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 ̂ ”11 fallait désormais tenir compte dans
l'étude de ferments solubles, non seulement 
de cette substeince organique très altérable 
à laquelle nous attachons jusque-là l'idée 
de ferment soluble mais encore de celles 
qu'on pourrait apçeller co-ferments (ici mi­
nérales, là peut-etre organiques) qui for­
ment avec la première le système véritable­
ment actif”.

Gabriel BERTRAND (1894)

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

No obstante, la nomenclatura de ”oli go elementos”, ”ele* 
mentos traza”, "microelementos”,“elementos raros”,”mioronutrien­
tes” y "elementos menores”, con que frecuentemente se ha desig- 
nado a los metales relacionados con la generalidad de los sis­
temas biolégicos, refiejaba la caracteristica principal de es­
tes elementos, esto es, su capacidad para funcionar en peque- 
has cantidades, lo que ciertamente apuntaba a su probable ac- 
tuacién como catalizadores, ya como partes constituyentes ya 
como activadores de los mismos. El multiple 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 métal en algunos casos y, en



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

Estos resultados iniciales, a pesar de su compleji- 
dad que dio base a multiples y confusos esquemas de reaccién, 
destacaron fundamentaimente no sélo la participacién de los 
metales en los procesos enzimaticos sino también la importan­
cia de estos estudios para la interpretacién 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, sefîalada por Malmstrom como "a much more 
urgent need in this field than fancy speculation”.

Nuestro objetivo, en el presente trabajo, ha sido 
contribuir al conocimiento del mecanismo de accién de la pi­
ruvico descarboxilasa -ya objeto de previos estudios en este 
laboratorio- desde el nuevo punto de vista del papel de los 
metales. A la dificultad experimental de este estudio, que re­
querra no sélo un perfecto control de las condiciones del com­
plejo medio reaccionante sino tambiëh una gran pureza de los 
componentes del sistema enzimatico, se unia la falta de un es­
tudio basico teérico. Hemos creido, pues, de interes presen­
ter en primer lugar un anélisis general de las caracteristi­
cas de los iones métal en relacién con los enzimas (paramètres, 
grupos de interaccién, funcién, etc.). También hemos incluido 
una amplia revisién bibliografica de la funcién de la co-des- 
carboxilasa, concretada en la presentacién del esquema mas 
plausible actualmente sobre la accién enzimatica de la 2-oxo- 
acido carboxi-liasa o pirdvico descarboxilasa (E.0.4111),



I. PARtE TEOHICA





1. IONES METAL





1. IONES METAL: caracteristicas.

Los metales constituyen aproxima dam ente el 75?̂  de los 
elementos conocidos y, entre ellos, unos diez (Na, K, Ca, Mg,
Pe, Mn, Ou, Zn, Co, Mo) han demostrado ser necesarios para el 
mantenimiento de la vida animal.

De acuerdo con la cantidad de métal présente en el or­
ganisme , pudiera estahlecerse una primera distincion entre los 
mismos

Cantidad aproximada de metales en el organisme de los 
seres humanes adultes (1)
 Métal_______________Gramos_________  Milimoles

Ca 1050 26,500
K 245 6 ,300
Na 105 4,600
Mg _ 35  lj.400_____
Mn 0.2 3*6
Ou 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 proporcién, no son elementos de 
transicion -elementos en los que las orhitas electronicas in­
ternas se llenan con preferencia a las érbitas externas for- 
mando iones complejos resistentes, mediante enlaces covalentes- 
sino elementos que adquieren la configuracion electronica asta­
ble del gas noble préximo y de aqui que generalmente reaccionen 
con grupos funcionales, en virtud de atracciones puramente elec- 
trostéticas. La vida, tal como la conocemos, séria imposible si 
alguno de los elementos de transicion -fuertemente bloqueadores-



estuviera presente en cantidades comparables a las de dichos 
metales.

Desde hace ahos se ha dado por supuesto en Bioqulmi- 
ca que el papel de estos elementos en la fisiologia de la cllu- 
la llegaria a explicarse teniendo en cuenta su participacion, 
como grupos activos, en varios importantes enzimas (2). Este 
punto de vista se ha visto confirmado en los hallazgos de los 
ultimos 30 ahos, hallazgos que han permitido demostrar que mu­
ch os de los metales estudiados eran requeridos en la accion de 
uno u otro sistema enzimatico 0 al menos influian sobre la ac­
tividad de los mismos, dando asi base, al mismo tiempo, para 
abordar el problema de la especificidad a traves del analisis 
de sus caracteristicas.

Sin embargo, el significado fisiologico de estas ob- 
servaciones no esta totalmente aclarado; en ningun caso la ob- 
servacion del efecto activante por un metal “in vitro” define 
necesariamente una funcion fisiologica del metal en cuestion(3)

11. Formacion de complejos. Estabilidad de los quelatos.

Al examinar la naturaleza de las sustancias con fun­
cién de catalizadores en las transformaciones biologicas des- 
taca, en primer lugar, la implicacion de los metales, 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- 
cion del metal, esta ha resultado ser un compuesto complejo de 
alguna clase (4).



Un ion metal puede coordinar con un numéro variado 
de moléculas de una sustancia -indicando el numéro de coordi- 
nacion el numéro de ligandos suficientes para satisfacer al 
cation métal- dando lugar a configuraciones espaciales defi- 
nidas: planar y tetraédrica, entre los metales de coordinacién 
4, y ûctaédrica, entre los metales de coordinacién 6, aunque 
también se conocen configuraciones “forzadas”. La coordinacién 
puede tener lugar con dos grupos susceptibles, de la misma mo- 
lécula, para formar enfonces un complejo quelato bidentato, o, 
mas raramente, con moléculas que contienen très o cuatro gru­
pos situados apropiadamente, para formar complejos quelato 
tridentatos y tetradentatos. En la formacién de compuestos que­
lato solamente toman parte las configuraciones que correspon- 
den a anillos relativamente libres de tensién, siendo los mas 
estables los anillos de cinco o sais miembros (5).

Los investigadores clasicos en la quimica de prepa- 
racién de complejos, reconocieron que los complejos quelato 
eran generalmente mas 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 coordinacién del mismo ién métal, 
ocurre con frecuencia que la relacién de ién métal libre a ién 
enlazado, en solucién, es mas pequeha que si las unidades fun­
cionales estuvieran présentes en la misma concentracién pero 
independientemente. Orgel (7) y Scbwarzenbach (6) consideran 
que la explicacién cualitativa de esta extra-estabilidad de



les compuestos quelato puede ser atribuida a efectos entrépi- 
cos, aunque en algunos casos puedan existir razones especia- 
les por las que los calores de formacion sean también mayores 
para los quelatos. Comparando los procesos

X ^ X
(1)

y

X ^  ^ X
donde X-X représenta un ligando bifuncional, puede verse fa- 
cilmente por qué los cambios de entropia favorecen la forma­
cion de quelatos. En el proceso 1, très particulas indepen- 
dientes se combinan para formar una particula unica, 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 estan ya ligados. Es­
to significa, ademas, que durante la formacion de los comple­
jos quelato aumenta el numéro de moléculas que se mueven libre­
ment e en solucién, mientras que el numéro de particulas perma- 
nece constante durante la formacién de complejos con ligandos 
simples. (Es bien conocido que los cationes métal se encuen- 
tran como complejos iiidratados en solucién acuosa. Cada li­
gando simple reemplaza una molécula de agua, por lo que se li- 
beran tantas moléculas de agua como ligandos desaparecen de la 
solucién durante la formacién del complejo. Por el contrario, 
un compuesto polifuncional reemplaza varias moléculas de agua 
de la cubierta de hidratacién, de modo que el numéro de parti-



culas libres aimnenta durante la reaccién). La formacién de un 
quelato lleva, pues, a un aumento de entropia, comparado con 
la asociacién 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 ecuacién

AP = -RT In K = A h - T As 
que la constante de equilibria, para la formacién del quelato, 
debe aumentar.

12. Paramétrés basicos del ién métal.

Lehninger (3) abordé el problema de la especificidad 
del ién métal en sistemas enzimaticos asi como los fenémenos 
de selectividad y antagonisme desde un punto de vista fisico, 
considerando algunos de los paramétrés que definen la estruc- 
tura y propiedades del ién, esto es; masa, carga iénica, radio 
iénico (a partir de dates cristalograficos), cambio reversible 
de Valencia y potencial electrode, velocidad de difusién, mo- 
vilidad en el campe elécfrico, configuracién y estabilidad de 
los hidratos de los iones metalicos en solucién, y configura­
cién y estabilidad de los complejos de coordinacién de los io­
nes metalicos con sustancias distintas del agua. Es de advertir 
que estos factores son en su mayor parte interdependientes y 
algunos de ellos no pueden predecirse facilmente a partir de 
medidas sencillas de propiedades fisicas; especialmente, los 
referentes a configuracién y estabilidad no pudieron ser de-



terminados con certeza, dadas las deficiencias existantes en 
este campo de conocimiento. Como consecueiicia, los resultados 
del analisis de la especificidad ion-metal basados en el cono­
cimiento de los factores enumerados, fueron enfonces bastante 
confusos, llevando a Lehninger (8) a calificarla de "rather 
peculiar metal ion specificity".

En algunos sistemas el analisis parece, no obstan­
te, razonablemente satisfactorio, puesto que los metales acti­
vantes presentan ciertas similitudes de tamaho, aun cuando di- 
fieran algo en cuanto a configuracion electronica (arginasa). 
Sin embargo, de todos son conocidos enzimas que requieren Mn 
para su actividad sin que ningun otro metal, proximo en la se­
rie de transicion, sea capaz de activar la reaccion que, a su 
vez, es activada por Mg, del que se encuentra completamente 
separado en la tabla periédica (leucin-aminopeptidasa). Cono­
cidos son, también, los enzimas activados por Mn y no por Mg 
ni ningun otro metal de transicion. La diferencia entre Mn y 
Mg (con respecto a masa, radio ionico, potencial ionico, movi- 
lidad y velocidad de difusion) es, por lo general, considera- 
blemente mayor que entre Mn y otros metales de transicion (en 
forma divalente).Incluso en la formacién de compuestos de co­
ordinacién, la existencia en el Mn de orbitales electrénicos 
3d sin ocupar, marca una nueva diferenciacién, al hacer posi- 
ble la formacién de enlaces covalentes as! como de complejos 
esencialmente ionicos. Este analisis no parece, pues,ofrécer 
una explicacién obvia a la especificidad enzimatica, por ejem-



plo, del Mn y Mg, y a la inactividad de otros metales, especi­
ficidad enzimatica que no es un caso aislado, ya que la inter- 
cambiabilidad Mg-Mn es évidente en un gran numéro de enzimas.

Tampoco es explicable que 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 ionico y potencial ionico (que determinan en alguna me- 
dida la capacidad para formar complejos de coordinacién) son 
grandes, especialmente en los extremos de los grupos.

Es pues probable, concluye Lehninger (3), que no 
sea posible proporcionar una explicacién razonable a la espe­
cificidad y antagonisme, sobre la base de las propiedades del 
ién métal como ha sido considerado hasta aqui. Pero, dado que 
los iones metalicos, en solucién en un medio fisiolégico, es­
tan rodeados por una atmésfera de otras moléculas, taies como 
moléculas de agua débilmente enlazadas o sustancias organisas 
e inorgénicas de naturaleza polar, mas fuertemente enlazadas, 
cabe pensar que el concepto iséstero pueda aplicarse mas ade- 
cuadamente a la estructura del complejo ién métal global que 
al ién desprovisto de cubierta exterior.

13. Formacién de complejos ién métal en solucién acuosa (7).
Factores que determinan su efectividad.

La quimica mas sencilla de los iones métal en solu­
cién se describe en funcién de los grupos ligandos en la pri-



inera esfera de coordinacién del metal, por lo que parece razo­
nable discutir los sistemas biolégicos en el mismo sentido.

Cualquiera que sea la funcién de un ién metal en un 
sistema enzimatico résulta, pues, indicado, para comprender su 
especificidad, conocer primero cémo estan distribuidos los di­
ferentes iones en una solucién que contenga proteina, partien- 
do, por supuesto, de que los iones métal estan en equilibrio 
con el medio.

Ahora bien, los iones métal en solucién acuosa son 
considerados de por si como iones complejos (9), basandose en 
las posibilidades de enlace con los pares de electrones, no 
compartidos, de los atomos de oxigeno en las moléculas de agua; 
por tanto la formacién de complejos en solucién acuosa se for- 
mulara mejor como el desplazamiento de las moléculas de agua 
coordinadas, por el ligando en cuestién. (En otros solventes 
que el agua, los atomos de oxigeno también se coordinan con los 
iones métal 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 formacién de complejos en solucién 
acuosa implica realmente la formacién de uniones ién-ién, se- 
guida del reemplazamiento de las moléculas de agua de la pri­
mera esfera de coordinacién por otros grupos. Existen pruebas 
évidentes de que, en soluciones acuosas diluldas de los iones 
Mn, Ee, Co y Zn, los iones métal son coordinados por una se-



rie de seis m».' Leculas de H^O en los vértices de un octaedro 
aproximadamexite regular. En el caso de los iones Cu y Ni, el 
ion métal es rodeado estrechamente por un cuadrado de cuatro 
moléculas de agua en un piano, y probablemente hay otras dos, 
mas distantes, para completar el octaedro distorsionado. La 
situacién es menos definida para los restantes iones de .Im­
portancia biolégica, pero parece muy probable que el Mg suE 
coordinado octaédricamente, y bastante probable que lo mis­
mo ocurra con el Ca. Todos pueden actuar como puentes entre 
pequehas moléculas y proteinas, por lo que parece que el ti~ 
po de coordinacién preferido por el métal no puede considérer- 
se como un factor primario al tratar de determinar su capaci­
dad para actuar como mediadores (7).

Eigen et al. (11), por su parte, sehalan los si guien 
tes factores como déterminantes de la especificidad métal:
1. La estabilidad de los complejos enzima-sustrato-metal que, 

por depender del ién métal, variara considerablemente. La 
estabilidad del complejo sigue generalmente el orden (12): 
Câ "̂ < Mĝ '*‘ĉ 'Mn̂ '̂ < Pê '̂ < Co^^^ Nî '̂ < Cu^’̂b Zn^^,
siendo un fenémeno 'puramente de equilibrio.

2. La velocidad de formacién del.complejo que puede ser limi­
tante de la velocidad,. en cuyo caso la efectividad de los 
iones métal sigue el orden (il): ^

V
3. La velocidad de disociacién del complejo enzima-metal-sus- 

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



En este caso, se manifestara una acusada especificidad, ya 
que esta velocidad varia en un intervalo de varies 6rdenes 
de magnitud para les diferentes metales y puede llegar a 
ser bastante lenta para les complejos astables.

4. Einalmente, si la funcion primaria del metal es polarizar 
el enlace del sustrato que ha de ser rote, la efectividad 
del metal sera paralela a la velocidad a la cual les meta­
les son capaces de disociar un proton de su cùbierta de hi- 
dratacidn. Dado que la reaccidn protolitica inversa es con- 
trolada por difusion (13) y por tante semejante para todos 
les metales divalentes, la eficacia catalitica del metal 
sera paralela a la acidez del ion métal, este es (14):

(El pK del Mn no es conocido con seguridad, pero puede pre- 
sumirse que sera similar al del Mg).

Las veloèidades de disociacidn del complejo enzima- 
Ènstrato-metal y la acidez del metal parecen revestir la ma­
yor importancia entre todos estos factores que, a continuaci&n, 
consideraremos con mas détails.

131. Estabilidad del complejo; factores que determinan el gra­
de de estabilidad.

Se ha sostenido durante mucho tiempo que la especi­
ficidad quimica, en las interacciones bioldgicas que implican 
iones metales, es fundamentalmente un reflejo de la estabili­
dad relativa de los complejos formados por los iones métal



con los grupos fuhcionales de los constituyentes fisicl(5gicos 
(1). En este sentido, las interacciones biologicas con los me­
tales deberian caracterizarse por la falta de especificidad 
absoluta, concluyendose necesariamente que:
1. Todos los metales podran, en diferentes grades, intercam- 

biarse en el organisme.
2. En todos los sistemas biologicos, la interaccion ion metal 

vendra regida per las concentraciones relativas de, al me­
nés, dos iones metales.

3. El mismo ion métal, de acuerdo con su concentracidn absolu­
ta, podrâ actuar como inhibidor o activador de la reaccion 
enzimatica.

Se conocen interesantes ejemplos de los puntos cita- 
dos anteriormente. La accidn toxica del exceso de Na en algu- 
nas cllulas se revierte, probablemente por intercambio de ion, 
por pequehas concentraciones de iones taies como Cd, Pb y Ni
(15). Tambiln se conocen muchos cases de antagonisme o inter- 
cambiabilidad, relacionados con Mg y Ca asi como K y Na. Un 
ejemplo particularmente interesante le constituyen ciertas 
plantas que tratadas con exceso de Mn desarrollan signes de 
deficiencia de Pe; cuando estas plantas crecen, sin embargo, 
en suelos con exceso de Pe, desarrollan deficiencias de Mn
(16). Existen también cases en los que, aparentemente, solo 
un métal es capaz de actuar como coenzima, suponiendose en­
tonnes que los métal quelatos formados son de una estabili­
dad extraordinaria en relaoion con los de otros metales; tal 
es el caso del enlace del Pe en la ferrihemoglobina. (En prin-



cipio el Pe en la ferrihemoglobina es desplazable por otros 
metales, pero requeriria para ello cantidades no fisioldgi- 
cas 0 t6xicas del ion metal competidor).

No obstante, dado que la estabilidad no siempre 
justifica la especificidad observada, como veremos mas ade- 
lante, ni se manifiesta en un orden invariable, en una serie 
amplia de metales, con relaci&n a diferentes ligandos (17,18), 
résulta conveniente considerar algunos de los numerosos e in- 
terrelacionados factores que contribuyen al grado de estabi­
lidad.

Si se parte del supuesto basico de que los complejos 
se forman como resultado de las interacciones electrostaticas 
entre los cationes y las cargas negativas de los ligandos, el 
orden de estabilidad de los complejos, para un determinado li­
gand o , deberia ser entonces el orden inverso del radio del ca- 
tidn (19). Tal es el caso de los elementos de la primera se­
rie de transicion en la secuencia de Irving-Williams (vease 
en la siguiente tabla (l8)). (Estos elementos junto con los 
del grupo II son los que fundamentalmente nos interesan y a 
los que nos referiremos mas concretamente)

Mg Mn Pe Co Ni Ou Zn ' Cd Ca
radio,A 0.66 0.78 0.76 0.74 0.73 0.72* 0.72 0.96 0.99
^2 , kcal. 525.7 534.7 558.6 585 599 648.6, 635.5 599.9 417.5
H, Kcal. 464.0 444.7 467.9 497 507 507.2!491.5 436.5 381.9
(E2 se refiere al poder de ionizacidn total, a 25 , para^el
proceso M(gas) — •^M*'^(gas) + 2e. Los calores de hidratacion 
de los iones gaseosos, a 25 ^C, corresponden a la ecuacion 
M ^( gas) 4* aq. — ^ M(aq. )^^ ) •



Pero, si la pAOuencla se extiende a otros iones divalentes, 
el orden de disminucién del radio i(5nico no coincide ne ce sa- 
riamente con el orden de incremento de estabilidad del com- 
: lejo. Por ejemplo, los iones Mg y Oa de los metales alcali- 
no-terreos tienen radios mas pequehos y mayores, respectiva- 
mente, que cualquiera de los de la primera serie de transi­
cion del Mn al Ou y, no obstante, sus complejos con cual- 
quier ligando son invariablemente menos astables (en espe­
cial para el Mg) que los formados por los iones métal de 
transicion divalentes (18). Por su parte, los complejos de 
los metales de transici&n resultaron ser mas astables de lo 
esperado, segun Davies (20),considerando fuerzas de atrac- 
cidn puramente electrostaticas, si bien no résulta sorpren- 
dente que la sustitucion del agua por un ligando mas polari- 
zable origine un incremento en la estabilidad.

Pero el que los incrementos de la estabilidad au- 
menten monotonieamante a lo largo de la serie de Irving- 
Williams (y no necesariamente a lo largo de una serie que in- 
cluya otros iones divalentes, aun cuando estën distribuidos 
en orden de radios decrecientes) puede solamente significar 
que esta actuando algun otro factor estabilizante adicional, 
el cual aumenta a lo largo de la serie. Es de obsérvar que, 
aun si guiIndose el orden de Irving-Williams para todos los 
ligandos, el incremento de estabilidad de métal a métal es 
mayor para los ligandos de tipo nitrogeno (p.e., etilendia- 
mina), manor para los ligandos tipo N-0 (p.e., glicina) y 
todavfa menor para los ligandos tipo 0 (p.e., aldehfdo sali-



ciiico y àc. oxdlico). Ouanto mas electropositive es el atome 
coordinante del ligando, mayor es el incremento de estabilidad 
de metal a metal; este hace destacar la significaciln del enla 
ce covalente en la déterminaciln de la estabilidad de los com­
plejos (18). Asi Walsh (21,22) relaciona la fuerza del enlace 
coordinado (entre otros factores) con el producto de las elec- 
tronegatividades efectivas del metal y del ligando, respecti-
vamente i ' X  ) •/Vl Am

Como una rnedlda de la afinidad electflnica del ca­
tion aceptor, se adopta el potencial de segunda ionizaciln cor 
respondiente al proceso M(gas) — > M ’̂*̂ (gas) + 2e, introduciend 
asf un elements cuantitativo ausente en la teoria de Pauling 
(neutralidad esencial de los atomos por reduccion de su carga 
formai (23)). Como puede verse en la tabla anterior, el poton- 
cial de segunda ionizaciln asciende a lo largo de la serie de 
transicion, hasta un maxime en el Cu (aunque desciende de nue- 
vo en el Zn), paralelamente con el orden decrec'iente de sus ra 
dios ilnicos, mientras que los elementos del grupo II, adn pre 
sentando esta correlaciln, quedan fuera de la citada secuencia

La correlaciln de la citada secuencia con la estabi­
lidad de los complejos métal en la serie de transiciln aludida 
fue puesta de relieve primeramente por Irving-Williams en 1948 
(24) y tambiln ha side sehalada por Schwarzenbach et al. (25) 
asf como por Calvin y Melchior (26). Irving y Williams (18) su 
gieren que dicha correlaciln es fundamentalmente una consecuen 
cia del hecho de que los parametros que respectivamente sirven 
de guia a la magnitud de las interacciones electrostaticas y



covalentes, esto es el reciproco del radio ilnico y el poten­
cial de segunda ionizaciln, aimentan monotlnicamente a traves 
de la serie del Mn al Cu. (Asi, si el agua es reemplazada por 
un ligando con mayor poder de donaciln de electrones, el incre­
mento en estabilidad aumentard con el potencial de segunda ioni- 
zaciln del metal en cuestion. Si el agua es reemplazada por un 
ligando con una carga negativa formal, el incremento de estabi- 
lidad a travis de fuerzas puramente electrostdticas aumentari 
con la disminucion del radio en cuestion, eh 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 
razin, el orden de estabilidad Cu>Zn debe cumplirse, de acuer­
do con la experiencia.

Ahora bien, cualquier inclusion en la serie de Ir̂ .r.nr 
Williams de otros iones que perturben la secuencia monotonies 
del radio idnico y el potencial de ionizacion, haria fracasar 
todo intente de observar una clara correlaciln de la serie con 
la estabilidad del complejo, en funcion de los diferentes li­
gandos. Por ejemplo, es de observar en el Cd un radio ionico 
mayor que el del Ni, si bien los potenciales de ionizacion son 
casi idlnticos, por lo que las estabilidades relativas de los 
complejos de Cd y Ni dependeran de la naturaleza del ligando 
y no podra esperarse un orden invariable, (Considerando, por 
ejemplo, los complejos 0H~, veremos que con este ligando se in- 
troducira un aumento tanto en la carga formal como en el poder 
donador de electrones, en relaoion con el agua, de modo que el



orden serà Cd, Cuando el agua es reemplazada por el I” ,si 
embargo, se produce un ligero aumento en el poder donador de 
electrones, pero, como el ion I" es mucho mayor que una moll- 
cula de agua, la disminuciln de la interaccion electrostatica 
debida a la mayor separacion de cargas sera mas significativa 
con el iln mas pequeho. Ni, y ,dado que el incremento en ener 
gfa de interaccion covalente es aproximadamente el mismo (po­
tenciales de ionizaciln semejantes del Ni y Cd), el orden de 
estabilidad sera Cd>Ni), Generalizando este argumente,Irving 
y Williams (18) concluyen que todos los iones divalentes de 
gran radio y alto potencial de ionizaciln, p.e., Pb,Hg,Pt y S 
tenderàn a formar fuertes complejos con iones taies como el I 
Br“ y Cl“ , mientras que los iones con gran radio ionico pero 
bajo potencial de ionizaoiln, p.e., Ba, Sr, Ca, no, Con los 
iones de radio ionico moderado y potencial de ionizaciln mode 
radamente alto, los cambios de ligando originan cambios en la 
significacion relativa de los dos factores (interaccion elec­
trostatica y covalente) y no puede establecerse ninguna pre- 
diccion segura acerca del orden de estabilidad, salvo en el ca 
80 favorable -representado por los iones divalentes de la pri­
mera serie de transicion del Mn al Cu- en que los dos factore 
cooperan invariablemente.

Irving y Williams (l8) sehalan tambiln, en el caso 
de una solucion de un ion métal hidratado y varias moleculas 
de ligando, los siguientes factores como decisivos en la for- 
maciln del compuesto de coordinacion mas estable;
1. Tendencia a agrupar el mayor numéro de ligandos posibles al



rededor del atomo central, con el fin de obtener el maxi- 
mo de interacciln a travis del mayor numéro de interaccio- 
nes individuales. Esta tendencia esta limitada por las ir- 
terferencias de volumen de las moleculas de ligando compa- 
rado con las de las mollculas de agua qua deben desplazar- 
se de los alrededores del iln metal (factor estlrico)

2. Tendencia de los electrones atomicos a permanecer en su 
estado inicial mas estable.

3» Tendencia (oponiIndose a la anterior) a las interacciones 
individuales lo mas fuerte posibles a travis del uso de los 
orbitales de enlaces hibridos (estabilizacion orbital).

En ausencia de este ultimo factor, tanto el numéro 
como la clase de orbitales hibridos adecuados para el enlace 
se determinarân, en una gran medida, con independencia de la 
naturaleza del ligando. Esto implies que el numéro maximo do 
coordinacion y la estereoqulmica sean normalmente independien-- 
tes de la naturaleza del ligando. En este caso, la correlacion 
observada con el potencial de segunda ionizacion puede ser to- 
mada como un indicio de que la coordinacion no altera el est- 
do inicial electrlnico de los iones metales o que las modifiée 
ciones son de importancia secundaria (18). En algunos casos, 
como el de ciertos iones ferrosos, la estabilizaciln orbital 
da lugar a complejos con una estabilidad anormalmente alta,y, 
como los efectos de Ista no se dejan sentir en sus vecinos Mn 
0 Co, ni aun en el Ni y Cu, aparece una alteraciln del orden 
"natural” de estabilidad.

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



inaciln de con piejos -esto es, la sustituciln de las mollculas 
de agua por ligandos- procédera estadfsticamente (como sugi- 
ril Bjerrum) siempre que:
a) la interferencia debida al volumen del ligando no difiera 

grandemente de la de las mollculas de agua,
b) la repulsiln electrostatica entre los nuevos ligandos no 

difiera de la de las moleculas de agua,
c) no haya cambio de configuraciln orbital a ningun estado du 

rante la formacion del complejo.
La interferencia esterica entre los ligandos surge 

fundamentalmente de la mutua repulsiln, aparté de los aspecto 
especiales derivados de la geometria del ligando, y sera, por 
consiguiente, tanto mayor ouanto mayor sea el tamaho del li­
gando y menor el radio del catiln. Entre los metales de tran- 
siciln, los radios de los iones divalentes son aproximadamen­
te lo mismo (0.78-0.71 S.) y por tanto es de importancia predo 
minante la variable geometria del ligando. No ocurrira lo mis 
mo con los iones de tamaho muy diferente, p.e., entre los me­
tales alcalino-térreos (17). Los valores relativamente bajos 
de las energias de red de algunas sales proceden de las fuer­
zas de repulsiln crecientes entre los aniones junto con la 
disminuciln de tamaho del cation. Esto es particularmente im­
portante en el caso del Mg, porque el tamaho de este iln es 
tal que los aniones entran en "contacte" unos con otros antes 
que con el ion central (27); este efecto parece ser la causa 
de la baja estabilidad del Mg en algunos complejos, explican- 
dose asi la mas alta solubilidad de algunas sales de este me-



tal con relaCiCn a la de otros alcalino-terreos.
En ccnsecuencia, los efectos estlricos que impiden la 

facil agrupaciln de los ligandos alrededor del lln central se- 
ràn especiaimente sensibles a;
a) modificaciones estructurales en el ligando,
b) el tamaho del iln central,
c) los orbitales disponibles, puesto que ellos impondrân o ten- 

deran a imponer una determinada distribuciln geomltrica de 
los ligandos. En casos excepcionales, taies factores estl- 
ricos, y probablemente la estabilizaciln orbital a travis de 
distribuciones electronicas, pueden impedir que la estabili­
dad de los complejos métal ligandos siga el orden normal.

Irving y Williams (l8 ) destacaron, posteriomente,el 
diferente comportamiento de los ligandos -por ejemplo, el ion 
hidroxonio- caracterizados por ser bases conjugadas de acidos 
dibiles (para los que las uniones con el protin son mas asta­
bles que las uniones protin-agua, presentando una estabilidad 
similar en sus complejos con los metales) con relaoion a los 
ligandos taies como I", Br“ , Cl , H2P0^, Po|“ , 80^", CIO^,
BrO^ y 10j , que son bases conjugadas de acidos fuertes y que 
interaccionan con los protones menos fuertemente que con el 
agua, siendo sus interacciones con los metales tambiIn dibiles.

A este respecte es interesante examinar los cambios 
de energia libre, h G,(17,18) que tienen lugar en la formaciln 
de un complejo por la reacciln:

M ( H2O )^ L — ^ ML 4* nH20.
A G es la suma de los cambios de calor y de entropia en esta



reacciln, expresandose
A G = -RT In = /iH - T AS.

Se ha supuesto tacitamente que el cambio de energia libre que 
mide la estabilidad de los complejos métal es dominado por el 
tirmino calor,AH, del proceso correspondiente, suposiciln que 
equivaldria a establecer que el tirmino entripico, TAS, es 
despreciable en comparaciln con A H. Esta sencilla suposiciln 
concuerda con los dates existantes sobre ligandos sin carga, 
en los que la influencia del tirmino entripico es insuficien- 
te para alterar el orden "natural" de estabilidad de los com­
plejos métal (transiciln). Sin embargo, con reacciones como

M ^ ‘‘‘(aq..) + nlT%(aq. ) " ^  ) + mH^O
habra un aumento de entropia, que puede ser de significaciln 
prépondérante. Pero el factor aislado mas importante, en el 
cambio de entropia de tal reacciln, esto es la entropia de hi- 
drataciln de aumenta cuando el radio de los iones de tran
siciln disminuye monotonicamente a lo largo de la serie del Mn 
al Cu (28), de modo que la influencia estabilizante del cambio 
de entropia en la reacciln seguira tambiln el orden de Irving- 
Williams. Esto no ocurrira si otros elementos que rompen la se 
cuencia monotinica del radio ilnico son incluidos en el orden 
de estabilidad de los elementos de transiciln.

Para una serie de complejos de los metales alcalino- 
tlrreos, por ejemplo, con un ligando dado, el aumento de en­
tropia derivado de la pirdida parcial de hidrataciln en la for 
maciln del complejo deberia ser proporcional a la entropia de

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



den M g \ O a > . r > B a  (17). Los cambios de calor de estas reac­
ciones, AH, pueden ser, sin embargo, positives o negativos(28), 
por lo que la suma de los A H e  A S  es ahora la que contrôla 
los valores individuales de las y, en consecuencia, el or­
den de estabilidades. Como se espera que el A S siga el orden 
fijado de los potenciales ionicos de los cationes, los cambios 
de calor han de ser la causa de los diferentes Irdenes obser- 
vados. En el caso concrete de los complejos con aniones de 
acidos fuertes, los calores de reaccion deben disminuir cuan­
do el potencial ilnico del catiln aumenta, es decir, la ener­
gia de interacciln M-H2O debe crecer tanto mas en relaciln 
con la M-L cuanto mas pequeho sea el catiln, (Tales ligandos 
no forman tampoco complejos fuertes con los metales de tran­
siciln, debido a que el calor de formaciln del enlace metal- 
ligando es comparable y en muchos casos menor que ^  calor de 
formaciln del enlace metal-agua). Pero, en virtud de la car­
ga negativa, habr^ una neutralizaciln parcial 0 total de la 
carga positiva del catiln en la coordinaciln, de modo que la 
ganancia en entropia compensara, en mayor 0 menor medida, la 
pirdida de energia de interacciln que tiens lugar cuando el 
agua es reemplazada por tal ligando (I8 ). Asf pues, en algu­
nos casos la secuencia de estabilidad puede ser afectada por 
las influencias opuestas de los tirminos calor de reacciln y 
entropia.

