de la enzima de ambas cepas. Se observa, en ambos ca-

sos, un pico de actividad que corresponde a un PM de 30 * 3 KDa.
Este valor es menor al {nico reportado para la enzima provenien
te de la misma fuente (Gellerfors y col., 1986). Estos autores
determinaron el PM a partir del anilisis del producto codifica
do por un plasmido que contiene el gen de la PBG-Deaminasa, y
sus resultados indicaron que el gen de la enzima codifica para

un producto de 43 KDa.

Se ha determinado el PM de la PBG-Deaminasa de diver-
sas fuentes empleando distintos métodos. En Rhodopseudomonas
sphernoides es de 35 KDa por Sephadex G-100 y 39 KDa por centri
fugacidn en gradiente de densidad de sacarosa (Jordan y Shemin,
1973); en E. cofi varia entre 32 y 40 KDa (Hart y col., 1986;
Jordan y col., 1988); en Chlorella regularnis es de 35 KDa
(Shioi y col., 1980); en eritrocitos humanos se encuentra en el
rango 25 - 44 KDa (Frydman y Feinstein, 1974; Miyagi-y col.,
1979; Anderson y Desnick, 1980; Brown y col., 1984; Fumagalli y
col., 1985; Smythe y Williams, 1988); en Euglena gracifis varia
entre 20 y 40 KDa (Rossetti y col., 1980, 1989; Williams y
col., 1981; Sharif y col., 1989); en hojas de espinaca es de
40 KDa (Higuchi y Bogorad, 1975); en bazo de rata es de 43 KDa
(Williams, 1984).
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IV. OTRAS PROPIEDADES DE LA PBG-DEAMINASA PARCIALMENTE
PURIFICADA

IV.1. EFECTO DE CATIONES

IV.1.1l. Efecto de cationes monovalentes

Llambias y Batlle (1971 a) y Sancovich y col. (1976)
encontraron que la PBG-Deaminasa de callos de soya y de higado
vacuno se activan en presencia de iones sodio y potasio, respec
tivamente. Sin embargo, estos cationes no tienen efecto sobre
la enzima de eritrocitos de ave, gérmen de trigo y eritrocitos
humanos (Frydman y Frydman, 1970; Llambias y Batlle, 1971 b;
Fumagalli y col., 1985).

En la Figura IV.l. se presentan los resultados obteni-

dos al analizar el efecto de iones sodio (A) y potasio (B) so-
bre la actividad de la enzima de las cepas D27 y D27/Cé. Con
ninguna de las concentraciones empleadas (0 - 200 mM) se obser-

va un efecto significativo sobre la PBG-Deaminasa de levaduras.

IV.1.2. Efecto de cationes divalentes

En la Figura IV.2. se muestran los resultados obteni-

dos al estudiar el efecto de iones magnesio sobre la PBG-Deami-
nasa de las dos cepas en estudio. Se observa, en ambas cepas,que
bajas concentraciones de magnesio (2,5 mM) producen una ligera
pero reproducible activacidn de la enzima (20 %), mientras que
concentraciones mayores (100 mM) la inhiben significativamente

(50 - 60 7).

Estos resultados son similares a los encontrados para
la PBG-Deaminasa de otras fuentes (Frydman y nydman, 1970;
Llambias y Batlle, 1971 b; Sancovich y col., 1976; Anderson y
Desnick, 1980; Fumagalli y col., 1985; Kotler y col., 1987 b).
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FIGURA IV.l.: Efecto de iones sodio
(A) y potasio (B) sobre la actividad
de PBG-Deaminasa.

(0O) Cepa D27, (®) cepa D27/Cé

Se empled una preparacién enzimatica
purificada entre 16 y 20 veces. El
sistema de incubacién y la metodolo-
gia utilizados fueron los descriptos
en Materiales y Métodos.
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FIGURA 1V.2.: Efecto de iones magnesio sobre la ac
tividad de PBG-Deaminasa.

(O) Cepa D27, (@) cepa D27/Cé6

Se empled una preparacidn purificada entre 16 y 20
veces. El1 sistema de incubacidén y la metodologia
fueron los detallados en Materiales y Métodos.

También se investigd la accidn de otros cationes sobre

la enzima de levaduras. En la Tabla IV.l. se muestra que mercu

rio (II), plomo (II) y cadmio (II1) inhiben completamente la ac-
tividad enzimatica como ya se ha reportado (Llambias y Batlle,

1971 b; Jordan y Shemin, 1973; Sancovich y col., 1976; Anderson
y Desnick, 1980; Fumagalli y col., 1985). Esta inhibicidn es de
bida,probablemente,a la interaccidn entre el ion metdlico y gru
pos tidlicos esenciales de la enzima, como se comprueba al lo-

grar la reversidn de los efectos del plomo (II) y mercurio (II)

con el agregado de cisteina 5 mM.
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TABLA 1IV.1l.: Efecto de metales divalentes sobre la actividad

de PBG-Deaminasa

ACTIVIDAD (%)
CONCENTRACION | CISTEINA

INHIBIDOR (mM) (5 mM) Porfirinas formadas | PBG consumido
r27 D27/Cé6 D27 D27/Cé

1 0 0 15 5

HgCl2 0,2 - 1 0 20 20

0,2 + 85 80 90 90

1 0 0 10 10

cdcl, 0,2 5 1 20 20

, - 1 10 10 20

PbCl, 0,2 + 85 90 90 95

Se usd como fuente de enzima una preparacién purificada

16 - 20 veces. La cisteina se agregd 20 minutos después de que
la enzima se preincubd con el inhibidor y el sustrato. Se em
plearon los cloruros de los iones metdlicos. Las dem3s condi
ciones experimentales se describieron en el texto. Las acti-
vidades se expresaron como porcentaje del control (100%).

1V.2. EFECTO DE IONES AMONIO Y DE HIDROXILAMINA

El efecto de iones amonio y de hidroxilamina sobre la
PBG-Deaminasa fue descripto por primera vez por Bogorad (1962 a,
b; 1963), quien encontrd que el consumo de PBG estd afectado en
menor grado que la formacidn de porfirinas. Estos hallazgos han

sido confirmados para la enzima de diferentes fuentes
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(Sancovich y col., 1969 a, b; Frydman y Frydman, 1970; Llambias
y Batlle, 1971 a, b; Frydman y Feinstein, 1974; Batlle y
Rossetti, 1977; Kotler y col., 1987 b).

Asimismo, Pluscec y Bogorad (1970), Radmer y Bogorad
(1972) y Davies y Neuberger (1973) encontraron que cuando las
PBG-Deaminasas de Rp. Apherodides y hojas de espinaca actilan en
presencia de hidroxilamina, amonio o metoxiamina, no se altera
la velocidad de condensacidén de las moléculas de PBG pero si se
previene la ciclizacidén del tetrapirrol lineal. Ademds, se de-
mostrd que los intermediarios pirrd6licos se disocian de la enzi

ma (Jordan y Berry, 1981; Jordan y col., 1988 a).

En la Figura IV.3. se ilustra el efecto de distintas

concentraciones de amonio sobre la PBG-Deaminasa de las dos ce-
pas de levadura. Inesperadamente, no se observa inhibicidn en

la actividad especifica.

Sin embargo, la hidroxilamina produce un marcado efec-
to inhibitorio de la enzima de ambas cepas. Esta inhibicidn se
observa tanto sobre la formacidn de porfirinas como sobre el

consumo de PBG (Tabla IV.2.). Estos hallazgos concuerdan con

los descriptos por Jordan y Warren (1987) quienes encontraron
que la hidroxilamina libera las moléculas de sustrato unidas a
la enzima sin provocar la liberacidn del cofactor dipirrometa-
no. Fumagalli y col. (1985) describieron resultados similares

para la PBG-Deaminasa de eritrocitos humanos.

IV.3. EFECTO DE REACTIVOS DE GRUPOS TIOLES Y DISULFUROS

Se ha demostrado la presencia de grupos sulfhidrilos
esenciales para la actividad de PBG-Deaminasa en la mayoria de
las fuentes estudiadas (Frydman y Frydman, 1970; Llambias y
Batlle, 1971 b; Jordan y Shemin, 1973; Sancovich y col., 1976;
Anderson y Desnick, 1980; Russell y Rockwell, 1980; Evans y
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col.,1986: Kotler y col., 1987 a; Fumagalli y col., 1991). Sin
embargo, la participacidn directa de alguno de estos grupos en
el mecanismo de la catdlisis se ha dilucidado sdlo recientemen-
te (Hart y col., 1988; Miller y col., 1988; Scott y col.,
1988).

Actividad especifica

O\_L 1 | 1

50 100 150
NH, (mM)

FIGURA IV.3.: Efecto de concentraciones variables
de amonio sobre la actividad de PBG-Deaminasa.

(O) Cepa D27, (@) cepa D27/Cé6

Se empled una preparacidn enzimatica purificada en
tre 16 y 20 veces. El sistema de incubacidn y la
metodologia fueron las descriptas en Materiales y
Métodos.

Por lo tanto, con el objeto de obtener mayor informa-
cidn acerca de la presencia de grupos sulfhidrilos y disulfuros
esenciales en la estructura de la PBG-Deaminasa de Saccharomy-

ces cernevisiae, se estudid el comportamiento de esta enzima, de
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frente a una serie de compuestos que reaccionan

especificamente con estos grupos.

TABLA IV.2.:

Efecto de hidroxilamina sobre la

actividad de PBG-Deaminasa

ACTIVIDAD (%)
HIDROXILAMINA
CEPA Porfirinas PBG
(mM)
formadas copsumido
0 100 100
D27 10 55 67
100 0 0
0 100 100
D27/Cé 10 62 56
100 3 14

Se empled una preparacidn enzimiatica purificada
Las condiciones experimenta
les fueron las detalladas en Materiales y Méto-
dos. Las actividades se expresaron como porcenta
je del control (100 Z%).

entre 16 y 20 veces.

La actividad se midié en aerobiosis y anaerobiosis,

con y sin preincubacidn y agregando todos los reactivos antes

que el PBG.

En las Tablas IV.3. y 1IV.4.
dos correspondientes a la PBG-Deaminasa de las cepas D27 y

D27/Cé6,respectivamente.

Es necesario destacar,

se presentan los resulta-

que debido a que
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no hubo diferencias notables empleando distintas condiciones de
incubacidn, se ilustran solamente los datos obtenidos en aero-
biosis y sin preincubacidén, excepto cuando se estudid la rever-

sidon de la inhibicidn.

