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"T1 fallait désormais tenir compte dans
1’étude de ferments solubles, non seulement
de cette substance organique trés alterable
& laquelle nous attachons jusque-13 1°‘idée
de ferment soluble mais encore de celles
qu. ‘on pourrait appeller co-ferments (ici mi-
nérales, 1la peut-etre organiques) qul for-
ment avec la premidre le systime véritable-
ment actif",

Gabriel BERTRAND (1894)

Bastantes afios han sido necesarios -desde que Gabriel
Bertrand subrayd por vez primera la participacién de los meta-
les en sistemas enzimdticos- para que se generalizase esta no-
cién de enzima, aceptada actualmente como la unica explicacidn
racional de los profundos efectos bioldgicos producidos por
trazas de dichas sustancias.

No obstante, la nomenclatura de "oligoelementos", "ele-
mentos traza", "microelementos","elementos raros","micronutrien-
tes" y "elementos menores", con que frecuentemente se ha desig-
nado a los metales relacionados con la generalidad de los sis-
temas bioldgicos, reflejaba la caracterf{stica principal de es-
tos elementos, esto es, su capacidad para funcionar en peque-
fias cantidades, lo que ciertamente apuntaba a su probable ac-
tuacidn como catalizadores, ya como partes constituyentes ya
como activadores de los mismos. El miltiple papel del metal se
puso posteriormente de manifiesto en los trabajos preliminares
sobre enzimas relacionados con la presencia de metales, debido

a la acusada especificidad de metal en algunos casos y, en



otros, a la falta de la misma, si bien se apreciaban diferen-
cias en cuanto a la eficiencia con que los iones metdlicos
actuaban como coenzimas.

Estos resultados iniciales, a pesar de su compleji-
dad que dio base a miltiples y cohfusos esquemas de reaccidn,
destacaron fundementalmente no sélo la participacidn de los
‘metales en los procesos enzimdticos sino también la importan-
cia de estos estudios para la interpretacidn del mecanismo de
accién de enzimas, y al mismo tiempo, y debido a su misma com=-
plejidad, pusieron de manifiesto la necesidad de una sélida
base experimental, sefialada por Malmstrom como "a much more
urgent need in this field than fancy spéculation“.

Nuestro objetivo, en el presente trabajo, ha sido
contribuir al conocimiento del mecanismo de accidn de la pi=-
rivico descarboxilasa -ya objeto de previos estudios en este
laboratorio- desde el nuevo punto de vista del papel de los
metales. A la dificult%sd experimental de este estudio, que re-
querfa no sélo un perfecto control de las condiciones del com-
plejo medio reaccionante sino también una gran pureza de los
componentes del sistema enzimdtico, se unfa la falta de un es-
tudio bdsico tedrico. Hemos crefdo, pues, de interés presen-
tar en primer lugar un andlisis general de las caracterfsti-
cas de los iones metal en relacidén con los enzimas (pardmetros,
grupos de interaccidén, funcidn, etec.). Tembién hemos incluido
una amplia revisidn bibliogrdfica de la funcidn de la co-des-
carboxilasa, concretada en la presentacidn del esquema més
plausible actualmente sobre la accidén enzimdtica de lé 2-0X0-

dcido carboxi-liasa o pirdvico descarboxilasa (E.C.4111).
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1. IONES METAL







1. IONES METAL: caracter{sticas.

Los metales constituyen aproximadamente el 75% de los
elementos conocidos y, entre ellos, unos diez (Na, K, Ca, Mg,
Fe, Mn, Cu, Zn, Co, Mo) han demostrado ser necesarios para el
mantenimiento de la vide animal.

De acuerdo con la cantidad de metal presente en el or-
ganismo, pudiera establecefse una primera distincidn entre los
mismos

Cantidad aproximada de metales en el organismo de los

seres humanos adultos (1)

Metal Gramos Milimoles

Ca 1050 26,500

K 245 6,300

Na 105 4,600
Mg _ o _35 o ___ 1,400 _

Fe 3 54

Mn 0.2 3.6

Cu 0.1 1.6

Zn,Co,Mo 0.1 1

siendo interesante destacar que los metales que,como el Ca, K,
Na y Mg, se hallan en mayor proporcidn, no son elementos de
transicidn -elementos en los que las drbitas electrdénicas in-
ternas se llenan oon‘preferencia a las 8rbitas externas for-
mando iones complejos resistentes, mediante enlaces covalentes-
sino elementos que adquieren la configuracidn electrdnica esta-
ble del gas noble prdximo y de aqui que generalmente reaccionen
con grupos funcionales, en virtud de atracciones puramente elec-
trostdticas. La vida, tal como la conocemos, serfa imposible si

alguno de los elementos de transicidn -fuertemente bloqueadores-—



estuviera presente en cantidades comparables a las de dichos
metales.

Desde hace afios se ha dado por supuesto en Bioquimi-
ca que el papel de estos elementos en la fisiolog{a de la célu-
la llegarfa a explicarse teniendo en cuenta su participacidn,
como grupos activos, en varios importantes enzimas (2). Este
punto de vista se ha vis%o confirmado en los hallazgos de los
dltinos 30 aﬁos, hallazgos que han permitido demostrar que mu-
chos de loé metales estﬁdiados eran requeridos en la accidn de
uno u otro sistema enzimdtico o al menos influfan sobre la ac-
tividad de los mismos, dando as{ base, al mismo tiempo, para
abordar el problems de la especificidad a través del andlisis
de sus caracteristicas.

Sin embargo, el significado fisioldgico de estas ob-
servaciones no estd totalmente aclarado; en ningdn caso la ob-
servacidn del efecto activante por un metal "in vitro" define

necesariamente una funcidn fisioldgica del metal en cuestidn(3)

11. Pormacidn de complejos. Estabilidad de los quelatos.

Al examinar la naturaleza de las sustancias con fun-
cidn de catalizadores en las transformaciones bioldgicas des-
taca, en primer lugar, la implicacidn de los metaies, y de un
examen mas detallado ha podido deducirse que en aquellos ca-
sos en los que se ha determinado la naturaleza de la combina-

cidn del metal, ésta ha resultado ser un compuesto complejo de

alguna clase (4).



Un idn metal puede coordinar con un nimero variado
de moléculas de una sustancia -indicando el numero de coordi-
nacidn el nimero de ligandos suficientes para satisfacer al
catidn metal- dando lugar a configuraciones espaciales defi-
nidas: planar y tetraddrica, entre los metales de coordinacidén
4, y octaddrica, entre los metales de coordinacidn 6, aungue
tambidn se conocen configuraciones "forzadas". La coordinacidn
puede tener lugar con dos grupos susceptibles, de la misma mo-
1écula, para formar entonces un compiejo queléto bidentato, o,
nds raramente, con moléculas que contienen tres o cuatro gru-
pos situados apropiadamente, para formar complejos quelato
tridentatos y tetradentatos. En la formacidn de compuestos que-
lato solamente toman parte las configuraciones que correspon-
den a anillos relativamente libres de tensidn, siendo los més
estables los anillos de cinco o seis miembros (5).

Los investigadores cldsicos en la quimica de prepa-
racidn de complejos, reconocieron que los complejos quelato
eran generalmente mds estables que los complejos con ligandos
simples (6). Cuando un ligando bifuncional tiene una estructu-
ra geométrica'tal que sus dos grupos activos pueden ocupar po-
siciones en la esfera de coordinacidn del mismo ién.metal,
ocurre con frecuencia que la relacidn de idn metal libre a idn
enlazado, en solucidn, es mds pequefia que si las unidades fun-
cionales estuvieran presentes en la misma concentracidn pero :
independientemente. Orgel (7) y Schwarzenbach (6) consideran

que la explicacidn cualitativa de esta extra—estabilidad de



les compuestos quelato puede ser atribuida a efectos entrdpi-
cos, aunque en algunos casos puedan existir razones especia-

les por las que los calores de formacidn sean también mayores
para los quelatos. Comparando los procesos

M o+ * M/X (1)

x T g

M4 jli_____> M<§|§ (2)

donde X-X representa un ligando bifuncional, puede verse fé-
cilmente por qué los cambios de entropia favorecen la forma-
cidn de quelatos. En el proceso 1, tres particulas indepen-
dientes se combinan para formar una particula uUnica, perdién-
dose la entropia traslacional. En el proceso 2, por otra par-
te, se pierde la entropia traslacional de una molécula sola-
mente, puesto que los grupos funcionales estdn ya ligados. Es-
to significa, ademds, que durante la formacidn de los comple-
jos quelato aumenta el nimero de moléculas que se mueven‘libre-‘
mente en solucidn, mientras que el numero de particulas perma-
nece constante durante la formacidn de complejos con ligandos
simples. (Es bien conocido que los cationes metal se encuen-
tran como complejos hidratados en solucién acuosa. Cada li-
gando simple reemplaza una molécula de agua, por io que se li-
beran tantas moléculas de agua como ligandos desaparecen de la
solucidn durante la formacidn del complejo. Por el contrario,

un compuesto polifuncional reemplaza varias moléculas de agua

de la cubierta de hidratacidn, de modo que el nimero de parti-



culas libres sumenta durante la reaccidn). La formacidn de un
quelato lleva, pues, a un aumento de entropia, comparado con
la asociacidn de ligandos simples. Como el cambio en contenido
de calor debe ser practicamente idéntico, ya que la naturaleza
de los enlaces que son rotos y formados nuevamente es la misma,
se deduce de la siguiente ecuacidn

| AP = -RT In K = AH - T As
que la constante de equilibrio, para la formacidn del quelato,

debe aumentar.

12. Pardmetros bdsicos del idén metal.

Lehninger (3) abordé el problema de la especificidad
del idn metal en sistemas enziméticos asf como los fendémenos
de selectividad y antagonismo desde un punto de vista fisico,
considerando algunos de los pardmetros que definen la estruc-
tura y propiecdades del idn, esto es: masa, carga idnica, radio
idnico (a partir de datos cristalograficos), cambio reversible
de valencia y potencial electrodo, velocidad dé difusidn, mo-
vilidad en el campo eléctrico, configuracidn y estabilidad de
los hidratos de los iones metdlicos en solucidn, y configura-
cidn y estabilidad de los complejos de coordinacidn de los io-
nes metdlicos con sustancias distintas del agua. Es de advertir
que estos factores son en su mayor parte interdependientes y
algunos de ellos no pueden predecirse fédcilmente a partir de
medidas sencillas de propiedades fisicas; especialmente, los

referentes a configuracidn y estabilidad no pudieron ser de-



terminados con certeza, dadas las deficiencias existentes en
este campo de conocimiento. Como consecuehcia, los resultados
del andlisis de la especificidad ién-metal basados en el cono-
cimiento de los factores enumeredos, fueron entonces bastante
confusos, llevando a Lehninger (8) a calificarla de "rather
peculiar metal ion specificity".

En algunos sistemas el andlisis parece, no obstan-
te, razonablemente satisfactorio, puesto que los metales acti-
vantes presentan ciertas similtftudes de tamafio, aln cuando di-
fieran algo en cuanto a configuracidn electrdnica (arginasa).
Sin embargo, de todos son conocidos enzimas que requieren Mn
para su actividad sin que ningin otro metal, prdximo en la se-
rie de transicidn, sea capaz de activar la reaccidn que, a su
vez, es activada por Mg, del que se encuentra completamente
separado en la tabla periddica (leucin-aminopeptidasa). Cono-
cidos son, también, los enzimas activados por Mn y no por Mg
ni ningdn otro metal de transicidn. La diferencia entre Mn y
Mg (con respecto a masa, radio idnico, potencial idnico, movi-
lidad y velocidad de difusién) es, por lo general, considera-
blemente mayor que entre Mn y otros metales de transicidn (en
forma divalente).Incluso en la formacidn de compuestos de co-
ordinacidn, la existencia en el Mn de orbitales electrdnicos
3d sin ocupar, marca una nueva diferenciacidn, al hacer posi-
ble la formacidn de enlaces covalentes asf como de complejos
esencialmente idnicos. Este andlisis no parece, pues,ofrécer

una explicacidn obvia a la especificidad enzimdtica, por ejem-



vlo, del Mn y Mg, y a la inactividad de otros metales, especi-
ficidad enzimética que no es un caso aislado, ya que la inter-
cambigbilidad Mg-Mn es evidente en un gran nimero de enzimas.

Tampoco es explicable gque los pares de iones anta-
gonistas se encuentren fundamentalmente en un mismo grupo ver-
tical, cuando cabria esperar que difiriesen grandemente en su
capacidad para intercambiarse, ya que las variaciones en masa,
radio idnico y potencial idnico (que determinan en alguna me-
dida la capacidad para formar cdmplejos de coordinaci5n) son
grandes, especialmente en los extremos de los grupos.

Es pues probable, concluye Lehninger (3), que no
sea posible proporcionar una explicacidn razonable a la espe-
cificidad y antagonismo, sobre la base de las propiedades del
ién metal como ha sido considerado hasta aqui. Pero, dado que
los iones metdlicos, en solucidn en un medio fisioldgico, es-—
tdn rodeados por una atmésfera de otras moléculas, tales como
moléculas de agua débilmente enlazadas o sustancias orgénicas
e inorgénicas de naturaleza polar, mds fuertemente enlazadas,
cabe pensar que el concepto iséstero pueda aplicarse mds ade-
cuadamente a la estructura del complejo idn metal global gque

al ién desprovisto de cubierta exterior.

13. Pormacidn de complejos idn metal en solucidn acuosa (7).

Factores que determinan su efectividad.

La quimica mds sencilla de los iones metal en solu-

cidn se describe en funcidn de los grupos ligandos en la pri-



mera esfera de coordinacidén del metal, por lo que parece raze-
nable discutir los sistemas bioldgicos en el mismo sentido.

Cualquiera que sea la funcién de un ién metal en un
sistema enzimdtico resulta, pues, indicado, para comprender su
especificidad, conocer primero cdémo estdn distribuidos los di-
ferentes iones en una solucidén que contenga protefna, partien-
do, por supuesto, de que los iones metal estén en equilibrio
con el medio.

Ahora bien, los iones metal en solucidén acuosa son
considerados de por sf como iones complejos (9), basédndose en
las posibilidades de enlace con los pares de electrones, no
compartidos, de los dtomos de oxfgeno en las moléculas de agua;
por tanto la formacidn de complejos en solucidn acuosa se for-
mulard mejor como el desplazamiento de las moléculas de agua
coordinadas, por el ligando en cuestidn. (En otros solventes
que el agua, los dtomos de oxfgeno también se coordinan con los
iones metal si bien Bjerrum y Jorgensen (10) han puesto de ma-
nifiesto que la fuerza de enlace de las moléculas de agua pa-
rece ser unas diez veces mayor que en el caso del metanol y el
etanol). .

Como veremos, la formacidn de complejos en solucidn
acuosa implica realmente la formacién de uniones ién—ién, se-
guide del reemplazamiento de las moléculas de ague de la pri-
mera esfera de coordinacidn por otros grunos. Existen pruebas
evidentes de gque, en soluciones acuosas diluidas de los iones

Mn, Fe, Co y Zn, los iones metal son coordinados por una se-



rie de seis m..éculas de H2O en los vértices de un octaedro
aproximadame.ite regular. En el caso de los iones Cu y Ni, el
idn metél es rodeado estrechamente por un cuadrado de cuatro
moléculas de agua en un plano, y probablemente hay otras dos,
més distantes, para completar el octaedro distorsionado. Ls
situacidn es menos definida para los restantes iones de im-—
portancia bioldgica, pero parece muy probable que el Mg sce
coordinado octaddricamente, y bastante probable que lo mis-
mo ocurra con el Ca. Todos pueden actuar como puentes entre
pequefias moléculas y protefnas, por lo que parece que el ti-
po de coordinacidn preferido por el metal no puede considerar-
se como un factor primario al tratar de determinar su capaci-

dad para actuar como mediadores (7).

Eigen et al. (11), por su parte, seflalan los siguier -

tes factores como determinantes de la especificidad metal:

1. La estabilidad de los complejos enzima-sustrato-metal que,
por depender del idn metal, variard considerablemente. La
estabilidad del complejo sigue generalmente el orden (12):

ca?t s Mgt un?t e Pt 0oty Ni2t ¢ cult > znt,
siendo un fendmeno ‘puramente de equilibrio.

2. La velocidad de formacidn del complejo que puede ser limi-
tante de la velocidad, en cuyo caso la efectividad de los
iones metal sigue el orden (11): A
Ni2¥ Mgt ¢ o2t ¢ Pelte un2y Zn?te caPrascult,

3. La velocidad de disociacidn del complejo enzima-metal-sus-

trato que puede, también, ser limitante de la velocidad.



En este caso, se manifestard una acusada especificidad, ya
que esta velocidad varfa en un intervalo de varios érdenes
de magnitud para los diferentes metales y puede llegar a
ser bastante lenta para los complejos estables.

4. PFinalmente, si la funcidn primaria del metal es polarizar
el enlace del sustrato que ha de ser roto, la efectividad
del metal serd paralela a la velocidad a la cual los meta-
les son capaces de disociar un protdn de su cubierta de hi-
‘dratacidén. Dado que la reaccién protolitica inversa es con-
trolada por difusidn (13) y por tanto semejante para todos
los metales divalentes, la eficacia catalitica del metal
serd paralela a la acidez del idn metal, esto es (14):

24 00%te zn®t e pelt < cult.

cal* . mg?t. Ni%t< co
(E1 pK del Mn no es conocido con seguridad, pero puede pre-
sumirse que serd similar al del Mg).
Las veloc¢cidades de disociacidn del complejo enzima-
pustrato-metal y la acidez del metal parecen revestir la ma-
yor importancia entre todos estos factores que, a continuacidn,

consideraremos con mds detalle.

131. Estabilidad del complejo; factores que determinan el gra-

do de estabilidad.

Se ha sostenido durante mucho tiempo que la especi=-
ficidad quimica, en las interacciones bioldégicas que implican
iones metales, es fundamentalmente un reflejo de la estabili-

dad relativa de los complejos formados por los iones metal



con los grupcs fuhcionales de los constituyentes fisiclégicos

(1). En este sentido, las interacciones bioldgicas con los me-

tales deberian caracterizarse por la falta de especificidad

absoluta, concluyéndose necesariamente que:

1. Todos los metales podrdn, en diferentes grados, intercam-
biarse en el organismo,

2. En todos los sistemas bioldgicos, la interaccidn idn metal
vendrd regida por las concentraciones relativas de, al me-
nos, dos iones metales.

3. Bl mismo idn metal, de acuerdo con su concentracidn absolu-
ta, podrd actuar como inhibidor o activador de la reaccidn
enzimdtica.

Se conocen interesantes ejemplos de los puntos cita-
dos anteriormente. La accién tdéxica del exceso de Na en algu-
nas células se revierte, probablemente por intercambio de idn,
por pequeilag concentraciones de iones tales como Cd, Po y Ni
(15). También se conocen muchos casos de antagonismo o inter-
cambiabilidad, relacionados con Mg y Ca asf como K y Na. Un
ejemplo particularmente interesante 16 congtituyen ciertas
plantas que tratadas con exceso de Mn desarrollan signos de
deficiencia de Fej; cuando estas plantas'crecen, gin embargo,
en suelos can exeeso de Fe, desarrollan deficiencias de Mn
(16). Existen también casos en los que, aparentemente, sdlo
un metal es capaz de actuar como coenzima, suponiéndose en-
tonces que los metal quelatos formados son de una estabili-
dad extraordinaria en relacidén con los de otros metales; tai

es el caso del enlace del Pe en la ferrihemoglobina. (En prin-



cipio el Fe en la ferrihemoglobina es desplazable por otros
metales, pero requerirfa para ello cantidades no fisioldgi-~
cas o téxicas del idn metal competidor).

No obstante, dado que la estabilidad no siempre
justifica la especificidad observada, como veremos mds ade-
lante, ni se manifiesta en un orden invariable, en una serie
emplia de metales, con relacidn a diferentes ligandos (17,18),
resulta conveniente considerar algunos de los numerosos € in-
terrelaciohados factores que contribuyen al grado de estabi-

lidad.

Si se parte del supuesto bdsico de que los complejos
se forman como resultado de las interacciones electrostdticas
entre los cationes y las cargas negativas de los ligandos, el
orden de estabilidad de los complejos, para un determlnado li-

gando, deberfa ser entonces el orden inverso del radio del ca-

tidn (19). Tal es el caso de los elementos de la primera se-
fie de transicidn en la secuencia de Irving-Williems (véase
en la siguiente tabla (18)). (Estos elementos junto con los
del grupo II son los que fundamentalmente nos interesan y a

los que nos referiremos més concretamente)

Mg | Mn | Fe ' Co , Ni | Cu% 2Zn | Ca Ca
radio,A | 0.66 0.78: 0.76'0.74.0.73, 0.721 0.72| 0.96| 0.99
Ey, koal.|525.7(534.7'558.6.585 599 | 648.6,635.5(599.9 [417.5
H, Kcal. 1464.01444.7,467.9,497 (507 ,507.2 491.5|436.5]381.9
(E gse refiere al poder de ionizacidn total, a 25 °C, para el
proceso M(gas) ——> M**(gas) + 2e. Los calores de hldrata01on

d? los iones gaseosos, a 25 °C, corresponden a la ecuacidn
M**(gas) + aq. --» M(ag.)"").




Pero, si la recuencia se extiende a otros iones divelentes,
el orden de disminucidn del radio idnico no coincide necesa-
riamente con el orden de incremento de estabilidad del com-
~lejo., Por ejemplo, los iones Mg y Ca de los metales alcali-
no-térreos tienen radios mds pequefios y mayores, respectiva-
mente, que cualquiera de los de la primera serie de transi-
cidn del Mn al Cu y, no obstante, sus complejos con cual-
quier ligando son invariablemente menos estables (en espe-
cial para el Mg) Que los'fofmados por los iones metal de
transicidn divalentes (18). Por su parte, los complejos de
los metales de transicidn resultaron ser mds estables de lo
esperado, segin Davies (20),considerando fuerzas de atrac-
cidn puramente electrostdticas, si bien no resulta sorpren-
dente que la sustitucidén del ague por un ligando més polari-
zable origine un incremento en la estabilidad.

| Pero el que los incrementos de la estabilidad au-~
menten monoténicemente a lo largo de la serie de Irving-
Williams (y no necesariamente a lo largo de una serie que in-
cluya otros iones divalentes, adn cuando estén distribuidos
en orden de radios decrecientes) puede solamente significar
que estd actuando algin otro factor estabilizante adicional,
el cual aumenta a lo largo de la serie. Es de observar que,
adn siguiéndoée el orden de Irving-Williams para to&bé’lbs
1ligandos, el incremento de estabilidad de metal a metal es
mayor para los ligandos de tipo nitrdgeno (p.e., etilendia-
mina), menor para los ligandos tipo N-O (p.2., glicina) y

todavfa menor para los ligandos tipo O (p.e., aldehfdo sali-



cflico y dc. oxdlico). Cuanto mds electropositivo es el dtomo
coordinante del ligando, mayor es el incremento de estabilidad
de metal a metal; esto hace destacar la significacidn del enla
ce covalente en la determinacidn de la estabilidad de los com~
plejos (18). Asf Walsh (21,22) relaciona la fuerza del enlace
coordinado (entre otros factores) con el producto de las elec—
tronegatividades efectivas del metal y deli ligando, respecti-
vamente (\}’X) |

Como una medidea de- la.aflnldad electrénlca del ca-

tidn aceptor, se adopta el potencial de segunda ionizacidén cor

respondiente al proceso M(gas) --> M++(gas) + 2e, introduciend’
asf{ un elemento cuantitativo ausente en la teorfa de Pauling
(neutralidad esencial de los dtomos por reduccidn de su carga
formal (23)). Como puede verse en la tabla anterior, el pcten-
cial de segunda ionizacidn asciende a lo largo de la serie de
transicidn, hasta un mdximo en el Cu (aunque desciende de nue-
vo en el Zn), paralelamente con el ofden decreciente de sus ra
dios idnicos, mientras que los elementos del grupo II, adn pre
sentando esta correlacién, quedan fuera de la citada secuencia
La correlacidn de la citada secuencia con la estabi-
lidad de los complejos metal en la serie de transicién aludida
fue puesta de relieve primeramente por Irving-Williams en 1948
(24) y también ha sido sefinlada por Schwarzenbach et al. (25)
as{ como por Calvin y Melchior (26). Irving y Williams (18) su
gieren que dicha correlacidén es fundamentalmente una consecuen
cia del hecho de que los pardmetros gue respectivamente sirven

‘de guia a la magnitud de las interacciones electrostdticas y



covalentes, ssto es el reciproco del radio idnico y el poten-—
cial de segunda ionizacidén, eumentan monotdnicemente a través
de la serie del Mn al Cu. (Asf{, si el agua es reemplazada por
un ligando con mayor poder de donacidn de electrones, el incre-
mento en estabilidad aumentard con el potencial de segunda ioni-
zacidn del metal en cuestidn. Si el agua es reemplazada por un
ligando con una carga negativa formal, el incremento de ectahi-
lidad a travéS‘dé»fuerzas puramente‘electrpstéticas aumentar:
con la disminucidn del pédio en cuéstién; en el mismo orden.
En cualquier caso, habrd una ganancia en estabilidad al pasar
a lo largo de la serie_del Mn al Cu, con independencia de que
sean uno o ambos los factores que pueden actuar). Por la misma
razén, el orden de estabilidad Cu>Zn debe cumplirse, de acuer-
do con la experiencia.

Ahora bien, cualquier inclusidn en la serie de Irvin:
Williams de otros iones que perturben la secuencia monotdnica
del radio idnico y el potencial de ionizacidn, harfa fracasar
todo intento de observar una clara correlacidn de la serie ccn
la estabilidad del complejo, en funcidn de los diferentes 1li-
gandos. Por ejemplo, es de observar en el Cd un radio idnico
mayor que el del Ni, si bien los potenciales de ionizacidn son
casi idénticos, por lo que las estabilidades relativas de los
complejos de Cd y Ni dependerén de la naturaleza del ligandc
y no podrd esperarse un orden invariable. (Considerando, por
ejemplo, los complejos OH™, veremos gque con esté ligando se in-
troducird un aumento tanto en la carga formal como en el poder

donador de electrones, en relacidn con el agua, de modo que el



orden serd ni Cd., Cuando el agua es reempiazada por el I7,si
embargo, se produce un ligero aumento en el poder donador de
electrones, pero, como el idn I~ es mucho maybr que una molé-
cula de agua, la disminucidn de la interaccidn electrostdtica
debida a la mayor separacidén de cargas serd mas significativa
con el ién mds pequeflo, Ni, y ,dado que el incremento en ener
gia de interaccidn covalente es aproximadamente el mismo (po-
tenciales de ionizacidn semejantes del Ni y Cd), el orden de
estabilidad serd Cd>Ni). Generalizando este argumento,Irving
y Williams (18) concluyen que todos los iones divalentes de
gran radio y alto potencial de ionizacién, p.e., Pb,Hg,Pt y S
tenderdn a formar fuertes complejos con iones tales como el I
Br~ y C17, mientras que los iones con gran radio idnico pero
bajo potencial de ionizacién, p.e., Ba, Sr, Ca, no. Con los
iones de radio idnico moderado y potencial de ionizacién mode
radamente alto, los cambios de ligando originan cambios en la
significacidn relativa de los dos factores (interaccidn elec-
trostdtica y covalente) y no puede establecerse ninguna pre-
diccidn segura acerca del orden de estabilidad, salvo en el ca
so favorable -representado por los iones divalentes de la pri-
mera serie de transicidén del Mn al Cu~ en que los dos factore
cooperan invariablemente.

Irving y Williams (18) sefialan también, en el caso
de una solucidn de un idén metal hidratado y varias moléculas
de ligando, los siguientes factores como decisivos en la for-
macidn del compuesto de coordinacidn mds estable:

1. Tendencia a agrupar el mayor nimero de ligandos posibles al



rededor del dtomo central, con el fin de obtener el mdxi-
mo de interaccidn a través del mayor mimero de interaccic-
nes individuales. Esta tendencia estd limitada por las ir-
terferencias de volumen de las moléculas de ligando compa-
rado con las de las moléculas de agua que deben desplazar-

se de los alrededores del idn metal (factor estérico)

2. Tendencia de los electrones atdmicos a permanecer en su
estado inicial mds estable.

3. Tendencia (oponiéndose a la anterior) a las interacciones
individuales lo mds fuerte posibles a itravés del uso de 1los

orbitales de enlaces hibridos (estabilizacidn orbital).

En ausencia de este dltimo factor, tanto el ndmero
como la clase de orbitales hibridos adecnados para el enlace
se determinardn, en una gran medida, con independencia de la
naturaleza del ligando. Esto implica que el nimero mdximo de
coordinacidn y la estereoquimica sean normalmente independien.-
tes de la naturaleza del ligando. En este caso, la correlacidr
observada con el potencial de segunda ionizacidn puede ser to-
mada como un indicio de que la coordinacidn no altera el est:-
do inicial electrdnico de los iones metales\g que las modific.
ciones son de importancia secundaria (18). En algunos casos,
como el de ciertos iones ferrosos, la estabilizacidn orbital
da lugar a complejos con una estabilidad anormalmente alta,y,
como los efectos de ésta no se dejan sentir en sus vecinos ln
o Co, ni adn en el Ni y Cu, aparece una alteracidn del orden
"natural" de estabilidad.

Irving y Williams (18) suponen asimismo que la for-



macién de conulejos —esto es, la sustitucidn de las moléculas

de agua por ligandos- procederd estadfsticamente (como sugi-

rid Bjerrum) siempre que:

a) la interferencis debida al volumen del ligando no difiera
grandemente de la de las mcléculas de agua,

b) la repulsién electrostdtica entre los nuevos ligandos no
difiera de la de las moléculas de ague,

c) no haya cambio de configuracidn orbital a ningdn estado du
rante la formacidn del complejo.

La interferencia estérica entre los ligandos surge
fundamentalmente de la mutua repulsidn, aparte de los aspecto
especiales derivados de la geometrfa del ligando, y serd, por:
consiguiente, tanto mayor cuanto mayor sea el tamafio del 1li-
gando y menor el radio del catidn. Entre los metales de tran-
sicién, los radios de los iones divalentes son aproximadamen-
te 1o mismo (0.78-0.71 R) y por tanto es de importancia predo
minante la variable geometrfa del ligando. No ocurrird lo mis
mo con los iones de tamafio muy diferente, p.e., entre los me-
tales alcalino-térreos (17). Los valores relativamente bajos
de las energfas de red de algunas sales proceden de las fuer-
zas de repulsidn crecientes entre los aniones junto con la
disminucidn de tamafio del catidn. Esto es particularmente im-
portante en el caso del Mg, porque el temafio de este idn es
tal que los aniones entran en "contacto" unos con otros antes
que con el idn central (27); este efecto parece ser la causa
de la baja estabilidad del Mg en aigunos complejos, explicdn- -

dose asf la mds alta solubilidad de algunas sales de este me-



tal con releci<n a la de otros alcalino~térreos.

En consecuenéia, los efectos estéricos que impiden la
fdcil agrupacidn de los ligandos alrededor del ién central se-
rén especialmente sensibles a:

a) modificaciones estructurales en el ligando,

b) el tamafio del idn central,

c) los orbitales disponibles, puesto que ellos impcndrdn o tea-
derén a imponer una determinada distribucién geomdtrica de
los ligandos. En casos excepcionales, tales factores. esté-
ricos, y probablemente la estabilizacidn orbital a través de
distribuciones electrdnicas, pueden impedir que la estabili-
dad de los complejos metal ligandos siga el orden normal.

Irving y Williams (18) destacaron, posteriormente,el
diferente comportamiento de los ligandos -por ejemplo, el idn
hidroxonio- caracterizados por ser bases conjugadas de dcidos
débiles (para los que las uniones con el protén son mds esta-.
bles que las uniones protén—agﬁa, presentando una estabilidad

similar en sus complejos con los metales) con relacidn a los

-
4

BrOS y IOE, que son bases conjugadas de dcidos fuertes y que

ligandos tales como I~, Br~, C17, H,PO7, PO%", S0<~, €107,

interaccionan con los protones menos fuertemente que con el

agua, siendo sus interacciones con los metales también débiles.
A este respecto es interesante examinar los cambios

de energfa libre, 4G,(17,18) que tienen lugar en la formacidén

de un complejo por la reaccidn:
M(H,0), + L --» ML 4 nHy0.

AG es la suma de los cambios de calor y de entropia en esta



reaccién, expresdndose

LG = -RT 1n Ky = AH - TAS.
Se‘ha supuesto tdcitamente que el cambio de energfa libre que
mide la estabilidad de los complejos metal es dominado por el
término calor, AH, del proceso correspondiente, suposicidn que
equivaldriae a establecer que el término entrdpico, T AS, es
despreciable en comparacidén con A H. Esta sencilla suposicidn
concuerda con los datos existentes sobre ligandos sin carega,
en los que la influencia del término entrdpico es insuficien-
te para alterar el orden "natural® de estebilidad de los com-

plejos metal (transicidn). Sin embargo, con reacciones como

u%*(aq.) + nL™%aq.) MLI(lZ—nQ)(aq.) + mH,0
habrd un aumento de entropia, que puede ser de significacidn
preponderante. Pero el factor aislado mds importante, en el
cambio de entropia de tal reaccidn, esto es la entropia de hi~
dratacidén de Mz*, aumenta cuando el radio de los iones de tran
gicidén disminuye monotdénicamente a lo largo de la serie del Mn
al Cu (28), de modo que la influencia estabilizante del cambio
de entropia en la reaccidn seguird también el of&en de Irving-
Williams. Esto no ocurrird si otros elementos que rompen la se
cuencia monotdnica del radio idnico son incluidos en el orden
de estabilidad de los elementos de transicidn.

Para una serie de complejos de los metales alcalino-—~
térreos, por ejemplo, con un ligando dado, el aumento de en-
tropia derivado de la pérdida parcial de hidratacidn en la for

macidn del complejo deberia ser proporcional a la entropia de

hidratacidn de los complejos, es decir, deberia seguir el or-



den Mg~ Ca »:r> Ba (1%). Los cambios de calor de estas reac-
ciones, A H, pueden ser, sin embargo, positivos o negativos(28),
por lo que la suma de los AH e AS es ahora la que controla
los valores individuales de las kM y, en consecuencia, el or-
den de estabilidades. Como se espera que el AS sige el orden
fijado de los potenciales idnicos de los cationes, los cambios
de calor han de ser la causa de los diferentes 4rdenes obser-
vados. En el caso concreto de los complejos con aniones de
dcidos fuertes, los calores de reaccidn deben disminuir cuan-
do el potencial idnico del catidn aumenta, es decir, la ener-
gia de interaccidn M-H,0 debe crecer tanto més en relacidn
con la M-L cuanto mds pequefio sea el catidn. (Tales ligandos
no forman tampoco complejos fuertes con los metales de tran-~
sicidn, debido a que el ealor de formacidn del enlace metal-
ligando es comparable y en muchos casos menor gque ; calor de
formacidn del enlace metal-agua). Pero, en virtud de la car-
ga negativa, habrd una neutralizacién parcial o total de la
carga positiva del catidn en la coordinacidn, de modo que la
ganancia en entropia compensard, en mayor ¢ menor medida, la
pérdida de energfa de interaccidn que tiene lugar cuando el
agua es reemplazada por tal ligando (18). As{ pues, en algu-~
nos casons la secuencia de estabilidad puede ser afectada por
las influencias opuestas de los términos calor de reaccidn y
entropia.

Nos referiremos ahora a las posibles peculiaridades
derivadas de la formacidén de uniones idn-idn:

M(HZO)n + I --> M(H2O)n L.



Si todos los cationes~estuvieran igualmente hidratados, la es
tabilidad esperada de tales uniones ién-idén seguirfia la misma
secuencia que la estabilidad ds los complejos M-L, debido a
que el tamafio de los iones hidratados seguirfa entonces el mis
mo orden del de los iones sin cubierta de hidratacién. Sin em
bargo, es muy probable que la hidratacidn de los cationes del
grupo II, disminuya a medida que su tamafio aumente, y as{ las
constantes de estabilidad determinadas experimentalmente po-

drdn referirse a diferentes grados de hidratacidn de los di-

ferentes cationes (17). Esta diferencia en la naturaleza de
los complejos podrfa llevar a un orden de estabilidades opues
to al orden de los potenciales idnicos, en cuanto que, p.e.,
el idn Ba sin cubierta de hidratacién es mds pequefio que el
idn Mg hidratado, Mg(H2O)§+; pero esto es sdlo otra expresidn
del hecho de que el ligando puede no ser capaz de desplazar
el agua de hidratacidén de los cationes més pequefios con tanta
facilidad como la de los grandes, y, si las estabilidades ex~
perimentales se refieren a la formacidn de uniones ién-ién,
M(H20)~L, de los cationes mas pequefios, sus complejos, M-L,
deben ser ain menos estables de lo que parece observarse.
(Tembién se ha mencionado el numero de moléculas de
agua de cristalizacién como una prueba evidente de la incapa-.
cidad del ligando para reemplazar el agua-alrededor del ca-
tién. En las sales de dcidos fuertes, tales como sulfatos, ni
tratos y haluros, las sales de Mg y Ca son invariablemente mé
hidratadas que las de Sr y Ba. En las sales de los dcidos dé-

biles, fluoruros, hidrdxidos, oxalatos y carbonatos, no se da



esta diferc.. ).

Fiic.wente, destacaremos (29) que la estabilidad de
los complejos en solucién homogénea resulta complicada, en el
sentido de que la formacién de cualquier complejo MLn de un
metal M y un ligando L debe tener lugar, paso por paso, a
través de los sucesivos estadios de

N +L:ML; ML + L _ ML,; .... ML, , + L __ ML
¥y como todas las especies ML, (siendo n el nimero médximo de
coordinacién) estdn en mutuo equilibrio, la descripcidn totel
de tales sistemas exige un conocimiento de n constantes de

equilibrio
(MLy)

(WL, _,7) (L)

donde L puede ser un ligando mono- o0 polidentato y se supo-

K =

ne, por otra parte, que la solucidn no contiene complejos po-
linucleares o complejos con ligandos de mds de un tipo (exel u-
yendo el agua).

Ademds, el proceso de formacidén de complejos se des-

crivbe, comc hemos visto, en dos etapas (17)

M(H,0), + T M(H0), T ML(Hy0)y + (n-m)H,0
idn-idn complejo
discutiéndose las constantes de estabilidad en términos de
reacciones globales, ain cuando, en algunos sistemas, las
constantes de estabilidad se refieran a diferentes estadios

de la reaccidn anterior.