Nos referiremos ahora a las posibles peculiaridades 
derivadas de la formaciln de uniones iln-iln;

M(H20)^ + L — ^ MXHgO)^ L.



Si todos los cationes estuvieran igualmente hidratados, la es 
tabilidad esperada de taies uniones iln-iln seguirfa la misma 
secuencia que la estabilidad de los complejos M-L, debido a 
que el tamaho de los iones hidratados seguirfa entonces el mis 
mo orden del de los iones sin cùbierta de hidrataciln. Sin em 
bargo, es muy probable que la hidrataciln de los cationes del 
grupo 11^ disminuya a medida que su tamaho aumente, y asf las 
constantes de estabilidad determinadas experimentalmente po­
dran referirse a diferentes grades de hidrataciln 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 ilnicos, en cuanto que, p.e.,
el iln Ba sin cùbierta de hidrataciln es mas pequeho que el

2+iln Mg hidratado, Mg(H20)^ ; pero esto es silo otra expresiln 
del hecho de que el ligando puede no ser capaz de desplazar 
el agua de hidrataciln de los cationes mas pequehos con tanta 
facilidad como la de los grandes, y, si las estabilidades ex­
périmentales se refieren a la formaciln de uniones iln-iln, 
M(H2Û)-L, de los cationes mas pequehos, sus complejos, M-L, 
deben ser aun menos estables de lo que parece observarse.

(Tambien se ha mencionado el numéro de mollculas de 
agua de cristalizaciln como una prueba évidente de la incapa- 
cidad del ligando para reemplazar el agua alrededor del ca­
tiln. En las sales de Icidos fuertes, taies como sulfatos, ni 
tratos y haluros, las sales de Mg y Ca son invariablemente ml 
hidratadas que las de Sr y Ba. En las sales de los acidos di­
biles, fluorures, hidrixidos, oxalatos y carbonates, no se da



esta difercx . J .
Pli c.u^unte, destacaremos (29) que la estabilidad de 

los complejos en soluciln homoglnea résulta complicada, en el 
sentido de que la formaciln de cualquier complejo ML^ de un 
métal M y un ligando L debe tener lugar, paso por paso, a 
traves de los sucesivos estadios de

M + L ML; ML i L MLo î  ML_ , + L'■c     d ' n—1 MLn
y, como todas las especies ML^ (siendo n el numéro maximo de 
coordinaciln) estan en mutuo equilibria, la descripciln total 
de taies sistemas exige un conocimiento de n constantes de 
equilibria

(ML^)
^ -(IL— r ( T 7

donde L puede ser un ligando mono- o polidentato y se supo- 
n e , por otra parte, que la soluciln no contiens complejos po- 
linucleares o complejos con ligandos de mas de un tipo (excj.j 
yendo el agua).

Ademas, el proceso de formaciln de complejos se des­
cribe, como hemos visto, en dos etapas (17)

M(HgO)^ 4* L ^  M(H20)^ L ^  ML(H20)ĵ  4- (n-m)H20
iln-iln complejo

discutiendose las constantes de estabilidad en tirminos de 
reacciones globales, aun cuando, en algunos sistemas, las 
constantes de estabilidad se refieran a diferentes estadios 
de la reacciln anterior.



132. Velocidad de sustitucion de laa moleculas de afflia por
los ligandoso

Segun acabamos de indicar, la mayoria de los meta­
les divalentes fonnan sus complejos en soluciln acuosa en dos 
etapas. El iln métal hidratado M y el ligando L se difun- 
den juntos rapidamente para formar un complejo en la esfera 
externa (30).

_
KIP

OHg 4 Lc T-
_b. w24*— OHg.!

/; " ' /|
El paso limitants de la velocidad es asf la siguiente suatl- 
tuoi(5n de una o mas moléculas de agua por el ligando

1/2+ \ L

/I
OII .1 

2 TEB /|
L + H„0

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

Conviens indicar aqui que el estudio de las interac­
ciones de los iones métal con pequehas moleculas y con protef- 
: as présenta una complicaciln -a la que aludiremos posterior- 
mt^nte- y es la posible hidrilisis de los iones métal, debida 
a la tendencia de los protones a separarse de las mollculas 
de agua coordinadas a los iones métal (20), esto es

(z-l)+
4 HjO

donde (no considerando las mollculas de agua) puede expresarse 
el equilibric como

(H'*')
(M% + )

H z4
(H 0) M - 0 

2 H
4 HgO —— ^



Estos valore, e los son utiles para demostrar la acidez
relativa de .lus iones hidratados, si bien son de poca utili-
dad para predecir el grado de hidrilisis en funciln del pH,
dado que muchos de los hidrixidos metalicos son insolubles.
Con todo, el valor de los pk permits clasificar a los meta-al
les en très grupos (29):

El grupo 1 comprends aquellos metales con pk^^ su­
perior a 11 (Ba, Sr, Ca y Mg, entre otros) para los que la 
precipitaciln de los hidrixidos comienza a pH igual o superior 
a 9. Por tanto, no sera preciso tener en cuenta la hidrilisis 
de estos metales excepte a pH mas 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 hidrixidos en el interva­
lo de pH comprendido entre 6 y 9 (Mn, Co, Ni, Cd, ZA, Cu, Pb,
Pe etc.). Los pk^^ oscilan entre 8 y 11. Los iones de este 
grupo silo pueden ser estudiados, en la forma no hidrolizada, 
dentro de un intervalo de pH muy restringido; a pH superior a 
los indicados, segun el métal, debe tenerse en cuenta la hi- 
drllisis.

Con los metqles del grupo 3 (Be^*^, Al̂ "*", Pe *̂̂  etc.) 
la hidrilisis tiene lugar por debajo de pH 7 y los cationes 
libres pueden ser estudiados solamente a 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 hidrixidos o como complejos quelatos de muy alta estabili-



dad 0 en medioy anormalmente acidos,
Cuando los complejos contienen menos ligandos que el 

numéro de coordinaciln caracteristico, Z, las mollculas de 
agua permanecen enlazadas al iln metal y se pueden hidrolizar 
para formar complejos mixtos.

Volviendo a la sustituciIn de las mollculas de agua 
en la formacion de complejos metal, en la siguiente figura,. 
Eigen et al. (11) han resumido las velocidades caracteristicas 
de dicha sustltuciln, poniendo de manifiesto este nuevo factor 
déterminante de la especificidad metal:
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Velocidades caracteristicas de sustituciln [sec.*̂ ]

Si las constantes de velocidad de sustituciln son mayores qua 
10^ secT^, hay interferencia con el proceso de formaciln da 
la uniIn iln-iln, pudiendo apreciarsa incluse alguna aspecifi- 
cidad de ligando cuando la sustituciln de las mollculas de' agu 
no es la limitante de la velocidad. Todos los alcalines y aigu 
nos alcalino-tirreos (p.e., Ca, Sr, Ba) pertenecen a esta ca­
te go rf a) .



Para constar 4 de velocidad de sustituciln del agua menores 
que 10' sec. , esta constante de velocidad es independiente 
del ligando siempre que la sustituciln sea mis ripida que la 
hidrilisis. El paso limitante de la velocidad es, entonces, 
caracteristico del iln métal solamente, (El Mg, la mayoria 
de los metales de transiciln y algunos metales tirreos per­
tenecen a esta categorfa).
Si las velocidades de sustituciln se hacen muy lentas, la hi- 
drllisis tiene lugar mas deprisa que la disociaciln del agua. 
Generalmente, entonces, se observa especificidad de ligando. 
Ejemplos de ello son el Bê "*", Al̂ "̂ , Pê "*", y otros metales tri- 
valentes fuertemente hidrolizantes.

Estas velocidades se refieren a la adiciln del pri­
mer ligando. La velocidad de adiciln de un segundo ligando 
puede ser mas alta si estan implicados grupos cargados (32). 
Este efecto puede ser de importancia en la formaciln de com­
plejos ternarios entre enzima, métal y sustrato.

133. Velocidad de disociaciln del complejo.

Bado que las constantes de formaciln del complejo en 
la esfera exterior, Kjp, varian relativamente poco, la constan­
te de velocidad de formaciln total kp = kp es relativa­
mente independiente del ligando y, por tanto, la gran varia- 
ciln en las constantes de estabilidad. Kg = kp/kp, observada 
en complejos del mismo métal con diferentes ligandos, puede 
atribuirse fundamentalmente a la gran variaciln en la constan-



te de velocidad de disociaciln, kg (31)# Del mismo modo, de- 
bera atribuirse a los diferentes valores de esta constante de 
disociaciln, el diferente comportamiento (en relaciln con la 
especificidad) de algunos metales, cuyos complejos presentan 
Ky semejantes. De aqui puede deducirse la insuficiencia de 
los datos de estabilidad para el estudio de la eficacia de 
los iones métal en algunos sistemas enzimaticos.

Un caso particularmente interesante, a este respec­
te, lo constituye el diferente comportamiento del Ca y el Mg 
en algunos enzimas. Courre que, aunque los complejos de estos 
metales tienen aproximadamente las mismas constantes de esta­
bilidad, la constante de formaciln para el Ca^^, p.e., es

3 pi.10 veces mayor que la del Mg y por consiguiente un com-
. ejo de Ca^’*' se disociara 10  ̂veces mas rapidamente que el

24correspondiente complejo de Mg . Si considérâmes, p.e., ùn
mécanisme tal como

k 12

21 /\
^34

EMP'---------
en el que puede o no tener lugar una reorganizaciln interna 
de EIVIP a EMP' antes de que el complejo se disocie, cuando tal 
reorganizaciln interna "no” sea necesaria se formara el pro­
ducto mis rapidamente con el métal Ca que con el Mg, y el Ca 
serl un coenzima mis eficaz que el Mg. Si la reorganizaciln 
a E1\1P' "es” necesaria, esto es, si la protefna debe cambiar 
su conformaciln, ello serl solamente posible cuando el tiem-



po necesario para la reorganizaciln sea mas breve que la vida 
media del complejo. Esta circunstancia no se cumple cuando el 
metal es Ca, dado el valor de (l0^-10^ secT^), pero se ha 
sugerido que pudiera darse cuando el metal es’Mg ya que, en­
tonces, la constante de velocidad de disociaciln para el com­
plejo ternario viene a ser menor que 10^-10^ seoT^, siendo el 
numéro de intercambio para los enzimas frecuentemehte de ese 
orden,

134. Acidez del metal.

Por ultimo, hemos de destacar que casi todos los
grupos coordinados, biollgicamente importantes, presentan afi-
nidades relativamente fuertes por los protones (con excepciln
del CO, 0 , tiolteres), y asi los iones metal deben competir 

d

con los protones por los ligandos. Orgel (7) considéra los 
siguientes equilibrios para el enlace de un grupo. ligando

de modo que

M 4- L ^__ ML
H'*' 4- L ^ HL'*’

[m l ] = k,
[M] IL] ^

Th '*’] [l ] = k
[HL+]

donde k es la constante de disociaciln Icida de HL. De aqui a
se sigue que

[m l] [ntl = k,. k.



log. [m l ! = log.k-, + log.k„ 4 log. fHL***] - log. [h “**J .
w r

Agf la fraocion de metal enlazado, [m l ]/[m ] , depende de k^ y 
del pH.

Los factores que tienden a enlazar un iln-metal a un 
grupo acido son, pues, similares a los implicados en el enla­
ce de un proton. Schubert (1) sehala que la fuerza Icida de 
un grupo funcional es un paramétré sum amente importante para 
la determinaciln de la afinidad iln métal. Generaimente , la 
fracciln de un iln métal enlazado por un grupo cualquiera en 
una molecula organica aumenta con el pH, alcanza un maximo y 
en ocasiones disminuye. La existencia de un maximo refieja la 
presencia de una fracciln mayor del aniln A~ en funciln del 
pH. Una subsiguiente disminuciln del iln enlazado, a pH mas 
alto, es debida al aumento del grado de hidrilisis del metal, 
que puede dar lugar a la precipitaciln de un hidrixido inso­
luble o a la formaciln de un aniln. En el caso de estqr pré­
sentes varies grupos funcionales o quelantes con diferentes 
afinidades protinicas, la variaciln del iln métal enlazado en 
funciln del pH puede tener varies maximes o "mesetas", depen- 
diendo las respectivas alturas de las afinidades intrinsecas 
hacia el métal y el protin, respectivamente.

La competiciln entre los iones métal e hidrigeno dé­
termina a menudo que ligando enlazara preferentemente con un 
iln métal, 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 iln métal, pero que difieren amplia-



mente en la zona de pH en que dejan de actuar por reacciln 
con los iones hidrigeno. En una soluciln de amonio, ajusta- 
da a pH 7, menos del ^fo del ligando esti en la f o m a  de NH^, 
que es la que puede reaccionar con los iones métal; mientras 
que aproximadamente là mitad del imidazol, en una soluciln 
de pH 7, no est! comhinado con un protin y, por tanto, queda 
libre para reaccionar. De aqui que, a pesar de ser semejan­
tes los valores de las constantes de asociaclln, el imidazol 
reaccione con los iones métal a pH 7 en mayor grado que lo 
hace el amonio. En otras palabras, los iones hidrigeno oom- 
piten mucho mas eficazmente con los iones métal 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 ♦ L, si bien a pH tan alto tiene lugar la hidrilisis.

Un caso semejante se présenta entre el imidazol y 
un grupo guanidinico de una proteina. Aun siendo superior la 
constante de enlace de este ultimo, por un iln métal, sin em­
bargo, a pH 7, la concentraciln del iln guanidinico es tan pe- 
quena que no se verifica el enlace. Este tendra lugar a pH 13% 
donde el grupo guanidinico esta disociado y es capaz de ejer- 
cer una acciln complejante; sin embargo, a este pH la hidrlli- 
sis de la mayoria de los metales es tal que la capacidad de en­
lace inherente al grupo guanidinico no puede manifestarse.

En algunos casos, no obstante, la capacidad de enla­
ce puede ser tan grande que la formaciln de complejo tiene 
lugar aunque la ionizaciln del grupo funcional sea extremada- 
mente pequeha. Tal easo puede ser caracteristico de grupos 
dotados de una gran especificidad.



14. Grupos de interaociln con el iln-metal.

En la mayorfa de las interacciones biollgicas de los 
metales, cuando se trata de acciones complejantes o quelantes, 
los atomos N, 0, S o P actilan 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 
métal que tienen lugar en biologfa:

-COOH (carboxilo)
-OH (hidroxilo alcohilico y fenilico)
=0 (carbonilo)
-NH2 (amino primario)
H\̂NH (amino secundario)

— (amino terciario)

(amino terciario ciclico)
-SH (sulfhidrilo)
—S— (tioeter)
-SOjH (sulfonato)
-POgfOH) (fosfonato)

Ejemplos de estos grupos pueden encontrarse fundamentalmente 
en las proteinas. Los mismos aminoacidos forman complejos con 
una variedad de metales, por coordinaciln, a travis de los 
grupos carboxilo y amino R 0

I //H — c C
/  \HgK -0



Dentro de la mollcula de proteina, sin embargo, el grupo R es 
el de importancia primaria, puesto que la mayoria de los gru­
pos carboxilo y amino de los aminoacidos estan ligados me­
diants enlaces peptidicos.

Klotz (33) sehala como posibles ligandos en las pro­
teinas, las siguientes cadenas latérales polares, R,

pK aproximado0
11/OH

fosfirico -0-R, 2.7
^OH

/>0carboxilo -0( 4
^OH

Hx-C'-N.;
imidazol 1 CH 6/HC- N 

H
-amonio -NH^ 6 - 8
-amonio -Nïï̂  10

fenilico -OH 10

sulfhidrilico -SH 10
H .NH2guanidinico -N— G' 12

^NHg
alcohilico -C--C--OH 14\ ‘

amida -C 14
^ N H 2

que enlazarian los cationes métal con la ayuda de los ato­
mos, ya mencionados, localizados en la periferia de la moll- 
cula proteica.



En la interacciln de los iones métal con las protei­
nas deben tenerse en cuenta las siguientes propiedadee géné­
rales (29):
1. Los grupos de las cadenas latérales taies como cartoxilo, 
imidazol o sulfhidrilo tienen generalmente mayor importancia 
en el enlace de iones métal que los grupos carboxilo y amino 
terminales.
2. El nlmero de iones métal enlazados a un grupo dado depen­
de de la afinidad intrinseca del grupo ligando por el iln me­
tal y del numéro de taies grupos en condiciones de reacciln, 
(Por este motivo debe seguirse un tratamiento estadistico pa­
ra describir el equilibrio).
3. En una mollcula proteica con mayor numéro de grupos ligan­
dos que iones métal, cada iln métal puede combinarse solamen­
te con un grupo ligando, dada la falta de libertad de los gru­
pos ligandos para moverse y rodear el iln métal en comparaciln 
con los ligandos pequehos.
4. La mollcula proteica encierra normalmente un considerable 
numéro de cargas positivas y negativas cuyo campo potencia’ 
neto favorece o impide el acercamiento del iln métal, por lo 
que las constantes de afinidad aparentes son funciln del nu­
méro de iones enlazados. .
5. En ciertas proteinas algunos grupos ligandos estin orien- 
tados de modo que favorecen estiricamente la quelaciln de io­
nes métal particulares. Esta orientaciln puede corresponder a 
una ordenaciln de la proteina, seleccionada entre una serie



de configura ci one s posibles, o a una asociaci<$n deteminada 
de subunidade9; esto es, puede esperarse que los efectos 
quelato especificoB festén intimamente relacionados con la es- 
-ructura y las transformaciones de estructura de las protef- 
nas.

Entre los aminoâcidos que constituyen los residues 
latérales de las protefnas, Gurd (29) seBala a la histidiha 
y a la cistefna como los que mas fuertemente se combinan con 
los iones métal, interviniendo tambien en este tipo de com- 
plejos la arginina, asparraguina y glutamina, tirosina, se­
rina y treonina, y metionina y oistina.

La histidina puede combinarse con un i<$n métal a
traves de
a) un a-illo de 5 miembros en el que intervienen los grupos 

carboxilo y 'X-amino.
b) un anillo de 6 miembros con los grupos o(-amino e imidazol,
c) un anillo de 7 miembros con los grupos carboxilo e imidazol.
d) una estructura en la que intervengan los très grupos dona- 

dores.
Ninguna de estas estructuras puede descartarse "a priori", 
aunque la estructura c) probablemente sea despreciable salvo, 
quizas, en condiciones relativamente acidas, en las que el 
gi'upo o<-amino no esté libre para reaccionar; por otra parte, 
el mayor tamano del anillo supone una desventaja (6). La es­
tructura b) puede resultar favorecida por aquellos metales



que demueetren preferencia por los atomos nitrégeno.
Los grupos imidazol, por su parte, no parecen sitios 

primaries de enlace (34). Parecen combinarse con muchos iones 
métal, particularmente con los de la segunda serie de transi-
cion.

En cuanto al nitrégeno de los grupos amino, si se 
consideran las relaciones entre la basicidad hacia un protén 
y la basicidad hacia un métal catién, pueden sacarse conclu- 
siones en cuanto a la tendencia de varies grupos amino alifé- 
ticos 0 aromaticos para formar complexes (35). Sidgwick (36) 
ha sehalado que generalmente, como consecuencia de la susti- 
tucién de las aminas, la estabilidad de los complejos dismi- 
nuye en el orden NH^> NH2R > NHR2 > NR^, También indicé que la 
piridina se comporta mas como una amina primaria que como una 
a :ina terciaria; lo mismo ocurre con el imidazol.

En su afinidad por £ l  ién hidrégeno, los grupos 'X - 
amino drfieren de los grupos imidazol en sélo una 0 dos po- 
tencias de 10, por lo que es bastante probable que los iones 
métal de la segunda serie de transicién se combinen con estos 
grupos a pH 7 . Sin embargo, serfa diffcil diferenciar con cer- 
teza,entre los enlaces a los grupos cX -amino e imidazol. Por 
otra parte, debido a que muchos iones métal forman hidréxidos 
insolubles a pHs superiores a 6 0 7, es dificil interpreter 
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 actuan formando parte de un sitio quelante.
Otros grupos que pueden contribuir con un atomo de 

nitrégeno, como atomo donador potencial, son el grupo guanidl- 
no del residue de arglnina, y el grupo amido, bien la amida pri­
maria de los residues de asparraguina y glutamina, bien el ni- 
ürégeno de la amida secundaria del enlace peptfdico. (Del com- 
portamiento del atome de nitrégeno en el enlace peptfdico poco 
se sabe, aunque parece ser que la tendencia de este nitrégeno
a asociarse con cationes métal es pequeBa).

Los grupos amido son, asfmismo, contribuidores poten- 
ciales de oxigeno, como atome donador.

Entre los grupos que pueden contribuir con oxfgeno co­
mo atomo donador, el mas importante puede ser el grupo fenolato 
de un residue de tirosina. Los atomos de oxigeno de grupos hi- 
droxilo alifatico provienen fundamentalmente de residues de se­
rina y treonina. Estos grupos hidroxilo, fenélicos y alifaticos, 
tienen una gran tendencia a la coordinacién, especialmente en 
solucién alcalina. Generalmente sélo une de los pares solita- 
rios de electrones en el oxigeno interviene en enlaces coordi- 
nados. Metales como el Mn, Pe y Go generalmente forman enlaces 
mas fuertes con el oxigeno que con el nitrogeno (36); lo con­
trario suele ocurrir con el Ni, Cd, Zn y Ou, entre otros. En­
tre los metales alcaline térreos, el oxigeno en grupos hidroxi­
lo alifatico o en éteres se combinera preferentemente con los 
metales mas pesados taies como el Ba; el oxigeno fenélico, mas 
ionico y muy basico, prefiere, sin embargo, formar complejos



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

La cistefna se combina con los iones metal mas fa^il- 
mente que ningun otro aminoacido. La facil oxidacién de la oie 
teina a cistina complica, sin embargo, el estudio de estos coin 
plejos metâlicos. Los grupos sulfhidrilo presentan, ciertamen- 
te, altas afinidades por los metales (34); los grupos sulfhi­
drilo ionizados enlazan con elles mas fuertemente, pero inclu­
se el S de los enlaces tioéter o disulfuro conserva una cierta 
tendencia a enlazar cationes métal. Pocos dates cuantitativos 
se poseen acerca de la tendencia a la coordinacién de los men- 
cionados grupos; no obstante, parece que aquellos cationes me­
tal que forman sulfures insolubles pueden enlazar también ato­
mes S en los compuestos organicos y qve taies complejos son 
particularmente estables (6,33). Sobre esta base, Klotz (33) 
ha distribuido algunos iones métal en el siguiente orden decre- 
ciente, teniendo en cuenta su afinidad por el ion sulfure,: Pb> 
G d > Z n > C a > M g .  Guando un compuesto sulfhidrilico forma un 
complejo metalico, es el atome de azufre negative el que debe- 
ria ser considerado como donador; el ion métal compite con el 
hidrogeno

R-SH 4- ^ + H'*'T:---
Por su parte, los residues de metionina y cistina contribuyen 
a esta formacion de quelatos con los grupos azufre tioêter y 
disulfuro, respectivamente.



Salvo para los grupos guanidfnico, hidroxil alifati­
co y amida, existen, en realidad, pruebas évidentes de que ca- 
da una de las citadas cadenas latérales interviene en la for- 
macién le complejos con algunos metales (33), La exclusion de 
los très grupos mencionados pone de relieve uno de los mas im­
portantes factores en la formacién de estos complejos: la com- 
peticion con los iones hidrégeno. La forma disociada de cada 
uno de estos grupos es una base tan fuerte que los protones 
no pueden ser desplazados de la forma acida por los iones me­
tal excepte, quizas, en soluciones de muy alto pH.

Aunque en realidad no se ha hecho una minuciosa com- 
paracion cuantitativa de las afinidades de una proteina por 
una serie de metales, Klotz (33) sugiere que pueden tenerse 
en cuenta ciertas conclusiones générales: asi, en una cierta 
medida, las proteinas se comportan hacia los metales de tran­
si ci on de una manera no e specif ica, en la que un gran numéro 
le cadenas latérales actuan como si fueran independientes en 
. a macromolécula. El orden de afinidad es paralelo al observa- 
ao para muchos sistemas simples de complejos metalicos con pe- 
quehas moléculas, incluyendo aminoâcidos (37,38,39)*

Los metales alcaline terreos siguen al grupo de tran- 
sicién en su afinidad por las proteinas. Estas interacciones 
irnplican fundament aiment e simples iones fosfato (40), asi co­
mo cadenas latérales carboxilicas.

Numerosos estudios realizados con iones alcalines no 
han suministrado pruebas de su combinacion con proteinas, ex-



cepto, probablemente, a pHs muy altos. Ea de interes hacer 
notar que estos iones no forman practicamente complejos con 
pequenos iones o moleculas organisas o inorganicas. Por otra 
parte, el Na y el K son inmovilizados por muchos electrolitos 
polimlricos anionicos, naturales o sinteticos (41). Parece po- 
sible, por tanto, que en las condiciones en las que la pro­
teina adquiera grandes cargas negativas, estas sean capaces 
de enlazar iones metal alcalines. De aqui puede deducirse que 
los iones metal alcalines puedan influir profundamente en la 
forma y el tamaho de las proteinas altamente anionicas. Pro­
bablemente a traves de un meb'anismo de este tipo estos peque- 
nos iones ser^ capaces de influir en la fund on biologica de 
ciertas proteinas.

Finalmente, es de advertir que s e r â  necesario estu- 
diar mucho mas 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 ecrrdo referidos a las sero albuminas, caracterizadas es­
pecialmente por su estabilidad y su mayor resistencia a los 
cambios irréversibles originados por la adicién (42) o sepa- 
racion (43) de los iones hidrogeno, en comparacién con muchas 
otras proteinas.



141. Factores que deflnen la eapecificidad de laa proteinas 
en relacion con los metales.

Williams (44) sugirié que, dada la existencia de un 
exceso de moléculas ligando sobre las concentraciones del me­
tal, a un determinado pH ciertos iones métal aparecerian en 
muy pocos tipos de complejos. En los sistemas biolégicos se 
han encontrado solamente cuatro tipos importantes de quela- 
cion (45):

1) nitrégeno alifatico solamente
2) nitrégeno alifatico y nitrégeno carboxilico
3) étomos de oxigeno solamente: carboxilo, carbonilo e hidro­

xilo
4) nitrégeno aromatico en derivados piridinicos
(El Cu^^ aparecera fundamentalmente en enlaces del tipo 1; el 
Oo^^, Ni^^ y Mn̂ "*" en el tipo 2 ; el y Câ *̂  competirân por
el tipo 3 ; y el Fe^^ sera hallado en el tipo 4).

La siguiente tabla (7) trata de suministrar alguna 
informacién acerca de la distribucién de iones métal en solu­
ciones que contienen proteinas y moléculas de sustrato, asi 
como de ilustrar algunos de. los factores que pueden determi- 
nar la distribucion diferencial de los iones métal, partien- 
do de la eapecificidad de absorcién de los cationes por las 
proteinas y de la eapecificidad de la ulterior combinacion 
con el sustrato:
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Schwarzenbach (6), por su parte, destaca la impor- 
t&ncia de los siguientes puntos en relacion con la especifici- 
dcd de las reacciones proteicas con respecto a los iones metal:
1) Requisites espaciales.

Los atomos de nitrégeno, oxigeno y azufre de la molé- 
cula proteica tienen una configuracién cuya ordenacién estéri- 
08 puede encajar bien en la esfera de coordinacién de un deter­
minado catién métal. Una ordenacién rigida de ligandos es con- 
veniente en cuanto que puede ir acompanada de una marcada es- 
pecificidad para un cation métal especifico. Incluso atomos 
que normalmente son complejantes débiles pueden ser de impor- 
tancia en taies ordenaciones.
2) Naturaleza de los atomos ligandos.

No solo las ordenaciones estéricas sino también la 
naturaleza de los atomos ligandos influirâ sobre la especifi- 
ciiad de los grupos de enlace. Asi, existe una preferencia del 
nitrégeno aminico basico por el Ou y el Ni. Por otra parte, el 
oxigeno carboxilico enlazara un mayor numéro de metales, in- 
cluidos los alcalino térreos, y el azufre sulfhidrilico prefe- 
rirâ todos los pesados que forman sulfuros insolubles.

Es importante destacar que la naturaleza de un atomo 
ligando -por ejemplo, el N o el 0- puede cambiar de acuerdo 
con el modo de estar acoplado a la parte orgânica de la molé- 
cula. Los hidroxidos alifaticos o el oxigeno eter preferiran 
couplejar los metales alcalino térreos pesados; el oxigeno del 
ion fenolato preferira complejar el magnesio.
3) Efecto de los cationes métal coordinados sobre los procesos



enzimaticos.
Los cationes metal han sido designados como acidos 

de Lewis y comparados en su actividad con los protones. La 
catalisis por cationes metal viene a ser asi una clase de ca- 
talisis acida. Pero, segun Schwarzenhach, un cation metalico 
puede tener tambien el efecto de una base. Sabido es que en el 
caso de la catalisis por bases, el catalizador priva al sustra­
to de un protén para iniciar la cadena de reaccién, lo que 
ocurre a menudo durante el enlace de un catién metalico. El 
ion hidrogeno es desplazado por el catién métal, y el enlace 
X-H es convertido en el enlace de coordinacién X-M. (X désig­
na un atomo del sustrato que sirve como ligando al métal), Sin 
embargo, la propiedad electrofilica de la mayoria de los ca­
tiones métal es significativamento mas pequeBa que la dsl pro­
ton, esto es, el enlace X-M es ionico, mientras que el X-H es, 
en gran medida, no polar. El atomo X en X-M esta, por tanto, 
en un estado similar al X“ ionico, especialmente si el métal 
asociado, M, es sélo ligeramente electrofilico y no présenta 
mucha tendencia a la formacién de complejos (por ejemplo, los 
iones de los metales alcalino térreos o el Mn). La asociacion 
del cation métal influira enfonces en las siguientes reaccio­
nes del sustrato,Guyo efecto sera similar al de privar al sus­
trato de un protén por una base tal como OH" o NH^* El hecho 
de que el Mg y el Mn, que tienen propiedades electrofilicas 
muy débiles, jueguen un importante papel como catalizadores 
en las reacciones enzimaticas demuestra que puede correspon- 
der al métal la funcion de separar un proton.



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 de 
las formas a travis de las cuales pueden influir taies inter­
acciones en la actividad enzimàtica. Estas formas han sido 
agrupadas por Klotz (33) en très categorfas, teniendo en cuen­
ta el componente al que se atrihuye el mayor efecto:
a ) efecto primario sobre las propiedades del metal;
B) efecto primario sobre las caracteristicas de la protefna

enzimatica;
C) participacion conjunta del metal y la proteina.

Efecto sobre el métal Efecto sobre la prot. Efectos coopératives,
1. Solubilizacién I.Alteracién de la 1.Puente quelato
2. Estabilizacion 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 • 2E -c— E2
2.Cambio de configuracién 
3*Separacion de inhibidor

A) Efectos sobre el métal: Ejemplos de este primer grupo se en- 
cuentran en gran medida entre los metaloenzimas.

B) Efectos sobre la proteina: Quando un métal 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 electrostatica. El efecto elec- 
trostatico puede operar tambien de una manera indirecta (cur- 
V is pH vs. actividad, equilibrio monémero-dimero, etc.). Un 
metal puede tambien afectar a la configuracion de la proteina 
por otras razones que la modificacién de la carga; como ya se 
ha indicado, una variedad de metales foima mercaptidos con los 
grupos sulfhidrilo de las proteinas. Como es de esperar, habré 
inhibicion si los grupos tiol est&i implicados directamente en 
la accion enzimatica o si participai! en el mantenimiento de 
una determinada configuracién de la molécula proteica. Pinal- 
mente, se incluye en el esquema anterior otro mecanismo indi­
recte por medio del cual un métal puede activar un enzima, es­
te es, la separacién de un inhibidor.

o) Efectos cooperatives; Una de las funciones de los metales es 
la de actuar como puentes en la formacion de complejos entre 
las proteinas y pequenas moléculas. A este respecto ha llama- 
dc la atencion una serie de hechos (3,46) relacionados con la 
formacion de quelatos en las reacciones enzimaticas activadas 
por métal; 1) Los activadores mas comunes son el Mn y el Mg, 
que presentan la mas baja capacidad quelante (39); 2) los 
productos de reaccion son, por lo general, agentes quelantes 
mas fuertes que los reactivos iniciales (47); y 3) la forma­
cion de un quelato estabiliza el estado inicial del complejo 
sustrato-metal-enzima, cuando séria mas satisfactorio un me- 

- canismo que estabilizara un estado activado.
Klotz (33) destaca que las observaciones basadas en



’a expuriencia sobre la formacion de puentes han puesto de ma- 
: ifiesto que los metales con mayor capacidad quelante no fun- 
eionan necesariamente de un modo mds eficaz como puentes pa­
ra la proteina. Su fuerte capacidad complétante favorece las 
reacciones de tipo competitivo. Por el contrario, metales con- 
siderados entre los mas dehiles coordinadores, tailles como el 
Mg y el ïvin, son activadores corrientes. Parece ser que estos 
metales tienen todavia enlaces de coordinaci&n libres y, co­
mo consecuencia de elle, se encuentran en condiciones que les 
permiten estabilizar estados estacionarios.