TABLA IV.3.: Efecto de reactivos de grupos tioles y disulfu

ros sobre la actividad de PBG-Deaminasa de la

cepa D27
ACTIVIDAD (%)
. CONCENTRACION

REACTIVO Porfirinas PBG

(mM)

formadas consumido

PCMB 1 0 80
NEMI 1 8 79
1 0 120
DINB 0,5 0 90
10 50 100
KCN 1 80 100
Ti ca 10 55 100
iour 1 55 100
Cisteina 5 94 100
GSH 5 102 100
PCMB + cisteina 1 + 5 90 100
NEMI + cisteina 1 + 5 95 100

Las condiciones experimentales estadn descriptas enm el texto
y en Materiales y Métodos. Las actividades se expresaron co
mo porcentaje del control (100 %).
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TABLA 1IV.4.: Efecto de reactivos de grupos tioles y disulfu

ros sobre la actividad de PBG-Deaminasa de la
cepa D27/Cé

ACTIVIDAD (%)
CONCENTRACION

REACTI1VO Porfirinas PBG

(mM)

formadas consumido

PCMB 1 0 60
NEMI 1 10 75
1 0 80
DTNB 0,5 0 85
10 60 100
KCN 1 87 100
Ti 10 65 100
iourea 1 65 95
Cisteina 5 81 100
GSH 5 95 90
PCMB + cisteina 1 + 5 70 90
NEMI 4+ cisteina 1 + 5 70 95

Las condiciones. experimentales estdn descriptas en el texto
y en Materiales y Métodos. Las actividades se expresaron co
mo porcentaje del control (100 %) .

Los reactivos alquilantes de grupos sulfhidrilos, ta-
les como p-cloromercuribenzoato (PCMB) y N-etilmaleimida (NEMI)

inhiben completamente la formacién de porfirinas pero tienen
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escaso efecto sobre el consumo de PBG cuando estuvieron presen
tes en una concentracidén 1 mM. El agregado de cisteina 5 mM re

vierte estas inhibiciones.

El agente oxidante de grupos tioles, acido 2,2'dini-
tro-5,5'ditiobenzoico (DTNB), también afecta solamente la forma

. - - -
cidon de porfirinas.

Los reactivos que reaccionan con uniones disulfuro
(tiourea y cianuro de potasio) tampoco tienen efecto sobre el
consumo de sustrato pero inhiben aproximadamente un 50 % la for

macidn de producto.

Por otra parte, agentes reductores y protectores de
grupos sulfhidrilos, tales como cisteina y glutatidn reducido

(GSH), no modifican la actividad enzimatica.

Estos resultados indican, que si los grupos sulfhidri-
los son esenciales para la actividad, no estidn localizados en
regiones expuestas de la proteina o estidn bien protegidos, tal
como ha sido demostrado para la cisteina 242 deila PBG-Deamina-
sa de E. cold, que estd unida al cofactor dipirrometano (Jordan

y Warren, 1987).

La accidn diferencial de los compuestos :ensayados, so-
bre el consumo de PBG y la formacidn de porfirinas, es dificil
de explicar si se piensa que el dnico grupo tiol esencial en la
enzima es la cisteina 242. Pero si otros grupos sulfhidrilicos
son necesarios para mantener una correcta orientacidn de la ca-
dena pirrdlica en crecimiento, su modificacidn podria interfe-

rir con la sintesis del HMB y no afectar el consumo de PBG.

En base a los datos obtenidos se puede asegurar que la
PBG-Deaminasa de levaduras es una enzima tipicamente sulfhidri-

lica.
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IV.4. EFECTO DEL ACIDO FOLICO

En 1976, el grupo de Tephly aisld del citosol de higa
do de rata, una molécula de bajo PM, estable al calor, que po-
seia un efecto protector sobre la inhibicidén por plomo de 1la
PBG-Deaminasa. Luego se sugirid que ese factor podria ser una
molé&cula del tipo de los derivados del pteroilpoliglutamato
(Piper y Van Vier, 1977), de manera que era de esperar que el
dcido fdlico tuviera un efecto andlogo. Posteriormente, Juknat
y col. (1981) describieron el aislamiento de un factor enddge-
no que estimula la sintesis de porfirindgenos a partir de PBG
en homogenatos y sobrenadantes de E. graci{fi4, que podia ser
reemplazado por acido fdlico. La estructura de este factor ha
sido determinada por Juknat y col. (1988 a, b). También se ha
postulado la probable existencia de un sitio de unidén para el
folato sobre la PBG—Dgaminasa (Christenson y col., 1986; Kotlet
y col., 1988 b). Asimismo se ha demostrado recientemente una ac
tivacidn no esencial de la enzima de higado de rata por &acido

félico (Noriega y col., 1992).

Teniendo en cuenta los trabajos antes mencionados, re
sultd de interés investigar el efecto producido 4«n vLtro por
dcido fdlico sobre la PBG-Deaminasa de levaduras. En la Figura
1IV.4. se observa que este compuesto no produce ninguna modifi-
cacidn sobre la actividad de esta enzima. Smythe y Williams
(1988) obtuvieron resultados similares para la enzima de eritro

citos humanos.

IV.5. EFECTO DE LA SULFAMERAZINA

Peters y col. (1980) encontraron que varias sulfonami-
das inhibian la actividad de PBG-Deaminasa de higado de rata.

Kotler y col. (1988 a) observaron el mismo efecto sobre la
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enzima de sangre de ratas tratadas con sulfamerazina. Sin embar

g0, se encontrd un comportamiento dual cuando se determind la
biosintesis de porfirinas en homogenatos de cerebros de ratas

inyectadas con esta droga (Kotler y col., 1988 a). Estos hallaz

gos se explicaron postulando que la sulfamerazina podria unirse
a la PBG-Deaminasa en el sitio regulatorio correspondiente al

cofactor folato probablemente provisto por la Cosintetasa

(Kohashi y col., 1984).

1,5

0,5 |

Actividad especifica

D 27 D27/Ce6

FIGURA 1IV.4.: Efecto de acido fdlico
sobre la PBG-Deaminasa de las cepas
D27 y D27/Cé.

(0O) controil, (HA) 10-3 M,

(8) 1077 n,

Se empled una preparacidn enzimitica
purificada entre 16 y 20 veces. El
sistema de incubacidén fue el descrip
to en Materiales y Métodos excepto
que se agregaron al mismo cencentra-
ciones variables de acido fdlico.
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En consecuencia, se decidid estudiar el efecto de sul
famerazina 4n v{tho, sobre la actividad de la PBG-Deaminasa de
las cepas D27 y D27/C6. En la Figura IV.5. se ilustran los re-

sultados obtenidos con concentraciones variables de sulfamerazi

na agregadas al sistema de incubacidn, no observidndose cambios

en la actividad enzimatica.
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FIGURA IV.5.: Efecto de sulfamerazina
sobre la PBG-Deaminasa de las cepas
D27 y D27/Cé.

(O) sin_sulfamerazina, (E) 1073
(N) 1077 m.

Se empled una preparacidn enzimatica
purificada entre 16 y 20 veces. El
sistema de incubacidn fue el descripto
en Materiales y Métodos excepto que se
agregaron concentraciones variables de
sulfamerazina.

M,
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Por lo tanto, teniendo en cuenta los efectos produci-

dos por el dcido f6lico y la sulfamerazina sobre la PBG-Deamina

sa de S, cenevisiae, pareceria que esta enzima no posee un si-

tio de unidn para folato o bien que &ste se encuentra ya ocupa-
do por el cofactor enddgeno.
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V. CROMATOGRAFIA EN DEAE-CELULOSA. DETECCION DE COMPLEJOS
INTERMEDIARIOS ENZIMA-SUSTRATO

Hacia fines de la década del 70 (Battersby y col.,

1979; Jordan y Seehra, 1979; Seehra y Jordan, 1980), experimen-
tos de "single-turn-over" (del tipo de reaccidén instantidnea o
cinética radpida) usando (14C)-PBG con PBG-Deaminasa de Rhodop-
seudomonas spheroides establecieron que la enzima va uniendo
las moléculas de sustrato en un determinado orden, comenzando
por el anillo A, seguido por el B, el C y finalmente el D. A
partir de ese momento, se sucedieron una serie de trabajos en
los cuales se intentd detectar y caracterizar los intermedia-

rios enzima-sustrato formados durante la reaccidn enzimdtica.

En 1980, también Anderson y Desnick trabajando con eri
trocitos humanos, encontraron 5 picos de actividad de PBG-Deami
nasa en una columna de DéAE—celulosa y demostraron por electro-
foresis que correspondian a la enzima nativa y a diferentes com

plejos enzima-intermediarios.

Por su parte, Jordan y Berry (1981), incubando 1la

PBG-Deaminasa purificada de Rhodopseudomonas sphernoides,con
14
(

y determinaron sus propiedades, obteniendo evidencias de la par

C)-PBG, aislaron los complejos intermediarios de la reaccidn

ticipacidén de una unidn covalente entre la enzima y las molécu-

las de sustrato.

Debe notarse que ya en 1979, Miyagi y col. habian de-
tectado milltiples formas de la PBG-Deaminasa de eritrocitos hu-
manos por cromatografia en DEAE-Sephadex A-50 y electroforesis
en gel. Sin embargo, Anderson y Desnick (1980) no lograron esta

blecer una relacidn entre las distintas formas moleculares des-

criptas.

En 1984, Williams encontrd que la actividad de PBG-Dea

minasa de bazo y de sangre de ratas tratadas con fenilhidrazina
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se resolvia en 5 picos por cromatografia en DEAE-celulosa. Sin
embargo, cuando se agregd PMSF en los buffers o cuando se inclu
y6 una etapa de calentamiento (70 °C, 15 minutos) previa a la
cromatografia de intercambio idnico, se obtuvieron diferentes
perfiles de elucidn. Se concluyd que dos de los picos provenian
de la accidn de proteasas y otros dos correspondian a las for-
mas moleculares principales halladas por Anderson y Desnick
(1980). No se pudo establecer la naturaleza del pico menor que

. - s
aparecido a alta fuerza idnica.

Asimismo, Brown y col. (1984), empleando PBG-Deaminasa
de eritrocitos humanos parcialmente purificada, hallaron varios
picos de actividad al eluir la enzima en una columna de inter-
cambio anidnico (TSK DEAE-5-PW) adosada a un sistema HPLC. En
cambio, Fumagalli y col. (1985), utilizando una columna de

DEAE-celulosa, encontraron un Unico pico de actividad.