132. Velocidad de sustitucidn de las moléculas de agua por

los 1ligandos,

Segin acabamos de indicar, la mayorfa de los meta-
les divalentes forman sus complejos en solucidén acuosa en dos
etapas. El ién metal hidratado M y el ligando L se difun-
den juntos rdpidamente para formar un complejo en la esfera

externa (30).

El paso limitante de la velocidad es asf la siguiente susti-

tucidn de una o mds moléculas de agua por el 1igando

kn
bé+ ——EA Léx
— M~ —O0H .L —M '—L 4 H20
/1 2 kg /|

en la que kﬁ es semejante para todos los complejos de un me-
tal dado (31).

Conviene indicar aqui que el estudio de las interac-
ciones de los iones metal con pequefias moléculas y con protef-
»ng presenta una complicacidn -a la que aludiremos posterior-
rente- y es le posible hidrdlisis de los iones metal, debida

a la tendencia de los protones a separarse de las moléculas

de agua coordinadas a los iones metal (20), esto es

o2+ 1 | }(z-1)+

(H2O)n_1 M ~0 . + H20 —-— (H20)n_1'M-OH + H30v

donde (no considerando las moléculas de agua) puede expresarse
el equilibric como |
kg, = (M-on(Z=DH) (uh)
(MZ+)




*stos valor+: e los pk son Utiles para demostrar la acidez

al
relativa de .oug iones hidratados, si bien son de poca utili-
dad para predecir el grado de hidrdlisis en funcidn del pH,
dado que muchos de los hidrdxidos metdlicos son insolubles.
Con todo, el valor de lcs pka1 prermite clagificar a los meta-
les en tres grupos (29):

El grupo 1 comprende aquellos metales con.pka gu-

.
perior a 11 (Ba, Sr, Ca y Mg, entre otros) para los que la
precipitacidn de los niaréxidos comienza a pH igual o superior
a 9. Por tanto, no serd preciso tener en cuenta la hidrélisis
de estos metales excepto a pH mds altos normalmente estudia--
dos en la quimica de las protefnas.

En el grupo 2 se incluyen aquellos metales cuyos io-
nes hidratados son precipitados como hidrdéxidos en el interva-
io de pH comprendido entre 6 y 9 (Mn, Co, Ni, Cd, Za, Cu, Pb,

Fe etc.). Los pka ogscilan entre 8 y 11. Los iones de este

1
grupo sdlo pueden ser estudiados, en la forma no hidroliz=ada.
dentro de un intervalo de pH muy restringido; a pH superior s
los indicados, segin el metal, debe tenerse en cuenta la hi-
drdlisis.

Con los metgles del grupo 3 (Be2+, Al3+, Fe3+

~etc.)
la hidrdlisis tiene lugar por debajo de pH 7 y los cationes
libres pueden ser estudiados solamente & muy bajo pH, donde
muchas proteinas son inestables. Es de observar que, de exis-

tir en los sistemas vivos, los metales de este grupo lo hacen

como hidrdéxidos o como complejos quelatos de muy alta estabili-



dad o en medios anormelmente dcidos.

Cuando los complejos contienen menos ligandos que el
ndmero de coordinacidn caracteristico, 2, las moléculas de
agua permanecen enlazadas al idn metal y se pueden hidrolizar
- para formar complejos mixtos.

Volviendo a la sustitucidn de las moléculas de agua
en la formacidn de complejos metal, en la siguiente figura,
BEigen et al. (11) han resumido las velocidades caracter{sticas
de dicha sustitucidn, poniendo de manifiesto este nuevo factor

determinante de la especificidad metal:
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Velocidades caracterf{sticas de sustitucién [56071]

Si las constantes de velocidad de sustitucién éon mayores que
107 99071, hay interferencia con el proceso de formacidn de

la unién ién-ién, pudiendo apreciarse incluso alguna especifi-
cidad de ligando cuando la sustitucién de las moléculas deagu
no es la limitante de la velocidad. Todos los alcalinos y algu

nos alecalino-térreos (p.e., Ca, Sr, Ba) pertenecen a esta ca-

tegorfa).



Para constnr =« de velocidad de sustitucidn del agua menores
que 107 gsec. , esta constante de velocidad es independiente
del ligando siempre que la sustitucidn sea mds répida que la
hidrdlisis. El paso limitante de la velocidad es, entonces,
curacteristico del idn metal solamente. (El Mg, la mayoria

de los metales de transicidn y algunos metales térreos per-
tenecen a esta categorfa). |
Si las velocidades de sustitucidn se hacen muy lentas, la hi-
drélisis tiene lugar nés deprisa que la disociacidn del agua.
Gencralmente, entonces, se observa egspecificidad de ligando.
Ejemplos de ello son el B82+, Al3+, Fe3+, y otros metales tri-
valentes fuertemente hidrolizantes.

Estas velocidades se refieren a la adicidn del pri-
mer ligando. La velocidad de adicidn de un segundo ligando
puede ser mds alta si estdn implicados grupos cargados (32).
Este efecto puede ser de importancia en la formacidén de com-

plejos ternarios entre enzima, metal y sustrato.

133. Velocidad de disociacidn del complejo.

Dado que las constantes de formacién del complejo en
la esfera exterior, Kyp, varian relativamente poco, la constan-
te de velocidad de formacidn total kp = Kip. ky es relativa-
mente independiente del ligando y, por tanto, la gran varia-
cidn en las constantes de estabilidad, Ky = kyp/kp, observada
en complejos del mismo metal con diferentes ligandos, puede

atribuirse fundamentalmente a la gran variacidén en la constan-



te de velocid:d de disociacidn, kg (31). Del mismo modo, de-
berd atribuirse a los diferentes valores de esta constante de
disociacién, el diferente comportamiento (en relacidén con la
especificidad) de algunos metales, cuyos complejos presentan
KS semejantes. De aqui puede deducirse la insuficiencia de
los datos de estabilidad para el estudio de la eficacia de
los iones metal en algunos sistemas enzimdticos.

Un caso particularmente interesante, a este respec-
to, lo constituye el diferente comportamiento del Ca y el Ng
en algunos enzimasg. Ocurre que, aunque los complejos de estos
metales tienen aproximadamente las mismas constantes de esta-

bilidad, la constante de formacidn para el Ca2+, pP.e., €8

,w’103 veces mayor que la del Mg2+

2+

y por consiguiente un com=-

se disociard 105 veces mds répidamente que el

correspondiente complejo de MgQ*, Si consideramos, p.e., On

. .ejc de Ca

mecanismo tal como
k

12 k k
B 4+ S T mMS 23> mp 3%s mM + P
-
Koq
kl
| 34 T
EMP “

en el que puede 0 no tener lugar una reorganizacién interna
de EMP a HMP’ antes de que el complejo se disocie, cuando tal
reorganizacién interna\"no" sea necesaria se formard el pro-
ducto mds rdpidamente con el metal Ca que con el Mg, y el Ca
serd un coenzima mds eficaz que el Mg. Si la reorganizacién
a EMP’ "es" necesaria, esto es, si la protefna debe cambiar

su conformacidn, ello serd solamente posible cuando el tiem-



po necesario para la reorganizacidn sea mds breve gque la vida
media del complejo. Eéta circunstancia no se cumple cuando el
metal es Ca, dado el valor de k34 (105-106 39071),.pero se ha
sugerido que pudiera darse cuando el metalles‘Mg ya que, en-—

tonces, la constante de velocidad de disociacidn para el com-
plejo ternaric viene a ser menor que 102-103 seCT1, siendo el
ndmero de intercambio para los enzimas frecuentemente de ese

orden.

134. Acidez del metal.

Por Ultimo, hemos de destacar que casi todos los
grupos coordinados, bioldgicamente importantes, presentan afi-
nidades relativamente fuertes por los protones (con excepcidén
del CO, 02, tioéteres), y asfi los iones metal deben competir
con los protones por los ligandos. Orgel (7) considera los

siguientes equilibrios para el enlace de un grupo 1igando

M O+ L T ML
—
gt 4+ 1 — wunt
—
de modo que
- [m1) =k,
[M] L]
y
[ L] = ik,
ALt

donde k= es la constante de disociacién 4cida de HL. De aquf
se sigue que

o) (8} = k,. X,

TN C(HLT



log. (ML) = log.k, + log.k. + log.[HL*] - 1og.[u*].
Cmy 1 e [

Asf{ la fraccidn de metal enlazado,ﬁﬂL}/EM], depende de ka y
del pH.

Los factores que tienden a enlazar un idn-metal a un
grupo dcido son, pues, similares a los implicados en el enla-
ce de un protdn. Schubert (1) sefiala que la fuerza dcida de
un grupo funcional es un parédmetro sumamente importante para
la determinacidn de la afinidad idn metal. Generalmente, la
fraccidn de un idn metal enlazado por un grupo cualquiera en
una molécula orgdnica aumenta con el pH, alcanza un méximo y
en ocasiones disminuye. La existencia de un médximo refleja la
presencia de una fraccidén mayor del anidn A~ en funcidn del
pH. Una subsiguiente disminucidén del idn enlazado, a pH mds
alto, es debida al aumento del grado de hidrdlisis del metal,
gque puede dar lugar a la precipitacidn de un hidrdéxido inso-
luble o a la formacidn de un anién. En el caso de estar pre-
sentes varios grupos funcionales o quelantes con diferentes
afinidades protdnicas, la variacién del idn metal enlazado en
funcidn del pH puede tener varios méximos o "mesetas', depen-
diendo las respectivas alturas de las afinidades intrinsecas
hacia el metal y el protén, respectivamente.

La competicidn entre los iones metal e hidrégeno de-
termina a menudo qué ligando enlazard preferentemente-con un
idn metal, a un pH dado (29). Los iones amonio e imidazol
constituyen un buen ejemplo de un par de ligandos con afini-

dad comparable para un idn metal, pero que difieren amplia-



mente en la zona de pH en que dejan de actuar por reaccidn
con los iones hidrégeno. En una solucidn de amonib, ajusta-
de a pH %, menos del 1% del ligando estd en la forma de NH3,
que es la que puede reaccionar con los iones metal; mientras
que aproximademente ls mitad del imidazol, en une solucidén
de pH 7, no estd combinado con un protén y, por tanto, queda
libre para reaccionar. De aquf que, a pesar de ser semejan-
tes los valores de las constantes de asociacidn, el imidazol
reaccione con los iones metal a pH 7 en mayor grado que lo
hace el amonio. En otras palabras, los iones hidrdgeno com-~
piten mucho mds eficazmente con los iones metal en el caso
del amonio que en el caso del imidazol. A pHs superiores a
11, ambos ligandos pueden combinarse plenamente con los iones
m. ® i, si bien a pH tan alto tiene lugar la hidrélisis.

Un caso semejante ée pregenta entre el imidazol y
un grupo guanidfnico de una protefna. AUn siendo superior la
constante de enlace de este dltimo, por un idn metal, sin em-
bargo, a pH 7, la concentracidn del idn guanidinico es tan pe-
quefia que no se verifica el enlace. Este tendrd lugar a pH 13,
donde el grupo guanidfnico estd disociado y es capaz de ejer-
cer una accién.complejante; sin embargo, a este pH la hidréli-
sis de la mayorfas de los metales es tal que la capacidad de en-
lace inherente al grupo guanidinico no puede manifestarse.

En algunos casogs, no obstante, la capacidad de enla-
ce puede ser tan grande que la formacidn de complejo tiene
lugar aunque la ionizacidn del grupo funcional sea extremada-

nente pequefia. Tal easo puede ser caracteristico de grupos

dotados de una gran especificidad.



14. Grupos de interaccidén con el idn-metal.

En la mayorfa de las interacciones biolégicas de los
metales, cuando se trata de acciones complejantes o quelantes,
los dtomos N, O, S o P actdan como donadores de electrones.
Dentro de la serie de grupos que pueden interaccionar para
formar anillos quelatos, Schubert (1) ha destacado los siguien-
tes grupos funcionales como importantes en las interacciones

metal que tienen lugar en biologfa:

~-COOH (carboxilo)

-OH (hidroxilo alcohélico y fendlico)
=0 (carbonilo)

-NH, (amino primario)

R\

_NH (amino gsecundario)

;>N"“ (amino terciario)

Ny (amino terciario cfeclico)
-SH (sulfhidrilo)

-S- (tioéter)

-S03H (sulfonato)

-PO,(0H) (fosfonato)

Ejemplos de estos grupos pueden encontrarse fundamentalmente
en las protefnas. Los mismos aminodcidos forman complejos con

une variedad de metales, por coordinacidn, a través de los

grupos carboxilo y amino R /;)
I
H—C—C
SN
HoN. -0
S A



Dentro de la molécula de protefna, sin embargo, el grupo R es
el de importancia primaria, puesto que la mayoria de los gru~
pos carboxilo y amino de los aminodcidos estdn ligados me-
diante enlaces peptidicos.

Klotz (33) sefiala como posibles ligandos en las pro-
tefnas, las giguientes cadenas laterales polares, R,

pK aproximado

0
il ,OH |
fosférico ~0-F 2.7
“OH
0
carboxilo —C§ 4
OH
H
—¢--N¥
imidazol \ /CH 6
HC-- N
H
—-amonio —NH§ 6 - 8
-amonio -NH3 10
fendlico ¢ __ -oH 10
sulfhidr{lico -SH 10
+ ,
o, R, NHp
guanidinico -N--C~ 12
\NH2
alcohélico —g-~q‘—OH 14
PAY .
amida -C < 14
NH2

que enlazarian los cationes metal con la ayuda de los dto-
mos, ya mencionados, localizados en la periferia de la molé-

cula proteica.



En la interaccidn de los iones metal con las protei-
nas deben tenerse en cuenta las siguientes propiedades gene-
rales (é9):

1. Los grupos de las cadenas laterales tales como carboxilo,
imidazol o sulfhidrilo tienen generalmente mayor importancia
en el enlace de iones metal que los grupos carboxilo y amino
terminales.

2. E1 ndmero de iones metal enlazados a un grupo dado depen-
de de la afinidad intrfnseca del grupo ligando por el ién me-
tal y del nimero de tales grupos en condiciones de reaccidn.
(Por este motivo debe seguirse un tratamiento estadfstico pa-
ra describir el equilibrio).

3. En una molécula proteica con mayor mimero de grupos ligan-
dos que iones metal, cada ién meital puede combinarse solamen-
te con un grupo ligando, dada la falta de libertad de los gru-
vos ligandos para moverse y rodear el idn metal en comparacidén
con los ligandos pequeilos.

4. La moldcula proteica encierra normalmente un considerable
numero de cargas positivas y negativas cuyo campo potencia’
neto favorece o impide el acercamiento del idn metal, por lo
que las constantes de afinidad aparentes son funcidn del nu-
mero de iones enlazados. .

5. En ciertas protefnas algunos grupos ligendos estédn orien-
tedos de modo que favorecen estéricamente la quelacidn de io-
nes metal particulares. Esta orientacidn puede corresponder a

una ordenacidn de la proteina, seleccionada entre una serie



de configuraciones posibles, o a unavasociacién determinada
de subunidades; esto es, puede egperarse que los efectos
ocuelato especificos estén fntimamente relacionados con la es-
-ructura y las transformaciones de estructuras de las protef-

as.

Entre los aminodcidos que constituyen los residuos
laterales de las protefnas, Gurd (29) seflala a la histidiha
y a la cisteina como los que mds fuertemente se combinan con
los iones metal, interviniendo también en este tipo de com-
vlejos la arginina, asparraguina y glutamina, tirosina, se-
rina y treonina, y metionina y cistina.
La histidina puede combinarse con un ién metal a
través de
a) un =2::111lc de 5 miembros en el que intervienen los grupos
carvoxilo y -~X-amino.
b) un anillo de 6 miembros con los grupos X -amino e imidazol.
¢) un anillo de 7 miembros con los grupos carboxilo e imidazol.
d) una estructura en la que intervengan los tres grupos dona-
dores. |
Ninguna de estas estructuras puede descartarse "a priori',
aunque la estructura c) probablemente sea despreciable salvo,
quizds, en condiciones relativamente dcidas, en las que el
grupo & -amino no esté libre para reaccionar; por otra parte,
el mayor tamafio del anillo supone una desventaje (6). La es-

tructura b) puede resultar favorecida por aquellos metales



que demuestren preferencia por los dtomos nitrdgeno.

Los grupos imidazol, por su parte, no parecen sitios
primarios de enlace (34). Parecen combinarse con muchos iones
metal, particularmente con los de la segunda serie de transi-
cidn.

En cuanto al nitrégeno de los grupos amino, si se
consideran las relaciones entre la basicidad hacia un protén
y la basicidad hacia un metal catidn, pueden sabarse conclu-
siones en cuanto a la tendencia de varios grupos amino alifd-
ticos o aromdticos para formar complejos (35). Sidgwick (3&)
ha sefialado que generalmente, como consecuencia de la susti-
tueidn de las aminas, la estabilidad de los complejos dismi-
nuye en el orden NH,> NH2R>NHR2>NR3. También indicé que la
piridina se comporta mds como una smins primaria que como una
¢.ina terciaria; lo mismo ocurre con el imidazol.

En su afinidad por £1 ién hidrdégeno, los grupos X -
amino difieren de los grupos imidazol en s8lo una o dos po-
tencias de 10, por 1o que es bastante probable que los iones
metal de la segunda serie de transicidn se combinen con estos
grupos a pH 7. Sin embargo, serfa dificil diferenciar con cer-
teza,entre los enlaces a los grupos X —amino e imidazol. Por
otra parte, debido a que muchos iones metal forman hidréxidos
insolubles a pHs superiores a 6 § 7, es diffcil interpretar
los estudios en la regién de pH donde cabria esperar un enla-
ce apreciable de los grupos & -amino. Ahora bien, estos gru-

pos poco eficaces como sitios simples son grupos importantes



de enlace si actlian formando parte de un sitio quelante.

Otros grupos que pueden contribuir con un dtomo de
nitrégeno, como atomo donador potencial, son el grupo guanidi-
no del residuo de arginina, y el grupo amido, bien la amida pri-
naria de los residuos de asparraguina y glutamina, bien el ni-
srdgeno de la amida secundaria del enlace pepf{dico. (Del com-
portamiento del dtomo de nitrdgeno en el enlace peptfdico poco
se sabe, aunque parece ser que la tendencia de este nitrdgeno
a asoclarse con cationes metal es pequefia).

Los grupos amido son, asfmismo, contribuidores poten-
ciales de oxfgeno, como 4tomo donador.

Entre los grupos que pueden contribuir con oxfgeno co-
ro dtomo donador, el mds importante puede ser el grupo fenolato
de un residuo de tirosina., Los dtomos de oxfgeno de grupos hi-
droxilo alifdtico provienen fundamentalmente de residuos de se-
rina y treonina. Estos grupos hidroxilo, fendlicos y aliféticos,
tienen una gran tendencia a la coordinacidn, especialmente en
solucién alcalina. Generalmente sdlo uno de los pares solita=-
rios de electrones en el oxfgeno interviene en enlaces coordi-
nados. Metales como el Mn, Fe y Co generalmente forman enlaces
mds fuertes con el oxfgeno que con el nitrdgeno (36); lo con-
traric suele ocurrir con el Ni, Cd, Zn y Cu, entre otros. En-
tre los metales alcalino térreos, el oxigeno en grupos hidroxi-
lo alifdtico o en éteres se combinard preferentemente con los
metales mds pesados tales como el Baj el oxfgeno fendlico, méds

Y S . . .
idnico y muy basico, prefiere, gsin embargo, formar complejos



con el Mg (6). Williams ha destacado la particular afinidad de
logs fenoles por el Cu.

La cistefna se combina con los iones metal mds fdcil-
mente que ningin otro aminodcido. La fdcil oxidacidn de la cis-
tefna a cistina complica, sin embargo, el estudio de estos com
plejos metdlicos. Los grupos sulfhidrilo presentan, ciertamen-—
te, altas afinidades por los metales (34); los grupos sulfhi-
drilo ionizados enlazan con ellos mds fuertemente, pero inclu-
so el S de los enlaces ticéter o'disulfuro conserva una cierta
tendencia a enlazar catidnes metal. Pocos datos cuantitativos
se poseen acerca de la tendencia a la coordinacién de los men-
ciongdos grupos; no obsfante, parece que aquellos cationes me-
tal que forman sulfuros insolubles pueden enlazar también dto~
mos S en los compuestos orgénicos y que tales complejos son
particularmente estables (6,33). Sobre esta base, Klotz (33)
ha distribuido algunos iones metal en el siguiente orden decre-
ciente, teniendo en cuenta su afinidad por el ién sulfuros Pb>
Cd> Zn> Ca> Mg. Cuando un compuesto sulfhidrilico forma un
complejo metdlico, es el &tomo de azufre negativo el que debe-
rie ser considerado como donador; el idn metal compite con el

hidrdgeno

R-sH + 2F — ge(2-D* 4 gt
S
Por su parte, los residuos de metionina y cistina contribuyen
a esta formacidn de quelatos con los grupos azufre tio&ter y

disulfuro, respectivamente.



Salvo para los grupos guanidfnico, hidroxil alifdti-
co y amida, existen, en realidad, pruebas evidentes de que ca-
da una de las citadas cadenas laterales interviene en la for-
macién de complejos con algunos metales (33)., La exclusidn de
los tres grupos mendionados pone de relieve uno de los mds im-
portantes fuctores en la formacidn de estos complejos: la com-—
peticidn con los iones hidrdégeno. La forma disociada de cada
uno de estos grupos es una base tan fuerte que los protones
no pueden ser desplazados de la forma dcida por los iones me-
tal excepto, quizds, en soluciones de muy alto pH.

Aunque en realidad no se ha hecho una minuciosa com~-
paracidn cuantitativa de las afinidades de una protefna por
"una serie de metales, Klotz (33) sugliere que pueden tenerse
en cuenta ciertas conclusiones generales: asf, en una cierta
medida, las proteinas se comportan hacia los metales de tran-
sicidn de una manera no especifica, en la que un gran nimero
‘e cadenas laterales actdan como si fueran independientes en
.2 macromolécula. El orden de afinidad es paralelo al observa-
2 para muchos sistemas simples de complejos metdlicos con pe-
cueiias moléculas, incluyendo aminodcidos (37,38,39).

Los metales alcalino térreos siguen al grupo de tran-
sicién en su afinidad por las proteinas. Estas interacciones
implican fundamentalmente simples iones fosfato (40), asi co-
mo cadenas laterales carboxilicas.

Numerosos estndios realizados con iones alcalinos no

han suministrado pruebas de su combinacidn con protef{nas, ex-



cepto, probablemente, a pHs muy altos. Es de interés hacer
notar que estos iones no forman prédcticamente complejos con
pequefios iones o moléculas orgdnicas o inorgdnicas. Por otra
parte, el Na y el K son inmovilizados por muchos electrolitos
poliméricos aniénicos, naturales o sintéticos (41). Parece po-
sible, por tanto, que en las condiciones en las que la pro-
tefna adquiera grandes cargas negativas, éstas sean capaces
de enlazar iones metal alcalinos. De aqui puede deducirse que
los iones metal alcalinos puedaﬁ influir profundamente en la
forma y el tamafio de las~proteinas altamente anidnicas. Pro-
bablemente a través de un mefanismo de este tipo estos peque-
108 iones serdn capaces de influir en la funcidn bioldgica de
ciertas proteinas.

Finalmente, es de advertir que serd necesario estu-
diar mucho mds detenidamente las diferencias especificas en-
tre proteinas en sus interacciones con cationes, ya que la
mayoria de los estudios cuantitativos de enlaces de cationes
han essrdo referidos a las sero albiminas, caracterizadas es-
pecialmente por su estabilidad y su mayor resistencia a los
cambios irreversibles originados por la adicidn (42) o sepa-
racidn (43) de los iones hidrdgeno, en compafacién con muchas

otras proteinas.



141. Factores gque definen la especificidad de las protefnas

en relacidn con los metales.

Williams (44) sugirid que, dada la existencia de un
exceso de moléculas ligando sobre las concentraciones del me-
tal, & un determinado pH ciertos iones metal aparecerian en
muy pocos tipos de complejos. En los sistemas bioldgicos se
han encontrado solamente cuatro tipos importantes de‘quela—

cidn (45):

1) nitrdgeno alifdtico solamente

2) nitrdgeno alifdtico y nitrdégeno carbox{lico

3) 4dtomos de oxigeno solamente: carboxilo, carbonilo e hidro-
xilo

4) nitrégeno aromdtico en derivados piridinicos

(E1 cul* aparecerd fundamentalmente en enlaces del tipo 1; el

0024 .24 2+ 24 2+

, NiT y Mn“™ en el tipo 2; el Mg=" y Ca“" competirdn por

2+

el tipo 3, y el Fe“™ serd hallado en el tipo 4).

La siguiente tabla (7) trate de suministrar alguna
informacidn acerca de la distribucién de iones metal en solu-
ciones que contienen protefnas y moléculas de sustrato, as{
como de ilustrar algunos de los factores que pueden determi-
nar la distribucidn diferencial de los ioneé metal, partien-
do de la especificidad de absorcidn de los cationes por las
proteinas y de la especificidad de la ulterior combinacidn

con el sustrato:
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Schwarzenbach (6), por su parte, destaca la impor-
tencia de los siguientes puntos en relacidn con la especifici-
dcd de las reacciones proteicas con respecto a los iones metal:
1) Requisitos espaciales.

Los &tomos de nitrégeno, oxfigeno y azufre de la molé-
cula proteica tienen una configuracién cuya ordenacidn estéri-
ca puede encajar bien en la esfera de coordinacidn de un deter-
minado catidn metal. Una ordenacidn rfgida de ligandos es con-
veniente en cuanto que puede ir acompafiada de una marcada es~
pzcificidad para un catidn metal especifico. Incluso dtomos
que normalmente son complejantes débiles pueden ser de impor-
tancia en tales ordenaciones.

2) Naturaleza de los dtomos ligandos.

No sélo las ordenaciones estéricas sino también la
naturaleza de los dtomos ligandos influird sobre la especifi-
cilad de los grupos de enlace. Asf, existe una preferencia del
nitrégeno aminico bdsico por el Cu y el Ni. Por otra parte, el
dxfgeno carboxflico enlazard un mayor ndmero de metales, in-
cluidos los alcalino térreos, y el azufre sulfhidrflico prefe-
rird todos los pesados que forman sulfuros insolubles.

Es importante destacar que la naturaleza de un dtomo
ligando -por ejemplo, el N o el O- puede cambiar de acuerdo
con el modo de estar acoplado a la parte orgdnica de la molé-
cula. Los hidrdxidos alifdticos o el oxfgeno éter preferirdn
corplejar los metales alcalino térreos pesados; el oxigeno del
idr fenolato preferird complejar el magnesio.

3) Efecto de los cationes metal coordinados sobre los procesos



enzimdticos.

Los cationes metal han sido designados como dcidos
de Lewis y comparados en su actividad con los protones. La
catdlisis por cationes metal viene a ser asf{ una clase de ca-
tdlisis dcida. Pero, segin Schwarzenbach, un catidn metdlico
puede tener también el efecto de una base. Sabido es que en el
caso de la catdlisis por bases, el catalizador priva al sustra-
to de un protdén para iniciar la cadena de reaccidn, lo que
ocurre a menudo durante el enlace de un catién metdlico. El
idn hidrégeno es desplazado por el catidn metal, y el enlace
X-H es convertido en el enlace de coordinacidn X-M. (X desig-
na un atomo del sustrato que sirve como ligando al metal). Sin
embargo, la propiedad electrofilica de la mayoria de los ca-
tiones metal es significativamente mds pequefla que la del pro-
tén, esto es, el enlace X-M es idnico, mientras que el X-H es,
en gran medida, no polar. El dtomo X en X-M estéd, por tanto,
en un estado similar al X~ idnico, especialmente si el metal
asociado, M, es sblo ligeramente electrofilico y no presenta
mucha tendencia a la formacién de complejos (por ejemplo, los
iones de los metales alcalino térreos o el Mn). La asociacidn
del catidn metai influird entonces en las siguientes reaccio-
nes del sustrato,cuyo efecto serd similar al de privar al sus-
trato de un protén por una base tal como OH™ o NH;. E1 hecho
de que el Mg y el Mn, que tienen propiedades electrofilicas
muy débiles, jueguen un importante papel como catalizadores
en las reacciones enzimdticas demuestra que puede correspon-

der al metal la funcidn de separar un protdn.



142, Interacciones metal-proteina y estado del enzima.

A la luz de las propiedades de los complejos metal-
proteina ya descritos, es interesante considerar algunas gde
las formas a travéds de las cuales pueden influir tales inter-
acciones er la actividad enzimdtica. Estas formas han sido
agrupadas por Klotz (33) en tres categorfas, teniendo en cuen-
ta el componente al que se atribuye el mayor efecto:

A) efecto primario sobre las propiedades del metal;
B) efecto primario sobre las caracteristicas de la protefna
enzimdticas

C) participacidn conjunta del metal y la proteina.

Efecto sobre el metal Efecto sobre la prot. Efectos cooperativw:

1. Solubilizacidn 1.Alteracién de la 1.Puente quelato
2. Estabilizacidén carga. 2.Estabilizacién
del estado de a.Afecta al enlace del complejo

valencia. del sustrato. activado.

b.Modifica el pH
de ionizacién de
los sitios activos.
C.2EFE2
2.Cambio de configuracién
3.S8eparacidn de inhibidor
A) Efectos sobre el metal: Ejemplos de este primer grupo se en-
cuentran en gran medida entre los metaloenzimas.
B) Efectos sobre la protefna: Cuando un metal se combina con
una molécula de proteina, es obvio que la carga neta del
complejo difiere de la carga caracteristica de la proteina

en su estado inicial. Esta modificacién de la carga puede

influir directamente en la afinidad del enzima por el sus-



trato sobre una base puramente electrostdtica. El efecto elec-~
trostdtico puede operar también de una manera indirecta (cur-
vis pH vs. actividad, eqqilibrio monémero-dfmero, etc.). Un
metal puede también afectar a la configuracidn de la protefina
por otras razones que la modificacidédn de la carge; como ya se
ha indicado, una variedad de metales forma mercédptidos con los
grupos sulfhidrilo de las proteinas. Como es de esperar, habrd
inhibicidn si los grupos tiol estédn implicados directamente en
la accidn enzimdtica o si participan en el mantenimiento de
une determinada configuracién de la molécula proteica. Final-
mente, se incluye en el esquema anterior otro mecanismo indi-
recto por medio del cual un metal puede activar un enzima, es-
to es, la separacidén de un inhibidor.

Efectos cooperativos: Una de las funciones de los metales es
la de actuar como puentes en la formacidn de complejos entre
128 protefnas y pequefias moléculas. A este respecto ha llama-
¢z la atencidn una serie de hechos (3,46) relacionados con la
formacidn de quelatos en las reacciones enzimdticas activadas
por metal: 1) Los activadores mds comunes son el Mn y el Mg,
que presentan la més baja capacidad ‘quelante (39); 2) los
productos de reaccidn son, por lo general, agentes quelantes
mds fuertes que los reactivos iniciales (47); y 3) la forma-
cidn de un quelato estabiliza el estado inicial del complejo
sustrato-metal-enzima, cuando serfa mds satisfactorio un me-
canismo que estabilizara un estado activado.

Klotz (33) destaca que las observaciones basadas en



" expuriencia sobre la formacidn de puentes han puesto de ma-
:.1fiesto que los metales con mayor capacidad quelante no fun-
cionan necesariamente de un modo mds eficaz como puentes pa-
ra la proteina. Su fuerte capacidad complejante favorece las
reacciones de tipo competitivo. Por el contrario, metales con-
giderados entre los méds débiles coordinadores, taf;s como el
Mg y el lin, son activadores corrientes. Parece ser que estos
metales tienen todavia enlaces de coordinacién libres y, co-
mo consecuencia de ello, se encuentran en condiciones que les
permiten estabilizar estados estacionarios.

Un modelo sugerido para varios de los sistemas de en-
zimas con idn metal disociable, representa al metal como puen—
te o enlace (48,49) entre el enzima y el sustrato. El enzima
y el sustrato o coenzima son generalmente ligandos multiden-
tatos, y el intermediario EMS es representado como un com-

plejo doblemente quelato

OH2
: )
h

(En la mayorfa de los casos, los grupos esenciales paras la
reaccidn no ocupan el total de las posiciones de coordinacidén
exisfentes alrededor del metal, siendo entonces ocupadas las
restantes posiciones por moléculas de agua "no-esenciales",

o aniones del medio (31)).



15 o Naturaleza de los enlaces.

anlquier discusién acerca del papel de los dtomos
metal, ya sea de importancia bioldgice o no, lleve inmediatz-
mente a la necesidad de valorar la naturaleza del enlace entre
el dtomo metal y los grupos unidos (ligandos), naturaleza que,
por su parte, estd en estrecha conexidn con el niémero de coor-
dinacidn y la estereoquimica. Es, pues, fundamental el conoci-~
miento de todos estos aspectos, asf como el de su rglacién con
otras propiedades, en la interpretacidn de la estructura Ly
reactividad de los complejos metal,

Craig y Nyholm (50) han basado la discusidn de estos
enlaces metal-ligando en las propiedades atémicas fundamenta-
les de las configuraciones electrénicas de los metales, en la
naturaleza de los orbitales implicados, en sus potenciales de
ionizacidn y en sus posibilidades de "solapamiento", resumien-
do en el siguiente esquema los tipos de enlaces encontrados
en los compuestos complejos.

En general, dos son los tipos de enlaces considera-
dos en las reacciones de iones metal con moléculas orgdnicas:
idnico y covalente (3,50,51). El enlace "ién-idn", que resul-~
ta de la atraccidn electrostdtica entre dos iones con cargas
opuestas, se manifiesta normalmente en la estructura de cris-
tal, si bien podrfa concebirse en ciertos complejos enzimdti-
cos cuya ordenacidn fisica depende de la presencie de ciertos
iones. Un segundo tipo de enlace electrostdtico, mds generali-

zado, es el enlace "idn-dipolo" (27), que resulta de la atrac-
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cidn electrostdtica entre el i1én metal cargado positivamente
y una molécula dipolar, permenente o inducida. Se conocen mu-
chos complejos ién-dipolo que implican iones metal, desde
simples complejos del tipo Me(H20)§+ 0 Me(H20)2+ a formes
muy complejas como la del Fe en la hemoglobina. La capacidad
de los iones metélicos para formar tales complejos idnicos
aumenta, por lo general, con el llamado potencial idnico.

E1l enlace covalente procede de un "solapamiento" de
los orbitales atdmicos del dtomo central (M) y los dtomos li-
gandos (L), subdividiéndose en tres clases. Si el "solapamien-~
to" tiene lugar en ia linea de los centros, se forma un enlace
de tipo " ¢ ", en el que la densidad electrdnica es mayor a
1o largo del eje internuclear verificdndose el '"solapamiento!
en nuchos casos entre el prbital de un par solitario del li-
gando v un orbital hfibrido, dsp, del metal. Resulta asfi que,
dado un idn metal MR+ y un ligando L con uno o més pares soli-
tarios utilizables en la formacidén del enlace, la atraccidn
del metal por los pares solitarios da lugar a varios tipos de
enlace ( con mds o menos participacidn del enlace idnico o
del covalente. (El enlace iéniéo, en realidad, puede ser con-
siderado como un casc extremo, altamente polar, del tipo ¢ ).
Pero, si la formacidén del enlace es el resultado de "solapa-
mientos" laterazles (orbitales del tipo 97 ), se forma un enla-
ce "; ", Ambos, a su vez, serén "ordinarios" o "dativos", se-
gin que los electrones procedan de ambos dtomos o de uno sdlc.
Tambidn es de considerar el enlace que implica el “"solapamien-

to" de un orbital vacante G del dtomo metal con un orbital T



lleno, del ligando. (Este tipo de enlace es probablemente més
frecuente de lo que se supone, esgspecialmente en enlaces del
tipo metal-carboxilo).

Por su parte, los enlaces T "dativos" pueden ser de
dos tipos. Un primer tipo cuando los ligandos tienen pares de
electrones solitarios utilizables, en cuyo caso enlazardn con
metales que tengan orbitales vacantes (los elementos de tran-
sicidn forman enlaces con tales ligandos), ¥y un segundo tipo
aue implica la donacién de un par de electrones por el dtomo
metal al ligando, lo gque requiere un orbital vacio "d" o "p"
del mismo. (La formacidn de enlaces dp~> pm 0 dp=>» dn Te-
quiere el uso de orbitales 4 del metal adecuadamente llenos.
Estos orbitales "d'" pueden dividirse en 2 tipos: primeramente
los llamados "dg" (dxy’ dxz’~dyz) en los planos de los ejes
XY, X2, Y2, entre las direcciones de los ligandos, y en se-
gundo lugar los "dX" (dx2’ dx2_y2) a lo largo del eje 2 en un
caso y del eje X e Y en el otro., Los 4 son los utilizados
en la formacidén de los enlaces &,-»p, 0 dp->dqy en los comple-
jos octaddricos).

En el caso de que sean los ligandos quienes tengan
pares de electrones solitarios utilizables, los metales pue-~
den ser divididos, a su vez, segin que la cubierta ae valen-
cia que se llena por los electrones del ligando sea un orbi-
tal "p", "d" o "f". Los "p" pueden, por su parte, subdividir—
se segin que haya o no un orbital "d" vacfo utilizable en la
misma cubierta de valencia que los electrones "p'"; la dife-

rencia entre ambos casos estriba en que mientras en el segun-



do no se pnede sobrepasar el numero de coordinacidén de 4, uti=
lizando en cambio los orbitales "d" puede alcanzarse un nime-
ro de coordinacién de 6. Los "d" (metales de transicidn) pue-
den presentar también dos tiposAde complejos metdlicoe, segin
que para la formacién del enlace utilicen orbitales "internos"
(3d) o "externos" (4s y 4p & 4s, 4p y 44).

Se considera fundamentalmente al nimero de coordina-
cidn como un reflejo del principio de electroneutralidad (ba-
c:.¢o en la tendencia a la neutralided eléctrica de la carga
tutel), y por tanto dicho principio resulte muy Util para in-
dicar ¢l nimero y naturaleza de los enlaces entre el metal y
los ligandos. Sabido es que los iones pueden ser termodindmi-
cumente estables en presencia de electrones ionizables de los

candos vecinos, bien por captacidn total de los electrones
del ligando (oxidacidn) o bien por polarizacidn de un mayor o
menor nimero de ligandos segin su polarizabilidad, con la con-
siguiente mayor o menor adquisicidén de carga negativa de cada
uno de ellos.

