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INTRODUCCION

GLAETDULA DE HARDER
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G L A N D U L A D E H A R D E R

La glánflula ¿e Harder es una glfinlula palpebral terciaria profunda cuyo

Jescnbrimiento se le atribuye generalmente a Harder hacia 1694 (l), quien la

describió en el ciervo (2). De origen ectodermal y naturaleza apocrina según

Rolleston, se la encuentra en la mayoria “e los vertebrados (3) y es caracte

ristica de los momiferos excepto algunos carnívoros y primates incluyendo al

hombre. Cuanfioéstos la poseen, constituye sólo un vestigio comoen el caso

rle un bosquimano informado por Giacomini (4). Está asociada íntimamente en su

desarrollo con la membrananictitante puesto que vuelca su secreción en el sa

co conjuntival, por un orificio bajo el vestigio del tercer párpado.
1La glándula .e Harder de LOSroe“ores ha sido descripta anstómicnmente

por Loewenthal (5) y Venable y Grafflin realizaron un estudio microscópico

muy profundo Ïe la misma, en rat15 nlbinas (6)°

La disección ¿e la órbita ¿e la ratï revela la presencia le esta glándu

la (Fig. l). Cuán‘ose quita la fascia pïlpebral superior se hace visible una

pequeña fracción Je la mismaentre el globo ocular y el borfle orbital óseo,

la que se continúo, mfisprofun'amente, por casi tofla la circunferencia bulbar

4etrfis del globo ocular. La glán”ula presenta dos lóbulos (ie alli que se diga

que tiene forma ¿e heerJura ), sien"o el brazo pasteroinferior ‘os veces mayor

que el antero-superior. En animales adultos su extensión pue“e alcanzar Ac 12

a 15 mmde longitufl. El peso ie ambas glán4ulas para una rata macho de 200 g

ves aproximadamente ¿e 300 mg, es Fecir, cerca ¿el 0,2% le su peso corporal.?or

otra parte, es interesante nestncar el gran tamañode estxglfinlula en los roe

dores, cuando se compara su peso con el de otras glándulas de su cuerpo.

L1 observársela deteniflamente presenta un color marrón-rojizo con una

cantiñad variable le puntos o agrupaciones más oscuras sobre la superficie. Es

tá recubierta con unn fina cápsula ie tejilo conectivo que la une débilmente
a la fascia orbital.

Cuandose la observa bajo microscopía de luz, presenta una estructura

túbulo-acinosa compleja. Los estufiios ‘e secciones congeladas ¿e material fijado
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con formol revelan una cantidafl variable ¿e un pigmento amorfo en la lúmina

glandular, en forma ie acúmulos de ¿iversos tamaños. De alli, que el color va

ríe Je un amarillo-marrón a bajas concentraciones, hasta un rojizo-marrón a al

tas concentraciones, correspondieneo el graflo máx1morh.cior a los mayores agrg

gados.

Rsociañas muyestrechamente a estas agrupaciones pigmentarias se obser

van una Cantidad ¿e vesículas lipíñicas, claras, muycompactas, hallándose el

pigmentolocaliza”o en los intersticios (7).

El mecanismo ‘e la excreción glandular es bastante simple. La excreción

lipidica, que es la principal, se hace por la abertura He las vacuolas vecinas

al polo apical ‘e las células y el pigmento —generalmente en estado ce Bisolu

ción y otras veces granular —es arrastra"o por los lipiïos. Lquí, comoen o

tras glánfiulas, la excreción ”e1 pigmento no es primaria, sino que está subor

4inada a otra, en este caso la lipi‘ica (8).

Loewenthal ’escribe por vez primera esas acumulaciones pigmenta

rias en los ratones, pero sin precisar su naturaleza (5).

La composición “el pigmento no se conoce hasta 1924, fecha en que se pu

blica uno de los trabajos pilares sobre esta glándula, presentalo por Derrien

y Turchini (8).

Estos investigadores, al fisectar las cabezas ¿e roedores del género

"Mus"bajo luz ultravioleta, observan una intensa fluorescencia roja pertene

ciente a la glánáula Ïe Harïer e informan que la fluorescencia se debe a la

presencia ¿e un compuesto¿e estructura porfirinica. Torzmscaractexïsticas de

solubilidad y las posiciones le las banflas de espectro de absorción, encuentran

que esta sustancia se asemeja a las porfirinas naturales descriptas por

Kammerery Fischer, ‘enominañas "¡anmerer-porphyrins" (9) y a la "ooporfirina9

Ie las cáscaras de huevos le ciertospéjaros(10). Lerrien y Turchini examinando

las glánñulas de diferentes especies ’e animales, entre ellos: ranas, tortugas,

cobayos, conejos, urracas, pollos, etc., sólo encuentran fluorescencia roja en

1a ¿e los roelores (8).

Fischer y sus colaboradores, posteriormente, establecen la iientiuad de



todas estas porfirinas, señalanlo que sus estructuras corresponden a la de la

protoporfirina 9 (ll).
El origen ¿el pigmento porfirinico en esta glándula aa lugar a una gran

controversia al reSpecto.

Derrien y Turchini suponen que la porfirina no se forma en la glándula

a partir ie glóbulos rojos, por cuanto no corstatan indicio le desintegración

de hematíes (8). Observan aJemás, que la pigmentación desaparece en los ápiozs

ae las células glanñulares cuanno las ratas se someten a la acción de lacrimó

genos y que reaparece si se bloquea la secreción por una inyección de atropina.

Sin embargo, no lo ran encontrar eviñencias para ¿eterminar si el pigmento se

forma localmente o proviene iirectamente “e la circulación.

Los resultalos ”e los estulios biológicos NeGrafflin son también negati

vos en este aspecto, concluyen”o que la porfirina se formaría en otra parte rpg.

cuerpo y sería simplemente excretaña por la glániula (7).

En 1938, cuan‘o J. Thomasintenta “escubrir el mecanismo del origen de la

evolución del núcleo tetrapirrólico en el organismo -dado el rol primordial que

los compuestoshierro-porfirinicos juegan en la actividad quimica de la célula

ya conocía la naturaleza protoporfirinica fiel pigmentopresente en la glándula

de Haraer ¿e ratas (12). Sin embargo, ignoraba si el pigmento se formaba local

mente o si era aportado por lacirñulación, iepositánflose en la glándula.

El hecho “e ser protopcrfirina libre y no combinala comoparte ie hemo

proteinas hace relativamente más fácil su aislación. Asi, sus observacinuee En

ratas recién naciñas ñemuestran que esta glándula no contiene pigmento fluo

rescente, el cual comienza a aparecer ñespués de 2 ó 3 iias, acumulándose pro

gresivamente y presentando una viva fluorescencia roja a la luz de Wood.Si

bien Thomasno pueïe obtener evidencias definilas sobre el origen del núcleo

porfirinico sus experiencias sobre hipertemia, anemiahemolítica y porfirinurias

le hacen suponer que el pigmento no es llevado a la glánlula por la circulación.

sino que se forma localmente, probablemente por un mecanismodiferente a la for

mación de uro y c0proporfirina (12).

Resulta interesante iestacar la interdependencia hallala entre el fenó
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meno de cromodacroirrea y la glándula de Harder, aespués ¿el establecimiento

de la naturaleza porfirinica de su pigmento (13-14).

La secreción ‘e lágrimas rojas (cromoñacroirrea) se produce cuanao las

catas se someten a Jiversas formas ¿e "stress" tales comodietas carentes de

factores vitaminicos ñ, desnidratación parcial e inducción por acetil-colina

y otros agentes muscarínicos (15-33). Nosotros la observamos en ratas al indu

cir porfirias con “iferentes drogas porfirinogénicas.

Posteriormente, varios grupos ‘e trabajo describen la desaparición de

este pigmento en las glánñulas ie Harler de diversos roelores, en estados careg

ciales de vitamina L y ¡2 (17-18).
McElroy y colab. trabahnlo con ratas ieficientes en ácilo pantoténico,

ñeterminan que el material rojo acumulaio alreíe”cr le sus fosas nasales no es

Sangre, sino porfirinas cuya mayor proporción corresponie a coproporfirina, al

parecer proveniente ¿e la glándula de Harñer (19).

Sin embargo, este material es iñentifica3o comoprotOporfirina por sus

caracteristicas esPectrales por Macrae y colab. (20). Barnard (21) examinanflo

la secreción lagrimal ¿e ratas intoxica as con acetil colina y otras irogas

sólo constata la presencia le protoporfirina. Towbin,Fanta y Hoige ratifican

estos resultaños y meñiante sus experiencias “e'blación sugieren que el pigmeg

to de las lágrimas rojas in”ucidas por colina proviene le la glándula de Har

der (22).

Strong, en la Iécafla ‘el 4C, efectúa estudios comparativos ¿e la glándu

la de Harfier en ratones de<fi4erente eiai y sexo para ¿eterminar la concentración

¿e pigmentos porfirínicos en función ie estos parámetros. De sus observacionee

defiuce que hay una mayor concentración ie porfirinas en ratones hembras, puesto

que sus glándulas obserVaias bajo luz normal poseen un mayor gralo de pigmenta

ción y bajo luz U.V. una mayor intensiïad ¿e la fluorescencia roja 623).

Referente a la edad, el contenido máximode pigmentación se alcanza entre

los 50 y los 75 ‘ias le viïa, perio‘o de alcance 4e mafluración sexual de los ra

tones y luego Heclina lentamente, un hecho ya observado e informaïo por Thomas

en ratas (12,24—25) y cofirmado posteriormente por Rohonyi y Lelenyi (26).



Strong y colab. publican, además, datos que señalan una correspondencia

entre la cantidad de protoporfirina en la glándula de Harder y la susceptibili

dad intrínseca al cáncer de las glándulas mamarias, en ratones (24,25). Obser

van, que cepas con una alta incidencia de tumores mamarios espontáneos tienen

una muyalta concentración de protoporfirina y aquéllas resistentes no exhiben

fluorescencia o la misma es muy leve, en edad madura. Además, sólo las hembras

de cepas susceptibles al cáncer, transmiten la capacidad de desarrollar carcing

mas ie mamaespontáneamente.