Recientemente, Smythe y Williams (1988) purificaron
también la PBG-Deaminasa de eritrocitos humanos. En una de las
etapas emplearon una columna de DEAE-celulosa, hallando un dni-
co pico de actividad si la preparacidn enzimitica se calentaba
previamente durante 50 minutos a 80 °C; en cambio, si el calen-
tamiento era de 30 minutos, se detectaban dos bandas activas.
Los autores sugirieron que estos dos picos podrian corresponder
a las dos especies principales reportadas por Anderson y
Desnick (1980), o sea a la enzima nativa y al complejo enzima-mo

nopirrol.

Al aplicar PBG-Deaminasa parcialmente purificada de E.
cofd{ a una columna Mono QHR10/10 adosada a un sistema fplc, 1la
actividad enzimdtica eluyd en un solo pico, aunque ocasionalme-
te se detectaba un pico menor (Hart y col., 1986). Asimismo, es
ta enzima fue purificada por Jordan y col. (1988 a) a partir de
una cepa de E. c0of4L conteniendo un plidsmido multicopia con el
gen que codifica para la PBG-Deaminasa (HEM 3) .Estos autores en

. . -
contraron que cuando la enzima purificada se sometia a
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electroforesis en condiciones no desnaturalizantes o a una co-
lumna de intercambio Mono QHIHR5/3 adosada a un sistema fplc apa-
recian, en ambos casos, milltiples bandas que no podian atribuir
se a la formacidn de complejos enzima-sustrato. Se postuld que
las distintas formas enzimidticas eran debidas a leves variacio-
nes en la estructura de la enzima, posiblemente ocasionadas por
deamidacidn de los residuos asparagina. Se debe destacar que
los complejos enzima-(sustrato)l_4 en E. cofi también se aisla-
ron y caracterizaron, luego de incubar a la enzima purificada

con (IAC)—PBC (Jordan y col., 1988 a).

Teniendo en cuenta estos antecedentes, resultd de inte
rés estudiar el comportamiento de la PBG-Deaminasa de levaduras
en una columna de intercambio anidnico (DEAE-celulcsa) bajo de-

terminadas condiciones experimentales.

La fraccidn enzimitica a sembrar en dicha columna se
obtuvo siguiendo el esquema de purificacidén detallado en el Ca-
pitulo I11 de Resultados. Asi, las fracciones con actividad e-
luidas de la columna de Sephadex G-100 se concentraron con sul-
fato de amonio (0 - 60 7%Z). Las proteinas concentradas se desala
ron y sembraron en la columna de DEAE-celulosa (0,8 x 30 cm)
previamente equilibrada con buffer Tris-iICl1 50 mM pH 7,8. Luego
de lavar la columna con un volumen de cama del mismo buffer
(25 ml), la elucidn se realizd con un gradiente de cloruro de

sodio de 0 a 0,24 M (4 volimenes de cama).

En las Figuras V.l. y V.2. se ilustran los perfiles de

elucidn hallados para la PBG-Deaminasa de las cepas D27 y
D27/C6 respectivamente. Se observan varios picos de actividad
en un amplio rango de gradiente, en ambas cepas. Se puede obser
var que los perfiles son confusos y que los picos activos son
poco reproducibles, quizids debido a los valores muy bajos de
porfirinas formadas. Con estos datos no se puede expresar ningu

na conclusién sobre la existencia de distintas formas enzimati-

cas.
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FIGURA V.1.: Cromatografia en DEAE-ceclulosa de la PBG-Dea
minasa de la cepa D27,

Se sembrd una preparacidén enzimadtica purificada hasta la e
tapa de Sephadex G-100 segilin se describid en el Ttem

III.2., Capitulo III de Resultados. l.as proteinas se eluye
ron con un gradiente lineal de cloruro de sodio (0-0,24 M)
y el flujo fue de 18 ml/hora. Las demids condiciones se de-

tallan en el texto. (O) nmoles porfirinas formadas,
(®) mg proteina/ml

Teniendo en cuenta que la purificacidn de la PBG-Deami
nasa de ambas cepas, en presencia del inhibidor de proteasas
PMSF produjo resultados mids claros y reproducibles, se resolvid
realizar la cromatografia en DEAE-celulosa con la fraccidn enzi
matica asi obtenida. Tanto en el buffer de lavado como en el de

elucidn con cloruro de sodio, se incluyd PMSF 0,1 mM.

Los perfiles de elucidn de actividad enzimatica y de
proteinas para la cepa normal D27 (Figura V.3.) fueron sumamente
nitidos y reproducibles obteniéndose un inico y agudo pico,donde

se concentrd toda la actividad (110 mM de¢ cloruro de sodio), que
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eluyé luego del pool proteico. Los valores de actividad especi
fica fueron aproximadamente 20 veces mayores que los encontra-
dos cuando la PBG-Deaminasa, purificada en ausencia de PMSF,

se cromatografid en DEAE-celulosa.
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FIGURA V.2.: Cromatografia en DEAE-celulosa de la PBG-Deamina
sa de la cepa D27/Cé6.

Se sembrd una preparacidén enzimidtica purificada hasta la eta-
pa de Sephadex G-100 segin se describid en el item I1I1.2., Ca
pitulo 111 de Resultados. Las proteinas se eluyeron con un
gradiente lineal de cloruro de sodio (0-0,24 M) y el flujo
fue de 18 ml/hora. Las demids condiciones se detallan en el
texto. (O ) nmoles porfirinas formadas, (@) mg proteina/ml

En la Figura V.4. se ilustran los perfiles de activi-
dad y proteinas de la PBG-Deaminasa de la cepa mutante HEM R+p2
rificada en presencia de PMSF y luego cromatografiada en la co-
lumna de intercambio aniénico. En este caso, se obtuvo una ban-

da de actividad, que eluyd entre 180 mM y 220 mM de cloruro de



137

sodio; mientras que las proteinas también eluyeron en un amplio
rango del gradiente. lLos valores de actividad especifica, des-
pués del pasaje de la enzima purificada en presencia del inhibi

dor a través de la columna de DEAEK-celulosa, fueron también su-

periores (4 - 6 veces) a los hallados en su ausencia.
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FIGURA V.3.: Cromatografia en DEAE-celulosa de la PBG-Deamina
sa de la cepa D27 en presencia de PMSF.

Se sembrd una preparacidn enzimadtica purificada hasta la eta-
pa de Sephadex G-100 en prescncia de un inhibidor de protea-
sas (PMSF). Las proteinas sc¢ eluyeron con un gradiente lineal
de cloruro de sodio (0 - 0,24 M) y ¢l flujo fuec de 8 ml/hora.
Las demas condiciones expecrimentalcs se detallan en el texto.
(O) nmoles porfirinas formadas, ( ) mpg proteina/ml
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FIGURA V.4.: Cromatografia en DEAE-celulosa de la PBG-Deami
nasa de la cepa D27/Cé en presencia de PMSF. N

Se sembrd una preparacidn enzimatica purificada hasta la e-
tapa de Sephadex G-100 en presencia de un inhibidor de pro-
teasas (PMSF). Las proteinas se eluyeron con un gradiente
lineal de cloruro de sodio (0 - 0,24 M) y el flujo fue de

18 ml/hora. Las demas condiciones experimentales se detallan

en el texto. (Q) nmoles porfirinas formadas,(®) mg proteina/ml




139

Por lo tanto, los bajos y poco reproducibles
valores de actividad de la enzima eluida, ilustrados en las

Figuras V.l. y V.2. serian, al menos en parte, consecuencia de

la accién de las proteasas. Estos resultados son muy similares
a los descriptos por Hart y col. (1986) para la PBG-Deaminasa

purificada de E. col<.

Por otra parte, se debe destacar que, al comparar las

Figuras V.3. y V.4., se deduce que las formas enzimidticas de la

cepa normal D27 y de la mutante D27/C6 eluyeron a fuerzas iéni-
cas muy diferentes, indicando que se trataria de proteinas con

distinta carga.

Asimismo, teniendo en cuenta aquellos trabajos en los
cuales se habian detectado los intermediarios enzima-sustrato
de la reaccidén enzimitica (Anderson y Desnick, 1980; Jordan y
Berry 1981; Brown y col., 1984; Jordan y col., 1988 a), se deci
did investigar el comportamiento de la PBG-Deaminasa de levadu-
ras cuando la enzima, parcialmente purilicada en ausencia y en
presencia del inhibidor de proteasas hasta la etapa Sephadex
G-100, se incubd con PBG durante 30 minutos a 4 °C. Inmediata-
mente después de esta incubacidén la mezcla se sembrd en una co-
lumna de DEAE-celulosa previamente equilibrada con buffer
Tris-lCl 50 mM pH 7,8 conteniendo PBG (120 pM), en ausencia o
presencia de PMSF 0,1 mM. En primer lugar, como se usd una pre-
paracidén enzimidtica preincubada con el sustrato y una columna e
quilibrada con buffer conteniendo también PBG, era necesario co
nocer el perfil de elucidn en la columna de intercambio idnico

de una solucidn de PBG (Figura V.5.). El gradiente de cloruro

de sodio se varid entre 0 y 0,24 M y el PBC eluyd a una concen-
tracidén salina 80 mM. Cuando los eluidos se¢ incubaron en condi-
ciones semejantes a las empleadas para determinar actividad, se
pudo apreciar la formaciédn de porfirinas. Se debe aclarar que
también se midid PBG directamente en los eluidos de la columna
y que no se detectd presencia de intermediarios polipirrdlicos

en dichos eluidos.
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FIGURA V.5.: Perfil de elucidn de una solucidn de PBG
en una columna de DEALE-celulosa.

Se sembraron 1.200 pg de PBG. La elucidén se realizé con
un gradiente lineal de cloruro de sodio (0 - 0,24 M) y
el flujo fue de 18 ml/hora. (O) nmoles porfirinas for

madas, (@) mg PBG

La cromatografla en DEAE-celulosa de la PBG-Deaminasa
parcialmente purificada en ausencia de PMSF se muestra en la

Figura V.6.. Se observa que, al eluir las proteinas con un gra-

diente entre 0 y 0,24 M de cloruro de sodio, la actividad se re
solvidé en 3 picos que se identificaron como I, II y I11 a

100 mM, 170 mM y 200 mM de cloruro de sodio. El pico que apare-
ce a baja fuerza idnica corresponde a la formacidn no enzimiti-

ca de porfirinas a partir dcl PBG que eluye con cloruro de sodio

80 mM.