Un modelo sugerido para varies de los sistemas de en- 
zimas con ion métal disociable, représenta al metp.1 como puen- 
te ü 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

(En la mayoria de los casos, los grupos esenciales para la 
reaccidn no ocupan el total de las posiciones de coordinaci&n 
existentes alrededor del metal, siendo enfonces ocupadas las 
restantes posiciones por moléculas de agua "no-esenciales”,
0 aniones del medio (31)).



15 o Naturaleza de los enlaces.

Cualquier dlscusi&n acerca del papel de los Atomos 
métal, ya sea de importancia bioldgica o no, lleva inmedlata- 
mente a la necesidad de valorar la naturaleza del enlace entre 
el ^tomo métal y los grupos unidos (ligandos), naturaleza que, 
por su parte, esta en estrecha conexidn con el numéro de coor- 
dinaci&n y la estereoquimica. Es, pues, fundamental el conoci- 
miento de todos estos aspectos, asi como el de su r%laci6n con 
otras propiedades, en la interpretacidn de la estructura ..y 
reactividad de los complejos métal.

Craig y Nyholm (50) han basado la discusidn de estos 
enlaces metal-ligando en las propiedades atc5micas fundamenta- 
les de las configuraciones electrdnicas de los metales, en la 
naturaleza de los orbitales implicados, en sus potenciales de 
ionizaci6n 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 considora­
dos en las reacciones de iones métal con moléculas organicas: 
ionico y covalente (3)50,51). El enlace "ion-ién", que résul­
ta de la atraccién electrostatica entre dos iones con cargas 
opuestas, se manifiesta normalmente en la estructura de cris­
tal, si bien podria concebirse en ciertos complejos enziméti- 
cos cuya ordenacion fisica depende de la presencia de ciertos 
iones. Un segundo tipo de enlace electrostético, mas general! 
zado, es el enlace "ion-dipolo" (27), que résulta de la atrac-
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ci6n electrostatics entre el l(5n metal cargado positivamente 
y una molécula dipolar, permanente o inducida. Se conocen mu­
chos complejos ién-dipolo que implican iones metal, desde 
simples complejos del tipo MetHgO)^^ o Me(H20)|'*‘ a fonnas 
muy complejas como la del Pe en la hemoglohina. La capacidad 
de los iones metalicos para formar tales complejos ionicos 
aumenta, por lo general, con el llamado potencial ionico.

El enlace covalente precede de un “solapamiento" de 
los orbitales atémicos del atomo central (M) y los atomos li­
gandos (L), subdividiéndose en très clases. Si el "solapamien- 
to" tiene lugar en la llnea de los centres, se forma un enlace 
de tipo " cr ", en el que la densidad electronics es mayor a 
lo largo del eje internuclear verificandose el "solapamiento" 
en muchos casos entre el orbital de un par solitario del li­
gando y un orbital hibrido, dsp, del metal. Results asi que, 
dado un ion metal y un ligando L con uno o mas pares soli­
taries utilisables en la formacién del enlace, la atraccion 
del metal por los pares solitaries da lugar a varies tipos de 
enlace 0" con mas o menos participacion del enlace ionico o 
del covalente. (El enlace ionico, en realidad, puede ser con­
siderado como un caso extreme, altamente polar, del tipo (T ). 
Pero, si la formacién del enlace es el resultado de "solapa- 
mientos" latérales (orbitales del tipo *77 ) , se forma un enla­
ce "‘71 Ambos, a su vez, serén "ordinaries" o "datives", se­
gun que los electrones procedan de ambos atomos o de uno solo 
También es de considerar el enlace que implica el "solapamien­
to" de un orbital vacante CT del atome métal con un orbital 77



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

Por su parte, los enlaces T1 "datives" pueden ser de 
dos tipos. Un primer tipo cuando los ligandos tienen pares de 
electrones solitaries utilisables, en cuyo caso enlazaran con 
metales que tengan orbitales vacantes (los elementos de tran- 
sicién forman enlaces con tales ligandos), y un segundo tipo 
que implica la donacién de un par de electrones por el atomo
metal al ligando, lo que requiere un orbital vacio "d" o "p"
del mismo. (La formacién de enlaces dn— > p-n o d?;— d-Ti re­
quiere el uso de orbitales d del metal adecuadamente llenos. 
Estos orbitales "d" pueden dividirse en 2 tipos; primeramente 
los llamados "dĝ " (d^y, ^yz^ los pianos de los ejes
XY, XZ, YZ, entre las direcciones de los ligandos, y en se­
gundo lugar los "dy" (dp» d 2 g) & largo del eje Z en unJ X  X  — y
caso y del eje X e Y en el otro. Los d son los utilizados 
en la formacién de los enlaces (3,̂— p̂,̂  0 en los comple­
jos octaedricos).

En el caso de que sean los ligandos quienes tengan 
pares de electrones solitaries utilizables, los metales pue­
den ser divididos, a su vez, segun 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 segun que haya o no un orbital "d" vacio 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 numéro de coordinacién de 4, uti» 
ILzando en cambio los orbitales "d" puede aloanzarse un numé­
ro de coordinacién de 6. Los "d" (metales de transicién) pue­
den presentar también dos tipos de complejos metalicos, segiîn. 
que para la formacién del enlace utilicen orbitales "internos" 
(3d) 0 "externos" (4s y 4p é 4s, 4p y 4d).

Se considéra fundamentaLnente al numéro de coordina- 
cién como un refiejo del principio de electroneutralidad (ba- 
Dudo en la tendencia a la neutralidad eléctrica de la carga 
t'jtrl ) , y por tanto dicho principio résulta muy util para in- 
dicar el numéro y naturaleza de los enlaces entre el métal y 
los ligandos. Sabido es que los iones pueden ser termodinâmi- 
CLimente estables en presencia de electrones ionizables de los 
1 gandos vecinos, bien por captacién total de los electrones 
del ligando (oxidacién) o bien por polarizacién de un mayor o 
menor numéro de ligandos segun su polarizabilidad, con la con- 
siguiente mayor o menor adquisicién de carga negativa de cada 
uno de ellos.

Craig y Nyholm (50) sehalan los siguientes factores 
como déterminantes del numéro de coordinacién;
a) numéro de oxidacién del atomo métal,
b) electronegatividad o carga efectiva nuclear del atomo metal
c) naturaleza de los orbitales de enlace utilizables, 
resumiendo, al mismo tiempo, en las siguientes generalizacio- 
nes los numéros de coordinacién preferidos por un métal:
1) Los numéros de coordinacién mas altos van generalmente aso­

ciales a los complejos catiénicos, y los mas bajos a los 
uni énicos.



2) Los numéros de coordinacién mas altos derivan de los mayo- 
res numéros de oxidacién.

3) Los numéros de coordinacién disminuyen al aumentar la pola­
rizabilidad del ligando.

4) Los mimer08 de coordinacién disminuyen al aumentar el poder 
de polarizacién del atomo métal, variando entre 4, para 
los olementos del primer periodo, 6, para el periodo segun­
do, y 8, en los ultimes périodes. Hasta hace poco no se ha- 
bian reconocido numéros de coordinacién superiores a 6 en 
el primer periodo largo.(Probablemente sea interesante des­
tacar que todos ellos proceden de quelatos o ligandos de 
campe débil). El numéro limite de 4 para el primer periodo 
se puede explicar desde el punto de vista del tamano del 
ién métal (solamente 4 pares de electrones de enlace pueden 
aproximarse a estos elementos sin repulsiones interelectré- 
nicas entre los pares de enlace <T ) o teniendo en cuenta 
los orbitales utilizables (los 4 orbitales 2s 2p^ de estos 
elementos forman un tetraedro).

A este respecto, es interesante senalar la relacién 
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 ién métal forme taies enlaces hibridos 
équivalentes, segun las diferentes categorias de orbital que 
se combinen; asi la hibridacién de un orbital s y 3 orbitales 
p da 4 enlaces sp^ de la misma naturaleza. Para nuestros fines, 
el aspecto mas importante de la hibridacién de enlaces es la 
dependencia de la estabilidad del enlace del anguio que forma.



I.e., los 4 enlaces sp^ équivalentes se dirigen a los verti­
ces de un tetraedro formando ângulos de 109,47 También un 
orbital s, dos p y uno d dan lugar a 4 enlaces équivalentes

o  ̂ 3(dsp ), al go mas fuertes que los enlaces sp , y ̂ dirigidos a los 
vertices de un cuadrado formando angulos de 90 ° en un mismo 
piano. Otra hibridacién comun en los enlaces de los metales 
implica dos orbitales d, uno s y très p ; los 6 enlaces asi 
formados (d^sp^) se dirigen a los vértices de un octaedro.

En consecuencia y segun hemos visto, de acuerdo con 
el tipo de hibridacién de enlaces al que un métal est4 prédis- 
puesto el ién métal tendera a combinarse con un numéro maximo 
de simples ligandos. Algunos iones son también capaces de ex­
po rimentar un cambio de una foima a otra, dando lugar a dife­
rentes complejos en los que parte de los ligandos estan unidos 
mas fuertemente que otros. Bjerrum (35) definié asi el término 
"numéro de coordinacién caracterlstico", Z, como el numéro de 
los primeros ligandos enlazados mas firme y unifornemente.

Einalmente y en relacién 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
taries) que pueden ser considerados como hibridizados con los 
anteriores. c) "Electrones enlazantes" que forman enlaces Ti .
d) "Electrones no-enlazantes" que no estæi hibridizados con los 
de a) pero que pueden afectar indireetamente a la estereoquimica

En la siguiente Tabla se recoge una serie de caracte­
risticas de los iones métal, de acuerdo con los aspectos ante- 
riormente considerados (50);
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2. METALOENZIMAS





2. METALOBNZBiAS; nomenclatura y clasificacién.

Puede considerarse que el vocable metaloenzima en- 
cierra una defiriicion pur am ente operacional, en el sentido de 
Bridgman (52). Esta definicién agrupa a aquellos enzimas aso- 
ciados con metales que pueden ser objeto de ciertos estudios 
expérimentales comunes, sin presuponer diferencias en cuanto a 
la funcion, composicion o estructura, entre los verdaderos me­
taloenzimas y el grupo de los llamados complejos metal-enzimas.

Dado el caracter polar de las cadenas latérales de 
las proteinas, es logico que los iones metales produzcan efec­
tos destacados sobre la actividad catalitica de las mismas. 
bin embargo, sus interacciones pueden oscilar desde efectos de 
débil fuerza ionica (formando complejos metalo-proteinas, que 
incrementan la estabilidad del enzima) hasta asociaciones al­
tamente especificas, en las que el ion metal participa de un 
modo esoncial en el mecanismo de catalisis. Esta diferente 
fuerza de union entre el métal y el enzima es la base de la di­
vision operacional que origina los dos grupos de metaloenzimas 
aludidos, cuyas caracteristicas expondremos brevemente;
(A) Enzimas con los metales enlazados fuertemente, que no re- 

quieren la adicion de iones metales al medio de ensayo, no 
influyendo, por otra parte, dicha adicion en la actividad 
(salvo posibles inhibiciones o activaciones no-especificas)

(B) Enzimas con los iones métal disociables, siendo la activi­
dad funcion explicita de la concentracion de iones métal 
libres en solucion.

Los enzimas que pertenecen al primer grupo pueden ais-



larse con el metal totalmente ligado a la protefna, y un crite- 
rio riguroso para définir la funcidn metaloenzima se obtiens 
observando el contenido del metal en relacidn con la actividad 
y pureza de la proteina, en los sucesivos pasos del process de 
preparacidn. En los enzimas del segundo grupo, por otra parte, 
el metal se disocia mas facilmente; esto lleva a una perdida 
de actividad, y la significacidn bioldgica de los metales se de­
duce tradicionalmente, en estes cases, de las medidas de la ac- 
tivacidn catalitica por los iones metal, o de su inhibicidn por 
agentes secuestradores de los mismos.

Es de notar que esta terminologia de Malmstrom y Ro­
senberg (49) difiere de la de Vallee (53)» quien no incluye el 
segundo grupo entre los metaloenzimas. La posicidn de Vallee 
presupone diferencias en el papel del metal en los dos grupos, 
diferencias que tal vez existan pero que no deberan ser discu- 
tidas hasta que se tenga un conocimiento mas exacte del méca­
nisme de accion de los metales (54).

Las revisiones realizadas en los ultimes arlos sobre 
las diferentes funciones de los metales en la catalisis enzi- 
matica (3>11>49>53>55>60) se refieren fundamentaimente a los 
enzimas que contienen el métal enlazado fuertemente, ya que los 
dates expérimentales de este grupo se consideran mas definiti­
ves. Es mas escasa la informacion sobre les enzimas con ion- 
metal disociable; la falta de dates obtenidos en condiciones 
rigur0samente controladas dificulta esa informacion.

No obstante> los progresos realizados en la purifica- 
cion de proteinas, en el estudio de sus complejos con metales, 
y en la cinética de los enzimas iian influido sobre este campe 
de investigacion, iniciandose una nueva revision de los prime- 
ros trabajos a la luz de los criterios valides en el présenta.



21. Enzimas con ion-metal disociable,

Habitualmente se denomina a estes enzimas “enzimas 
activados por ion métal", aunque este témino se preste a con- 
fusiones. El ion métal, en estes cases, no debe ser considéra­
is corne un activador sine como un coenzima, de acuerdo con la 
definicion original de coenzima dada por Duelaux: "una sustan- 
jia dializable necesaria para la actividad del enzima".

Como ha sehalado Malmstrom y Rosenberg (49), un en­
zima no podrà ser clasificado entre los activados por ion me­
al tan solo porque su actividad aumente con la adicion de io- 

:.es métal al medio de ensayo. Este criterio es necesario pero 
- 0 suficiente, ya que, como antes hemos apuntado, el ion métal 
uede influir en la velocidad de la reaccion sin jugar un pa- 
3" esencial en el mécanisme de la misma; en general, debe 

: accise un estudio complete de la cinética de la reâccion y 
de la estabilidad de los complexes postulados, para poder de- 
mostrar que los efectos representan activaciones verdaderas.

De los diverses tipos de activaciones no-especifi- 
cas, la fuerza ionica o los efectos electrostâticos son, por 
lo general, faciles de excluir, dado que siguen leyes cinéti- 
cas diferentes de las que rigen las verdaderas activaciones. 
Sin embargo, hay otros efectos que se prestan mas facilmente 
a confusion, a saber: la separacion de un inhibidor y la es- 
tabilizacion de la proteina, en soluciones diluidas, por los 
iones métal, inconvenientes que pueden evitarse utilizando 
concentraciones elevadas de enzimas purificados, siempre que



las técnicas rapidas requeridas por dicho motivo sean asequi- 
bles.

Malmstrom y Rosenberg (49) ban subrayado tambien qua 
en el estudio de los enzimas activados por ion metal no se exige 
que la velocidad de la reaccién sea igual a cero en ausencia 
del metal. De hecho, muchas reacciones bioquimicas tienen l u ^ r  
a velocidades medibles aun en ausencia de catalizadores; la mi- 
sion de un enzima, después de todo, no es iniciar la reaccion 
sino actuar sobre el rnecanismo de la misma. En consecuencia, 
la actividad residual en ausencia de métal no impide a un en­
zima ser un metaloenzima. Ahora bien, si en algunos casos la 
actividad de esta clase de enzimas no desaparece necesariamen- 
te con la separacion compléta del ion métal, debe, sin embar­
go , ser posible en la mayoria de los casos obtener una activi- 
d igual a cero o menor que la sensibilidad del método de me- 

c da. (Esto no implica contradiccion con la definicion de cata- 
l '.zacior, ya que la mayoria de las reacciones bioquimicas ter- 
modi^amicamente posibles son, por razones de cinética, extre- 
madamente lentas en ausencia de catalizador).

La discusion precedente indica la gran precaucién 
que debe observarse antes de définir a una proteina dada como 
un enzima activado por ion métal. Solo cuando se cumpla una 
serie de criterios rigurosos puede atribuirse a un ion métal 
la funcion de coenzima. Sin embargo, en los casos en que la 
velocidad de reaccion aumenta considerablemente con la adicion 
de ion métal, es una hipotesis de trabajo razonable suponer 
que el ion métal actua como coenzima, aun cuando la discusion



final deba supeditarse a una investigacién mas compléta del 
tipo indicado (49). .

Dentro del grupo de enzimas con ion-metal disocia­
ble 0 activados por ion métal y para un estudio de especifici- 
dad de metales e interpretacién de la probable participacién 
de los mismos en el mécanisme de accion enzimatica, hemos se- 
leccionado a la 2-oxoacido carboxi-liasa o piruvico descarbo- 
xilasa (PDG), que ya habia sido objeto de previas investiga- 
ciones en este Departamento. Su interés, por otra parte, es 
obvie, dado que actua sobre el acide piruvico, metabolite fun­
damental de los glucides y centre de concurrencia de estes 
principios inmediatos, con los lipides, y protides, en las 
reacciones anabolicas y catabolicas.



211. PIRUVICO DESCARBOXILASAi general!dades.

La piruvico descarboxilasa fue descubierta en 1910. 
Neubauer y Promherz(61) observaron que la levadura podia con­
vertir el âc. p-hidroxifenilpiruvico en p-hidroxifeniletanol, 
indicando que, de analoga manera, a partir del âc. piruvico 
se formaria etanol y que el primer paso de dicha conversion 
séria la descarboxilacion del âc. piruvico a acetaldehido y 
COg. Simultaneamente Neuberg et al. (62-66) iniciaron una se­
rie de estudios en torno a la accion de la levadura sobre dis- 
tintos compuestos organicos, y observaron que muchas sustan- 
cias que no podian ser clasificadas como hidratûs de carbono 
eran, no obstante, utilizadas por la levadura con produccion 
de anhidrido oarbonico. En vista de estes 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 âc. piru­
vico es transformado por la levadura en acetaldehido y GO2 

GH3 -GO -GOGH ---^  GHj -GHO 4 GO2

y denominaron "carboxilasa" al enzima responsable de esta 
reaccion.

Los termines de la ecuacion fueron comprobados por 
Krebs y Roughton (68) , quienes estudiaron la cinética de la 
descarboxilasa en ausencia y en presencia de la anhidrasa car­
bonisa, y llegaron a la conclusion de que el GO2 es el produc- 
to primario de la descarboxilacion enzimatica del piruvato, y 
no el HGO3 ni el C03H2 ,como suglrieran Gonway y MacDonall(69)•



En 1932 Auhagen (70-72) encontro que la descarboxi­
lasa requiers ; para ser activa, dos factores: un métal, Mg, 
y un compuesto termostable de naturaleza organisa, al que de- 
nomino "codescarboxilasa", y cuya estructura de pirofosfato 
de tiamina fue posteriormente establecida por Lohmann y 
dchuster (73,74).

La piruvico descarboxilasa se encuentra ampliamente 
distribuida; hallada én.‘la levàdüra simültaheâmente por Neu­
bauer y Eromherz (6l) y por Neuberg et al. (62-67), posteriores 
investigaciones Lan demostrado su existencia tanto en hongos 
como en bacterias y plantas superiores. Asi Anderson (75) en­
contro esta actividad en semillas de guisante; Zeijlemaker ■(76) 
en avena; Bunting y James (77) en cebada; Dickens y Weil- 
italnerbe (78) y Cohen (79) en habichuela; Horowitz y Heegaard 
(80) en guisante; Mee (8l) en soja; G-uzmân-Barron y colabora- 
dores (82) en patata; Sakaguchi et al. (83) en Rhizopus; Tytell 
y Oould (84) en Fusaria, y Cohen y Cohen-Bazire (85), Clifton 
(86), Kobel y Neuberg (87) y King y Cheldelin (88) en bacte­
rias. Cuzman-Barrén y colaboradores (89) han estudiado la dis- 
tribucion de la descarboxilasa en el interior de las células 
de levadura, sehalando que el enzima debe estar situado en la 
region central, alejado de la membrana celular.

Como fuente de preparacion de la piruvico descarbo­
xilasa suele tomarse, bien la levadura de cerveza, bien la de 
panaderia. Erecuentemente se han utilizado preparaciones cru- 
das obtenidas por extraccion de la levadura con tampon fosfa-



to, incluso en determinacionea cuantitativas de âoido piruvi­
co, Estas preparaciones ofrecen, no obstante, el inconvenien- 
*-i de la presencia de fosfatasas y fosforilasas, entre otros 
enzimas interférantes, presencia que venla siendo inhibida, 
en general, mediants la adicion de tiamina y yodoacetato, los 
cuales, por sus efectos activadores e inhibidores sobre la 
misma descarboxilasa, dificultaban la reproduccion de los re­
sultados. Numerosos inVestigadores han conseguido purificar el 
enzima, destacandose por el grado de purificacién obtenido las 
preparaciones de Kubowitz y Luttgens (90), y Green et al.(91), 
y, posteriormente, las de Holzer et al.(92), quienes lograron 
por primera vez la cristalizacion del enzima. De la Fuente(93) 
ha introducido modificaciones en el método de Green -uno de 
los mas generalizados- incrementando el rendimiento en acti­
vidad enzimatica 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 âc. sulfurico concentrado.

El aislamiento, a partir de la levadura, de la co- 
descarboxilasa en forma altamente purificada permitio demos- 
trar en 1941 (90,91) que la piruvico descarboxilasa era un com­
puesto proteina-difosfotiamina-magnesio. La descarboxilasa mas 
pura obtenida por Green, Herbert y Subrehmanyan (91) dio un 
contenido de 0.46fé de pirofosfato de tiamina y 0.13^ de Mg 
(correspondiente a 5 atomos de Mg por molécula de co-descarbo- 
xilasa). Si se supone que cada molécula de enzima solo contie-



ne una de pirofosfato de tiamina, se obtiene un peso molecular 
de 92,000. Un peso molecular de 75.000 fue publicado simulta- 
neamente por Kubowitz y Luttgens (90), quienes, sin embargo, 
encontraron 1 atomo-gramo de Mg por mol de pirofosfato de tia­
mina. Lado, no obstante, el enfonces escaso conocimiento de la 
fraccion proteica, no debe darse mucha validez a estos valores. 
Calcules basados en dates obtenidos por ultracentrifugacion 
permitieron a Melnick y Stern (95) obtener un peso molecular 
de 141.000, utilizando carbonil-hemoglobina comô standard in­
terne, y posteriormente a Koike et al. (96) el valor, aun su­
perior, de 183.000, aproximadamente de acuerdo con el de 
175.000, y un contenido de 3 é probablemente 4 pirofosfatos 
de tiamina por mol de enzima, publicado recientemente por Ull­
rich, Wittorf y Gubler (97) y deducido de los dates obtenidos 
por sedimentacion en la ultracentrifuga analitica y por cen- 
trifugacion en la preparativa. (Como referencias internas stan­
dard se utilizaron gradientes de densidad de sucrosa y catala- 
sa y glucosa oxidasa, proteinas de peso molecular bien conoci- 
do). El tratamiento con urea (97) no dio lugar a la disocia- 
cion de la piruvico descarboxilasa en subunidades, si bien in­
cluso pequehas concentraciones de urea provocaron una desna- 
turalizacion casi irreversible del enzima con liberacion par- 
cial 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 maximo a pH 6.



La maxima actividad descarboxilasica corresponde a un pH 6.0- 
6.2, coincidiendo con el de estabilidad maxima. Estos mismos 
autores han sehalado en pH 5-1 el punto isoeléctrico de la 
descarboxilasa parcialraente purificada. Melnick y Stern seha- 
laron, asimismo, que en extractos de levadura la descarboxila­
sa sedimenta al ser sometida a un campo de 40.000 g, y que en 
ensayos electroforéticos a pH 7.2 el enzima acompaha a la frac­
cion de movilidad media. Aldous y Stewart (98) han investigado 
ei ef^cto de los rayos Rdntgen sobre la descarboxilasa, encon- 
trando que, segun las condiciones, es inactivada en un 30-45^. 
Ueuberg y Rosenthal (99) sehalan que temperaturas superiores 
a 50° inactivan también el enzima.

Dada la intervencion decisiva de la piruvico des­
carboxilasa en el metabolismo celular, se ha estudiado exten- 
. imente el problema de la inhibicion, habiéndose encontrado 
un gran numéro de inhibidores de este enzima, distintos en su 
estructura y en el mécanisme de accion, que por sus efectos 
pueden dividirse en: a) competidores con el coenzima (pirofos­
fato sodico (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) réactivés de grupos -SH (Ag, Ou, Hg, Sb, Pb, Be, Au (91,95, 
111,112), derivados de naftoquinonas (113, 114), arsenicales 
trivalantes (115), ac. yodoacético (116,117) y p-cloromercuri-



benzoato (117); y d) otras formas de inhibicion (cloroformo 
(118), cianuro potasico (119), bisulfito (120), salicilatos 
(121,122), dinitrofenoles (123), colorantes azoicos canceri- 
genos (113,124), antibioticos (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(l12) 
sehala, sin embargo, que, cuando la accion de los cationes se 
eetudia sobre descarboxilasa no purificada, se observan efec­
tos secundarios, debidos a la activacion de inhibidores o a 
la proteccion del enzima contra ellos. Ochoa y Peters (128) 
observaron que la tiamina era activador de la descarboxilacion 
en extractos sin purificar. Lipton y Elvhjem (129) indicaron, 
a este respecte, que esta activacion 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 la difosfotiamina.

Aunque el âc. piruvico es el sustrato natural de la 
descarboxilasa, el enzima actua igualmente sobre una amplia 
variedad de -cetoâcidos. Neubauer et al. (62,63,64,67) indi­
caron que tan solo aquellos cetoâcidos capaces de formar eno- 
les eran descarboxilados por el enzima. Posteriormente, sin 
embargo, Neubauer y Minard (132) hallaron que el âc. o^-qui- 
noleinpiruvico enolizable no era descarboxilado, no siendo su­
ficiente, por tanto, esta condicion para la fermentabilidad.



Long y Peters (133) sugieren que la capacidad de los -ceto­
âcidos como sustratos del enzima disminuye al aumentar la ca- 
dena de carbonos, siendo no obstante sustratos, ademas del pi­
ruvato, numerosos o<-cetoâcidos -monoalkil y dialkilados 
(incluyendo el ac. ciclo-hexil-glioxilico y fenil glioxilico 
(134)). La afinidad y la velocidad de reaccion son influencia- 
das en direcciones opuestas por el efecto inductive del grupo 
en posicion . Los trabajos de Kobayasi (135), con los ex- 
xractos crudes de levadura, y los de Green et al. (91), con la 
descarboxilasa purificada, confirman la hipotesis de Long y 
Peters. Uno de los pocos -cetoâcidos que no actua como sus­
trato es el ac. glioxilico (136). El ac. glioxilico, en reali­
dad, es descarboxilado pero no hay separacion del aldehido, de 
manera que‘el coenzima queda bloqueado. La explicacion radica 
en la gran estabilidad del enlace C-C que ha de romperse 
(Kg = 5.0 10"^). Por su parte Gale (137), analizando una serie 
de analogos estructurales del ac. piruvico concluye que el ca- 
racter inhibidor del anâlogo requiere la existencia del frag­
mente bâsico de 3 carbonos del âc. piruvico, con el grupo 0/-ce 
tocarboxilico inalterado. Asi, las sustituciones en el atomo ̂
( -cloropiruvato, fenilpiruvato, o-nitrofenilpiruvato, p-hi- 
droxifenilpiruvato, cetomalonato y glioxalato, con la excepcion 
del -cetoglutarato, âc. oxanilico y butandiona) dan lugar a 
los inhibidores mas potentes, mientras que las sustituciones 
en el oxigeno cetonico (propionate, o< -Cl- o Br-propionato y 
fenilalanina) 0 en el carbono carboxilico (acetamida y oxamato)



dan lugar a compuestos sin actividad inhibidora. Los resulta­
dos parecen indicar que el inhibidor se combina con el sitio 
activo del enzima, sugiriendose que el verdadero inhibidor 
pueda ser el aldehido correspondiente a cada anâlogo.

Componentes de la piruvico descarboxilasa.

Como ya hemos visto, se ha demostrado que la piruvi­
co descarboxilasa, aislada de la levadura y en forma altamente 
purificada, es un complejo proteina-magnesio-difosfotiamina.
La descarboxilasa mâs pura obtenida por Green, Herbert y Su­
brahmanyan (91) contiene 0.46^ de pirofosfato de tiamina y 
0.13^0 de Mg, correspondiente a 5 âtomos de Mg por molécula de 
co-descarboxilasa, para un peso molecular de 92.000. Kubowitz 
y Lûttgens (90) han encontrado un âtomo gramo de Mg y un mol 
de pirofosfato 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 o probablemente 
4 pirofosfatos de tiamina por mol de enzima.

Dichos componentes estân firmemente ligados a pH 6. 
Kubowitz y Lûttgens (90) hallaron que podia dializarse el en­
zima a 0°, contra etanol al 18^ en agua, sin disociacion o 
pérdida de actividad. Sin embargo, a pHs superiores a 8 el en­
zima se escinde, mâs o menos totalmente, sin que la proteina 
se desnaturalice, de tal modo que, si se précipita con sulfa- 
to amonico, puede ser separada del Mg y de la co-descarboxila-



sa que quedan en solucién. Si una vez disociado el enzima, a 
dicho pH, se lleva la solucion a pH 6, sin separar ninguna de 
las partes, la mezcla résultante es inactive; sin embargo, es 
posible obtener un 85?̂  de la actividad inicial si se agrega un 
gran exceso de ambos componentes termostables (138).

Esta disociacion y posterior recombinacion del enzi­
ma , a partir de la proteina enzimatica liberada del enzima na­
tural, sugiere la posibilidad de realizar estudios que inclu- 
yan, por una parte, valoraciones exactes de co-descarboxilasa 
tanto en mezclas sintéticas de esteras fosforicos como en ex­
tractos de origen biologico y, por otra, estudios sobre la na- 
turaleza de la descarboxilacion basados en la interpretacién 
del papel del metal en el sistema enzimâtico. Muchos han sido 
los trabajos realizados sobre la valoracion enzimatica de la 
co-descarboxilasa; esta insistencia en el problema refieja cia- 
ramente la insatisfaccién 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 évidente, pues, que tanto en la valoracion enzi­
matica de la co-descarboxilasa como en los estudios de recombi- 
nacién, ha de aplicarse el maximo ouidado a la preparacién de 
una apo-descarboxilasa pura, de gran sensibilidad y actividad 
constante.



2111. Apo-descarboxilasa: generalidadea.

Se extrae, en general, de la levadura de cerveza, 
que es el material mâs rico y mâs fâcilmente 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 lavados del polvo de levadura de 
cerveza con tampon fosfato alcalino (141,142). Para suprimir 
el "efecto Ochoa", Westenbrink y colaboradores proponen ahadir 
a la preparacion enzimâtica un gran exceso de tiamina; en estas 
condiciones la co-descarboxilasa preformada muestra su activi­
dad mâxima y no es activada por la tiamina contenida en las so­
luciones en las que se quiere valorar la co-descarboxilasa. La 
preparacién del apofermento, segun el metodo de Westenbrink et 
al., no da, sin embargo, resultados satisfactorios.

Weil-Malherbe (143), basândose en los datos de Axma- 
cher y Bergestermann (111), ha preparado, a partir de polvo de 
levadura, una fraccion proteica que contiene la descarboxilasa, 
empleando el método de Warburg y Christian (144) para eliminar 
el cofermento. La obtencion del apofermento, segun la modali- 
dad de Weil-Malherbe, proporciona ciertamente un método mâs 
sensible, pero la fraccion proteica puede fosforilar la tiami­
na en presencia de ATP. Como las soluciones a valorar contie­
nen todavia ATP y tiamina, puede producirse una sintesis de co- 
descarboxilasa que falsee los resultados. En algunos casos se 
évita la fosforilacion de la tiamina con iodoacetato, pero, 
dado que actualmente se reconoce a la descarboxilasa como un



enzima sulfhidrilico, inhibido por iodoacetato, parece razona­
ble excluir a éste de los sistemas de ensayo de la difosfotia­
mina. Leuthardt y Nielsen (141) consiguieron eliminar comple- . 
tamente el enzima fosforilante por fraccionamiento con sulfa- 
to amonico; por este procedimiento se obtiene una solucion en­
zimâtica de la que ha sido eliminada la transfosforilasa, pu- 
diendo trabajarse incluso en presencia de 10 ^ de tiamina y 
2 mg. de ATP sin mâs formacion de co-descarboxilasa que la com- 
prendida en los limites de error del metodo.