Sus observaciones les permiten concluir que el nivel de prot0porfirina

en la glándula, seria probablemente un reflejo del metabolismo de ese pigmento

en todo el organismo, ejerciendo esa sustancia, quizás, una acción sensibilizan

te (24).

Tittner y Watsontambién efectúalistu‘ios sobre el posible rol de las

porfirinas en la etiología del cáncer esnecialmente el mamario, en los ratones.

Sin embargo, no encuentran una correlación directa entre esos factores y sugie

ren que la aparente relación fescripta por otros investigadores se deberia a

una influencia hormonal (27).

Collins, estudiando el efecto ‘el medio ambiente sobre ratones, observa

un aumento considerable en el contenido pigmentario de la glándula de Harder a

mayores temperaturas (18). Thomassupone también, que la hipertemia puede Dro

ducir un incremento general en la formación de porfirinas en el organismo y una

acumulación en la glándula de Harder por acción directa sobre su metabolismo(12).

Diversos investigadores realizaron estudios histoquimicos detilados de la

glándula de Harder.

Cohndemuestra la presencia {e fosfolipidos, triglicéridos no saturados y

probablemente colesterol, la que se confirma por estudios cromatográficos

(28-29).

Si se compara la cantidad de lípidos con la me otros órganos, se ve que

el predominio de este material es un rasgo típicamente característico de esta

glándula, por lo que se aduce que parte de los liwiïos elaborados por las glán

dulas podrian ser transformados a protonorfirina, o que podrian estar unidos al
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pigmento comoun complejo lipo-nroteico (28).

Si tenemosen cuenta la insolubilila” e inestabiliñad le la protoporfiri

na da‘a por sus grupos vinilos, tanto en solución comoen forma sólida, podria

mos suponer que los lipiios uniJOS a 1a protOporfirina actuarian comoagentes

protectores o estabilizantes He la misma.

En este teji”o no se ¿etecta la presencia Je glucógeno, muc0polisacáridos

ácidos ni hierro no combina'o (2?).

La glániula presenta activical fosfomonoestearásica, lipásica, aienosin

trifosfatásíca y ¿e fosfatasa alcalina (30). Noposee nali-oxidasa, es pobre

en peroxiiasa y rica en r‘eshiírogenasa. AbOu—Harbsugiere que la riqueza en

ieshifirogenasasrb las glaniulas “e Harier y el aumentoparalelo al desarrollo

post-natal ie las ratas tanto ie esta activiña” enzimática comodel contenido

porfírinico dal”? argumentocn favor “e la_capaciia* para biosintetizar porfi

rinas (31). .

Arvyrealiza una cuifiaflosainvestigación ¿e la activiiai acetilcolineste

rasica, en la gláníula de Harfler “e ratas albinas. Dicha activiñad es importan

te en el epitelio glaniular, revelanáo la presencia de una compleja red de :i

bras colinérgicas perivasculares y perialveolares, que permite comprenderel

mecanismo¿e la cromOAacroirrea provocaia por la inyección de acetil colina,

nilocarpina, eserína o muscarínicoS. Por lo tanto, la excreción masiva ie las

lágrimas rojas (porfirinas: se Droiuce por excitación ¿e sus redes colinérgi

cas bajo la acción ie compuEstosparasimpatfcomiméticos (30).

Los trabajos subsiguientes compren‘enel estufllo de la sintesis de por

firinas en la glánïula HeHarñer.

En 1955, Daviflheiser y Figge encuentran que los homogenatos de glánñulas

AeHar4er de ratones proiucen porfirinas a partir del ácido g-aminolevúlico,

concluyenfioque este tejiio tiene una estructura secretora de porfírinas (32).

Demuestranademásque la biosintesis de porfirinas en ratones está correlacio

naña con la eiaï y la cepa en estudio, datos que convalidan los resultados de

Fluorescencia obteniños años antes por Thomasy Figge (12.25.33). La actividad

biosintetizante de porfirinas es prácticamente nula en la glániula de ratones



jóvenes, aparece y se incrementa a meñifia que los animales se hacen sexualmente

maduros, para permanecer luego constante.

Cuandoel animal evoluciona sexualmente, la hipófisis incrementa la produg

ción de hormonasrelacionaias con este proceso (gonadotróficas, etc.), de allí

que se trató ie vincular el metabolismoporfirínico cnn las hormonashipofisia

rias. Sin embargo,los estudios sobre la influencia de la hipofisectomia sobre

la activiflad biOporfirinogénica ¿e esta glániula no logran mostrar diferencias

significativas (34).
Se ha informaio además que las glánaulas de Harierrde otros animales que

no presentan fluorescencia roja bajo la luz U.V. poseen activíJad biosintética

de porfirinas, sin precisar exactamente su composición(35).

La función ie esta glándula y la razón sel alto contenido ñe porfirinas

y su rol, no estan aún definitivamente aclaraJOS. Se acepta generalmente que la

secreción ¿e la glánnula ¿e Har‘er tiene la función fisiológica le lubricante

¿el tercer párpaio (2). Esta acción justificaria la observación ie que las glan“

aulas están especialmente desarrolladas en animales ie agua (3). Ademas,y en

virtud de la naturaleza lipídica ¿e su secreción, esta glániula puede ayudar a

las glánñulas tarsales de los párpados a prevenir el derramamiento ie lágrimas

(28).

Thomassupone que uno ie los roles que pueie Jugar la acumulación de porfi

rinas es permitir la compensación “ápiña ¿e una elevaña pérñiña del pigmento

porfirinico en el organismo(12).

Hais y colab. por su parte, sugieren que la protooorfirina acumuladapodría

actuar mofificanfloel Curso ¿e reacciones fotoquimicas (29).

TOÓasestas hipótesis no son sino esgecúaciones que no tienen hasta el

presente funñamentosexperimentales.

Recientemente, han siso publicaios resultafios confírmatoríos de nuestro

trabajo. En ellos se establece 1a naturaleza tricarboxílica de una de las porfiri
nas presentes en la glánflula de Harñer,y la presencia de intermediario: tetrapi

rrólicos comoproïuctos ¿e biosintesis (36-7).
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B I O S I'N T E S I S D E L H E M 0

Los dos pigmentos fundamentales de la matzria viviente, la hemoglobina

y la clorofila, derivan de un mismoprecursor intermediario: la protoporfirina

9. Este es, a su vez, el proiucto final del caminometabólico de los tetrapirrg

les funcionales (Fig. É).

Dichos pigmentos no sólo están relacionaños estructuralmente sino que

también lo están por su función en el metabolismo energético. El hemo, forman

do parte 4e hemoglobinas y citocromos, participa en el proceso ie la respira

ción, mientras que la clorofila, actuando comoagente ie captura ¿e la energia

radiante, lo hace en el proceso fotosíntético.

Dealli la importancia y el interés que tiene investigar la biosintesis

de estos compuestostetrapirrólicos en los diferentes tipos de células y tratar

de elucidar caña una me las etapas ¿el camino metabólico, asi comotambién el

proceso de regulación que los rige.

La oiluciflatión ie la estructura quimica ¿e las porfirinas ha sido bri

llantemente realizada en las primeras cuatro iécaoas ie este siglo y está com

pendiada en.los trabajos funñamentales ¿e las escuelas de HansFischer (ll),

Willastater (38) y KCster (39). Posteriormente, la tarea continuada de los la

boratorios de Mc Donald, Mauzerall, Falk, Corwin, Pimington, Woodwardy muchos

otros, impartió un rápido Tesarrollo a los conocimientos relacionados con la

sintesis orgánica y las propiedades fisico-quimicas de estos compuestosy que

puede ser consultada en múltiples puestas al dia (40-47).

En cuanto a su biosintesis, se sabe que todas las células aercmúcas tanto

vegetales comoanimales o bacterianas, tienen la capacidad de formar hemo. Ade

más se ha encontrado que el miamacamino básico opera en todas estas formas

de vida.

Al rever la biosintesis ¿e los compuestos tetrapirrólicos podemoscompro

bar que es váliia, también para ellos, la premisa de que moléculas complejas

son sintetizadas a partir de sustancias relativamente simples y fácilmente ase

quibles, asi comola existencia de una unidad bioquímica en la materia viviente.
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Las investigaciones primarias revelan que la molécula de protoporfirina

se sintetiza a partir de 2 compuestosbásicos - la glicocola, un aminoácido

simple, y el succinato, un áciño intermediario del ciclo de Krebs - mediante

una serie de pasos que comprendencondensaciones, descarboxilaciones y oxidacig

nes de los compuestosintermeiics.

Diversos hitos ie la investigación cientifica contribuyen a la elucidación

de este caminometabólico, entre ellos, la aplicación de las técnicas isotópi

cas a estuiios biológicos propuesta por Schoenheimery Rittenberg (48) y la de

las técnicas cromatográficas basadas en el hallazgo ce Tewet, utilizadas prima

riamente por Fischer y Hofmann(49) y ampliamente desarrolladas "a posteriori"

por una gran cantidad de investigadores (50). Shemin en Estados Unidos (51) y

Neuberger en Inglaterra (52) haciendo uso de dichas técnicas establecen los es

laboncs primarios ¿e este camino metabólico (Fig.3).

Otros aportes importantes son la aislación ñel porfobilinógeno por

Westall (53), la Ieterminación de su estructura por Cooksony Rimington (54) y

la 4emostración de los porfirinógenos comolos verñaderos intermediarios tetra

pirrólicos, par Neve y colab. (55): previamente postulados por Rogorad (56),

Graníck (57) y Rimington (58)(Fig. 3).

Las etapas conocidas ¿e este camino metabólico están esquematizadas en

la Fig. 4.