141

0,24} IH
<
-0,3
(%4}
]
£ i -
= 016 €
T N —
4 el =
o £ oz
“ QE s 1]
% o z
£ Jﬁ ©
-
c 008 Hao g‘
-0}
205
oL ] ol 0 40
0 50 100

volumen de elucion (ml)

FIGURA V.6.: Cromatografia en DEAE-celulosa de la PBG-Dea
minasa de la cepa D27 en presencia de PBG. -
Se sembrd una preparacidén enzimadtica purificada hasta la
etapa de Sephadex G-100 y luego preincubada con PBG 30 mi
nutos a 4 °C (aproximadamente 0,2 mg de proteina/80 ug de
PBG). Se eluyd con un gradiente lincal de cloruro de so-
dio (0 - 0,24 M) y el flujo fue de 18 ml/hora. lLas demas
condiciones experimentales de detallan en el texto.

(O) nmoles porfirinas formadas, (@) mg proteina/ml

Cuando la fraccién enzimatica, parcialmente purifica-
da en ausencia de PMSF, correspondiente a la cepa D27/Cé6, se
sembrd y se eluyd con un gradiente de cloruro de sodio

(0 - 0,24 M)de la columna de DEAE-cclulosa, se obtuvo el
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perfil ilustrado en la Figura V.7.. Nuevamente se observan 3 pi
cos con actividad de PBG-Deaminasa que eluyen a concentraciones

de cloruro de sodio 120 mM, 190 mM v 230 mM.
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FIGURA V.7.: Cromatografia en DEAE-celulosa de la PBG-Dea-
minasa de la cepa D27/Cé6 en presencia de PBG.

Se sembrd una preparacidén enzimatica purificada hasta la
etapa de Sephadex G-100 y luego preincubada con PBG 30 mi-
nutos a 4 °C (aproximadamente 0,2 mg de proteina/80 ug de
PBG). Se eluyd con un gradiente lineal de cloruro de so-
dio (0 - 0,24 M)y el flujo fue de 18 ml/hora. Las demas
condiciones experimentales de detallan en el texto.

(O) nmoles porfirinas formadas, (®) mg proteina/ml
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Si se analizan en forma conjunta los resultados presen

tados en las Figuras V.3., V.4., V.6. y V.7., se puede concluir

que, para ambas cepas,los perfiles de actividad en ausencia de

PBG fueron poco claros y con valores de actividad muy bajos, ob
servidndose picos mids definidos y reproducibles cuando la croma-
tografia en DEAE-celulosa se realizd en presencia del sustrato.
Estos hallazgos corroborarian un efecto protector del PBG sobre
la enzima. Se ha postulado que los complejos covalentes enzima-
mono,di,tri o tetrapirroles serian menos susceptibles a la de-

gradacidon (Beaumont y col., 1986) y mads resistentes a la inacti

vacidén por calor (Williams, 1984).

Posteriormente, se procedid a cromatografiar en la mis
ma columna de intercambio anidénico a la PBG-Deaminasa parcial-
mente purificada pero ahora en presencia del inhibidor de pro-
teasas, también en razdén de los mejores resultados hallados cuan
do se lo incluyd en el esquema de purificacidon. Los perfiles de
elucidén obtendios para la cepa D27 y para la mutante D27/C6 se

muestran en las Figuras V.8. y V.9., respectivamente. El gra-

diente de cloruro de sodio tambié&n se varid euntre 0 y 0,24 M.
Para ambas cepas, se observa la aparicién de 3 bandas de acti-
vidad enzimdtica I, 11 y IIl correspondientes a las siguientes
concentraciones 110 mM, 190 mM y 230 mM para la cepa D27, vy

120 mM, 180 mM y 220 mM para la cepa D27/Cé6. E1 pico a baja
fuerza idnica corresponde nuevamente a la formacidén no enzimati

ca de porfirinas a partir del PBG libre.

En principio y comparando los resultados hallados para
la PBG-Deaminasa de levaduras durante las distintas corridas
cromatograficas en DEAE-celulosa, las bandas de actividad iden-
tificadas como 1, 11, y 11l podrian atribuirse a la enzima nati

va y a posibles complejos enzima-intermediarios.

Con el objeto de establecer la correspondencia entre
las diversas bandas y los intermediarios enzima-mono, di, tri y

tetrapirroles, se procedid a detectar su presencia directamente
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en los eluidos de la columna de intercambio anidnico, empleando
el reactivo de Ehbhrlich modificado. Al reaccionar con este com-
puesto, los distintos intermediarios polipirrdlicos dan espec-
tros caracteristicos. Asi, los dipirrilmetanos y tripirrilmeta-
nos dan derivados que presentan madximos a las longitudes de onda

483,5 y 560, v 487 y 561 nm, respectivamente (Rosé y col., 1988).
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FIGURA V.8.: Cromatogralia en DEAE-celulosa de la PBG-Deami
nasa de la cepa D27 en presencia de PMSF y PBG.

Se sembrd una preparacidn enzimatica purificada hasta la e-
tapa de Sephadex G-100 en presencia de PMSF y luego preincu
bada con PBG (aproximadamente 0,2 mg de proteina/80 pg de
PBG). Se eluyd con un gradiente de cloruro de sodio

(0 - 0,24 M) y el flujo fue de 18 ml/hora. Las demds condi-
ciones se detallan en el texto. (QO) nmoles porfirinas for-
madas, (®) mg proteina/ml
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FIGURA V.9.: Cromatografia en DEAE-celulosa de la PBG-Deami-

nasa de la cepa D27/C6 en presencia de PMSF y PBG.
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sembrd una preparacidn enzimatica purificada hasta la eta
de Sephadex G-100 en presencia de PMSF y luego preincuba-
con PBG (aproximadamente 0,2 mg de proteina/80 ug de PBG).

eluyd con un gradiente de cloruro de sodio (0 - 0,24 M) vy
flujo fue de 18 ml/hora. Las demads condiciones se deta-

n en el texto. (O) nmoles porfirinas formadas,

) mg proteina/ml

En las Figuras . V.10.,V.Ill. y V.12. se muestran los es-

pectros de los eluidos correspondientes a los picos I, I1 y II1,

respectivamente, de la PBG-Deaminasa de la cepa D27, previamente
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purificada en presencia de PMSF y preincubada con PBG. El espec

tro mostrado en la Figura V.10. es igual al hallado cuando reac

ciona el reactivo de Ehrlich con el PBG y los mostrados en las

Figuras V.Ill. y V.12. corresponden a los derivados del reactivo

con el dipirrol y el tripirrol respectivamente.

1 1 | 1

450 500 550 600
Longitud de onda (nm)

FIGURA V.10.: Espectro de absorcidn de los polipirroles
del pico I eluidos de la columna de DEAE-celulosa.

En la columna de DEAE-celulosa se sembrd la PBG-Deaminasa
de la cepa D27 purificada en presencia de PMSF y preincu-
bada con PBG como ya se describid. Los eluidos del pico 1
se hicieron reaccionar con el reactivo de Ehrlich y se re
gistrd el espectro de absorcidn entre 600 y 450 nm a los
10 minutos después de agregar dicho reactivo.
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Idénticos espectros se obtuvieron para los picos [, II

y 111 de la enzima de la cepa D27/C6 (datos no ilustrados).

450 500 550 600
Longitud de onda (nm)

FIGURA V.I1l.: Espectros de absorcidn de los polipirroles del
pico II eluidos de la columna de DEAE-celulosa.

En la columna de DEAE-celulosa, se sembrd la PBG-Deaminasa de
la cepa D27 purificada en presencia de PMSF y preincubada con
PBG como ya se describid. Los eluldos del pico 11 se hicieron
reaccionar con el reactivo de Ehrlich y se registraron los es
pectros de absorcidn entre 600 y 450 nm a los 10 ( ) y 20
(---) minutos después de agregar dicho reactivo.

Por lo tanto, los resultados parecen indicar que el pi
co I corresponde a la enzima nativa y a la enzima-monopirrol,

el pico II a la enzima-dipirrol y el pico II1T a la enzima
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tripirrol y quizds también a la enzima-tetrapirrol, aunque este
Gltimo complejo libera rapidamente el producto (Berry y Jordan,

1981).

] l | 1

450 500 550 600
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FIGURA V.12.: Espectros de absorcidn de los polipirroles del
pico II1 eluidos de la columna de DEAE-celulosa.

En la columna de DEAE-celulosa, se sembrd la PBG-Deaminasa de
la cepa D27 purificada en presencia de PMSF y preincubada con
PBG como ya se describid. Los eluidos del pico Illse hicieron
reaccionar con el reactivo de Ehrlich y se registraron los es
pectros de absorcidn entre 600 y 450 nm a los 10 ( ) y 20
(---) minutos después de agregar dicho reactivo.

En consecuencia, el mecanismo de accion de la PBG-Dea-
minasa de S. cerevisiae seria similar al descripto para la mis-

ma enzima de otras fuentes (Anderson y Desnick, 1980; Berry vy
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Jordan, 1981; Jordan y Berry, 1981; Brown y col., 1984;
Williams, 1984; Jordan y col., 1988 a).
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VI. REGULACION DE LA BIOSINTESIS DE PORFIRINAS EN LEVADURAS

Una propiedad conocida de las levaduras es su respues
ta a cambios en las condiciones de crecimiento. Asi, cuando las
células crecen en un medio con glucosa, las actividades de va-
rias enzimas respiratorias y los citocromos mitocondriales son
muy bajos (conocido efecto de represidén por glucosa) (Jayaraman,
1971; Polakis y Bartley, 1965; Perlman y Mahler, 1974; Mattoon
y col., 1978). En cambio, cuando la glucosa se agotd en el me-
dio o cuando las células se transfieren desde un medio con glu-
cosa a uno que contiene una fuente de carbono no fermentable,
el nivel de citocromos y la actividad de varias enzimas aumenta,
concomitantemente con la formacidén de mitocondrias normales y

funcionales.

Como era de esperar, la reduccidn de la sintesis de ci
tocromos estd acompafiada por una disminucidn en la formacidn de
hemo. Existen estudios que han indicado que el ALA-D es sensi-
ble a represidn por catabolito (Jayaraman y col., 1971) y tam-
bién se ha sugerido que esta enzima es la que controla la sinte
sis de citocromos durante la de-represidén (Mahler y Lin, 1974;

Labbe-Bois y Volland, 1977).

Recientemente, Borralho y col. (1989) han obtenido evi
dencias que indican que el ALA-D no es la dnica enzima "target"
de la represidén por glucosa en el camino metabdlico del hemo;
la glucosa tambié&n podria ejercer algidn control regulatorio so-

bre el ALA-S.