Craig y Nyholm (50) sefialan los siguientes factores
como determinantes del nimero de coordinacidn:

a) ndmero de oxidacidn del &tomo metal,

b) electronegatividad o carga efectiva nuclear del gtomo metal

¢) naturaleza de los orbitales de enlace utilizables,

resumiendo, 2l mismo tiempo, en las siguientes generalizacio-

nes los nidmeros de coordinacidn preferidos por un metal:

1) Los nuimeros de coordinacién mds altos van generalmente aso-
ciados a los complejos catidnicos, y los mas bajos a los

I S
anionicogs.



2)

3)

4)

Los nvmeros de coordinacidn mds altos deriven de los mayo-
res numeros de oxidacidn.

Los numeros de coordinacidn disminuyen al aumentar la pola-
rizabilidad del ligando.

Los niimeros de coordinacidn disminuyen al aumentar el poder
de polarizacidén del dtomo metel, variando entre 4, para

los <lementos del primer perfodo, 6, para el perfodo segun-
do, y 8, en los Ultimos perlodos. Hasta hace poco no se ha-
bfan reconocido nidmeros de coordinacidn superiores a 6 en |
el primer verfodo largo.(Probablemente sea interesante des-
tacar que todos ellos proceden de quelatos o ligandos de
campo débil). El nimero limite de 4 para el primer periodo
se puede explicar desde el punto de vista del tamafio del
idén metal (solamente 4 pares de electrones de enlace pueden
aproximarse a estos elementos sin repulsiones interelectré-

nicas entre los pares de enlace o ) o teniendo en cuenta

los orbitales utilizables (los 4 orbitales 2s 2p3 de estos

elementos forman un tetraedro).

A este respecto, es interesante sefialar la relacidn

entre la tendencia a formar enlaces covalentes y la tendencia

a formar orbitales de enlace hibridos (29). Son varias las po-

sibilidades de que un idn metal forme tales enlaces hibridos

equivalentes, segin las diferentes categorfas de orbital que

se combinen; asi la hibridacidn de un orbital s y 3 orbitales

p da 4 enlaces sp3 de la misma naturaleza. Para nuestros fines,

el aspecto més importante de la hibridacidén de enlaces es la

dependencia de lz2 estabilidad del enlace del éngulo que forma.



J.e., los 4 enlaces sp3

equivalentes se dirigen a los vérti-
;28 de un tetraecdro formando dngulos de 109,47 ©, También un
orbital s, dogs p y wno d dan lugar a 4 enlaces equivalentes
(dspz), algo mds fuertes que los enlaces sp3,y,dirigidos a los
virtices de un cuadrado formando dngulos de 90 © en un mismo
plano. Ctra hibridacidn comdn en los enlaces de los metales
implica dos orbitales 4, uno s y tres p; los 6 enlaces asi
formados (d2sp3) se dirigen a los vértices de un octaedro.

En consecuencia y segin hemos visto, de acuerdo con
el tipo de hibridacién de enlaces al que un metal estd predis-
puesto el idn metal tenderd a combinarse con un nimero méximo
de simples ligandos. Algunos iones son también capaces de ex-
»2rimentar un cambio de una forma a otra, dando lugar a dife-~
rentes complejos en los que parte de los ligandos estdn unidos
més fuertemente que otros. Bjerrum (35) definié asf{ el término
"nimero de coordinacidn caracteristico", Z, como el nimero de
los primeros ligandos enlazados mds firme y uniformemente.

Finalmente y en relacidn con la estereoquimica de la
molécula, los electrones en la cubierta de valencia pueden ser
clasificados en 4 tipos (51): a) "Electrones enlazantes" que
forman enlaces T . b) "Electrones no-enlazantes" (pares soli-
tarios) que pueden ser considerados como hibridizados con los
anteriores. c¢) "Electrones enlazantes'" que forman enlaces T .
d) "Electrones no-enlazantes" que no estdn hibridizados con los
de a) pero que pueden afectar indirectamente a la estereoquimica

En la siguiente Tabla se recoge una serie de caracte-

risticas de los iones metal, de acuerdo con los aspectos ante-
riormente considerados (50):
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2. METALOENZINMAS







2. METALOENZIAS: nomenclatura y clasificacidn.

Puede considerarse que el vocablo metaloenzima en-
cierra una definicidn puramente operacional, en el sentido de
Bridgman (52). Esta definicidn agrupa a aquellos enzimas aso-
ciados con metales que pueden ser objeto de ciertos estudios
experimentales comunes, sin presuponer diferencias en cuanto a
la funcidn, composicién 0 estructura, entre los verdaderos me-
taloenzimas y el grupo de los llamados complejos metal-enzimas,

Dado el cardcter polar de las cadenas laterales de
las protefnas, es 1ldgico que los iones metales produzcan efec-
tos destacados sobre la actividad catalitica de las mismas.

Sin embargo, sus interacciones pueden oscilar desde efectos de

débil fuerza idnica (formando complejos metalo-proteinas, que

incrementan la estabilidad del enzima) hasta asociaciones al-
tamente especificas, en las que el idn metal participa de un
modo escncial en el mecanismo de catdlisis. Esta diferente

fuerza de unidn entre el metal y el enzima es la base de la di-

visidn operacional que origina los dos grupos de metaloenzimas

aludidos, cuyas caracteristicas expondremos brevemente:

(A) Enzimas con los metales enlazados fuertemente, gque no re-
quieren la adicidn de iones metales al medio dg ensayo, no
influyendo, por otra parte, dicha adicidn en la actividad
salvo posibles inhibiciones o activaciones no-especificas).

(B) EBnzimas con los iones metal disociables, siendo la activi-
dad funcidn explicita de la concentracidn de iones metal
libres en solucidn.

Los enzimas que pertenecen al primer grupo pueden ais-



larse con el metal totalmente ligado a la protefna, y un crite-
rio riguroso pare definir la funcidn metaloenzima se obtiene
observaﬁdo el contenido del metal en relacidn con la actividad

Yy pureza de la proteina, en los sucesivos pasos del proceso de
preparacidn. En los enzimas del segundo grupo, por otra parte,
el metal se disocia mds fdcilmente; esto lleva a una pérdida

de actividad, y la significacidn bioldgica de los metales se de-
duce tradiéionalmente, en estos casos, de las medidas de la ac-
tivacidn catalf{tica por los iones metal, o de su inhibicién por
agentes secuestradores de los mismos.

Es de notar que esta terminologfa de Malmstrdm y Ro-
senberg (49) difiere de la de Vallee (53), quien no inéluye el
segundo grupo entre los metaloenzimas. La posicidn de Vallee
vresupone diferencias en el papel del metal en los dos grupos,
diferencias que tal vez existan pero que no deberdn ser discu-
tidas hasta que se tenga un conocimiento mds exacto del meca-
nismo de accidn de los metales (54).

Las revisiones realizadas en los Ultimos afios sobre
las diferentes funciones de los metales en la catdlisis enzi-
mdtica (3,11,49,53,55,60) se refieren fundamentalmente & los
enzimas qué contienen el metal enlazado fuertemente, ya que los
datos experimentales de este grupo se consideran méds definiti-
vos. Es més escasa la informacidn sobre'los enzimas con idn-
metal disociable; la falta de datos obtenidos en condiciones
rigurosamente controladas dificulta esa informécién.

No obstante, los progresos realizados en la purifica-
cidn de protelna en el estudio de sus complejos con metales,
y en la 01netlca de los enzimas han influido sobre este campo

de investigacidn, inicidndose una nueva revisidn de los prime-
ros trabajos a la luz de los criterios védlidos en el presente.



21. Enzimas con idn-metal disociable.

Habitualmente se denomina a estos enzimas '“enzimas
activados por idn metal", aunque este término se preste a con-
fusiones. El idn metal, en estos casos, no debe ser considera-
do como un activador sino como un coenzima, de acuerdo con la
définicién original de coenzima dada por Duclaux: "una sustan-
2ia dializable necesaria para la actividad del enzima'.

| Como ha sefialado Malmstrom y Rosenberg (49), un en-
zima no podrd ser clasificado entré los activados por idn me-
a tan sdlo pvorque su actividad aumcnte con la adicidn de io-
.es metal al medio de ensayo. Este criterio es necesario pero
20 suficiente, ya que, como antes hemos apuntado, el idn metal
vede influir en la velocidad de la reaccidn sin jugar un pa-

37 esencial en el mecanismo de la mismaj; en general, debe
S acerce un estudio completo de la cindtica de la reaccién y
de la estabilidad de los complejos postulados, para poder de-
mostrar que los efectds representan activaciones verdaderas.

De los diversos tipos de activaciones no-especifi-
cas, la fuerza idnica o los efectos electrostdticos son, por
lo general, fédciles de excluir, dado que siguen leyes cinéti-
cas diferentes de las que rigen las verdaderas activaciones.
Sin embargo, hay otros efectos que se prestan mds fdcilmente
a confusidn, a saber: la separacidn de un inhibidor y la es-
tabilizacidn de la proteina, en soluciones diluidas, por los
iones metal, inconvenientes que pueden evitarge utilizando

concentraciones elevadas de enzimas purificados, siempre que



las técnicas rdpidas requeridas‘por dicho motivo sean asequi-
bles.

Malmstrom y Rosenberg (49) han subrayado tambien que
en el estudio de ios enzimas activados por idn metal no se exige
aue la velocidad de la reaccidn sea igual a cero en ausencia
del metal. De hecho, muchas reacciones bioquimicas tienen lugar
2 velocidades medibles adn en ausencia de catalizadores; la mi-
sidn de un enzima, después de todo, no es iniciar la reaccidn
sino actuar sobre el mecanismo de la misma. En consecuencia,
la actividad residual en ausencia de metal no impide a un en-
zima ser un metaloenzima. Ahore bien, si en algunos casos la
activided de esta clase de enzimas no desaparece necesariasmen-
te con la separacidn completa del idn metal, debe, sin embar-
-0, ser posible en la mayoria de los casos obtener una activi-

@ izual a cero o menor que la sensibilidad del método de me-
¢ do. (Esto no implica contradiceidn con la definicidn de cata-
lizador, ya aque la mayorfa de las reacciones bioquimicas ter-
modi:dmicamente posibles son, por razones de cinética, extre-
mademente lentas en ausencia de catalizador).

La discusidn precedente indica la gran precaucidén
que debe observarse antes de definir a una proteina dada como
un enzima activado por idn metal. S8lo cuando se cumpla una
serie de criterios rigﬁrosos puede atribuirse a un idn metal
la funcidén de coenzima. Sin embargo, en los casos en que la
velocidad de reaccidén aumenta considerablemente con la adicidn
de idn metal, es una hipdtesis de trabajo razon:ible suponer

oue el idn metal actda como coenzima, aun cuando la discusidn



final deba supeditarse a una investigacién més completa del

tipo indicado (49). .

Dentro del grupo de enzimas con idén-metal disocia-
ble o activados por idén metal y para un estudio de especifici-
dad de metales e interpretacidn de la probable participacidén
de los mismos en el mecanismo de accidn enzimética, hemos se-
leccionado a la 2-oxodcido carboxi-liasa o pirdvico descarbo-
xilasa (PDC), que ya habia sido objeto de previas investiga-
ciones en este Departamento. Su interés, por otra parte, es
obvio, dado que actda sobre el dcido pirdvico, metabolito fun-
damental de los glicidos y centro de concurrencia de estos
orincipios inmediatos, con los lipidos y prdtidos, en las

e

reacciones anabdlicas y catabdlicas.



211. PIRUVICO DESCARBOXILASA: generalidades.

La pirdvico descarboxilasa fue descubierta en 1910.
Neubauer y Fromherz(61) observaron que la levadura podfa con-
vertir el dc. p-hidroxifenilpiridvico en p-hidroxifeniletanol,
indicando que, de andloga manera, a partir del &c. pirdvico
se formaria etznol y que el primer paso de dicha conversidn
serfa la descarboxilacidn del &c. pirdvico a acetaldehido y
002. Simulténeamehte Neuberg et al. (62-66) iniciaron una se-—
rie de estudios en torno a la accidn de la levadura sobre dis-
tintos compuestos orgénicos, y observaron gue muchas sustan-
cias oue no podfan ser clasificadas como hidratas de carbono
eran, no obstante, utilizadas por la levadura con produccidn
de anhidrido carbdnico. En vista de estos resultados, Neuberg
y Karczag (67) prosiguieron las experiencias en este sentido
y en 1911 publicaron un trabajo titulado "Carboxilase, ein
neues Enzyme der Hefe", en el que indicaban que el &dc. pirﬁ—
vico es transformado por la levadura en acetaldehido y COo

CH3 -CO -COOH =---» CH3 -CHO + CO,

y denominaron "carboxilasa' al enzima responsable de esta
reaccidn.

Los términos de la ecuacion fueron comprobados por
Krebs y Roughton (68), quienes estudiaron la cindtica de la
descarboxilasa en ausencia y en presencia de'la anhidrasa car-—
bénica, y llegaron a la conclusidén de que el CO, es el produc-
to primario de la descarboxilacidn enzimdtica del piruvato, y

no el HCO§ ni el CO3H2,como sugirieran Conway y MacDonall(69).



En 1932 Auhagen (70-72) encontrd que la descarboxi-
lasa requiere, para ser activa, dos factores: un metal, Mg,
Yy un compuesto termostable de naturaleza organica, al que de-
nomind "codescarboxilasa", y cuya estructura de pirofosfato
de tiaming fue posteriormente establecida por Lohmenn Yy

schuster (73,74).

La pirivico deocarbox1lasa se encuentra ampliamente
distribuide; hallada en la levadura slmultaneamente por Neu-
bauer y Fromherz (61) y por Neuberg et al. (62—67), posteriores
investigaciones han demostrado su existencia tanto en hongos
como en bacterias y plantas superiores. Asi Anderson (75) en-
contrd esta actividad en semillas de guisante; Zeijlemaker (76)
en avena; Bunting y James (77) en cebada; Dickens y Weil-
i:alherbe (78) y Cohen (79) en habichuela; Horowitz y Heegaard
(80) en guisante; Mee (81) en sojaj Guzmén-Barrdn y colabora-
dores (82) en patata; Sakaguchi et al. (83) en Rhizopus; Tytell
y Gould (84) en Fusaria, y Cohen y Cohen-Bazire (85), Clifton
(86), Kobel y Neuberg (87) y King y Cheldelin (88) en bacte-
rias. Guzmédn-Barrén y colaboradores (89) han estudiado la dis-
tribucidn de la descarboxilasa en el interior de las células
de levadura, sefialando que el enzima debe estar 31tuado en la

re-t4n central, aleaado de 1la membrana celular.

Como fuente de preparacién de la pirdvico descarbo-
xilasa suele tomarse, bien la levadura de cerveza, bien la de
panaderia. PFrecuentemente se han utilizado preparaciones cru-

das obtenidas por extraccidn de la levadura con tampdn fosfa-



to, incluso en determinaciones cuantitativas de dcido pirdvi-
Cco. Estas preparaciones ofrecen, no obstante, el inconvenien-
*: de la presencia de fosfatasas y fosforilasas, entre otros
enzimas interferentes, presencia que venfa siendo inhibida,

en general, mediante la adicidén de tiamina y yodoacetato, los
cuales, por sus efectog activadores e inhibidores sobre la
nmisme descarboxilasa, dificultaban la reproduccidn de los re-—
sultados. Numerosos inVesfigadores han conseguido purificar el
enzima, destacdndose por el grado de purificacidén obtenido las
preparaciones de Kubowitz y Liittgens (90), y Green et al.(91),
y, posteriormente, las de Holéer et 2l.(92), quienes lograron
por primera vez la cristalizacidn del enzima. De la PFuente(93)
ha introducido modificaciones en el método de Green -uno de
los méas generalizados- incrementando el rendimiento en acti-
vidad enzimdtica mediante secado lento (autolisis); la rotu-
ra mecanica de las membranas no. es procedimiento aconsejable.
Kay y Murfitt (94) consiguieron romper las células en un de-

secador de vacio sobre dc. sulfdrico concentrado.

El aislamiento, a partir de la levadura, de la co-
descarboxilasa en forma altamente purificade permitid demos-
trar en 1941 (90,91) que la pifﬁvico degcarboxilasa era un com-
puesto proteina—difoSfotiaminafmagnesio. La descarﬁoxilaég més
pura obtenida por Green, Herbert y Subrehmanyan (91) dio un
contenido de 0.46% de pirofosfato de tiamina y 0.13% de Mg
(correspondiente a 5 dtomos de Mg por molécula de co-descarbo-

xilasa). Si se supone que cada molécula de enzima sdlo contie-



ne una de pirofosfato de tiamina, se obtiene un peso molecular
de 92.000. Un peso molecular de 75.000 fue publicado simulté-
neamente por Kubowitz y Lilttgens (90), quienes, sin embargo,
encontraron 1 étomo-gramo.de Mg por mol de pirofosfato de tia-~
mina. Dado, no obstante, el entonces escaso conocimiento de la
fraccidn proteica, no debe darse mucha validez a estos valores.
Cdlculos basados en datos obtenidos por ultracentrifugacidn
permitieron a Melnick y Stern (95) obtener un peso molecular
de 141.000, utilizando carb@nil—hemoglobina cdﬁb'standard in-
terno, y posteriormente a Koike et al. (96) el valor, ain su-
perior, de 183.000, aproximadamente de acuerdo con el de
175.000, y un contenido de 3 § probablemente 4 pirofosfatos

de tiamina por mol de enzima, publicado recientemente por Ull-
rich, Wittorf y Gubler (97) y deducido de los datos obtenidos
por sedimentacidn en la ultracentrifuga analitica y por cen-—
trifugacidn en la preparativa. (Como referencias internas stan-
dard se utilizaron gradientes de densidad de sucrosa y catala-
sa y glucosa oxidasa, protefnas de peso molecular bien conoci-
do). E1 tratamiento con urea (97) no dio lugar a la disocia-~
cidn de la pirdvico descarboxilasa en subunidades, si bien in-
cluso pequeflas concentraciones de urea provocaron una desna-
turalizacidn casi irreversible del enzima con liberacidn par—

clial del pirofosfato de tiamina.

Melnick y Stern (95) han estudiado el comportamiento
de la descarboxilasa a distintos pHs, obteniendo por este méto-

do una curva de estabilidad del enzima con el mdximo a pH 6.



La mdxima actividad descarboxildsica corresponde & un pH 6.0~
6.2, coincidiendo con el de estabilidad méxima. Estos mismos
autores han sefialado en pH 5.1 el punto isoeléctrico de la
descarboxilasa parcialmente purificada. Melnick y Stern sefia-
laron, asimismo, que en extractos de levadura la descarboxila-
sa sedimenta al ser gometida a un campo de 40.000 g, y que en
ensayos electroforéticos a PH 7.2 el enzima acompafia a la frac-
cidn de movilidad media. Aldous y Stewart (98) han investigado
el efccto de los rayos Rontgen sobre la descarboxilasa, encon-
trundo que, segin las coﬂdiciones, es inactivada en un 30-45%.
Neuberg y Rosenthal (99) sefialan que temperaturas superiores

a 500 inactivan también el enzima.

Dada la intervencidn decisiva de la pirdvico des-
carboxilasa en el metabolismo celular, se ha estudiado exten-
. mente el problema de la inhibicidn, habiéndose encontrado
wl gran nﬁmefo de inhibidores de este enzima, distintos en su
estructura y en el mecanismo de accidn, que por sus efectos
pueden dividirse en: a) competidores con el coenzima (pirofos-
fato sddico (100), pirofosfato de tiazol (101), algunas sulfo-
namidas (73,102,103), pirofosfato de oxitiamina (104-107),
trifosfato de oxitiamina (106-108) y pirofosfato de neopiri-
tiamina (109)); b) competidores con el sustrato (acetaldehido
(73,91,110), formaldehido (110,111) y butiraldehido (110));

c) reactivos de-grupos -SH (Ag, Cu, Hg, Sb, Pb, Be, Au (91,95,
111,112), derivados de naftoquinonas (113, 114), arsenicales

trivalentes (115), ac. yodoacético (116,117) y p-cloromercuri-



benzoato (117); y 4) otras formas de inhibicién (eloroformo
(118), cianuro potdsico (119), bisulfito (120), salicilatos
(121,122), dinitrofenoles (123), colorantes azoicos canceri-
genos (113,124), antibidticos (125), etc., etc.).

En cuanto a los activadores, Green et al. (91) y
muy recientemente Schellenberger et al. (126,127) han encon-
trado que una serie de metales activan al enzima. Kossel(112)
sefiala, sin embargo, que, cuando la accidn de los cationes se
getudia sobre descarboxilasa no purificada, se observan efec-
tos secundarios, debidos a la activacidn de inhibidores o a
la proteccidn del enzima contra ellos. Ochoa y Peters (128)
observaron que la tiamina era activador de la descarboxilacién
en extractos sin purificar. Lipton y Elvhjem (129) indicaron,
a este respeéto, que esta activacidn se manifestaba en la le-
vadura de pan pero no en la de cerveza. Westenbrink et al.
(130,131) sugirieron que la tiamina activa indirectamente la
descarboxilasa, al inhibir una fosfatasa de la levadura que

desfosforila lg difosfotiamina.

Aunque el ac. pirdvico es el sustrato natural de la
descarboxilasa, el enzima actia igualmente sobre una amplia
variedad de < ~-cetodcidos. Neubauer et al. (62,63,64,67) indi-
caron que tan sdlo aquellos cetodcidos capaces de—formar eno-
les eran descarboxilados por el enzima. Posteriormente, sin
embargo, Neubauer y Minard (132) hallaron que el &c. o(=-qui-

noleinpirivico enolizable no era descarboxiledo, no siendo su-

ficiente, por tanto, esta condicidn para la fermentabilidad.



Long y Peters (133) sugieren que la capacidad de los  -ceto-
dcidos como sustratos‘del enzima disminuye al aumentar la ca-
dena de carbonos, siendo no obstante'sustratos, ademds del pi-
ruvato, numerosos & -cetodcidos ﬁl—monoalkil y dialkilados
‘incluyendo el dc. ciclo-hexil-glioxilico y fenil glioxfilico
(134)), La afinidad y la velocidad de reaccidn son influencia-
das en direcciones opuestas por el efecto inductivo del grupo
en posicidn /3 . Los trabajos de Kobayasi (135), con los ex-
tractos crudgs de levadura, y los de Green et al. (91), con la
descarboxilasa purificada, confirman la hipdtesis de Long y
FPeters. Uno de los pocos o -cetodcidos que no actda como sus-
trato es el ac. glioxflico (136). E1 dc. glioxflico, en reali-
dud, es descarboxilado pero no hay scpargcidn del aldehido, de
manera gque ‘el coenzima queda blogueado. La explicacidn radica
en la gran estabilidad del enlace C-C que ha de romperse

(Kg = 5.0 10=4). Por su parte Gale (137), analizando una serie
de andlogos estructurales del éc. pirivico concluye que el ca-
récter inhibidor del andlogo requiere la existencia del frag-
mento bdsico de 3 carbonos del Ac. pirdvico, con el grupo < —ce
tocarboxilico inalterado. Asf, las sustituciones en el étomO/S
(/3 -cloropiruvate, fenilpiruvato, o-nitrofenilpiruvato, p-hi-
dfoxifenilpiruvato, cetomalonato y glioxalato, con la excepcién
del o -cetoglutarato, &c. oxanilico y butandiona) dan lugar a
los inhibidores mds potentes, mientras que las sustituciones
en el oxigeno cetdnico (propionato, o ~Cl- o Br-propionato y

fenilalanina) o en el carbono carboxilico (acetamida y oxamato)
Ns



dan lugar a compuestos sin actividad inhibidora. Los resulta-
dos parecen indicar que el inhibidor se combina con el sitio
activo del enzima, sugiriéndose que el verdadero inhibidor

pueda ser el aldehido correspondiente & cada andlogo.

Componentes de la pirdvico descarboxilasa.

Como ya hemos visto, se ha demostrado que la pirivi-
co descarboxilasa, aislada de la levadura y en forma altamente
purificada, es un complejo protefna-magnesio-difosfotiamina.
La descarboxilasa més pura obtenida por Green, Herbert y Su-
brahmanyan (91) contiene 0.46% de pirofosfato'de tiamina y
0.13% de Mg, correspondiente a 5 dtomos de Mg por molécula de
co-descarboxilasa, para un peso molecular de 92.000. Kubowitz
y Liittgens (90) han encontrado un dtomo gramo de Mg y un mol
de ﬁirofosfato de tiamina en 75.000 gramos de descarboxilasa,
y recientemente Ullrich, Wittorf y Gubler (97) registran un
peso molecular de 175.000 y un contenido de 3 & probablemente
4 pirofosfatos de tiamina por mol de enzima.

Dichos componentes estdn firmemente ligados a pH 6.
Kubowitz y Liittgens (90) hallaron que podfia diaslizarse el en-
zima a 00, contra etanol al 18% en agua, sin disociacidn o
pérdida de actividad. Sin embargo, a pHs superiores a 8 el en-
zima se escinde, mds o menos totalmente, sin que le proteina
se desnaturalice, de tal modo que, si se precipita con sulfa-

to amdnico, puede ser separada del Mg y de la co-descarboxila-



sa que quedan en solucidn. Si una vez disociado el enzima, a
dicho pH, se lleva la solucidén a pH 6, sin separar ninguna de
les partes, la mezcla resultante es inactiva; sin embargo, es
posible obtener un 85% de la actividad inicial si se agrega un
gran exceso de ambos componentes termostables (138).

Esta disociacidn y posterior recombinacidén del enzi-
ma, a partir de la proteina enzimgtica liberada del enzims na-
tural, sugiere la posibilidad de realizar estudios que inclu-
yan, por una parte, valoraciones exactas de co-descarboxilassa
tanto en mezclas sintéticas de esteres fosfdricos como en ex-
tractos de orfgen bioldgico y, por otra, estudios sobre la na-
turaleza de la descarboxilacidn basados en la interpretacidn
del papel del metal en el sistemda enzimdtico. Muchos han sido
los trabajos realizudos sobre la vuloracidn enzimdtica de la
co—-descarboxilasaj; esta insistencia en el problema refleja cla-
ramente la insatisfaccidn ante los resultados obtenidos en los
sucesivos trabajos, debido ello a no haber sido posible utili-
zar en ninguno de los casos una proteina totalmente pura y, so-
bre todo, de actividad reproducible.

Es evidente, pues, que tanto en la valoracidn enzi-
madtica de la co-descarboxilasa como en los estudios de recombi-:
nacién, ha de aplicarse el maximo cuidado a la preparacién de
una apo-descarboxilasa pura, de gran sensibilidad y actividad

constante.



2111. Apo-descarboxilasa: generalidades.

Se extrae, en general, de la levadura de cerveza,
que es el material més rico y més fédcilmente asequible (139,140).

La mayor parte de los autores ha utilizado, como apo-
fermento, la levadura lavada en medio alcalino, eliminando el
cofermento mediante repetidos lavadog del polvo de levadura de
cerveza con tampdén fosfato alcalino (141,142). Para suprimir
el "efecto Ochoa'", Westenbrink y colaboradores proponen afiadir
a la preparacién enzimdtica un gran exceso de tiaminaj; en estas
condiciones la co-descarboxilasa préformada muestra su activi-
dad médxima y no es activada por la tiumina contenida en las so-
luciones en las que se quiere velorar la co-descarboxilasa. la
preparacién del apofermento, segin el método de Westenbrink et
al., no da, sin embargo, resultados satisfactorios.

Weil-Malherbe (143), basdndose en los datos de Axma-
cher y Bergestermann (111), ha preparado, a partir de polvo de
levadura, una fraccidn proteica que contiene la descarboxilasa,
empleando el método de Warburg y Christian (144) para eliminar
el cofermento. La obtencidn del apofermento, segin la modali-
dad de Weil-lialherbe, proporciona ciertamente un método mds
sensible, pero la fraccidn proteica puede fosforilar la tiami-
na en presencia de ATP. Como las soluciones a valorar contie-
nen todavia ATP y tiamina, puede prodmcirse una sintesis de co-
descarboxilasa que falsee los resultados. En algunos casos se
evita la fosforilacidn de la tiamina con iodoacetato, pero,

-

dado que actualmente se reconoce a la descarboxilasa como un



enzima sulfhidrflico, inhibido por iodoacetato, parece razona-
ble excluir a &ste de los sistemas de ensayo de la difosfotia-
mina. Leuthardt y Nielsen (141) consiguieron eiiminar comple- .
tamente el enzime fosforilante por fraccionamiento con sulfa-
to amdnico; por este procedimiento se obtiene una ‘solucidn en—
zimdtica de la que ha sido eliminada la transfosforilasa, pu-
diendo trabajarse incluso en presencia de 10 X de tiamina y
2 mg. de ATP sin mds formacidén de co-descarboxilasa que la com-
orendida en los limites de error del método.

Kuhowitz y Liittgens (90), y Green et al. (91), par-
;iendo de una descarboiilasa de gran pureza, aportaron tambien
un método de preparacidén de apo-descarboxilasa, y posteriormen—f
te se han multiplicado los intentos de separacién de esta pro- |
tefna enzimdtica en condiciones satisfactorias (94, 146,147,
148). Boffi, Lucarelli y Bucci, en una serie de trabajos (149-
151) relacionados con la determinacidn enzimdtice de co-descar-
boxilasa, han tratado de obtener una preparacién de apo-descar-
boxilasa de actividad constante, siguiendo en 1la preparacidn
un método andlogo al de Green et al. La mayor pureza del apo-
enzima les ha llevado a determinar las condiciones déptimas de
valoracidn y la influencia de varios factores sobre la activi-
dad de la descarboxilasa reconstruida; sin embargo, en su dl-
timo trabajo (151) afirman que el problema de la determinacidn
de co-descarboxilasa en 1lfquidos bioldgicos no estd completa-
mente solucionado, entre otros motivos, por no ser posible la
‘preparacidn de una apo-descarboxilasa de alta pureze y activi-

dad constante.



Por nuestra parte, en la realizscidén del presente
trabajo hemos conseguido poner a punto un método propio de
preparacidn de apo-descarboxilasa totalmente pura, cuya efica-
cia hemos podido confirmar plenamente, como consecuencia del
detallado estudio realizado acerca de las condiciones Sptimas
de preparacidén del citado apoenzima. En la actualidad podemos
obtener fécilmente, en 1 hora, aproximadamente, preparaciones
de esta protefna no sélo de gran pureza sino también altamen-

te sensibles y de actividad reproducible.

Grupos de la proteina con probable participacidn en la activi-

cad catalitica; papel de los grupos —-SH en el mecanismo enzi-

midtico de la pirdvico descarboxilasa.

De entre los grupos polares de las moléculas de pro-
te{ s, los gruvos -SH han demostrado jugar un papel especial-
mente importante en numerosas reacciones bioldgicas. La piri-
vico descarboxilasa, como la mayoria de los enzimas del meta-
bolismo del dcido pirdvico (152), se considera incluida en el
grupo de los tiol-enzimas, si bien varios trabajos pfelimina—
res (91,153-157), algunos de ellos contradictorios, sefialaron
la preferencia de este enzima hacia un determinado tipo de
reactivo, parcialidad que hacia que no pudiera considerarse
definitiva la prueba para determinar la presencia de dichos
grupos. Sin embargo, después del andlisis sistemdtico del
efecto de los diferentes tipos de detectores de tieles (agen-

tes formadores de mercdptidos, agentes alquilantes o agentes



oxidantes) sobre la descarboxilasa de levadura altamente puri-
ficada, realizado por Stoppani et al. (158), quedd demostrado
el cardcter tiol del enzima, con la participacidn de dicho
grupo en la catdlisis de la descarboxilacidn del piruvato.
Stoppani (158), as{mismo, destacd el efecto protector de este
dltimo -posteriormente confirmado por Kanopkaite (159) y muy
recientemente por Schellenberger et al. (160)-, sugiriendo que
la interferencia del piruvato y de los reactivos -SH puede ser
explicada, bien por reaccidn del sustrato e inhibidor cdn el
mismo grupo del enzima, bien con dos grupcs colocados suficien-
temente cerca, de modo que la combinacidn del piruvato con uno
de ellos haga al otro inaccesible al inhibidor y viceversa.
Este Ultimo mecanismo resulta improbable, en cuanto que el
o-iodoscbenzcato no forma compuestos estables con el grupo -SH
y, por tanto, en la pirdvico descarboxilasa oxidada por este
agente no existirf{a ningin impedimento espacial para que la
reaccidn con el piruvato no tenga lugar. Debe entonces con-
cluirce gque un grupo -SH es esencial para la formacidén del com-
plejo piruvato-descarboxilasa, perteneciendo dicho grupo al
tipo "lento" descrito por Barrdn (152), ya que es mucho més
sensible a los metales que a los agentes oxidantes y alquilan-
tes. La existencia de este grupo proporciona ung importante
base para la interpretacidn de la descarboxilacidn enzimdtica
Yy, en este sentido, debe indicarse que el piruvato reacciona
con tioles para formar mercaptaleé (161) fdcilmente descarbo-

xilables por metales pesados (162). Schellenberger et al.(160)



han demostrado recientemente la formacidn de un hemiacetal
entre la cistefna ¥ el piruvato (R = CH3)

Cco5 eby

O=é + CyS-H =--» CyS - é - OH

fo :
wientras que, por razones estéricas -segin los modelos de
Stuart-, el trimetil piruvato (R = C(CH3)3) no puede formar-
lo. BEsto exolicarfa el hecho de que dicho compuesto no sea
descarboxilado ni actde como inhibidor competitivo de la pi-
rivico descarboxilasa (212). Los resultados de Schellenber-
ser et al. (160) sugieren también que los sitios de enlace
para el coenzima y Mg2+ en el apoenzima estdn inicialmente li-
bres y distantes de los del sustrato (de acuerdo con 1o que se
habfa supuesto partiendo de medidas cinéticas (236), y sola-
mente después de la recombinacidn para formar el holoenzima
experimenta el apoenzima una reestructuracidén que sitda a la
cistefna en el centro activo.

Meyer (154) habfia apuntado que la funcidn del -SH
en la descarboxilasa era enlazar el apo- y el coenzima, ba-
sédndose en la proteccidn de la apo-descarboxilasa (preparada
por lavado alcalino de la levadura) mediante co-descarboxila-
sa frente a los reaoctivos de los grupos -SH. Los resultados
de Stoppani (158) ni confirman ni desaprueban esta tesis, da-
do que, a pH 6.0, la pirdvico descarboxilasa purificada pare-

ce ser un compuesto no-disociable (90,91), pero, en cualquier

caso, si la co-descarboxilasa, Mg y protefna estuvieran unidos



vor un enlace sulfuro, este -SH potencial no habrfa de ser
importante para las propiedades catalfticas de la descarboxi-
+asa en su medio fisiolégico, que es aproximadamente pH 6.0-
6.3 (163). En desacuerdo con Meyer estdn, por otra parte, los
trabajos de Kanopkaite (159) sobre la proteccidn de la apo-
descurboxilasa contra el efecto inhibidor de los reactivos del
srupo tiol, mediante co-descarboxilasaj; dichas experiencias
fracasaron, concluyendo sus autores que la co-descarboxilasa

y €l inhibidor se conjugan con diferentes grupos de la pro-
tefna enzimdtica y, en consecuencia, que los grupos -SH que
intervienen en la descarboxilacidn del dcido pirdvico por des-—
carboxilasa de levadura, pertenecen exclusivamente a la parte

oroteica (apoenzima) de la molécula enzimdtica.



2112. Qo-descarboxilasa: generalidades.

Se conocen hoy una serie de reacclones enzimdticas

que requieren tiamina en la forma de pirofosfato (TPP)

$H2
79\
N3 "sC = CHo- N— C-CH OH OH
R i
] Fa L] 2
Hy0-C{y SCit HC\,S,(JfCH2—CHQ-O—]I.?-O-IJ-OH

0 0

como coenzima. Pueden considerarse estas reacciones incluidas
dentro del tipo de las caracterizadas por una ruptura iniciai
del sustrato en el enlace carbonc-carbono adyacente al grupo
carbonilo (164) y en las que el sustrato remanente permanece
untido al TPP siendo posteriormente transferido a un aceptor
ecpecifico que depende de la naturaleza del enzima.

Las mds represcntativas de estas reacciones, en
l-s oque la ruptura inicial implica la liberacidn de didxido
de carbono (descarboxilactones), son: descarboxilacidén simple
y descarboxilacidn oxidativa del &Ac. pirudvico y de una varie-
dad de X -cetodcidos, y conversidn del &c. pirdvico en ace-
tofna. (Existe incluso una semejanza entre estos sisfemas y
la reaccidn transcetoldsica dependiente también del TPP).
Estos diferentes tipos de reacciones pueden ser representados,

esquemdticamente, como sigue:

Q
+ o
o + H s CH3 § H + 002
CH3—C—COO' 4+ TPP --» Intermediarios + 1/2 025 CH3— -0 ) 002
+ CHSCEO Q@ OH
+-H S CH3—C~§—CH3+COQ
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Como nuestro objetivo no requiere una exposicidn com-
pleta del coenzima, deéde el punto de vista de su naturaleza,
distribucidn, sfntesis, valoracidén, funcidn fisioldgica, etc.,
nos referiremos brevemente a ello, remitiéndonos a las revisio-
nes existentes (165,166) y centrando simplemente nuestro inte-
rés en la presentacidn de la 1lfnea evolutiva que han seguido
los estudios sobre la participacidn de este coenzima en los
procesos de descarboxilacidn de los «X =-cetodcidos, concreta-
mente sobre su participacién en el mecanismo de accidn de la
2-oxodcido carboxi-liasa o pirdvico descarboxilasa.

Segin ya hemos dicho, fue en 1932, con los trabajos
de Auhagen (70,71,72) =-que demostraron la desaparicidn de la
actividad descarboxildsica de la levadura por lavado alcalino
y la recuperacidn de dicha actividad por adicidn de los liqui—
dos de lavado o de un extracto de levadura hervida-~ cuando
surgid el interés por el conocimiento de la co-descarboxilasa.
Dos eran los factores activos en los extractos afiadidos: uno
inorgdnico y otro orgdnico, de naturaleza termostable, que se
encontraba tanto en la levadura como en tejidos animales. Este
factor orgdnico recibid el nombre de "cocarboxilasa" y el pri-
mer indicio sobre su composicidn lo dio Simola (167) al demos-~
trar que las preparaciones de la co-descarboxilasa de Auhagen
tenfan actividad de vitamiha B4 ¥ que los tejidos de animales
alimentados con una dieta carencial de esta vitamina contenian
menos co-descarboxilasa que los de aquellos cuya di:ta les su-~
ministraba un aporte vitaminico adecuado. En 1937, Lohmann y

Schuster (73,74) consiguieron aislar la co-descarboxilasa de la



levadura en forma de clorhidrato cristalino y demostraron que
era un ester pirofosfdrico de la vitamina B1. Este descubrimienw
to fue de singular importancia, ya que el trabajo de Peters y
colaboradores (168,169) en Oxford habia demostrado que la tia-
nina estaba relacionada con el metabolismo del ac. pirﬁvico_en
los tejidos animales. Posteriormente se demostrd que el deriya-
do difosforilado era la forma activa de la tiamina, actuando
como grupo prostético de los enzimas relacionados con la des-—
carboxilacidn de KX -cetodcidos (170,171,172).