La sintesis comienza cuando una molécula de succinato previamente activa

da y una molécula ¿e glicocola en presencia de fosfato de piridoxal, dan origen

a una molécula de ácido S-aminolevülíco (4S—ALA).

En una segunda etapa, dos moléculas ze este ácido se condennan para dar

1a unidad monOpirrólica ie los pigmentos porfitínicos conocida comoporfobilinó

geno (PBG). Cuatro ¿e estos monopirroles se unen para F01flar un tetrapirrol

cíclico incoloro y no fluorescente: el uroporfirinógenn.

Coproporfirinógeno se forma por la descarboxilación sucesiva de los cuatro

grupos carboxilos le las cadenas acéticas laterales del octaporfirinógeno,pasan
do por los intermediarios pirrfilicos qun.poseen 7-, 6- y 5- grupos carboxilos.

Por una posterior de5carboxilación y oxidación de dos de las cadenas propiónicas
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se obtiene protoporfirinógeno, que finalmente se oxida a protoporfirina, un

compuestode color eintensa fluorescencia roja.

En este punto divergen los caminos hacia la formación de hemo, por inser

ción de hierro, o de clorofila, si se introduce el magnesio.

Sólo la primera etapa requiere energia para la activación del succinato

permitiendo su condensación con la glicccola para formar el primer intermedia

rio: S-ALA.Todas las otras reacciones son prácticamente irreversibles, y es

tán termodinámicamente favorecidas puesto que comprendenla formación de anillos

pirrólicos resonantes, descarboxilaciones y oxídaciones de los grupos acéticos

y propiónicos.

Dos ie las etapas parecen requerir oxígeno imprescindiblemente, la forma

ción del precursor, succinil CoAy la oxidación ¿e coproporfirinógeno a proto

porfirina. Este hecho se ve correlacionado con la presencia de laienzimas que

catalizan dichos procesos en particulas subcelulares (46), habiéndoselas encon

trado fundamentalmente en mitoconñrias (Fig. 5).

Analizaremos ahora cada etapa enzimática individualmente.

1.-BIOSINTESIS DBL ACIDO B-AMINOLEVULICO : SIHJFSINTETASA

El estudio ¿e la génesis del grupo prostético de la hemoglobina co

mienza con bloch y Rittenberg en 1945 (59) quienes encuentran hemomarcado con

deuterio, en sangre de ratas a las que se les habia administrado acetato deute
rado.

Al año siguiente, Shemin, iespués de ingerir Gli N15, halla que la hemi

na ie su sangre está marcada con N15. Este hecho, confirmado por múltiples

experiencias, iemuestra que la gltcocola es el precursor nitrogenado especifi

co de la molécula tetrapirrólica (60). Por medidas de derivados de la hemoglo

bina se establece además que la viña media del eritrocito humanoes de aproxi

madamente120 dias (61), un valor excepcional si se toma en cuenta el estado

dinámico que caracteriza a la mayoria de los compuestos biológicos, puesto que

participan de procesos muyrápidos de sintesis y degradación.

La localización de los átomos de C y N incorporados al hemo se debe fun

damentalmente al desarrollo de los métodos de degradación secuencial de la
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protoporfirina, los que permiten delinear el origen de cada átomo, midiendo la

radioactividad presente (62).

Unaserie de estudios con isótopos raiioastivos, llevados a cabo parale

lamente en varios laboratorios, femuestran que mientras el átomo de C metiléni
del“ 9|.Lo<ola

co (CC&)Yesjincorporaío en el hemo, el átomo de C carboxilico no lo es (GS-GSÏ.

Queda asi establecifio que 8 átomos de C provenientes fie moléculas de glicocola

se incorporan a la protoporfirina por cada 4 átomos de N que derivan de esa

misma fuente. Estos átomos de carbono ¿el aminoácido dan origen a los carbonos

que ocupan la posiciónzx respecto de los grupos vinilos y propiónicos de las

cadenas laterales, en cada uno de los pirroles, y a los carbonos que constitu

yen los 4 puentes metinicos de lá‘protoporfirina (Fig. 2).

Diversas experiencias de síntesis y degradaciones similares, utilizando

acetato 014, íemuestran que el resto ¡e átomos de C del tetrapirrol (26 átomos

de C) provienen ¡e 'icho compuesto. Aeemás, la distribución relativa de la in

corporación en el hemode los átomos fe C tanto metilénicos comocarboxilicos

del acetato, sugiere que estos átomos no 4erivan de él directamente, sino que

lo deben hacer a través de algún metabolito de 4 átomos de C asimétrico, r. u?,
a

generado probablemente en el ciclo ¿e los ácidos tricarboxílices (66). Shemin

postula entonces , que este compuesto seria un Eerivado asimétrico del succina

tu, posiblemente succinil coenzima-A,relacionanio asi, la biosintesis de prota
porfirina con el ciclo ¿e Krebs. Su real participación se ve confirmada usando

succinato, cetoglutarato y citrato radioactivos comosustra\os y por estudios

de inhibición con malonato, transnaconitato, fluoracetato y arsenito (67-70).

La distribución ¿e C 4 en experimentos realizados con succinato marcado

ratifica plenamente su utilización comouna unidad y conjuntamente con los da

tos de incorporación le glicocola, permiten postular a Sheminque los cuatro

anillos pirrólicos le la protoporfirina provendrían de un monopirrol comúnque

primariamente tenJria cadenas acéticas y propiónicas en sus posiciones?y que
los metilos y vinilos se originarian por iescarboxilaciones y dehidrogenación

de esas cañenas (51).

Las experiencias de Schulmany Richert realizadas con glóbulos rojos de
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animales alimentaflos con Aietas deficientes en ácido pantoténico, demuestran

una menor sintesis ie hemoa partir de succinato y glicocola, lo que sugiere

la participación ie la coenzima A (CoASH)en esta biosintesis (71-2).

Lascelles obtiene resultados similares utilizando extractos de Tetrahyme

na vorax crecidos en medios ¿e cultivo deficientes en pantotenato (73). La

intervención ie succinil Con comoverdadero precursor fue convalidafla por varios

grupos de investigaiores (57,60).

Sheminy Russell postulan, además, que el succinato activaio podia con

densarse con el C N te la glicocola para formar un cetoácido muyinestable, el

ácido Namino r: ceto aaipico, que por pér'ïida "iel grupo cazboxilo proveniente

del aminoáciño , ¿aria origen al ácifio g‘aninolevúlico, primer intermediario

en este camino metabólico (74-5).

Experiencias ie dilución isotópica, con stfldxy eritrocitos de aves demueí

tran que este producto es el que se forma e interviene en la biosintesis ¿el he

mo, ieterminándose añemás que puede utilizarse como única Puente de todos los

átomos de C y N ¿e la nrotoporfirina (76-8).

En la mayoria de los casos estas investigaciones se han llevado a cabo uti

lizando glóbulos rojos nucleaoos, intactos o lisados, ya sea de aves o animales,

éstos últimos¡m con¿iciones ¿e eritroooyesis elevada.

Es sabioo que las células rojas de las aves, sienso nucleadas, pueden sin

tetizar hemoglobina, mientras que en mamíferos, esta capacidafi sólo se encuen

tra, normalmente,en ciertos estadios del desarrollo eritrocitario en médula

ósea, o en sangre en condiciones ¿e alta reticulocitosis (46,79-81). Las células

rojas inmaduras contienen mitocondrias, pero a medida que ellas sufren el pro

ceso de diferenciación pierden el núcleo y con él la capacidad ie biosintetizar

DNA.En estos estañios, las mitoconñrias degeneran, ñiferentes enzimas se hacen

limitantesypor en'ic, se pierde rápidamente la capacidad de sintesiscb SAL/x,

ya que las enzimas fiel ciclo tricarboxilico y de transporte de electrones están

localizadas en dichas particulas. Dealli, la necesidad de trabajar con células

nucleadas, además de contar con 1a ventaja que otorga este material al ser la

hemoglobina su constituyente proteico fundamental.



Los estuñios de biosintesis de tetrapirroles en otras fuentes naturales,

ratifican los mismosprecursores primarios que nara los glóbulos rojos. Así,

Della Rosa y colab. en Chlorella vulgaris (82) y Lascelles en Rh. spheroides

y Tetrahymenavorax (73,33) iemuestran la sintesis de porfifinas y clorofilas

en estos microorganismos a partir ¿e glicocola y diversos compuestos ¿el ciclo

de Krebs.

El hecho ¿e que casi todas las células vivientes sintetícen tetrapirroles

presupone 1a presenCia del sistema enzimático que lleva a cabo la formación de
,¿:A ¿ en todos los tejidos: sin embargo, ha sido aislado en muypocas células

y nrácticamente no ha poflido ser purificaio hasta el momentoen buena extensión

en tejidos normales.

Los primeros escarceos en la localización celular de la enzima que cata

liza la sintesis Ïe <31LA,la «SLaminolevúlicosintetasa, son realizaños casi

simultáneamente por varios laboratorios: Neuberger y Gibt n en Inglaterra,

Sheminy Granick en Estados Unilos (34-39). Todos ellos detectan actividad bio

sintética tanto en particulas provenientes de hemolisalos de pollos anémicos,

comoen glóbulos rojos intactos o lisados, de pollos normales. compruebanade

más, la presencia ¡e esta enzima en extractos libres de células de Eh. Spheroi—

r‘-es(35,87).
h o

La aislación le latB-ALAsintetasa ha permitido efectuar estudios de re

querimientos y regulación.

El grupo ?e Neuberger encuentra que la actividañ enzimática en particulas

intactas de eritrocitos fle aves a partir de glicocola y succinato o ¿cetoglutan

rato se estimula nor el agrega o ic CofiSHy fosfato ¡e piricoxal (85-6).

En estos sistemas no se detecta actiViñai cuando se parte de succinil CoA, sin

embargo, si las Partículas se someten aturproceso de congelamiento y desconge-‘

lamiento, son capaces “e utilizar dicho sustrato, lo que puede explicarse por

la existencia ¿e Larreras ¿e permeabilidad.