Actualmente, los datos existentes indican que el ALA-S,
al igual que el ALA-D, es una enzima regulatoria en levaduras.
Se ha demostrado que mutantes defectivas en las (ltimas etapas
de la biosintesis del hemo tienen actividad de ALA-S elevada
(Malamud y col., 1983; Rytka y col., 1984). El rol regulatorio

de esta enzima parece ser muy complejo ya que su actividad esta
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regulada por oxigeno, hemo y glucosa (Keng y Guarente, 1987;

Carvajal y col., 1990).

Por otra parte, se encontrd acumulacidén intracelular
del precursor ALA tanto en células normales (Jayaraman y col.,
1971; Muthukrishnan y col., 1972; Labbe-Bois y Volland, 1977;
Mattoon y col., 1978; Arrese y col., 1983; Borralho y col.,
1983) como en mutantes de levadura (Borralho y col., 1983.1989;
Malamud y col., 1983; Carvajal y col., 1990). Estos hallazgos
estarian indicando que la actividad de ALA-D es menor que la

del ALA-S (Muthukrishnan y col., 1972; lLabbe-Bois y col., 1986).

Por lo tanto, teniendo en cuenta los trabajos recién
mencionados, segin los cuales se postula que tanto el ALA-S co-
mo el ALA-D estdn involucradas en la regulacidn del camino bio-
sintético de las porfirinas, se decidid determinar las activi-
dades de ambas enzimas en las cepas normal D77 y su mutante
D27/C6, ademas de medir el contenido de ALA intracelular, como

indicador de la relacidén entre estas actividades Ln vdive.

Por otra parte, se midid la actividad de PBG-Deaminasa
ya que Labbe-Bois y col. (1986) también propusieron que esta en
zima podria ser otro punto de control de la velocidad de sinte
sis de las porfirinas, a causa de su baja actividad; aunque se

debe destacar que nunca se detectd PBG intracelular.

Asimismo, considerando el posible efecto de la presen-
cia de glucosa en el medio, sobre las enzimas en cuestidn, se
midieron dichas actividades en células en diferentes estados fi
sioldégicos y en medios de crecimiento con fuentes de carbono

fermentable y no fermentable.

VI.1. ACTIVIDAD DE ALA-SINTETAS

En la Figura VI.l. se muestran los valores de activi-

dad de ALA-S obtenidos para las cepas V27 y D27/C6 crecidas en
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medio YPD durante distintos tiempos.Se observa que los perfiles
fueron muy semejantes para ambas ccpas. La actividad maxima se
detecta en la fase inicial del crecimiento, y luego disminuye

hasta un tercio del valor inicial a las 25 horas.
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FIGURA VI.l.: Actividad de ALA-S de células creci
das en YPD en funcidn del tiempo de crecimiento.
( O ) cepa D27; ( BB ) cepa D27/C6

Las c€lulas se dejaron crecer durante distintos
tiempos. La metodologia cmpleada y el sistema de
incubacidén se detallan en Materiales y Métodos.

Por otra parte, cuando las células crecieron en YPEt

la actividad del ALA-S en funcidon de las horas de crecimiento

fue muy diferente para las dos cepas en estudio (Figura VI.2.).
En ambos casos, la actividad es maxima en la etapa temprana del
crecimiento; en el caso de la cepa normal, disminuye rapidamen-
te, haciéndose indetectable a partir de las 20 horas de creci-
miento. En cambio, en la mutante la actividad de ALA-S se man-

tiene alta y practicamente invariable por 25 horas.
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FIGURA VI.2.: Actividad de ALA-S de cé&lulas creci-
das en YPEt en funcidén del tiempo de crecimiento.
( O ) cepa D27; ( B ) cepa D27/Cé6

Las células se dejaron crecer durante distintos
tiempos. La metodologla empleada y el sistema de in
cubacidn se detalla en Materiales y Métodos.

Al comparar los valores de actividad en células creci-
das en YPD y en YPEt, se encontré que el ALA-S parece ser tam-
bién sensible a la represidn por glucosa, hallazgos que concuer

dan con los obtenidos por Borralho y col. (1989).

Los resultados encontrados para el ALA-S de las dos ce

pas y en ambos medios indicaron claramente que la mutacidn
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presente en la cepa D27/Cé puede solamente expresarse cuando

las células crecen en una fuente de carbono no fermentable.

VI.2. ACTIVIDAD DE ALA-DEHIDRASA

VI.2.1. Método mids apropiado para su determipnacidn

En la literatura se encuentran descriptos varios siste
mas de incubacidn de ALA-D de levaduras que difieren marcadamen
te entre si (Labbe-Bois y Volland, 1977; Borralho y col., 1983).
Por lo tanto, con el objeto de determinar el mé&todo mas sensi-
ble para detectar actividad de ALA-D en nuestro organismo se en
sayaron diversos sistemas. Los mismos contenian 0,5 ml de sobre
nadante (5 - 10 mg proteina/ml), ALA 5S mM y se llevd hasta un
volumen final de 1 ml con los siguientes buffers: i) fosfato de
sodio 0,1 M pH 7,45 ii) glicina-NaOH 0,2 M pH 9,4 y iii)
Tris-HC1 0,05 M pH 7,8.

Los tres sistemas se incubaron a 30 °C, 37 °C y 45 °C
durante distintos tiempos y se midid la <cantidad de PBG y de

porfirinas formados.

Los sobrenadantes provenian de cé&lulas crecidas duran-
te 25 horas (fase tardia exponencial) en un medio de crecimien-
to YPD. En este medio, el ALA-D se encuentra reprimida (repre-
sién por catabolito). De esta manera, el sistema seleccionado
nos deberia permitir detectar actividades muy bajas de esta en-

zima.

Los resultados obtenidos de muestran en las Tablas

Vi.l. y VI.2.. Se observa que las acrtividades especificas del

ALA-D fueron mayores cuando se empled buffer Tris-HCl en el sis
tema de incubacidn, a las tres temperaturas y en los diferentes

tiempos.

Se debe destacar que en tiempos cortos de incubacidn
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no se detectd formacidn de porfirinas; sin embargo, cuando 1la
incubacién fue de 2 horas, la cantidad de porfirinas acumuladas

fue importante.

TABLA VI.l.: Actividad de ALA-D de la cepa D27.

TIEMPO (minutos)

30 60 120

BUFFER
TEMPERATURA (°C)

30 37 30 37 37

Fosfato de sodio | 0,47 (0,29 |0,43 (0,52 |0,20
Glicina-NaOH 0,24 |0,16 0,34 |0,13 |0,16

Tris-HC1 0,53 0,48 0,84 |0,58 |0,41

La actividad de ALA-D se determind durante dis-
tintos tiempos, a diferentes temperaturas y uti-
lizando 3 buffers de incubacidn (fosfato de so-
dio 0,1 M pH 7,4;glicina-NaOH 0,2 M pH 9,4; vy
Tris-HCl 0,05 M pH 7,8).

En consecuencia, se eligid como sistema mis apropiado
para determinar actividad de ALA-D aquel que contiene sobrena-
dante, buffer Tris-HC1l 0,05 M phH 7,8 y ALA 5 mM final; la incu-

bacién se realizd durante 1 hora a 30 °C.

Los niveles de actividad de ALA-D en levaduras asi co-
mo también en otros organismos donde se postula un rol regulato

rio para esta enzima (Menon y Shemin, 1967; Ebbon y Tait, 1969;
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Muthukrishnan y col., 1972; Paveto y col., 1989) son varias ve
ces mas bajos que los valores hallados para la enzima de otras

fuentes (Fukuda, 1988).

TABLA V1.2.: Actividad de ALA-D de la
cepa D27 medida a 45 °C.

TIEMPO (minutos)
BUFFER

Fosfato de sodio | 0,26 [0,26 | 0,24

Glicina-NaOH 0,13 |0,14 |0,22

Tris-HC1 0,24 |0,46 |0,36

La incubacidén se realizdo durante dis-
tintos tiempos y utilizando buffer
fosfato de sodio 0,1 M pll 7,4; glici-
na-NaOH 0,2 M pli 9,4 y Tris-lC1l 0,05 M
pH 7,8.

VI.2.2. Actividad de ALA-Dehidrasa en funcidn del crecimiento

Se midieron actividad de ALA-D, ALA intracelular (ALAi)

y contenido de glucosa en el medio durante el crecimiento (4 -
30 horas) de las cepas D27 y D27/Cé.

Los perfiles obtenidos a partir de c&lulas crecidas en

medio YPD (Figura VI.3.) fueron similares para ambas cepas. A

las 8 - 10 horas de crecimiento, cuando la glucosa extracelular

se consumid casi totalmente, el ALA-D alcanza su valor minimo;
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luego va aumentando hasta llegar a su pico maximo a las 25 ho-

ras, y posteriormente vuelve a los niveles iniciales.
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FIGURA VI.3.: Actividad de ALA-D ( O ), ALA intracelular
( ) y glucosa remanente (---) en cé&lulas crecidas en YPD en
funcidn del tiempo de crecimiento. )
(0 ,0—0 ,0---0): Cepa 027; ( B ,0—0 ,0---@®): cepa
D27/Cé.

Se determind actividad de ALA-D segin se detalla en Materiales
y Métodos.

También se observa que el ALAi sufre una serie de cam-
bios opuestos a las variaciones halladas en la actividad de
ALA-D. Asi, durante las primeras horas, la concentracidn de
ALAi se va incrementando hasta un valor maximo, cercano al mo-
mento en el cual la glucosa se agota y el ALA-D presenta un mi-

nimo. Luego, cuando las células entran en la fase estacionaria
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y la actividad de ALA-D comienza a aumentar nuevamente, el

ALAi disminuye.

Por otra parte, en medio YPEt, la respuesta de las ce

pas D27 v D27/Cé fue muy diferente (Figura VI.4.). Se encontrd

que el ALA-D de la cepa normal aumenta 3 veces hasta las 15 ho-
ras, permaneciendo invariable durante 15 horas mds y retornando
a los niveles iniciales de actividad a las 40 horas. Concomitan
temente, la concentracién de ALA, se mantiene practicamente
constante durante todo el periodo ensayado. En cambio, la acti-
vidad de ALA-D en la cepa mutante, después de alcanzar su maxi-
mo entre las 9 y 15 horas, disminuye marcadamente hasta un va-
lor 3 veces menor que el inicial. Como era de esperar, el conte
nido de ALAi no se modifico durante las primeras 20 horas pero
luego comienza a aumentar abruptamente alcanzando su maximo a

las 30 horas, coincidente con el minimo de actividad de ALA-D.

Estos resultados mostraron entonces, una clara rela-

cidn inversa entre actividad de ALA-D y el contenido de ALAi.