Como hemos visto también, el aislamiento, a partir
de la levadura, de la co-descarboxilasa en forma altamente pu-
rificada permitid demostrar en 1941 (90,91) que la descarboxi-
lasa pirdvica era un compuesto protefna-difosfotiamina-Mg. La
descarboxilasa mds pura obtenida por Green, Herbert y Subreh-
munyan (91) dio un contenido de 0.46% de pirofosfato de tia-
mina y 0.13% de Mg (correspondiente a 5 dtomos de Mg por mo-
1lécula de co-descarboxilasa para un peso molecular de 92.000).
Kubowitz y Liittgens (90), sin embargo, hallarcn 1 dtomo-gra-
mo de Mg por’mol de pirofosfato de tiamina pare 75.000 de pe-
so molecular. Y recientemente Ullrich, Wittorf y Gubler (97)
han publicadc un contenido de 3 & probablemente 4 pirofosfa-
tos de tiamina por mol de enzima (peso molecular = 175.000).
Dado el escaso conocimiento que de la fraccidn proteica exis-
t{a hace unos afios, no debe concederse mucha validez a los va-
lores iniciales sobre el contenido de los componentes de la
pirdvico descarboxilasa; los datos obtenidos recientemente por

ultracentrifugacidn ofrecen una mayor garantia.



21121. iecanismo de accidn.

Se ha expuesto un gran nimero de teorfas para ex-
plicar el papel catalftico de la tiamina. Suponen, en general,
estus teorfas que distintos fragmentos de su compleja molécu-
la representan el lugar activo de estas reacciones, habiéndo-
ge desplazado el interds de los investigadores desde la frac-—
cidn pirimidinica del compuesto a la tiazdlica con un interés
transitorio por el puente de unidn metilénico. Son represen-
tantes de estas etapas a que acabamos de aludir:

12, Langenbeck (173), con su teoria basada en la formacién,
descarboxilacidn e hidrdlisis de las bases de Schiff re-
sultantes de la condensacidn inicial del grupo -NH, de la
virimidina con el dcido pirdvico. E1 origen de esta teo-
ria se encuentra en las experiencias realizadas sobre des-
carboxilacidn no-enzimdtica, coen modelos aminicos en me-
dios no acuosos, que llevaron a Langenbeck a predecir la
naturaleza amfnica de la éo—descarboxilasa incluso antes
de gue se recconociese su naturaleza quimica. Posteriormen-
te, sin embargo, no se ha otorgado validez absoluta a esta
teorfa, ya que ni la situacidn electrdnica del grupo amino
de la pirimidina -de cardcter marcadamente inerte debido,
sin duda, a fendmenos de resonancia-, ni la eétabilidad
del « —iminodcido la hacen posible (174,175). Conviene
dectacar, no obstante, el importante servicio prestado por
Langenbeck al demostrar por vez primera la existencia de

enlaces atdmicos entre el catalizador y el sustrato.



22, Breslow (176), al postular que la reaccidn de activacidn
podfa ser resultado de la ionizacidén del puente metiléni-
co que urne los dos fragmentos conjugados de la molécula,

y de la condensacidn posterior del dc. pirdvico con este
grupo ionizado. Los estudios de descarboxilacidn cataliza-~
dos por tiamina, realizados por Ingrashan y Westheimer(177),
(178), con la ayuda de isdétopos y que demostraron la ausén-
cia de ionizacidn del puente metilénico, asf como los re-
cientes de Schellenberger et al. (179) fealizados con ani-
_0g0s, han descartado plenamente esta hipdtesis.

32. Karrer (180), Lipmann (181,182), Mizuhara et al. (183,184)
y Breslow (185,186,187), con una serie de diferentes teo-
rias que sitdan en el anillo tiazdlico el probable centro
de la actividad catalftica de la tiamina.

Asi, Karrer (180) ha Sugerido que la tiamina podfa ac-
tuar a través del grupo sulfhidrilico libre de su forma
abierta, dado que se conocen reacciones de anillo abierto
de la tiamina, mientras que ILipmann (181,182), basdndose
en la observacidn de que el anillo tiazdlico de la co-des-
carboxilasa podfa ser reducido por hidrosulfito, ha admi-
tido la posibilidad de que la difosfotiamina pueda jugar
un papel en los procesos de oxido-reduccidn funcionando
como un transportador de electrones. El significado fisio-
1d8gico de esta reaccidn no estd, sin embargo, completamen-
te claro. Por su parte, Mizuhara et al. (183,184), asi co-

mo Koffler y Krampitz (188), sugieren un mecanismo basado

en la formacidn de una pseudo-base de tiamina sobre el Co



de su anillo tiazdlico. Confirmaron con sistemas no-enzi-
madticos, que el acetaldehido no es un intermediario, sino
que existe mds bien como un aducto con el TPP. Yatco-Man-
zo et al. (189) han confirmedo tembién estos resultados.
Sin embargo, la naturaleza de este aducto no fue conoci-
da, & pesar de los intentos de muchos investigadores por
definirla, hasta que Breslow (186), vasdndose en estudios
de¢ intercambio de deuterio, sugirié un nuevo y convincen-
te mecanismo de accidn que implicaba la ionizacidn del
anillo tiazdlico, a través de la pérdida de un protdn del
02, con la consecutiva formacidn de un “zwitterion"

~N+- ¢~ . -N*- C-
i + H
C-

] *
HC\S/C~ = —C\S/
Este "zwitterion" representa la especie catalitics, siendo
gu posicidn ionizada el centro reactivo en las interaccio-
nes con las moléculas que han de ser transformadasi
Las teorfas de Wiesner y Valenta (190) y de Weil-
lalherbe (191) pueden considerarse basadas en una combinacidn
de los mecanismos de Langenbeck y Breslow, y lLangenbeck y Lip-
mann, respectivamente.
Actualmente parece que el mecanismo propuesto por
Breslow y confirmado posteriormente por De Tar y Weistheimer
(192) es el mas plausible entre los diferentes mecanismos su-
geridos. Los argumentos en su favor, dados por el mismo Bres-~
low (186,187), asf{ como por Metzler et al. (189,193,194), ¥y

Sykes et al. (195,196), radican, por una parte, en la demos-



tracién de la labilidad del hidrdégeno del Cp del anillo tiazd-
lico -por medio de datos de resonancia magnética nuclear e in-
frarroja y de reacciones de intercambio con D,0-~ y, por otra,
en el estudio de reacciones apropiadas con compuestos modelos.
Asimismo Pullman (197,198), a través del estudio de los nive=-
les de energia y de la distribucidn electrdénica en la tiamina
y en un mimero de compuestos modelos relacionados, considera
dicho mecanismo como el més probable. Sus resultados ponen de
manitiesto la existencia, incluso en la molécula no-ionizada,
de una alta densidad electrdnica en el Co similar a la de un
C acetilénico, situacidn originada por la fuerte desloodliza—
cidn del "par solitario" de electrones del dtomo de S, a pesar
cde lu proximidad del C, al N cvaternario. Este excesoc de elec-
~roneg sobre el Co juega un papel importante en la fdeil des-
vrotornizacidn de las sales de tiazolio. Pullmen et al. (198)
concluyen que la alta densidad electrénica gsobre el C, es una
condicién esencial para la actividad catalitica de la tiamina,
y contrastan su teoria con el examen de la influencia de las
modificaciones estructurales de la molécula de tiamina sobre
la carga electrdnica del fragmento tiazdlico y sobre la acti-
vidad de la misma. La disminucidn de la carga electrdnica en
el Co del fragmento tiazdlico por fusidn de un anillo bencé-
nico al enlace Cy-Cg, la hidrogenacién del anillo tiazdlico,
la sustitucidn del dtomo de S por un dtomo de Oo (cuye mayor
electronegatividad hace que el par de electrones solitario
perticipe menos en la configuracidn del conjunto de electro-

nes 7 que en el caso del S), o la sustitucidén del dtomo de



S por el doble enlace C-C (que, sin alterar el nimero de elec-
trones mdéviles del sistema,produce una modificacidn de la dis-
tribucidn electrdnica, haciendo desaparecer el centro de alta
densidad del 02), dan lugar a una serie de compuestos, los cor—'
respondientes derivades de los iones benzotiazol, 2,3-dihidro-
tiazol, oxazol y de la piritiemina que, a su vez, habf{an sido
contirmados como inhibidores. Por otra parte, la sustitucidn
del hidrdgeno en Cp por otros grupos conduce a la pérdida com-
pleta de actividad, excepto para el grupo CH3-CHOH (precursor
inmediato del "acetaldehido activo", HETDP) gque presenta una
actividad semejante a la de la tiamina (187,199,200). Poste-
riores investigdciones sobre la deteccidn de los intermedia-
rios recctivos y el andlisis de su estructura electrdnica,

han confirmado una vez mds el mecanismo de Breslow. El siguien-

te esquema representa log aspectos principalesgs del citado me-

canismo:
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El primer producto de interaccidn (compuesto A) corresponde
al aducto del dcido pirdvico con el TPP, seguido de la descar-

boxilacién a HET (compuesto B). Holzer y Beaucamp (201), uti=~



lizando piruvato 1-C14, pretendieron haber aislado pequefias
cantidades de un derivado de difosfato de tiamina que conte-
nia ¢4 y que consideraban como el aducto del &c. piruvico en
posicidn 2 del anillo tiazdlico del TPP. Sin embargo, Krampitz
et al. (202) han intentado su preparacidn e identificacidén por
varios procedimientos suaves, dada la extrema labilidad del ci-
tado aduct@, y no han logrado sino resultados negativos. Pos-
teriormente, en el citado esquema, la liberacidén de un protén
del C aldehidico extraciclico del compuesto B da lﬁgar a la
“ormacidn del "intermediario activo" (compuesto C) estabiliza-
do por resonancia con la estructura candnica C. La liberacidn
el protdn, acompafiada de un aumento de enexgia de resonancia,
¢rea un Unico sistema conjugado que se extiende sobre toda la
veriteria molecular. El "intermediario activo! posee entonces,
en su C aldehidico, un dtomo de extremada reactividad (198).
En consecuencia, se combinard con facilidad con un centro de-
ficiente en electrones que dependeri del tipo de reaccidn ca-
talizada por la tiamina (198). Por su parte, Krampitz et al.
(199), asf{ como Carlson y Brown (203) y Holzer et al. (204,
205-207), han confirmado la existencia de una oé-ﬂidroxi-
etil sustitucidn en posicidn 2, como intermediario activo,
tanto en la conversidn del piruvato a acetaldehido-y 002 (por
la descarboxilasa del germen de trigo) como en la formacidn

de acetofna del piruvato (por un complejo enzimatico del A.
aerogens) y en la formacidn de acetato y COé del piruvato

(por una oxidasa pirﬁvica). Incluso ge ha demostrado una « ,

/9 ~hidroxietil sustitucidn en las reacciones catalizadas por



transcetolasas. La ruptura de este aducto lleva a la regenera-
cién de la sal de tiazolio, liberando la molécula correspon-
diente. Krampitz et al. (202) han hecho notar que, en ausen-
cia del enzima, la cantidad de 014—acetaldehido espontédnea-—
mente formado del C14-HETDP eras despreciable, 1o cual indica
que el ¥ltimo compuesto es significativamente estable en las
condiciones del experimento. Existe, ademds, una proporciona<
lidad directa entre la cantidad de descarboxilasa presente y
la cantidad de Cl4-acetaldehido formado del C'4-HETDP. Los
datos apoyan el punto de vista de que el intercambio del HETDP
es extremadamente lento y que la répida formacidn inicial de
scetaldehido resulta de la asociacidn del HEDTP con cantidades
sustrato del enzima que ha sido separado del TPP.

El problema que se plantea Pullman (198) es cdmo el
acetaldehido puede scr el producto final de las reacciones de
la pirdvico descarboxilasa cuendo con otros enzimas pirdvicos
<1l acetaldehido libre no puede ser detectado. Parece poder ex-
slicarse esta situacidn considerando que el grupe hidroxi-etil
ern la posicidn 2 del anillo tiazdlico del TPP debe ser un acep—ﬂ
tor del piruvato o acetaldehido en el caso de la formacidn de
acetoina, o ser oxidado en el caso de la piruvato oxidasa. En
el caso de 1= oirdvico descarboxilase, existen pruebas evi-
dentes (202) de que un grupo funcional del ensima se condensa
con el grupo hidroxi-etil, formando un complejo 1ldbil que es-
rontdneamente se descompone en acetaldehido, regenerando el
PPy el grupo funcional del enzima. De acuerdo con este con-

cepto, el mecenismo de accidn de la descarboxilasa seria si-



milar al de otros enzimas qﬁe requieren TPP como coenzima.
Ahore bien, aunque todos estos resultados confirman
la hipndtesis de Breslow acerca del papel del anillo tiazdlico
como centro fundamental de la actividad catalitica, los tra-
bajos de Pullmen et al. (198) dejan abierto el siguiente in-
terrogente: jpor qué las sales de N-bencil tiazolio parecen
més activas que las N-metflicas y que las N-fenflicas que han
resultado ser practicamente inactivas, lo mismo que la oxi-
tiamina?. Pullman et al. (198) sugieren que, incluso aceptan-
do el mecanismo de Breslow, debe concederse alguna importan-
cia al anillo pirimidfnico y al agrupamiento metilénico que lo
une al aniilo tiazdlico. Asi, dichos autores han analizado la
intluencia de las modificaciones introducidas en la fraccidn
virimidinica de la tiamina sobre la actividad catalitica de
:4a molécula. La actividad catalitica de la tiamina, aungue
£3td, relacionada en primer lugar con su anillo tiazdlico, es,
sin empargo, realzada por la presencia de la mitad pirimidi-
nica y depende, en gran medida, de las modificaciones que pue-
dan tener lugar en esta parte de la molécula. Sin embargo,los
cdlculos realizados por Pullman et al. en este sentido no son
muy satisfactorios, ya que no les ha sido posible encontrar
variaciones en la distribucidn electrdénica de la tiamina con
relacidén a los N-bencil, N-fenil y N-metil derivados, mientras
gque experimentalmente hay una disminucidn de la activided ca-
talitica al pasar de la primera a la Ultima de estas tres mo-
léculas. Breslow (186,187) atribuye estas diferencias de ac-

tividad, y especialmente la mayor actividad de los N-bencil



derivadcs sobre los N-metil, al mayor efecto inductivo del
anillo vencflico sobre el grupo metilo., El efecto indudable-
mente existe y probablemente, como Metzler ha indicado (193,
194), es todavia mds pronunciado en la tiamina que en los ci-
tades anélogos{ Sin embargo, la falta de actividad de los N-
fenil derivados pone en duda la explicacién sugerida. En es-
tos compuestos, en los que no existen carbonos saturados in-
terpuestos entre los dos fragmentos conjugados del sistema,
las interacciones electrdnicas entre los dos anillos son lo
suficientemente fuertes para producir las apreciables modifi-
caciones de carga ya evidentes en los cdlculos. Asi, en estos
compuestos actuian los dos efectos, inductivo y de resonancisa,
criginando una disminucidn de la carga electrdnica del nitrd-
gono cuaternario y, simultdneamente, un aumento de la carga
electrdniza del Co (con respecto a la tiamina). En estas cir-
cunstancias deberfa esperarse que esta molécula fuera muy ac-
tiva, lo aue estd en desacuerdo con los resﬁltados experinmen-
tales. Pullman (198) sugirid, como explicacidén razonable para
esta ausencia de acvividad, el impedimento_estérico experi-
mentado en la wosicidn del 02 por la proximidad del anillo fe-
nilico, impedimento estérico cuyo importantce papel parece evi-
dente despuds de los estudios de Biggs y Sykes (196). De he-
cho, no sdlo parece muy probable que la mitad pirimidinica
ejerza su influencia sobre la actividad catalftica de la tia-
mina y sus andlogos a través de su influencia sobre las pro-
piedades del anillo tiazdlico (en virtud de los efectos in-

ductivo y estérico), sino que parece igualmente probable que



este anillo pueda tener una funcidn mds independiente y no

menos esencial.

Teoria del doble centro.

Comno acabamos de exponer, el peso fundamental de
las investigaciones sobre el mecanismo de la accidn co-des-
carboxildsica ha recafdo, en los dltimos afios, sobre la por-
cidn tiazdlica, ya que, segin las investigaciones de Breslow
(186,187), la funcidn del sistema de pirimidina venfa a con-
cretarse en una influencia inductiva de la actividad (acidez
precisa) del enlace C-H fijado en la posicidn 2; el par de
electrones del grupo amino habfa de desempefiar simplemente
el papel de un aceptor de protones y, mediante la formacidn
de un puente de hidrégeno, favoreceria la capacidad de sepa-
rucidn del protdn fijado en 2.

Schellenberger (208,209) destaca, sin embargo, que
la teorfa sostenida por Breslow no explica el que cualquier
modificacién de la molécula de tiamina en posicidén 4’ -ya sea
en la forma de metilacidén (NH(CHj), N(CHj),), sustitucién por
,rupos electrdnicos afines (OH,SH) o eliminacidn (H) del gru-
po amino- lleve siempre consigo una total supresién de la ac-
tividad catalitica (a pesar de su cardcter fuertemente bdsico
en cowvparacidn con la tiamina), junto con una éonsiderable ac-
tividad inhibidora sobre el holofermento natural. Mds bien,el
hecho de que los derivados de la deamino-tiamina investigados

ejerzan todos, en parte, una accién inhibidora extraordinaria-



mente alta sobre la descarboxilase hace sospechar que el gru-
po amino participe directamente en la reaccidn enzimdtica.
(Schellenberger (209) no acepta la explicacidn de Metzler(164),
segdn la cual este efecto se basa en un entorpecimiehto esté-
rico de la posicidn 2 del anillo de tiazol).

(Desde este punto de vista cobran de nuevo importan-
cia los itrabajos realizados hace mds de 30 afios por Langenbeck
(173) (refutados posteriormente por Stern y lelnick.(174)), en
los cuales su autor, basdndose en ensayos con modelos, postu~
laba un efecto reciproco del grupo amino con el grupo carboni-
lo del oxo-dcido. Recientemente, el mismo autor (210), como
consecuencia de los estudios sobre el cardcter antagonista de
los andlogos del TPP modificados en 4’ citados anteriormente,
descartd la posibilidad de que el grupo amino estuviese impli-
cado en la unidn del coenzima al apoenzima Yy sugirid de nuevo
el probable papel fundamental que el grupo amino juega en la
actividad co-descarboxildsica).

Por otra parte, las investigaciones de Holzer (201,
211) con acetaldehido activo han demostrado que cuando éste se
coloca en lugar del TPP disminuye fuertemente la actividad en-
zimdtica, y tambidn las de Juni (212) han dado por resultado
que el acetaldehido es un fuerte y activo inhibidor pero no un
inhibidor competitivo de la reaccidn de descarboxilacidn.

Todos ewtos hechos llevan a formular el mecanismo
enzimdtico sobre la base de la existencia de un doble centro

que envuelve tanto el enlace C-H en el carbono 2 del anillo



tiuzélico,para la fijacidén y la descarboxilacidén del sustrato,
como el grupo amino fijado en el carbono 4’ de la porcidn pi-

rimidinica de la moldécula de co-descarboxilasa, que actia como
aceptor irreversible del aldehido formado para cederlo despuds
a2l medio.

Segin esto, Schellenberger (213) abordd de nuevo el
problema, centrdndolo sobre los siguientes aspectos: 1) Esta-
bilidad del enlace activo en el intermediario, y 2) naturale-
za de las asociaciones‘que permiten separar, del enlace acti-
vo, la molécula de aldehido ligada.

Respecto a la estabilidad del enlace activo, ha po-
dido comprobarse que es relativamente alta (189,211). Ademés,
al disminuir el pH, aumenta la estabilidad de modo que, en las
condiciones dptimas del proceso enzimdtico (pH=6.2), apenas
ouede contarse con una descomposicidén espontdnea (213). Segin
Schellenberger et al. (136), una vez descarboxilado el piru-
veto, el par de € remanente lleva a un incremento de la es-
*.bilidad del enlace activo, oponiéndose asi a la subsiguien-
te liberacidn del aldchido. Las posibilidades para la estabi-
lizacidn del carbanidn son:
+IH+ . aldehido activo
o -carbanién + R1 R% ¢=0

= >
li ‘ . TPP-anién + aldehido

aciloina activa

» in
(estabilizacién por resonancia)

Ahore bien, la estabilizacidn por resonancia, que puede ser

considerada como una explicacidn razonable del bajo rendimien-



to obtenido con las sales de tiazolio, puede tener lugar tan
sélo si los dos residuos (R, OH) que existen sobre el dtomo
A =C se mantienen en el mismo plano que el anillo de tiazo-
lio. E1 modelo de Stuart demuestra que, debido a la forma-
cidén de un enlace de hidrdgeno entre el grupo -~NH, y el hi-
droxilo, los dos residuos sobre el dtomo o¢ -C son prédctica-
mente perpendiculares al plano del anillo tiazdlico. Esto li=-
mite grandemente la interaccidén del par de & libre con los
electrones T del anillo, y el subsiguiente aumento de esta-
bilidad del enlace activo.

Por otra parte, el enlace o =CH del acetaldehido
activo manifiesta un intercambio muy pequeiio H-D por debajo
de pH 8. Esto sugiere la existencia de una alta basicidad
del X -carbanién, que permite suponer que la inmediata reac-
cidn sea une protonacidn con formacidn del 2-(1-hidroxietil)-
TPP, mientras que la condensacidn con compuestos carbonilos,
suvlidos por el medio, para dar acilofnas deberia ser una
reaccidén lateral insignificante. La ruptura directa del o¢-
carbanidn con formacidn de TPP-anidn y aldehido seria conce-
bible sdlo si la reaccidn de protonacidn se retardase por la
existencia de unha zona libre de protones (incluso libre de
NH, OH etc., dada la alta basicidad del « =-carbanidn) en el
centro activo. Aun asf, serfa diffcil explicar la inhibicidn
por aldehido (qﬁe requiere un equilibrio que puede ser in-
fluenciado después de la descarboxilacidn irreversible) y el
bloqueo de la liberacidn de aldehido cuando se emplea como

coenzima hidroxi-TPP o cuando el ac. glioxflico es utilizado

como sustrato.



Debe,pues,destacarse que mientras que la incorpara-

cidn del &c. pirdvico en el anillo tiazdlico y la subsiguiente
* descarboxilacidn tiene lugar con relativa facilidad, la reac-—
cidén de separacién transcurre con mucha lentitud. El mecanis-
mo de ~=liminacidn del aldehido pudiera basarse en la fuerte
acidificacidn del enlace "activo" a través del anillo tiazd-
lico, como ya formulara Breslow (vfa 1Adel esquema (213) que
exponemos a continuacidén). Sin embargo, puede demostrarse que
no sélo los compuestos carboniiicos son adecuados pare la se-
paracién del enlace C-C "activo". Tembién los alcoholes y,
fundamentalmente, las aminas (213) pueden, como aceptores; lle—
var a cabo la escisién del enlace "activo" a travds de un me-
canismo de suparacién completamente diferente (vfa 2 del mis-

mo esquema (213)).

R cH R CH R/ CH, R CH
-T2, \ﬂ+- ﬁ/ 3 \?H- ch 3 Tyt ?’ 3
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R.’-CH(OH)-CO-CH3
JCH,
CH
II
via 2 74 R’‘_NH, R’’- NH, + CH,CHO + H*
(Sy o + CHj
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La. participacién del grupo -NH, en la ruptura del enlace del
aldehido queda confirmade por el hecho de que ningin andlogo
modificado en 4’ tenge actividad coenzimética. Le ruptura del
enlace del aldehido activo sdlo puede realizarse, sin embargo,
- de acuerdo con Schellenberger (136)- si el grupo 4°-NH, y
el aldehido estdn en contacto difecto‘ De las tres posibili-
dades .

H Syto c-

I >H Rl
- \1:<._..__, ¢’-C  C-
l , \s/

H > HO

la interaccidén del par de & libre del grupo NHo, con el enla-
ce o -CH muy estable (no existe apenas intercambio H-D a

pH < 8) no es probable. También queda descartada, segun el mo-
delo de Stuart, la sustitucidn nucledfila intramolecular (me—
canismo SN), es decir, el contacto directo del par de €& con
el dtomc o =C que lleva una carga parcial positiva, debido a
la accidn del grupo OH y del anillo tiayzblico. El modelo de
Stuart demuestra que no es posible una distribucién colineal
del orbital libre del grupo amino con el enlace activo, como
la requerida para reacciones SN' El dngulo con respecto al eje
del enlace activo es 2< 80°. Por otra parte, existen condicio=-
nes favorables paras une catdlisis base intramolecular (éontac-
to directo del par de & con el protdn hidroxilo). Si el dtomo
6°-H en el modelo atdmico es puesto en contacto con el grupo

4 -metil, el gruvo 4'-NH2 y el protdn o -hidroxi se aproximan
lo suficiente para que pueda tener fdcilmente lugar la forma-

cidn de un enlace hidrégeno.



Plantéase ahora la cuestidn de por qué la agrupacidén
4’-amino pirimidina, inserta en la molécula de tiamina,es insu-
ficiente para prombver una ruptura del enlace activo. Schellen-
berger (213) confirmd que tal proceso sdlo puede realizarse con
una velocidad medible si la opuesta posicidn de los dos centros
activos vermite la transferencia del resto de aldehido del tia-

zol al resto de pirimidina.El mecanismo de transferencia requie-

?s re asf{ una extrema aproximacidén del resto fi-
,?C\N ) ’ . wn .
N " jado en 2 al grupo 4 amino. Estas condiciones
Cf\ ,Cs 4

L T=C ' . .
AR o estéricas no se dan de modo manifiesto en la
# ‘(g“f,b_dc',(;—c H;
# T CH . . . .
N molécula libre de tiamina, pero, sin embargo,
IJ.‘(. %. b/

pueden establecerse con la oportuna fijacidn
de los dos planos del anillo orientados por medio del apoenzi-.
ma, como puede verse en el esquéma dado. La dificultad de con-
seguir esta oportuna fijacidn mediante la introduccidn de gru-
pos metilo en posicién 6’,p.e., con pérdida paralela de la ac-
tividad enzimdtica completa,es una confirmacidn de ello(214).
Asimismo, del cardcter inactivo como coenzima y no
inhibidor del 2-metil-tiamin-pirofosfato debe deducirse que
también el grupo metilo fijado en posicidn 2 perturba la ad-
guisicidn de la conformuacidn requeride entre los dos sistemas
de anillos. Estos resultados concuerdan con los de Holzer (201)
y Juni (212) mencionados previamente y con los de Schellenber-
ger (213), sobre la falta de actividad enzimdtica y accidn in-
hividora, al usar acetaldehido activo como coenzima. Del mis-
mo modo, los factores estéricos juegan un papel decisivo en el

caso del N-metil TPP, que deberia ejercer al menos la misma



accidn que el TPP y que, a su vez, permanece débilmente enla~
zado al apo-enzima. Esto ha sido considerado por Schellenber-
ger et al.’(136) como una prueba del estrecho contacto del
grupo NH2 con la superficie del apo-enzima, 1o que parece ser
esencial para realizar plenamente la funcidn catdlisis-base.
Para este tipo de catdlisis intramolecular existe, no obstan-
te, una objeccidn en relacidn con la basicidad del grupo 4°'-
NH2, grandemente reducida por el anillo pirimidfnico. Todo ello
sugiere un nuevo punto de vista basado en la existencia de una
regidn adecuada, estérica y quimicamente, en el centro de en-
lace del apo-enzima que forma un enlace de hidrdégeno con uno
de los Hy, relativamente dcidos del grupo NH2, apartando asi a
este grupo de su posicidn de resonancia original y haciendo po-
sible el contacto con el protdn hidroxilo

H

I
"‘I.\];-H s e 000 :X- o0 Prote:{.na

vJ
Como consecuencia de esta interaccidn con el apo-enzima, aumen-
ta la basicidad del dtomo nitrdégeno del grupo 4'-NH2 y de aqudf
su actividad catalftica. Al mismo tiempo se aclara el motivo

por el que este grupo se hace inactivo si se metila.

21122, Unidn con el apoenzima: papel del radical fosfdrico.

A pesar de haber sido conocidas, durante muchos afios,
las interacciones entre fosfatos condensados y proteinas, po-

c0 se ha investigado acerca de la naturaleza de dichas inter-

acciones. Es conocido, no obstante, que el ortofosfato inter-



acciona menos fuertemente con la protefna que lo hacen otros
iones (C17 y NOE), en contraste con la fuerte interaccién re-
gistrada para los fosfatos condensados, entre los cuales el
sistema pirofosfato muestra siempre un fuerte efecto (215).

En el caso de la pirdvico descarboxilasa, este en-~
zima presenta una especificidad bien definida en relacién con
la longitud del ligando fosférico de la molécula de coenzima.
Une primera serie de investigacionesl(216ﬁ220) sobre la acti-
vidad co-descarboxildsica de los estefes fosféricos de la tia-
mina dio como resultado que el TPT era también activo como co-
enzima de la descarboxilasa de levadura. Las investigaciones
de De 1la Fuente (170) y posteriormente las de Rossi-Fanelli et
al. (172) y Kiessling (171), con preparaciones de apo-descar-
boxilasa exentas de fosfatasa, no confirmaron los primeros re-
sultados. (Evidentemente, trabajando con levadura no purifica-
da y en consecuencia rica en fosfatasa, el TPT habia de des-
fosforilarse a co-descarboxilasa y como tal presentar activi-
dad). En ningin caso, el MPT presentd actividad co-descarboxi-
lésica.

La exigencia de iones metal divalentes en estos sis-
temas enziméticos que contienen fosfato, y los resultados ciné-
ticos de algunas de estas reacciones favorables a’la existencia
de complejos con los iones metdlicos sugieren que, probablémen-
te, la influencia de los iones en estos distemas pudiera tener
lugar a través de la formacion de complejos entre los deriva-
dos fosfdéricos y los iones metdlicos (221). Por su parte, los

iones metal afladidos a una mezcla de reaccién, interaccionando



con los componentes de la mezcla, pueden influir sobre la ve-
locidad de la reaccidn enzimdtice de muy diversos modos (222).
As{ por ejemplo, en lo que respecta al papel de los iones me-
tal divalentes esenciales en las reacciones catalizadas por
quinasas, -objeto de varios estudios mediante EPR y PRR (223,
224)- se ha concluido que, al menos, pueden aplicarse dos
mecanismos, segin que los ligandos implicados en los comple-
jos metdlicos provengan del derivado fosférico (creatin qui-
nasa) o, mds bien, del propio enzima (piruvatd quinasa). Se
ha sugerido, también, que la influencia de los iones metal,
en sistemas que envuelven grupos fosfato, pudiera tener lu-
gar a través de un cambio de la configuracidn de las cadenas
polifosfato (dependiente de n) que en ciertas reacciones pa-
rece estar relacionado, bien con la ruptura de enlaces a tra-
vés de una induccidn electrdnica con separacién de electro-
nes del ndcleo del P, dejdndolo mds susceptible al atagque nu-
cleofilico por el oxigeno del agua u otros reactivos (225),
bien con su participacidn en la configuracién de determinadas
estructuras, en las que el complejo metal tenga una conforma-
cidn que encaje mejor en el sitio activo del enzima {226).
Las desviaciones quimicas del espectro de NMR del
fésforo en presencia de metales han proporcionado, por su
parte, una prueba directa de la naturaleza del complejo for-
mado, permitiendo diferenciar los grupos fosfato especificos
que estdn implicados en los.complejos de los metal nucledti-
dos (227). De las desviaciones quimicas de los picos del P se

deduce que metajes como Mg, Ca y Zn, en concentraciones equi-



moleculares, forman un complejo predominantemente con los gru-
pos /G—-y x- del ATP y con 108 X~ ¥ /3- del gDP (lo que ex~-
plicarfe la diferencie en las constantes de estabilidad). Cier-
tos experimentos parecen indicar la existencia de grupos espe-
cializados dentro del centro activo implicado en la interaccidn
del difosfato y el trifosfato de adenina. Partiendo de esta
base, el pirofosfato ha sido desde hace largo tiempo considera-
do como un andlogo del ATP, y parece probable que el lugar del
enlace del pirofosfato sea idénfico al sitio de interaccidén
con la cadena fosfato dei nucledtido (228). |

kn una solucidn que contenga Mg y PPi, Josse (229),
por su parte, destaca lé existencia de mds de una especie id-
nica compleja, cuyas distribuciones dependen de la relacidén

Mg/PPi presente. A elevados pHs, pueden tener lugar las si-

guientes interacciones (la ionizacidn al estado de PPin es su-
perior al 95%. a pH 8.5):
+ +
. 2% 24
=Mg > — _.-_.Mg___; (0]
PP}~ Mg PPZ - Mgy PPy

~ Kgppg- Kyt g,PPo

A bajos pHs, los estudios se complican por la presencia adicio-
nal de especies protonadas del PP, (por ejemplo: H PP%' y

Mg H PP;). (En general, los complejos diprotonados del tipo

M H2 ATP son insignificanteé a pHs superiores a 3; los comple;
vjos monoprotonados son los mds importantes a pH 3.8 . O.5. En
goluciones neutras y alcalinas el complejo M ATPZ" estd presen-

te en cantidades significativas).



De acuerdo con lLos modelos de Stuart, pueden consi
derarse las siguientes estructuras especificas de los comple-
jos Mg—PPﬁ:

El PPi libre (PP?") posee ung cisrta 1i-

0 0 N bertad rotacional alrededor del enlace
o./ \ .0
P b pirofosfato P-0-P, aungque sin duda exie-
/ §Qg ENE ) ’ 4
0 6] ten conformaciones preferidas, como re-
< > A

sultado de la repulsidn de cargas y po-

gibles enlaces dTt.

La estructura para el g PP?‘ coloca al

i ?““%g-go ién Mg2* tetraddrico en una posicidn
0 \§ .

/QP\\\O///)P central doblemente enlazada, cerrando
o 0° con el PPi un anillc de seis miembros.

Desgraciadamente, no se han realizado estudios cristalogrdfi-
cos del complejo Mg-PPi y no hay pruebas de esta configuraciin;
sin embargo, es aceptavle teniendo en cuenta:

a) la alta constante de asociacidn para elkcomplejo Mg PPg—

(K

o PPE— = 105'4), tres drdenes de magnitud mayor que la
g PPy
NSRS . - 2- L an2
del Mge~ sencillamente enlazado al P (ng Pi:.10 ),
b) la oportunidad de formar un anillo estable. En esta estruc-~
tura, debido al cierre del anillo, la rotacidn alrededor

del enlace pirofosfato queda muy restringida.

Finalmente, esta estructura es sugerida para el

o4

‘ Mg2PPg, con desplazamiento del lig centrél por la llegada decl

segundo idn y la unidn de las dos mitades de Mg?* a fosfatos



opuestos a causa de la repulsidn de

\ - cargas; es de destacar que el segun-

0 ?"' " do Mg?* se afiade al complejo con una
0! constante de asociacién 0 =
YP PO ° KMg PP{
0" \ﬁLO’a/"\ 102+3, similar a la del enlace uni-
0
Mg valente del Mg al PE'. (E1 segundo
7N 24 . -
Mg“" no encajard en una posicién

central y no cerrard un segundo ani-
l1lo sin introducir una considerable tensi6n). De nuevo queda es-
tablectda la libertad de rotacidén alrededor del enlace P-0-P.
Es de observar que, en la interpretacidn cuantita-
tiva de 1la forgacién de estos complejos, se requiere un cono-
cimiento previo de las constantes de estabilidad de tales com-
plejos; no obstante, los valores disponibles suelen ser in-

ciertos, dada la existencia de mds de un tipo de complejo en

el intervalo de pH estudiado (221).

Por otra parte, Briggs (230) ha sugerido que, en
general, los fosfatos condensados interaccionan con log si-
tios catidnicos de las proteinas, segin la ley de accidn de
masas. Resultados muy recientes de Schellenberger et al. (1365
parecen demostrar en este sentido, que el residuo pirofosfa~

to es enlazado al apo-enzima en el equilibrio 13F*°

2

sin la
ayuda del Me + (interaccidédn dcido-base), de acuerdo con la
independencia de KMg y KTPP’ Esta suposicidn viene apoyada
por el hecho de que la tiamina no fosforildda carece de efec-
to sobre el equilibrioc 12¥1° TPP-gpoenzima, y por el orden de

magnitud de K,,p (x10'3).



Importancia de los sustituyentes en diferentes posiciones del

anillo pirimidinico.

Con los recientes trabajos de Schellenberger sobre
el mecanismo de dos centros, la participacién del anillo piri-

midinico (a través de su grupo -NH, en posicién 4°) de la mo-

2
lécula de co-descarboxilasa ha cobrado de nuevo la importan-
cia sefialada por Langenbcck (173,210) incluso antes de cono-
cerse la estructura de -este coenzima. (Derivados como el 4'-
hidroxi-4‘-desamino-TPP, 4 ‘-mercapto-4 ’-desamino-TPP, N-metil-
TPP y N.N.-dimetil-TPP fueron ensayados, poniéndose de mani-
fiesto su capacidad inhibidora decreciente al ser mezclados,
en la relacidn molar 1:1, con el apoenzima (231)). Asimismo,
Schellenberger et al. (213,214), a través de derivados en

las posiciones 6°y 4, como el 4-nor-TPP, 6‘-metil-4-nor-TPP

y 6°-me¢til-TPP, destacaron la importancia de la conformacién

de los dos planos de la molécula del coenzima, cuya manifies

ta afinidad por el apofermento se ve perturbada, en el caso
del Ultimo homélogo, hasta el extremo de que el mecanismo Sy
no puede ya funcionar. La introduccidn de un metilo en 6°
provoca un giro de la molécula alrededor del puente CHZ’ que
lleva principalmente a la separacidn de los centros de reac-
cidn pero también a una desviacidén de los grupos de enlace
del coenzima.