Por otra partE, Granick encuentra que los glóbulos rojos intactos son

permeables a diferentes metabolitos del ciclo le Krebs, siendo la mayoría bue

nos precursores, mientras quelas células congelaias y lescongelañas se afectan



considerablemente, lo que lleva a suponer una inactiváción de los sistemas en

zimáticos del ciclo ie Krebs en dichas células. El agregaño ie compuesta tales

como fosfato de pirifloxal, CoúSH, glutamina, NFD+y una mezcla ie nucleótiios

restaura en parte la activiña“ de las celulas asi tratadas (70).

Brown, por su parte, fletecta buena actividad de SALA-sintetasa en hemo

lizados de eritrocitos de pollo a partir de glicocola y succinato, evidencian

do requerimientos ¿e COASH,ATPy fosfato de piridoxal (90).

Dresel y Falk compruebanuna gran estimulación de la sintesis de porfiri

nas cuando aiicionan un extracto cocido ie levadura a hemolísados de eritroci

tos de pollo (91). Este extracto se usa a menudo como fuente de CoASHlo que

avalaria su acción activante en iichos sistemas.

En tejido animal, la etapa de formación de S;fld\a partir de sus precur

sores no activaios requiere el funcionamiento le los sistemas de transferencia

de electrones y ie fosforilación oxidativa completos, lo que se demuestra me

diante estudios de inhibición con dinitrofenol, anaerobiosis y CO(46).

El fosfato de pirilcxal es un cofactcr necesario para la síntesis de

Slth tanto en animales comoen microorganismos (70,73,86,89-92) y este re

querimiento justifica la anemiaobservada en deficiencias nutricionales de es

ta vitamina (72,93).

La reacción enzimática se inhibe por aminomalonatoy por otras sustancias

tales comocisteína, L - penicilamina y altas concentraciones de CoAlos que

interactuarian, probablemente con el grupo aldehido de la eoenzimapiridoxáli

ca formanio un anillo tipo tiazolidina comosugiere du Vigneaud (94-95).

Kikuuhi y colab. suponen que el fcsfato de piridoxal activaria la glico

cola mediante la formación de una base de Schiff, originándose un carbanión

que se estabilizaria por pérlifi de un protón al medio, estando todo el proce

so mediado por la enzima 8-ALAsintetasa (88).

Browny Schulman demuestran un requerimiento de iones ferrosos para sus

preparaciones enzimáticas de glóbulos rojos (72,96-7). El grupo de Marsh encueg

tra que la incorporación de (Xcetoglutarato C14 es menor en discos de hojas de

ficíntes en hierro, mientras que la incorporación de SALAno se ve alterada



en dicho material (98).

La participación de un metal en esta etapa tendría una función importan

te, comoseria la de favorecer la formación de una base de Schiff estabilizán

dola por quelación, puesto que a pHfisiológico, la tendencia a generar dichas

bases es muy pequeña.

Aktar y Jorflan presentan pruebas que apoyan este proceso y deducen que

la eliminación del protón para la formación del carbanión es estereoespecifica

(99).

No obstante el cúmulo de conocimientos aportados por diversos laboratorios

no está aún aclarado el mecanismo¿e acción de la ¿ÚJstíntetasa, proceso

que comprende la condensación de una molécula de glicocola con otra de succina

to y la eliminación ie una molécula de CO2 para dar (SKLA.
Se ha supuesto y se han presentaio algunas evidencias que demuestran que

el aminoácido reacciona con el fosfato de piridoxal y la enzima para formar

una alflimina dando un carbanión estabilizado sin pérdida del carboxilo (83).

Esta estructura favoreceria el ataque al átomode C carbonilo electrofilico

de la succinil Con por el Cq de la glicocola, según el esquema de 3raunstein

y Snell (100-1). La condensación produciría un ácido dicarboxilico, el ácida

y( amino, 3 ceto-adipico, d_que perdería el grupo carboxilo cercano al grupo

amino, espontánea o enzimáticamente.

Experimentalmente, no se ha ietectaio la presencia de este amino-cetoáci

do comoun real intermeñiario transitorio ie la reacción enzimática. Laver y

colab. trataron ¿e obtener sintéticamente el compuestolibre, pero sólo pueden

detectarlo fisicamente, a pHfísiclógicos. Efectúan estudios fle su velocidad de

descarboxilación midieníc el cambio de volumeny variación en la absorción en

la zona del ultravioleta durante la reacción a diferentes pH, y determinan que

la vida media del'i anino Ábcetoaiipato a pH 7,0 es menor de un minuto (102).

Este hallazgo excluiria, por lo tanto, la existencia de una enzimapara la li

beración del grupo carboxilo.

El hecho de que esta descarboxilación esté fuertemente favorecida termo

dinámicamentey los estudios cinéticos de eliminación de CO2radioactivo reali
zado por Kikuchi y colab. concordarian con una reacción concertada de ambas
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reacciones, las de conacnsación y ‘escarboxilación.

El grupo ie Shemin encuentra alemás, una inhibición por <g—ALA,lo que

favoreceria la idea de la formación del pro“ucto unido a la S ALAsintetasa

(se).

En 11 célula, el 8 [La proviene 4e la succiníl-COA, cuya formación

puede tener lugar por fiiversos Ciminos metabólicos (46,103).

Dos ie los firmemente ¿cmostrn4os son:

a) A partir ‘el ceto-glutarDto, con la integrida” del sistema descarbg
xilante oxiñïtivo lel ciclo ie Kreks:
_ + . . +

.X—ceto glutarato + TPP + NAD + CoASH —____, succ1n11-CoA +CO2+NADH+ H

Esta via es consiJerada la principal en células animales.

b) “or reversibili4aï de la succinil-COA sintetasa dependiente de

nucleósido trifosfatos, funiamentalmenteen plantas y bacterias.

Succinato + NTP+ CoASH---‘ Succinil-Cofl + ND? + Pi.,______
Sin embargo, no Due en ¡(scartarse otros mecanismos proouestos.

Asi, oronionil CoP vur*g ñ'icionnr C02 con una biotin-endma nara for
mar meti] malonil Cor, convirtién‘ose en succinil CCApor otra enzima solu

ble lanenJiente de B 46,104).12 (

El 8 ¡LA ooflria formarse también por con”ensación fiel ácioo semialÁehi

4o succinico con la glicocola activeia nara fiar el áci”o¿x mnino g>hiñroxi—
aAipico el nue se oxi‘nrin 1 á: LA, o por transaninación le] ácido ceto

qlutaral4ehiflo, interconversión que ha siïo encontraia en diferentes tiuñs

de células (105-6).

Estos caminos 11tcrnntivos po”rinn “ar cuenta r1c la formación de SALA

en tejidos ion“e no ha DoJi‘a ‘etectarse activi4ad Je ÓÏILAsintetasa.

Por otr‘ oarte, Sheminy Russell, tribajanAo en tejilos animales, no

sólo Jemucstrnn nue e] S-iLA se convierte en porfirinïs, sino que proponen

un camino metabólico alternativo, mediante e] cu11 el C5 ¿e este compuesto
y que correspon”e al C metilénico le la glicocoln (Fi;. 3), funcionaria como

una unidaJ le un átomo ¿e carbono o "fragmento ¿e C1". Estudios realizados
con marcaJOres iSOtópicos,señn1an su incorporación en el gruoo ureiJO 4o le

gunninn, en el Acido úrico y en el C02, regenerñndose nuevavente en este org
ceso e] ácifio succínico.Este ciclo,4enominaAoglicocolï-succinato o ciclo le
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Sheminprovee un camino para la oxidación de la glicacnlv (74,107)Fig.6

A pesar de 1a postulación de su distribución universal, la ¿SALAsinteta

sa ademásde estar presente en las células rojas inmaduras ya citadas, ha sido

detectada en tejidos animales, en condiciones fisiológicas normales, sólo,

en higado de cobayo (108) y en médula ósea de conejos (109).

Diversas microorganismos, levadura y tejidos vegetales presentan activi

dad de éÏALAsintctasa, estando asociada con estructuras subcelulares(98,llO-ll).

En higado dc latas y ratone: y en cultivos de tejidos embrionarios de po

llos se logra determinar su actividad, sólo en condiciones de producción exacer

bada de porfirinas (112-15), ya que, normalmente, en ambos tipos de células el

nivel de ¿LALAsintetasa es muybajo. sin embargo, es posible inducir la enzi

ma (SO veces o más) por administración de diversas drogas porfirinogénicas,lo

que facilita su estudio (113-18).

La localización de la.enzima, en células animales, confirma su asociación

con lasrmkocondrias y publicaciones recientes presentan pruebas de que estaria

unida débilmente a la membranamitocondrial interna, c libre, en el espacio de

la matriz mitoconflrial (116-120).

Burnhamy Lascelles (121) logran purificar aproximadamente lO veces 1a

gtqusintetasa proveniente de extractos libres de células de Rh. spheroides,

una bacteria fotosíntética que posee un alto contenido de proteinas hémicas y

presenta la mayor actividad, aún cuando se 1a compara con la de glóbulos rojos

inmaduros o de la médula ósea, células cuya función primordial es biosjntetizar

hemoglobina (86,109).

Muyrecientemente, Marver informa haber logrado purificar una enzima

ALAsintetasa soluble, de higado de ratas tanto normales comoporfiricas(122),

una localización ya observada por el grupo de Kikuchi (123)..

En glóbulos rojos y en bacterias, la enzima no es especifica para succi

nil CoA, puesto que presenta capacinad de formación de otras aminoacilcetonas,

(8576,89).Sin embargo, Granick y Urata encuentran evidencias ne especificidad

para ese sustrato, en mitocondrias de higado de cobayos (116).

La formación le Slun\está considerada, generalmente, como1a etapa de



velocidad limitante en la biosintesis de tetrapirrcles (116,124).