Los perfiles encontrados para la cepa normal fueron si
milares a los ya descriptos por otros autores (Labbe-Bois y

Volland, 1977; Mattoon y col., 1978).

Es interesante destacar que los valores maximos de ac-
tividad de ALA-D en células de levadura crecidas en YPEt son
3 - 4 veces mayores que los hallados en la fase de de-represidn
de células crecidas en YPD (25 horas de crecimiento). Estos da-
tos sugieren que el metabolismo de c&lulas crecidas a expensas
del etanol acumulado en la fase fermentativa del crecimiento es
diferente al metabolismo de células que crecen en un medio con-
teniendo una fuente de carbono no fermentable como el etanol.
Estos resultados estdn de acuerdo con los descriptos por

Perlman y Mahler (1974).

Asimismo, se debe remarcar que en medio YPD, tanto ba-
jo condiciones de represidon como de de-represidn, las cepas D27

y D27/Cé se comportan de igual manera, como si la mutacidn
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+ . . .
HEM R no se expresara en este medio. En cambio, el comporta-
miento de las dos cepas es muy diferente en medio YPEt, en el
cual se expresa el fenotipo caracteristico de la cepa mutante

D27/Cé6.
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FIGURA VI.4.: Actividad de ALA-D y ALA intracelular en
células crecidas en YPEt en funcidn del tiempo de cre-
cimiento.
( O, O ) cepa D27; ( , ® ) cepa D27/Cé
( O, B ) Actividad de ALA-D; ( O , @ ) ALA.
. . .. - i
El sistema de incubacidon y la metodologia empleados
se detallan en Materiales y Métodos.
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VI.3. INTERRELACION ENTRE ACTIVIDADES ENZIMATICAS Y ALA
INTRACELULAR

Se pudo observar una clara interrelacidn entre las ac
tividades de ALA-S, ALA-D y el contenido de ALAi de las células
de las 2 cepas crecidas tanto en medio YPD como en YPEt. Asi,
un aumento del ALAi estia precedido por una elevada actividad de
ALA-S y ademis esta acompanado por una disminucidn paralela de

la actividad del ALA-D.

El hecho de que los valores de ALA-S de la cepa DZ7/Cé
(HEM R+) se hayan mantenido altos durante todo el crecimiento
en medio YPEt podria explicar el aumento de la concentracidn de
cijtocromos que caracteriza a esta mutante cuando se hace crecer
en presencia de una fuente de carbono no fermentable. Al llegar
al estado estacionario, cuando las necesidades por hemo disminu
yeron, el camino parece estar regulado por una inhibicidn del
ALA-D, reduciendo asi la conversidn de ALA en PBG y porfirinas.
Por ende se podria postular, que ya sean los citocromos u otra
molécula relacionada con ellos podrian actuar inhibiendo la ac-

tividad de ALA-D, lo cual explicaria la acumulacidn de ALAi.

s + - .
Por lo tanto, la mutacidn HEM R podria producir una
desrregulacidn del ALA-S y asi su actividad permaneceria eleva-

da durante la mayor parte del ciclo de vida.

También se debe remarcar que las cepas normal y mutan-
te muestran perfiles diferentes de actividades de ALA-S y ALA-D
y del contenido de ALAi durante el ciclo, cuando crecen sobre

una fuente de carbono no fermentable.

Estos resultados aportan evidencias adicionales en fa-
vor de las ideas que asignan un rol regulatorio tanto para el
ALA-S como para el ALA-D, en la sintesis de porfirinas en leva-

duras.
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VI.4. ACTIVIDAD DE PBG-DEAMINASA

Para investigar si la PBG-Deaminasa posee un rol regu
latorio en el camino metabdlico de las porfirinas, se determi-
nd la variacidn de la actividad de esta enzima en las cepas
D27 y D27/C6, durante el crecimiento en los medios YPD e YPEt.

Los resultados obtenidos se muestran en las Figuras VI.5. vy
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M
* 0,5 F
%) i
g. 014 [ ; P
- ] F/
® 43 | 1 4 | U >
o g N | V ¢ ] B
S 11N U IP
12 0,2 B P) // /z /‘ /‘ r/
2 11U NV
T 0,1} % g g /|
< % L/ /] ¢ %
0 %
6 8 9¥ 15 20 25 30 41

Tiempo (horas)

FIGURA VI.S5.: Actividad dc¢ PBG-Deaminasa de células
crecidas en YPD en funcidn del tiempo de crecimiento.
( O ) cepa D27; ¢ ) cepa D27/C6

El sistema de incubacidn y la metodologia empleados
se detallan en Materiales vy Métodos.

En ambos medios de crecimiento, los perfiles de activi

dad en funcidn del tiempo son similares para las dos cepas, in-
. . . + -

dicando que la mutacidn HEM R no tendria aparentemente un efec

to directo sobre la medicidn de la actividad de la PBG-Deamina-

sa.
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FIGURA VI.6.: Actividad de PBG-Deaminasa de
células crecidas en YPEt en funcién del
tiempo de crecimiento.

( O ) cepa D27; ( BB ) cepa D27/C6

El sistema de incubacidn y la metodologia
empleados se describen en Materiales y Mé-
todos.

Por otro lado, los valores de actividad enzimatica co-
rrespondientes a cé&lulas crecidas en YPD o en YPEt no difieren
marcadamente, con lo cual la PBG-Deaminasa no pareceria estar

sometida a regulacidn por catabolito.
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CONCLUSIONES

Las levaduras poseen caracteristicas que las hacen ex-
celentes modelos experimentales eucaridticos; sin embargo, pre-
sentan el inconveniente de tener una rigida pared celular que
dificulta el trabajo con estos organismos. Por ello, el primer
paso de este estudio fue determinar el método de ruptura celu-
lar mds apropiado y optimizar las condiciones del mismo. Cuando
las células suspendidas en buffer Tris-ICl 50 mM pll 7,8 se soni
caron en presencia de arena durante 2 minutos en una amplitud

de 12 y, se logrd una efectiva extraccidn de proteinas activas.

La enzima PBG-Deaminasa ha sido estudiada en numerosas
fuentes: sin embargo, poco se conoce acerca de sus propiedades
y su mecanismo de accidn en Saccharomyces cerevisdiae. Por este
motivo, se llevaron a cabo estudios con el objeto de determinar
tanto las propiedades de esta enzima como las condiciones dpti-
mas para medir su actividad, en las cepas D27 y D27/C6 (HEM R+).
La D27 es una cepa normal en la sintesis del hemo mientras que
la mutante se caracteriza por sintetizar una cantidad elevada
de citocromos, cuando crece en presencia de una fuente carbono

no fermentable.

En primer lugar se observd que la PBG-Deaminasa de le-

vaduras es una enzima citosdlica.

LLa actividad de esta enzima no se vio afectada por 1la

atmbésfera de incubacidn.

El estudio de la concentracidn de proteinas sobre la
PBG-Deaminasa mostrd un incremento lineal tanto en la formacidn
de porfirinas como en el consumo de PBG. En ambos casos,se lle-
g6 a un plateau, aunque el mismo se alcanzd a una concentracidn

proteica menor cuando se analizd el consumo de sustrato.

Por otra parte, al variar el tiempo de incubacidn se
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observd un aumento lineal en la formacidn de porfirinas mien-

tras que el PBG consumido alcanzd muy ridpidamente un plateau.

El pll dptimo de la reaccidon se halld en el rango

7,5 - 7,9 en buffer Tris-HCl.

Ademias, se encontrd que la enzima proveniente de ambas

cepas es relativamente inestable al calor.

Por Gltimo, la PBG-Deaminasa se comportd como una enzi
ma tipicamente michaeliana,presentando grificos de inversas 1li-
neales y valores de n de liill cercanos a 1. Los Km estimados
fueron 19 uM y 17 pM para las cepas D27 y D27/C6, respectivamen

te.

Con estos resultados, no se pudo justificar el fenoti-
po de la cepa HEM R+ ya que no se encontraron diferencias signi
ficativas entre los valores de actividad y las propiedades de
la PBG-Deaminasa de las dos cepas en estudio. Sin embargo, no
se puede descartar que, AN v{\ ¢, existan diferencias entre ce-
pas en algunas de estas propiedades y que, cambios producidos
durante la liberacidn de la enzima al medio libre de cé&lulas im

pidan detectarlas.

Con el fin de purificar la PBG-Deaminasa de S. cerevd-
d4ae, se realizaron algunos ensayos preliminares. En principio
se estudid el efecto de la temperatura y el tiempo de calenta-
miento sobre la enzima, encontrdndose que el tratamiento a
55 °C durante 5 minutos es el Optimo ya que aumentd la activi-
dad especifica sin pérdida de unidades enzimdticas. Luego, se
determinéd que la actividad de PBG-Deaminasa se concentrd en un
estrecho rango de saturacidn con sulfato de amonio (45 - 60 %).
Como {ltima etapa de la purificacién parcial de la enzima, se
empled una columna de filtracidn por gel (Sephadex G-100 super-
fino). De esta manera, se purificd la PBG-Deaminasa de las ce-
pas D27 y D27/C6 80 y 30 veces, respectivamente. Si bien el gra
do de purificacidn obtenido fue bajo en comparacidn al consegui

do para esta enzima de otras fuentes, se debe tener en cuenta
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que este es el pimer trabajo de purificacidon de la PBG-Deamina-

sa de levaduras.

El PM de la enzima, purificada en presencia de un inhi

bidor de proteasas (PMSF), fue de 30 KDa para ambas cepas.

También se determinaron otras propiedades de la
PBG-Deaminasa parcialmente purificada de las cepas D27 y D27/Cé6.
Se observd que los iones sodio y potasio inhiben a la enzima
muy débilmente, mientras que los iones magnesio lo hacen con ma
yor intensidad. Por otra parte, iones tales como mercurio (II1),
plomo (I1) y cadmio (II) inhiben completamente la actividad en-
zimadtica probablemente debido a su unidn con grupos tidlicos e-

senciales de la enzima.

Al estudiar el efecto de hidroxilamina y amonio sobre
la PBG-Deaminasa de levaduras se observd que la hidroxilamina
inhibe tanto la formacidén de porfirinas como el consumo de PBG,
mientras que, inesperadamente, el amonio no mostrd ningln efec

to.