Por otra parte, los estudios cbn andlogos permi-
tieron aclarar la probable participacidn ael anillo pirimi-

dinico en la unidén con el apoenzima. Vermd y Dey (232), a



través de la descarboxilacién del ac. pirdvico por levadura
lavada previamenfe con dlcali, estudiaron el efecto del reem-
plazamiento del grupo 2°‘-metil por otros grupos alquil y aril,
sobre la accién activadora de la tiamina. La magnitud de la
activacién fue influenciada por la naturaleza del sustituyen-
te en posicidén 2’ del anillo de pirimidina, El 2‘-etil y el
2’-propil-tiamina se comportaron de modo semejante, con cla-
ra accidn de cofermentos; el derivado 2’ -butil no demostrd ac-
cidn activante, sino, mds bien, efectos inhibidores. Este di-
ferente comportamiento de los grupos en posicidn 2’ pudiera
~ser interpretado a través de la participacidén del anillo de
pirimidina (mediante el enlace de los sustituyentes en posi-
cidn 2’ con la protefna) en la orientacidn estérica de los

dos grupos bdsicos dentro del mecanismo de descarboxilacidn
enzimdtica del ac. piruvico.

Del mismo modo, el estudio de los andlogos forma-
dos por sustitucidn del anillo de pirimidina del TPP por un
anillo de piridina, ha destacado la importancia, como sitio
de enlace, del N en posicidn 1% (233). El andlogo N-1’ pre-
senta cierta actividad coenzimética, y, dado que las 4‘-NH,
pirimidinas son preferentemente protonades en posicién 17 ,
puede suponerse que el enlace entre N-1’ y el apo=-enzima
tiene lugar a través del Me2* (136). E1 N en posicidn 37,
por el contrario, no parece mostrar participacién alguna en
el mecanismo de gccidn del TPP (233), asi como tampoco pare-
cen ser de importancia las interacciones tautoméricas entre
el grupo 4'—NH2'y el dtomp N-3° adyacente; Sin embargo, la
estabilidad del enlace entre el co-E y el apo-E es reduclda

en ausencia del N-3' (136).



21123, Existencia de formas S-S en la pirdvico descarboxilasa.

Utsumi et al. (234) pusieron de manifiesto la exis-
tencia de interacciones de las protefnas con la tiamina y sus
derivados, mediante la formacidn de complejos que parecian es-
tar formados por enlaces quimicos de los derivados de tiamina
con los grupos -SH de la proteina en la forma de proteina-
S-S-tiamina. El cardcter inhibidor de los reactivos detecto-
res de los gruposv—SH (91,95,111,112) sobre la actividad de le
pirﬁvico‘descarboxilasa apuntaba también a la posible partici-
pacién de dichos grupos como puentes de unidn. Sin embargo,las
evidencias anteriormente presentadas sobre el papel de los
grupos -SH de 1la apo-descarboxiiasa descartan le posibilidad
de atribuir al -SH la funciédn de puente con el coenzima.

Por su parte, Hamamoto y Yamanouchi (235), en un es-
tudio polarogrdfico scbre derivados de tiamina en tampdn 00012—
NH3, encontraron que dichos compuestos presentaban un compor-
tamiento muy similar al de la cistina. La altura de sus ondas
cataliticas era proporcional a lg ooncentraciéh, en un inter-
valo de 0.2 a 3.3 10'4M, y aproximadamente el 0.01 del valor
de la cistina, a la concentracidn correspondiente. Puesto que
otros compuestos con estructura de pirimidina y tiazol no mos-
traban ondas similares, concluyeron la existencia de un tipo
disulfuro de la vitamina B,, que resultd estar presente tanto
en la vitamina B4 natural y sintética como en la co-descarboxi-
lasa, que permitiria pensar en una agrupacidén -a través de puen
tes S-S entre sus anillos tiaz8licos- de las cuatro (?) molé-

culas de TPP por mol de proteina, seilaladas por Ulrich (97).



2113. Otros requisitos: idn divalente.

En 1932, Auhagen (70-72) encontrd por vez primera
que la descarboxilasa precisaba, para ser activa, dos facto-
res: un componente termostable de naturaleza organica, al que
denomind "cocarboxilasa", y un idn metal, Mg, Posteriores in-
vestigaciones de Green et al. (91), con la pirdvico descarbo-
Xxilasa en forma altamente purificada, han dado una proporcién
de 0.46% y 0.13% de pirofosfato de tiamina y Mg respectiva-
mente, correspondiente a 5 dtomos de Mg por moldécula de co-des~—
carboxilasa, para un peso molecular de 92.000, en desacuerdo
con los resultados publicados simultdneamente por Kubowitz y
Liittgens (90), los cuales encontraron 1 dtomo-gr. de Mg por
mél de pirofosfato de tiamina para un peso molecular de 75.000.
Los recientes resultados de Utrich et al. (97) indican, por
su parte, un peso molecular de 175.000 y un contenido de 3 6
probablemente 4 pirofosfatos de tiamina y iones Mg por mol de
enzima, segin ya hemos expuesto.

Green et al. (91) pusieron, sdemds, de manifiesto
que el idn Mg podfa ser sustituido por la siguiente serie de
metales, en orden decreciente de efectividad:

Mg, Mn, Co, Cd, Zn, Ca, Fe
El Mn produce, en ocasiones, una mayor reactivacién que el Mg.
Los cafiones trivalentes, como el Al y el Fe, por el contrario,
no ejercen practicamente efecto alguno. (Es importante desta-
car, segun ha observado Kossel (112), la posibilidad de que se

produzcan efectos secundarios, debidos a la activacién de in-



hibidores o a la proteccidn del enzima contra ellos, cuandoc
le accidn de los catibnes se estudia sobre descarboxilasa no
purificada).

Recientemente, los estudios realizados por Schel-
lenberger et al. (126,127) han puesto de manifiesto la falta
de especificidad de metal de este enzima. En el estudio rea-
lizado por estos autores, acerca del'influjo de los iones me-
tdlicos sobre el equilibrio de recombinacidn y la velocidad
estacionaria de la descarboxilacidén pirdvica, a pH, T y con-
centracidn de metal determinados, se obtuvieron una serie de
curvas que, en cada caso, se componen de dos segmentos carac-—
ter{sticos. En la primera fase de la transformacidén (fase de
recombinacidén) aumenta continuamente la velocidad de reaccidn
hasta que alcanza su valor final, que en la segunda fase (fa-
se estacionaria) permanece constante. Mientras que la dura-
cidn de la fase de recombinacidn depende de la clase de ién
metdlico introducido, el estado estacionario es independiente
en gran medida de la clase de idn afiadido. Estas velocidades
de recombinacidén peimiten establecer un paralelo con los re-
sultados de Eigen (11), el cual halld que la velocidad de for-
macidn del complejo depende de la velocidad de sustitucidn de
las moléculas de hidrato, agrupadas en torno al idén metdlico,
por los grupos donadores complejentes. Asi, no depende, en
considerable medida, de la estabilidad del complejo formado y
crece, en general, en la serie:

Ni< Mg< CoxlMn<2n <Ca

Como la serie hallada por Schellenberger, teniendo en cuenta



la velocidad de recombinacién,
~ Ni<Mg<{Co<Mn <(Zn)<Ca,

es idéntica a la de Eigen, el valor de k4 quedd fijedo a tra-
vés de la cinética de formacién del complejo-metélico. Por el
contrario, la velocidad estacionaria de la reaccidén total es
précticemente independiente de le clase de ién metdlico com-
plejante y de la estabilidad del complejo formado. Asi se ob-
servé que los iones metdlicos como el Ca, Mg, Mn y Co, que tan
fuertemente se diferencian en cuanto a poder de formacidn del
complejo y electronegatividad, dan todos. lugar, en estado de
saturaéién, a la misma actividad enzimdtica. Una funcidn esen-
cial del idn metdlico consistiria, pues, simplemente, en ser-
vir de mediador en la colocacidn, estéricamente muy definida,
de la molécula del coenzima en el centro activo del apoenzima.

Muy recientemente Schellenberger et al. (236) han
observado que la influencia del metal (Mg2+) as{ como del TPP,
en ia reconstitucidn del enzima, tiene lugar a través de la
formacidn rdpida y reversible de un complejo binario con el
apoenzima, siendo las correspondientes constantes de equili<
bric indepenai~ntes de la presencia de cualquier otro compoﬁ.
nente. El paso limitante de la velocidad es la formacién irfé-
versible del complejo ternario estable, que resulta favoreci-
do por la presencia de piruvato; en este proceso el TPP y el

1 g2+

, que estaban enlazados débilmente al apoen21ma, ge re-

combinan cerrando un anillo, para dar luga? al holoenzima fun-
. Py

cional, en el que la adecuada ordenacidn de los dos anillos

de la molécula de coenzima viene determinada por la influen-—



cia del apoenzima. Para la firme combinacidn del MeQ*

al apo-
enzima, as{ como pura el enlace estable del apoenzima al co-
enzima, se requiere la presencia de TPP y Mg, respectivamen-
te, si bien no ha podido detectarse ningin enlace coordinado
estable entre TPP y Mg, por lo que el complejo holoenzima,
termodindmicamente estable, puede ser formado Unicamente por
la participacidn simultdnea de los 3 componentes. La "quasi‘
irreversioilidad" de la formacidn del holoenzima puede asi
ser explicada como un equilibrio controlado cinéticamente en-
tre el complejo "ciclizable" y el complejo holoenzima cicli-
zado, siendo los dos equilibrios primarios (KMg y Kppp) los
determinantes de la concentracidn del complejo ternario (136).
(En una breve comunicacidn anterior (126), estos
mismos autores habian tratado de establecer como posible fun-
cidn de los iones metdlicos, su influencia sobre el incremen-
to de la acidez en el 02, gefialada por Breslow, y, partiendo
de algunos estudios sobre el influjo de los iones metdlicos
en la velccidad del intercambio D-H, llegaron a sugerir la
participacidn directa del idn metdlico en el mecanismo de des-
carboxilacién. Ambas sugerencias no pudieron ser demostradas
(213), no existiendo por tanto base alguna para atribuir al
idn metdlico otra participacidn en el mecanismo de fermenta-

cidn fuera de su inespecifica funcién vinculante).



Chjetivo de la tesis.

Una vez expuesto el esquema tedrico sobre el que
fﬁndamentaremos nuestros resultados y, como predmbulo a la
parte experimental, creemos conveniente resumir la 1lfnea de
nuestra investigacidén.

Nuestro punto de partida arranca de clertos ensa-
yos previos en los que habfamos podido observar que no todos
los metales se comportan de andloga manera en la accidn de la
2-0x0dcido carboxi-liasa o pirdvico descarboxilasa sobre el
piruvato (en aparente desacuerdo con la inespecificidad de me=
tal manifestada ﬁosteriormente por Schellenberger). En conse-
cuencia, y como objetivo fundamental de nuestra tesis, decidi-
mos abordar el estudio del efecto de una serie de diferentes
metales (a través de variaciones en la concentracién de los
mismos y en los pHs de las mezclas de recombinacidn) sobre
apo-descarboxilasa de gran pureza, sensibilidad y actividad
reproducible, con el fin de investigar el paralelismo existen-
te entre los parametros que caracterizan fundamentalmente a
los metales estudiados y la especificidad hacia los metales
manifestada por la pirdvico descarboxilasa.

Este estudio presentaba, sin embargo, una granAdi-
ficultad experimental inicial, ya que requeria no sélo un per-
fecto control de las condiciones del complejo medio reaccio-
nante, sino también una gran pureza de los ccmponentes del
sistema enzimdtico. Por ello, en primer lugar, la tesis reco-

ge la puesta a punto de un método propio de preparacién de apo-



descarboxilasa, cuya eficacia queda confirmada plenamente &
través del desullado estudio realizado sobre las condiciones
6ptimas de preparacidn de dicha apo-descarboxilasa.

Por su parte, debido a las peculiaridades de la
técenica por nosotros utilizada (técnica manométrica de War-
burg), nuestro estudio -a nivel de desprendiriento de CO,-
gse centra sobre las tres primeras faseg del esquema de des-—
curboxilacidn de X —-cetodcidos (considerando la recombiracidén
en su fase estacionaria), concretamente en la fase de enlace
del sugtruto. n dicha fuse, lu posivilidad de monejar amplios
intervelos de concentraciones del idn metul habria de permi-
tirnosg poner de munifiesto un nuevo aspeéto de la interuccidn
metul-protefna en la piruvico descarboxilasa: el de bloguea-
dor de gruoos -SH, esenciales para la fijacidn del sustrato.
(Como veremos en la discusidn, nuestros resultacos ponen de
manifiesto una dooble interaccidn metal-proteina. No se trata
de un efc¢cto onrimario sobre las propiedades del metal -por
no tratarse de un metaloenzima verdadero- 38ino de una coope-
racidn del metal y la protefna en la orientacidn correcta de
los grupos cataliticos pertenecientes al coenzima, por una
parte, y de un efeccto primario sobre las caracteristicas de
la protefna enzimdtica al ser bloqueados grupos -SH fundamen-
tales, por otra. Se han fijado, como factores decisivos de la
doble interaccidn, .la vclocidad de sustitucidn de las molécu-
las de HQO de la cubierta de hidratacidn de los-metales, por
los ligandos, y la estabilidad de los compuestos con los gru-

pos =-SH, respectivamente).



Al mismo tiempo, al utilizar intervalos de concen=
tracién de metal que inclufan fundamentalmente valores de con-
centracidn que resultaron superiores a los méximos posterior-
mente utilizados por Schellenberger en sus determinaciones
espectrofotométricas, nuestro trabajo habria de proporcionar
la base para explicar la aparente disparidad de resultados a
que aludimos anteriormente, completando =-a la vez que ponien-

do de manifiesto sus 1limites- el estudio del mencionado au-

tor,
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1. MATERIAL



Se describen a continuacién los principales aparatcs
y productos que fueron empleados en la realizacidén del presen-

te trabajo:

11. APARATOS:

Respirdmetro de Warburg, modelo SL 65 de la firma Braum Melsun-

gen.

pHmetro Radiometer, modelo 22.

Centrf{fuge Magnum MSE (velocided mdxima: 3,500 rev./min; capa-

cidad mdxima: 1,500 cc.) y MSE refrigerada (velocidad mdxima:

13,000 rev./min.; capacidad mdxima: 400 cc.).

Disgregador mecénico, accionado a mano, pare la pulverizacidn

de la levadura.
Balanzas de precisién.

Fotocolorfmetro Klett Summerson.

Bafio Marfa "Pearson'".

Cédmara fria (42 -2 oC).

12. PRODUCTOS:
Levadura de cerveza de la fdbrica "Mahou'.

Tampdn fosfato M/15 y M/2, pH 7.2 (tablas incluidas en "Methods

in Enzymology", ed. por S.P.Colowick y N.O.Kaplan, tomoNI,

pag. 143), a partir de PO,HyNa. 2Hp0 (BDH), Py = 156,03 y
PO4HNap. 12H,0 (Merck), Py = 358,13.

Tampdn citrato 0.04M, pH 6 (tablas incluidas en "Methods in En-

zymology", ed. por S.P.Colowick y N.0.Kaplan, tomo I, pag. 140)



a partir de dcido cftrico + Hy0 (BDH), Py = 210,15 y citrat.
sédico + 2 H,0 (BDH), P, = 294,11,

Tampén meleato preparado a partir de las soluciones:

I. Maleato monosddico: 1.16 gs. de dcido maleico (Schuchardt)
disueltos en 100 cc. de NaOH O0,1N,
II. Maleato disddico: 1.16 gs. de dcido maleico (Schuchardt)
disueltos en 100 cc. de NaOH 0,2N.
(Normalmente se han utilizado estas soluciones a molaridad do-
ble (d.m.)).

Los pHs de las diferentes mezclas de las dos solucio-
nes constituyentes del tampdn son recogidos en la tabla y fi-

gura siguientes:

ml. de ml. de H

sol.I s0l.IT Q.M.?normal) T.M. %especial)
0,0 10,0 7,84 7,8
1,0 9,0 6,72 6,36
2,0 8,0 6,39 5,95
3,0 7,0 6,16 5,62
4,0 6,0 5,99 5,21
5,0 5,0 5,83 4,16
6,0 4,0 5,67 2,46
7,0 3,0 5,50 2,02
8,0 2,0 5,26 1,72
9,0 1,0 4,89 1,46
10,0 0,0 3,82 1,23

*la solucidn I utilizada en este caso fue previamente ,ajustada
a un pH 1,2 (6 1,7 en los experimentos de recombinacidn con

el idn Mg).
Seleccionamos este tampdn, en las investigaciones so-
bre la influencia de los iones metales, dadas sus caracteris-

ticas, estudiadas por Smits:

1. Capacidad tamponadora suficiente en el intervalo 5 a 7.



2. No formar precipi%ados con los iones divaleﬂtes: Mg, Mn-
Co, Zn, Cu, etc. '

3. No afectar a la tiamina y su ester difosfdrico.

4. No influir en la activ%dad descarboxildsica de las prepa-

recilones de levadura.

sol.l solll ( Tampén. maleato)

L 6 ]
/
5- Sf /f
6 4 .
/
7 3k d

Solucidn de acetato cdlcico M, a partir de acetato cdlcico

(Probus), Py = 158.16.

Solucidn de fosfato sddico dibdsico 0.5M, a partir de
PO4HNa2. 12 H,0 (Merck), Pn =‘358.13.

Solucién concentrada de NaOH (saturada a O °C), a partir de




- N7 -

NaOH (Merck): 40 gs. de NaOH mds 100 cc. de H,0 destilada.
Solucidn de EDTA, a partir de Titriplex III (dcido etilén dia-

mino tetracético, sal disddica) (Analema), P, = 336,22. Se pre-
paran disoluciones a distintas concentraciones, en diferentes
soluciones alcalinas y en tampén maleato, a distintos pHs.

(Se detalla en su lugar oportuno).

Soluciones de jiones metal, a partir de los sulfatos correspon-
dientes (Merck), a distintas concentraciones y en tampén ma-

leato de distintos pHs. (Se detalla en su lugar oportuno).

Solucidn de DPT (200 v /cc.) en tampén maleato (d.m.) 0:10, a
partir de cocarboxilaLa Alter, P = 4;8,79 (pH=T7,65).
Solucidn de piruvato sddico M, a partir de piruvato sdédico
(Merck), por disolucién en tampdn maleato, a distintos pHs.

Solucidn saturada de sulfato amdnico (tablas incluidas en "ie-

thods in Enzymology", ed. por S.P.Colowick y N.O.Kaplan,tomo I,
pag. 76). 767 gs. de s.a. y 1l. de H,0 destilada (pH=5,1).

Solucidn saturada de sulfato amdnico a diferentes pHs :

cc. de NaOH conc. ’
PpH afladidos a 2,3 cc.

de sol.sat. de s.a. z
9.5 0.5
9.3 0.35 .
9.0 0.175 P
8.9 0.15 ‘
8.5 0.05
8.4 0.04
8.1 0.025
8.0 0.02
707 0001
7.6 0.075




Solucién saturada de sulfato aménico a diferentes p} .

c.c NaOH conc.

4
r 0.5+ o
04
‘ [
0.3
0.2+
/o
J
0.1
3
o’
°lo/
o—o/ /
0 | L '] 1
7.5 8.0 85 9.0 95

_ —_—— & pH
cc. de sol. conc. de NaQOH, afiadidos a 2.3 cc. de sol.sat.
de s.a., en funcidn del.pH resultante.



2. METODO






21. Determinacidn manométrica de la actividad descarboxildsica.

Fundamento.

Una propiedad fundamental de los sistemas enzimdti-
cos es que la velocidad de la reaccidn catalizada por ellos
depende de las caracterf{sticas fisico-quimicas del medio en
que actdan, es decir: el pH, la temperatura, las concentracio-
nes del sustrato y las del inhibidor, etc. Para estudiar la
influencia de cada uno de estos factores sobre la reaccién,
gserd preciso fijar, lo més exéctamente posible, las condicios.
nes de los restantes.

El principio fundamental de 1a técnice manométrica,
para la determinacién de los cambios gmseosos producidos por
reacciones qufmico-bioldgicas, estriba en que "si a tempera-
tura constante se mantiene invariable el volumen que ocupa un
gas, las modificaciones cuantitativas que experimenta el refe-
rido gas pueden ser medidas por los correspondientes cambios
de presidn".

Si representamos por X la cantidad de gas producido,
por h las variaciones de las lecturas en la rama abierta del
mandmetro, y por Kv la constante de; vaso, se verificard que

_ X =h. K, -
La constante del vaso se define como el factor delcalibracidn
del sistema manométrico que, de los cambios de presién obser-
ﬁados, permite deducir, en mm3 o microlitros, ral., la canti-
dad de gas consumido o desprendido, reducida a condiciones

normales de presidn y de temperatura (0 °C y 760 mm).



22. Determinacién de la K .

Aplicando la ecuacién general de los gases al gas

desprendido o abgorbido en el vaso de reaccidn, se deduce:

Kv ~ Vg 273 + Vl . 8

Fo

V_: vol. gaseoso del vaso de reaccidn y de los tubos de cone-
xién hasta el punto cero (15cm.) en el mandmetro cerrado.

vol. del 1f{quido en el vaso.

|

a’: solubilidad del gas en ml./ml., a una atmdsfera de pre-
sidn parcial; su valor viene dado por la expresién

a’ = [antilog.(pH - 6.343)] + 1
- 1

siendo a = 0.665, a 30 ©C,
P,= 760. 13.56 édensidad del mercurio)
° 1.033 densidad del 1fquido manométrico)

De los numerosos métodos existentes para la determi-
nadidn del volumen exacto del vaso, nosotros hemos elegidc el
empleado por Krebs, que, en esencia, consiste en llenar el va-
so y los tubos de conexidén, hasta el punto cero, con mercurio
puro, recoger todo este mercurio y pesarlo con precisidn. Di-
vidiendo el peso del Hg por su densidad, a la temperstura uni-
forme a que se opera, el cociente, disminuido en el volumen

del 1fquido en el vaso (V1), es el V,. Substituyendo este va-

g
lor en la férmula anteriormente transcrita, cuyos restantes
factores son conocidos, queda determinada la constante del va-

so para el mandmetro utilizado en su determinacidn.



23, Termobardmetro.

En el cdlculo de la constante de vaso, K, se consi-
dera constante el valor de la presién atmosférica. Sin embar-
g0, la presién en el recinto del laboratorio y la temperatura
del bafio sufren inevitablemente algunas variaciones, que dan
lugar a alteraciones en las medidas manométricas no debidas
a las reacciones enzimdticas, si bien dentro de 1fmites restrin-
gldos por las condiciones en que se procura operar. Para obser-
var y corregir estas alteraciones, se utiliza un mandmetro uni-
do a su correspondiente vaso (termobardmetro), que se somete a
las mismas manipulaciones que los deméds, sustituyendo el 1fqui-
do reaccionante por un volumen igual de agua.

. Para determinar las desviaciones verdaderas de los
mandmetros problemes, a las lecturas de éstos, expresadas en
microlitros, se restardn o sumardn las disminuciones o aumen-

tos que sufra el termobardmetro.

24, Condiciones de la determinacién manométrica.

Temperatura del termostato: 30 ©C.

Tiempo de equilibrio de la temperatura en el interior del vaso,
una vez introducido en el termostato: 15 minutos.-

Amplitud y frecuencia de oscilacidn durante el equilibrio de
la temperatura: 2 y 100, respectivamente.

Amplitud y frecuencia de.oscilacién durante el desprendimiento
del COp: 3.5 y 1,500, respectivamente.

Lectura inicial (tiempo»cero): a los tres minutos de afiadido



el sustrato.

Lecturas durante 10 minutos, en un orden fijo, de modo que el
intervalo de tiempo que media entre dos consecutivas en un mis-
mo manémetro sea de dos minutos.

Volumen total de reaccidn: 3.5 ml.

25. Determinacién de la velocidad inicial de descarboxilacién.

Le determinacidn de la velocidad inicial de descar-
boxilacidn se realiza del modo siguiente:
12. A las lecturas manométricas, que son mm. de presidn del 1f-
quido de Brodie, se le¢s restan las lecturas iniciales (las he-
chas en el tiempo cero).
2?2, Estas cantidades se llevan al ejJe de ordenadas de uh sis-
tema de coordenadas cartesianas, en cuyo eje de abscisas se
representan los tiempos correspondientes a ellas.
32, Se traza una recta ideal que, pasando por el origen, com-
prenda mejor & los tres o cuatro primeros puntos, y cuya pen-
diente representa la velocidad de reaccidn por unidaed de tiem=-
pPo en las concentraciones iniciales de las sustancias reaccio-
nantes.
42, La pendiente de la recta se transfofma en mm. de presién
del liquido de Brodie/hora y ml. Multiplicando este valor por‘
la correspondiente constante de vaso y corrigiendo las varia-
ciones sufridas por el termobardmetro (expresadas, también, en
microlitros), se obtiene la velocidad en rAl.de C02/hora y

ml.



3. RESULTADOS







31. Pirdvico descarboxilasa: Purificacidn.

La levadurs de 6erveza seca que se encuentra en el
comercio no es, por lo general, apropiada como material de par-
tida para la preparacidn de pirdvico descarboxilase purificada.
Temperaturas de secado superiores a 40 °C, o periodos de con-
servacidn demasiado largos, hacen que a menudo la protefna en-
zindtice se muestre inactiva. Es recomendable, por tanto, el
uso de levadura de cerveza fresca, que ha de ser some%ida in-
mediatamente al procedimiento de purificacién.

En este trabajo se ha utilizado levadura de cerveza
de la fébrica "Mahou'.

Esquemdticemente exponemos & continuacién el método
de preparacién utilizado (método de Green modificado por De 1la
Fuente) que subdividimos en tres partes, para que pueda seguir-

se con mayor claridad la marcha del proceso:
A) Preparacidn de levadura en polvo
B) Preparacién del extracto de levadura

C) Praccionemiento proteico
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Nota. Paras determinar los % de saturacién en que se separan
las distintas fracciones proteicas, se han utilizado las ta-
blas correspondientes incluidas en los "Methods in Enzymolo~
gy" (tomo I, pag. %6, ed. por S.P. Colowick y N.O. Kaplan),

teniendo, ndemds, en cuenta que:

cc. 80l.sat. de s.a. a afladir =

V = volumen inicial

S,= grado de saturacién deseado

S4= grado de saturacién preexistente

Por otra parte, se ha aceptado la hipétesis de que la solu-

cidn resultante de la disolucidén de los precipitados protei-
cos contiene el sulfato aménico que corresponde a un volumen
igual &l incremento de volumen experimentado por la solucidn
disolvente, en el % de saturacidn en que ha tenido lugar la

precipitacidén.

Con fines de conservacién, suspendemos inicialmen=~
te la preparaoidén enzimdtica (fraccidn proteica separada en-
tre el 46 y el 52% de saturacién) en un volumen pequefio de
solucidn semisaturada‘de sulfato aménico en tampdn citrato
0.04M, pH=6, (relacidn 3:1), haciéndose todas las semanas
diluciones (1ecc. - 4cc.) con la misma solucidn semisaturada.

Hemos podido comprobar gque, en estas condiciones,
la actividad enzimdtica y su correspondiente actividad mdxi-
ma no varian de modo apreciable con el ﬁiempo (4 meses, dura-

cién normal de consumo de la preparacién enzimdtica).



311. Caracterfsticas de la pirdvico descarboxilasa purificada.

3111. pH dptimo de descarboxilacidn.

Toda actividad enzimdtice es funcidn del pH. Estu-
diando las variaciqnes de la actividad en funcidn del pH se
observa le existencia de dos pHs limites, mds alld de los cua-
leé la accidn del enzima es nula. Entre ambos, la actividad
presenta un médximo & un pH bien definido (pH dptimo) en condi-
ciones determinadas (origen del enzime, temperatura, presencia
de sales neutras, etc.).

La determinacidn del pH dptimo de descarboxilacidn
de la pirdvico descarboxilesa purificada, ha sido realizada en
las condiciones indicadas en la tabla I. Los resultados de la
determinacidn quedan incluidos en la tabla II (Fig.1).

Tabla I. Actividad descarboxildsica en fuhcidén del pH: Condi-
ciones de valoraqion manométrica.

Piruvico des-

carboxilasa ' Piruvato Na
(Activendx.= T.maleato 1M Mezcla
1.67 102u1C0, (dem.) en T.M.(d.m.} | total
/0.1¢c.E/10%. , 3:7(1.42 10™1)
vol. vol. sol.l vol. vol. | pH
CCe CCe S0Ll..L1 CC. CCo
0.1 2.9 6:4 0.5 3.5 |5.6
" " 5:5 " L] 5.75
1 " 436 " (] 5.9
" " 3.5:6.5 " " 6.0
" " ' 2:8 " " 6.2
" " 1.5:8.5 " " 6.3
" " 129 " " 6.45
" " 0.5:9.5 " " 6.6




Tabla II. Activided descarboxilédsica en funcidén del pH.

Actividad enzimdtica

PH comparable
H1002/0.1cc.E/10f %
5.6 25 25
5.75 51 51
5.9 83 83
6.0 96 96
642 97 97
6.3 8 78
6Q45 | 46 46
6.6 22 22




| \
Figura 1. Actividad descarboxildsica én funcién del pH.
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3112. Actividad de la pirdvico descarboxilasa purificada.

Le actividad de la preparacién enzimdtica determina-
da por la técnica manométrica de Warburg, en las condiciones
Sptimas de descarboxilacidn indicadas a continuacidn:

O.1cc. de purificado enzimdtieco

2.9cc. de T.maleato (d.m.) 3:7 1

0.5cc. de piruvato Na 1M, en T.maleato (d.m.) 3:7 (1.42 10”'M)
Mezcla total: 3.5cc. (pH = 6.1)

he resultado ser: 1.102Pl.002/0.1cc.E/10 min. (T = 30 °C).

3113. Actividad méxima de la pirivico descarboxilasa.

A través del proceso de purificacidn, parte de la
protefna enzimdtica pierde el cofermento y catién, permane-
ciendo inactiva frente al sustrato en la valoracidn manométri-
ca. Por esta razdn hemos desechado, en los estudios de cinéti-
ca del enzima reconstrq;do, el término actividad en relacidn
al contenido total de protefna (activided especf{fica), utili=-
zando, en cambio, la actividad mdxime de la preparacidén enzi-
mética como reflejo del total contenido proteico capaz de des-
carboxilar el dcido pirﬁiico. (Tomamos como punto de referene~:
cia la actividad mdxima, para hacer comparables no sélo los va-
lores obtenidos en dfas sucesivos con la misma preparacidén enzi-
mética, sino tambi®n los correspondientes a distintas prepara-
ciones). |

Las condiciones de determinacidén manométrica de la
actividad méxima del purificado enzimético son las indicadas
en la tabla III, siendg incluidos los resultados obtenidos en

la tabla IV (Figura 2).



Tebla III. Activided mdxima de la pirdvico descarboxilasa.

Condiciones manométricas: contenido por vaso de Warburg

vol. lMo%aridad Concentracidén | T.M.(d.m.)
e lg sol.l
cCe |oolucidn moles/1 ¥/vaso =T
Pirdvico des-
carboxilase
(Act%v. enz.= 0.1
1 . 10 Mlu 002/
/0.1ceE/10min)
Sol.de Mg** en
P.M. (d.m.)0:10 1.5(1) 15,101
y posterior 1.0 (2)
dilucidn en 1.0 3.3 10-1
T.M. (d.m.)
0.25:9.75.
100
Sol. de DPT en 50
T.M.(dem.)0:10 | 0.5 25
10
-(3)
21 0.4:9.6
T.maeleato(d.m.)} 1.4 2)0.7:9.3
(113 0.3:9.7
(2,3)0.5:9.5
Mezcla: 3cc. con un pH de recombinacidn de 6.7

Piruvato Na en
T.M.(dem.)
5.5:4.5

0.5

1

1.0 1.42 10°

Mezcla total: 3.5cc. con un pH de descarboxilacidn de 6.1




Tabla IV. Actividad mdxima de la pirdvico descarboxilasa.

DT | AT e
X/Vaso V1002/0.1cc.E/10' %
100(3) 167 100
50 16% 100
25 15'? 94
10 140 84
- 114 68
-(2) 100 60

(1) Concentraciones de Mg+ de 5.10~1 y 3.3 10~1 dieron
los mismos valores de actividad.

523 Sin adicidn de iones Mg.

3) Equivale a una conc. de DPT de 5.9 107,



Figura 2. ActiVidad néxime de la pirdvico descarboxlilese puri-
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3114. pH Sptimo de recombinecidn.

La necesidad de conocer le actividad méxima de la
pirﬁvico descarboxilasa purificada nos hizo plantear el proble-
ma de la determinacidn de las condiciones de recombinacién ya
en los primeros estudios sobre caracteristicas‘del enzima na-
tural. (La bibliografie, por otra parte, no era concordante a
este resvecto).

Es de hacer constar, ‘en lo que se refiere a las con-.



diciones de determinacién manométrica,ael problema que supuso
poder salvaer lz dificultad de hacer compatible, en la misma
determinacidn, la existencia de dos pHs: el pH de recombina-
cidn y el pH de descarboxilacidn, que ldglicemente habla de
ser igual en todos los casos.

En el apartado 331, inclufmos las condiciones y re-

sultados de estas experiencias.

3115. Efecto del EDTA sobre la activided de la pirdvico des—

carboxilasa purificadsa.

El cardcter complejante del EDTA, por el que habia-
mos de intentar utilizarlo en la preparacidén de apo-descarbo-
xilasa pura, nos llevd e ensayarlo sobre la pirdvico descar-
boxilasa purificada, con el fin de comprobar si, en las condi=-
ciones de determinacidn de activided de la misma, el EDTA se
limitaba a actuar como captador de metales pesados inhibidores,
o0 i también se hacf{an sentir sus efectos sobre el metal funda-
mental.

Las condiciones y resultados se expresan en las tablas
V y VI (Figura 3), respectivamente. |

A concentraciones de EDTA comprendidas entre 10'3 y
10", se observa un aumento de un 20% no sdlo en la activi-
dad del enzime (E), sino tembién en la actividad méxima (Eqp).
Esto hace suponer que el EDTA, en las condiciones de determi-
necidn utilizades ejerce un efecto solamente positivo, libe~
rando un 20% de protefna enzimdtice inutilizada por metales

pesados inhibidores.
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Tabla VI. Efecto del EDTA sobre la actividad de la pirdvico

descarboxilasa purificada.

Solucién Actividad enzimdtica
de EDTA comparable
conc. ,

Moles/1 ﬁ1°°2/°° 1ee.E/10 %

S | E - 100 60

o

P

S

5

N | E 4 EDTA | 0.96 107" 120 72

o .

>

@ | E 4 EDTA 0.96 10-3 120 72

2

" ET - 167 100

o]

o

> ‘

® | Bp + EDTA| 0.93 1073 200 120

(4]

<




- \
Por tanto, desde un.punto de vista ‘comparativo,

siempre que en lsa preparacién de'apo-descarboxilasa se.ﬁti-
lice EDTA, los % de separacidn y recuperacién habrén de re-

ferirse a la éctividad,méxima incrementada en un 20%.

2 120} Ey+EDTA i
5 . IA=20%
5 100L Ey (83°/s Ey+ EDTA) -
2™
f 80+ '
E+EDTA (60°%/ Ey+EDTA) 4, ..,
| 60°/s Ey Ja=20°1,
60+ E
l 83*/ Ey + EDTA
L0}
20}
] ! ] L | :
0 2 4 6 8 10

—————— T|EMPO (min.)

Figura 3. Efecto del EDTA sobre la actividad de lsa pirdvico

descarboxilasa purificada.



3116. Conclusiones.

Reunimos en la tabla VII las caracterfsticas prin-

cipales de la preparacidn enzimdtica.

1)

3)

4)

5)
6)

La actividad de la preparacidn enzimdtica y su correspon-
diente actividad mdxima no varfan de mcdo apreciable con
el tiempo (4 meses, duracién normel de consumo de la pre-
paracién enzimdtica) si se conserva eI.enzima suspendido
en un pequefio volumen de solucién semisaturada de sulfato
aménico en tampdén citrato 0.04M, pH=6 (pH = 5.25), efec-
tuéndose todas las semanas diluciones a la concentracidn
utilizada.

El pH déptimo de descarboxilacidn es 6.1.

Durante el proceso de purificacidén le pirdvico descarboxi-
lasa pierde parte de su coenzima y catidn (Mg). Su activi-
dad es un 60% de la actividad mdxima obtenida en presencia
de exceso de los mismos.

Como en la recombinacidn interviene toda la proteina sus-
ceptible de recombinarse, se utiliza como unidad de compa-
racidn la actividad méxima y no la especifica.

El pH de recombinacidn es 6.7.

La presencia de EDTA a concentraciones comprendidas entre
101 y 10=3 aumenta en un 20% la actividad méxima, proba-
blemente por captar dicho complejante los metales pesados

inhibidores que inutilizaban parte de la protefna capaz de

. o . P .
descarboxilar el dcido piruvico.



7) Resulta asf que la actividad de la preparacidén enzimdtica
es un 50% de la actiﬁidad maxima de dicha preparacién en
presencia de EDTA,

8) Se utiliza en todas las determinaciones un factor de correc-
c¢idn, para hacer comparables las distintas experiencias.
Dicho factor se deduce al igualar las actividades mdximas

en las diferentes experiencias.

Tabla VII. Caracterfsticas de la preparacidn enzimdtica

Volumen de PDC
purificada a 200 ¢ce.
partir de 150gs.
de levadure

pH Sptimo de des- 61
carboxilacidn

pH Sptimo de re-~
comblna01on 6.7
(idn metal:Mg)

Activ. de la PDC > ,
purificada 1.10 r1002/0.1ccE/10 6.1O3r1002/cc/hr.
a NOC y pH=6.1

Activ. de la PDC , 3
en presey cia % 1.2 102H1002/O.100E/10 7.2 10 rlCOz/cc/hr.
EDTA 10- -1075M)

a 30°C y pH=6.1

Activ.mdx. de

la PDC & 30 °C | 1.67 1024100,/0.1ccE/10| 1.10*4100,/co/nr.
Activ.médx. de la 5 4

PDC en presgncia 2.104u1C0,/0.1ccE/10° 1.2 10%u1CO hr.
de EDTA(10~1-10-3) 8 2/ / {1C0,/cc/hr

a 30 °C y pH=6.7




12, Apo--piruvico descarboxilasa.