La enzima que cataliza este paso y que regularia, primariamente, el cami

no que lleva a hemoy clorofila, puede ser inducida por una amplia serie de drg

gas y esteroides (lla-117,125-7). Esta inducción se bloquea por hidratos de car

banos y se la refiere como"efecto glucosa", aunque no parece tener relación

con el fenómenoie "represión catabólica“ (113,128)..

Barreiro observa que drogas porfirinógénicas tales comoSedormid, (alil

isopropil-acetil-carbamida) inhiben la enzimaUDP-glucuroniltransferasa tanto

"in vitro" como"in vivo", siendo mayor su efecto en el segundo ca5u (129).

Kappas y Granick comprueban que el ácido UDP-glucurónico bloquea también

la inducción de las porfirinas producidas por los esteroides (130).

De aquí, que 1a acción inhibitoria ¿e la glucosa se deberia a su trans

formación en el derivado uriiilico que conduciria a una mayor glucoronidación

de sustancias que comolos esteróiñes pueden incrementar lasíntesis “de novo"

de 1a S-ALA-sintetasa.

Gajdos y Gajlos-Tfirok y sus colab. demuestran en cultivos ie Rh. spheroi

des, que altas concentraciones de ATPinhiben la sintesis y excreción de porfi

rinas a partir de glicocola y succinato, no asi desde a ALA.

Estos hallazgos les hacen suponer la formación de un probable inhibidor

fisiológico que actuaria sobre la primera enzima (131). Encuentran, además, que

niveles de ATPbajos, prcvocaios por compuestos que son a su vez porfirinogé

nicos, favorecen 1a formación exacerbada le porfirinas en higados de ratas

(132-3).

En investigaciones recientes, el grupo de Neuberger trabajando con extrac

tos de Rh. spheroides, encuentra un activador y un inhibidor de la é:ALA—sinte

tasa, de bajo peso molecular, sin determinar su naturaleza.

Ambosson estables a1 calor y se producen en los medios de cultivos de

dichas células crecidas bajo diferentes tensiones de oxigeno (semianaerobiosts

y aerobiosis) (134).

Lascelles había dem042tradoya que estas bacterias fotosíntéticas mues

tran una asombrosa respuesta a los cambios ambientales. Asi, llegan a contener

1a mayorcantidad de pigmentos pirrólicús cuando las células bacterianas se
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hacen crecer anaeróbicamente a la luz, o en la oscuridad, con baja aereación

(103).

Comose ha iicho, el nivel de esta enzima en higado de mamíferos es bajo

y en condiciones fisiológicas normales, satisfaria las necesidaies propias de la

sintesis de citocromos, catalasas y otras proteinas hémicas.Eneste tipo de cé

lulas, y en condiciones similares a las porfirias, Granick encuentra que la enzi

ma se reprime por hemo (117).

A continuación, diversos investigadores publican evidencias confirmatorias

y se sugiere que el hemo, orofiucto tetrapirrólico final del camino metabólico de

las hemoproteinas, bloquea la inducción de la 8.LA-sintetasa provocada por cier

tas drogas y esteroiñes, con lo que se obtendría un mecanismoregulador para su

propia sintesis (103,117,122,135—6).

Estos resultacos han llevado a Granick a proponer comohipótesis, para esta

secuencia metabólica, el ya clásico mecanismode regulación a nivel molecular

para un sistema reprimible (137).

El gen operañor del "Operón hemo"(Fig. 7a) estando bajo control represor

regularia la activiñai del gen estructural (G1) que codifica la enzima de veloci

dad limitante (El) ¿ALf-sintetasa. Todas las otras enzimas de la cadena biosinté

tica -E2 a E7- coñificadas por sus correspondientes genes estructurales, estarian
en cantidades no limitantes.

En este sistema, el gen regulador promuevela formación de un represor, que

estaria constituilo por una proteina (apo-represor) a la cual se uniria el hemo

(co-represor) generánñose el represor activo, el cual impediria 1a expresión de

los genes estructurales. Este represor se inactivaria por metabolitos que compitig
ran con el hemo. Asi, ciertas drogas inductoras, en este caso porfirinogénicas,

interaccionarian con el hemopor su sitio Heunión sobre el apo-represor, inacti

vando el represor y provocanño la ie-represión del gen estructural para la <3ALA+

sintetasa, la formación incrementada de la enzima limitante, y por ende, el aumen

ro exacerhado de los niveles de los precursores porfirinicos.

Unefecto similar se asigna a los esteroides y otras hormonasinductoras,

que competirian por el apo-represor (138-142).
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El control ue ia biosíntesis de heno puede llevarse a oeoo
por nuez-eos mecanismos 1.- Ropresióu, IL- Retroinhibioión,
HI.- Compartimonteliseoión.

1.- Esta secuencia metabólica puede suponeroe que esta ba
Jo regulación posit1Vu. En este sietema el ¿es regulador genera
un apo represor(inactivo) que el unirse con un co-represor - ¿e
moralmenteel producto final de una via bioointética - forms u;
represor activo que interactua con el operador (o) y no permite
la expresión del mensaje genetico inscripto en un trozo del DNA
(operón). En ausencia del represor, los genes estructurales 61 a
G7, que determinan las estructuras de las enzimas relacionadas
con la sintesis del homo, se trsnscriben e los mRNAcorrespon
dientes, loa que s su ves, son traducidos a las proteinas enzi
mátioas (El a E7). El son GI transcribe el mensaje para 13.54LA
sintetasa, continuándoso hasta el G7 que expresa 1a hemo-sinte
tasa y qpe catalina la formación del homo. Este metebolito ac
tua comoco-represor, dando el represor activo que bloquea la
transcripción -—-—->. Diversos cos-puestos químicos (esteroides,
barïituratcc, mtb.) actua: conmca-?¿Ï; hores, permitiendo lu
libre expresián del ozercn hcic ====9

II.- El producto final de esta secuencia. (homo)actua tam
bien inhibiendo le actividad de la ls. enzima (¿ALA-S) —------>

III.- Le. compartimontelizeción de las enzimas dentro de la
celula está. representada en le. r‘ig. D.



Una baja concentración ¿e hemoo una sobrecarga de glucosa vía el incre

mento del áciflo UDP-glucurónico ie-reprimirian también el sistema.

Lascelles demuestra que la actividaA de la 3:5LA-síntetasa bacteriana

se inhibe por hemo, hemina y otros complejos férrico; de diversos tetrapirro

les, lo que indicaria que el hemoactúa comoretro-inhibidor —"feed-back

inhibition" (103,143-4).

En células animales, este efecto ha tenido resultados disímiles, Asi,

mientras Karibian y Londonencuentran retroinhibición, en eritrocitos intac

tos sólo a altas concentraciones, varios otros grupos de trabajo, no logran

observar interferencia de la actividai eniimática con el hemo,en extractos

crudos (109,117,145). Sin embargo, muyrecientemente, Marïer j COlab- informan

que la.‘SALA-S soluble de hígado de rata, es inhibida por hemo, y que varias

proteinas se unen al mismo, impiñiendo la acción inhibitoria competitiva (122).

Estos hallazgos justificarian la imposibiliAañ que encuentran otros investiga

dores, fle ¿etectar la inhibición ¿e la-sintetasa por el producto final, nor

cuanto miden 1a activiñaa en sistemas no purificados.

En células bacterianas, 1a síntesis de S;ALA—sintetasaes también repri

mida porlemo (103). En cultivos deficientes de hierro, tanto las bacterias fo

tosintéticas comootros microorgafimmosson capaces Je acumular porfirinas, fun

damentalmente comocoprOporFirina (143,146-7). En estos cultivos y merced al

bajo contenido 4€ hemoque se forma, la sintesis de 1a enzima reguladora no

estaria reprimida y funcionaría mas activamente. Comolas o:ras enzimas porfi

rinogénicas no son limitantes, hay una producción masiva de tetrapirroles y o

tros precursores que se acumulan en el mecio (139).

Este mecanismode control reprimible por hemoo 4erivados relacionados

ha sido confirmaflo en varios laboratorios de investigación (103,122,136.148-50.

2.- DIOSINTESIS CE PwRFOÉILINUGENO: <SALA-DEHIDRATASA

Si bien el áciío aminolevúlico fue un intexmedierlo yroyuQSÉQteóricamen

te por Shemin (66) comoproducto de condensación de la glicocola y el duriqu.

succinico, su participación en esta secuencia metabólica tiene su comprobación



experimental, casi simultáneamente,er varios laboratorios. Los estudios de mar

cación isctópica llevados a cabo por Sheminy Russell establecen definitivamen

te que todos los átomos “e C de 1a molécula fiel hemo derivan de este ácido (74).

Neuberger y Scott, confirmanio estos resultados, observan la formación de proto

porfirina en hemolizaios ¿e glóbulos rojos de aves, a partir del ALAsinteti

zado químicamente por ellos (77).

Dresel y Falk iemuestran también su conversión a un "monopirrol al que

Waldenstrómle habia asignado la denominación ¿e "porfcbilinógenc" (78,151).

Este compuesto habia sido aislado y cristalizado muypoco tiempo antes por

Westall, Je orinas de pacientes que paiecían un tipo ie porfiria denominadaa

guda, una enfermedai hereditaria de carácter recesivo (53). El porfobilinógeno

es un Cómpuestoque reacciona -eon el reactivo ¿e Ehrlich fianáo una coloración

roja característica, insoluble en cloroformo(152-4).

Su estructura, dilucidaña por Cookson y Rimington en 1953 (54) correspon

de a un compuesto penta-ciclico nitogenaoo con dos cadenas laterales He áciflos

acéticos y arcoiónicos en las posiciones b, e;y un grupo metilamino en posición

q, estando la otra posiciónÁiibre, Granick y logorad (155) y Kennarñ (156) ore

sentan simultáneamente¿atos estructurales confirmatorios (Fig.3 ).