Para investigar la presencia de grupos sulfhidrilos y
disulfuros esenciales en la PBG-Deaminasa de levaduras, se mi-
did actividad enzimatica empleando diferentes compuestos que in
teractiian especificamente con tales grupos. Se observd que reac
tivos alquilantes de grupos sulfhidrilos, un agente oxidante de
grupos tioles y reactivos que reaccionan con grupos disulfuro a
fectan la formacidn de porfirinas ejerciendo escaso efecto so-
bre el consumo de sustrato. También se encontrd que agentes re-
ductores y protectores de grupos sulfhidrilos no modifican la
actividad enzimatica. Por ende, si bien la PBG-Deaminasa de le-
vaduras es una enzima tipicamente sulfhdrilica. no requiere la
presencia de grupos protectores para manifestar su actividad.

La enzima de levadura tampoco parece requerir la pre-

sencia del cofactor exdégeno folato.

Por otra parte, es interesante destacar que del anali-

sis de los distintos pasajecs por Scphadex G-100 de la
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PBG-Deaminasa de las cepas D27 y D27/C6, purificada en ausencia
y presencia de PMSF, surge que el comportamiento cromatografico
de esta enzima fue muy difercnte entre dichas cepas. Asi, para
la cepa normal D27 se observd una {inica forma enzimdtica de PM
30 KDa que sufre protedlisis dando una forma de PM 20 KDa. En
cambio, para la cepa D27/C6, los resultados mostraron dos for-
mas enzimdticas con actividad de PBG-Deaminasa (30 KDa y

10 KDa), siendo la especie de bajo peso molecular mucho mis sus

ceptible a la accidn de las proteasas.

Este comportamiento diferencial de la enzima en las ce
pas D27 y D27/C6é pudo correlacionarse con la presencia de la mu
tacidon HEM r* mediante un estudio cromatografico paralelo de la
enzima en dos segregantes: DWI0-2C (normal) y DWI/I0-2A (UEM R+).
Se encontrd que los perfiles de elucidn en Sephadex G-100 de
los segregantes normal y mutante son semejantes a los de las ce
pas D27 y D27/Cé, respectivamente. La actividad {n vivo de las
diferentes formas enzimaticas encontradas podrian ser la causa
de la sintesis aumentada de citocromos en las cepas portadoras
de la mutacién HEM R+, si bien estos hallazgos no justifican

claramente el fenotipo observado en las cepas mutantes.

También resultd de interés establecer el mecanismo de
accidén de la PBG-Deaminasa de levaduras.Con este objeto se rea-
lizaron una serie de pasajes de la enzima purificada en ausen-
cia y presencia del inhibidor de proteasas (PMSF), preincubada

o no con PBG, a través de una columna de intercambio anidnico.

Para las dos cepas, se observaron perfiles de elucién
de porfirinas formadas poco reproducibles, probablemente ocasio
nados por los muy bajos valores de actividad hallados, cuando
la enzima sembrada en DEAE-celulosa se purificd en ausencia de
PMSF y no se preincubd con PBG. En cambio, los perfiles fueron
sumamente definidos, halldndose un Gnico pico de actividad en
ambas cepas, al incluir PMSF durante todos los pasos de purifiea

cidén seguidos. Por lo tanto, los resultados indicaron que este
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inhibidor de proteasas protege efectivamente a la PBG-Deaminasa
de la degradacidn proteolitica. Ademis, teniendo en cuenta que
la actividad enzimatica de cada cepa eluyd a una fuerza idnica
diferente, se pudo postular que se trata de proteinas con dis-

tinta carga.

Sin embargo, estos hallazgos no permiten descartar la
posibilidad de que An vivo existan complejos intermediarios
enzima—(sustrato)1_4, ya que los procedimientos empleados duran

te la purificacidn podrian provocar su disociacidn.

Luego la enzima, purificada en ausencia y presencia de
PMSF, se preincubd con PBG antes de ser sembrada en la columna
de DEAE-celulosa. Se observaron, en todos los casos, 3 picos
(I, I1 y IIl) con actividad enzimdtica. En primer té&rmino, se
puede concluir que el sustrato PBG ejerce un efecto protector
sobre la enzima. Ademds, el pico I corresponde, aparentemente,a
la enzima nativa y a la enzima-monopirrol, el pico Il a la enzi
ma-dipirrol y el pico I[11 a la enzima-tripirrol y, quizds tam-

biefi, a la enzima-tetrapirrol.

Por otra parte, se realizaron estudios con el objeto
de esclarecer la regulacidn del camino biosintético de las por-
firinas en la cepa normal D027 y su mutante D27/C6 (HEM R+). Pa-
ra ello se determinaron las actividades de las enzimas ALA-Sin-
tetasa, ALA-Dehidrasa y PBG-Deaminasa, en diferentes estados fi
sioldgicos y en medios de crecimiento con fuentes de carbono

fermentable y no fermentable.

Se observd que las actividades de ALA-Sintetasa,
ALA-Dehidrasa, PBG-Deaminasa y el contenido de ALA intracelular
durante el ciclo celular, no variaron entre las dos cepas cuan-
do las c&lulas crecieron en medio YPD. En cambio, las cepas nor
mal y mutante mostraron perfiles muy difcrentes de actividades
de ALA-Sintetasa, ALA-Dehidrasa y de contenido de ALA intracelu
las en funcidén del tiempo de crecimiento, cuando crecieron so-

bre una fuente de carbono no fermeuntable (YPEt). Sin embargo,
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no se encontraron diferencias en el caso de la PBG-Deaminasa.
Estos hallazgos apoyarian el rol regulatorio postulado tanto pa
ra el ALA-Sintetasa como para el ALA-Dehidrasa en el camino bio

sintético de las porfirinas en levaduras.

Ademids, se observd que las dos primeras enzimas de este
camino sufren represién por catabolito, mientras que la PBG-Dea

minasa no estd sujeta a este tipo de represién.

Finalmente, los resultados hallados para el ALA-Sinteta
sa, el ALA-Dehidrasa y el ALA intracelular de las cepas D27 y
D27/C6 en ambos medios mostraron claramente que la mutacidn
HEM R+ presente en la cepa D?27/C6 se expresa Gnicamente cuando
las cé@lulas crecen en una fuente de carbono no fermentable. Tam
bién podria postularse que dicha mutacidn produce una desregula
cidén del ALA-Sintetasa que mantiene su actividad elevada duran-
te la mayor parte del ciclo celular, lo cual explicaria la can-
tidad elevada de citocromos que caracteriza a la mutacién

HEM R+.

De esta manera, se establecid que la mutacién HEM R es
td relacionada con la presencia de dos formas enzimdticas con
actividad de PBG-Deaminasa asi como también con una desregula-
cidn del ALA-Sintetasa. Estas caracteristicas permitirian expli
car la cantidad elevada de citocromos que se sintetiza en las
mutantes HEM R+, si bien no se descarta la posibilidad de que o
tras modificaciones contribuvan con la expresién de esta muta-
cidn.

En este trabajo se caracterizd v purificé la PBG-Deami-
nasa de Saccharomiyces cerevis(ae, la cual presentd propiedades
muy similares a las de la enzima proveniente de otros organis-
mos. Por otra parte, se determind que esta enzima no posee un

rol regulatorio en el camino biosintético de las porfirinas en
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Introduccion

La estructura tetrapirrélica de las porfirinas es la
base quimica de compuestos esenclales para la vida,
involucrados en los procesos fundamentales de respiracidn y
fotosintesis, a través del hemo v la clorofila,
respectivamente. Los tetrapirroles también participan en
otras reacclones metabblicas importantes como
transportadores de electrones, energia y gases, oxidaciones
biolégicas, fijacidén de nitrdgeno, etec.

Hoy dia 1la secuencia de eventos enzimaticos que

conducen a la biosintesis de estos compuestos esta muy



documentada y se ha comprobado que es practicamente idéntica
en todos los organismos y tejidos estudiados.

Sin embargo, ain quedan por esclarecer varios aspectos
acerca del mecanismo de accién de las enzimas de este camino
metabdlico, asi como de su regulacién. Asi, el estudio de la
biosintesis de hemo y su control en una célula eucaridtica
simple y bien conocida como la levadura puede contribuir,
8in duda, a un mejor y méds profundo conocimiento de esta via
metabdlica. Ademde, mutantes de levadura, que presenten
mutaciones en la eintesis del hemo, constituyen excelentes
modelos experimentales para el esclarecimiento de aspectos
concernientes a los mecanismos que controlan la formacién de
las porfirinas y sus precursores.

Se cuenta, entre otras, con dos cepas de levadura
Saccharomyces cerevisiae: la D27, normal para la sintesis de
hemo, y su mutante D27/C6 (HemR+*) cuya mutacidn se traduce
en una sintesis aumentada de citocromoe cuando crece en un
medio con una fuente de carbono no fermentable.

En estas cepas, se realiz6 un estudio comparativo de
la Porfobilin6égeno Deaminasa. Esta enzima ha sido estudiada
en numerosas fuentes; sin embargo, poco se conocia acerca de
sus propiedades y su mecanismo de accidén en Saccharomyces
cerevigiae.

Por otra parte, teniendo en cuenta que se ha propuesto
que, bajo ciertas condiciones 1la PBG-Deaminasa seria un

segundo punto de regulacién de 1la biosintesis de las



porfirinas, se investigé asimismo 81 esta enzima podria

tener o no capacidad regulatoria en levaduras.

Resultados y Conclusiones

Como se ha comentado, las levaduras poseen
caracteristicas que las hacen excelentes modelos
experimentales eucarioticos; gin embargo, presentan el

inconveniente de tener wuna rigida pared celular que
dificulta el trabajo con estos organismos. Por ello, el
primer paso de este estudio, fue determinar el método de
ruptura celular mées apropiado. Lae condiciones 6ptimas
resultaron de suspender las células en buffer Tris-HCl1l 50mM
pH 7.8 y sonicarlas en presencia de arena durante 2 minutos
en una amplitud de 12 pu.

Dijimos que, 81 bien 1la PBG-Deaminasa ha sido
estudiada en numerosas fuentes, poco se conocia acerca de
sus propledades y mecanismo de accién en Saccharomyces
cerevislae. Por ello, se llevaron a cabo experiencias con el
objeto de determinar tanto las propiedades de esta enzima
como las condiciones 6ptimas para medir su actividad, en las
cepas D27 y D27/C6 (Hem R+).

Se observd que la PBG-Deaminasa de levaduras es una
enzima citoebélica y s8u actividad no se afectd6 por 1la

atmdésfera de incubacién.



Tanto la formacién de porfirinas como el consumo de
PBG mostré un 1incremento lineal en funcién de la
concentracién de proteinas.

Al estudiar el efecto del tiempo de incubacién se
observé un aumento lineal en la formacién de porfirinas
hasta tiempos més largos, mientras que el PBG consumido
alcanzd muy rédpidamente un plateau.