Los primeros tanteos sobre cinética de recombinacién
nos pusieron de manifiesto la necesidad de disponer no s8lo de
una protefna libre (actividad residual cero) sino también de
una protefna muy sensible (capaz de combinarse fdcilmerte, en
exceso de co-descarboxilasa, con cantidades variables del'me-
tal presente) y ademds de actividad reproducible. Esto exige
un conocimiento de las condiciones éptimas de preparacidn de
la apo-descarboxilasa, con el fin de que pueda lograrse una se-
paracidn 100% quedando, al mismo tiempo, la proteina lo menos
alterada posible.

Es preciso hacer constar, en primer lugar, que la
protefna enzimdtica libre de coenzima y metal es muy irestable,
siendo necesario prepararla antes de cada experiencia por lo’
que ha de jugar un papel importante el tiempo de preparacidn,
dada la frecuencia con que habrd de repetirse ésta.

Los factores considerados en este estudio han sido:
pH, tiempo de incubacidn, presencia de fosfato sddico (utili-
zado generalmente como protector de enzimas), presencia de agen-
tes quelantes, como el EDTA (que pudiera favorecer la sspara-
cidn en condiciones menos drédsticas, al relajar el enlace por
captacién del metal), temperatura, etc. También, con el fin de
poder tener la seguridad de trabajar en todo momento en con-
diciones 4ptimas de separacidén y recuperacidn, lo gue garanti-'
zarfa, a su vez, la validez y reproducibilidad de resultados,

hemos hecho un estudio de la influencia de estos factorzs en

s
S0



preparaciones recientes y al cabo de 4 meses (duraéién apro-
ximada del volumen de preparacidén enzimdtice obtenido en ca-
da fraccionamiento a partir de 150 gs. de levadura, que a su
vez es la cantidad médxima utilizade en cada preparacién por
la limitacidn de la capacidad de las centrifugas).

Las condiciones en que el esquema general de prepa-
racién de apo-descarboxilasa fue desarrollado, asf{ como las ta-

blas y representaciones gréficas de los resultados obtenidos,

se incluyen a continuacidén (Tablas VIII a XXI)(Figs. 4 a 16).

321. Esquema general de preparacidn.

Rela3a01on de Mantener el en-
la unlon zima purificado Incubar a di-
Fase 1 protefna-Mg- a diferentes pHs ferentes tiem-
coenzima. y en presencia de pos.
fosfato disddico
y EDTA, respecti-
vamente.
Precipitacidn || Afladir a la mez-
de la protef- || cla sol.sat. de De jar 1/2 hr.,
Fase II1 na. s.a. con el pH a 0 °C, para
debidemente ajus- | precipitacidn
tado. (% de sat.: total.
guperior al 52%).
Separacidn de || Centrifugar 1/2
FPase III hora, a 10.000
la proteina. rey/min. y a
0 “C.
Disolucién de Disolver en T.M.
Fase IV | la protefna. tiv.max.) S 3:7
(activ. residual)
Vol.E/vol.apo~E=
1/10.

o e e

N



Notas. '

1. ﬁn la precipitacién de la apo-descarboxilasa se utilizan
voluUmenes de sol. sat. de silfato amdnico que aseguren su
precipitacién total (2.3cc. de sol. sat. por cada cc. de
mezcla corresponden aproximadamente a un éo% de saturacidr.
de sulfato amdnico). Hay que tener en cuenta, sin embargo,
que e; ajuste de pH de la sol. sat. de s.a. exige la adi-~
cidn de diferentes‘volﬁmenea de NaOH conc. [ NaOH 1/10conc. ,
que oscilan entre 0.04 y 0.5 cc., es decir, entre el 1 y el
22% aproximadamente del volumen de sol.sat. de\s.a. utili-
zado. Dado que los % de saturacidn se calculan de la si-
guientie manera:

cc., de sol.sat. de s.a. a afladir =

1 -5,

S,: grado de saturacién deseado

S,: grado de saturacidn preexistente

V ¢ volumen inicial
en este caso conéreto, V se ve incrementado por los valo-
res de NaOH afiadidos, variando los % de saturacidn, para
la cantidad de sol. sat. utilizada, entre el 60 y 68%, en
cualquier caso superior al intervalo 46-52% de saturacidn,
en que se separa la apo-pirivico descarboxilasa.

2. Como es sabido, la estabilidad de la proteina és méxima a
PH 6.1 y, por tanto, a este pH (correspondiente a T.M.
3:7) convendria disolver la apo-descarboxilasa. As{ lo he-

mos hecho en la determinacidn de la actividad residual.Ra-

zones de ajuste de pH, en la mezcla de recombinacidn, exi=-



3

4.

gen disolver la protefna en pH mds alcalino (T.maleato (d.m.);
0:10; sin embargo, hemos podido comprobar que la capacidad

de recombinacidédn médxima no se altera por este motivo,

Puesto Que los volimenes de solucién de enzima y de apoenzime
utilizados en las valoraciones manométrices son de 0.1 y 1 cc.,
respectivamente, la relacidn de 1:10 en los volimenes de di-
solucidn de la proteina en el enzime y apoenzims, respectiva-—
mente, permite hacer directamente comparables las actividades
resultantes.

Convendria destacaf que las mezclas de incubacidn, utilizadas
en la preparacidén de apo-descarboxilasa, a diferentes pHs,son
resultado de la combinacidén de diferentes soluciones, todas
ellas standardizadas, y no de un ajuste del pH en el momento

de la preparacién.
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Figura 4. Relacidn de la solucidn de NaOH cdhc.:HZO, a
utilizar, en funcién del pH de ‘la mezcle de re-~
lajacién de enlaces, en la separacidn de lﬁ apo-

descarboxilasa.

OH'conc.
H,0

2:8 -

1.8:8.2

T

16:84

—

1.4:86

1.2:8.8

T

T
[

08:92

06:9.4

T

0.4:96

0.2:98
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Pigura 5. Relacién de la solucidn de NaOH coﬁc.:Hzo, a8 uti-
lizar en presencia de fosfato disédioo[O.ZSMl'en

funcidn del pH de la mezcla de relajacién de en-

laces, en la -separacidén de la apo-descarboxilasa.

OH'conc. °
H2 0

2:8

1.8:8.2

1.6:8.4

T

T

- 14:8.6
1.2:88F
1:9 -

0.8:92

T
©

0.6:94

I

0.4:96

I

0.2:9.8

//°
0:10 o L ! J |

7.5 8.0 8.5 9.0 9.5
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Figura 6. Relacidn de la gsolucidn de NaOH conc.:H,0, a uti-

2
lizar como disolvente del EDTA 0.4M, en funcién
del -pH de la mezcla de relajacién de enlaces, en

la separacidén de la apo-descarboxilasa.

QH' conc.
H2 0

24:7.6

!

22:7.8

2:8
18:82F

16:84

14:86

1.2:8.8|

1.9

0.8:9.2

T
©.

I

0.6:9.4

0.4: s‘sl . L : 1
75 8.0 85 90 9.5




3211. Actividad residual de la apo-descarboxilasa.

Tavla XI. Condicioneg de valoracidn manométrica

vol. conc.
CC., moles/L
Apo-pirivico
descarboxilasa 1.C

(1) en T.M.
(dem.) 3:7

maleato(d.m.) 2.0
7

w3
e @

Mezcla: 3.0cc. (pH=6.1)

Piruvato Na 1M
en T.M. (d.m.) 0.5 1.42 10
3:7

-1

Mezcla total: 3.5cc. (pH=6.1)

(1) obtenida en las diferentes condiciones que acabamos
de exponer en el esquema general de preparacidn.
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Pigura 10. Comparacién de los efectos de las soluciones de
fosfato dieddico y de EDTA sobre el % de separa-

cidn debido al pH.
(Tiempo de inoubacidn: 1/2 hora).
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Figura 11. Comparacién de los efectos de las soluciones &b
fosfato disddico y de EDTA sobre el % de separa-
cién debido al pH.

(Sin incubacién).



3212, Actividad médxima del enzima recombinado.

Tabla XVI., Condiciones de valoracidn manométrica

vol.| Molaridad| Concentracidén T.M.(d.m.)
de la sol.l
_ ce. | solucidén | moles/l | v/vaso SO0L.IT1
. !

Apo=pirdvico
descarboxilasa 1.0

1) en T.M.

d.m.)0:10
Sol.de Mgt en | 1.0 1.5 5,10~
T.M.(d.m.)0:10
Sol. de DPT

(200 /cc.; en 0.5 100
T.M.tdem. )0:10
T.maleato(d.m.)} 0.5 1.3:8.7

Mezcla:

3.0cc. con un pH de recombinacidén de 6.7

Piruvato Na en
T.M. (d.m.)
5.5:4.5

0.5

1.0

1.42 1071

Mezcla total:

3.5cc. con un pH de descarboxilacidn de 6.1

(1) obtenida en las diferentes condiciones expuestas en el es-

quema general de preparacidn.



014 0o¢ ce| @2 £e 123 LE ) LE G*'6
8e ge Le] 2t LY LY 26| ¢S 0°6
of | 1€ Vel € oS | e¢ LS| S '8 .
Le 43 ge| 9¢ 4 £q gs | 09 0°s8
LE Le 24 14 2s 2s Gl 26 9L
vg | %% vgl g g | %% Vgl °m
‘quout*aug/| *qnouT UTS *QUOUT IYZ/L| °*quout utrse
- |
% *utw QL/Hd °*99L°*0/ 00TN z
- H
o@mqﬂpaooommeHmcm
uQ ToBIadNO9Y Tep
oT708IBdWOO BWIXBUW °*ATLOVY

*(IIAX ®TA®BL) BESTTX0QIBTE3D OOTANI1d-0dB BL 9D

TYTOBUTqUWOOSI op peproeded BT Ue UQToBquOUT ap odwety Tep X HA [ep ozooj¥ °lzlzf



8¢ ot Le 143 LY (0] 2s LS G*°6
ce | ¢ 1 | e gs |15 | z9 | g9 06
13 13 LE 6¢ 8¢ gs c9 99 G*'g
gt g€ A 14 V9 ¥9 oL GL 0°*g
8¥ €S 149 66 08 68 06 86 9°L

vg | g g | % 'g | %% g | °g

*quout‘afg/lL [°qnout uis *qnout*Jaye/L | *qQnouTr uts
. | % ‘utw ol /4 .oS.o\moogr Hd

: OPBUTQUOOSI BWLZUSD
ug ToBIadNOY Top
aTqeIedwod BWIXBW °*AT10V S

*(IIIAX BIABT) msmm.0u CBRL O By ETousEsdd Uv FBSBLTXO..ILOESY 00TANITd-0d® BT

op UQTOBUTIqWOOSX op puproedeo B U8 uproequout op odwey [ep & HA [ep 030eJ¥ *z2lz€



54 w¢ v | 8s 98 ¥6 goL | 9Lt €6
v | gv ¥ | 09 g8 | 96 goL{ 6LL |  6°8
134 m¢ 94 09 98 | v6 Lit | 6Lt ¥°8
1A% 9¥ 96 09 88 4 cll | 6Lt L*°g
1A% Ly 96 09 88 $6 glL | 6Lt L°L
g | %% g | %z 'gs | %% g | °g
.DSOqﬂ.nnm\r *qnouT Uuls ‘quout*ayz/L| °*qnout UTs

S
% *utw OL/F *991°0/C00TN Hd

ST

OPBUTIQUWOOSI BULZUD
ugtrorzadnosy 1°P
aTqeaedmwod BWIXBW °*ATIOV

—— e e et v w e s e~ — e p—

*(XIX ®[awI) UL Frowoap 21905 :ad uo ¥BEBTLK0QIB0S .y 00TANIId-0d® BT 2D

TOTORU T quwowad §p Pwpitoeded B Ud UQTOUqnOUT =p odwsTy Tep & HA Tep 030e3H Jmmrmm



‘/s RECUPERACION

40

30

20

10 ] ! ] I ) ! 1 | ! 1 L
74 76 7.8 80 82 84 86 88 90 9.2 94 96

———— pH
Fig.12., Efecto del pH y del tiemgo de incubacidén sobre la

capacidad de recombinacidn de la apo-pirdvico
descarboxilasa.
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Fige13. Efecto del pH y del tiemgo de incubacidn sobre la
capacidad de recombinacidn de la apo-pirdvico
descarboxilasa, en presencia de PO,HNa, (0.25M].
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Fig,14, Efecto del pH y del tiemgo de incubacidn sobre la

capscldad de recombinecidn de la apo-pirdvico des
carboxilasa, en presencis de EDTA (0,1M),
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Figo 16.
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Comparacidn de los efectos de las soluciones de
PO,HNa, y de EDTA sobre le influencia ejercida
po% el“pH en relacién a la capacidad de recombi-
nacidén de la apo-pirdvico descarboxilasa.

(Sin incubacidén). .
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Comparacidn de los efectos de las soluciones de
POyHNe, y de EDTA sgbre la influencia ejercida
por el“pH en relacidn a la capacidad de recombi-
nacidn de la apo-pirdvico descarboxilasa.
(Tiempo de incubacibn: 1/2 hora).



Tabla XYI. Comparaoidn final.

Sin incubacidn 1/2hr.de incubacidén
H mfnimo | % recup. | pH mfnimo |% recup.
Separacidn
100% .
E, 9.0 35 8.3 30
34 9.0 37 9.0 35
Severacidn
100%(en pre-
gencia @e
PO4HNap (0. 25M] E, 9.3 37 9.0 35
E, 8.9 56 8.5 . 44
Separacidén
100%(en pre-
sencia de "
EDTA [0.1M], E, 8.9 60 8.5 47




3213, Conclusiones.

1)

2)

3)

4)

5),

”

7)

8)

La separacién total de la apo~-descarboxilasa depende esen-
cialmente del pH.‘ , »
Los % de separacién, conseguidos a distintoe pHs, aumentan

con51derablemente al aumentar el tiempo de incubacién. Es~

ta influen01a es, mas notable a pHs inferiores a 8. 5.

Cuando el tlempo de incubacién es de 1/2 hr. no hay dife-
rencia apreciable entre los % de separacién, e diferentes
pHs, en el,epzima reoien_preparador(Eo) Yy alvcabo de 4 me-
ses (E4) | | |
En experiencias sin incubacidn los % de separacién son in-
eri lores en el enzlma reclén preparado.; 4
El fosfato disédlco, por su cardcter protector de engimas,
dificulta la,geparaciép, sobre’todo a.pHs inferiores a 8.5.
El ED@A,.al gumen;ar la.estébilidad del enzima por capta-
cidn delmetales inhiﬁidqpeq,.dificulta asimismo la separa-
cidn. -
Los pH minimos delseparacién total varfaen en funcién del
tiempo de incubacidn y de la presencia de fosfato disddico
y de EDTA. Dichos'valores, recqgidos en la tabla XXI, que-
dan comprendidos entre pH 8.3y 9.3.

La mayor o menor capacidad de recombinacidn de la apo-des-
carboxilasa depende fundamentalmente del tiempo que la pro-
tefne permanece en condiciones qﬁe la alteran, es decir,del
tiempo de incubacidn, aumentando al disminuir este ¥ltimo.

Dicho aumento es més acentuado a pHs inferiores a 8 en au-~



9)

10)

11)

12)

13)

gencie de fosfato disédico y EDTA; en estos casos el aumenw
to permanece constante & cual@uier pH.

La influencia del pH en la recombinacidn no es muy acusada
en el intervalo de pH 8.3-9.3, en que tiene lugar la sepa-.

racidn total.

Las diferencias en la capacidad de recombinacidn entre el

enzima recién preparado y al cabo de 4 meses pueden consi-
derarge degpreciables en ese mismo ihtervalo de pH, con y
sin incubacién.
El fosfato disddico, por su cardcter protector de enzimas,
favorece la capacidad de recombinacidén, especialmente a
p¥s inferiores a 8. | | '
E1 EDTA, al estabilizar el enzima por su cardcter comple-
jante de metales'pesados inhibidores, aumenta'lé capacidad
de recombinacidn, siendo constante el % de recﬁperacién a
lo largo del intervalo-de pH estudiado (bH 7;7:3;3).
Del estudio realizadovsobre preparacidn de apo-déscérboxi—
lase, resumido en la tabla XXI, se deducen las siguientes
condiciones dptimas:
| pH de incubacidn: 8.9

tiempo de incubacidn: no es preciso

presencia de EDTA [O.1M], en el medio de incubacién
En estas condiciones 1la preparacién de apo-descarboxilasa
retne las siguientes caracterfsticas:

separacidn: 100%

recuperacidn: 60%

reproducibilidad: total



3214. M&todo propuesto de preparacién de apo-descarboxilasa.

'Fase I

Fase II

Pase III

Fase IV

‘Relajacién de

‘AMadir a 1 vol.de

enzima purificado

la unién - "2'vol.de H,0 y 1vol. | Sin incu-
proteinaéMg— de EDTA 0.4M en sol. :
coenzima. |"alcalina (OH conc./ | bacidn.
/H0 = 1.5:8.5).
PHtotal ="8.3
Precipitacién Aﬁadlr a continua-
de la protefw| c¢idn una mezcla de Dejar 1/2
na. ! 9.2vol. de sol.sat. |hr. a 0°C
de s.a. y 0.6 vol. para precif
.ge NaOH . conc. pitacidn
1 pH = 8.9 total.
% de sat. de.la - .
mezcla total = 67
Separacidn- Centrifugar 1/2hr.
de la a 10. OOO rev/min.
proteina. "y a 0 °cC.
Dlsoluclon Disolver en~T.M.‘
protefna. tiv. méx.) 3:7
Lo (activ.residual)

Vol. E/vol apo-E=
1/10."




33, Iones metal.

El planteamiento experimental de la especificidad de
metales en la pirdvico descarboxilasa presenta una gran comple-
jidad. A las dificultades que entrafila la exigencia de una apo-
descarboxilasa pura, sensible y de actividad reproducible, hay
que afiadir aquf las que supone la introduccidén de un nuevo fac-
tor en el sistema de recombinacién, el ién metal.

La fuerte hidrdlisis de las sales metélicas, diferen-
te para cada'méﬁal y véfiéble adeﬁéé &é'acuerdo con la concen-—-
tracidén del metal utilizado, ha exigido un estudio individual
de cada uno de los sistemas de recombinacidn en funcién de las
distintas concentraciones del metal y del pH, ya que las varia-
ciones bruscas de pH acusadas en la preparacién de las diferen=-
tes diluciones y en la mezcla con los 6tros componentes del sis
tema enzimdtico, no pudieron ser compensadas con la cepacidad
emortiguadora de ningdn tempdn. (Se utilizé tampdn maleato, da-
das sus caracter{stices sefialades por Smits, a las que ya he-
mos aludido). No obstante, ha podido comprobarse que el pH, du-
rante la determinacidén manométrica, se mantiene constante. |

El manejo de las sales metdlicas presenta, ademds,
otra dificultad en relacién con la falta de solubilidad y for-
macién de hidréxidos insolubles, a determinados pHé, de algu-
nos metales, particularidﬁdés éstas de loe‘idnes metal que han
constituido uno de los factores tenidos en cuenta en la selec-
cién de los mismos.

Las condiciones en que fue estudiado el comportamien-



to de los distintos metalea,,qé{‘qogo ;aa_nglgg y representa-~

ciones grdficas de los resﬁitadoa, se incluyen a continuacidn

(Tablas XXII a XLV) (Piguras 1; a 34). |
De acuerdofcopvlos dife;entas metales,. los pardmetros

determinados han sido: pH 6pt;movde recombinacidn, K, V ¢

Ki’ cuyos valorep fueron dgducidos.de iés‘representaciones gré-

ficas de las ecuaciones de Lineweaver y Burk correspondientes:
+° () +

s

Vs B

_1:-- %ﬂ-(‘ *_%I) 1+ _3 (imn.compstitive)
y de la comparacidn entre ambes.

Todos los valores de.aqtividéd‘dados-aonAcomparables,
debido a la introduccidn de un factor (en todos los_éasos muy
préximo a la unidéd) mediante el que se igualan los valores
control de todas las experiencias realizadaé. Como control se
ha utilizado el valor de la actividad méxima de la pirdvico
descarboxilasa recombinada ponﬁﬂg+f]5.10'1, valor que se man-
tuvo igual a 120 u1002/0.1cc. E/10 min.

La soluﬁién de protefna (apo-descarboxilasa) utili-
zada en todas las experiencias es la correspondiente,a O.1cc.
de enzime natural.

Laes molaridedes de las soluciones metdlicas utiliza-
das son las adecuadas para conseguir la concentracidén a que se
hace referencia, por adiqién del volumen indicado en un volu-

men total de recombinacidn de 3cc.



331. Particularidades del ién Mg,

Solucidn inicial de SO,Mg: 1.5M en tampén maleato (d.m.)0:10
(pH=6.6), |
Diluciones (1/100-+» 1/1.000): a partir de la solucidén inicial
en tampén maleato (d.m.) 0.7:9.3
(pH de las diluciones 6.9).
La caracteristica del Mg, de ser idn metal activan-
te natural de la pirdvico descarboxilasa, nos ha llevado a
iniciar el estudio de la especificidad de metales con el de
su cindtica de recombinacidén =-en un amplio margen de concen-
traciones-~ después de analizar la diferenciacién de sus pHs
de recombinacidén y descarboxilacidn.
La K, fue determinada grdficamente, sobre la re-
presentacidn de las ecuaciones de Lineweaver y Burk corres-

pondientes
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~—— T M.(d.m.)sol.]:sol.ll

Fig.17. Curvas de pH de recombinacién, para un mismo pH de des-
carboxilacién, en funcién del tempdén maleato utilizado.
Relacidn sol.I:sol.II (T.M.(d.m.)), como tampén a utilizar
en funcién del pH de la mezcla de recombinacién. .
——-- Relacidn sol.I:sol.II (T.M.(d.m.)), como disolvente del pi-
ruvato sédico, en funcién de un Unico pH de la mezcla to=- -
" tal (pH de descarboxilacidn = 6.1).



; Tabla XXIII. Actividad de la PDC recombinadal 'an Eresencia
S __iM Js. 10'1,‘en funcién del pH.

l T3

pH Actividad enzimdtica Activ.enz. con rela-
comparable cién a la activ.méx.
. B de la PDC natural
hL.005/0. 1cc.B/10° | & %
6.0 93 21T 46
6.2 102 82 51 -
6.5 113 94 - 56
6.7 120 100 60
6.8 118 98 59
7.0 110 92 55
98 82

49




\
FPigura 18. Actividad de la pirmfvico descarboxilasa recombi-

nada, en-presencié de Mg**,.en,funcién del pH;

100 —

ACTIVIDAD

95—

*l

80—

75—

61 63 65




Tabla XXIV; Actividad de la pirdvico descarboxilasa recombi-

nada en presencia de iones Mg.

Condiciones manométricas: contenido por vaso de Warburg

| vol.lMolaridad Conc. Conc. |T.M(d.m.)
de la sol.l
cCe |oolucidn moles/1 y/vaso T
Apo-pirdvico des-
carboxilasa en 1.0
T M.(d.m.) 0:10
+4 *1.D +H.10"!
Sol.de Mg = (en 0.015 5.10=3
las condiciones 1.0 0.075 2.5 18‘3
ya especifica- 0.003 1.10<
das). ) 0.0015 5,104
Sol. de DPT
(200y/cc.) en 0.5 5.9 1072 | 100
7.M.{(d.m.)0:10 :
*1.3:8.7
7. maleato (d.m.)| 0.5 . 5:5

Mezcla: 3cc. con un pH de recombinacidn de 6.7

Piruvato Na en

0.5 I 1.0 | 1.42 10”1
ToMo(domo)o ° e

Mezcla total: 3.5cc. con un pH de descarboxilaciénsde
o1
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¢t i CC2/01¢ce E /10 min,)

en presencia de iones Mg.

50
| g
{
4 .
i
1ol
() | ] N ] D) » !
110325108 §109 - 1102 2102 K " 5107
—_— .‘[Mgif]
- .103
" 10 o
15 - %/
o . .
o~
Km (Mg)= 3.7-1074
5 be
Vmax. =120
{ { | - | . 1
20 40 100 : 200 270
€.19. Actividad de la PDC recombina 1 107!
———————



De

1.

2

4.

las experiencias anteriores concluimos:

El idn Mg actda como 1én metal activador en el intervalo de
concentraciones ensayadas (5.10"1 = 5,10-4).

No se observa ningin tipo de inhibicidén a altas concentra-
ciones del metal.

La K, obtenida, en el estudio de la cinética de recombina-
cién, ha resultado ser 3.6 10™4.
Se ha observado la existencia de diferentes pHs dptimos pa=-
ra los procesos de recombinacidn y descarbéxilacién. |
La curve de pH para la descarboxilacidén es de campana, bien
definida, con un pH dptimo de 6.1 y actividades inferiores
al 25% a pHs 5.5 y 6.5, respectivamente.

La curva de recombinacidn, igualmente de campana, no es
acusada. Presenta un méximo a pH 6.7, conservando, sin em-
bargo, el 80% de la actividad a pHs 6.1 y 7.3. Estos resul-
tadoé revelan la existencia de un lugar de enlace indepen-
diente de los centros catalfticos activos del mecanismo de
descarboxilacién, ¥y, @l mismo tiempo, esta afinidad casi
constante en el intervalo de pH 6.1 y 7.3 pone de manifies=
to que el enlace tiene lugar probablemente sobre grudos que
no son afectados por los iones hidrdgeno en este intervalo,

tales como grupos carboxilo, hidroxilo o fendlico.



332, Particularidades del ién Mn.

Solucidén inicial de SO,Mn:  1.5M en tempdn maleato (d.m.) 0:10
(pH= ).

Diluciones (1/50 == 1/2,500): a partir de la solucién inicial
en tempén maleato (d.m.) 0.7:9.3
(pH de las diluciones 6.9).

Como anteriormente hemos hecho con el idn Mg, se ha
estudiedo la cinétice de recombinacidn en un amplio margen de
concentraciones y se ha estudieado, asfmismo, le diferencia-
cién de los pHs dptimos de recombinacién y descarboxilacidn.

La K, fue igualmente determinada sobre la represen-
tacidn gréfica de las ecuaciones de Lineweaver y Burk corres-
pondientes.

Las anomalfas que pueden observarse en la represen-—
troidn de doblés reci{procos, en el sentido de velocidades
anormalmente lentas a altas concentraciones de sustrato, pu-~
dieran explicarse ~partiendo de la actuacidén como inhibidor
del exceso del sustrato- bajo los siguientes supuestos:

1. La molécule inhibidora de sustrato puede unirse al enzima
como cualquier otro inhibidor.

2. El1 segundo supuesto se refiere al caso en que él drea sac-
tive del enzima esté constituida por varios grupos, de los
que normalmente sélo uno fija une molécula de sustrato. A
altaes concentraciones de sustrato, diferentes moléculas
del mismo pueden fijarse en estos grupos aceptores de tal

menera que ninguns de las moléculas resultantes sea activa.
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Fig.20. Curvas de pH de recombinacidn, para un mismo pH de des-

carboxilacidén, en funcidn del tampén maleato utilizado.

____ Relacién sol.I:so0l.II (T.M.(d.m.)), como tempén a wtilizar
en funcién del pH de la mezcla de recombinacién. '

~-- Relacién sol.I:sol.II (T.M.4d.m.)), como disolvente del pi-
ruvato sédico, en funcidén de un unico pH de la mezcla to-
tal (pH de descarboxilecidn = 6.1).



Tabla XXVII. Actividad de la PDC recombinada, en presencisa

de[Mn**1(1.10"2M), en funciédn del pH.

"Actlv.enz. con rela-

pH Actividad enzimdtica cibén a la activ.mdx.

comparable de la PDC, recombina-—

da _con{Mg™"1]5.10~1.
| | 41.C0o/0.1cc.E/10° | % %
I 6.59 | 45 78 38
6.74 51 89 43
6.85 55 97 46
I -

6.95 57 100 48
Te11 53 93 44
T.31 46 80 38

' Se hace notar que estos valores corresponden a una cin- .

centracidn de Mn**, 1.10“2M, a la que se acusa una fuerte

inhibicién por exceso de sustrato, segin fue observado pos-

teriormente.
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Figura 21. Actividad de la pirdvico descarboxilasa recombi-

nada, en presencia de Mn*+, en funcién del pH.
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Tobla XXVIII. Actividad de la pirdvico descarboxilasa recombi? E

nada en presencia de iones Mn.

Condiciones manométricas: contenido por vaso de Warburg

| vol.|Molaridad Conc. Conc. [F.M(d.m.)
de la . 80l1.J
cCe |g0lucidn moles/l //Vaso T IT
Apo-pirdvico des~
carboxilasa en 1.0
T.M.(d.m.)0210 0.
0,03 1.10° %<
" 0.015 5.10~3
Sol. de Mn** (en 0.003 1.10™3
las condiciones 1.0 | 0.0009 3.10™4
va especificadas). 0.00075 2.5 10'4
0.00060 2.10-4
0.00045 1.5 1074
0.00030 1.10™
Sol. de DPT
§200\//cc.) en T.M. [0.5 5.9 102 | 100
d.mi) 0:10
Tampdn maleato(d.m)|0.5 2:8
Mezcla: 3cc. con uh pH de recombinscidén de 6.95
Piruvato Na en 0.5 | 1.0 1.42 10~1 8.5%1.5

T.M. (dem.)

Mezcla total: 3.5cc. con un pH de descarboxilacién de 6.1
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Tabla XXX. Actividad de la pirdvico descarboxilases recom-

binada, en presencia de iones Mn,

! [Mn"""’] v 1/int+] 1/v
1.10-2 57 1.102 | 17.5 1073
5.10=3 62 2.102 16.1 1073
1.1073 64 10.102 15.6 10=3
3.1074 59 33.3 102 16.9 107>

’; 2.5 1074 50 40.102 20.0 10~3

| 2.10™4 44 50. 102 22,7 1073
1.5 1074 36 66.6 102 27.7 1073
1.10~4 15 100,102 | .66.6 1073




LA B

v (ul C02/01¢cc. E/1Omin.) ’

.
.

|80
| . |
|20k s |
60"3/; ; \‘
{ ¢ H
5 ) .
5015
g
4oH
[+
|
30%
|
- 2o.f’.
10?—
L | !
0 1-1073 510°3 11072
) —— [Mn*¢]

o

Km (Mn)~ 3.6-10"%

| _
l , , "V mdx. = 125
L 1 | Nl . ! 1 | |
10 20 30 - 40 50 60 70
: : 1
: —_ 10-2
Fig.22. Actividad de la PDC recombinada en M)

presencia de iones Mn.



las experiencias enteriores concluimos:

El ién Mn actda como 1én metal activador a concentraciones
inferiores a 3.10™4.

La K, obtenida, en el estudio de la cinética de recombina-
cién, ha resultado ser 3.6 10~4, de andlogo valor al obtenid
do en el caso del Mg.

Se observa inhibicién en el intervalo de concentraciones en-
sayadas: 1.10"2 - 1.10"3. Este tipo de inhibicidn, en el que
se presentan desviaciones en la linearidad a altas concen-
traciones de sustrato ~disminuyendo la actividad con el au-
mento de concentracidén- parece indicar que, & determinadas
concentraciones, este metal activador puede actuar como in-
hibidor. Uno de los posibles modos de tal inhibicidén puede
ser la posibilidad del metal de unirse separadamente g dos
lugares del enzima: activando en uno de los casos (en un
comporremiento andlogo al Mg), e inhibiendo en el otro. Es-

ta inhibicidn pudiera ser: indirecta, modificando de algin

- modo la configuracién o bien directa, bloqueando grupos

4.

(~SH, por ejemplo) fundamentales en la fijacién del sustra-
to, sugerencia que se verd apoyada posteriormente.

También se ha observado la existencia de un pH de recombi-
nacién diferente al de descarboxilacidn. -

La curva de recombinacién, de campana, no es tampoco acusa-
da. Presents un méximo a un pH 6.95 conservahdo, sin embar-
go, el 80% de la actividad a pHs 6.6 y 7.3. Estos resulta-

dos nos llevan a las mismas conclusiones consideradas en el

caso del Mg.



333, Particularidades del ién Be.

Solucién inicial de S0,Be: 1.5M en tempén maleato (d.m.) 0:10
4+ s0l. de NaOH conc. (pH—S 38)
Diluciones (1/25 -a»1/250 000): a partir de la solucidn ini-
cial, en tampdn maleato (d.m.) 2:8
(diluciones 1/25 = 1/100) y t.ma-
leato 1:9 (diluciones 1/100 -->
1/250,000). (pH: 6.62 -6.9, segin
las diluciones).
El cardcter competitivo de la inhibicidn fue puesto
de manifiesto mediante la representacién de Hunter y Downs
( [17. v,/vV - v; vs. [S] ) correspondiente al valor de X =0
(siendo X el factor que da una medide directa de la influen-
cia del inhibidor en el coeficiente de disociacién del comple-
jo enzima-sustrato), y mediante la doble representacidén de re-
cfprocos’de Lineweaver y Burk, con una interseccidn comﬁn 50=
bre el eje de ordenadas, indicando inhibicidn nula a concen-
tracidn de sustrato infinita.

Las expresiones para el cdlculo de la constante de

inhibicidn, K

5 han sido

[1]
T

v, (V = v)
1 TV =)

deducidas de las ecuaciones generales.

{



Tabla XXXI. Influenoia de la conc. de iones Be sobre la activi-

dad de la PDC recombinada con diferentes concentra-

ciones de Mg** (incubacidén conjunta de los iones

metal).

Condiciones menométricas: contenido por vaso de Warburg

[

vol. |Molaridad Conc. Conc., {T.M(d.m.)
de la s80l.L

©C+ | solucidn moles/1l |y/vaso | 25T

Solucidn de Mg (a 0.03 5.10'3 3

vartir de Mg 1.5M | 0.5 | 0.015 2.5 10~

en sol.II) en T.M. 0.003 5.10

Ldnm.) 00739.3

Sol. de Be (en las 0.06 - 1.10™2

condiciones ya es=| 0.5 \ V. g

pecificadas). 0.000006 1.10

Avo-pirdvico des=-

carboxilasa en 1.0

T.M.(doma)0:10

Sol. de DPT -5

(200Y/cc.) en 0.5 5.9 10 100

7.M."'(d.m.)0:10

T. maleato(d.m.) 0.5 4:6

Mezcla: 3.0cc. con un pH de recombinacidén de 6.7

Piruvato Na en T.M
(d.m.)esp. 8:2

0.5

1.42 10~1

Mezcla total: 3.5cc. con un pH de descarboxilacidn de 6.1
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. Fig.23. Influencia de la conc. de lones Re sobLeArla acti-
' vided de la PDC recombinade (Mg™ "} 5.1077 M).
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De

3.

las experiencias anteriores concluimos:

1 idén Be nc actda como ién metal activador a ninguna con-
censracién (1.1072 = 1.107°).

Para una ooncentracidn de iones Mg fija, el % de inhibicién
es funcidén de la concentracidn del ién Be.

La inhibicidn, por la presencia de iones Be, de la piridvico
descarboxilasa recombinada con diferentes concentraciones
de icnes Mp, cuya dependencia de la concentracidn del idn
Be ya hemos sefialado, es asfmismo dependiente de la concen-—
tracién del idn Mg.

La inhibicidn, de la pirdvico descarboxilasa recombinada,

por la presencia del ién Be, es de tipo competitivo, sien-

-3



334, Particularidades del idn Cd.

Solucién inicial de 50,Cd: 1.5M en tampén maleato (d.m.) 0:10
(pH=5.35).
Diluciones (1/25 -» 1,25,000): a partir de la solucién iniecial,
en tampdn maleato (d.m.) 0.7:9.3 (di-
lucién 1/25) y t. maleato (d.m.) 1:9
(diluciones 1/250 - 1/25.000).
(pH de las diluciones 6.7).

Actividad de la PDC recombinada en presencia de concentracio-

A

nes variables del idn metal.

Ensayos previos de inhibicién de la actividad de la
pirdvico descarboxilasa recombinada, por la presencie de deter-
nin~dos iones metal (Cd, Co, Ni), pusieron de manifiesto el ca-
récter inhibidor de estos metales a conc. superior a 1.1074,

Extrapolando los valores de la actividad vs.ﬁMg**j,
para conéentraciones de este metal inferiores a 1.10-4, se ob=-

tienen los siguientes valores de actividad enzimdtica para la

pirivico descarboxilasa recombinada

- 47 y

Mgt v 1/ [Mg“'l 1/v
5 .107) 120 0.002.103 8.3 1073
5 .10 111 0.2 .103 9.0 10

2.5 103 105 0.4 .103 9.5 103

17,1073 87 1 .103 11.5 10™3
5 .1074 71 2 .103 14,1 1073
2 .107% 43(extr.) 5  .103 23.2 1073
1 .107" 27 w 10 .103 37.5 10~
2 ,10™2 6 50 .103 152.6 10™3
1 .10=5 30 100 .103 299.6 10™3

valores que no confieren muchas posibilidades (por falta de



sensibilidad en el método) a los estudios de recombinacién,

con la técnica de Warburg, a bajas concentraciones del ién me-

tal. No obstante, fue estudiado el comportamiento del idén Ni

cuyos resultados, apuntando a la capacidad activante de este

metal a concentraciones inferiores a 1.10"4, exponemos en su

lugar. Resultados similares se encontraron con los iones Co y

Cd, respectivamente.

Tabla XXXIV. Condiciones manométricas;para la determinacidn

del % de inhibicidn.

vol.|Molaridad Conc. Conc. |T.M(d.M)
de la sol.l

¢C. |solucidn moles/1 ¥/V33° 501,

Solucién de Mg (a 0.03 5.10‘3_1

partir de Mg 1.5M | 0.5 0.015 2.5 107~

en sol.II) en T.M. 0.003 5.10~4

_'\d.m-) 007:9-3 i

S01. de .Cd**(en 0.06 1,102

las condiciones 0.5 J V. -5

va, especificadas). 0.00006 1.10

rno=-pirévico des-

carboxilasa en 1.0

" Me{dem.) 0:70

Sol. de DPT 5

(200y/cc.3 en 0.5 5.9 10 100

T.M.{d.m.) 0:10

T. maleato (d.m.) | 0.5 5:5

Mezcla: 3.0cc. con un pH de qgcombinacién de 6.7

Piruvato Na en
T.M(d.m)esp. 8:2

0.5

1.0

rt1.42 10‘1l

Mezcla total: 3.5cc. con un pH de descarboxilacidn de 6.1
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Fig.26. Influencia de la cono. del idn Cd sobre la activ. de
la PDC recombinadas con diferentes concs. de Mg*™,
(1,2 y 3 corresponden a concentraciones de Mg**de 5.1073,
2.5 10-3 y 5.10"%, respectivamente; o y © representan los re-

sultados de cada una de les dos series de soluciones del idn
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Fig.27. Activi@ad de le PDC recombinada con diferentes concs.

de Mg™ ", en presencia de concentraciones variables
de iones Cd.