Kubowitz y Lüttgens (90), y Green et al. (91), par- 
tiendo de una descarboxilasa de gran pureza, aportaron tambien 
un metodo de preparacion de apo-descarboxilasa, y posteriormen­
te se han multiplicado los intentos de separaciân de esta pro­
teina enzimâtica en condiciones satisfactorias (94, 146,147, 
148). Boffi, Lucarelli y Bucci, en una serie de trabajos (149- 
151) relacionados con la determinacion enzimâtica de co-descar- 
bo3(ilasa, han tratado de obtener una preparacion de apo-descar­
boxilasa de actividad constante, siguiendo en la preparacion 
un metodo anâlogo al de Green et al. La mayor pureza del apo- 
enzima les ha llevado a determinar las condiciones âptimas de 
valoracion y la influencia de varios factores sobre la activi­
dad de la descarboxilasa reconstruida; sin embargo, en su ul­
timo trabajo (151) afirman que el problema de la determinaciân 
de co-descarboxilasa en liquides biologicos no estâ completa- 
mente solucionado, entre otros motives, por no ser posible la 
preparaciân de una apo-descarboxilasa de alta pureza y activi­
dad constante.



Por nuestra parte, en la realizacién del presente 
trabajo hemos conseguido poner a punto un metodo propio de 
preparaci&n de apo-descarboxilasa totalmente pura, cuya efica- 
cia hemos podido confirmer plenamente, como consecuencia del 
detallado estudio realizado acerca de las condiciones éptimas 
de preparacidn del citado apoenzima. En la actualidad podemos 
obtener facilmente, en 1 hora, aproximadamente, preparaciones 
de esta proteina no sdlo de gran pureza sino también altamen­
te sensibles y de actividad reproducible.

Grupos de la protefna con probable participacion en la activi­
dad catalitica; papel de los grupos -SH en el mécanisme enzi­
mâtico de la piruvico descarboxilasa.

De entre los grupos polares de las moléculas de pro- 
tei :.s, los grupos -SH han demostrado jugar un papel especial- 
mente importante en numerosas reacciones biologicas. La piru­
vico descarboxilasa, como la mayoria de los enzimas del meta­
bolismo del âcido piruvico (152), se considéra incluida en el 
grupo de los tiol-enzimas, si bien varios trabajos prelimina- 
res (91,153-157), algunos de ellos contradictorios, sehalaron 
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 anâlisis sistemâtico del 
efecto de los diferentes tipos de detectores de tioles (agen­
tes formadores de mercâptidos, agentes alquilantes o agentes



oxidantes) sobre la descarboxilasa de levadura altamente puri­
ficada, realizado por Stoppani et al. (156), quedé demostrado 
el carâcter tiol del enzima, con la participacién de dicho 
grupo en la catalisis de la descarboxilacion del piruvato. 
Stoppani (158), asimismo, destacé el efecto protector de este 
ultimo -posteriormente confirmado por Kanopkaite (159) y muy 
recientemente por Schellenberger et al. (l60)-, sugiriendo que 
la interferencia del piruvato y de los reactivos -SH puede ser 
explicada, bien por reaccion del sustrato e inhibidor con el 
mismo grupo del enzima, bien con dos grupos colocados suficien- 
temente cerca, de modo que la combinacion del piruvato con uno 
de ellos haga al otro inaccesible al inhibidor y viceversa.
Este ultimo mécanisme résulta improbable, en cuanto que el 
o-iodosobenzcato no forma compuestos estables con el grupo -SH 
y , por tanto, en la piruvico descarboxilasa oxidada por este 
agente no existiria ningun impedimento espacial para que la 
reaccion con el piruvato no tenga lugar. Debe enfonces con- 
cluirse que un grupo -SH es esencial para la formacién del com­
plexe piruvato-descarboxilasa, perteneciendo dicho grupo al 
tipo "lento" descrito por Barron (152), ya que es mucho mâs 
sensible a los metales que a los agentes oxidantes y alquilan­
tes. La existencia de este grupo proporciona una importante 
base para la interpretacion de la descarboxilacion enzimâtica 
y, en este sentido, debe indicarse que el piinvato reacciona 
con tioles para formar mercaptales (161) fâcilmente descarbo- 
xilables por metales pesados (l62). Schellenberger et al.(160)



han demostrado recientemente la formacion de im hemiacetal 
entre la cistefna y el piruvato (R = OH^)

COp COp
I i0=0 4 CyS“H ——^  CyS — 0 — OH
I I
H R

mientras que, por razones estericas -segun los modelos de 
Stuart-, el trimetil piruvato (R = OlCH^)^) no puede formar- 
lo. Esto explicaria el hecho de que dicho compuesto no sea 
descarboxilado ni actue como inhibidor competitivo de la pi­
ruvico descarboxilasa (212). Los resultados de Schellenber­
ger et al. (160) sugieren también que los sitios de enlace 
para el coenzima y Mĝ "*" en el apoenzima es tan inicialmente li­
bres y distantes de los del sustrato (de acuerdo con lo que se 
habïa supuesto partiendo de medidas cinéticas (236), y sola- 
mente después de la recombinacion para formar el holoenzima 
expérimenta el apoenzima una reestructuracion que situa a la 
cistefna en el centre activo.

Meyer (l54) habia apuntado que la funcion del -SH 
en la descarboxilasa era enlazar el apo- y el coenzima, ba­
sândose en la proteccion de la apo-descarboxilasa (preparada 
por lavado alcalino de la levadura) mediante co-descarboxila- 
sa frente a los reaotivos de los grupos -SH. Los resultados 
de Stoppani (158) ni confirman ni desaprueban esta tesis, da­
do que, a pH 6,0, la pimivico descarboxilasa purificada pare­
ce ser un compuesto no-disociable (90,91), pero, en cualquier 
caso, si la co-descarboxilasa, Mg y proteina estuvieran unidos



vor un enlace sulfure, este -SH potencial no habria de ser 
importante para las propiedades cataliticas de la descarboxi­
lasa en su medio fisiologico, que es aproximadamente pH 6.0- 
6.3 (163). En desacuerdo con Meyer estân, por otra parte, los 
trabajos de Kanopkaite (159) sobre la proteccién de la apo- 
descarboxilasa contra el efecto inhibidor de los reactivos del 
grupo tiol, mediante co-descarboxilasa; dichas experiencias 
Iracasaron, concluyendo sus autores que la co-descarboxilasa 
y el inlii bidor se conjugan con diferentes grupos de la pro­
teina enzimâtica y, en consecuencia, que los grupos -SH que 
intervienen en la descarboxilacion del âcido piruvico por des­
carboxilasa de levadura, pertenecen exclusivamente a la parte 
proteica (apoenzima) de la molécula enzimâtica.



2112. Oo-descarboxilasa: general!dade3.

Se conocen hoy una serie de reacciones enzimaticas 
que requieren tiamina en la forma de pirofosfato (TPP)

NHp
I

Nï ;-C - CHp- N.-C-CH:, OH OH
I II ^ 11'  11 ^ I I

H;,C-C(, ‘OH HO'/C-CH9-CH5-O-P-O-P-OH
^ II II

0 0
como coenzima. Pueden considerarse estas reacciones incluidas 
dentro del tipo de las caracterizadas por una ruptura inicial 
del sustrato en el enlace carbono-carbono adyacente al grupo 
carbonilo (I64) y en las que el sustrato remanente permanece 
unido al TPP siendo posteriormente transferido a un aceptor 
ecpecifico que depende de la naturaleza del enzima.

Las mas representativas de estas reacciones, en 
las que la ruptura inicial implica la liberacion de dioxido 
de carbono (descarboxilaciones), son: descarboxilacién simple 
y descarboxilacion oxidativa del ac. piruvico y de una varie­
dad de vX -cetoâcidos, y conversion del ac. piruvico en ace- 
toina. (Existe incluso una semejanza entre estos sistemas y 
la reaccion transcetolasica dependiente tambien del TPP).
Estos diferentes tipos de reacciones pueden ser representados, 
esquematicamente, como sigue:

, 94 H+ . GHi-C-H 4 COo
0 0 

CHj-C-COQ- 4 TPP — ^ Intermediarios 4 1/2 O9 ̂ CH^-C-O" 4 CO2
4 CH^CgO 0 QH

CH3—C—Ç—CH34CO2



Como nuestro objetivo no requiere una exposicion com­
pléta del coenzima, desde el punto de vista de su naturaleza, 
distribucién, sfntesis, valoracién, funcién fisiolégica, etc., 
nos referiremos brevemente a ello, remitiéndonos a las revisio­
nes existentes (165,166) y centrando simplemente nuestro inte­
rés en la presentacion de la linea evolutiva que han seguido 
los estudios sobre la participacion de este coenzima en los 
procesos de descarboxilacion de los cA -cetoâcidos, concreta- 
mente sobre su participacién en el mecanismo de accion de la 
2-oxoâcido carboxi-liasa o piruvico descarboxilasa.

Segun ya hemos dicho, fue en 1932, con los trabajos 
de Auhagen (70,71,72) -que demostraron la desaparicion de la 
actividad descarboxilâsica de la levadura por lavado alcalino 
y la recuperacién de dicha actividad por adicion de los liqui- 
dos de lavado 0 de un extracto de levadura hervida- cuando 
surgi0 el interés por el conocimiento de la co-descarboxilasa. 
Dos eran los factores actives en los extractos ahadidos: uno 
inorgânico y otro orgânico, de naturaleza termostable, que se 
encontraba tanto en la levadura como en tejidos animales. Este 
factor orgânico recibio el nombre de "cocarboxilasa" y el pri­
mer indicio sobre su composicion lo dio Simola (167) al demos- 
trar que las preparaciones de la co-descarboxilasa de Auhagen 
tenian actividad de vitamiha y que los tejidos de animales 
alimentados con una dieta carencial de esta vitamina contenian 
menos co-descarboxilasa que los de aquellos cuya dieta 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 oristalino y demostraron que 
era un ester pirofosférico de la vitamina Este desoubrimien^ 
to fue de singular importancia, ya que el trabajo de Peters y 
colaboradores (168,169) en Oxford habia demostrado que la tia­
mina estaba relacionada con el metabolismo del âc. piruvico en 
los tejidos animales. Posteriormente se demostro que el deriva- 
do difosforilado era la forma activa de la tiamina, actuando 
como grupo prostético de los enzimas relacionados con la des­
carboxilacion de X-cetoâcidos (170,171 ,172).

Como hemos visto también, el aislamiento, a partir 
de la levadura, de la co-descarboxilasa en forma altamente pu­
rificada permitio demostrar en 1941 (90,91) que la descarboxi­
lasa piruvica era un compuesto proteina-difosfotiamina-Mg. La 
descarboxilasa mâs pura obtenida por Green, Herbert y Subrah­
manyan (91) dio un contenido de 0.46^ de pirofosfato de tia­
mina y 0 . 1 de Mg (correspondiente a 5 âtomos de Mg por mo­
lécula de co-descarboxilasa para un peso molecular de 92.000). 
Kubowitz y Lüttgens (90), sin embargo, hallaron 1 âtomo-gra- 
mo de Mg por mol de pirofosfato de tiamina para 75.000 de pe­
so molecular. Y recientemente Ullrich, Wittorf y Gubler (97) 
han publicado un contenido de 3 o probablemente 4 pirofosfa­
tos de tiamina por mol de enzima (peso molecular =- 175.000).
Lado el escaso conocimiento que de la fraccion proteica exis- 
tia hace unos ahos, no debe concederse mucha validez a los va­
lores iniciales sobre el contenido de los componentes de la 
piruvico descarboxilasa; los datos obtenidos recientemente por 
ultracentrifugacion ofrecen una mayor garantfa.



21121. Mecanismo de accion.

Se ha expuesto un gran numéro de teorias para ex- 
plicar el papel catalitico de la tiamina. Suponen, en general, 
estas teorias que distintos fragmentos de su compleja molécu­
la representan el lugar activo de estas reacciones, habiéndo­
se desplazado el interés de los investigadores desde la frac- 
cién pirimidinica del compuesto a la tiazolica con un interés 
transitorio por el puente de unién metilénico. Son représen­
tantes de estas etapas a que acabamos de aludir:
12. Langenbeck (l73), con su teoria basada en la formacién, 

descarboxilacion e hidrolisis de las bases de Schiff ré­
sultantes de la condensacion inicial del grupo -NH2 de la 
cirimidina con el âcido piruvico. El origen de esta teo­
ria se encuentra en las experiencias realizadas sobre des­
carboxilacion no-enzimâtica, con modelos aminicos en me- 
dios no acuosos, que llevaron a Langenbeck a predecir la 
naturaleza aminica de la co-descarboxilasa incluso antes 
de que se reconociese su naturaleza quimica. Posteriormen­
te, sin embargo, no se ha otorgado validez absoluta a esta 
teoria, ya que ni la situacion electrénica del grupo amino 
de la pirimidina -de carâcter marcadamente inerte debido, 
sin duda, a fenomenos de resonancia-, ni la estabilidad 
del <v -iminoâcido la hacen posible (174,175). Conviene 
destacar, no obstante, el importante servicio prestado por 
Langenbeck al demostrar por vez primera la existencia d<̂ 
enlaces atomicos entre el catalizador y el sustrato.



22. Breslow (176), al postular que la reaccion de activacion 
podia ser resultado de la ionizacion del puente metiléni­
co que une los dos fragmentos conjugados de la molécula, 
y de la condensacion posterior del âc. piruvico con este 
grupo ionizado. Los estudios de descarboxilacion cataliza- 
dos por tiamina, realizados por Ingrahan y Westheimer(177), 
(178), con la ayuda de isotopos y que demostraron la ausen­
cia de ionizacion del puente metilénico, asi como los re- 
cientes de Schellenberger et al. (179) realizados con anâ- 
logos, han descartado plenamente esta hipotesis.

32. narrer (18O), Lipmann (181,182), Mizuhara et al. (183,184) 
y Breslow (185,186 ,187), con una serie de diferentes teo­
rias que situan en el anillo tiazélico el probable centro 
de la actividad catalitica de la tiamina.

Asi, Karrer (18O) ha sugerido que la tiamina podia 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 Lipmann (181,l82), basândose 
en la observacion de que el anillo tiazélico de la co-des­
carboxilasa podia ser reducido por hidrosulfito, ha admi- 
tido la posibilidad de que la difosfotiamina pueda jugar 
un papel en los procesos de oxido-reduccién funcionando 
como un transportador de electrones. El significado fisio­
logico de esta reaccién no estâ, 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 formacién de una pseudo-base de tiamina sobre el C2



de su anillo tiazélico. Confirmaron con sistemas no-enzi- 
mâticos, que el acetaldehido no es un intermediario, sino 
que existe mâs bien como un aducto con el TPP. Yatco-Man- 
zo et al. (189) han confirmado tembién estos resultados. 
Sin embargo, la naturaleza de este aducto no fue conoci- 
da, a pesar de los intentos de muchos investigadores por 
definirla, hasta que Breslow (186), basândose en estudios 
de intercambio de deuterio, sugirié un nuevo y convincen- 
te mecanismo de accion que implicaba la ionizacién del 
anillo tiazélico, a través de la pérdida de un protén del 
C2 , con la consecutiva foimacién de un "zwitterion"

—N"̂ — C — . —N"̂ — 0— ,Il II ,_ _  Il II + M
Este "zwitterion" représenta la especie catalitica, siendo 
su posicién ionizada el centi'o reactivo en las interaccio-

, inés con las moléculas que han de ser transformadas.
Las teorias de V/iesner y Valenta ( 190) y de Weil- 

Malherbe (191) pueden considerarse basadas en una combinacién 
de los mecanismo s de Langenbeck y Breslow, y Langenbeck y Lip­
mann, respectivamente.

Actualmente parece que el mécanisme propuesto por 
Breslow y confirmado posteriormente por De Tar y Weistheimer 
(192) es el mâs plausible entre los diferentes mécanismes su- 
geridos. Los argumentes en su favor, dados por el mismo Bres­
low (186,187), asf como p6r Metzler et al. (189,193,194), y 
Sykes et al. (195,196), radican, por una parte, en la demos-



tracion de la labilidad del hidrdgeno del O2 del anillo tiaz<5- 
lico -per medio de dates de resonanoia magnetica nuclear e in- 
frarroja y de reaociones de intercambio con D2O- y, per otra, 
en el estudio de reaociones apropiadas con compuestos modèles. 
Asimismo Pullman (197,198), a traves del estudio de les niva­
les de energia y de la distribuci&n electronica en la tiamina 
y en un numéro de compuestos modèles relacionados, considéra 
dicho mécanisme como el mas probable. Sus resultados ponen de 
maniliesto la existencia, incluse en la molécula no-ionizada, 
de una alta densidad electronica en el C2 similar a la de un 
C acetilénico, situacion originada per la fuerte deslocaliza- 
cion del "par solitario" de electrones del atome de S, a pesar 
de la proximidad del C2 al N cuaternario. Este exceso de elec- 
^rones sobre el C2 juega un papel importante en la facil des- 
protonisacion de las sales de tiazolio. Pullman et al. (198) 
concluyen que la alta densidad electronica sobre el C2 es una 
condicion 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 electronica del fragmente tiazélico y sobre la acti­
vidad de la misma. La disminucion de la carga electronica en 
el O 2 del fragmente tiazolico per fusion de un anillo bencé- 
nico al enlace 0^-C^, la hidrogenacién del anillo tiazolico, 
la sustitucion del atome de S per un atome de O2 (cuya mayor 
electronegatividad hace que el par de electrones solitario 
participe mènes en la configuracion del conjunto de electro­
nes Ti que en el case del S), o la sustitucién del atome de



3 por el doble enlace C-C (que, sin alterar el numéro de elec­
trones moviles del sistema,produce una modificacién de la dis­
tri bucion electronica, haciendo desaparecer el centre de alta 
densidad del Cp), dan lugar a una serie de compuestos, les cor- 
respondientes derivados de los iones benzotiazol, 2,3-dihidro- 
tiazol, oxazol y de la piritiamina que, a su vez, habian side 
confirmados como inhibidores. Por otra parte, la sustitucion 
del hidrogeno en Cp por otros grupos conduce a la pérdida com­
pléta de actividad, excepte para el grupo CH^-CHOH (precursor 
inmediato del "acetaldehido active", HETDP) que présenta una 
actividad semejante a la de la tiamina (187,199,200). Poste- 
riores investigâciones sobre la deteccion de los intermedia- 
rios réactives y el analisis de su estructura electronica,
Jaan confirmado una vez mas el mécanisme de Breslow. El si gui en­
te esquema représenta los aspectos principales del citado mé­
canisme :

0
-N - C- Il , HO N’̂- G-

Il I! +CH,-C-COO" + H'*’, I II II - 0 0 ,
”C, C-  ̂ ' OH,-C-C, C- '

Ngx , 3 I

COOH
A

HO C- HO C- _ HO N - 0-
I H I! -  H + .  I 11 II   1 II II

CH.-C- G, C- ^ GH?-G- G G- GH.-G = C ^G-j I j j
H
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El primer producto de interaccion (compuesto A) corresponde 
al aducto del acido piruvico con el TPP, seguido de la descar- 
boxilacién a HET (compuesto B). Holzer y Beaucamp (201), uti-



lizando piruvato 1-Cl4, pretendieron haber aislado pequefîas 
cantidades de un derivado de difosfato de tiamina que conte- 
nia y que consideraban como el aducto del âc. piruvico en 
posicion 2 del anillo tiazolico del TPP. Sin embargo, Krampitz 
et al. (202) han intentado su preparacion e identificacién por 
varies procedimientos suaves, dada la extrema labilidad del ci­
tado aductp, y no han legrade sine resultados negatives. Pos- 
teriormente, en el citado esquema, la liberacién de un proton 
del C aldehidico extraciclico del compuesto B da lugar a la 
formacion del "intermediario active" (compuesto C) estabiliza- 
do por resonanoia con la estructura canonica G.' La liberacion 
del pi'oton, acompahada de un aumento de eneigia de resonanoia, 
créa un unico sistema conjugado que se extiende sobre toda la 
periferia molecular. El "intermediario active" posee entonces, 
en su C aldehidico, un atome de extremada reactividad (198).
En consecuencia, se combinera con facilidad con un centre dé­
ficiente en electrones que dependera del tipo de reaccion ca- 
talizada por la tiamina (198). Por su parte, Krampitz et al. 
(199), asi como Garlson y Brown (203) y Holzer et al. (204, 
205-207), han confirmado la existencia de una c/ -%idroxi- 
etil sustitucion en posicién 2, como intermediario active, 
tante en la conversion del piruvato a acetaldehido-y COg (por 
la descarboxilasa del germen de trigo) como en la formacion 
de acetofna del piruvato (por un complejo enzimatico del A. 
aerogens) y en la formacion de acetate y GO2 del piruvato 
(por una oxidasa piruvica). Incluse se ha demostrado una ,
p> -hidroxietil sustitucion en las reaociones catalizadas por



transcetolasas. La ruptura de este aducto lleva a la regenera- 
cion 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 Cl4-acetaldehido espontanea- 
mente form ado del C**^-HETI)P era despreciahle, lo cual indica 
que el ultimo compuesto es significativamente astable en las 
condiciones del experimento. Existe, ademâs, una proporciona- 
lidad directa entre la cantidad de descarboxilasa presents y 
la cantidad de ^-acetaldehido formado del C^^-HETDP. Los 
dates apoyan el punto de vista de que el intercambio del HETDP 
es extremadamente lento y que la rapida formacién inicial de 
acetaldehido résulta de la asociacion del HEDTP con cantidades 
sustrato del enzima que ha sido separado del TPP.

El problema que se plantea Pullman (198) es como el 
acetaldehido puede ser el products final de las reaociones de 
la piruvico descarboxilasa cuando con otros enzimas piruvicos 
el acetaldehido libre no puede ser detectado. Parece poder ex- 
elicarse esta situacion considerando que el grupo hidroxi-etil 
en la posicion 2 del anillo tiazolico del TPP debe ser un acep- 
tor del piruvato o acetaldehido en el caso de la formacion dp 
acetoina, o ser oxidado en el caso de la piruvato oxidasa. En 
el caso de la piruvico descarboxilasa, existen pruebas évi­
dentes (202) de que un grupo funcional del enzima se condensa 
con el grupo hidroxi-etil, formando un complejo labil que es- 
pontaneamente se descompone en acetaldehido, regenerando el 
TPP y el grupo funcional del enzima. De acuerdo con este con­
cepts, el mecanismo de accion de la descarboxilasa séria si-



milar al de otros enzimas que requieren TPP como coenzima.
Ahora bien, aunque todos estes resultados confirman 

la hipotesis de Breslow acerca del papel del anillo tiazélico 
como centre fundamental de la actividad catalitica, los tra- 
bajos de Pullman et al. (198) dejan abierto el siguiente in- 
terrogante; gpor que las sales de N-bencil tiazolio parecen 
mas activas que las N-metflicas y que las N-fenilicas que han 
resultado ser practicamente inactivas, lo mismo que la oxi- 
tiamina?. Pullman et al. (198) sugieren que, incluse aceptan- 
do el mecanismo de Breslow, debe concederse alguna importan- 
cia al anillo pirimidinico y al agrupamiento metilénico que lo 
une al anillo tiazolico. Asi, dichos autores han analizado la 
influencia de las modificaciones introducidas en la fraccion 
 ̂irimidinica de la tiamina sobre la actividad catalitica de 
jta molécula. La actividad catalitica de la tiamina, aunque 

esta relacionada en primer lugar con su anillo tiazolico, es,
? in embargo, 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 
calculos realizados por Pullman et al. en este sentido no son 
muy satisfactorios, ya que no les ha sido posible encontrar 
variaciones en la distribucion electronica de la tiamina con 
relacion a los N-bencil, N-fenil y N-metil derivados, mientras 
que experimentalmente hay una disminucion de la actividad ca- 
talitica al pasar de la primera a la ultima de estas très mo- 
léculas. Breslow (186,18?) atribuye estas diferencias de ac­
tividad, y especialmente la mayor actividad de los N-bencil



derivados sobre los N-metil, al mayor efeoto induotivo del 
anillo üencilioo sobre el grupo metilo. El efeoto indudable- 
mente existe y probablemente, como Metzler ha indicado (193, 
194), es todavia mas pronunciado en la tiamina que en los ci- 
tados analogos. 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 carbones saturados in- 
terpuestos entre los dos fragmentes conjugados del sistema, 
las interacciones electronicas entre los dos anillos son lo 
suficientemente fuertes para producir las apreciables modifi­
caciones de carga ya évidentes en los calculos. Asi, en estes 
compuestos actuan los dos efectos, inductive y de resonanoia, 
originando una disminucion de la carga electronica del nitro- 
gono cuaternario y, simultaneamente, un aumento de la carga 
elecûronica del Op (con respecte a la tiamina). En estas cir- 
cunstancias deberia esperarse que esta molécula fuera muy ac­
tiva, lo que esta en desacuerdo con los resultados expérimen­
tales. Pullman (198) sugirio, como explicacion razonable para 
esta ausencia de actividad, el impedimento estérico experi-» 
mentado en la posicién del por la proximidad del anillo fe- 
nilico, impedimento estérico cuyo importante papel parece évi­
dente después de los estudios de Biggs y Sykes (196). De he­
cho, no solo parece muy probable que la mitad pirimidinica 
ejerza su influencia sobre la actividad catalitica de la •tia­
mina y sus analogos a través de su influencia sobre las pro- 
piedades del anillo tiazolico (en virtud de los efectos in­
duct ivo y estérico) , sino que parece igualmente probable q̂ ue



este anillo pueda tener una funoién mas independiente y no 
menos esencial.

Teoria del doble centro.

Como acabamos de exponer, el peso fundamental de 
las investigâciones sobre el mecanismo de la accion co-des- 
carboxilasica ha recaido, en los ultimos ahos, sobre la por- 
cion tiazolica, ya que, segiln las investigâciones de Breslow 
(186,187), la funcion del sistema de pirimidina venfa a con- 
cretarse en una influencia inductiva de la actividad (acidez 
précisa) del enlace C-H fijado en la posicion 2; el par de 
electrones del grupo amino habia de desempehar simplements 
el papel de un aceptor de protones y, mediante la formacion 
de un puente de hidrogeno, favoreceria la capacidad de sepa- 
racién del proton fijado en 2.

Schellenberger (208,209) destaca, sin embargo, que 
la teoria sostenida por Breslow no explica el que cualquier 
iiiodificacion de la molécula de tiamina en posicién 4 ̂ -ya sea 
en la forma de metilacién (NH(GHj), N(CH^)2)i sustitucién por 
grupos electrénicos afines (OH,SH) 0 eliminacién (H) del gru­
po amino- lleve siempre consigo una total supresién de la ac­
tividad catalitica (a pesar de su caracter fuertemente basico 
en comparacién con la tiamina), junto con una considerable ac­
tividad inhibidora sobre el holofermento natural. Mas bien,el 
hecho de que los derivados de la deamino-tiamina investigados 
ejerzan todos, en parte, una accién inhibidora extraordinaria-



mente alta sobre la descarboxilasa hace sospechar que el gru­
po amino participe directamente en la reaccién enzimatica. 
(Schellenberger (209) no acepta la explicacién de Metzler(164), 
segun la cual este efecto se basa en un entorpecimiehto esté­
rico de la posicion 2 del anillo de tiazol).

(Desde este punto de vista cobran de nuevo importan- 
cia los trabajos realizados hace mas de 30 ahos por Langenbeck 
(173) (refutados posteriormente por Stern y Melnick-(174)), en 
los cuales su autor, basandose en ensayos con modelos, postu- 
laba un efecto reciproco del grupo amino con el grupo carboni- 
lo del oxo-acido. Recientemente, el mismo autor (210), como 
consecuencia de los estudios sobre el caracter antagonista de 
los analogos del TPP modificados en 4' citados anteriormente, 
descarto la posibilidad de que el grupo amino estuviese impli- 
cado en la union del coenzima al apoenzima y sugirio de nuevo 
el probable papel fundamental que el grupo amino juega en la 
actividad co-descarboxilasica).

Por otra parte, las investigâciones de Holzer (201, 
211) con acetaldehido activo han demostrado que cuando éste se 
coloca en lugar del TPP disminuye fuertemente la actividad en- 
zimatica, y también las de Juni (212) han dado por resultado 
que el acetaldehido es un fuerte y activo inhibidor pero no un 
inhibidor competitive de la reaccion de descarboxilacion.

Todos estos hechos llevan a formular el mecanismo 
enzimatico sobre la base de la existencia de un doble centro 
que envuelve tanto el enlace C-H en el carbone 2 del anillo



tiazélico,para la fijacién y la descarboxilacién del sustrato, 
como el grupo amino fijado en el carbone 4  ̂ de la porcién pi-
rimidinica de la molécula de co-descarboxilasa, que actua como
aceptor irreversible del aldehido formado para dederlo después
al medio.

Segun este, Schellenberger (213) abordé de nuevo el 
problema, centrandolo sobre los siguientes aspectos: l) 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). Ademas, 
al disminuir el pH, aumenta la estabilidad de modo que, en las 
condiciones éptimas del proceso enzimatico (pH=6.2), apenas 
puede contarse con una descomposicién espontanea (213). Segun 
Schellenberger et al. (136), una vez descarboxilado el piru­
vato, el par de 5 rémanente lleva a un incremento de la es- 
tubilidad del enlace activo, oponiéndose asi a la subsiguien­
te liberacién del aldehido. Las posibilidades para la estabi- 
lizacion del carbanién son:

4 _ aldehido activo
ex' -carbanién

I
4 R^ R^ 0=0^ aciloina activa

TPP-anién 4 aldehido
m

(estabilizacién por resonanoia)
Ahora bien, la estabilizacién por resonanoia, que puede ser 
considerada como una explicacién razonable del bajo rendimien-



to obtenido con las sales de tiazolio, puede tener lugar tan 
solo si los dos residuos (R, OH) que existen sobre el atomo 
iX -0 se mantienen en el mismo piano que el anillo de tiazo­
lio. El modelo de Stuart demuestra que, debido a la forma­
cion de un enlace de hidrogeno entre el grupo -HHg y el hi- 
droxilo, los dos residuos sobre el atomo -C son practica­
mente perpendiculares al piano del anillo tiazolico. Esto li­
mita grandemente la interaccion del par de £ libre con los 
electrones m  del anillo, y el subsiguiente aumento de esta­
bilidad del enlace activo.

Por otra parte, el enlace o< -OH del acetaldehido 
activo manifiesta un intercambio muy pequeno H-D por debajo 
de pH 8. Esto sugiere la existencia de una alta basicidad 
del o( -carbanion, que permite suponer que la inmediata reac­
cion sea una protonacion con formacién del 2-(1-hidroxietil)- 
TPP, mientras que la condensacién con compuestos carbonilos, 
suplidos por el medio, para dar acilofnas deberia ser una 
reaccién lateral insignificante. La ruptura directa del cx- 
carbanién con formacién de TPP-anién y aldehido séria conce- 
bible sélo si la reaccién de protonacién se retardase por la 
existencia de una zona libre de protones (incluse libre de 
NH, OH etc., dada la alta basicidad del o ( -carbanién) en el 
centro activo. Aun asi, séria diffcil explicar la inhibicién 
por aldehido (que requiere un equilibrio que puede ser in- 
fluenciado después de la descarboxilacién irreversible) y el 
bloquée de la liberacién de aldehido cuando se emplea como
coenzima hidroxi-TPP o cuando el âc. glioxilico es utilizado 
como sustrato.



Debe,pues,destacars0 que mientras que la incorpora- 
cion del âc. piruvico en el anillo tiazélico y la subsiguiente 
descarboxilacién tiene lugar con relativa facilidad, la reac­
cién de separacién transcurre con mucha lentitud. El mecanis­
mo de eliminacién del aldehido pudiera basarse en la fuerte 
acidificacién del enlace "activo" a través del anillo tiazé­
lico, como ya formulara Breslow (vfa 1 del esquema (213) que 
exponemos a continuacién)• Sin embargo, puede demostrarse que
no sélo los compuestos carbonilicos son adecuados para la se­
paracién del enlace C-C "activo". También los alcoholes y, 
fundsimentaimente, las aminas (213) pueden, como aceptores, 11e- 
var a cabo la escisién del enlace "activo" a través de un me­
canismo de separacién completamente diferente (vfa 2 del mis­
mo esquema (213))*

C ^'cH-
Il II +R'-CH-0-. H,C II II . I I + Il II"Vo-'-S-™ " V

'OH ^ i
R/-CH(OH)-CO-CH^

R\ , /CH. Rv , .CH.
N"*"- C \  N'*'- C

HO„C" 'ou H'' 'OH

via 2
II

+ R"-NH2 R''- RHg + CH3CHO + H'*’

2

^3?" "   . R"-NH2 - CH + Il II
i„ H O  CH

^ H"' 'OH 2
III



La participacién del grupo -NHg en la ruptura del enlace del 
aldehido queda confinaada por el hecho de que ningun analo go 
modificado en 4 ' tenga actividad coenzimatica. La ruptura del 
enlace del aldehido activo sélo puede realizarse, sin embargo, 
- de acuerdo con Schellenberger (136)- si el grupo 4'-NH2 y 
el aldehido estân en contacte directe. De las très posibili­
dades

H N"̂ — C—
■> II II

- K:( > C''- C G-
I \ I
H \______ > HO

la interaccién del par de £ libre del grupo NH2 con el enla­
ce o< -CH muy astable (no existe apenas intercambio H-D a 
pH < 8) no es probable. También queda descartada, segun el mo­
delo de Stuart, la sustitucién nucleéfila intramolecular (me­
canismo S^), es decir, el contacte directe del par de & con 
el âtomo cX -C que lleva una carga parcial positiva, debido a
la accién del grupo OH y del anillo tiazélico. 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 reaociones S^. El an gui. 0 con respecto al e je 
del enlace activo es 80^. Por otra parte, existen condicio­
nes favorables para una catalisis base intramolecular (contac­
te directe del par de £ con el proton hidroxilo). Si el atome 
6 '-H en el modelo atémico es puesto en contacte con el grupo 
4 -metil, el grupo 4 '-NH2 y el photon cx -hidroxi se aproximan 
lo suficiente para que pueda tener fâcilmente lugar la forma­
cién de un enlace hidrégeno.