El pH 6ptimo de la reaccién estuvo en el rango 7.5-7.9
en buffer Trie-HCl.

La enzima proveniente de ambas cepas es relativamente
inestable al calor, contrariamente a lo que ocurre en la
mayoria de las fuentes estudiadas.

Por 10ltimo, 1la PBG-Deaminasa 8e comport6é como una
enzima tipicamente michaeliana, presentando graficos de
inversas lineales y valores de n de Hill cercanos a 1. Los
Km fueron 19uyM y 17uM para las cepas D27 y D27/C6,
respectivamente.

Estos resultados, no Justifican el fenotipo de 1la
cepa Hem R*, ya que no 8e encontraron diferencias
significativas entre los valores de actividad y las
propledades de la PBG-Deaminasa de las dos cepas en estudio.
Sin embargo, no 8e puede descartar que, 1in vivo, el
comportamiento de la enzima en ambae cepas difiera y que, al
liberar la enzima al medio, ocurran cambios gque impidan
detectar tales diferencias.

Con el fin de purificar la PBG-Deaminasa de S.

cerevisiae, se realizaron algunos ensayos preliminares. Se



estudid el efecto de 1la temperatura y el tiempo de
calentamiento 8obre la enzima, encontrandose que el
tratamiento a 55°C durante 5 minutos es el 6ptimo ya que se
aumentd la actividad especifica s8in pérdida de unidades
enzimdticas. La actividad de PBG-Deaminasa se concentrd en
un estrecho rango de saturacién con sulfato de amonio (45-
60%). Como ultima etapa de 1la purificacién parcial de 1la
enzima se empled una columna de filtracidén por gel (Sephadex
G-100 superfino). De esta manera, se purificé 1la PBG-
Deaminasa de las cepas D27 y D27/C6 80 y 30 veces,
respectivamente.

El PM de la enzima, purificada en presencia de un
inhibidor de proteasas (PMSF), fue de 30 KDa para ambas
cepas.

Con la PBG-Deaminasa parcialmente purificada de las
cepas D27 y D27/C6 se determinaron otras propiedades. Se
observd que los iones sodio y potaslio inhiben ligeramente la
enzima, en tanto que los iones magnesio lo hacen con mayor
intensidad. Iones tales como mercurio (II), plomo (II) ¥y
cadmio(II) inhiben completamente por unién a grupos tiélicos
esenciales de la enzima.

La hidroxilamina inhibe tanto 1la formacién de
porfirinas como el consumo de PBG, mientras que,
contrariamente a 1lo esperado el amonio no mostrdé ningin
efecto.

La presencia de grupos sulfhidrilos y disulfuros

esenciales en la PBG-Deaminasa de levaduras se investigd



midiendo la actividad enzimatica en presencia de diferentes
reactivos especificoe. Se observé que reactivos alquilantes
de grupos sulfhidrilos, un agente oxidante de grupos tioles
v reactivos que reaccionan con grupos disulfuro afectan la
formacién de porfirinas ejerciendo escaso efecto sobre el
consumo de sustrato. Agentes reductores y protectores de
grupos sulfhidrilos no mod.ifican la actividad enzimdtica.
Por ende, 8i bien la PBG-Deaminasa de levaduras es una
enzima tipicamente eulfhidrilica, no parece requerir la
presencia de grupos protectores para expresar su actividad.

La enzima de levadura tampoco parece requerir la
presencia del cofactor exégeno folato.

Por otra parte, es 1importante destacar qgque del
andlisis de loe perfiles de elucién por pasaje a través de
Sephadex G-100 de 1la PBG-Deaminasa de las cepas D27 y
D27/C6, purificada en ausencia y en presencia de PMSF, ha
surglido que el comportamiento cromatogrdfico de esta enzima
es muy diferente en dichas cepas. Asi, para la normal D27 se
observé una uUnica forma enzimatica de PM 30 KDa que sufre
proteblisis produciendo una especie de PM 20 KDa. En cambio,
prara la cepa D27/C6 1los resultados mostraron dos formas
enzimdticas con actividad de PBG-Deaminasa (30 y 10 KDa),
slendo la especie de bajo PM mucho méds susceptible a 1la
acclién de las proteasas.

Este comportamiento diferencial de la enzima de las
cepas D27 y D27/C6 pudo correlacionarse con la presencia de

la mutacién Hem R+ medlante un estudio cromatogrdfico



paralelo de la enzima de dos segregantes: DW10-2C (normal) y
DW10-2A (Hem R*). Se encontré que los perfiles de elucidén en
Sephadex G-100 de 1los segregantes normal y mutante aon
semejantes a los de las cepas D27 y D27/C6, respectivamente.
La actividad in vivo de las diferentes formas enzimaticas
encontradas podria ser la causa de la sintesis aumentada de
citocromos en las cepas portadoras de la mutacién Hem R+, si
bien estos hallazgos no Jjustifican aun claramente el
fenotipo observado en las cepas mutantes.

Resulté de interés investigar el mecanismo de accidén
de la PBG-Deaminasa de levaduras. Para ello se realizaron
una serie de pasajes de la enzima purificada en ausencia y
presencia del inhibldor de proteasas (PMSF), preincubada o
no con PBG, a través de una columna de intercambio aniénico.

Para las dos cepas, so observaron perfiles de elucién
de porfirinas formadas poco reproducibles, probablemente a
causa de los valores de actividad muy bajos hallados, cuando
la enzima sembrada en DEAE-celulosa se purificd en ausencia
de PMSF y no se preincubdé con PBG. En cambio, los perfiles
fueron bien definidos, halldndose un unico pico de actividad
en ambas cepas, al incluir PMSF durante todos los pasos de
purificacién. Por lo tanto, los resultados indicaron que
este inhibidor de proteasas protege efectivamente a la PBG-
Deaminasa de 1la degradacién proteolitica. Por otro lado,
teniendo en cuenta que la actividad enzimdtica de cada cepa
eluyd a una fuerza idénica diferente, se ha postulado que se

trataria de proteinas con distinta carga.



Sin embargo, estos hallazgos no permiten descartar la
poeibilidad de que In vivo existan complejos intermediarios
enzima-(sustrato)i-4, ya que los procedimientos empleados
durante la purificacién podrian provocar su disocilacién.

La enzima, purificada en ausencia y presencia de PMSF,
se preincubé luego con PBG, antes de ser sembrada en la
columna de DEAE-celulosa. Se observaron, en todos loe casos,
tres picos (identificados como I, II y III) con actividad
enzimdtica. En primer término se puede concluir que el
sustrato PBG ejerce un efecto protector sobre la enzima.
Ademés, el pico I corresponde, aparentemente a la enzima
nativa y al complejo enzima-monopirrol, el pico II a la
enzima-dipirrol y el pico III a la enzima-tripirrol vy,
quizés también, a la enzima-tetrapirrol.

Asimismo, se realizaron estudios con el objeto de
esclarecer la regulacién del camino biosintético de 1las
porfirinas en la cepa normal D27 y su mutante D27/C6 (Hem
R+). Para ello se determinaron las actividades de 1las
enzimas ALA-Sintetasa, ALA- Dehidrasa y PBG-Deaminasa, en
diferentes estados fisiolégicos y en medios de crecimiento
con fuentes de carbono fermentable y no fermentable.

Se observSé que las actividades de ALA-Sintetasa, ALA-
Dehidrasa, PBG-Deaminasa y el contenido de ALA intracelular
durante el ciclo celular, no variaron entre las dos cepas
cuando las células crecieron en medio YPD. En cambio, las
cepas normal y mutante mostraron perfiles muy diferentes de

actividades de ALA-Sintetasa, ALA-Dehidrasa y de contenido



de ALA intracelular en funcién del tiempo de crecimiento,
cuando crecieron sobre una fuente de carbono no fermentable
(YPEt). Sin embargo, no se encontraron diferencias en el
caso de la PBG-Deaminasa. Estos hallazgos apoyarian el rol
regulatorio postulado tanto para el ALA-Sintetasa como para
el ALA-Dehidrasa en el camino biosintético de laes porfirinas
en levaduras.

Ademéas, se observé que las dos primeras enzimas de
este camlino sufren represién por catabolito, mientras que la
PBG-Deaminasa no estd sujeta a este tipo de regulacién.

Finalmente, los resultados hallados para el ALA-
Sintetasa, el ALA-Dehidrasa y el ALA intracelular de las
cepas D27 y D27/C6 en ambos medios mostraron claramente que
la mutacién Hem R+ presente en la cepa D27/C6 sBe expresa
uinicamente cuando las células crecen en una fuente de
carbono no fermentable. Tanbién podria postularse que dicha
mutacién produce una desregulacién del ALA-Sintetasa que
mantiene su actividad elevada durante la mayor parte del
ciclo celular, lo cual explicaria la cantidad elevada de
citocromos que caracteriza a la mutacién Hem R+.

De esta manera, se estableci6, que la mutacién Hem R+
estd relaclionada con la presencia de dos formas enziméticas
con actividad de PBG-Deaminasa asi como también con una
desregulacién del ALA-Sintetasa. Estas caracteristicas
prermitirian explicar la cantidad elevada de cltocromos que

se sintetiza en las mutantes Hem R*, si bien no se descarta



la posibilidad de que otras modificaciones contribuyan a la
expresidén de esta mutaciodn.

En consecuencia, se ha caracterizado y purificado la
PBG-Deaminasa de Saccharomyces cerevisiae, enzima que
presenté6 propiedades muy similares a las de la enzima
proveniente de otros organismos. Por otra parte, se ha
determinado que esta enzima no posee un rol regulatorio en

el camino biosintético de las porfirinas en levaduras.



	Portada
	Índice general
	Agradecimientos
	Abreviaturas
	Objetivos
	Introducción
	Capítulo I. Camino metabólico hemo
	Capítulo II. Biosíntesis de porfirinas en levaduras
	Materiales y Métodos
	Capítulo I. Materiales
	Capítulo II. Métodos
	Resultados y Discusión
	Capítulo I. Ensayos preliminares
	Capítulo II. Propiedades de la PBG-Deaminasa en extractos celulares crudos
	Capítulo III. Purificación de la PBG-Deaminasa de S. cerevisiae
	Capítulo IV. Otras propiedades de la PBG-Deaminasa parcialmente purificada 
	Capítulo V. Cromatografía en Deae-celulosa. Detección de complejos intermediarios enzima-sustrato
	Capítulo VI. Regulación de la biosíntesis de porfirinas en levaduras
	Conclusiones
	Referencias