Tabla XXXVI. Actividad de la PDC recombinads con diferen-

tes concs. de Mg'!'

+

Yy en presencia de concen-

traciones variables del idn Cd, en funcidn
de la relacién&ﬂg"‘%d""'ﬂ.

[mg/0att] % inhibicidn
0.05= 5.10~4 b8
0.25= 2.5 10™3 100
’T?Tﬁ=?‘
.1073 98 96
;’ 1.1 -
0.5 = 5. 10-4 o5
1.10-3
1 =5.10"4 79
PO
. 10™3 98
7. 90
2.5 = 2.5 10=3 |92
70
5.10"% |91 95 98 94 94 100 100
Za0=t
3.1 = 5.707% . |95 90 27 90 g0 83 100
7.6 0
-d _
342 = 5,10 91 22 27 92 65 79
%756 T0-4
3.3 = 5.10°%4 87 13 24 49 35 33 97
1.52 304
3.5 = 5.107% 89 30 25 17
.44 10~4
3.6 = 5.10~4 26 17 62 18 21 18 19 11 15 97
1.4 10-4
5,103 97
.. 1.2 10-3
4.2 =
5,104 12 11 4 89 98 100
1.2 6-4




Tabla XXXVI. Actividad de la PDC recombinada con diferentec

concs. de Mg** Yy en presencia de concentracio-

nes veriables del ién Cd, en funcidn de la re-
laciénﬁMgLfMCd*fl

Mg*H/Latt]

4.38= 5,104
T.14_ 104

78

- % inhibicién
78 98 22

!

-4
4.62‘_- .10 -
7.08 10=4

41 90 12

%.30‘?

5 = 2,5 10=3
BB

-4
.10
1=

100

84

100

15 6 16 9 8 10 7 0 14 -9 6

8.3 = 2.5 10-3i
“3.10-%_

85

-3
210
376

230

10 =

81

-3

2.5 10=3
.10

25 =

93

13

100 95 95

14 0 (4)

42 = 5,703
1.2 j0-4

97

S7

.10-3
50 = %T%%=¢

. 104
0=

(4)

0 (21) 18 17T 12

250 = 2,5 10=3

1. 107

(8)
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De las experiencias anteriores concluimos:

-
[ )

3e

5.

Mediante la técnica manométrica de Warburg, no es posible
hacer estudios de recombinacidén con Cd como idn metal. El
caricter inhibidor de las concentracionés de Cd++ superio-
res 1.10"‘4 obligarfa a utilizar concentraciones inferio-
res del metal, que se traducirfen en actividades enzimdti-
cas casi despreciables para la sensibilidad del método.
Pare una concentracidn de Mg** fija, el % de inhibicidn es
funcién de la concentracidn del idn Cd.

La inhibicidn, por la presencia de Cd+*, de la pirdvico des-
carboxilasa recombinada con diferentes concentraciones de

+4 d+4

Mg™™, cuya dependencia de la conc. del C ya hemos sefia-

lado, es independiente de la concentracidn del Mg**.

Ia actividad de la pirdvico descarboxilasa recombinade a
cualquier conc. de Mg**, experimenta, por la presencia del
Cd+*, un camrbio brusco, pasando de aproximsdamente cero a
100% de inhibicidn para concs. de ca¥t de 1.104 y 2.107%,
respectivamente, en las condiciones ensayadas.

En la valoracidén del % de inhibicidn en funcidén de las con-
centraciones relativas de los iones Mg y Cd, se observa una
manifiesta discrepancis de comportamiento pare una misma re-
lacién{ﬁg%fﬂ@d**]ouando en dicha relacidn las éoncs. del in-
hibidor no quedan incluidas en los mismos intervalos supe- |
riores ¢ inferiores a 2;10'4 y 1.10‘4; en cualquier otro ca-

so hay concordancia. (Véase en la Tabla XXXVI las relacicnes

destacadas con uno, dos o0 tres asteriscos).



335. Particuleridades del ién Co.

Solucién inicial de SO4Co:

aunque total.

1.5M en tempdn maleato (d.m.) 0:10

(pH=6.0). Disdlucién lenta (2 12hr.)

Diluciones (1/25 == 1/25.000): a partir de la solucidn inicial,

en tampdn maleato (d.m.) 1:9.

(pH: 6.5-6. 7 segin las diluciones)

Tabla XXXVII. Condiciones manométricas para la determinacidn

del % de inhibicidn.

vol.

Molaridad Conc. Conc. {T.M(d.m,)
de la ' sol.l
°C- |golucidn | moles/1 |y/vaso| SoTiyy
1)
Solucion de Mg (a 0.03 ‘5.10_3 3
BAESRARE o de I\llg 5M 005 00015 2.5 1 -
en sol.;I) en T M. 0.003 5.107
(c.m.) 0.7:9.3. }
S02. de Co (en las 0.06 1,10~
condiciones ya es—{ 0.5 ¥ b 5
pecificeing). 0.00006 1.107
Apo-pirdvico des-
carboxilasa en 1.0
T.M.(d.m.) 0:10
Sol. de DPT 5
(200Y /cc. 3 en 0.5 5.9 10 100
?.M.{d.m.)0:10.
T. maleato (d.m.) | 0.5 5:5

Mezcla: 3.0cc. con un pH de recombinacidn de 6.7

Piruvato Na en
T.M(d.m)esp. 8:2

0.5

1.0

1.42 10~1

Mezcla total: 3.5cc. con un pH de descarboxilacidn de 6.1
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Fig.29, Influencia de la conc.- ‘del 1én Co sobre la activ. de la
PDC recombinada con diferentes concs. de Mgh+.
(1,2 ¥y 3 corresponden a concentraciones de M&++ de 5. 10"‘3
2-5 10=5 y 5.10=4, respectivemente).
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Fig.30. Actividad de la PDC recombinada con diferentes concs.
de Mg~ ™, en presencia de concentraciones variables

de iones Co.



Tabla XXXIX. Actividad de la PDC recombinads con diferentes

concs.

de Mg

+ y en presencia de concentracio-

nes variables del ién Co, en funcidn de la re-

laciénﬁﬂg*fb@o*fl
UWg*fMﬁo ] % inhibicidn
0.05= 5,10=4 100
gTTG=Z
0.25= 2.5 10=3 | 100
-4
0.5 = 5,407 91
Te 102 f

2.5 10=3 i 97

.10-4 m
) 75

81 74 89

2.8

5,104 50

45 37 25 57 66 66 22

301

3-6

A.2

16 30

85

(4)

e 00



Tabla XXXIX. Actividad de la PDC recombinada con diferentes
concs. de Mg’“‘ y en presencis de concentracio-

nes variables del idén Co, en funcidn de la re-

lacidn ﬁ\/l-g"""l/po'!""].
[Mgt/Bott] % inhibicidn
28 = 5,107 21 21 27T 29 56 51
1.8 10~4
50 = §,1073 o T

1.10°%

250 = 2.5 10=3 | (4)
o
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De las experiencias anteriores concluimos:

1. Mediante la técnica de Warburg no es posible hacer estu~
dios de recombinacién con Co como idn metal, El cardcter

inhivhidor de las concentraciones de Co**

superiores a
1.10"4 obligaria e utilizar concentraciones inferiores del
metal, que se traducirfan en actividades enzimdticas casi
despreciables para la sensibilidad del método.

2. Para uns concentracidén de Mg++ fija, el % de inhibicidn es

funcidén de la concentracidn del idn Co.

3. La inhibicidn, por la presencia de Cot¥, de la pirdvico
descarboxilasa recombinada con diferentes concs. de Mg&+

L
H ya hemos se-

finlado, es independiente de la concentracidn del Mg++.

cuya dependencia de la concentracidén del Co

4, La actividad de la pirdvico descarboxilasa recombinada a

+4
cualquier concentracidn de Mg experimenta, por la pre-

sencia del Co++

s, Un cambio brusco, pasando de aproximada-
mente cero a 100% de inhibicidn para concentraciones de CoL+
de 1.6 10-4 y 2.10"4, regpectivamente, en las condiciones
ensayadas.

5. En la valoracidn del % de inhibicidn en funcidn de las con-
centraciones relativas de los iones Mg y Co, se observa una
manifiesta discrepancia de comportamiento para‘una misma
relaciéhﬂMg*fV@o*%]cuando en dicha relacidn las concentra-
ciones del inhibidor no quedan incluidas en los mismos in-
tervalos superiores o inferiores a 2.10™4 y 1.6 10'4;}en ‘

cualquier otro caso hay concordancia. (Véase en la Tabla

XXXIX las relaciones destacadas con und y dos asteriscos).



336. Perticularidades del ién Ni.

Solucida inicial de SO,Ni: 1.5M en tampdén meleato (d.m.) 0:10
(pH=5.85).
Diluciones (1/25 ~= 1/250.000): a partir de la solucidn inicial
| en tampén maleato (d.m.) 0.7:9.3.
(pH: 6.75-6.9, segin las diluciones)¢£

Tabla XL. Condiciones menom&tricas para la determinacidn del %

de inhibicidn.

vol;gMolaridad Conc. Conc., T.M(dim.)
de la . gol.
CCe lgolucidn moles/1 X/vaso SOl.ll
Solucidn de Mg (e 0.03 5.10™3 3
partir de Mg 1.5M ! 0.5 | 0.015 2.5 12"
en so2.XI) en T.M. 0.003 5107
(d.ms) 0.7:9.3.
Sol. de Ni (en las 0.06 1.1072
condiciones ya es-| 0.5 ¥ '¢ 6
pecificadas). 0.000006 1.107
Apo-pirdvico des-~
carboxilasa en 1.0
T.M.(d.m.) 0:10
Sol. de DPT -5 '
(ZOOy/cc.g en 0.5 5.9 10 100
T.M.{d.m.)0:10.
T.raleato (d.m.) 0.5 ) 5:5
Mezcla: 3.0cc. con un pH de recombinascidn de 6.7
Piruvato Na en I 0.5 | 1.0 1.42 1071
?.M(d.m)esp. 8:2

Mezcla total: 3.5cc. con un pH de descarboxilacidén de 6.1
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Fig.32. Influencia de la conc. del idn Ni sobre Jla activ. de
la PDC recombinada con diferentes concs. de Mgt+
(1,2 ¥y 3 corresponden a concentraciones de‘Mg‘“*de 5 10

2.5 107 y 5.1079, respectivamente).
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Fig.33. Activ:}‘,_gad de la PDC recombinada con diferentes concs.
de Mg ", en presencla de concentraciones variables
de iones Ni. ) ‘




Tabla XLII. Actividad de la PDC recombinada con diferentes

concentraciones de Mg’“'

y en presencia de con-

centraciones variables del ién Ni, en funcién
de la relacidén [Mg"'%i"""].

gt Hiva +4] % inhibieidn
0.05= 5,104 100
2152
. 0.25= 2.5 1073 fi00 - 100 -
1.10~ RO
. . -4 :
0.5 = 5,10 n00
30
2,5 10=3 95 97
. '7??6“3‘
"7 5,104 *oo
0
5 =5.10"% 54 58 86 53 96 77
2100
»103 95
. g?16‘¢ |
25 =
2.5 10=3 7T 82 88 86 86 92
'7??6'*‘
103 95 91 88 91
.. T.10-
0 = o4 S 6 24 21 5 19 15
e |
250 = 2.5 10~3 14 27 26 29 24
7,70~
500 = 5,103 138 .38 32 31 36
2,500 = 2.5 10~3| 8
110~
250.000= 245 1053 2
101 hand *
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Tabla XLIV. Actividad de la PDC recombinade en presencia de

iones Ni.

Condiciones manométricas: contenido por vaso de Warburg

vol. |Molaridad Conc. Conc,. {T.M(d.m,)
de la gol.l
CCe. solucién moles/1 4/vaso ST
Apo-pirdvico des-
carboxilasa en 1.0
T.M.(d.m.) 0:10
41 )
Sol. de Ni (en 0.03 1.10
las condiciones 1.0 ¢ 5
ve especificadas). 0.00003 1.107
Sol. de BPT
(200 /cc.g en 0.5 » 5.9 10™2 | 100
T.M.&d.m. 0:10
T.maleato (d.m.) 0.5 A 2:8

Mezcla: 3.0cc. con un pH de recombinacidén de 7.05 (1)

Piruvato Na en 0.5 | 1.0 1.42 10~1

T.M(d.m)esp.10:0

Y

Mezcla total: 3.5cc. con un pH de descarboxilacidn de 6.1

(1) En ensayos previos, sobre el pH &ptimo de recombinacidn,
fue comprobado un ligero aumento de actividad a este pH.



€ 9 14 ﬁ 6 g
2 € g¢e | &'t 14 24
€ S 9 w 6 €
¥ ol gL G‘e Gl 1
9 L € | L
“utm or\ﬂ.oor.o\NOOHL _ oruswtIedxy
g OF T [ g0  F [ g 0F 9 [ g 0T g [ OF T [5-0F 6 [ ¢-OL°T [ ¢-0L"S] z-0F°" (479

*TIN S89UOT 9p BTOUsSodd Ue BPBULQWOOSJI BSB[LXO0QJIB80Sop OOTALLIA B[ oP PBDIATAOV °ATX BIABT



De
1.

4.

las experiencias anteriores concluimos:

Mediante la técnica de Warburg mno es posible hacer estudios
de recombinacién con Ni como ién metal., El cardcter inhibi-
dor de las concs. de Ni** superidres a 1.10"'4 obligarfa a
utilizar concs.~infériores del metal,que se traducirfan en
actividades despreciables para la sensibilidad del método.
Para una concentracidén-de Mg** fija, el % de inhibicidn es
funcién de la concentracién del ién Ni.

Le inhibicidén, por la presencia de Ni**, de la pirdvico des-

carboxilasa recombinada con diferentes concs. de Mg++,cuya

+ ya hemos sefialado,es précti-

dependencia de la conc. del Ni
camente independiente de laEMg++]. Una ligera dependencia
que puede observarse a concs. de Ni++ comprendidas entre los
valores que producen inhib. total y no inhibicidn, pudiera
explicarse teniendo en cuenta el mayor requerimiento de sus-—
trato del E recombinado con altas concs.del metel activador.
La acfividad de la PDC recombinada a cualquier conc.de Mg++
experimenta, por la presencia del Ni**,un cambio brusco pa-
sando de aproximadamente cero a 100% de inhib. para concs.
de Nit* de 1.10'5 y 1.10-4, en las condiciones ensayadas.

En la valoraciéy del % de inhib. en funcidén de las concs.re-
lativas de los}iones Mg y Ni, se observa una manifiesta dis-
crepancia de comportamiento para una misma relaéiénDMg+ﬂ4NiLﬁi
cuando en dicha relaciédn las concs. del inhibidor no quedan '
incluidas en los mismos intervalos superiores o inferiores
a 1.104 y 1.10"5; en cualquier otro caso hay concordancia.

(Véase en la Tabla XLII las relaciones destacadas con uno y

dos asteriscos).

.........
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III. DISCUSION.

Poco se conoce, excepto en el caso de algunos
metaloenzimas, acerca de la "atmdsfera" que rodea al idn me-
tal dentro de la molécula de la protefna o acerca de los efec-
tos de los cationes sobre el estado y configuracidn ae las ma-
cromoléculas (precisamente el problema de la influencia del
metal en 1los enzimas ha permanecidb largo tiempo'enkel'térreé
no de la especulacidn). Resulta, pues, interesante plantear
el eétudio del mecanismo de accidn del enzima que nos ocupa,
2-o0xo0dcido carboxi-liasa o pirdvico descarboxilasa, a través
del andlisis del papel de los iones metal en este triple as-
pecto: 1) ¢qué factores determinan las afinidades en la for-
macidén de los complejos metal-protefna?; 2) ¢qué grupos de
la protefna estédn implicados en la formacidn de los enlaces
con los iones metdlicos?; y 3) &qué modos de interaccidn en-
tre los metales y la proteina pueden ser significativos en
la funcidn bioldgica, particularmente en‘la catdlisis enzi-

matica?.

Puesto que nos apoyaremos fundamentalmente en el
esquema de Schellenberger, aludiremos en primer término al
estado actual de la interpretacidn del mecanismo de accién
de la pirdvico descarboxilasa tal como ﬁa sido presentado
recientemente por dicho autor, recogiendo experiencias ante-
riores, a las que ya nos hemos referido detalladamente en

otro lugar de esta tesis.



La descarboxilacidn de o -oxodcidos a través de
la pirdvico descarbvoxilasa ~considerando la recombinacidn
del enzime a partir de sus componentes (apoenzima, TPP y io-
nes metdlicos)- puede descomponerse en los siguientes pasos

de acuerdo con el esquema de Schellenberger:

K11,
TPP 4 Apoenzima + Me2+ E
k_4
le: kla <
E 4+ Piruvato E-Piruvato~(?) E-Piruvato-=(2)
= TR

ki4y E-Acetaldehido-(2) K46 E-A ldehido-( ’)’
-Acetaldehido~-(2 - -Acetaldehido-(4")
-5

E 4 Acetaldehido

donde la velocidad del proceso de descarboxilacidn enzimdtioa
se determina mediante la posicidn del equilibrio de recombi-

nacidn & mediante uno de los pasos de la reaccién, 2 a 6. To-
do ello, ldgicamente, dependerd de las caracteristicas de los
componentes del sistema, jugando un papel decisivo la estruc-
tura del TPP por su naturaleza coenzimdtica, en la que se su-
pone radica el epicentro de la actividad enzimdtica.

La teoria de los modelos, nacida del esfuerzo rea-—
lizado para estudiar las complicadas reacciones enzimdticas
por medio de sustancias en lo posible sencillas y bien carac-
terizadas quimica y fisicamente, ha constituido un importante
instrumento de la quimica de enzimas, proporcionando nuevos

puntos de partida para las investigaciones experimentales y



ofreciendo con ellos, a menudo,‘la posibilidad de una investi-

~ncidn cinétice y termodindmica precise en la desconocida es-

tructura global de los enzimas. Asi, ensayando en lugar del

TP diferentes andlogos, se ha observado que toda modifica-

cidn de la molécula de tiamina va unida & una mayor o menor

inactivacidn coenzimgtica; los resultados de estas experien-

cias han indicado que mediante la modificacidn de la molécu-~

la del coenzima se entorpece o bloguea uno de los pasos de

la reaccidn, 1 a 6. Actualmente, se distinguen tres posibles

etapas:

a) Bloqueo a nivel de la recombinacién de los componentes del
enzima (k+1),

b) Bloqueo a nivel de la unién del sustrato (kyo ¥ k+3); y

c) Bloqueo a nivel de 1la transferencia del aldehido (k+5).

a) Bloqueo a nivel de la recombinacidn de los componentes del
enzima (k+1).
El bloqueo en el proceso de recombinacidn habrd de
manifeétarse en los casos en los que las modificaciones in-
troducidas
a1) entorpezcan un sitio que es responsable de la fijacién
del apoenzima o que influye en la distancia de enlace en-
tre el coenzima y el apoenzima. ‘

a2) fueréen la posicidn opuesta de los dos planos del anillo
a una situacidén de conformacidn no natural, que ya no
permite nihgﬁn enlace en los puntos destacados de la to-

poquimica del apoenzima. (Ello se reflejard no sdlo en



une pérdida de actividad o totel inactividad, sino también en
la falta de accidn inhibidora por bloqueo de kyq)e
Como resultado de los ensayos efectuados con mode-—

los, se han podido destacar, en la molécula del coenzima,cua~

tro fragmentos cuya influencia resulta fundamental en la re-

combinacidn:

1)El resto de pirofosfato. Basta alargar el grupo etilo, en el
carbono 5 del anillo tiazdlico, con un solo 'CHZ’ 0 variar
la longitud de la cadena fosfdrica, para conseguir produc-
tos coenzimdticamente inactivos. Sin embargo, como en la mo-.
lécula subsisten todos los grupos vinculantes, es explica-
ble su actividad inhibidora.

2)El carbono en 2° del anillo pirimidfnico. La simple presen-—
cia de un grupo etilo en posicidn 2 demostrd su influjo en
el equilibrio de recombinacidn a través de una disminucidn
de la velocidad de recombinacidn (36%) y de un aumento apro-
Ximadamente igual al doble de la concentracidn de semisatu-
racidén. Mientras que la afinidad del sustrato para el-holo%
enzima, formado a partir del andlogo, aparece practicamente
inalterada, la disminucidn de la actividad final en mds del
50% se basa en el entorpecimiento adicional de uno de los
pasos siguientes de la reaccidén. En estas circunstancias se
hace preciso considerar el'paso de transferencia del alde-
hido (k+5), sobre todo en el caso de qué el grupo etilo en-
tre eh colisidn con la superficie del apoenzima y haya de
influir en el mecanismo a través de la ﬁosicién del anillo

de pirimidina.



3)E1 N en posiciéh 1’ del anillo pirimidinico. El reempla-
zamiento del anillo de pirimidins del TPP por un anillo de
piridina d10 lugar a dos andlogos, de los cuales sdlo el
correspondiente a la sustitucidén del N en posicién 3’ por
un -CH= mostrd actividad coenzimdtice y afinidad por el
apoenzima. Por tanto, como eﬁ el caso anterior, debe supo-
nerse que el N en posicién 1’ actda como sitio de enlace,
participando asi en la orientacién de los dos grupos bési-
cos dentro del mecanismo de descarboxilacidn enzimdtica del
gc. pirdvico.

4)El carbono en 4 del anillo tiazdélico. En un principio se
pensé en una cuarta posibilidad de enlace, a través de este
grupo, dada la velocidad de recombinacidén fuertemente re-
tardada y la concentracién de saturacibén elevada en los ané-
logos del TPP modificadosven el C-4 (signo de entorpecimier. -
to dek proceso de rocombinaéién) yy por otra parte, la baja
velocidad estacionaria en el estado de saturacidn (32%)
(correspondiente al mecanismo inhibido de la transferencia
del aldehido). Sin embargo, el comportamiento de los andlo-
gos del TPP, como el 6‘-metil-4-nor-TPP y el 6’-metil-TPP,
parece indicar que la influencia de los sustituyentes en
estas posiciones radica, fundamentalmente, en la mutuea in-
terferencia, que ocasiona una alteracidn en la conformacidn

de los planos de los dos anillos

Parece insinuarse actualmente un nuevo punto de vista, ba-

sado en la existencia de una regidn adecuada, estérica y

B



quimicamente, en el centro de enlace del apoenzima, que for-
me un enlace de hidrégeno con uno de los H, relativamente
écidos‘dél grupo -NH2, apartando asf{ a este grupo de su po-
sicidn de resonancia original y, en consecuencia, aumen-—
tando su basicidad y haciendo posible el contacto con el
protén hidroxilo del aldehido activo.

Puede observarse, en los citados casos, que, el pa-
g0 de transferencie del aldehido, que tiene lugar en la for-
me de una catdlisis base intramolecular, es estéricamente mu-
cho més exigente que el paso de recombinacidn, determinado
por la disposicidn de los grupos enlazantes en el centro ac-—
tivo del apoenzima.

b) Blogueo a nivel de la unidén del sustrato (kyo ¥ k+3).

Si consideramos el blogueo a nivel de unidn con el
sustrato, podria, en primer lugar, pensarse que habria de te-
ner luger en la posicidn 2 del anillo tiazdlico, como conse-
cuencia 1ldgica de la incapacidad de unidn con el sustrato
(k+3=0). Si esto fuera asf, el compuesto tendria que mostrar
accidn inhibidora; sin embargo, el 2-metil-~TPP, aunque inac-
tivo, no presenta accidn inhibidora, demostrando pertenecer
a los andlogos bloqueados para la recombinacidn. Los sustitu-
yentes en posicidén 2 entorpecen, en general, mas que el en-
lace del sustrato, el ‘proceso de recombinacidn, con lo que se
encuentra unsa eiplicacidn a la pequefia velocidad de trans-
formacidn del "acetaldehido activo", (2-(1-hidroxi-etil)-TPP).

descrita por Holzer,



Los trabajos de Schellenberger et al. no aportan
en realidad datos concluyentes sobre el doble paso de reac-
cién (k;Q'y k+3) del proceso de unidn del sustrato (ky, ¥
1{_!_3 fueron considerados como un paso global del enlace del
sustrato). Estos autores apuntan, no obstante, que el piru-
vato antes de la fijacidn al anillo de tiazolio estd ligado
al apoenzima y de este modo experimenta un cierto aumento en
relacidn con la activacidn en la proximidad del centro de
reaccidn.

Los resultados, en este sentido, del presente tra-
bajo confirman la existencia de este probable paso 2 del es-
quema de Schellenberger.
¢) Bloguec a nivel de la transferencia del aldehido (k+5).

Andlogos como el 4°-hidroxi-4‘-desemino-TPP, des-~
amino-TPP, 4 ‘-mercapto-4‘-desemino-TPP y, al menos en parte,
también el N-metil- y el N.N-dimetil-TPP presentan el blo-
queo tipico del paso de transferencia del aldehido (kys). Asi,
impidiendo la separacidn del aldehido, el anélogo es inactivo
como coenzima y muestra, a la vez, igual afinidad para el apo-
enzima que el mismo coenzima, funcionando los pasos preceden-
tes de la reaccidn, del 1 él 5, sin interrupcidn.

La considerable accidn inhibidora de los dos and-
logos N-alquilados muestra que el proceso de recombinacidn
estd entorpecido pero que aun es posible. La total inactivi-
dad de estos andlogos a pesar del cardcter bdsico del N-47

permite, por el contrario, reconocer un entorpecimiento pro-



bablemente estérico del estado de transicién formado en la

separacién del aldehido. Parece, pues, que la especificidad

estructural, extraordinariamente alta, de las distintas par-
tes del TPP es una prueba de que las modificaciones que in-
fluyen de modo directo en la situacidn de conformacidn de los
dos planos del anillo conducen a una total inaétividad, en
tanto que las sustituciones que tienen lugar en la "perife-
ria" de la molécula y que, por tanto, sélo influyen de un mo-
do indirecto sobre la situacién estructural mediante la coli-.
sidén con el apoenzima, van unidas a una disminucién de la ac-
tividad. En resumen, las diferentes posibilidades de falsea-
miento de la conformacidn pueden caracterizarse asi:

1. Modificaciones minimas de la situaciédn de conformacidén que
afectan ligeramente a la recombinacidn y a la separacidn
del aldehido. |
Resultado: disminucidén de la actividad coenzimdtica, como
cbnsecuenoia del perjuicio directo experimentado por el
proceso de separacidn nucledfila. Ejemplos: 2‘—etil-2’-
nor- y 4-etil-4-nor-TPP.

2. Puertes modificaciones de la situacidn de conformacidn que
afectan ligeramente a la recombinacidn y fuertemente a la
separacidn del aldehido.

Resultado: ninguna actividad coenzimdtica, y afinidad dis-
minuida para el apoenzima. Ejemplo: N-metil-TPP.

3. FPuerte alteracién de la situacidn de conformacidn que afec- ?

ta fuertemente tanto a la recombinacidn como a la separa-



cidn del aldehido.
Resultado: ningune accidn coenzimdtica y ninguna afinidad pa-

rg el apoenzima. Ejemplos:kG'-metil- y 2-metil-TPP,

Volviendo a8l planteamiento inicial, los primeros
intentos de encontrar una base fisica a la especificidad de
los métales se centraron fundamentalmente, como ya hemos vis-
to en la parte tedrica, en los parémetros mds elementales de
la estructura y de las pr¢piedades del ién. Estudios compara-
tivos de la efectividad de los iones metal en relacidn con su
mase, carga idnica, radio idénico etc. demostraron, sin embar-
go, la insuficiencia de estos pardmetros para justificar la
participacidén del idn metal. De todos son conocidos enzimas
en los que las semejanzas y desemejanias de los pardmetros,
de los iones, debidas a su proximidad 6 alejamiento en el sgis-
tema periddico no guardan relacidn con su efectividad en el
sistema enzimdtico: la arginasa (activada por Mn y otros ele-
mentos de transicidn), la leucil-peptidasa (activada por Mn
y Mg), otros enzimas activados por Mn exclusivamente, y la
pirdvico descarboxilasa (activada por Mg, Mn y otros elemen-
tos de transicidn) son ejemplos de ello.

Esta peculiar especificidad hacia los iones metal
hizo pensar que tal vez no fuera posible una explicacién ra-
zonable para la especificidad y antagonismo sobre la base de
las propiedades del idn metal sin cubierta de hidratacidn;
pero, dedo que los iones metdlicos, en solucidn en un medio

fisioldgico, estdn rodeados por una atmdsfera de otras molé-

#



culas, tales como moléculas de agua débilmente enlezadas, o
sustancias orgénicas de naturaleza polar, més fuertemente en-
lazadas,'se considerd que el concepto "iséstero" pudiera apli¥f
carse mas adecuadamente a la estructura del complejo global.
Ademds, las caracterfisticas de los complejos de coordinacidn
de los metales con el agua u otras moléculas polares, si bien
reflejo de la configuracidn electrdnica del idn metal y los
grupos coérdinados, podrian ser factores criticos para el fé-
cil reemplazamiento de un grupo coordinado por'alguna otra mo-
1écula, en virtud de las engrgias'y entropfas de formacidn de
complejos.

La formacidn de complejos implica, pues, realmente
la formacidn de uniones idén-idn, seguida del reemplazamiento
de las moléculas de agua de la primera esfera de coordinacidn
por otros grupos. La estabilidad, velocidad de formacidn del
complejo y velocidad de disociacidn, ademds de la acidez del
metal (todas ellas relacionadas con los pardmetros fundemen-
tcles) son los factores primordiales para la determinacidn
de la efcctividad de los metales, y asi las constantes K1p, Ky
8, kp (=KIP‘k§) y Kg (=kp/ky) han resultado ser decisivas
cn la interpretacidén de esta especificidad.

Concretdndonos al caso de la pirdvico -descarboxi-
lasa, en primer lugar los estudios realizados por Schellenber-
ger sobre el influjo de los iones metdlicos Ca, Mn, Co, Mg ¥y
Zn a pH, temperatura y concentracidn de metal determinados,
diferenciaron dos fases en el mecanismo de descarboxilacidn:

fase de recombinacidn y fase estacionaria, dependiendo la pri--



mera fucrtemente de la clase de idn metdlico introducido,
mientras que el estado estacionario es independiente, en con-
siderable medida, de la clase de idn afiadido.

L1 paralelismo existente entre las velocidades de
recombinaciodn ¥y los resultados de Eigen sobre velocidades de
sustitucidn de las moléculas de H,0 agrupadas en torno al idn
metdlico, 1llevd a considerar a dicho factor como el responsa-
ble de la fase de recdmbinacién, quedando fijado el valor de
k;q & través de la cinética de la formacidn del complejo me-—
tdlico. Segin el esquema de Eigen, de los metales estudiados
por nosotros (Mg, Mn, Be, Cd, Co y Ni), el Be -que no habia
.8ido considerado con anterioridad- presenta una velocidad de

sustitucidn diferente y mucho menor (del orden de 102 sec'.'1

8

frente a un valor de 105 - 10” para los restantes), lo que
justifiéa su excepcional papel de inhibidor competitivo del
g (con el que, por otra parte, le unen grandes semejanzas),
confirmando asi el papel decisivo de la velocidad de sustitu-
cidn en esta fase.

Eg de advertir que, en general, esta fase de re-
combinacidn puede observarse directamente tan sélo a través
de la técnica espectrofotométrica seguida por Schellenberger
(basada en la reaccidn del acetaldehido libre con ‘exceso de
DPNH y alcohol deshidrogenasa); entre cuyas ventajas estd la
r;pidéz de manipulacidn y la posipilidad de trabajar con con-
centraciones pequeiias de metal, inferiores a 1.10"4 (valor

1imite, al que determinados metales, como Cd, Co y Ni entre

los estudiados por nosotros, presentan accioén inhibidora).



Schellenberger et al. no hacen alusidn a esta peculiaridad
del cardcter inhibidor de ciertos metales a concentraciones
superiores a 1.10'4, probablemente debido a la limitacidn im-
ouesta por su técnica en cuahto a la solubilidad de las sales
metdlicas (~10~4) en la mezcla del medio de solucidn aplica-
do. La sensibilidad de la técnica de Warburg -utilizada por
nosotros- no es, por el contrario, adecuada para concentra-
ciones de metal aproximadamente inferiores a 1.10-4, a las
que corresponden pequeilos valores de actividad; sin embargo,
permite el estudio en un intervalo superior de concentracio-
nes, donde se manifiesta la inhipicidn del proceso de descar-

boxilacidn por algunos de los metales estudiados.

Por otra parte, la duracidn de la fase de recombi-

[
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acidn, conmo ya hemos indicado, depende fuertemente de la cla-
se de idn metdlico intrcducido, siendo el orden Ca < Mn <Co < |
i.g{Ni. Los tiempos requeridos en los experimentos de Sche-
llenberger pare alcanzar la fase estacionaria son inferiores
a los invertidos en la técnica de Warburg en el momento de la
medicién de las velocidades de descarboxilacidn. Por tanto,
todas nuestras medidas pueden considerarse realizadas en la
fase estacionaria, como asi lo demuestra la linealidad de las
curvas de velocidad obtenidas.

La fase estacionaria, a diferencia de la de recom-
binacidn, es prdcticamente independiente de la clase de idn
metdlico complejante y de la estabilidad del complejo forma-

do, si bien el margen restringido de concentraciones utiliza-

do por Schellenberger limita el valor de estas conclusiones.




kEn efecto, nuestros resultados sobre la especiticidad del me-
tal en un amplio margen de concentraciones, han destacado el
itecho significativo del distinto comportamiento de los iones
.2tal en funcidn de las concentraciones de los mismos. As{,
wientras todos los metales a concentraciones inferiores a
1.10-4 son activadores (con excepcidén del Be), a concentra-
~lones superiores muestran un comportamiento bien diferencia-
do. El iug y el Mn son activadores a altas concentraciones
(auncue se aprecia una cierta inhibicién en el caso del lLin),
el Be es inhibidor competitivo, y el Cd, Co y Ni son elemen-~
tos que muestran un brusco cambio en su comportamiento cuan-
do la concentracidn del catidn alcanza un valor determinado
~1.10"4), transformdndose en potentes inhibidores. Es de
destacar en la cinédtica de la fase estacionaria del Mg y Mn,
vor una parte, la analogfa de las velocidades mdximas corres-
pondientes a la PDC recombinada con uno y otro metal (la cual
indica que el mecanismo es el mismo en todos los pasos pos-k
teriores a la recombinacidén), y, por otra, la analogfa entre
las K, aparentes,::3.10‘4, obtenidas por nosotros,(indican-
do que no hay entorpecimiento del estado de recombinacidn
cuando se utiliza indistintamente uno y otro metal), mientras
que la inhiovicidn a altas concentraciones de lin, asi como el‘
conportamiento de los metales Cd, Co y Ni a concentraciones

4, apunta a una posible participacidn mil-

superiores a 1.10"
tipvle de estos iones metal.
No onstante, el que iones metdlicos como el Ca,lig,

tn y Co, que tan fuertemente se diferencian en poder de



formacidn de complejos y en electronegatividad, originen to-
dos, en estado de saturacidn, la misme actividad enzimdtica,
pone de manifiesto que una funcidn esencial del idn metdlico
vendria a consistir, simplemente, en su participacidén en una
colocacidén estéricamente muy diferenciada de la molécula del
coenzima en el centro activo del apoenzima.

(En una breve comunicacidn, Schellenberger et él.
trataron de fijar, como posible funcidén de los iones metdli-
cos, su influencia sobre el incremento de la acidez en 02,
sefialada por Breslow, y, partiendo de los estudios sobre el
influjo de los iones metdlicos en la velocidad del intercam-
bio D-H, llegaron a sugerir la participacidén directa del idn
metdlico en el mecanismo de descarboxilacién. En su opinidn,
el punto de ataque de los iones metdlicos deberia ser, en
primer lugar, los pares de electrones libres del dtomo de S,
pero también serfa posible una retirada de electrones sobre
el N. Ambas sugerencias no obtuvieron demostracidn posterior;
rante, no existiendo base alguna para atribuir al idn metdli-
co otra participacidn en el mecanismo de descarboxilacidn
fusra de su funcidn vinculante, confirmada posteriormente con
estudios basados en el paso del enzima a través de una colum-
na de Sephadex). )

En este sentido, parte de nuestros experimentos
trataron de aclarar la naturaleza de los grupos implicados en
esta funcidn vinculante. Asf, nuestras experiencias iniciales

se basaron en el estudio del eiecto del pH sobre la actividad

y el enlace, con Mg como idn metal, obteniéndose curvas de




campana totalmente diferentes. La curva de actividad-pH acu-
86 un brusco méximo a pH=6.1, con actividades inferiores al
25% a pH 5.5 y 6.5, respectivamente. La curva de recombina-
cidn, por el contrario, acusd un mdximo a pH=6.7, conservan-
do, sin embargo, el 80% de la actividad a pH 6.1 y 7.3. (Es
de destacar aquf que los trabajos de Schellenberger fueron
hechos a un Unico pH de 6.6). Nuestros resultados revelaron
asi la exiétencia de un lugar de enlace independiente de los
centros cataliticos activos del mecanismo de descarboxila-
cidn, ¥y, al mismo tiempo, la afinidad, casi constante en el
intervalo de pH 6.1-7.3, puso de manifiesto que el enlace tie-
ne lugar probablemente sobre grupos que no son afectados por
iones hidrdgeno en este intervalo, tales como grupos carboxi-
lo, hidroxilo o fendlicos, posibilidad que se verd apoyada,
mds adelante, con nuevos argumentos.

Si volvemos a considerar el esquema de Schellen-
berger, la inhibicidn por nosotros hallada a altas concentra-
ciones de metales (tales como Co, Cd, Ni y en cierto modo Mn),
y & nivel de separacidn de Co, (debido a la técnice manomé-
trica utilizada para la medicidn de la actividad enzimética),
indica un posibie bloqueo de los pasos 1, 2 § 3.