Plantéase ahora la Question de por que la agrupacion 
4 ^-amino pirimidina, inserta en la molécula de tiamina,es insu- 
ficiente para promover una ruptura del enlace activo. Schellen­
berger (213) confirmé que tal proceso sélo puede realizarse con 
una velocidad medible si la opuesta posicién de los dos centres 
actives permite la transferencia del reste de aldehido del tia­
zol al reste de pirimidina.El mecanismo de transferencia requie-

re asi una extrema aproximacién del reste fi- 
Il _ jade en 2 al grupo 4 'amino. Estas condiciones

■■■/ 1 " r estéricas no se dan de modo manifiesto en la
ci \ molécula libre de tiamina, pero, sin embargo,

'  ̂ pueden establecerse con la oportuna fijacién
de los dos pianos del anillo orientados por medio del apoenzi- 
ma, como puede verse en el esquema dado. La dificultad de con- 
seguir esta oportuna fijacién mediante la introduccién de gru­
pos metilo en posicién 6 ',p.e., con pérdida paralela de la ac­
tividad enzimâtica compléta,es una confirmacién de ello(214).

Asimismo, del caracter inactive como coenzima y no 
inhibidor del 2-metil-tiamin-pirofosfato debe deducirse que 
también el grupo metilo fijado en posicién 2 perturba la ad- 
quisicién de la conformacién requerida entre los dos sistemas 
de anillos. Estes resultados concuerdan con los de Holzer (201) 
y Juni (212) mencionados previamente y con los de Schellenber­
ger (213), sobre la falta de actividad enzimatica y accién in­
hibidora, al usar acetaldehido activo como coenzima. Del mis­
mo modo, los factores estéricos juegan un papel decisive en el 
caso del N-metil ÏPP, que deberia ejercer al menos la misma



accién 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 contacte del 
grupo NHg con la superficie del apo-enzima, lo que parece ser 
esencial para realizar plenamente la funcién catâlisis-base.
Para este tipo de catalisis intramolecular existe, no obstan­
te, una objeccién en relacién con la basicidad del grupo 4 
NH^, grandemente reducida por el anillo pirimidfnico. Todo elle 
sugiere un nuevo punto de vista basado en la existencia de una 
regién adecuada, estérica y quimicamente, en el centro de en­
lace del apo-enzima que forma un enlace de hidrégeno con uno 
de los H2 relativamente âcidos del grupo NH2 , apartando asi a 
este grupo de su posicién de resonancia original y haciendo po­
sible el contacte con el protén hidroxilo

H
- N - H ..... :X“ .. Proteina

- u

Como consecuencia de esta interaccién con el apo-enzima, aumen­
ta la basicidad del âtomo nitrégeno del grupo 4 ̂ -NH2 ^ âe aquf 
su actividad catalitica. Al mismo tiempo se aclara el motive 
por el que este grupo se hace inactive si se metila.

21122. Unién con el apoenzima; papel del radical fosférico.

A pesar de haber sido conocidas, durante muchos ahos, 
las interacciones entre fosfatos condensados y proteinas, po- 
00 se ha investigado acerca de la naturaleza de dichas inter­
acciones. Es conocido, no obstante, que el ortofosfato inter—



acciona menos fuertemente con la proteina que lo hacen otros 
iones (Cl~ y NO^), 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 piruvico descarboxilasa, este en­
zima présenta una especificidad bien definida en relacién con 
la longitud del ligando fosférico de la molécula de coenzima. 
Una primera serie de investigâciones (216-220) sobre la acti­
vidad co-descarboxilâsica de los esteres fosféricos de la tia­
mina dio como resultado que el TPT era también activo como co­
enzima de la descarboxilasa de levadura. Las investigâciones 
de De la Puente (170) y posteriormente las de Rossi-Panelli 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 ningun caso, el MPT présenté actividad co-descarboxi- 
lâsica.

La exigencia de iones métal divalentes en estos sis­
temas enzimâticos que contienen fosfato, y los resultados ciné- 
ticos de algunas de estas reaociones favorables a la existencia 
de complejos con los iones metâlicos sugieren que, probablêmen- 
te, la influencia de los iones en estos distemas pudiera tener 
lugar a través de la formacion de complejos entre los deriva­
dos fosféricos y los iones metâlicos (221). Por su parte, los 
iones métal ahadidos a una mezcla de reaccién, interaccionando



con los componentes de la mezcla, pueden influir sobre la ve­
locidad de la reaccién enzimatica de muy diverses modes (222). 
A s£ por ejemplo, en lo que respecta al papel de los iones me­
tal divalentes esenciales en las reaociones catalizadas por 
quinasas, -objeto de varies estudios mediante EPR y PRR (223, 
224)- se ha concluido que, al menos, pueden aplicarse dos 
mécanismes, segun que los ligandos implicados en los comple­
jos metâlicos provengan del derivado fosférico (creatin qui- 
nasa) o, mâs bien, del propio enzima (piruvato 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 configuracién de las cadenas 
polifosfato (dependiente de n) que en ciertas reaociones pa­
rece estar relacionado, bien con la ruptura de enlaces a tra­
vés de una induccién electrénica con separacién de electro­
nes del nucleo del P, dejândolo mâs susceptible al ataque nu- 
cleofilico por el oxigeno del agua u otros réactives (225), 
bien con su participacién en la configuracién de determinadas 
estructuras, en las que el complejo métal tenga una conforma- 
cién 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 estân implicados en los complejos de los métal nucleéti- 
dos (227). De las desviaciones quimicas de los picos del P se 
deduce que metaqes como Mg, Ca y Zn, en conoentraciones equi-



moleculares, forman un complejo predominantemente con los gru­
pos y y- del ATP y con los c/ - y del ADP (lo que ex- 
plicaria la diferencia en las constantes de estabilidad). Cier- 
tos experimentos parecen indicar la existencia de grupos espe- 
cializados dentro del centro activo implicado en la interaccién 
del difosfato y el trifosfato de adenina. Partiendo de esta 
base, el pirofosfato ha sido desde hace largo tiempo considera­
do como un analogo del ATP, y parece probable que el lugar del
enlace del pirofosfato sea identico al sitio de interaccién 
con la cadena fosfato del nucleétido (228).

En una solucién que contenga Mg y PP^» Josse (229), 
por su parte, destaca la existencia de mâs de una especie ié- 
nica compleja, cuyas distribuciones dependen de la relacién 
Mg/PPj_ presente. A elevados pHs, pueden tener lugar las si-

/ / /I.guientes interacciones (la ionizacion al estado de PPj_ es su­
perior al 95fo. a pH 8.5):

PP| ^  ^ Mg PPf“ ~ ^ Mgg PP°
' '%S2PP2

A bajos pHs, los estudios se complican por la presencia adicio- 
nal de especies protonadas del PPĵ  (por ejemplo: H PP^" y 
Mg H PPT). (En general, los complejos diprotonadps del tipo 
M Hg ATP son insignificantes a pHs superiores a 3; los comple­
jos monoprotonados son los mâs importantes a pH 3.8 - 0.5. En 
soluciones neutras y alcalinas el complejo M ATP^” estâ presen­
te en cantidades significativas).



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

El PP. libre (PPf") posee una cierta iJ.-
y  y  ^

y  0  0 V bertad rotacional alrededor del enlace
0., /  \

P ̂  pirofosfato P-û-P, aunque sin duda exis-y /  \ ^
O y  0 ten conformaciones preferidas, como re-

sultado de la repulsién.de cargas y po- 
sibles enlaces d'Tf.

 ̂ La estructura para el Mg PP?” coloca al
/' 0— ion Mg^"^ tetraédrico en una posicién0. ! i \ |

P ^  ^ P  central dobi emente enlazada, cerrando
// ^0-" ^ . '0 /' '0 con el PP̂  ̂ un anillo de seis miembros.

Desgraciadamente, no se han realizado estudios cristalogrâfi-
cos del complejo Mg-PP. y no hay pruebas de esta configuracion;
sin embargo, es aceptable teniendo en cuenta;

2 ̂a) la alta constante de asociacion para el complejo Mg PP^
pp2- = 10^’̂ ), très érdenes de magnitud mayor que la

del Mg^^ sencillamente enlazado al P?*” (IC, p..a. 10^),r ivi g  1 i
b) la oportunidad de forinar un anillo estable. En esta estruc­

tura, debido al cierre del anillo, la rotacién alrededor 
del enlace pirofosfato queda muy restringida.

Finalmente, esta estructura es sugerida para el
n piMggPPj^, con desplazamiento del Mg central por la llegada di 

segundo ién y la unién de las dos mitades de Mĝ "*" a fosfatos



\
opuestos a causa de la repulsién de 
cargas; es de destacar que el segun-

..-•Mg p,0 0 do Mĝ *** se ahade al complejo con una
Oi I constante de asociacién K,. =

O' \  similar a la del enlace uni-
1 0 p_
Mg valente del Mg al Pf“. (El segundo

/: \  2+ ,Mg no encajara en una posicion
central y no cerrara un segundo ani­

llo sin introducir una considerable tension). De nuevo queda es- 
tablectda la libertad de rotaoion alrededor del enlace P-O-P.

Es de observar que, en la interpretacion cuantita- 
tiva de la formacion de estos complejos, se requiere un cono-f
cimiento previo de las constantes de estabilidad de taies com­
plejos; no obstante, los valores disponibles suelen ser in- 
ciertos, dada la existencia de mâs 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 los si- 
tios cationicos de las proteinas, segdn la ley de accién de 
masas. Resultados muy recientes de Schellenberger et al. (136) 
parecen demostrar en este sentido, que el residue pirofosfa­
to es enlazado al apo-enzima en el equilibrio 1^^^° sin la

P I
ayuda del Me (interaccién âcido-base), de acuerdo con la 
independencia de y K^pp. Esta suposicién viene apoyada 
por el hecho de que la tiamina no fosforilada carece de efec­
to sobre el equilibrio 1^^^° TPP-apoenzima, y por el orden de 
magnitud de K.̂ .pp (%10'^).



Importancia de los auatituyentea en diferentes posicionea del 
anillo pirimidinico.

Con los recientes trabajos de Schellenberger sobre 
el mecanismo de dos centres, la participacion del anillo piri­
midinico (a traves de su grupo -NH^ en posicién 4^) de la mo­
lécula de co-descarboxilasa ha cobrado de nuevo la importan­
cia sehalada por Langenbeck (173,210) incluse antes de cono- 
corse 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 relacién 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, b'-metil-4-nor-TPP 
y 6'-metil-TPP, destacaron la importancia de la conformacién 
de los dos pianos de la molécula del coenzima, cuya manifies­
ta afinidad por el apofermento se ve perturbada, en el caso 
del ultimo h orné logo, hasta el extreme de que el mecanismo St̂ 
no puede ya funcionar. La introduccién de un metilo en 6  ̂
provoca un giro de la molécula alrededor del puente CH^, que 
lleva principalmente a la separacién de los centres de reac­
cién pero también a una desviacién de los grupos de enlace 
del coenzima.

Por otra parte, los estudios con analogos permi- 
tieron aclarar la probable participacién del anillo pirimi­
dinico en la unién don el apoenzima. Vermâ y Dey (232), a



través de la descarboxilacién del âc* pirdvico por levadura 
lavada previamente con alcali, 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 posicién 2 *  del anillo de pirimidina. El 2'-etil y el 
2 '-propi1-tiamina se comportaron de modo semejante, con Cla­
ra accién de cofermentos; el derivado 2 '-butil no demostré ac­
cién activante, sino, mâs bien, efectos inhibidores. Este di­
ferente comportamiento de los grupos en posicién 2' pudiera 
ser interpretado a través de la participacién del anillo de 
pirimidina (mediante el enlace de los sustituyentes en posi­
cién 2' con la proteina) en la orientacién estérica de los 
dos grupos bâsicos dentro del mecanismo de descarboxilacién 
enzimâtica del âc. piruvico.

Del mismo modo, el estudio de los anâlogos forma- 
dos por sustitucién del anillo de pirimidina del TPP por un 
anillo de piridina, ha destacado la importancia, como sitio 
de enlace, del N en posicién 1' (233). El anâlogo N-1' pré­
senta cierta actividad coenzimatica, y, dado que las 4 '-NHg 
pirimidinas son preferentemente protonadas en posicién 1 ' , 
puede suponerse que el enlace entre N-1' y el apo-enzima 
tiene lugar a través del Me^^ (136). El N en posicién 3^» 
por el contrario, no parece mostrar participacién alguna en 
el mecanismo de accién del TPP (233), asi como tampoco pare­
cen ser de importancia las interacciones tautoméricas entre 
el grupo 4'-NH2 y el âtomp N-3' adyacente. Sin embargo, la 
estabilidad del enlace entre el co-E y el apo-E es reducida
en ausencia del N-3* (136).



21123. Existencia de formas S-S en la piruvico descarboxilasa.

Utsumi et al. (234) pusieron de manifiesto la exis­
tencia de interacciones de las proteinas con la tiamina y sus 
derivados, mediante la formacién 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 caracter inhibidor de los reactivos detecto- 
res de los grupos -SH (91,95,111,112) sobre la actividad de la 
piruvico descarboxilasa apuntaba también a la posible partici­
pacién de dichos grupos como puentes de unién. Sin embargo,las 
evidencias anteriormente presentadas sobre el papel de los 
grupos -SH de la apo-descarboxilasa descartan la posibilidad 
de atribuir al -SH la funcién de puente con el coenzima.

Por su parte, Hamamoto y Yamanouchi (235), en un es­
tudio polarogrâfico sobre derivados de tiamina en tampén COClg- 
NH^, encontraron que dichos compuestos presentaban un compor­
tamiento muy similar al de la cistina. La altura de sus ondas 
cataliticas era proporcional a la concentracién, en un inter­
valo de 0.2 a 3.3 10“% ,  y aproximadamente el 0.01 del valor 
de la cistina, a la concentracién 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.j, que résulté estar presents tanto 
en la vitamina B-j natural y sintética como en la co-descarboxi- 
lasa, que permitiria pensar en una agrupacién -a través de puen 
tes S-S entre sus anillos tiazélicos- de las cuatro (?) molé- 
culas de TPP por mol de proteina, sehaladas por Ulrich (97).



2113. Otros requisitos; ion divalente.

En 1932, Auhagen (70-72) enoontré por vez primera 
que la descarboxilasa precisaba, para ser activa, dos facto­
res; un components termostable de naturaleza organica, al que 
denomino "cocarboxilasa", y un ion métal, Mg. Posteriores in- 
vestigaciones de Green et al. (91), con la piruvico descarbo­
xilasa en forma altamente purifioada, han dado una proporcion 
de 0.46^ y 0.13^ de pirofosfato de tiamina y Mg respectiva- 
mente, correspondiente a 5 âtomos de Mg por molécula de co-des­
carboxilasa, para un peso molecular de 92.000, en desacuerdo 
con los resultados publicados simultaneamente por Kubowitz y 
Lüttgens (90), los cuales encontraron 1 âtomo-gr. de Mg por 
mol de pirofosfato de tiamina para un peso molecular de 75*000. 
Los recientes resultados de Ulrich et al. (97) indican, por 
su parte, un peso molecular de 175.000 y un contenido de 3 é 
probablemente 4 pirofosfatos de tiamina y iones Mg por mol de 
enzima, segun ya hemos expuesto.

Green et al. (91) pusieron, ademâs, de manifiesto 
que el ion Mg podia ser sustituido por la siguiente serie de 
metales, en orden decreciente de efectividad;

Mg, Mn, Co, Cd, Zn, Ca, Pe 
El Mn produce, en ocasiones, una mayor reactivacion que el Mg. 
Los cationes trivalentes, como el Al y el Pe, por el contrario, 
no ejercen prâcticamente efecto alguno. (Es importante desta­
car, segun ha observado Kessel (112), la posibilidad de que se 
produzcan efectos secundarios, debidos a la activacién de in-



hibidores o a la proteccion del enzima contra ellos, cuando 
la accién de los cationes se estudia sobre descarboxilasa no 
purifioada).

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
tâlicos sobre el equilibrio de recombinacién y la velocidad 
estacionaria de la descarboxilacion piruvica, a pH, T y con­
centracién de métal determinados, se obtuvieron una sei-ie de 
curvas que, en cada caso, se componen de dos segmentos carac- 
teristicos. En la primera fase de la transformacién (fase de 
recombinacién) aumenta continuaraente la velocidad de reaccién 
hasta que alcanza su valor final, que en la segunda fase (fa­
se estacionaria) permanece constante. Mientras que la dura- 
cién de la fase de recombinacién depende de la clase de ién 
metâlico introducido, el estado estacionario es independiente 
en gran medida de la clase de ién ahadido. Estas velocidades 
de recombinacién permiten establecer un paralelo con los re­
sultados de Eigen (il), el cual hallé que la velocidad de for­
macién del complejo depende de la velocidad de sustitucién de 
las moléculas de hidrato, agrupadas en torno al ion metâlico, 
por los grupos donadores complejantes. Asi, no depende, en 
considerable medida, de la estabilidad del complejo formado y 
crece, en general, en la serie;

Ni Mg < Co < Mn < Zn <'Ca 
Como la serie hallada por Schellenberger, teniendo en cuenta



la velocidad de recombinacién,
Ni ̂  Mg < Co / Mn <T(Zn) <Ca, 

es idéntica a la de Eigen, el valor de quedé fijado a tra­
vés de la oinétioa de formacién del complejo metâlico. Por el 
contrario, la velocidad estacionaria de la reaccién total es
prâcticamente independiente de la clase de ién metâlico com­
ple jante y de la estabilidad del complejo formado. Asi sé ob­
servé que los iones metâlicos como el Ca, Mg, Mn y Co, que tan 
fuertemente se diferencian en cuanto a poder de formacién del 
complejo y electronegatividad, dan todos lugar, en estado de 
saturacién, a la misma actividad enzimâtica. Una funcién esen­
cial dül ién metâlico consistiria, pues, simplemente, en ser­
vir de mediador en la colocacién, 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 (Mĝ "*") asf como del TPP, 
en la reconstitucién del enzima, tiene lugar a través de la 
formacién râpida y reversible de un complejo binario con el 
apoenzima, siendo las correspondientes constantes de equili-^ 
brio independientes de la presencia de cualquier otro compo- 
nente. El paso limitante de la velocidad es la formacién irré­
versible del complejo ternario estable, quq résulta favoreci- 
do por la presencia de piruvato; en este pÿéceso el TPP y el 

que estaban enlazados débilmente al apoenzima, se re- 
combinan cerrando un anillo, para dar lugâï al ho lo enzima fuiri- 
cional, en el que la adecuada ordenacién de los dos anillos 
de la molécula de coenzima viene determinada por la influen-



cia del apoenzima. Para la firme combinaci6n del Me^^ al apo- 
enzima, asi oomo para el enlace estable del apoenzima al co- 
enzima, se requiere la presencia de TPP y Mg, respectivamen- 
te, si bien no ha podido detectarse ningun enlace coordinado 
estable entre TPP y Mg, por lo que el complejo holoenzima, 
termedinajiiicamente estable, puede ser formado unicamente por 
la participacion simultanea de les 3 componentes. La "quasi 
irreversiüilidad" de la formacion del holoenzima puede asi 
ser explicada como un equilibria controlado cinéticamente en­
tre el complejo "ciclizable" y el complejo holoenzima cicli- 
zado, siendo les dos equilibrios primaries y K^pp) los
déterminantes de la concentracion del complejo ternario (136).

(En una breve comunicacidn anterior (126), estes 
mlsmos autores habian tratado de establecer como posible fun- 
cion de los iones metalicos, su influencia sobre el incremen- 
to de la acidez en el Gp, sehalada por Breslow, y, partiendo 
de algunos estudios sobre el influjo de los iones metalicos 
en la velocidad del intercambio D-H, llegaron a sugerir la 
participacion directa del ion metalico en el mécanisme de des- 
carboxilaci&n. Ambas sugerencias no pudieron ser demostradas 
(213)> no existiendo por tanto base alguna para atribuir al 
ion metalico otra participacion en el mécanisme de fermenta- 
cion fuera de su inespecifica funcion vinculante).



Objetivo de la tesis.

Una v e z  expuesto el esquema teorico sobre el que 
fundamentaremos nuestros resultados y, como preâmbulo a la 
parte experimental, creemos conveniente resumir la linea de 
nuestra investigaciOn.

Wueütro punto de partida arranca de ciertos ensa- 
yos previos en los que habfamos podido observer que no todos 
los metales se comportan de analoga manera en la accion de la 
2-oxoaoido carboxi-liasa o piruvico descarboxilasa sobre el 
piruvato (en aparente desacuerdo con la inespecificidad de mer 
tal manifestada posteriormente 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 concentracion de los 
mlsmos y en los pHs de las mezclas de recombinacion) 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 pirilvico descarboxilasa.

Este estudio presentaba, sin embargo, una gran di- 
ficultad experimental inicial, ya que requerra no solo un per- 
fecto control de las condiciones del complejo medio reaccio- 
nante, sino tambiln una gran pureza de los componentes del 
sistema enzimatico. Por ello, en primer lugar, la tesis reco- 
ge la puesta a punto de un metodo propio de preparacion de apo-



descarboxilasa, cuya eficacia queda confirmada plenamcnte a 
través del detallado estudio realizado sobre las condiciones 
optimas de preparacion de dicha apo-descarboxilasa.

Por su parte, debido a las peculiaridades de la 
tecnica por nosotros utilizada (tecnica manometrica de War­
burg) , nuestro estudio -a nivel de desprendimiento de COp- 
se centra sobre las tres primeras fases del esquema de des- 
carboxilacion de y  -cetoacidos (considerando la recombinacion 
en su fase estacionaria), concretamente en la fase de enlace 
del sustrato. En dicha fase, la posibilidad de manejar amplios 
intervalos de concentraciones del ion metal habria de permi- 
tirnos poner de manifiesto un nuevo asoecto de la interaccion 
metal-proteina en la piruvico descarboxilasa: el de bloquea- 
dor de grupos -3K, esenciales para la fijacion del sustrato.
(Como veremos en la discusion, nuesrros resultacios ponen de
manifiesto una cLoble interaccion metal-proteina. No se trata 
de un efecto primario sobre las piopiedades del metal -por 
no t rat arse de un metaloenzirna verdaciero- sino de una coope- 
racion del metal y la proteina en la orientacion correcta de 
los grupos cataliticos pertenecientes al coenzima, por una 
parte, y de un efecto primario sobre las caracteristicas de 
la proteina enzimatica al ser bloqueados grupos -SH fundamen- 
tales, por otra. Se han fijado, como factores décisives de la 
doble interaccion, la vclocidad de sustitucion de las molecu- 
las de HpO de la cubierta de hidratacion de los metales, por
los ligandos, y la estabilidad de los compuestos con los gi'u-
pos -SH, respectivamente).



Al mismo tiempo, al utilizar intervalos de concen­
tracion de métal que incluian fundamentalmente valores de con­
centracion que resultaron superiores a los maximos 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 limites- el estudio del mencionado au- 
tor.





I I ,  PARTE EXPERIMENTAL





1 . MATERIAL



Se describen a continuacién los principales aparatcs 
y productos que fueron empleados en la realizacién del presen­
ts trabajo:

11. APARATOS:
Respirometro de Warburg, modelo SL 65 de la firma Braum Melsun-
gen.
pHmetro Radiometer, modelo 22.
Centrffuga Magnum MSE (velocidad maxima; 3,500 rev./min; capa- 
cidad maxima: 1,500 cc.) y MSE refrigerada (velocidad maxima: 
13,000 rev./min.; capacidad maxima: 400 cc.).
Disgregador mecanico, accionado a mano, para la pulverizaoi&n 
de la levadura.
Balanzas de precision.
Fotocolorfmetro Klett Summerson.
Bano Marfa "Pearson"•
Camara fria (42 -2 OQ).

12. PRODUCTOS:
Levadura de cerveza de la f^brica "Mahou".
Tampén fosfato M/l5 y M/2, pH 7.2 (tablas incluidas en "Methods 
in Enzymology", ed. por S.P.Colowick y N.O.Kaplan, tomo I, 
pag. 143); a partir de PO^H^Na. 2H2O (BDH), P̂  ̂= 156,03 y 
P0^HNa2. I2H2O (Merck), P^ = 358,13.
Tampén citrate 0.04M, pH 6 (tablas incluidas en "Methods in En­
zymology", ed. por S.P.Colowick y N.O.Kaplan, tomo I, pag. 14OV



a partir de âcido citrico 4 H2O (BDH), = 210,15 y citrate 
sédico 4 2 H2O (BDH), P̂  ̂= 294,11.
Tampén maleato preparado a partir de las soluciones:
I, Maleato monosédico: 1.16 gs. de i o l d o  maleico (Schuchardt) 
disueltoe en 1Ô0 cc. de NaOH 0,1N.
II. Maleato disodico: 1.16 gs. de âcido 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 tampén son recogidos en la tabla y fi­
gura siguientes:

ml. de 
sol.I

ml. de 
sol.II

pH
T.M.Tnormal)

pH , 
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 5,953,0 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 solucion I utilizada en este caso fue previamente ajustada 
a un^pH = 1,2 (6 1,7 en los experimentos de recombinacion con 
el ion Mg).

Seleccionamos este tampon, 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 forrnar preolpitadoa con los iones divalantes; Mg, Mn- 
Co, Zn, Cu, etc.

3. No afectar a la tiamina y su ester difosférico.
4. No influir en la actividad descarboxilàsica de las prepa- 

raciones de levadura.

sol.I sol.II ( Tampdn m aleato )

0 p 10 p

1 

2

3

4

5

6

7

8 

9

10

Solucién de acetato câlcico M , a partir de acetato câlcico 
(Probus), P# = 158.16.
Solucién de fosfato sédico dibâsico 0.5M, a partir de 
PO^HNag. 12 HgO (Merck), P̂  ̂= 358.13.
Solucién concentrada de NaOH (saturada a 0 ®C), a partir de
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NaOH (Merck): 40 gs. de NaOH mâs 100 cc. de H2O destilada. 
Soiuciéii de EDTAt a partir de Titriplex III (acido etilân dia­
mine tetraoâtico, sal disodica) (Analema), = 336,22. Se pre-
par an disoluciones a distintas concentraciones, en diferentes 
soluciones alcalinas y en tampén maleato, a distintos pHs.
(Se details en su lugar oportuno).
Soluciones de iones metal, a partir de los suifatos correspon- 
dientes (Merck), a distintas concentraciones y en tampon ma­
leato de distintos pHs. (Se detalla en su lugar oportuno). 
Solucion de DPT ( 2 0 0 /cc.) en tampân maleato (d.m.) 0:10, a 
partir de cocarboxilasa Alter, P^ = 478,79 (pH=7,65).
Solucion de piruvato sddico M » a partir de piruvato sédico 
(Merck), por disoluci<5n en tampon maleato, a distintos pHs. 
Solucidn saturada de sulfato amonico (tablas incluidas en "Me­
thods in Enzymology", ed. por S.P.Colowick y N.O.Kaplan,tomo I, 
pag. 76). 767 gs. de s.a. y 11. de H2O destilada (pH=5,1). 
Soluciân saturada de sulfato amonico a diferentes pHs :

cc. de NaOH conc. 
afiadidos a 2,3 cc. 
de sol.sat. de s.a.

0.5
0.35
0.175
0.15
0.05
0.04
0.0250.02
0.01
0.075



Soluci(?n saturada de sulfato aménico a diferentes pP
c.c NaOH conc.

0.5

0.4

0.3

0.2

0.1 -

7.5

o

8.0 8.5 9,0 9.5
pH

C C . de sol. conc. de NaOH, afLadidos a 2.3 cc. de sol.sat. 
de s.a., en funcion del.pH resultants.



2 . METODO





21• Determinaci^n manometrica de la actividad descarboxil^aioa.
Eundamento.

Una propiedad fundamental de los sistemas enzimâti- 
cos 63 que la velocidad de la reacci&n catalizada por ellos 
depends de las caracteristicas fisico-quimicas del medio en 
que actTÎan, es decir: el pH, la temperatura, las concentracio­
nes del sustrato y las del inhibidor, etc. Para estudiar la 
influencia de cada une de estos factores sobre la reacci&n, 
sera precise fijar, lo m^s exactamente posible, las condicio« 
nés de los restantes.

El principle fundamental de la t^cnica manomitrica, 
para la determinaciin de los cambios gaseosos producidos por 
reacciones quimico-bioldgicas, estriba en que "si a tempera­
tura constante se mantiene invariable el volumen que ocupa un 
gas, las modificaciones cuantitativas que expérimenta el refe- 
rido gas pueden ser medidas por los correspondientes cambios 
de presion".

Si représentâmes por X  la cantidad de gas producido, 
por h las variaciones de las lecturas en la rama abierta del 
mancîmetro, y por la constante del vase, se verificard que

X = h. Ky.
La constante del vase se define como el factor de calibracidn 
del sistema manom^trico que, de los cambios de presidn obser- 
vados, permits deducir, en mm3 o microlitros, jji 1., la canti­
dad de gas consumido o desprendido, reducida a condiciones 
normales de presi&n y de temperatura (0 y 760 mm).



22. Determinaci(Sn de la K *̂

Aplicando la ecuaci(5n general de los gases al gas 
desprendido o absorbido en el vaso de reacci<5n, se deduce:

y, ^ y. . a-

Vg: vol. gaseoso del vaso de reaooidn y de los tubos de cone- 
xi(5n hasta el punto cero ( 15cm. ) en el manimetro cerrado. 

V^: vol. del liquide en el vaso.
a^: solubilidad del gas en ml./ml., a una atmosfera de pre­

sion parcial; su valor viene dado por la expresidn
a^ = I antilog.(pH - 6.343)] + 1
a

siendo a = 0.665, a 30 ^C.
Pq= 760. 13.56 (densidad del mercurio)

1.033 (densidad del liquide manom^trico)

De los numerosos métodos existantes para la determi- 
nadion del volumen exacte del vaso, nosotros hemos elegido el 
empleado por Krebs, que, en esencia, consiste en llenar el va­
so y los tubos de oonexidn, hasta el punto cero, con mercurio
pure, recoger todo este mercurio y pesarlo con precision. Di- 
vidiendo el peso del Hg por su densidad, a la temperatura uni­
forme a que se opera, el cociente, disminuido en el volumen 
del liquide en el vaso (V^), es el Vg. Substituyendo este va­
lor en la f(5rmula anteriormente transcrita, cuyos restantes 
factores son conocidos, queda determinada la constante del va­
so para el man<5metro utilizado en su determinacion.



23. TermobarcSmetro.

En el câlculo de la constante de vaso, se consi­
déra constante el valor de la presidn atmosfirica, Sin embar­
go, la presidn en el recinto del laboratorio y la temperatura 
del baüo sufren inevitablemente alguna s variaciones, que dan 
lugar a alteraciones en las medidas manomitricas no debidas 
a las reacciones enzimaticas, si bien dentro de limites restrin- 
gidos por las condiciones en que se procura operar. Para obser­
ver y corregir estas alteraciones, se utiliza un man(5metro uni- 
do a su correspondiente vaso (termobar&metro), que se somete a 
las mismas manipulaciones que los demas, sustituyendo el liqui­
de reaccionante por un volumen igual de agua.

Para determinar las desviaciones verdaderas de los 
manometros problèmes, a las lecturas de Istos, expresadas en 
microlitros, se restarân o sumaran las di sminuci one s o aumen- 
tos que sufra el termobar&metro.

24. Condiciones de la determinacion manometrica.

Temperatura del termostato: 30 @0.
Tiempo de equilibrio de la temperatura en el interior del vaso, 
una vez introducido en el termostato: 15 minutos.
Amplitud y frecuencia de oscilaci<5n durante el equilibrio de 
la temperatura: 2 y 100, respectivamente.
Amplitud y frecuencia de oscilaoi&n durante el desprendimiento 
del CO2Î 3.5 y 1,500, respectivamente.
Lectura inicial (tiempo cero): a los tres minutos de aiîadido



el sustrato.
Lecturas durante 10 minutos, en un orden fijo, de modo que el 
intervalo de tiempo que media entre dos consécutives en un mis­
mo manimetro sea de dos minutes.
Volumen total de reaccidn: 3*5 ml.