En cuanto a la localización ¿e su sintesis, Sheminycokfln informan la

transformación ue ALAen worfirinas, por un extracto libre de células nrovenien

tes de eritrocitos le pollo hemolisaéos (76), mientras que Grauick lusra separar

de estas mismaspreparaciones una fracción proteica "soluble" que cataliza su

conversion al monopirrol (157).

La enzima responsable de esta reacción S-aminolevúlicsnhidro]asa" denomi

nada comúnmente" SALA-flehiñratasa" {LLArD)está vastamente iistribuida en la

naturaleza, orobablemente nresente en toios los organismos aeróbicos. Se la ha

detectado en Dreparaciones ¿e vegetales (157-162), animales (157, 163-70) y mi

croorganismos (13,111,171-3).

Respecto Aelos tejiños animales estudiaflos, los glóbulos rojos ¡e aves

y el higaáo son los que presentan mayor actividad ¿e g ALA-dehi4ratasa.

Se la encuentra localizada en la fracción soluble del citoplasma, indepen
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dientemente ¿e la fuente utilizaia, Se la ha nurificaño ¿e higafo de buey (163),

eritrocitos de aves y humanos(166,174), bazo e higado de retenes (175), Rh.

snheroijes (121,176), y nroaionibacterium shermanii (171) y,simultáneamente con

1a que aqui se aresenta, de hojas ¿e triqo, levafiura (111) e higaao ¿e vaca (178)

En 13 "os últimos años seía ha estufiiaeo en otros muchos y variados tejidos nara

tratar ie r'iluciïar sus características y el mecanismo¿e la reacción que catali

za (170-193).

E1 rango comúnmás característico que presentan todas las dehidrasas estu

¡iadas es ser sulfhiñrilicas. En la mayoria He los casos, se obtiene su activi

dad máximanor preincubación con reactivos reductores comoglutation o cisteina

y todas se inhiben con reactantes a: grunos sulfhiñrilos libres.

El oH óntimo varia según el tejiflo estudiaio, en animales es muycercano

a la neutralilad (163,166, 74-5), mientras que los vegetales, levadura y Rh.

snheroiñes y otras bacteñas vresentan UHóatimos en la zona alcalina (162,173,

176,132). Los metales 1a inhiben en el orien'e los proauctos de solubilidad des

de sulfuros (166), aunque se observan diferencias para enzimas ie distintos ori

genes (162,175,161)° Comnlejantes del tipw etileniiaminotetraacético (EDTA)ini

hiben el sistema enzimática animal pero aún no se ha determinaio la necesidai

¿e un metal específico para su activiñai, en estos tejidos (163,175).

La enzima le bacterias fotosíntéticas no se inhibe por EDTAni por Qí-;X’

‘ipiriáilo vero se activa nor iones notasio (121).

Qecientemente, Nanii y Shemin comwrueban que la 3¿L5—Die Rh. Spheroides

posee las caracteristicas ee una enzima alostérica y que varios iones, especial

mente los monovalentes, ejercen un efecto heterotrónico cooperativc (179.183). V

Vergnanoy colab. publican 3rovie4añes semejantes para la enzima eritrocitaria

(1“4).

La BALA-dehiiratasa “e vegetales se inactiva por EDTAoero el efecto puede

ser revertiio poriones Aivalentes aunque no requiere iones K (162). Resultaños

similares encuentra Walerich con su enzima bacteriana (171).

Warreiro presenta evidencias ae la inhibición ie la actividad de 1a GALA

dehiñratasa provocaüapor la reacción de reactivos sulfhiirilos con el grupo

cetónico ¿el sustrato (135).
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Lascelles compruebaque la Aehiñratasa ie Rh. spheroides se inhibe par

hemo, nroñucto final de este camino metabólico, ver) en muchomenor grado que

1a SALA-sintetasa (121) y Shemin y Coleman lo confirman trabajanAo con fraccio

nes enzimaticas mas Durificadas (175,179).

No está aún Filuciiaño el mecanismo ¿e la reacción que da origen al PRG,

mediante la coniensación de aos moléculas de SALA.

Se sabe que el SALAy compuestos similares a las aminocetonas Son en ge

neral estables en mefiio áciio, pero que se condensan rápida y reversiblemente

a cetoiminas y ñihilropirazinas en solución alcalina (pH:8,0), pudiendo auto

oxidarse Dor aire a nirazinas aromáticas estables (166).
No obstante la reacción catalizaaa enzimáticamente ouede concebirsela

comouna sintesis quimica de pirroles ¿el tino de Knorr, comprendiendo: a) una

condensación allólica y b) la formación ie una base ¿e Schiff con pérdida de

dos moléculas ¿e agua.

Hasta ahora no se ha logrado aislar mas ¿e una entidad proteica en los

diversos sistemas celulares y se wiensa que ella actuaria catalizanfiu toda 1a

reacción (179).

De los estuñios ¿e inhibición llevañus a cabo por Granick y Mauzerall

y Nanii y Shemin pueie Heiucirse que ni el grupo(Xamino €>ceto, ni el grupo

Q{amino,sólos, son suficientes vara unir el sustrato a la enzima (163,166,196).

Se comvortan también comoinhibifiores ¿e la reacción enzimática el ¿ciao semial

dehido succinico.<fl.8cloro o beimino levulinato y el levulinato pero no el

etil levulinato, lo sue incicaría que un grupo carboxiïto libre es esencial

oara suuhión con la enzima (162,130,187).

Nandi y Shemin recientemente, establecen que la unidad monomérica de 1a

2 ALA-¿ehiñratasa le Eh. saberoiies tiene un peso molecular de 250.000 y que

puede asociarse a un trimero nor efecto 4e iones ootasio (130).

Presentan también fiatos que implicarian la formacion de una base r1e

Schiff entre el gruvo carbonilo del sustrato y un grupo amino de 1a enzima (180,

196).

En estaños ¿e porfirias inducidas con Sedormid(alil-isopropil-acetil
carbamida) o AIA(alil-iSOoropil-acetamida), ee encuentra que la actividad de
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la ¿ALA-Hehiflratese en higeflo He ratas en el doble que en conliciones fisioló

gicas normales (199) mientras que 11 a‘ministreción ¿e 3-amino ,2,4 tiazol la

lisminuye consi”erablemente (189).

Esta enzima está también inhibi"? en estalos “e intoxicación por plomo,

en la enfermedad conocifia como saturnismo (165-6, 190).

3.- BIOSINTESIS DE UROPCRFIRINAS — PORFOBILINOGENASA

fún antes de la aislacion y conocimiento estructural fiel porfobilinóge

no, varios investigaïores especulan que un mononirrol poáría estar involucra

10 comoprecursor en el camino biosintético ¿el hemo(67,191).

Subsecuentemente a 13 ¿emostración ¿e su estructura se inician estuiios

sobre esta posible intervención.

funque anarecen algunos intentos vrevios negativos (192-3) Falk, Dresel

y Rimington (194) y 'ogoral y Granick (195), simultáneamente, lemuestran que

el ‘ïG es utilizalo yara la sintesis fle protoporfirina y compruebanla presen

cia Pe porfirines con mayor número le carboxilos, tanto en hemolisaños Cetïi

trocitos le pollos comoen extractos libres ¿e células de Chlorella y ¿e hojas

¿e esoinace .

Investigaciones posteriores llevalas e cabo en Jifcrentes laboratorios

y utilizanJo muy “iversas fuentes, corroboren em3.inmente que este monoñirrol

es el intermelierio ver'a‘ero en lasïúesis ie hemo,similar al precursor pi

rrólico postula‘o (S4,Ï0,75,165—6,196-7).

La conflensvción ‘e cuatro moléculas de TÏG (Fig. 4) con liberación de

NH3, a sea quimica o enzimática, ¿a como resultado compuestos macrociclicos

formafiosnor cuatro :nillos eirrólicos unidos por puentes metinicos, con
y

cadenas laterales de fici“o propiónico y acético en los carbonos.%‘Q1.Fischer
asigna el nombrede uroporfirinas a estas estructuras (11) (Fig. 7b). De los

cuatro isómeros posibles ¿e esta porfirina sólo los tivos isunórjcns I y III

se hallan en 1: nñturaleza y tienen importancia biolocica. Üel isómero III

¿eriva la protonorfirina 9, metabolito clave “el cual divergen los diferentes

pigmentos cromoproteicos funcionales (45).
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Si la con”ensación se hace químicamente, se obtienen los Íiferentes tipos

isoméricos de la uroporfirina (I, 1I, III, IV) en proporciones variables. La

camposición de estos proiuctos depende notablemente ie las confliciones experi

mentales, principalmente pH, temperatura y tiempo (198-200).

Si se realiza enzimáticamente con extractos crudos y en aerobiosis, el

producto es funflamentalmenteuroporfirina III aunque aparecenctras porfirinas

con menor número ie grupos carboxilos en las cadenas laterales (l(5,195-7). Es

tas porfirinas proceïen de la oxidación, espontánea o enzimática de los corres

pondientes productos primarios ¿e la reacción: los porfirinógenos. En este pro

ceso r1eoxidación a porfirinas se liberan 6 átomos de hidrógenos y los puentes

metínicos forma4os ieterminan conjuntamente con los de los pirroles, un sistema

de dobles ligaduras conjugaéas, altamente resonante y por lo tanto de gran es

tabilidad. La oxilación de las leucooases es fotocatalizaia y sensibilizafia por

la porfirina prolucto (201). Estas estructuras resonantes dan a las sustancias

un color púrpura y una fluorescencia roja brillante caracteristica.