Las conclusiones de Schellenberger sobre la inde-
pendencia del estado estacionario respecto de la clase de idn,
asi{ como nuestros resultados confirmando la dependencia del
enlace tan sélo de la velocidad de sustitucidn de las molécu-

las de H20 por los ligandos, permiten descartar el blogqueo

al nivel del paso 1. Tampoco hay base para poder pensar en



un blogueo al nivel del paso 3, conocida la teoria de Breslow

sobre el papel del C-2 del anillo tiazdlico y la mayor acidez

del Mg, que sugeriria un mayor blogueo por esfe metal, en con-
tra de los resultados obtenidos.

En cambio, es de seflalar que el bloqueo al nivel
del paso 2, impidiendo la fijacién (probablemente sobre un
grupo -SH, dada la especificidad de metal observada por noso=-
tros)del piruvato sobre la proteina, con anterioridad a su
fijaéién en el anillo tiazdlico, encuentra apoyo en los si-
guientes hechos:

12, la unidn relativamente estable del piruvato marcado ra-
dioactivamente sobre el apoenzima, al ser pasadas ambas solu-
ciones, a pH 6.6, sobre una columna de Sephadex, independien-
temente de los iones metédlicos (Schellenberger), si bien na-
da se especifica en relacidn con la naturaleza de los grupos
iwplicados en este paso.

22, la proteccidn de la apodescarboxilasa contra el efecto in-
hibidor de los reactivos del grupo tiol mediante piruvato
(Stoppani, Kanopkaite y Schellenberger).

32, el cardcter que los metales Co, Ni y Cd presentan como
potentes reactivos de grupos -SH, a diferencia de los iones
Mig, Be y en cierto modo Mn, de acuerdo con el respectivo ca-
récter, inhibidor y no-inhibidor, de estos metales, sefialado
por nosotros.

Todo ello sugiere la doble participacidn del idn

metal como mediador én la configuracidn (como ya hemos visto)



y tembién como bloqueador de grupos fundamentales, probable-~
mente grupos -SH, de fijacidén del piruvato.

kEn el primer aspecto, ya ha gido apuntada la velo—
cidad de sustitucidn de las moléculas de agua como factor de-
cisivo. En el segundo, parece serlo la estabilidad de los com-
plejos metdlicos de los grupos =SH.

La posgibilidad, por otra parte, de que la inhibi-
cién no tenga lugar por reaccidn del piruvato y metal con el
mismo grupo del enzima (—SH) éino?éon dos grupos colocados
suficientemente cerca, de modo que la combinacidn con uno de
ellos haga al otro inaccesible, ha sido descartada por el he-
cho de que compuestos como el o-iodosobenzoato, que no forma
derivados estables con el grupo -SH y por tanto no introduce
ningin impedimento espacial, presentan el mismo comportemien-
to.

Poco se conoce acerca de los enlaces por compues-—
tos de S, apar%e de su fuerte tendencia a asociarse con ca-
tiones metdlicos. Parece, no obstante, que aquellos cationes
metal que forman sulfuros insolubles pueden también enlazar
S en los compuestos orgdnicos y que tales complejos serdn es-—
pecialmente estables. Cabe entonces concluir que un grupo -SH
es esencial para la formacidn del complejo piruvato-déscarbo—
xilasa, perteneciendo dicho grupo al tipo "lento" descrito
- por Barrén, ya que es mucho mas sehsible a.los,metales que 8
los agentes oxidantes y alquilantes. La existencia de este

grupo proporciona un dato més en la interpretacidn de le des-



carboxilacién enzimética y, en este sentido, viene en su apo-
yo el hecho de que el piruvato reaccione con tioles para for-
mar mercaptales fdcilmente descarboxilables por metales pe-
sados.

En cuanto a la analogfa del comportamiento del
Mg y el Mn, podria édsta radicar en la gran seme janze que pre-
sentan>en cuanto a sus preferencias por grupos ligandos de
la protefna y de los sustratos: grupos carboxilo de las pro-
tefnas (si bien él Mn presenfa ademds una afinidad mayor que
el Mg por la histidina, el NH2 y los grupos -SH, lo que ex-
plicarfa su inhibicidn a altas concentraciones) y, en cuanto
a los sustratos, oxianiones tales como R-COE, fosfatos etc.
(y para el Mn asimismo una afinidad adicional por el NH, ¥
la histidina), siendo, ademds, en ambos octaédrica la este-
reoquimica en la mayorfa de los casos. Esto vendria a conso-
lidar el concepto de la naturaleza del enlace apoenzima-co-
enzima como un puente metdlico entre un grupo carboxilo,p.e.,
de la proteina y el radical pirofosférico del coenzima. Se
ha sugerido, no obstante, recientemente que la unién con el
coenzima pudiera tener luger a través del N-1‘, dado el ca-
récter preferenteﬁente protonado. en N-1’ de las 4-NH, pi-
rimidinas.

Meyer, anteriormente, habia apuntado que la fun-
cidén del -SH en la pirdvico descarboxilasa era enlazar el
apo- Yy el coenzima. Los resultados posteriores de Stoppani

ni confirman ni desaprueban esta tesis, en cuanto que, a



pH’6.0, la PDC purificada parece ser un compuesto no-diso-
ciable; pero, en cualquier caso, si la co-descarboxiiasa, el
Mg y la proteina estuvieran unidos por un enlace sulfuro, es-
te -SH potencial no deberia participar en las propiedades car
taliticas de la descarboxilasa en su medio fisiolégico (pH
6.0-6.3). Tampoco estén de acuerdo con Meyer los trabajos de
Kanopkaite sobre la proteccién de la apo-descarboxilasa con-
tra el efecto inhibidor de los reactivos del grupo tiol, me-
diante co-descarboxilasaj; dichas experiencias fracasaron,
concluyendo sus autores que la co-descarboxilasa y el inhibi-
dor se conjugan con diferentes grupos de la protefna y, en
consecuencia, que los grupos -SH responsables en la descar-
boxilacidén del &c. piridvico, por desoarboxilasa de levadura,
pertenecen exclusivamente a la parte proteica (apoenzima) de
la molécula enzimdtica. \
Recapitulando, hemos de insistir sobre la doble
interaccién metal-protefna y su influencia en la actividad
enzimdtica. No se trata de un efecto primario éobre las pro-
piedades del metal. (por no tratarse de un metaloenzima ver-
dadero), sino, més bien, de una cooperacidn del metal y la
proteina, por una parte, y de un efecto}primario sobre las
caracter{sticas de la_proteina enzimdtica, por otra. En la
pirdvico descarboxilasa,ciertos metales (Cd, Co, Ni y en
cierto modo Mn, entre los estudiados por nosotros) pueden -
afectar negativamente a la protefna -por la estabilidad de

sus complejos - formando mercdptidos con los grupos -SH,’

MR AN



que parece ser estdn implicados directamente en la accidn
enzimdtica, como fijadores dél sustrato. No obstante, su
funcidn primordial es la de actuar como puentes en la for-
macidén de complejos entre la protefna y la molécula de coen-
zime (considerdndose a la velocidad de sustitucidn de las
moléculas de H20 por los ligandos como el factor decisivo de
la especificidad de recombinacidn del metal), orientando cor-
rectamente‘a los grupos catalf{ticos pertenecientes exclusi-
vamente alvcoenzima -de acuerdo con las investigaciones de
Breslow y Schellenberger-, lo que viene a apoyar la defini-

cidn de coenzima como epicentro de la actividad enzimdtica.



IV. CONCLUSIONES .







Iv.

1

CONCLUSIONES,

La total disociacidédn de la pirdvico descarboxilasa en sus
componentes (apoenzima, TPP y‘Mgz*) puede realizarse en
funcidn exclusiva del pH (8.9). Dicha disociacién (en las
condiciones del método propuesto) da lugar, por precipi-
tacidn emdénica al mismo pH, a la separgcidn de una protei-
na muy sengible y de actividad totalmente feproducible.

Se pone de manifiesto la ineficacia del tampdn fosfato
-generalmente usado por su cardcter protector de enzimas-
a los pH & que tiene lugar la separacidn total. Se acep-
ta, por otra parte, el uso de EDTA, que libera un 20% de
protefna enzimética susceptible de recombinacidn y que
permanecie inhibida por cationes pesados, garantizando asi
la reproducibilidad de los resultados.

La récombinacién méxima de la apo-descarboxilasa requiere
un exceso del idn metal separado y tiene lugar a un pH di-
ferente del de descarboxilacidén (pH de recombinacidn y
descarboxilacidn: 6.% y 6.1, respectivamente, conservando
en el primer caso el 80% de la actividad a pH 6.1 y 7.3,
mientras que las actividades durante la descarboxilacién
son inferiores al 25% a pH 5.5 y 6.5, respectivamente).
Estos resultados revelan la existencia de un lugar de en-
lace independiente de los centros cataliticos activos del

mecanismo de descarboxilacidn, apuntando, al mismo tiempo,



a la posibilidad de enlace sobre grupos que no son afec-
tados por iones hidrégeno en el intervalo de pH 6.1-7.3
(carboxilo, hidroxilo, fendlicos,etc.).

Se pone de manifiesto el distinto comportamiento de los
iones metal, en la fase estacionaria, al estudiar un am-
plio intervalo de sus concentraciones. Asi, mientras to-
dos los metales estudiados a concentraciones inferiores
a 1.10™4 son activadores (con excepcidn del Be), a con-
centraciones superiores muestran un coumportamiento bien
diferenciado: el Mg y el Mn son activadores a altas con-
centraciones, aungue se aprecia una cierta inhibicidn en
el caso del Mn (Km(Mg) = Km(Mn) = 3.6 1o‘ﬁw; Vméx.(Mg) =
Vidx. (dn) = 120 M1 €O /0.1cc.E/10 min.); el Be es inhibi-
dor competitivo (Ki = 1.5 10~3M); y el ¢d, Co y Ni son
elementos que experimentan un brusco cambio en su compor-
tamieato cuando la concentracidn del catidn alcanza un
valor determinado (351.10"4), transformdndose en potentes
inhibidores.

La doble analogfa en la cinética de la fase estacionaria
del Mg y Mn, esto es, por una parte la analogia de las ve-
lsocidades méximas correspondientes a la pirdvico descarbo-
xilasa recombinada con uno y otro metal, y, por otra, la
analogia entre las K, aparentes obtenidas por nosotros,
indican, respectivamente, la existencia de un mismo meca-
nismo en los pasos posteriores a la recombinacidn y la

ausencia de entorpecimiento en este estado.



Estas analogfas en mefales tan diferentes parecen
poner de manifiesto que la funcidn esencial de ectos iones
metdlicos consiste‘simplemente en su participacidn en una
colocacidn -estéricamente muy diferenciada de la molécula
de coenzima en el centro activo del apoenzima,

La inhibicidn a altas concentraciones de Mn, as{ como el
comportamiento de los metales Cd, Co y Ni a concentracio-
nes superiores a 1.10‘4, apunta fuertemente a una posible
participacién miltiple de estos iones metal. Se sugiere
que la inhibicidn tiene lugar por bloqueo al nivel de la
fijacidn del sustrato (paso 2) sobre grupos -SH, dado

el cardcter que los metales Co, Cd y Ni presentan como
potentes reactivos de grupos -SH, a diferencia de los
iones .tg, Be y en cierto modo Mn, Se considera a la esta-
bilidad de los complejos metdlicos como factor decisivo
de esie nuevo aspecto de los iones metal en la pirdvico

descarboxilasa (bloqueadores de grupos fundamentales).






V. BIBLIOGRAFIA -

)
'






Schubert,J., "Chemical Specificity in Biological Inter-

actions" (Memoirs of the Univ. Laboratory of Physical Che-

- mistry Related to Medicine and Public Health, Harvard Univ.

Ne 3) ed. por F.R.N. Gurd, Academic Press Inc., New York,
1954, cap. IX.

. Green,D.E.,"Advances in Enzymolgy I (ed. por F.F.Nord),

Interscience Publishers, New York (1941).

Lehninger,A.L., Physiol. Rev. 30(3), 393 (1950).
Celvin,M., "Symposium ‘on the Mechanism of Enzyme Action",
ed. por W.D;McElroy and B.Glass, The John Hopkins‘Press,-
1954, pag. 221. '

Mellor,D.P., en "Chelating agents and metal chelates"

ed. por P.P.Dwyer y D.P.Mellor, Academic Press, New York
(1964) cap. 1.

Schwarzenbach,G., "Chemical Specificity in Biologicel In-~
teractions" (Memoirs of the Univ. Laboratory of Physical
Chemistry Related to Medicine and Public Health, Harvard
Univ. N2 3), ed. por F.R.N.Gurd, Academic Press Inc.,

New York, 1954, cap. X.

Orgel,L.E., "Metals and Enzyme Activity" (Biochemical So-
ciety Symposia, N2 15), ed. por E.l.Crook, Cambridge Univ.
Press, 1958, pag. 8.

Lehninger, A.L., Discusidén sobre "Chelation and Catalysis",
"Symposium on the Mechanism of Enzyme Action", ed. por
W.D.McElroy end B.Glass, The John Hopkins Press, 1954,

pag. 255.

B



9. Bjerrum,J., Chem.Revs. 46, 381 (1950) (citado en la ref.29).
10. Bjerrum,J. y Jgrgensen,C.K., Acta Chem.Scand. 7, 951 (1953)
(citado en la ref. 29).
11. Eigen,M. y Hammes,G.G., Adv. in Enzymol. 25 (ed. por F.F.
Nord), Interscience‘Publishers, New York (1963), pag.1.
12. Williams,R.J.P., The Enzymes I (ed. por P.D.Boyer, H.Lardy
y K.Myrbick, 2nd. ed.) Academic Press, N.Y. (1959) pag.391.
13. Eigen,i., Proc.Inter.Congr.Coord.Chen., Tth, Stockolm, 1962
(citado en la ref. 11).
14. Basolo,F. y Pearson,R.G.,'Mechanisms of Inorganic Reactions",
Wiley, New York (1958).
15. Lillie,R.S., 'Protoplasmic Action and Nervous Actibng 2nd ed.
*Univ. of Chicago Press, Chicago (1932), pag. 167 (citado en
la ref. 1). .
16. Somers,l.I. y Shive,J.W., Plant Physiol. 17, 582 (1942)
(citddo en la ref. 1).
17. Williams,R.J.P., J.Chem.Soc. IV, 3770 (1952).
18. Irving,H. y Williams,R.J.P., J.Chem.Soc. 3192 (1953).
19. Van Arkel y Boer, Rec. Trav., Chim. 47, 593 (1928)
(citado en la ref. 18). _ '
20. Davies,C.W., J.Chem.Soc. 1256 (1951).
21. Walsh,A.D., J.Chem.Soc. 398 (1948).
22. Walsh,A.D., Proc. Roy. Soc. (London) ggi_g, 13 (1951).
23. Pauling,L., J.Chem.Soc. 1461 (1948).
24, Irving,H. y Williams,R.J.P., Nature 162, 746 (1948).
25. Ackermann,H., Prue,J.E. y Schwarzenbach,G., Nature 163,

723 (1949).



31.

32.
33.

34.

35.
36.
37.
38.

Calvin,M. y Melchior,N.C., J.Am.Chem.Soc. 70, 3270 (1u48).
Pauling,L., "Nature of the Chemical Bond", Cornell Univ.
Press, (1941), pags. 352-372.

Latimer,L., Chem.Reviews, 18, 349 y 355 (1936)

(citado en las refs. 17 y 18).

Gurd,F.R.N. y Wilcox,P.E., Adv. in Protein Chemistry XI,
311 (1956).

Eigen,M., "Adv. in the Chemistry of the Coordination Com-
pounds" (Kirschner, ed.) Macmillan, New York (1961),

pag. 371 (citado 'en la ref. 31).

Hague,D.N. y Eigen,M., Trans. Paraday Soc. n? 521, vol.62,
part 5 (1966), pag. 1236.

Hammes,G.G., y Steinfeld,J.I., J. Am. Chem. Soc.
Klotz,I.M., "Symposium on the Mechanism of Enzyme Action"
(ed. por W.D.McElroy and B.Glass) The John Hopkins Press
(1954), pag. 257.

Scatchard,G., Hughes,W.L.Jr., Gurd,F.R.N, y Wilcox,P.E.,
"Chemical Specificity in Biological Interactiohs" (lie~
moirs of the Univ. Lab. of Physical Chem. Related to lie-
dicine and Public Health, Harvard Univ., N2 3), ed. por
F.R.N.Gurd, Academic Press Inc., New York (1954), cap.XI.
Bjerrum,J., Chem.Revs., 46, 381 (1950) (citado en la rcf.o;.
Sidwick,N.V., J. Chem. Soc. 433 (1941).

Alvert,A., Biochem.J. 47, 531 (1950); 50, 690 (1952).
Mellor,D.P. y Maley,L., Nature 159, 370 (1947); 161, 436
(1948). |



39.
40.

41'0
42.
43.
44,
45,

46.
47.

48.

49.

50,

51.

52.

Monk,C.B., Trans. Faraday Soc. 47, 297 (f951).
Gordon,W,.G., Semmett,W.F., Cable,R.S. y Morris,M.,

J. Am. Chem. Soc. 71, 3293 (1949).

Klotz,I.M., en "Modern Trends in Physiology and Bioche-

mistry" (E.S.G.Barrdén, ed.), Academic Press, New York

(1952), pag. 427 (citado en la ref. 33).

Tantord,C., J. Am. Chem. Soc. 72, 441 (1950)."

Tanford C. y Roberts,G.L.Jr., J.Am.Chen.Soc. 74 2509(1952)
Williams,R.J.P., Biol. Rev. 28, 381 (1953).

Wyatt, H.V., J. Theoret. Biol. 6 (3), 441 (1964).
Martell, A.E. y Calvin,M., "Chemistry of the Metal Che-~
late Compounds", cap. 8, Prentice-Hall, New York (1952).
Kroll, H., J. Am. Chem. Soc. 74, 2034 (1952).

Smith,E.L., Adv. in Enzymology 12 (ed. por F.F.Nord),
Interscience, New York-London (1951), pag. 191.
Malmstrom,B G. y Rosenberg,A., Adv. in Enzymology 21,
(ed. por F.F. Nord), Interscience, New York-~London (1959),
pag. 131.

Craig,D.P. ¥y Nyholm,R.S., en “Chelating agents and metal
chelates" (ed. por F.P.Dwyer y D.P.Mellor), Academic Press,
New York (1964), cap. 2.

Nyholm, R.S., en "Metals and Enzyme Activity", (Biochemi-
cal Society Sympoéia, N 15), ed. por E.M.Créok, Cambridge
Univ. Press (1958), pag. 1.

Bridgman, P.W., "The Logic of Modern Physics", Macliillan
Co., New York (1946) (citado en la ref. 58).



530
54.
55.

56.

57.

58

59.

60.

61.

62.
63.
64.
65.
66.

Vallee,B.L., Adv. in Protein Chem. X, 317 (1955).
Smith,E.L., Discussions Faraday Soc. 20, 264 (1955).
Gurd,F.R.N., ed., "Chemical Specificity in Biological
Interactions" (Memoirs of the Univ. Laboratory of Physi-
cal Chemistry Related to Medicine and Public Health,
Harvard Univ. N¢ 3), ed. por F.R.N.Gurd, Academic Press
Inc., New York (1954).

McElroy,W.D} and Glass,B., eds., "The Mechanism of knzy-
me Action", The John Hopkins Press, Baltimore (1954),
pag. 221.

Crook, E.M., ed., "Metals and enzyme activity", Biochemi-

. cal Soc. Symposia (Cambridge, Engl.) N2 15 (1955).

Vallee,B.L., The Enzymes 3B (P.D.Boyer, H.Lardy y K.Lyr-
back, eds.), Academic Press, New York-London (1960),

pég. 225,

Malmstrom,B.G., Rosenberg,A. y Lidskog,S., Symposium neIV,
Vth International Congress of Biochemistry, Moscow (1961).
Dwyer,F.P. y Mellor,D.P., eds., "Chelating agents and
metal chelates", Academic Press, N.Y., (1964), pag.335.
Neubauer,C. y Promherz,K.Z., Hoppe Seyler’s Z. physiol.
Chemn. ig, 326 (1910).

Neubauer,C. y Hildesheimer,A., Biochem,Z. ;1,ﬂ170 (1910).
Neubauwer,C. y Tir,L., Biochem.Z. 32, 323 (1911).
Neubauer,C. y Karczag,L., Biochem.Z. 36, 60 (1911).
Neubauer,C. y Karczag,L., Biochem.2. 37, 170 (1911).
Neubauer,C. y Peterson,P., Biochem.Z. 67, 32 (1914).



67. Neubauer,C. y Karczag,L., Biochem.Z. 36, 68 (1911).

68. Krebs,H.A. y Roughton,F.J.W., Biochem.J. 43, 550 (1948).

69. Conway,E.J. y MacDonnell,E., Nature 156, 752 (1945).

70. Auhagen,E., Hoppe Seyler’s Z, physiol. Chem.204, 149(1932).

71. Auhagen,E., Hoppe Seyler’s Z. physiol. Chem.209, 20(1932).

72. Auhagen,E., Biochem.Z. 258, 330 (1933). |

73. Lohmann,K., y Schuster,P., Biochem.Z. 294, 188 (1937).

74. Lohmann,K. y Schuster,P., Naturwissenschaften-25, 26(1937).

75. Anderson,B., Hoppe Seylers %Z. physiol. Chem. 210, 15(1932).

%6. Zeijlemaker,F.C.J., Akad. Wettensch. Amsterdam Proc. Sect.
‘Se. 42, 187 (1939).

77. Bunting, A.H. y Janes,W.0., New Physiologist 40, 262 (1941).

78. Dickens,F. y Weil-Mlaherbe,H., Cancer Res. ;,l73 (1943).

79. Cohen,P.P., J.Biol.Chem. 164, 685 (1946).

80. Horowitz,N.H. y Heegaard,E., J.Biol.Chem. 1;i, 4%5 (1941).

81. liee,S., Arch. Biochem. 22, 139 (1949).

82. Guzmén-Barrén,E.S. y colab., Arch,Biochem. 28, 3%7 (1950).

83. Sakaguchi,K. et al., J.Agr.Chem.Soc.(Japan) 18, 717(1942).

84. Tytell,A.A. y Gould,B.S., J.Bact. 42, 513 (1941).

85. Cohen,G.N. y Cohen-Bazire,G., Nature 162, 5%8 (1948).

86. Clifton,C.E., Proc.Soc.Exptl.Biol.Med. 43, 513 (1941).

87. Kobel,M. y Neubauer,C. en G.Klein. Handbuch der Pflanzen-
analyse, Viena 4, 1253 (1933).

88. King,T.E. y Cheldelin,V.H., J.Biol.CHem. gg§,'821 (1954).

89. Guzmdn-Barrén,E.S. y colab., J.Gen.Ph&siol.;i, 211(1950).

90. Kubowitz,F. y Littgens,W., Biochem.Z. 307, 170 (1941).



91.

Green,D.E., Herbert,D. y Subrahmanyan,V., J.Biol.Chem.

" 138, 327 (1941); 135, 795 (1940).

92.
93.

94.
95.
96.

97.

98.
99.
100.

101.

102.
103.
104.

105.
106.
107.

Holzer,H,, Schultz,G., Villar-Palas{,C. y Jintgen-Sell,d.

Biochem.Z. 327, 331 (1956).

De la Fuehte,G., Tesis Doctoral, Facultad de:Ciencias,
Madrid 1955.

Kay,W.W. y Murfitt,K.C., Biochem.J. 62, 601 (1956).
Melnick,J.L. y Stern,K.G., Enzimologfa~§,.129 (1940).
Koike,M., Reed,L.J. y Carroll,W.R., J.Biol.Chem. 238, 30,
(1963).

Ullrich,dJd., Wittorf,J.H. y Gubler,C.J., Biochim.Biophys.
Acta 113 (3), 595 (1966).

Aldous,J.G. y Stewart,K.D., Rev.Can.Biol. 11, 49 (1952).
Neuberg,C. y Rosenthal,P., Biochem.Z. 51, 128 (1913).
Wiethoff,E.O., Leppla,W. y Holt,C.v., Biochem,.Z. ;gg, 576
(1957). |
Buchman,E.R., Heegaard,E. y Bonner,J., Proc.Natl.Acad.Sci.
U.S. 26, 561 (1940).

Sevag,li.G. et al., J.Gen.Physiol., 25, 805 (1942).
Sevag,M.G. et al. J.Bact. 49, 65 (1945).

Eusebi,A.J. y Cerecedo,L.R., Abstracts, Division of Bio-
logical Chemistry American Chemical Society 116th. Meeting,»
Atlantic City (1949).
Eusebi,A.J. y Cerecedo,L.R., FPederation Proc.. 9, 169(1950).
Velluz,L. y Herbain,li., J.Biol.Chem. 190, 241 (1951).
Eich,S. y Cerecedo;L.R., J.Biol.Chem. 207, 295 (1954).



108.
109.
110.
111.
112,

113.

114.

115.

116.
117.

118.
119.

120,

121.

122.

123,

124.

125.

Koike,M., Vitaminology 1, 254 (1955).

Woolley,D.W., J.Biol.Chem. 191, 43 (1951).

Wetzel,K., Planta 15, 69? (1931).

Axmacher,F. y Bergstermann,H., Biochem.Z. 272, 259 (1934).
Kossel,A.J., Hoppe Seyler’s Z. physiol. Chemn. 276, 251
(1942).

Kuhn,R. y Beinert,H., Ber. i§_§, 904 (1943).

Kuhn,R. y Beinert,H., Chem. Ber. 80, 101 (1947).
Stoppani,A.O0.M. y Actis,A.S., An.asoc.quim. argentine 40,
128 (1952).

Aldous,J.G., Can.J.Med.Sci. 30, 68 (1952).

Gaudiéno,A. y Maggiore,L., Boll.soc.ital.biol.sper. 31,
1341 (1955).

Antoniani,C., Riv. biol. 36, 3 (1943).

Meyerhof,0. y Kaplan,A., Arch.Biochem.Biophys. ;z, 375
(19%52).

Wallerstein,J.S. y Stern,K.G., J.Biol.Chem. 158, 1 (1945).
Lutwak-Mann,C., Biochem.J. 36, 706 (1942).

Von Euler,H. y Ahltrdém,L., Arkw Kemi Mineral Geol. 1t B,
ne 16 (1943). '

Massart,L. y Vandendriessache,L., Enzymolgie 10, 244
(1942).

Kensler,S.J., Young,N.F. y Rhoards,C.P., J.Biol.Chem.
143, 465 (1942).

Martfn Herndndez,D., de la Fuente,G. y Santos-Ruiz,A.,

Rev.esp.Fisiol. 12, 93, 117, 143, 225 (1956).



126. Screllenberger,A., Kolbe,A. y Hﬁbner,G., Hoppe Seyler’s
Z. physiol. Chem. 341(1-3), 22 (1965).

127. Schellenberger,A. et al., Hoppe Seyler’s Z.physiol.Chem.
346 (3-6), 123 (1966).

128. Ochoa,S. y Peters,R.A., Biochem.J. 32, 1501 (1938).

129. Lipton,li.A. y Elvehjem,C.A., J.Biol.Chem.136, 637(1940).

130. Westenbrink,H.G.K., Enzymologia 8, 97 (1940).

| , 73 (1940).

132. Neubauer,C. y Minard,G., Enzymolgie 1, 161 (j937).

131. Westenbrink,H.G.K. et al., Enzymolgia 9
133. Long,C. y Peters,R.A., Biochem.J. 33, 759 (1939).
134. Henkel,R. (citado en la ref. 136).
135. Kobayasi,S., J.Bioc¢hem.(Japan) 33, 301 (1941).
136. Schellenberger,A., Angew.Chem. 79(23), 1050 (1967).
137. Gale,G.R., Arch.Biochem.Biophys. 94, 236 (1961).
138. Steyn-Parvé,E. y Westenbrink,H.G.K., Z.Naturforsch. 15,
1 (1944).
139. Blenchaer,M.C. y Cohen,L.H., Canad.J.Res. 27 E, 275(1949).
140. ILielknecht,W.L., Biochem.Z. 303, 101 (1939).
141. Auhagen,E., Naturwiss. 19, 916 (1931). |
142. Westenbrink,H.G.K. et al., Z.f.Vitaminfschg. 13, 218 (1943).
143. Weil-Malherbe,H., Biochem.J. 33, 199% (1939).
144. Warburg,0. y Christien,W., Biochem.Z. 298, 368 (1938).
145. Leuthardt,F. y Nielsen,H., Helv.Physiol.Pharmacol. Acta 8,
Cc 32, 1950.
146. Langenbeck,W. y PFaust,G., Hoppe Seyler’s 2. physiol. Chem.
292, 73 (1953).



147.
148,
149.

159.
160.
161.
162,
163.
164.

165.

Holzer,H. y Goedde,H.W., Biochem.Z. 329, 192 (1957).
Shigeo,H.,.J.Vitaminol (Osake) 3, 1 (1957).

Boffi,V., Lucarelli,A. y Bucci,E., La Ricerca scienti-
fica n? 7, 2069 (1955).

Boffi,V., Lucarelli,A. y Bucci,E., La Ricerca scienti-
fica n? 9, 2692 (1957).

Boffi,V. et al., Internationale Zeitschrift f. Vitamin-
forsch. XXIX, n? %, 1 (1958).

Barrén,E.S.G., Adv. in Enzymology 11, 201 (1951).
Barrén,E.S.G. y Singer,T.P., J.Biol.chem.lgi, 221(1945).
Meyer,J., (citado en la ref. anterior).

Barrén,E.S.G., Miller,z.B., Bartlett,G.R., Meyer,J. y
Singer,T.P., Biochem.J. 41, 69 (1947).

. Peters,R.A., Sincleir,H.M. y Thompson,R.H.S., Biochen.

J. 40, 516 (1946).
Mackworth,J.F., Biochem.J. 42, 82 (1948).

- Stoppani,A.O0.M., Actis,A.S., Deferrari,J.O. ¥y Gonzdlez,

E.L., Nature 170, 842 (1952); Biochem.J. 2&,3&8(1953).
Kanopkaite,S.I., Biokhimija 21, 834 (1956).
Schellenberger,A. y Hiibner,G., Angew.Chem. 80,41(1968).
Schubert,M.P., J.Biol;Chem. 114, 341 (1936).
Cavallini,D., Biochem.J. 49, 1 (1951).

Conway,E.J. y Downey,M., Biochem.J. gi, 355 (1950).
Metzler,D.E., Enzymes II (P.D.Boyer,H.lLardy y K.Myrbéck,
eds.) Acedemic Press, New York-London (1960),pag.295:

Siliprandi,N., "Les Coenzymes de la décarboxylation",

- 4




166,
167.
168.
1690
170.
171,

172.

173.
174.
175,

176.
1770

178.
179.

180.
181,

V¥ Jornadas Bioquimicas Latinas. Barcelonsa, 1959,
Santos-Ruiz,A. y Mayoé,F., "Los ‘enzimas descarvoxilan-
tes", V Jornadas Bioquimicas Latinas. Barcelonsa,1959.
Simola,P.E., Biochem.Z. 254, 229 (1932).

Peters,R.A., Lancet 230, 1161 (1936).

Banga,I., Ochoa,S. y Peters,R.A., Biochem.J. 33, 1980
(1936). | | " :

De la Fuente,G. y Diaszadavieco,R., Nature 11&, 1014
(1954). | o |
Kiessgsling,K.H., Bibchim.Biophys.Acta 20, 293 (1956).
Rogssi~PFanelli,A., Siliprandi,N., Siliprandi,D. y Cicca-
rone,P., Proc. Internat. Symposium on Enzyme Chemistry,
Tokyo (1957), Pergamon Press, London, pag. 119.
Langenbeck,W., Ergeb. Enzymforsch. 2, 314 (1933).
Stern,K.G. y Melnick,J.L., J.Biol.Chem. 131, 597 (1939).
Schellenberger,A., Osske,G. y R6del,W., Hoppe Seyler’s
Z.physiol.Chem. 329 (3-6), 149 (1962). !
Breslow,R., Chem. and Ind. (London), 1956, R 28.
Ingrahem,L. y Westheimer,F,H., Chem. and Ind, (London),
1956, 846. | | |

Fry,K., Ingraham,L.L., y Westheimer,F.H., J.Am.Chem.Soc.
79, 5225 (1957).

Schellenberger,A., Hanke,H. y Hilbner,G., Hoppe Seyler’s
Z.physiol.Chem. 349 (4) 517 (1968).

Karrer,P., Bull.Soc.Chim. (France) 149 (1947).
Lipmann,F., Nature 138, 1097 (1936); 140, 849 (1937).



182,
183.
184.
185.
186,
187.
188.
189,
190.
191.
192.
193.
194,
195.
196.
197.

198.

199.
200.

201.

202.

Lipmenn,F, y Perlmann,G., J.Am.Chem,Soc.60, 2574 (1938).
Mizuhara,S. et al., Proc.Japan Acad. 27, 302; '100(1951).
Mizuhara,S. y Handler,P., J.Am.Chem.Soc. 76,571 (1954).
Breslow,R., Chem. and Ind. (London), 893 (1957).
Breslow,R., J.Am.Chem.Soc. 79, 1762(1957); §§,3719(1958).
Breslow,R. y McNelis,E., J.Am.Chem.Soc. 81, 3080 (1959).
Koffler,H. y Krampitz,L.0., Bacteriol.Proc. 7 (1955).
Yatco-Manzo,E. et al., J.Biol.Chem. 234, 733 (1959).
Wiesner,K. y Valenta,Z., Experientia 12;'190'(1956).
Weil-Malherbe,H., Nature 145, 106 (1940).

DeTar,D.F. y Westheimer,F.H., J.Am.Chem.Soc.81, 1%5(1959).
Maier,G.D. y Metzler,D.E., J.Am.Chem.Soc. 79, 4386(1957).
Yount,R.G. y Metzler,D.E., J.Biol.Chem. 234, 738 (1959).
Downes,J. y Sykes,P., Chem. and Ind. (London) 1095(1957).
Bigegs,J. y Sykes,P., J.Chem.Soc. 1849 (1959).

Puliman,B., Spanjaard,C. y Valdemoro,C., Compt.rend.248,
2413 (1959).

Pullman,B. y Spanjaard,C., Biochim.Biophys.Acta 46, 576
(1961).

Krempitz,L.0. et al., J.Am.Chem.Soc. 80, 5893 (1958).
XKrampitz,L.0., Greull,G. y Suzuki,I., PFederation Proc.
18, 266 (1959).

Holzer,H. y Beaucamp,K., Biochim.Biophys.Acta 46, 225
(1961). |

Krampitz,L.0., Suguki,I. y Greull,G., "Mechanism of Ac-

tion of Thiamin Diphosphate" en Brookhaven Symposia in




Biology, n? 15, 282 (1962).

203. Carlson,G.L., y Brown,G.M., J.Biol.Chem.235(2),PC3(1960).

204. Holzer,H. y Beaucamp,K., Angew. Chem. 71, 776 (1959).

205. Holzer,H., et al., Ann.N.Y.Acad.Sci. 98, 453 (1962).

206. Goedde,H.W., Inouye,H. y Holzer,H., Biochim.Biophys.Acta
50, 41 (1961). '

207. Datta,A.G. y Racker,E., J.Biol.Chem. 236, 624 (1961).

208. Schellenberger,A. y Winter,K., Hoppe Seyler’s Z.physiol.
Chem. ;gg, 164 (1960). !

209. Schellenberger,A., Rodel,W. y Rodel,H., Hoppe Seyler$ Z.
physiol.Chem. 339 (1;6), 122 (1§64).

210. Langenbeck,W., Chem.Geol.Biol. (4) 16pp (1964).

211. Goedde,H.W., Ulrich;B., Stahlmann,C. y Holzer,H.,
Biochem.Z. 343, 204 (1965).

212. Juni,E., J.Biol.Chem. 236 (8), 2302 (1961).

213. Schellenberger,A., Miller,V., Winter,K. y Hilbner,G.,
Hoppe Seyler’s Z.phyéiol.Chem. 344 (4-6) 244 (1966).

214. Schellenberger,A., Heinroth,I. y Hilbner,G., Hoppe Seylers
Z.physiol.Chem. 348 (5), 506 (196%5.

215. Lyons,J.W. y Siebenthal,C.D., Biochim.Biophys.Acta 120,
174 (1966). -

216. Karrer,P. y Viscontini,M., Helv.Chim.Acta 29, 1981 (1946).

217. Viscontini,M., Bonetti,G. y Karrer,P., Helv.Chim.Acte 3z,
1478 (1949).

218. Velluz,L., Amiard,G. y Bartos,Jd., Bull.Soc.Chim.(Fr.)
871 (1948).



219.

220.

221.

222.

223,
224,
225,
226.

227,
228,
229.
230,
231,

232,
233,

234.

235.
236.

Velluz,L., Amiard,G. y Bartos,J., J.Biol.Chen.180, 1137
(1949).

Siliprandi,D. y Siliprandi,N., Biochim.Biophys.Acta 14,
52 (1954). |

Perrin,D.D. y Sharma,V.S., Biochim.Biophys.Acta 127, 35
(1966).

lMalmstrom,B.G. y Rosenberg,A., Adv. in Enzymology 21,
(ed. pof F.F.Nord), Interscience, New York-London (1959)
pag. 131.

0‘Sullivan,W.J. y Cohn,M., J.Biol.Chem.241(13),3104(1966).,
Mildvan,;A.S. y Cohn,M., J.Biol.Chem.241(5), 1178 (14€6).
Van Steveninck,J., Biochem. 5 (6), 1998 (1966).
Larsson,M. y Malmstrom,B.G., Arch.Biochem.Biophys. 92,
94 (1961). ' |

Cohn,M. y Hughes,T.R.Jr., J.Biol.Chem.237(1), 176 (1962).
Marconosi,A. y Meyer,H., J.Biol.Chem.239(2), 640 (1964).
Josse,J., J.Biol.Chem. 241 (9), 1948 (1966). _
Briggs,P.R., J.Biol.Chem. 134, 261 (1940).
Schellenberger,A. y Winter,K., Hoppe Seyler‘’s Z.physiol.
Chem. 344 (1-3), 16 (1966).

Verma,S.D. y Dey,A.N., Indian J.Appl.Chem.26(3),71(1963).
Schellenberger,A., Wendler,K., Creutzburg,P. y Hibner,G.,
Hoppe Seyler’s Z.physiol.Chem. 348(5) 501-(1967);
Utsumi,J. et al., J.Vitaminol. (Kyoto) 9(1) 41 (1963)
(C.A. 60 (11) 13479 (1964)).

Hemamoto y Yamanouchi (C.A. 46, 6999c, 1952).
Schellenberger,A. y Hiibner,G., Hoppe Seyler’s Z.physiol.
Chem.348(5), 491 (1967).