25. Determinacion de la velocidad inicial de descarboxilacidn.

La determinaciOn de la velocidad inicial de descar- 
boxilacion se realize del modo siguiente:
12. A las lecturas manométricas, que son mm. de presion del li­
quida de Brodie, se Iqs restan las lecturas iniciales (las bê­
chas en el tiempo cero).
2®. Estas cantidades se 11even al eje de ordenadas de un sis­
tema de coordenadas cartesianas, en cuyo eje de abscises se 
representan los tiempos correspondientes a elles.
3®. Se traza una recta ideal que, pasando por el origen, com- 
prenda mejor a los tres o cuatro primeras puntos, y cuya pen- 
diente représenta la velocidad de reaccion por unidad de tiem­
po en las concentraciones iniciales de las sustancias reaccio- 
nantes.
4®. La pendiente de la recta se transforma en mm. de presiOn 
del liquide de Brodie/hora y ml. Multiplicande este valor por 
la correspondiente constante de vaso y corrigiendo las varia­
ciones sufridas por el termobar&metro (expresadas, tambiln, en 
microlitros), se obtiens la velocidad en juil.de C02/hora y 
ml.



3. RESULTADOS





31. Pirdvico descarboxilasa: Purificacl($n.

La levadura de cerveza seca que se encuentra en el 
comercio no es, por lo general, apropiada como material de par­
tida para la preparaci&n de pinîvico descarboxilasa purificada. 
Temperaturas de secado superiores a 40 ®C, o periodos de con- 
servaci<5n demasiado largos, hacen que a menudo la proteina en- 
zim^tica se muestre inactive. Es recomendable, por tanto, el 
uso de levadura de cerveza fresca, que ha de ser sometida in- 
mediatamente al procedimiento de purificaci<5n.

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

Esquem^ticamente exponemos a continuaci&n el m&todo 
de preparacidn utilizado (mitodo de Green modificado por De la 
Puente) que subdividimos en tres partes, para que pueda seguir* 
se con mayor claridad la marcha del proceso:

A) Preparacidn de levadura en polvo

B) Preparaci&n del extracts de levadura

0) Praccionamiento proteico
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Nota. Para determinar les fo de saturaci<5n en que se separan 
las distintas fraociones proteicas, se han utilizado las ta­
blas correspondientes incluidas en los ’’Methods in Enzymolo^ 
gy” (tomo I, pag. 76, ed. por S.P. Colowick y N.O. Kaplan), 
teniendo, ademas, en cuenta que:

00. sol.sat. de s.a. a anadir =
V (Sg - S^) 

1 —  82

V = volumen inioial
82= grado de saturaoidn deseado
S^= grado de saturaoi<5n preexist ente
Por otra parte, se ha aoeptado la hipdtesis de que la solu- 
oion résultante de la disoluoi&n de los precipitados protei- 
00s oontiene el suifat0 àm^nioo que oorresponde a un volumen 
igual al incremento de volumen experimentado por la soluoidn 
disolvente, en el fo de saturaoidn en que ha tenido lugar la 
preoipitacidn.

Con fines de oonservaoidn, suspendemos inioialmen- 
te la preparaoi&n enzimatica (fracoi<5n proteica separada en­
tre el 46 y el 52f> de saturaoidn) en un volumen pequeho de 
soluoi(5n semisaturada de sulfato amdnioo en tampdn oitrato 
0.04M, pH=6 , (relaoi&n 3:1), haoiéndose todas las sémanas 
diluoiones (I00. — ^ 4oo.) con la misma soluoidn semisaturada.

Hemos podido comprobar que, en estas condiciones, 
la actividad enzimatica y su correspondiënte actividad maxi­
ma no varian de modo apreciable con el "hiempo (4 meses, dura- 
cidn normal de consume de la preparacidn enzimatica).



311. Caracterfsticas de la plnîvico desoarboxilasa p\irificada.
3111. pH optlmo de descarboxilacidn.

Toda actividad enzimatica es funcidn del pH. Estu- 
diando las variaciones de la actividad en funcidn del pH se 
observa la existencia de dos pHs limites, mas allâ de los cua- 
les la acci(5n del enzima es nula. Entre ambos, la actividad 
présenta un mâximo a un pH bien définido (pH optimo) en condi­
ciones determinadas (origen del enzima, temperatura, presencia 
de sales neutres, etc.).

La determinaci<5n del pH optimo de descarboxilaci&n 
de la piruvico desoarboxilasa purificada, ha sido realizada en 
las condiciones indicadas en la tabla I. Los resultados de la 
determinacion quedan incluidos en la tabla II (Pig.l).

Tabla I. Actividad descarboxil&sica en fuhci(5n del pH; Condi­
ciones de valoracion manométrica.

ï^irdvico des- 
carboxilasa 
(Activ.màx.ss 
1.67 lOZmcOn 
/O. ICC.E/10T

T.maieat0 
(d.m.)

Piruvato Na 
1M

en T.M. (d.m. ) 
3:7(1.42 10-1)

Mezcla
total

vol. vol. sol.I vol. vol. pH
cc. cc. soI.ÏT cc. cc.
0.1(1

tf

(1
it
II
II

L  __ . ,

2.9II
II
II
II
II
II
II

6:4 
5:5  4:6 

. 3 .5:6.5 2:8 
1 .5 :8 .5  

1:9 
0 .5 :9 .5

0 .5II
II
II
II
II
II
II

3.5II
II
II
II
II
II
II

5.6 
5.75 
5.9  6.0 
6.2 
6.3 
6.456.6



Tabla II. Actividad desoarboxilàsica en funcidn del pH.

pH
Actividad enzimdtica 

comparable

plCOg/O.Icc.E/lOf

5.6 25 25

5.75 51 51

5.9 83 83

6.0 96 96

6.2 97 97

6.3 78 78

6.45 46 46

6.6 22 22



Figura 1. Actividad descarboxildsica en funcidn del pH.

Q<Q
CJ<

1 00 

9 0  h
II

9 0  h  

7 0  p  

6 0 j- 

5 0  k  

4 0 — 

3 0  -  

2 0 

1 0 

0 _J I I I I I L_
5.5 5.7 59 6.1 6.3 6.5 6.7

p H



3112. Actividad de la plruvioo desoarboxilasa purificada.

La actividad de la preparacidn enzimdtica détermina- 
da por la tdcnica manomdtrica de Warburg, en las condiciones 
dptimas de descarboxilacidn indicadas a continuacidn:
O.icc. de purificado enzimatico
2.9cc. de T.maleato (d.m.) 3:7 -
0.5cc. de piruvato Na 1M, en T.maleato (d.m.) 3:7 (1.42 10"*M) 

Mezcla total: 3*5cc. (pH =6.1)
ha resultado ser: 1.lO^jJl.COg/0.1cc.E/lO min. (T = 30 °C).

3113. Actividad mdxima de la piruvico desoarboxilasa.

A travis del proceso de purificacidn, parte de la 
protefna enzimatica pierde el cofermento y catidn, permane- 
ciendo inactiva frente al sustrato en la valoracion manomëtri- 
ca. Por esta razon hemos desechado, en los estudios de cinéti- 
ca del enzima reconstruldo, el termine actividad en relacion 
al contenido total de protefna (actividad especffica), utili- 
zando, en cambio, la actividad maxima de la preparacidn enzi­
matica como reflejo del total contenido proteico capaz de des- 
carboxilar el acido piruvico. (Tomamos como punto de referen** 
cia la actividad maxima, para hacer comparables no sdlo los va- 
lores obtenidos en dfas sucesivos con la misma preparacidn enzi­
matica, sino tambiên los correspondientes a distintas prepara- 
ciones).

Las condiciones de determinacion manométrica de la 
actividad maxima del purificado enzimatico son las indicadas 
en la tabla III, siendo incluidos los resültados obtenidos en 
la tabla IV (Figura 2).



Tabla III. Actividad mâxima de la pimîvico descarboxilaea.

Condiciones manométricas; contenido por vaso de Warburg

vol. Molaridad Concentracién T.M.(d.m.)
cc. de la 

solucién moles/l y/vaso sol.ï
i6r.TT

Pinîvico des- 
carboxilasa 
(Activ. enz.= 
1.102^^.00%/ /O.1ccE/lOmin)

0.1

Sol.de Mg'*"*" en 
T.M. (d.m. )0:10 
y posterior 
dilucién en 
T.M. (d.m.) 
0.25:9.75.

1.0 1.0 (2)
5.10-1 
3.3 10-1

Sol. de DPT en 
T.M. (d.m. )0:10 0.5

1ÙÔ
50
25
_!-(3J

T.maleato(d.m.)' 1.4
(1)0.4:9.6
(2)0.7:9.3 

(1,3 0.3:9.7 
(2,3)0.5:9.5

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

Piruvato Na en 
T.M. (d.m. ) 0.5 1.0 1.42 10"1
5.5:4.5

Mezcla total: 3*5cc. con un pH de descarboxilacion de 6.1



Tabla IV. Actividad maxima de la pinîvico descarboxilaea.

DPT Actividad enzim 
Comparable

Stica
(1 )

y/vaso jjlCOg/O. IC C .E /10 ' 1^

100(3) 167 100

50 167 100

25 157 94

10 140 84

- 114 68

- ( 2 ) 100 60

(1) Concentraciones de de 5.10"^ y 3.3 10*1 dieron
los mismos valores de actividad.

j Sin adiciôn de iones Mg.OXIX clvLxUJ.UXl Uw XUXlwD iïî# g»
Equivale a una conc. de DPT de 5«9 10“ .̂



Figura 2. Actividad mâxima de la pirAvico desoarboxilasa puri­
ficada.

Q
S
O<

7 0 v

60

5 0 [-
1______L

10 50

3114. pH Optimo de recombinaci(5n.

100

y D PT /  vaso

La necesidad de conocer la actividad maxima de la 
piruvico desoarboxilasa purificada nos hizo plantear el problem 
ma de la determinacion de las condiciones de recombinaciOn ya 
en los primeros estudios sobre caraoterfsticas del enzima na­
tural. (La bibliografia, por otra parte, no era concordante a 
este respecte).

Es de hàoer constar, 'en lo que se refiere a las con-



diciones de determinaciOn manomltrica/'el problema que supuso 
poder salvar la dificultad de hacer compatible, en la misma 
determinacion, la existencia de dos pHs: el pH de recombina- 
ciOn y el pH de descarboxilacion, que logicamente habia 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 actividad de la pirdvico des- 
carboxilasa purificada.

El carOcter complétante del EDTA, por el que habia- 
mos de intentar utilizarlo en la preparaciOn de apo-descarbo- 
xilasa pura, nos llevO a ensayarlo sobre la pirdvico descar- 
boxilasa purificada, con el fin de comprobar si, en las condi­
ciones de determinaoiOn de actividad de la misma, el EDTA se 
limitaba a actuar como captador de metales pesados inhibidores,
0 si tambiéh se hacian sentir sus efectos sobre el métal funda­
mental.

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

A concentraciones de EDTA comprend!das entre 10*"̂  y 
10“% ,  se observa un aumento de un 20^ no sc5lo en la activi­
dad del enzima (E), sino también en la actividad maxima (E^). 
Esto hace suponer que el EDTA, en las condiciones de determi­
nacion utilizadas ejerce un efecto solamente positivo, libe- 
rando un 205̂  de proteina enzimatica inutilizada por metales 
pesados inhibidores.
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Tabla VI. Efecto del EDTA sobre la actividad de la piruvico 
desoarboxilasa purificada.

Soluci<5n 
de EDTA

Actividad enzimatica 
comparable

conc.
Moles/l ^ICOg/O. I C C .E/10'

cdÜ
•H

1
g0

E - 100 60

E + EDTA 0.96 10-1 120 72

>
•H
PO
<

E + EDTA 0.96 10-3 120 72

w'cda
- 167 100

>
•H
PÜ<

E t  •̂ EDTA 0.93 10-3 200 120



Por tante, desde un.punto de vieta comparative, 
siempre que en la preparacion de apo-descarboxilasa se uti­
lise EDTA, los io de separacion y recuperacidn habrân de re- 
ferirse a la actividad maxima incrementada en un 20#i.

Et + EDTA§  120 -Q

< I
A = 20 '/.

Et (83V. Et+ EDTA)

A E t EDTA (60V. Ej+EDTA)
rsov. Et
L83V. Et t EDTA

10862 U0

V.

TIEM PO (m in .)

Pigara 3. Efecto del EDTA sobre la actividad de la piruvico 
desoarboxilasa purificada.



3116. Oonclusiones.

Reunimos en la tabla VII las caracteristicas prin­
cipales de la preparacidn enzimatica.
1) La actividad de la preparaci&n enzimatica y su correspon- 

diente actividad maxima no varian de modo apreciable con 
el tiempo (4 meses, duraci(5n normal de consumo de la pre-
paracidn enzimatica) si se conserva el enzima suspendido
en un pequefîo volumen de solucidn semisaturada de sulfato 
amonico en tampon oitrato 0.04M, pH=6 (pH = 5.25), efec- 
tuândose todas las sémanas diluoiones a la concentracion 
utilizada.

2) El pH optimo de descarboxilacion es 6.1.
3) Durante el proceso de purificaci&n la piruvico descarboxi- 

lasa pierde parte de su coenzima y cation (Mg) • Su activi­
dad es un 609̂  de la actividad maxima obtenida en presencia 
de exceso de los mismos.

4) Como en la recombinacion interviens toda la proteina sus­
ceptible de recombinarse, se utiliza como unidad de compa- 
raoi&n la actividad maxima y no la especifica.

5) El pH de recombinacion es 6.7.
6) La presencia de EDTA a concentraciones comprendidas entre

10*"̂ y 10~3 aumenta en un 209G la actividad maxima, proba­
blement e por captar dicbo complétante los metales pesados 
inhibidores que inutilizaban parte de la proteina capaz de 
descarboxilar el acido piruvico.



7) Résulta asi que la actividad de la preparaci<5n enzimatica 
es un 509̂  de la actividad maxima de dicha preparacion en 
presencia de EDTA.

8) Se utiliza en todas las determinaciones un factor de correc- 
ciOn, para hacer comparables las distintas experiencias. 
Dicho factor se deduce al igualar las actividades maximas 
en las diferentes experiencias.

Tabla VII. Caracteristicas de la preparaciOn enzimatica

Volumen de PDG 
purificada a 
partir de 150gs. 
de ievadura

200 cc

pH optimo de des- 
carboxilaciOn

6.1

pH optimo de re­
combinacion 
(ion métal:Mg) 6.7

Activ. de la PDG 
purificada 
a y pH=6.1

1.lO^WlCOg/O.lccE/10' 6. lO^MlCûg/cc/iir.

ActxV. de la PDG 
en presencia de 
EDTA(10“ '-10“3m) 
a 30 G y pH=6.1

1.2 loZulCOg/O.locE/lO' 7.2 lO^wlCOg/oc/br.

Activ.max. de 
la PDG a 30 ^G 
y pH=6.7

1.67 lO^ulCOg/O.IccE/lO' 1.lO^WlCOg/co/hr.

Activ.max. de la 
PDG en presencia 
de EDTA(10-1-10-3) 
a 30 OC y pH=6.7

a.lO^ulCOg/O.locE/lO' 1.2 lO'^^lCOg/cc/hr.



32. Apo-piruvico desoarboxilasa.

Los primeros tanteos sobre cinétioa de reoomtinaciOn 
nos pusieron de manifiesto la neoesidad de disponer no s6lo de 
una proteina libre (actividad residual cero) sino también de 
una proteina muy sensible (capaz de combinarse faoilmente, en 
exceso de co-desoarboxilasa, con cantidades variables del me­
tal presente) y ademas de aotividad reproducible. Esto exige 
un conocimiento de las condiciones dptimas de preparacion de 
la apo-descarboxilasa, con el fin de que pueda lograrse una se­
paracion 100# quedando, al mismo tiempo, la proteina lo menos 
alterada posible.

Es précise hacer constar, en primer lugar, que la 
proteina enzimatica libre de coenzima y métal es muy inestable, 
siendo necesario prepararla antes de cada experiencia por lo' 
que ha de jugar un papel importante el tiempo de preparacion, 
dada la frecuencia con que habrO de repetirse esta.

Los factures considerados en este estudio han sido: 
pH, tiempo de incubacion, presencia de fosfato sodioo (utili­
zado generalmente como protector de enzimas), presencia de agen­
tes quelantes, como el EDTA (que pudiera favorecer la separa­
cion en condiciones menos drasticas, al relajar el enlace por 
captaciOn del metal), temperatura, etc. TambiOn, oon el fin de 
poder tener la seguridad de trabajar en todo momento en con­
diciones Optimas de separacion y recuperacion, lo que garanti- 
zaria, a su vez, la validez y reproducibilidad de resultados, 
hemos hecho un estudio de la influencia de estos factoras en



preparaciones recientes y al cabo de 4 meses (duraciOn apro- 
ximada del volumen de preparaciOn enzimatica obtenido en ca­
da fraccionamiento a partir de 150 gs. de Ievadura, que a su 
vez es la cantidad maxima utilizada en cada preparaciOn por 
la limitaciOn de la capacidad de las centrifugas).

Las condiciones en que el esquema general de prepa- 
raciOn de apo-descarboxilasa fue desarrollado, asi como las ta­
blas y representaciones graficas de los resultados obtenidos, 
se incluyen a continuaciOn (Tablas VIII a XXI)(Pigs. 4 a 16).

321. Esquema general de preparaciOn.

Ease I

Ease II

Ease III

Ease IV

Relajagion de 
la union 
proteina-Mg- 
ooenz ima.

Mantener el en­
zima purificado 
a diferentes pHs 
y en presencia de 
fosfato disOdico 
y EDTA, respecti­
vamente.

Incubar a di­
ferentes t tem­
pos.

Precipitacion 
de la protei­
na.

Anadir a la mez­
cla sol.sat. de 
s.a. con el pH 
debidamente ajus- 
tado. (# de sat.: 
superior al 52#).

Dejar l/2 hr., 
a 0 °0, para 
precipitacidn 
total.

Separacion de 
la proteina.

Centrifugar l/2 
hora, a 10.000 
rev/min. y a 
0 °0.

LisoluciOn de 
la proteina.

i.-._...... .....

Disolver en T.M. 
(d.m.) 0:10 (ae- 
tiv.max.) 6 3:7 
(activ. residual) 
Vol.E/vol.ap0-E= 
1/10.



Notas,
1 • Én la precipitaci<5n de la apo-descarboxilasa se utilizan 

voliîmenes de sol. sat. de slilfato amonico que aseguran su 
precipitacidn total (2.3cc. de sol. sat. por cada cc. de 
mezcla corresponden aproximadamente a un 70# de saturaci<5r. 
de sulfato amonico). Hay que tener en cuenta, sin embargo, 
que el ajuste de pH de la sol. sat. de s.a. exige la adi- 
cion de diferentes'volumenes de NaOH conc. o NaOH 1/I0conc., 
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- 
gui ente manera:

V (8p - S )
cc. de sol.sat. de s.a. a afladir =

Sg: grado de saturacidn deseado
grado de saturacidn préexistante 

V 2 volumen inioial
en este caso concrete, V se ve incrementado poir los valo­
res de NaOH aHadidos, variando los # de saturacion, para 
la cantidad de sol. sat. utilizada, entre el 60 y 68#, en 
cualquier caso superior al intervals 46-52# de saturacion, 
en que se sépara la apo-piruvico desoarboxilasa.

2. Como es sabido, la estabilidad de la proteina es maxima a 
pH 6.1 y, por tanto, a este pH (correspondiente a T.M.
3:7) convendria disolver la apo-descarboxilasa. Asi lo he­
mos heoho en la determinacion de la actividad residual.Ra- 
zones de ajuste de pH, en la mezcla de recombinacion, exi-



gen disolver la proteina en pH mds aloalino (T.maleato (d.m.) 
0:10; sin embargo, hemos podido comprobar que la capacidad 
de recombinaciOn maxima no se altera por este motivo.

3. Puesto que los volumenes de soluciOn de enzima y de apo enzima 
utilizados en las valoraciones manomltricas son de 0.1 y 1 oc., 
respectivamente, la relaciOn de 1:10 en los voliSmenes de di- 
soluciOn de la proteina en el enzima y apoenzima, respectiva­
mente, permite hacer directamente comparables las actividades 
résultantes.

4. Convendria destacar que las mezclas de incubacion, utilizadas 
en la preparacion de apo-descarboxilasa, a diferentes pHs,son 
lüsultado de la combinacion de diferentes soluciones, todas 
ellas standardizadas, y no de un ajuste del pH en el momento 
de la preparaoidn.
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Figura 4* Relacién de la soluci<5n de NaOH ooao.iHgO, a
utilizar, en funcidn del pH de la mezcla de re- 
lajàcidn de enlaces, en la separacidn de la apo- 
descarboxilasa*

0  H*conc. 
Ho 0

1.8:82

1.6:8.4

1.2 :8.8

0.8:9.2

0.6:9.4

0.4; 9.6

0.2; 9.8

9.59.08.0 8.57.5

“► pH
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Figura 5. Relaciin de la solucién de NaOH oonp.tHgO, a uti­
lizar en presencia de fosfato disidico |0.251j[]i en 
funcidn del pH de la mezcla de relajacidn de en­
laces, en la separacidn de la apo-descarboxilasa*

OH'conc.

1.B-.8.2

1.4:86

1.2 : 8.8

0.8:92

0.6: 9.4

0.2:9.8

0:10 ^  
7.5 8.0 8.5 9.0 9.5

pH
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Figura 6. Relaci<5n de la soluci(5n de NaOH ooüo.iHgO, a uti­
lizar como disolvente del EDTA G.4M, en funcidn 
del pH de la mezcla de relajacidn de enlaces, en 
la separacidn de la apo-descarboxilasa.

0 H * c o n c ■ 
H2O
à i

2.2:7.8

1.8 :8.2

1.6:8.4

0.8:9.2

0.6: 9.4

9.59.08.0 8.57.5

pH



3211. Actividad residual de la apo-descarboxilasa.

Tabla XI. Condiciones de valoracic$n manomltrica

Apo-piruvico 
descarboxilaea 
M )  en T.M. 
(d.m.) 3:7
T.maleato(d.m.) 
3:7

vol.
oc.

1.0

2.0

conc.
moles/l

Mezcla; 3*0cc. (pH=6.l)

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

0.5 1.42 10-1

Mezcla total: 3.5cc. (pH=6.l)

(1) obtenida en las diferentes condiciones que acabamos 
de exponer en el esquema general de preparacion.
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• ------»PH

Figura 10. Comparacl&u de loe efectos de las soluciones de 
fosfato die<5dico y de EDTA sobre el ^ de separa- 
ci($n debido al pH.
(Tiempo de incubaci<5n: .1/2 hora).
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Figura 11. Comparaci&u de les efectos de las soluciônes*^fe 
fosfato dis6dico y de EDTA sobre el ^ de separa- 
ci(5n debido al pH.
(Sin incubacion).



3212. Actividad mâxima del enzima recombinado.

Tabla XVI. Condiciones de valoraci6n manomltrica

vol. Molaridad Concentracidn T.M.(d.m.)
cc.

de la 
solucion moles/l y/vaso

soi. I 
sol.ïl

Apo-piruvico 
descarboxilasa 
(1) en T.M. 
(d.m.)0:10

1.0 ■

Sol.de Mg^^ en 
T.M.(d.m.)0:10

1.0 1.5 5.10-1

Sol. de DPT 
(200\//cc.) en 
T.M.(d.m.)0:10 0.5 100

T.maleato(d.m.) 0.5 1 1.3:8.7

Mezcla : 3*0cc. con un pH de recombinacidn de 6.7

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

0.5 1.0 1.42 10“1

Mezcla total: 3*5cc. con un pH de descarboxilacién de 6.1

(l) obtenida en las diferentes condiciones expuestas en el es­
quema general de preparacion.
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 ► pH

Pig* 12. Efecto del pH y del tiempo de incubacion sobre la 
capacidad de recombinaciOn de la apo-piruvico 
descarboxilasa.
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PI g# 13# Efecto del pH y del tiempo de incubaciOn sobre la 
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descarboxilasa, en presencia de PO^HNag [0.25M],
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Fig,14. Efecto del pH y del tiempo de incubaoiOn sobre la capacidad de recombinacion de la apo-pirdvlco de_s 

carbox.ilasa, en presencia de EDTA (O.IM),
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V. RECUPERACION

A EDTA

Fosfato disôdico

T IEM PO - 0 h.

76 78  8.0 82 8.4 8.6 8.8 9.0 9.2 9.4 9.6
pH

15. Comparacion de les efectos de las soluciones de 
PO.HNap y de EDTA sobre la influencia ejerclda 
por el pH en relacl6n a la capacidad de recombi- 
nacl&n de la apo-piruvico descarboxilasa.
(Sin incubacién).

RECUPERACION

EDTA50

40 Fosfato disôdico

30

TIEMPO -  1/2 h.20

76 7.8 8.0 82 8.4 8.6 8.8 9.0 9.2 9.4 9.6

pH

Pig. 16. Comparacion de les efectos de las soluciones de 
P0/j.HNa2 y EDTA sobre la influencia ejercida 
por el pH en relaciOn a la capacidad de recombi- 
naciOn de la apo-pinîvico descarboxilasa.
(Tiempo de incubaciOn: l/2 hora).



Tabla XXI. ComparaolOn final.

Sin incubaoiOn l/2br.de incubaciOn

pH minime io recup. pH mfnimo io recup.

SeparaciOn
100^^

E4 8.5 35 8.3 30

9.0 35 8.3 30

SeparaciOn 
100^(en pre­

& 9.0 37 9.0 35

sencia de 
P0^KNa2[0.25Ml ^0 9.3 37 9.0 35

=4SeparaciOn * 
100#(en pre­

8.9 56 8.5 44

sencia de 
EDTA [O.IM %, ^0 6,9 60 8.5 47



3213, Conclusiones.

1) La separaciOn total de la apo-descarboxilasa depends esen- 
cialmente del pH,

2) Los fo de separaciOn, conseguidos a distintos pHs, aiment an 
considerablemente al aimentar el tiempo de incubaciOn. Es- 
ta influencia es mas notable a pHs inferiores a 8.5.

3) Cuando el tiempo de incubaciOn es de l/2 hr. no hay dife- 
rencia apreciable entre los fo de separaciOn, a diferentes 
pHs, en el enzima recien preparado (E^) y al cabo de 4 me- 
ses (E^).

4) En experiencias sin incubaciOn los ^  de separaciOn son in­
feriores en el enzima reciOn preparado.

5) El fosfato disOdico, por su car^cter protector de enzimas, 
dificulta la separaciOn, sobre todo a pHs inferiores a 8.5*

6) El EDTA, al aumentar la estabilidad del enzima por capta- 
cion de metales inhibidores, dificulta asimismo la separa­
cion.

7) Los pH minimos de separaciOn total varfan en funciOn del 
tiempo de incubaciOn y de la presencia de fosfato disodico 
y de EDTA. Dichos valores, recogidos en la tabla XXI, q.ue- 
dan comprendidos entre pH 8.3 y 9.3.

8) La mayor 0 menor capacidad die recombinaciOn de la apo-des- 
carboxilasa depends fundament aiment e del tiempo que la pro- 
tefna permanece en condiciones que la alteran, es decir,del 
tiempo de incubaciOn, aumentando al disminuir este ultimo. 
Dicho aumento es mas acentuado a pHs inferiores a 8 en au-



aencia de fosfato disOdico y EDTA; en estos casos el aumenV 
to permanece constante a cualquier pH.

9) La influencia del pH en la recombinaciOn no es muy acusada 
en el intervalo de pH 8.3-9.3, en que tiene lugar la sepa­
racion total.

10) Las diferencias en la capacidad de recombinaciOn entre el 
enzima recien preparado y al cabo de 4 meses pueden consi- 
derarse despreciables en ese mismo intervalo de pH, con y 
sin incubaciOn.

11) SI fosfato disodico, por su çarOcter protector de enzimas, 
favorece la capacidad de recombinaciOn, especialmente a 
pKs inferiores a 8.

12) SI ESTA, al estabilizar el enzima por su caracter complé­
tante de metales pesados inhibidores, aumenta la capacidad 
de recombinacion, siendo constante el ^ de recuperacidn a 
lo largo del intervalo de pH estudiado (pH 7,7-9^3).

13) Del estudio realizado sobre preparacidn de apo-descarboxi- 
lasa, resumido en la tabla XXI, se dedueen las siguientes 
condiciones optimas:

pH de incubaci&n: 8.9 
tiempo de incubacion: no es precise 
presencia de EDTA [O.IM], en el medio de incubacion 

En estas condiciones la preparaciOn de apo-descarboxilasa 
reune las siguientes caracteristicas: 

separaciOn: 100^ 
recuperacion; 

reproducibilidad: total



3214. Mptodo propuesto de preparaciOn de apo-descarboxilasa.

Ease I

Ease II

Ease III

Ease IV

RelajaciOn de 
la uniOn 
protefna-Mg- 
coenzima.

ii

Afiadir a 1 vol.de 
enzima purificado 
2 vol.de HpO y 1vol. 
de EDTA P.4M en sol. 
' alcaliha (OH'conc./ 
/HpO = 1.5:8.5). 
PHtotal = 8.9

Sin incu- 
baciOn.

!
PrecipitaciOn 
de la protefr
na. • ■

j

Ahadir a continua- 
ciOn una mezcla de 
9.2vol. de sol.sat. 
de 'S.a. ÿ 0.6 vol. 
çLe NaOH,conc. 
pH ? 8.9 
fo de sat. de. la 
mezcla total = 67

Dejar l/2 
hr. a 0^0 
para preoi - 
pitaciOn 
total.

f
j SeparaciOn 
1 de la 
1 proteina.

Centrifugar l/2hr. 
a 10.000 rev/min. 
y a 0 °C.

DisoluciOn 
de la ■ 
protefna.

1

Disolver en T.M. 
(d.m.)0:10 (ac-~ 
tiv. mOx.) 0 3:7 
(aotiv.residual) 
Vol.E/vol.apo-E= 
1/10.



33. lones metal.

El planteamiento experimental de la especificidad de 
metales en la pinîvico descarboxilasa présenta una gran comple- 
jidad. A las dificultades que entraüa la exigencia de una apo- 
descarboxilasa pura, sensible y de actividad reproducible, hay 
que ahadir aquf las que supone la introducciOn de un nuevo fac­
tor en el sisterna de recombinaciOn, el iOn metal.

La fuerte hidrolisis de las sales metâlicas, diferen- 
te para cada metal y variable adem£s de acuerdo con la concen- 
traciOn del metal utilizado, ha exigido un estudio individual 
de cada uno de los sistemas de recombinaciOn en funciOn de las 
distintas concentraciones del metal y del pH, ya que las varia- 
ciones bruscas de pH acusadas en la preparaciOn de las diferen­
tes diluciones y en la mezcla con loe otros componentes del sis 
tema enzimatico, no pudieron ser compensadas con la capacidad 
amortiguadora de ningiSn tamp On. (Se utilizO tamp On maleato, da­
das sus caracterfsticas sehaladas por Smits, a las que ya he- 
mos aludido). No obstante, ha podido comprobarse que el pH, du­
rante la determinaciOn manomOtrica, se mantiene constante.

El manejo de las sales met^licas présenta, adem^s, 
otra dificultad en relaciOn con la falta de solubilidad y for- 
maciOn de hidrOxidos insolubles, a determinados pHs, de algu- 
nos metales, particularldades Ostas de los iones metal que han 
constituido uno de Ips factores tenidos en cuenta en la selec- 
ciOn de los mismos.

Las condiciones en que fue estudiado el comportamien-



to de los distintos metales, asf como las tablas y représenta- 
ciones grâficas de los resultados, se incluyen a continuaciOn 
(Tablas XXII a XLV) (Figuras 17 a 34).

De acu erd o  con  l o s  d i f e r e n t e s  m e t a le s ,  l o s  p a r à n e tr o s  

d eterm in a d o s han s id o :  pH Optimo de recom b in aciO n , ,

, cuyos valores fueron deducidos de las representaci.ones gra- 
ficas de las ecuaciones de Lineweaver y Burk correspondientes:

1 = Km  ̂1 4 I  \  1 4 1 ( in h .c o m p e t i t iv a )"7T \ "IÇ j"TT "ir

y de la comparaciOn entre ambas.
Todos los valores de actividad dados son comparables, 

debido a la introducciOn de un factor (en todos los casos muy 
prOximo a la unidad) mediante el que se igualan los valores 
control de todas las experiencias realizadas. Como control se 
ha utilizado el valor de la actividad mOxima de la pirOvico 
descarboxilasa recombinada con[Mg'̂ '̂ ’J 5*10“*̂ , valor que se man- 
tuvo igual a 120 MlOOg/O.Icc. E /10  min.