En extractos ¿e hojas de espinacas y germen de trigo, ñogorad detecta la

presencia de una sustancia lábil al calor, ¿e naturalezrproteica y por lo tanto

considerada comouna enzima, que parece catalizar la oxidación del uroporfiring

geno forma‘o en la reacción, a uroporfirina (202). Presenta alemás evidencias

eSpectroscópicas “e 1a aparición Acun producto ¿e oxiñación transitorio que

tiene una banda de absorción a 500 nmy que correspondería a un tetrapirni con

un nivel de oxi4ación entre el urnporfirinógeno y la uroporfirina (202). Sin

embargo, no se han informaflo nuevos aportes que confirmen la existencia de esta

enzima. Por otra parte se sabe que los porfirinóïenos son muyfácilmente oxida

bles a las porfirinas correspondientes pasanño por estadios intermedios de oxidg

ción sin la participación ¿e enzimas y en presencia de aire (200-1,ZO3—4).

El isómero I le la uroporfirina aparece en materiales biológicos ¿e huma

nos y mamíferos en conñiciones patológicas, comoes el caso de algunas porfirias,

principalmente la congénita (205-6).

Cuandoextractos de Chlorella, precalentados a 50-60°C por tiempos cortos,

se incuban con PÜGpresentan una variación en el tipo isomérico del producto

formado. En estas coniiciones solamente se produce uroporfirina I (195).
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Igual comportamiento se observa con hemolisaios ¿e eritrocitos le aves o

humanosy con extractos ¿e bacterias fotosíntéticas, cuando se someten a un tra

tamiento similar (197,201,207).

Fallot y colab. incubanio glóbulos rojos humanos, a 37°C Jurante 24 horas

obtienen uroporfirina I, añemás¿elisómero III (208).

El mecanismofácilmente visualizable de formación del uroporfirinógeno I

(macrociclo simétrico), compren4ería una polimerización lineal r1ecuatro molé

culas ¿e PfiG, con liberación ¿e cuatro moléculas de NH3,mediante la unión del
C del grupo metilamino ¿e una molécula pirrólica y el carbono ie la posición

libre ae otra añyacente y una ciclización ñe la caiena tetrapirrólica abierta.

Este último paso poiría ocurrir espontáneamente debiflo a la alta probabilidad

que le otorga el orlenamiento espacial ‘e su estructura molecular (200,209).

No obstante, el producto fisiológico normal que ñá origen a los ierivados

porfirinicos naturales proviene ¿el isómero III, cuya formación implicaría que

uno de los mon0pirroles se una en forma "rotada" (D en la Fig. 7h).

De diversos extractos celulares se han aislado sistemas enzimáticos com

plejos, solubles, que acopla4os realizan 1a transformación ie las moléculas

de PSGen uroporfirinógeno III (197,202).

Se sabe aiemás, que en este proceso intervienen 2 componentes proteicos

diferentes, reconociflospor su susceptibilida‘ Jife.encial al calor: l) el

sistema "Porfobilinógeno deaminasa" o "Uroporfirinójeno I sintetasa" y 2) el

sistema "Uroporfirinójeno III cosintetasav o "Urogenisomerasa".

Dogorañes el primero en Pctectar estas ¿os actividades enzimáticas en

vegetales y logra obtener Uro'gen I sintetasa libre de cosintetasa (202).

La fracción proteica estable al calor que corresponde a la Uro'gen I sin

tetasa y que cataliza la formación se uroporfirinógeno I, ha sido purificada de

vegetales, microorganismos y ¿iferentes tejidos animales comprobánñoseque es

una enzima "soluble" (166,202,210—l3).

La sintetasa le vegetales se afecta ligeramente por precalentamiento a

70°Cy pH8,2 y requiere la presencia ie reactivos tiólicos para su actividad.

La enzima actúa sólo sobre PSGy se inhibe competitivamente por análogos de



este pirrol, tales comoel ácifloopsopirrol dicarboxílico, que carece ¿el susti

tuyente en el C\Ñ; el isoporfobilinógeno, compuesto que presenta inversión de

las cadenas É»laterales y los áci4os 2-metil,3-4 pirrol-diacético y 2-metilami ..

no-3-pirmi-acético, éste último por preincubación con la enzima (214-17). El '

PVGcarboxilalo no tiene efecto sobre la reacción (210).

El formaliehi40 y los cipirril-metanos no son sustratos le la reacción

enzimática, a exceoción íel Pipirril-metano con sustituyentes en caienas latera

lesTïssimétricos ( FPS) y N'metilaminos que con extractos cru“os ie bacterias
fotosíntéticas formanUro II, una oorfiñna no natural (218-20).

Los estu”ios realizados con un aipirril metanosintético equivalente a

la conñensación le los moléuulas ¿e p3G, en presencia de este monopirrol, de

muestran la formación ñe Uro'gen I (209).

La hidroxilamina y los iones amonio a altas concentraciones no afectan

considerablemente el consumoenzimático ¿e PÚGpor la sintetasa, pero parecen

provocar la acumulación“e intermeáiarios ¿e la cadena polipirrólica abierta

(165,221-2). Totos cstoslechos permiten íeflucir que existirfinrsitios de unión

especificos para la molécula fiel PÚG- involucrando las cadenas acéticas y pro

píónicas - y que solamente este monopirrol con su cadenaï'metilamino es el que

orienta a la conlensación correcta, necesitánñose aflemásuna posición libre del

CI\ distal para el funcionamiento le la enzima.:

2) La otra fracción proteica necesaria para la formación de uroporfirina

III o "uro'gen III cosintetasa" es lábil al calor y ha sido purificada de

germende trigo y ¿e tejifio animal, encontránñosela presente en la fracción

soluble celular (202,211-13). Si _ien la enzima vegetal, se inhibe por iones

NHq,en bazo no se observa este efecto (222-23). Estudios realizados reciente
mente en nuestro laboratorio, confirman esta acción inhibitoria para la enzima

de hígaño vacuno (213:).

La activi%aï le cosintetasase afecta por hidroxilamina pero no por iones

sulfito o iitionito lo que presupone que 1a condensación tiene lugar a nivel

de máxima oxidación (metano) (166).

Si bien las Jos activilades (complejosintetasa-cosintetasa), están pre
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sentes en todas las fuentes ensayaAas, o pudieron separarse ¿e preparaciones;

He eritrocitos ¿e conejos y pollos con métodos electroforéticos, (166) ni de

eritrocitos humanoso ie aves, por las metodologías de Cornforfl y Lockwood

(219,221). Esto llevó a sugerir que en células animales ambasenzimas estarian

asociafias en forma “e un complejo no iisociable, mientras que en vegetales se

separarian más fácilmente.

Sin embargo, recientemente se logra aislar las dos activiñades en fliferen

tes tejidos hematopoyéticos(2ll-l2). ¡ese a ello, Colemanno iescarta la posi

bilidad de que la fracción cosintetasa sea un cofactor, es decir, una sustancia

ie bajo peso molecular que se halle uniia firmemente a una fracción proteica.

Para proponer su hipótesis presenta Ïatos Ie depenñencia ¿e la cantidad de co

sintetasa con la formación ¿e uroporfirinógeno III (223,211)
La Uro'gen III cosintetasa no actúa Jirectamente sobre el ÑWGcomoúnico

sustrato, sino que necesita aflemásla presencia ¿e la Fracción uro'gen sinteta

sa para ¿ar el isómero III (202). El uroporfirinógeno I, DFOAUCÏOie la sínteta

sa, tamp)co es intermediario en la biosintezis ¿el isómero III (201-2).Es ¿es

cir, que para la formación ¿el isómero fisiológico normal fleben coexistir el

complejo sintetasa-cosintetasa y “TG. “ogorañ informa, aíemás, que polipirroles

de cadena abierta se acumulan en las mezclas de reacción (224).

Este: datos-llevan a Granick y fiogorad a presuponer que un c>mpuesto for

madopor acción ¿e la uro‘gen sintetasa —quizásun tripirril metano- y otra mo

lécula de PïG, son {e algún modoreordenaeos por la uro'gen III cosintetasa pa

ra dar el urOporfirinógeno III (46,209,224).

En cuanto al mecanismoreal ¿e la formación de este compuesto asimétrico

se postulan un gran numero‘e especula:iones e hipótesis, las que son 4iscuti

Has por varios autores (209,219,225-26). Fuchas Je ellas son ahora inconsisten

tes por el cúmulo Ae Jatos anortaios y queñan solamente las que no han podido

ser aún probaias experimentalmente.

Dalton y Üougherty muyrecientemente realizan estudios de interacciones

estéricas de ciertos supuestos intermediarios para esta transformación, utilizan

do modelos moleculares. “asániose en sus ieducciones y.en todos los datos experi
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mentales acumulados hasta la fecha, proponen una nueva hipótesis para esta

reacción secuencial, la que implica la formación de un tripirrol que se ci

cliza y que por reacción con otra molécula ¿e PWGdaría origen a las uropor

Firinas (227).

Se sabe que lcspacientes que padecen porfiria eritropoyética congénita

excretan una canti‘a‘ exacerbala ”e urOporfirina I por orina, pero no se co

noce cuál es la causa de este exceso.

Levin y colab. trabajanJO con hemolisaios ”e eritrocitos le tales pa

cientes encuentran que la activiial ‘e uro'gen III cosintetasa en hemolisa

dos ¿e tales enfermos es muchomenor que en indiViduos no porfiricos, config

mandolos resultalos obtenifios previamente con animales (228-9). Estas obseï

veciones 4arian una explicación satisfactoria a la excesiva prolucción fiel

isómero I en ¿icha enferme‘aï.

El grupo Ce Watson, por su parte, supone que este incremento se ¿ebo

ria a un aumento ‘e la activi”a” ‘c la "uro'_cn I sintetasa" 230 .Ü

4.- BIOSIHTESIF BE COPROPORFIFTNOQÉNC- ÜESCARTCXILAS/ —

La naturaleza le los intermefiiarios tetrapirrólicos que llevan a la

formación Je protoporfirina, fue en las primeras búsqueáas, bastante contro
versial.

La presencia ¡e uroporfirina I y III y porfirinas con un menor número

fle grupos carboxilos, tanto en materiales biológicas de animales y humanos,

como su acumulación en los sistemas de incubación y en los medios le cultivo

¿e varios microorganismos. hicieron presuponer que las porfirinas poñian ser

intermediarios en este caminometabólic: (41.56.83.103,19¿ 2.??1-9).