La soluciOn de protefna (apo-descarboxilasa) utili- 
zada en todas las experiencias es la correspondiente a O.icc. 
de enzima natural.

Las molaridades de las soluciones met^licas utiliza- 
das son las adecuadas para conse^ir la conoentracion a que se 
hace referenda, por adicion del volumen indicado en un volu- 
men total de recombinacion de 3cc.



331• Particularldades del lOn M g .

SoluciOn inicial de SO^Mg; 1.5M en tampOn maleato (d.m.)0:10
(pH=6.6).

Diliiciones ( l/lOO— ► l/l .000) ; a partir de la soluciOn inicial
en tampOn maleato (d.m.) 0 .7 :9*3 
(pH de las diluciones 6.9).

La caracterfstica del Mg, de ser iOn metal activan­
te natural de la pinîvico descarboxilasa, nos ha llevado a 
iniciar el estudio de la especificidad de metales con el de 
su cinetica de recombinacion -en un amplio margen de concen­
traciones- despuOs de analizar la diferenciaciOn de sus pHs 
de recombinaciOn y descarbQxilaciOn.

La fue determinada grOficamente, sobre la re- 
presentaciOn de las ecuaciones de Lineweaver y Burk corres­
pondi ente s

1 — Km . 1 4
~  V "  T "

&
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7.0

5.8 0

10:0 9:1 8:2 7:3 6:4 5:5 4:6 3:7 2:8 1:9 0:10

 ► T.M.(d.m.) sol. I : sol.II

Pig. 17. Cxirvas de pH de recombinacion, para nn mismo pH de dea- 
carboxilaciOn, en fimciOn del tampOn maleato utilizado.
  RelaciOn sol.Itsol.II (T.M.(d.m.)), como tampOn a utilizar

en funciOn del pH de la mezcla de recombinaciOn.
  RelaciOn sol.I:sol.II ( T . M . ( d . m . , como disolvente del pi­

ruvato aOdico, en fünciOn de un unico pH de la mezcla to­
tal (pH de descarboxilaciOn = 6.1).



Tabla XXIII. Actividad de la PDG recombinada, en presencia 
de[Ma^^]5.10~1, en funciOn del pH.

pH Actividad enzimj 
comparable

Ctica Activ.enz. con rela­
ciOn a la activ.max. 
de la PDG natural

Ul.COn/0.ICC.E/10'
6.0

r
93 77 46

6.2 102 85 51

6.5
: ^

113 94 • 56

6.7 120 100 60

6.8 118 98 59

7.0 110 92 55

7.3 98 82 49



Figura 18. Actividad de la pinîvico descarboxilasa recombi-
nada, en presencia de Mg^^, en funciin del pH.

100
0
1 >
o<

80

6.1 6.3 6.5 67 6.9 7.1 73

pH



Tabla XXIV* Actividad de la pinivico deacarboxilasa recombi»
nada en presencia de ionea Mff.

Condicionee manométricas: contenido por vaso de Warburg

vol. Molaridad Gone. Gone. T.M(d.m. )
cc. de la 

eolucidn moles/l y/vaso sol.ï
ioi:TT

Apo-pinivico dee- 
carboxilasa en 
T.M.(d.m.) 0:10

1.0

Sol.de Mg**“̂  (en 
las condicionee 
ya especifica- 
das).

1.0 0.015
0.075
0.003
0.0015

♦ g.lO-l5.10-3 
2.5 10-31.10-3
5.10-4

Sol. de DPT (200//CC.) en 
T.M.(d.m.)0:10 0.5 5.9 10-5 100

T. maleato (d.m.) 0.5 • +1.3:8.?
5:5

Mazda: 3cc. con un pH de recombinacién de 6.7

1.42 10"1Piruvato Na en 
T.M. (d.m. )... 0.5 1.0 10:0(eep)

M a z d a  total: 3*5cc. con un pH de descarboxilaciin de
6 . 1
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CO2 / 0.1 c.c E 110 min . )

120h

100

50 r

10

2.510*3 5-10*3 M0*2

1.103
▲

15

10

2 -10*2

[Mg'*]

K m (M g )=  3.7-10’  ̂

V màx. = 120

5-10"'

■ 20 40 100

g. 19. Aotividad de la PDO reoomblxxada 
en presencia de iones Mg.

200

[Mg++]

270

-10"1



De las experiencias anteriores concluimos:

1. El i(5n Mg aciiia como l6n métal activador en el intervalo de 
concentraciones ensayadas (5*10"^ - 5.10"^).

2. No se observa ningiîn tipo de inhibloidn a altas concentra- 
clones del metal.

3. Da obtenida, en el estudio de la cinltlca de recombina- 
ci<5n, ha resultado ser 3.6 10“*̂ .

4. Se ha observado la existencia de diferentes pHs dptimos pa­
ra los procesos de recombinacidn y descarbôxilaoidn.

5. La curva de pH para la desoarboxllacl&n es de campana, bien 
definida, con un ÿH <5ptimo de 6.1 y actividades inferiores 
al 25?̂  a pHs 5*5 y 6.5, respeotivamente.

6. La curva de re combina ci ($n, igualmente de campana, no es 
acusada. Présenta un màximo a pH 6.7, conservando, sin em­
bargo, el 80?̂  de la actividad a pHs 6.1 y 7.3. Estos resul- 
tados revelan la existencia de un lugar de enlace indepen- 
diente de los centros catalfticos activos del mecanismo de 
descarboxilaci(5n, y, al 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 grupos que 
no son afectados por los iones hidrdgeno en este intervalo, 
taies como grupos carboxilo, hidroxilo o fenolico.



332. Partlcularidadea del l6n M n .

Soluci(5n inicial de SO^Mn; 1.5M en tampon maleato (d.m.) 0:10
(pH= ).

Diluciones (l/50 -^1/2,500): a partir de la eoluoi&n inicial
en t amp6n maleato (d.m.) 0.7:9*3 
(pH de las diluciones 6.9)*

Como anteriomente hemos hecho con el ién Mg, se ha
estudiado la cinëtica de recomhinaoidn en un amplio margen de
concentraciones y se ha estudiado, asfmismo, la diferencia- 
cion de los pHs dptimos de recomhinacidn y descarboxilaci&n.

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

Las anomalfas que pueden observarse en la represen-
taoiiîn de dobles recfprocos, en el sentido de velocidades
anormalmente lentas a altas concentraciones de sustrato, pu- 
dieran explicarse -partiendo de la actuaoidn como inhibidor 
del exceso del sustrato- bajo los siguientes supuestos:
1. La molécula inhibidora de sustrato puede unirse al enzima 

como cualquier otro inhibidor.
2. El segundo supuesto se refiere al caso en que él é r e a  ac­

tiva del enzima esti constituida por varios grupos, de los 
que normalmente sdlo uno fija una molécula de sustrato. A 
altas concentraciones de sustrato, diferentes mollculas 
del mismo pueden fijarse en estos grupos aceptores de tal 
manera que ninguna de las moléculas résultantes sea activa.
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pH

6.7

6,3

10:0 9:1 8:2 7:3 6:4 5:5 4:6 3:7 2:8 1:9 0:101
—------------► T.M. (d.m.) sol.I : sol.Il

Pig. 20. Curvas de pH de recombinaci<5n, para un mismo pH de des- 
carboxilaciin, en funcidn del tamp<5n maleato utilizado.
  Relaci(5n sol.I:sol.II (T.M.(d.m.)), como tampan a ytilizar

en funoidn del pH de la mezcla de reoombinaoi&n.
  Relaeion sol.Irsol.II (T.M.^d.m.)), como disolvente del pi­

ruvato sédico, en funcion de un unico pH de la mezcla to­
tal (pH de descarboxilgci&n = 6.1).



Tabla XXVII. Actividad de la PDC recombinada, en presencia 
de[Mn‘*“̂ ]( 1 . ,  en funcidn del pH.

pH Actividad enzimâtica 
comparable

^Aciiv.enz. con rela- 
cidn a la activ.mâx. 
de la PDG.recombina­
da confMg 15.10-1.

111.COo/0. ICC.E/10'
6.59 45 78 38

6.74 51 89 43

6.85 55 97 46

6.95
'

-
57 100 48

1 ' " 
7.11 53 93 44

7.31 46 80 38

" Se hace notar que estos valores corresponden a una cùn- 
centracidn de Mn"*”**, 1.10“% ,  a la que se acusa una fuerte 
inhibicidn por exceso de sustrato, segiîn fue observado pos- 
teriormente.



Figura 21. Actividad de la pirdvico deacarboxilaea recombi-
nada, en presencia de Mn"*"̂ , en funci6n del pH.

V. ACTIVIDAD
A

100

7.06.86.6



Tabla XXVIII. Aotividad de la piriivioo descarboxilaea recombi*»
nada en presencia de iones Mn.

Condicionee manométricas: contenido por vaso de Warburg

vol. Molaridad Gone. Gone. T.M(d.m.
cc. de la 

solucién moles/1 y/vasot
soî.î 
sol.II

Apo-pirdvico des- 
carboxilasa en 
T.M.(d.m.)0:10

1.0

Sol. de Mn"̂ *̂  (en 
las condicionee 
ya especificadas).

1.0

Ô.Ô3
0.015
0.003
0.0009
0.000750.00060
0.000450.00030

5.10-3
1.10-3
3.10-4
2.5 10-42.10-4
1.5 10-41.10-4

Sol. de DPT 
(200V/cc.) en T.M. 
(d.mï) 0:10 0.5 5.9 10-5 100

Tampén maleato(d.m) 0.5 2:8

Mezcla: 3co. con uh pH de recombinacion de 6.95

Piruvato Na en 
T.M. (d.m.) 0.5 1.0 1.42 10-1 8.591.5

Mezcla total: 3*5cc. con un pH de descarboxilacién de 6.1
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Tabla XXX. Actividad de la pirdvico descarboxllasa recoin-
binada. en presencia de iones Mn.

[Mn44] V 1/̂ n**-**J l/v

1.10-2 57 1.10% 17.5 10-3

5.10-3 62 2.1Q2 16.1 10-3

1.10-3 64 10.10% 15.6 10-3

3.10-4 59 33.3 10% 16.9 10-3

1 2.5 10-4 50 40.10% 20.0 10-3

2.10-4 44 50.10% 22.7 10-3
i
! 1.5 10-4 36 66.6 10% 27.7 10-3

1 1.10-4
j_____________

15 100.10% 66.6 10-3
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De las experiencias anteriores concliiimos:
1. El i6n Mn actua como ± 6 n  métal activador a concentraciones 

inferiores a 3.10*4.
2. La obtenida, en el estudio de la cinética de recombina- 

cidn, ha resultado ser 3.6 10*4, anâlogo valor al obteni*4 
do en el caso del Mg.

3* Se observa inhibicidn en el intervalo de concentraciones en­
sayadas: 1.10“^ - 1.10*3. Este tipo de inhibici&n, en el que 
se presentan desviaciones en la linearidad a altas concen­
traciones de sustrato -disminuyendo la actividad con el au- 
mento de concentracion- parece indicar que, a determinadas 
concentraciones, este métal activador puede actuar como in­
hibidor. Uno de los posibles modos de tal inhibicidn puede 
ser la posibilidad del metal de unirse separadamente a dos 
lugares del enzima: activando en uno de los casos (en un 
compornamiento anâlogo al Mg), e inhibiendo en el otro. Es­
ta inhibiciân pudiera ser: indirecta, modificando de algun 
modo la configuraoiân o bien directe, bloqueando grupos 
(-SH, por ejemplo) fundamentales en la fijaciân del sustra­
to, sugerencia que se verâ apoyada posteriormente.

4. Tambiân se ha observado la existencia de un pH de recombi­
na ci ân diferente al de descarboxilaciân.

5. La curva de recombinaciân, de campana, no es tampoco acusa­
da. Présenta un maxime a un pH 6.95 conservando, sin embar­
go, el 80^ de la actividad a pHs 6.6 y 7*3. Estos resulta- 
dos nos lievan a las mismas conclusiones consideradas en el 
caso del Mg.



333. Particularidades del l<în Be.

Soluciân inicial de SO^Be: 1.5M en tamp(5n maleato (d.m.) 0:10
r̂ sol. de NaOH conc. (pH=5.38). 

Diluciones (l/25 -^ 1/250,000): a partir de la soluciân ini­
cial, en tampon maleato (d.m.) 2:8 
(diluciones 1/25 —^l/lOO) y t.ma­
leato 1:9 (diluciones l/lOO — a» 
1/250,000). (pH: 6.62 -6.9 , segun 
las diluciones).

El carâcter competitive de la inhibiciân fue puesto 
de manifiesto mediante la representacidn de Hunter y Downs 
( [ij . v^/v - Vĵ  vs. [s] ) correspondiente al valor de # = co 
(siendo el factor que da una medida directa de la influen- 
cia del inhibidor en el coeficiente de disociaciân del comple- 
jo enzima-sustrato), y mediante la doble representaciân de re- 
ciprocos de Lineweaver y Burk, con una intersecci&n comun so­
bre el eje de ordenadas, indicando inhibicion nula a concen- 
traci&n de sustrato infinita.

Las expresiones para el calcule de la constante de
inhibicion, K^, han sido

[I ]

V _ +[sj;

V (v - v^) 
deducidas de las ecuaciones générales,



Tabla XXXI. Influenoia de la cono. de iones Be sobre la activi­
dad de la PDC recombinada con diferentes concentra- 
clones de (incubaci6n conjunta de los iones
métal).

Condiciones manométricas: contenido por vaso de Warburg

vol. Molaridad 
de la 

solucién
Conc. Conc. T.M(d.m.

cc. moles/l y/vaso sol.I
s8i :t t

Solucién de Mg (a 
partir de Mg 1.5M 
en sol.II) en T.M. 
(d.m.) 0.7:9.3

0.5
0.03
0.015
0.003

5.10-3 
2.5 10-35.10-4

V

Sol. de Be (en las 
condiciones ya es­
pecificadas). 0.5

0.06
i0.000006

1.10-2
ltlO-G

Apo-piruvico des- 
carboxilasa en 
T.M.(d.m.)0:10

1.0 ,.

Sol. de DPT 
(200y/cc.) en 
T.M. %d.m. )0:10 0.5 5.9 10-5 100

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

Mezcla: 3.0cc. con un pH de recombinacién 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 descarboxilacion de 6.1
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De las experiencias anteriores concluimos:

1. El i<5n Be no actua como i<5n métal activador a ninguna con- 
centraci6n (1.10"^ - 1.10"^).

2. Para una oonoentracidn de iones Mg fija, el ^ de inhibicion 
es funciOn de la concentraciOn del iOn Be.

3. La inhibiciOn, por la presencia de iones Be, de la piruvico 
descarboxilasa recombinada con diferentes concentraciones 
de iones Mg, cuya dependencia de la concentraciOn del iOn 
Be ya hemos sehalado, es asimismo dependiente de la concen- 
traciOn del ion Mg.

4. La inhibiciOn, de la piruvico descarboxilasa recombinada,
por la presencia del iOn Be, es de tipo competitive, sien-

-3do la K. igual a 1.5 10



334. Particularidadea del iOn Cd.

SoluciOn inicial de SO^Cd: 1.5M en tampOn maleato (d.m.) 0:10
* (pH=5.35).

Diluciones (l/25 — ^ l/z5,000): a partir de la solucion inicial,
en tampon maleato (d.m.) 0.7:9.3 (di- 
luciOn 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- 
ncg variables del ion metal.

Ensayos previos de iniiibiciOn de la actividad de la 
piruvico descarboxilasa recombinada, por la presencia de deter-
min^.dos iones metal (Cd, Co, Ni), pusieron de manifiesto el ca-

, -4racter inhibidor de estos metales a conc. superior a 1.10 •
Ext rap 0 land 0 los valores de la actividad vs.[Mg’̂’̂], 

para concentraciones de este metal inferiores a 1.10“^, se ob- 
tienen los siguientes valores de actividad enzimatica para la 
piruvico descarboxilasa recombinada

‘ ' V____________1/ IMK"*"*"]______________ l/v
5 .10-1 120 0. 002 .103 8.3 10-3
5 .10-3 111 0. 2 .103 9.0 10-3

2.5 10-3 105 0. 4 .103 9.5 10-3
1 87 1 .103 11.5 10-3
5 .10-4 71 2 .103 14.1 10-3
2 .10-4 43( extr.) 5 .103 23.2 10-3
1 27 II 10 .103 37.5 10-3
2 .10-5 6 If 50 .103 152.6 10-3
1 .10-5 3 II 100 .103 299.6 10~3

valores que no confieren muchas posibilidades (por falta de



sensibilidad en el método) a los estudios de recombinaci6n, 
con la t^cnica de Warburg, a bajas concentraciones del i6n me­
tal. No obstante, fue estudiado el comportamiento del ion 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, respeotivamente.

Tabla XXXIV. Condiciones manomltricas para la determinacion 
del ^ de inhibicion»

vol. Molaridad 
de la 

solucién
Conc. Conc. T.M(d.M

cc. moles/1 y/vaso sol.I
iôïITT

Solucién de Mg (a 
partir de Mg 1.5M 
en sol.II) en T.M. 
;d.m. ) 0.7:9.3

0.5
0.03
0.015
0.003

5.10-3 
2.5 10-35.10-4

Sol. de
las condiciones 
ya especificadas). 0.5

0.06
0.00006

1.10-2
ltlO-5

Apo-piruvico des­
carboxilasa en 
L .M.(d.m.) 0:10

1.0

Sol. de DPT 
(200y/cc.) en 
T.M.<d.m.) 0:10 0.5 5.9 10-5 100

T. maleato (d.m.) 0.5 ' 5:5

Mezcla: 3.0cc. con un pH de r̂ÿcombinacién de 6.7
1

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 descarboxilacion de 6.1
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Tabla XXXVI. Actividad de la PDG recombinada con diferen­
tes concs. de y en presencia de concen­
traciones variables del ion Cd, en funcién 
de la relaci6n(kg**"*j/&d'*"*3.

0.05= 5.10[4
inhibiclin

1000.25= 2.5 10~ 
 1 .1Ù -2

96 96

-4 89 100

,. 1.2 1Ô-3
4*2 = 5.10-4

• •..



Tabla XXXVI. Actividad de la PDG recombinada con diferentee 
concs. de y ©n presencia de concentracio­
nes variables del i6n Gd, en funci<5n de la re- 
laci <5n [m  g'̂ '%ld'̂ 4].

Yo inhibici&n
4.38= 3.10-4 J rjQ rjQ 98 22

4.62= 5.10-4
1.08 10-4 2 41 90 12

5 = 2.5 10-3 5.10-4
5.10-4
1.10-4

100 100

84

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

8.3 = 2.5 10-3 853.10-4
5.10-3
3.10-4 

1 0 =  .

81

3

25 = . 2.5 10-3 l.iO-4

93 100 95 95

13 14 0 (4)

42 = 5.10-3
1.2 1Ô-4 97 97

30 =
(4) 0 (21) 18 17 12

6

250 = 2.5 10:3
1.10-J

(8)
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De las experiencias anteriores concluimos:

. Mediante la ticnica manométrica de Warburg, no es posible 
iiacer estudios de recombinacion con Cd como i(5n métal. El 
caracter inhibidor de las concentraciones de Cd^^ superio- 
res a 1.10““̂  obligaria a utilizar concentraciones inferio- 
res del metal, que se traducirfan en actividades enzimati- 
cas casi despreciables para la sensibilidad del método.

2. Para una concentracion de Mg*̂ *̂  fija, el i<> de inhibicion es 
funci(5n de la concentraci&n del ion Cd.

3. La inhibicion, ÿor la presencia de Cd^^, de la piruvico des- 
carboxilasa recombinada con diferentes concentraciones de

cuya dependenciçi de la conc. del Cd^^ ya hemos seha- 
lado, es independiente de la concentracion del Mg"*"̂ .

4. La actividad de la piruvico descarboxilasa recombinada a
4.4.cualquier conc. de Mg , expérimenta, por la presencia del 

Cd^^, un cambio brusco, pasando de aproximadamente cero a 
100# de inhibicion para concs. de Cd^^ de 1.10“^ y 2.10*“̂ , 
respectivamente, en las condiciones ensayadas.

5. En la valoracion del # de inhibicion en funcion dé las con­
centraciones relativas de los iones Mg y Cd, se observa una 
manifiesta discrepancia de comportamiento para una misma re- 
laci(5n[Mg~*^|pd’̂’̂ jcuando en dicha relaci&n las concs. del ia- 
hibidor no quedan incluidas en los mismos intervalos supe- 
riores 0 inferiores a 2.10"^ y 1,10“^; en cualquier otro ca- 
80 hay concordancia. (Vease en la Tabla XXXVI las relaciones

\ destacadas con uno, dos 0 très asteriscos).



335. Particularidades del i<5n Co.

Soluoién inicial de SO^Co: 1.5M en tanip6n male at o (d.m.) 0:10
(pH=6.0). Dis&lucidn lenta (:xi2hr.) 
aunque total.

Diluciones (l/25 1/25.000) : a partir de la soluei(5n inicial,
en tampon maleat0 (d.m.) 1:9.
(pH: 6.5-6.7 segiîn las diluciones).

Tabla XXXVII. Condiciones manomltricas para la determinacion 
del # de inhibicion.

vol. Molaridad Conc. Conc. T.M(d.m. )
CO. de la 

solucién moles/1 y/vaso sol.ï
s 6 i : n

Solucion de Mg (a 
par ' Lr de Mg 1. 5M 
en sol.II) en T.M. 
(d.m.) 0.7:9.3.

0.5
0.03
0.015
0.003

5.10"^ , 
2.5 10“  ̂5.10-4

u

Sol. de Co (en las 
condiciones ya es- 
peciiicndas). 0.5

0.06
•1

0 . 0 0 0 0 6

1.10"2
l'i'lO-5

Apo-piruvico des­
carboxilasa en 
T.M.(d.m.) 0:10

1.0

Sol. de DPT 
(200Y/cc.) en 
T.M.td.m.)0:10.

0.5 5.9 10"5 100

T. maleato (d.m.) 0.5 ' 5:5

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

Piruvato Na en 
T.M(d.m)esp. 8:2 0.5 1.0 1.4-2 10“"'

Mezcla total: 3*5cc. con un pH de descarboxilacion de 6.1



Ü0ü
ci•n •
pp P

%
£j m00CDP 100 T—
A •
A ir\

•S|
-g;•H.>
T'•f ' C

CCI
Q)i

Ij
o|"IS'

M
? |

ÿ
LT\!,

cv

o
U
rn

4-

Oü'
a?;fHÎ
« i

■siü;P

bf'

,2;

C :Oü
Cl01
■ni .

T
0
r-

T—

<" 0

1
0
T—

r~

0 0  " ( fo 0 0

0

Th
I
0

CM

T-

•
0 0

I
0
T—

T—

0 0

1
1

0
r-

VO
0 0

1
0
T—

00

T-

-g
•H
ü
•H
A

0
LA

LA
4

r-vx> üf. 
CM %—CM

t- CM l> 
CM 'T- ro

C\ MO 
CM 0  LO

—ro •<
P-

CM LA

r- CM
lA  CM

MO MO 
LA LO

1

•H"

a

0

CM

M
•H

0  lA
V O  1 !>•

t—
00

4  1 A-
LA en 
30 00

'«d-
1

°
rn

0
0
t—

J
r

rn

0
T— 

T—

<T\
T—
cr»

CM
1
0

r-

0
0
t—

0
0
T—

4 - ' 
4

0

' Ù
Q)

S T- CM rn 4 LA VO



V. INHIBICION 
" lOOl-

90)-

0 -

70 r

60 r

50

40

—o 2,3

02

03

03,3

8?

%

03

63

J .

20

1 0

— 03 — 0000%^ 
1-10'̂ 1-10“̂ 2-10"̂ 5'10 A

[cô ]
VIO'\-3 MOr2

PI g. 29. Influencia de la conc* del l<5n Oo sobre la activ. de la
PDG recombinada con diferentes concs. de
(1,2 y 3 corresponden a concentraciones de de 5.10*3,
2.5 10-J y 5.10-4, respectivamente).



V. INHIBICION!
A

100

9 O'

8 0 h
I

70p 

6 0 

50h-

[Co++] = M O " 2

- J  [Co++]= 2-10-^

40 r

2 0 “

1 0 -

0.5 2.5

Pig.30. Actividad de la PDG recombinada con diferentes concs 
de Mg'"*” , en presencia de concentraciones variables 
de iones Co.



Tabla X3CXIX. Actividad de la PDC recombinada con diferentes 
concs. de Mg’*"*" y en presencia de concentracio­
nes variables del i6n Co, en funcion de la re-
1 a c i 6n [m g'*"îî/JÔ 0

^ inhiblclén
0.05= 5.10-4

TTTcP^
100

0.25= 2.5 10-31.10-^
100

0.5 = 5.10-4 ■  1.10-2

2.5 =
2.5 10-3 
1.1Ù-3

5.10-42.1U-4-

97

75 81 74 89

2.8 = 50 45 37 25 57 66 66 22

-4

■4 010 0 0

14 = 2.5 10“-? ; 12 16 30
T n r i i M  I ____

25’ =
5.10*3
2.10-4 80 85

0 (4)



Tabla XXXIX. Actividad de la PDC recombinada con diferentes 
concs. de y en presencia de concentracio­
nes variables del ion Co, en funcion de la re- 
lacion

i> inhibiol6n
28 = 5.10“3 21 21 27 29 56 511.b 10-4
50 = 0 7

1.10-^
250 = 2.5 10r^ (4)1.10-5
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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 ± 6 n  métal. El caracter 
inhibidor de las concentraciones de Co^^ superiores a 
1.10*"^ obligaria a utilizar concentraciones inferiores del 
metal, que se traducirian en actividades enzimâticas casi 
despreciables para la sensibilidad del método.

2. Para una concentracion de fija, el fo de inhibicion es 
funcion de la concentracién del ion Co.

3. La inhibicion, por la presencia de Co"*"̂ , de la piruvico 
descarboxilasa recombinada con diferentes concs. de Mg'̂ '*' 
cuya dependencia de la concentracién del Co^^ ya hemos se- 
halado, es independiente de la concentracién del Mg"̂ ***.

4. La actividad de la piruvico descarboxilasa recombinada a
4*4-cualquier concentracién de Mg* expérimenta, por la pre-

± J Lsencia del Co* , un cambio brusco, pasando de aproximada­
mente cero a 100% de inhibicién para concentraciones de Co^^ 
de 1.6 10~4 y 2.10"4, respectivamente, en las condiciones 
ensayadas.

5. En la valoracién del % de inhibicién en funcién de las con­
centraciones relativas de los iones Mg y Co, se observa una 
manifiesta discrepancia de comportamiento para una misma 
relacién[Mg‘̂‘̂î/jCo‘̂‘̂] cuando en dicha relacién las concentra­
ciones del inhibidor no que dan incluidas en los mismos in­
tervalos superiores o inferiores a 2.10"^ y i,6 10”^; en 
cualquier otro caso hay concordancia. (Véase en la Tabla 
XXXIX las relaciones destacadas con und y dos asteriscos).



336. Particularidades del lén Ni.

Solucicn inicial de SO^Ni: 1.5M en tampon maleato (d.m.) 0:10
(pH=5.85).

Diluciones (l/25 -^ 1/250.000): a partir de la solucién inicial
en tampén maleato (d.m.) 0.7:9.3.
(pH: 6.75-6.9» segiîn las diluciones).

Tabla XL. Condiciones manometricas para la determinacion del % 
de inhibicién.

vol. Molaridad 
de la 

solucién
Conc. Conc. T.M(d.m. )

oc. moles/l ^/vaso Sol.ï
soi.ïï

Solucién de Mg (a 
partir de Mg 1.5M 
en sol.II) en T.M. 
(d.m.) 0.7:9.3.

0.5
0.03
0.015
0.003

5.10-3 
2.5 10-35.10-^

Sol. de Ni (en las 
condiciones ya es- 
pecificadas). 0.5

0.06
0.000006

1.10-2
iï'io-6

Apo-piruvico des­
carboxilasa en 
T.M.(d.m.) 0:10

1.0

Sol. de DPT 
(200y/cc.) en 
T.M.'a d.m. )0:10. 0.5 5.9 10"5 100

T.maleato (d.m.) 0.5 '■ 5:5

Mezcla: 3*0cc. con un pH de recombinacién dé 6.7

Piruvato Na en 
T.M(d.m)esp. 8:2 0.5 1.0 1.42 10"^

Mezcla total: 3.5cc. con un pH de descarboxilacién de 6.1
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V. I N H I B I C I O N  

'' *1 O O r

9 0

SO

— o  2,3

02.1
02.3,2
i
P2
!o2.3

6 0

0 -

4 0-

03

8?

01
O’

si
02
8̂ 1
02,3

03 I
03 j 

8?'

I

MG'5 1-10"4 2'10" 4

Pig.32. Influencia da la conc. del l6n Ni sobre la activ. de 
la PDC' recombinada con diferentes cones, de 
( 1 ,2 y 3 corresponden a concentraciones de Mg'*"^de 5.10'^
2.5 10'^ y 5.10"'^, respectivamente).



V. I N H I B I C I O N

t  looL  

: i90k
[N i+ + ]=  2 -1 0“ ^

I 30r 

70r
i

6 Or
5 0 h  

4 0 r 
3 0  

20  

1 0

T!
0.5

T

2.5

I
[Ni+̂ ]= VIO’̂

-► [Mg""] "10̂

Fig.33* Actividad de la PDC recombinada con diferentes concs. 
de Mg , en presencia de concentraciones variables 
de iones Ni.

%



Tabla XLII* Actividad de la PDC recombinada con diferentes
4.J,concentraciones de M g  y en presencia de con­

centraciones variables del ±6n Ni, en funcidn 
de la relaci<5n[Mg'^‘!Jfîi‘*"*l

% inhibicion
100

o . « . ICO 100

0.5 = 5.10-4
1.10-J

100

"'"m i
95 97

100

5 = 5.10-4 
1.10-4

54 58 86 53 96 77

5.10-3
. 2.10-4 

25 = 2.5 10-31.1&-4

95

77 82 88 86 86 92

50 = hwi
95 .91 88 91

9 6 24 21 5 19 15

14 27 26 29 24

5 0 0 = 5 . 1 0 - 3
1.10-5

38 . 38 32 31 36

2.500 = 2.5 10-3 
" 1.10-G

8

250.000= 2.5 10-3 
l.lO-O

2
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Tabla XLIV. Actividad de la PDC recombinada en presencia de
iones Ni.

Condiciones manomltricas; contenido por vaso de Warburg

vol. Molaridad Conc. Conc. T.M(d.m. )
oc. de la 

soluciln moles/l y/va 80 sol.ï
soi.ïï

Apo-pirdvico des­
carboxilasa en 
T.M.(d.m.) 0:10

1.0

T—— —

Sol, de Ni"*"" (en 
las condiciones 
ya especificadas).

1.0 0.03
0.00003

1.10-2
ltlO-5

Sol. de DPT 
(200//oc. ) en 
T.M.{d.m.) 0:10 0.5 5.9 10-5 100

T.maleato (d.m.) 0.5 2:8

Mezcla: 3*0cc. con un pH de recombinaciln de 7.05  ̂̂ ̂

Piruvato Na en 
T.M(d.m)esp.10:0 0.5 1.0 1.42 10-1

Mezcla total; 3.5cc. con un pH de descarboxilaciln de 6.1

(1) En ensayos previos, sobre el pH Iptimo de recombinacion, 
fue comprobado un ligero aumento de actividad a este pH.
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De las experiencias anteriores concluimos:
1. Mediante la ticnica de Warburg no es posible hacer estudios 

de recombinaciln con Ni como i6n métal, El caricter inhibi­
dor de las concs. de Ni'*”*’ superiores a 1.10“^ obligaria a 
utilizar concs. inferiores del metal,que se traducirian en 
actividades despreciables para la sensibilidad del metodo.

2. Para una concentraciln«de Mg'*”*’ fija, el $  de inhibicion es 
funciln de la concentraciln del iln Ni.

3. La inhibicién, por la presencia de Ni'*’**', de la piruvico des­
carboxilasa recombinada con diferentes concs. de M g'*”*', cuya 
dependencia de la conc. del Ni’*"*’ ya hemos sehalado,es practi- 
camente independiente de la[Mg"*"*"] . Una ligera dependencia 
que puede observarse a concs. de Ni**”*" comprendidas entre los 
valores que producen inhib. total y no inhibicién, pudiera 
explicarse teniendo en cuenta el mayor requerimiento de sus- 
trato del E recombinado con altas concs.del metal activador.

4. La actividad de la PDC recombinada a cualquier conc.de Mg'*”*’ 
expérimenta, por la presencia del Ni"*”*',un cambio brusco pa­
sando de aproximadamente cero a 100# de inhib. para concs. 
de Ni**”** de 1.10*“  ̂y 1.10*^, en las condiciones ensayadas.

5. En la valoracién del 9̂ de inhib, en funcién de las concs.re- 
lativas de los iones Mg y Ni, se observa una manifiesta dis­
crepancia de comportamiento para una misma relacién[Mg'*'‘5^i 
cuando en dicha relacién las concs. del inhibidor no quedan 
incluidas en los mismos intervalos superiores o inferiores
a 1.10“^ y 1.10“^; 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 oonoce, excepto on el case de algunos 
metaloenzimas, acerca de la "atmdsfera" que rodea al i(5n me­
tal dentro de la molecula de la protefna o acerca de les efec- 
tos de les cationes sobre el estado y configuraci(5n de las ma- 
cromoleculas (precisamente el problema de la influencia del 
metal en les enzimas ha permanecido largo tiempo en el terre­
ne de la especulaci&n). Résulta, pues, interesante plantear 
el estudio del mécanisme de accidn del enzima que nos ecupa, 
2-exeacide carbexi-liasa e pirdvice descarbexilasa, a traves 
del analisis del papel de les ienes metal en este triple as- 
pecte: 1) âqué facteres determinan las afinidades en la fer- 
macidn de les cemplejes metal-prbteina?; 2) âqué grupes de 
la preteina estan implicades en la femacibn de les enlaces 
cen les ienes metàlices?; y 3) âqué modes de interaccidn en­
tre les metales y la pretefna pueden ser significatives en 
la funcibn bielogica, particularmente en la catalisis enzi- 
matica?.

Pueste que nos apeyaremes fundamentaimente en el 
esquema de Schellenberger, aludiremes en primer termine al 
estade actual de la interpretacidn del mécanisme de accidn 
de la piruvice descarbexilasa tal ceme ha side presentade 
recientemente per diche auter, recegiende experiencias ante- 
rieres, a las que ya nos hemes referide detalladamente en 
etre lugar de esta tesis.



La descarboxilacion de -oxodcidos a travels de 
la pinlvlco desoarboxilasa -considerando la recombinacidn 
del enzima a partir de sus componentes (apoenzima, TPP y io- 
nes metàlicos)- puede descomponerse en les siguientes pasos 
de acuerdo con el esquema de Schellenberger;

2+TPP + Apoenzima 4- Me E

k_|_̂ ^
E 4- Piruvato ____  E-Piruvato-(?) E-Piruvato-(2)

'^-2 *'^-3(?)
kxR ̂

E-Acetaldehido-(2) E-Acetaldehido-(4')

y E 4- Acetaldehido

donde la velocidad del proceso de descarboxilacibn enzim^tica 
se détermina mediante la posicibn del equilibrio de recombi- 
nacidn y mediante uno de los pasos de la reaccibn, 2 a 6, To- 
do ello, logicamente,'dependera de las caracteristicas de los 
componentes del sistema, jugando un papel decisive la estruc- 
tura del TPP por su naturaleza coenzimatica, en la que se su- 
pone radica el epicentre de la actividad enzimatica.

La teoria de los modèles, nacida del esfuerzo rea- 
lizado para estudiar las complicadas reacciones enzimaticas 
por medio de sustancias en le posible sencillas y bien carac- 
terizadas quimica y fisicamente, ha constituido un importante 
instrumente de la quimica de enzimas, proporcionando nuevos 
puntos de partida para las investigaciones expérimentales y



ofreciendo con ellos, a menudo, la posibilldad de una investi- 
,icidn cinltica y termodinamlca précisa en la desconocida es- 
tructura global de los enzimas. Asi, ensayando en lugar del 
TrP diferentes analogos, se ha observado que toda modifica- 
cion de la molecula de tlamina va unida a una mayor o menor 
inactivacibn coenzimatica; los resultados de estas experien­
cias han indicado que mediante la modificacibn de la molecu­
la del coenzima se entorpece o bloquea uno de los.pasos de 
la reaccidn, 1 a 6. Actualmente, se distinguen tres posibles 
etapas;
a) Bloqueo a nivel de la recombinacidn de los componentes del 

enzima ),
b) Bloqueo a nivel de la unidn del sustrato (k^2 y ^4.3)» Y
c) Bloqueo a nivel de la transferencia del aldehido (k^^).

a) Bloqueo a nivel de la recombinacion de los componentes del
enzima (k^^).

El bloqueo en el proceso de recombinacidn habra de 
manifestarse en los casos en los que las modificaciones in- 
troducidas
a-|) entorpezcan un sitio que es responsable de la fijacidn

del apoenzima o que influye en la distancia de enlace en­
tre el coenzima y el apoenzima. 

a2) fuercen la posicibn opuesta de los dos pianos del anillo 
a una situacibn de conformacibn no natural, que ya no 
permite ningiîn enlace en los puntos destacados de la to- 
poquimica del apoenzima. (Ello se refiejara no solo en



una pérdida de actividad ô total inactividad, sino también en 
la falta de accibn inhibidora por bloqueo de ).

Como resultado de los ensayos efectuados con mode- 
los, se han podido destacar, en la molecula del coenzima,cua- 
tro fragmentes cuya influencia résulta fundamental en la re- 
combinacion;
1)E1 reste de pirofosfato. Basta alaigar el grupo etilo, en el 

carbone 5 del anillo tiazblico, con un solo -CHg, o variar 
la longitud de la cadena fosforica, para conseguir produc- 
tos coenzimaticamente inactives. Sin embargo, como en la mo­
lecula subsisten todos los grupos vinculantes, es explica­
ble su actividad inhibidora.

2)E1 carbone en 2' del anillo pirimidinico. La simple presen- 
cia de un grupo etilo en posicibn 2' demostrb su influjo en 
el equilibrio de recombinacibn a traves de una disminucibn 
de la velocidad de recombinacibn (36^0 y de un aumento apro- 
ximadamente igual al doble de la concentracibn de semisatu- 
racibn. Mientras que la afinidad del sustrato para el hole? 
enzima, formado a partir del analogo, aparece practicamente 
inalterada, la disminucibn de la actividad final en mas del 
50^ se basa en el entorpecimiento adicional de uno de los 
pasos siguientes de la reaccibn. En estas circunstancias se 
hace precise considerar el paso de transferencia del alde­
hido (k^^), sobre todo en el caso de que el grupo etilo en*- 
tre en colisibn con la superficie del apoenzima y haya de 
influir en el mécanisme a traves de la posicibn del anillo 
de pirimidina.



3)E1 N en posicibn 1  ̂ del anillo pirimidinico, El reempla- 
zamiento del anillo de pirimidina del TPP por un anillo de 
piridina dio lugar a dos analogos, de los cuales sblo el 
correspondiente a la sustitucibn del N en posicibn 3' por 
un -CH= mostrb actividad coenzimatica y afinidad por el 
apoenzima. Por tanto, como en el caso anterior, debe supo- 
nerse que el N en posicibn 1' actua como sitio de enlace, 
participando asi en la orientacibn de los dos grupos basi- 
cos dentro del mecanismo de descarboxilacibn enzimatica del 
ac. pinlvico.

4)El carbono en 4 del anillo tiazblico. En un principio se 
pensb en una cuarta posibilidad de enlace, a travbs de este 
grupo, dada la velocidad de recombinacibn fuertemente re- 
tardada y la concentracibn de saturacibn elevada en los ana­
logos del TPP modificados en el C-4 (signo de entorpecimiej. 
to del proceso de recombinacibn) y, por otra parte, la baja 
velocidad estacionaria en el estadb de saturacibn ( 32?&) 
(correspondiente al mecanismo inhibido de la transferencia 
del aldehido). Sin embargo, el comportamiento de los analo­
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, fundamentaimente , en la mutua in-
terferencia, que ocasiona una alteracibn en la conformacibn 
de los pianos de los dos anillos

Parece insinuarse actualmente un nuevo punto de vista, ba- 
sado en la existencia de una reglbn adecuada, esterica y



quimicamente, en el centre de enlace del apoenzima, que for­
ma un enlace de hidrbgeno don uno de los Hg relativamente 
acidos del grupo -NHg, apartando as£ a este grupo de su po­
sicibn de resonancia original y, en consecuencia, aumen- 
tando su basicidad y haciendo posible el contacte con el 
protbn Mdroxilo del aldehido active,

Puede observarse, en los citados casos, que. el pa­
so de transferencia del aldehido, que tiene lugar en la for­
ma de una catalisis base intramolecular, es estericamente mu- 
cho mas exigents que el paso de recombinacibn, determinado 
por la disposicibn de los grupos enlazantes en el centre ac­
tive del apoenzima.
b) Bloqueo a nivel de la uni bn del sustrato (k ,̂2 y k^^).

Si considérâmes el bloqueo a nivel de unibn con el 
sustrato, podria, en primer lugar, pensarse que habria de te- 
ner lugar en la posicibn 2 del anillo tiazblico, como conse­
cuencia ibgica de la incapacidad de unibn con el sustrato 
(k_^3=0). Si este fuera asi, el compuesto tendria que mostrar 
accibn inhibidora; sin embargo, el 2-metil-TPP, aunque inac­
tive, no présenta accibn inhibidora, demostrando pertenecer 
a los analogos bloqueados para la recombinacibn. Los sustitu­
yentes en posicibn 2 entorpecen, en general, mas que el en­
lace del sustrato, el proceso de recombinacibn, con lo que se 
encuentra una explicacibn a la pequeha velocidad de trans- 
formacibn del "acetaldehido active", (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
cibn (k^2 y del proceso de unibn del sustrato (k^^ y
kj_̂  fueron considerados como un paso global del enlace del 
sustrato). Estos autores apuntan, no obstante, que el piru­
vato antes de la fijacibn al anillo de tiazolio esta ligado 
al apoenzima y de este modo expérimenta un cierto aumento en 
relacibn con la activacibn en la proximidad del centre de
reaccibn.

Los resultados, en este sentido, del presents tra- 
bajo confiman la existencia de este probable paso 2 del es­
quema de Schellenberger.
c) Bloqueo a nivel de la transferencia del aldehido (k^^).

Analogos como el 4'-hidroxi-4'-desamino-TPP, des- 
amino-TPP, 4'-mercapto-4'-desamino-TPP y, al menos en parte, 
tambien el N-metil- y el N.N-dimetil-TPP presentan el blo­
queo tipico del paso de transferencia del aldehido (k^^). Asi, 
impidiendo la separacibn del aldehido, el analogo es inactive 
como coenzima y muestra, a la vez, igual afinidad para el apo­
enzima que el mismo coenzima, funcionando los pasos preceden- 
tes de la reaccibn, del 1 al 5, sin interrupcibn.

La considerable accibn inhibidora de los dos ana­
logos N-alquilados muestra que el proceso de recombinacibn 
esta entorpecido pero que aun es posible. La total inactivi­
dad de estos analogos a pesar del caracter bâsico del N-4 ̂ 
permite, por el contrario, reconocer un entorpecimiento pro-



■bablemente esterico del estado de transicibn formado en la 
separacibn 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 situacibn de conformacibn de los 
dos pianos del anillo conducen a una total inactividad, en 
tanto que las sustituclones que tienen lugar en la "perife- 
ria" de la molbcula y que, por tanto, sblo influyen de un mo­
do indirecto sobre la situacibn estructural mediante la coli­
sibn con el apoenzima, van unidas a una disminucibn de la ac­
tividad. En resumen, las diferentes posibilidades de falsea- 
miento de la conformacibn pueden caracterizarse asi;
1. Modificaciones minimas de la situacibn de conformacibn que 

afectan ligeramente a la recombinacibn y a la separacibn 
del aldehido.
Resultado; disminucibn de la actividad coenzimatica, como 
consecuencia del perjuicio directo experimentado por el 
proceso de separacibn nuclebfila. Exemples; 2'-etil-2'- 
nor- y 4-etil-4-nor-TPP.

2. Puertes modificaciones de la situacibn de conformacibn que 
afectan ligeramente a la recombinacibn y fuertemente a la 
separacibn del aldehido.
Resultado; ninguna actividad coenzimatica, y afinidad dis- 
minuida para el apoenzima. Ejemplo: N-metil-TPP.

3. Puerte alteracibn de la situacibn de conformacibn que afec- 
ta fuertemente tanto a la recombinacibn como a la sépara-



cion del aldehido.
Resultado; ninguna accibn coenzimatica y ninguna afinidad pa­
ra el apoenzima. Ejemplos; 6 '-metil- y 2-metil-TPP.

Volviendo al planteamiento inicial, los primeros 
intentos de encontrar una base fisica a la especificidad de 
los metales se centraron fundamentaimente , como ya hemos vis- 
to en la parte tebrica, en los parametros mas elementales de 
la estructura y de las propiedades del ion. Estudios compara- 
tivos de la efectividad de los iones metal en relacibn con su 
masa, carga ibnica, radio ibnico etc. demostraron, sin embar­
go, la insuficiencia de estos parametros para justificar la 
participacibn del ibn metal. De todos son conocidos enzimas 
en los que las semejanzas y desemejanzas de los parametros, 
de los iones, debidas a su proximidad 0 alejamiento en el sis­
tema peribdico no guardan relacibn con su efectividad en el 
sistema enzimatico; la arginasa (activada por Mn y otros ele- 
mentos de transicibn), la leucil-peptidasa (activada por Mn 
y Mg), otros enzimas activados por Mn exclusivamente, y la 
piruvico desoarboxilasa (activada por Mg, Mn y otros elemen- 
tos de transicibn) son ejemplos de ello.

Esta peculiar especificidad hacia los iones metal 
hizo pensar que tal vez no fuera posible una explicacibn ra- 
zonable para la especificidad y antagonisme sobre la base de 
las propiedades del ibn métal sin cubierta de hidratacibn; 
pero, dado que los iones metalicos, en solucibn en un medio 
fisiolbgico, estan rodeados por una atmbsfera de otras mole-



oulas, tales como moleculas de agua debilmente enlazadas, o 
sustancias organisas de naturaleza polar, mas fuertemente en­
lazadas, se considerb que el concepto "isostero" pudiera apli- 
cai'se mas adecuadamente a la estructura del complejo global. . 
Ademas, las caracteristicas de los complejos de coordinacibn 
de los metales con el agua u otras moleculas polares, si bien 
reflejo de la configuracibn electrbnica del ibn metal y los 
grupos coordinados, podrian ser factores criticos para el fa- 
cil reemplazamiento de un grupo coordinado por alguna otra mo­
lbcula, en virtud de las energias y entropfas de formacibn de 
complejos.

La formacibn de complejos implica, pues, realmente 
la formacibn de uniones ibn-ibn, seguida del reemplazamiento 
de las moleculas de agua de la primera esfera de coordinacibn 
por otros grupos. La estabilidad, velocidad de formacibn del 
complejo y velocidad de disociacibn, ademas de la acidez del 
metal (todas ellas relacionadas con los parametros fundamen- 
tales) son los factores primordiales para la determinacibn 
de la efectividad de los msbales, y asi las constantes Kjp,kp, 
:B, kp (=Kjp.kp) y K3 (=kp/kp) han resultado ser decisivas 
on la interpretacibn de esta especificidad.

Concretandonos al caso de la piruvico descarboxi- 
lasa, en primer lugar los estudios realizados por Schellenber­
ger sobre el influjo de los iones metalicos Ca, Mn, Co, Mg y 
Zn a pH, temperatura y concentracibn de metal determinados, 
diferenciaron dos fases en el mecanismo de descarboxilacibn; 
fase de recombinacibn y fase estacionaria, dependiendo la pri-



mera fuertemente de la clase de ibn metalico introducido, 
mientras que el estado estacionario es independiente, en con­
siderable medida, de la clase de ibn afiadido.

El paralelismo existante entre las velocidades de 
recombinacibn y los resultados de Eigen sobre velocidades de 
sustitucibn de las moleculas de H2O agrupadas en torno al ibn 
metalico, llevb a considerar a dicho factor como el responsa­
ble de la fase de recombinacibn, quedando fijado el valor de 

a travbs de la cinbtica de la formacibn del complejo me­
talico. Segun el esquema de Eigen, de los metales estudiados 
por nosotros (Mg, Mn, Be, Cd, Cp y Ni), el Be -que no habia 
.sido considerado con anterioridad- présenta una velocidad de 
sustitucibn diferente y mucho menor (del orden de 10^ secT^,

c Q
frente a un valor de 10^ - 10 para los restantes), lo que 
justifica su excepcional papel de inhibidor competitive del 
Mg (con el que, por otra parte, le unen grandes semejanzas), 
confirmando asi el papel decisive de la velocidad de sustitu­
cibn en esta fase.

Es de advertir que, en general, esta fase de re­
combinacibn puede observarse directamente tan sblo a travbs 
de la tbcnica espectrofotombtrica seguida por Schellenberger 
(basada en la reaccibn del acetaldehido libre con exceso de 
EPinH y alcohol deshidrogenasa) , entre cuyas ventajas esta la 
rapidez de manipulacibn y la posibilidad de trabajar con con- 
centraciones pequehas de métal, inferiores a 1.10"^ (valor 
limite, al que determinados metales, como Cd, Co y Ni entre 
los estudiados por nosotros, presentan accibn inhibidora).



Schellenberger et al. no hacen alusibn a esta peculiaridad
del caracter inhibidor de ciertos metales a concentraciones
superiores a 1.10”^, probablemente debido a la limitacibn im-
puesta por su tbcnica en cuanto a la solubilidad de las sales
metalicas en la mezcla del medio de solucibn aplica-
do. La sensibilidad de la tbcnica de Warburg -utilizada por
nosotros- no es, por el contrario, adecuada para concentra-

—4ciones de métal aproximadamente inferiores a 1.10 , a las
que corresponden pequehos valores de actividad; sin embargo, 
permite el estudio en un intervalo superior de concentracio­
nes, donde se manifiesta la inhibicibn del proceso de descar­
boxilacibn por algunos de los metales estudiados.

Por otra parte, la duracibn de la fase de recombi­
nacibn, como ya homos indicado, depende fuertemente de la cla- 
S3 de ibn metalico introducido, siendo el orden C a < M n < C o <
Lg / N i L o s  tiempos requeridos en los experimentos de Sche­
llenberger para alcanzar la fase estacionaria son inferiores 
a los invertidos en la tbcnica de Warburg en el momento de la 
medicibn de las velocidades de descarboxilacibn. 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
binacibn, es practicamente independiente de la clase de ibn 
metalico complejante y de la estabilidad del complejo forma­
do , si bien el marge n restringido de concentraciones utiliza- 
do por Schellenberger limita el valor de estas conclusiones.



En efecto, nuestros resultados sobre la especilicidad del me- 
:al en un amplio margen de concentraciones, han destacado el 
iiecho significative del distinto comportamiento de los iones 
Otai en funcibn de las concentraciones de los mismos. Asf, 
'lientras todos los metales a concentraciones inferiores a 
1.10“^ son activadores (con excepcibn del Be), a concantra- 
0iones superiores muestran un comportamiento bien diferencia- 
do. El 1.1 g y el iVin son activadores a altas concentraciones 
(aimque se aprecia una cierta inhibicibn en el caso del Mn), 
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 concentracibn del catibn alcanza un valor determinado 
( .10"^), transformandose en potentes inhibidores. Es de
destacar en la cinetica de la fase estacionaria del Mg y Mn, 
por una parte, la analogia de las velocidades maximas corres­
pondiente s a la PDC recombinada con uno y otro métal (la cual 
indica que el mecanismo es el mismo en todos los pasos pos- 
teriores a la recombinacibn), y, por otra, la analogia entre 
las aparentes,^ 3*10“^, obtenidas por nosotros,(indican- 
do que no hay entorpecimiento del estado de recombinacibn 
cuando se utiliza indistintamente uno y otro métal), mientras 
que la inhibicibn a altas concentraciones de Mn, asi como el 
comportamiento de los metales Cd, Co y Ni a concentraciones 
superiores a 1.10~^, apunta a una posible participacibn mul­
tiple de estos iones métal.

No oestante, el que iones metalicos como el Ca,Mg, 
mn y Co , que tan fuertemente se diferencian en poder de



n

formacibn de complejos y en electronegatividad, originen to­
dos, en estado de saturacibn, la misma actividad enzimatica, 
pone de manifiesto que una funeibn esencial del ibn metalico 
vendria a consistir, simplemente, en su participacibn en una 
colocacibn estericamente muy diferenciada de la molbcula del 
coenzima en el centre active del apoenzima.

(En una breve comunicacibn, Schellenberger et al. 
trataron de fijar, como posible funcibn de los iones metali­
cos, su influencia sobre el incremento de la acidez en C2 , 
senalada por Breslow, y, partiendo de los estudios sobre el 
influjo de los iones metalicos en la velocidad del intercam- 
bio B-H, llegaron a sugerir la participacibn directa del ibn 
metalico en el mecanismo de descarboxilacibn. En su opinibn, 
el punto de ataque de los iones metalicos deberia ser, en 
primer lugar, los pares de electrones libres del atomo de S, 
pero taiiibibn séria posible una retirada de electrones sobre 
el N. Ambas sugerencias no obtuvieron demostracibn posterior­
ly, ente , no existiendo base alguna para atribuir al ibn metali­
co otra participacibn en el mecanismo de descarboxilacibn 
fuera de su funcibn vinculante, confirmada posteriormente con 
estudios basados en el paso del enzima a traves de una colum- 
na de Sephadex).

En este sentido, parte de nuestros experimentos
trataron de aclarar la naturaleza de los grupos implicados en
esta funcibn vinculante. Asi, nuestras experiencias iniciales
se basaron en el estudio del efecto del pH sobre la actividad 
y el enlace, con Mg como ibn métal, obteniendose curvas de



campana totalmente diferentes. La curva de actividad-pH acu- 
30 un brusco maximo a pH=6.1, con actividades inferiores al 
25# a pH 5.5 y 6.5, respectivamente. La curva de recombina­
cibn, por el contrario, acusb un maximo a pH=6.7, conservan- 
do, sin embargo, el 80# de la actividad a pH 6.1 y 7 .3. (Es 
de destacar aqui que los trabajos de Schellenberger fueron 
hechos a un unico pH de 6.6). Nuestros resultados revelaron 
asi la existencia de un lugar de enlace independiente de los 
centros cataliticos activos del mecanismo de descarboxila­
cibn, 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 hidrbgeno en este intervalo, tales como grupos carboxi- 
lo, hidroxilo 0 fenblicos, posibilidad que se veia apoyada, 
mas adelante, con nuevos argumentos.

Si volvemos a considerar el esquema de Schellen­
berger, la inhibicibn por nosotros hallada a altas concentra­
ciones de metales (tales como Co, Cd, Ni y en cierto modo Mn), 
y a nivel de separacibn de COg (debido a la tbcnica manome- 
trica utilizada para la medicibn de la actividad enzimatica), 
indica un posible bloqueo de los pasos 1, 2 b 3.

Las conclusiones de Schellenberger sobre la inde- 
pendencia del estado estacionario respecto de la clase de ibn, 
asi como nuestros resultados confirmando la dependencia del 
enlace tan solo de la velocidad de sustitucibn de las molbcu- 
las de H2O por los ligandos, permiten descartar el bloqueo 
al nivel del paso 1. Tampoco hay base para poder pensar en



un bloqueo al nivel del paso 3» conocida la teoria de Breslow 
sobre el papel del C-2 del anillo tiazblico y la mayor acidez 
del Mg, que sugeriria un mayor bloqueo por este métal, en con­
tra de los resultados obtenidos.

En cambio, es de senalar que el bloqueo al nivel 
del paso 2, impidiendo la fijacibn (probablemente sobre un 
grupo -SH, dada la especificidad de métal observada por noso­
tros) del piruvato sobre la proteina, con anterioridad a su 
fijacibn en el anillo tiazblico, encuentra apoyo en los si­
guientes hechos:
12, la unibn relativamente astable 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 metalicos (Schellenberger), si bien na- 
da se especifica en relacibn con la naturaleza de los grupos 
implicados en este paso.
22, la proteccibn de la apodescarboxilasa contra el efecto in- 

^  hibidor de los reactivos del grupo tiol, mediante piruvato 
(Stoppani, Kanopkaite y Schellenberger).
32, el caracter que los metales Co, Ni y Cd presentan como 
potentes reactivos de grupos -SH, a diferencia de los iones 
Mg, Be y en cierto modo Mn, de acuerdo con el respective ca­
racter, inhibidor y no-inhibidor, de estos metales, sehalado 
por nosotros.

Todo ello sugiere la doble participacibn del ibn 
métal como mediador en la configuracibn (como ya hemos visto)



y también como bloqueador de grupos fundamentalss , probable­
mente grupos -SH, de fijacion del piruvato.

En el primer aspects, ya ha sido apuntada la velo­
cidad de sustitucibn de las moleculas de agua como factor de­
cisive. En el segundo, parece serlo la estabilidad de los com­
ple jos metalicos de los grupos -SH.

La posibilidad, por otra parte, de que la inhibi­
cibn no tenga lugar por reaccibn del piruvato y métal con el 
mismo grupo del enzima (-SH) sino'con dos grupos colocados 
suficientemente cerca, de modo que la combinacibn 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 astables con el grupo -SH y por tanto no introduce 
ningiin impediments espacial, presentan el mismo comportamien­
to .

Poco se conoce acerca de los enlaces por compues-
ites de S, aparté de su fuerte tendencia a asociarse con ca­

tiones metalicos. Parece, no obstante, que aquellos cationes 
métal que foman sulfures insolubles pueden también enlazar 
S en los compuestos organicos y que taies complejos seran es- 
pecialmente astables. Cabe enfonces concluir que un grupo -SH 
es esencial para la formacibn del complejo piruvato-descarbo- 
xilasa, perteheciendo dicho grupo al tips "lento" descrito 
por Barrbn, ya que es mucho mas sensible a los,metales que a 
los agentes oxidantes y alquilantes. La existencia de este 
grupo proporciona un dato mas en la interpretacibn de la des-



carboxilacibn enzimatica y, en este sentido, viene en su apo­
yo el hecho de que el piruvato reaccione con tioles para for- 
mar mercaptales facilmente descarboxilables por metales pe- 
sados.

En cuanto a la analogia del comportamiento del 
IVig y el Mn, podria Ista radicar en la gran semejanza que pre­
sentan en cuanto a sus preferencias por grupos ligandos de 
la proteina y de los sustratos: grupos carboxilo de las pro- 
tefnas (si bien el Mn présenta ademas una afinidad mayor que 
el Mg por la histidina, el NH2 y los grupos -SH, lo que ex- 
plicaria su inhibicibn a altas concentraciones) y, en cuanto 
a los sustratos, oxianiones taies como R-CO^, fosfatos etc.
(y para el Mn asimismo una afinidad adicional por el NH2 y 
la histidina), siendo, ademas, en ambos octabdrica la este- 
reoquimica en la mayorfa de los casos. Esto vendria a conso­
lider el concepto de la naturaleza del enlace apoenzima-co- 
enzima como un puente metalico entre un grupo carboxilo,p.e., 
de la proteina y el radical pirofosfbrico del coenzima. Se 
ha sugerido, no obstante, recientemente que la unibn con el 
coenzima pudiera tener lugar a traves del N-l', dado el ca­
racter preferentemente protonado, en N-1' de las 4-NH2 pi- 
rimidinas. .

Meyer, anteriormente, habia apuntado que la fun­
cibn del -SH en la piruvico desoarboxilasa era enlazar el 
apo- y el coenzima. Los resultados posteriores de Stoppani 
ni confirman ni desaprueban esta tesis, en cuanto que, a



pH 6.0; la PDG purificada parece ser un compuesto no-diso- 
ciable; pero, en cualquier caso, si la co-descarboxilasa, el 
Mg y la proteina estuvieran unidos por un enlace sulfure, es­
te -SH potencial no deberia participar en las propiedades car 
taliticas de la desoarboxilasa en su medio fisiolbgico (pH 
6 .0-6.3). Tampoco estan de acuerdo con Meyer los trabajos de 
Kanopkaite sobre la proteccibn de la apo-descarboxilasa con­
tra el efecto inhibidor de los reactivos del grupo tiol, me­
diante co-descarboxilasa; dichas experiencias fracasaron, 
concluyendo sus autores que la co-descarboxilasa y el inhibi­
dor se conjugan con diferentes grupos de la proteina y, en 
consecuencia, que los grupos -SH responsables en la descar­
boxilacibn del âc. piruvico, por desoarboxilasa de levadura, 
pertenecen exclusivamente a la parte proteica (apoenzima) de 
la molbcula enzimatica. \

Recapitulando, hemos de insistir sobre la doble 
interaccibn métal-protefna y su influencia en la actividad 
enzimatica. No se trata de un efecto primario sobre las pro­
piedades del metal (por no tratarse de un metaloenzima ver- 
dadero), sino, mas bien, de una cooperacibn del metal y la 
proteina, por una parte, y de un efecto primario sobre las 
caracteristicas de la proteina enzimatica, por otra. En la 
piruvico desoarboxilasa,ciertos metales (Cd, Co, Ni y en 
cierto modo Mn, entre los estudiados por nosotros) pueden 
afectar negativamente a la proteina -por la estabilidad de 
sus complejos - formando mercaptidos con los grupos -SH,^



que parece ser estbn implicados directamente en la accibn 
enzimatica, como fijadores del sustrato. No obstante, su 
funcibn primordial es la de actuar como puentes en la for­
macibn de complejos entre la proteina y la molecula de coen­
zima (considerandose a la velocidad de sustitucibn de las 
moleculas de H2O por los ligandos como el factor decisivo de 
la especificidad de recombinacibn del metal), orientando cor- 
rectamente a los grupos cataliticos pertenecientes exclusi­
vamente al coenzima -de acuerdo con las investigaciones de 
Breslow y Schellenberger-, lo que viene a apoyar la defini- 
cibn de coenzima como epicentro de la actividad enzimatica.
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IV. CONCLUSIONES.

1. La total disociacibn de la pinivico descarbexilasa en sus
2 Icomponentes (apoenzima, TPP y Mg ) puede realizarse en 

funcibn exclusiva del pH (8.9)• Dicha disociacibn (en las 
condiciones del mbtodo propuesto) da lugar, por precipi- 
tacibn ambnica al mismo pH, a la separacibn de una protei­
na muy sensible y de actividad totalmente reproducible.
Se pone de manifiesto la ineficacia del tampbn fosfato 
-generaimente usado por su caracter protector de enzimas- 
a los pH a que tiene lugar la separacibn total. Se acep- 
ta, por otra parte, el uso de EDTA, que libera un 20# de 
proteina enzimatica susceptible de recombinacibn y que 
permanecia inhibida por cationes pesados, garantizando asi 
la reproducibilidad de los resultados.

2. La recombinacibn maxima de la apo-descarboxilasa requiere 
un exceso del ibn metal separado y tiene lugar a un pH di­
ferente del de descarboxilacibn (pH de recombinacibn y 
descarboxilacibn: 6.7 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 descarboxilacibn 
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 descarboxilacibn, apuntando, al mismo tiempo.



a la posibilidad de enlace sobre grupos que no son afec- 
tados por iones hidrdgeno en el intervalo de pH 6.1-7.3 
(carboxilo, hidroxilo, fen(5licos ,etc. ) •

3. 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 excepcion del Be), a con­
centraciones superiores muestran un coi'iportamiento bien 
diferenciado: el Mg y el Mn son activadores a altas con­
centraciones, aunque se aprecia una cierta inhibicion en
el oaso del Mn = &(Mn) = ^mâx. (Mg) =
^max. (Mn) “ 120 jJl OO^/0.1 cc.E/10 min. ) ; el Be es inhibi- 
dor competitive (Kj_ = 1.5 10""%) ; y el Cd, Co y Ni son 
elementos que experimentan un brusco cambio en su compor­
tamiento cuando la concentracidn del cation alcanza un 
valor determinado (n^l.lO"^), transformandose en potentes 
inhibidores.

4. La doble analogfa en la cinetica de la fase estacionaria 
del Mg y Mn, esto es, por una parte la analogia de las ve- 
locidades maximas correspondientes a la piruvico descarbo- 
xilasa recombinada con uno y otro metal, y , por otra, la 
analogia entre las aparentes obtenidas por nosotros, 
indican, respectivamente, la existencia de un misino méca­
nisme en los pasos posteriores a la recombinacidn y la 
ausencia de entorpecimiento en este estado.



Estas analogfas en metales tan diferentes parecen 
poner de manifiesto que la funcidn esencial de estos iones 
metalicos consiste simpiemente en su participacidn en una 
colocacidn estericamente muy diferenciada de la molécula 
de coenzima en el centre active del apoenzima,

5. La inhibicidn a altas concentraciones de Mn, as£ como el 
comportamiento de los metales Cd, Co y Ni a concentracio­
nes superiores a I.IC"^, apunta fuertemente a una posible 
participacidn multiple de estes iones métal. Se sugiere 
que la inhibicion tiene lugar por bloquée al nivel de la 
fijacidn del sustrato (paso 2) sobre grupos -SH, dado 
el caracter que los metales Co, Cd y Ni presentan como 
potentes réactivés de grupos -SH, a diferencia de los 
iones xvig. Be y en cierto modo Mn, Se considéra a la esta- 
bilidad de los complejos metalicos como factor decisive 
de este nuevo aspecto de los iones métal en la piruvico 
descarboxilasa (bloqueadores de grupos fondamentales).
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