¡51, Salomon y colab. informan que preparaciones de méJula ósea son

capaces de convertir uropor irina III C14 en hemO,observación ConfirmAÍa

por el grupo le Limington que incubanío esta porfirina con hemolizaio ie eri

trocitos le aves obtienen un 50% {e transflormación a protoporfirina aunque

no logran observar la conversión neta ie conropcrfirina a la Ficarboxili

ca (194,233).
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Por otra parte,con la presencia le coproporfírinógeno en materiales bio

lógicos, identifiealo por Fischer y Watson(11,234), consifleraciones de 1a

estructura quimica 1el PSG, comocon el hallazgo !e los intermediarios incolo

ros Je Granick y Se vrafl y la incapaci9a” ¿e utilizar ‘iferentes isómeros de

1a uroporfirina comosustratos -iemostraio por varios grupos ¿e trabajo-,po

dia especularse que los norfirinógenos eran los verdaderos intermediarios bio

lógicos. Es decir, los compuestoscuyos anillos tetraárrólicos contienen 6.

átomos más Je hiJrógenos que las porfirinas (42,55—6.147,225).

Las pruebas concluyentes le su intervención en esta secuencia metabólica

son aportañas óor Hotorad en 1955 y Neve y colab. en 1956, quienes incubanio

extractos de Chlorella y hemolisalos ie glóbulos rojos ¿e aves,con uroporfiri

nógenoIII, obtienen sintesis 1e copro y protoporfirina (55-6).

?osteriormente, esta participación se ve confirma4a en muchosotros lapg

ratorios (201,207,210.235-6).

Quela asi, perfectamente estableci‘o que las porfirinas no son los inter

mefliarios reales, sino que son los proáuctos ¿e oxidación de las correspondien
tes leucobases.

La transformación de uvonorfirinógeno a coproporfirinógeno requiere la

eliminación de los cuatro grupos carboxilos le las calenas laterales acéticas

¿e los pirroles (Fij. 4), Janïo intermediarios con 7-, 6- y 5- grupos carbo

xilos. La ¿emostración Eela existencia le estos compuestos comoproductos

enzimáticos en muy“iversos sistemas ¡e incubación sugirió que la descarboxi

lación proceñe en etapas y que los porfirinógenos poseyenflo 7-, 6- y 5- gru

pos carboxilos san también intermefliarios reales (46,225).

Esta participación tiene su comprobaciónexperimental en nuestro labora

torio. Mefliante exveriencias fie marcación isotópica, se demuestra que los por

firinógenos contenienio 7-, 6- y 5- grupos carboxilos —isómerosIII —se con

vierten en hemoactuanlo comointermediarios verdá4eros ie su tiosintesis y

avalanflo toias las suposiciones formulalas (237-39).

Si bien la Ïescarboxilación lel uroporfirinógeno es un proceso secuencial

no se conoce si se-lleva a cabo yor una o más enzimas ni si el mecanismo de

eliminación ‘e los cuatro carboxilos tiene un or‘en preferencial o es al azar.
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Mauzerall y Granick logran aislar de hemolisados fle eritrocitos de co

nejo una úniea fracción enzimática que Jescarboxila e] uroporfirinógeno a co

prooorfirinógcno, por electroforesis zonal sobre almidón y a la que denominan

"uroporfirinógeno-iescarboxilasa". En sus incubados detectan, además, muy

pequeñas cantiJAIes ¿e las porfirinas con un número intermeaio ¿e grupos

carboxilos (201).

Con extractos libres Hecélulas ‘e kh. sphcroíJes Hoare y Heath obtie

ren resultalos similares (210).

La enzimaeritrocitaria tiene una alta afiniflad por su sustrato, des

carboxilando los 4 iSómeros fiel uroporfirinógeno en el orien siguiente:

III > IV ) II 7 I, pero no actúa sobre las uroporfirinas. Los iones sul

Pito y Jitionito, Uueforman complejos con los intermediarios le las ii y

las tetrahidronorFirinas, no la inhiben, ‘escartánflose que estas estructuras

"porfometinicas" sean sustratos le la reacción enzimática. Esta lescarboxila

sa requiere grupos sulfhiñrilos y anacrobiosis para su máximaactivifla? (201).

Urata y Kimura nurificanflo las enzimas porfirinogénicas, presentes en

eritrocitos ie pollos, aislan una sustancia estable al calor y dializable

que actuaria comocofactor en la ¿escarbixilación le dertos porfirinógenos

(24o).

Por su parte, Hoare y Heath presentan eviicncias ie un factor estable

al calor que estimuli 1a Eescarboxilacifin ‘c los porfirinógenos formados por

extractos ultrafiltra os ie kh. spheroiñcs a partir fe HTG(197,210).

Recientemente, en nuestro laboratorio, se aísla una fracción altamen

te purificaia ‘e 1: {escarboxilasa {e eritrocitos ¿e pollo a la que denomina

mos "porfirinógeno Iescarboxilnsa", comouna única entiflafl proteica con-acti

viñales diferenciales para los porfirinóqenos con númerovariable de carbo

xilos (241-2).

La ¿escarbcxilación a coproporfirinn es mayor si c1 uroporfirinógeno

es generado enzimfiticamente en el medio ¿e incubación 2 partir ie sus precu;

sores inmc’iatos -LALLo PBG- que si es agrcgïJo cxógenamentc previa

reñucción le la vurfirina correspon”iente (220,242).
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Las porfiriias, compuestos que exhiben una marcada absorción espectral

en el visible y en el infrarrojo, son reduciñas muyrápidamente por amalgama

de sodio, en la oscuriáa! y en ausencia le aire, pero pueden ser fotoreduci_

ias nor agentes refluctores suaves, tales comolas diaminas terciarins.

En este DTOCGSJse comwrueba la nresencia ¿e comouestos con diferentes

niveles de oyi‘nción v cuyes estructurñs han sido Droguestas por Mauzevfll

(203).

El nivel máxime de reJucción de como oroñucto los norfirinógenos o

hexahií‘ro-morfirinasí con una hanJA ‘e absorción cercana a los 220 nm y que

carácterizn a los núcleos nirrólicos, mientras que en los estalios intermedios

se detectan lxs tetrñhiñroworfiñnas, con una banfln a 550 nmy las dihidro

aorfirinïs, con bïnlas 3 440 Y 735 nm.

La reoxiJación se nro“uce muyfácilmente en contacto con aire 9 por

tratamiento con soluciánacuosa ¿e i040.

Hauzerall y Feher Íemucstrñn también la nresencia de un ralical libre

¿el tetraoirrol cue revresentn, orobnblementela estructura ie una uroporfi

rinn con un electrón aiicional el chI posee una invlia banda de absorción

en la región ‘el visible (243).

5.- BIOSINTESIS DE PROTCPORFIEINÁ - CCPÏOPORFIRINOGENÉSA

Coarooorfirinégeno III. producto ‘e la etaoa anterior, se convierte

en nrotovorfirino eno, nor Aescnrboxilación y Jeshidroqenaeión esnecifica de

ios de las cn‘enas Droviónicas literelcs, 115 que son transformefias a gruoos

vinilos. La aér‘i?1 Dostuior ‘e G átomos “e hiarépno ¿el macrociclo 4a como

resultaño arotouorFirina 9 (Fig. 4). Este es el producto último de la cace

na tetranirrólica y el comnonenteclave en el camino flivergente de clorofi

las 7 hemooroteinaso

En esta etavn el vrecursor ¿icecto es también el derivalo hexahifiroge

naflo ie la coprovorfirin? III (244-G\. Tanto Born-far!4como Falk han demostra

do vrimariamente, que los glóbulos rrjoc nucleaios cormanprotoporfírinn cuan

¿o son incubn“os 1er5bíc3ncnte, mientris que en anncrobiosis sólo sintetizan
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coorOnorFirina (194,296).

?or otra parte, se ha comnrobaioque las fracciones solubles ¿e ñiferen

tes células animales son caoaces ¿e sintetizar porfirinas contenienfio más Je

4 gruwos carboxilos, pero no orotOoorfirina, a menos aue se le adicione al

sistema la fracción pirticulafla (165,195,244-5,247-9). Tofiasestas evidencias

nermiten concluir que el sistem1 enzimático responsable de este paso, en célu

las animales, está localizaio en mitoconlria. En vegetales y microorganismos,

también se lo encuentra asoda4o a particulis subcelulares (98,195,250-4).

Sano y Grenick estuaianio su ¿istribución en 4iFerentes tejidos de co

nejos y cobnyos comprueban que el higa4o y 1a médula ósea son los que poseen

mayor acfiyiflañ (255).

Hasta el momentono se conoce si la reacción total catalizzia por el sis

tema coprooorfirinóïeno oxicasa iescarboxilinte (coprogenasa) es llevada a ca

bo Dor une o más enzimas y cuñl es el meCanismo y secuencia en el proceso de

descnrboxilar y oxiiir las dos cañenas literales.

arios grupos 4e investigaáores han estudiaño los requerimientos y carac

teristicas ¿e este sistema enzimático.

Si bien se lo dctcct? en la mayoría ¿e los organismos vivientes, sólo se

lo ha aurificaJC ie nitocon‘rifls t higa‘o mñmífero, WeNonflese lo ha separado

comouna única entila” jroteica, cnrocteri2240 electroforéticamente (255T59).

La reacción enzimatica total requiere oxigeno molecular comoúnico acen

tor ¿e hidrógeno y no se hi locraio otro oxi‘énte que lo reemplace, ya sea

acentor ae electrones artificial o bioló ice (255,253-9).

Lnscelles y colab., examininño cultivos ¿e RhoñopseudomonasspheroiJes,

bñjo diversas con‘icijnes ambicntiles, comnruebanque el oxigeno suprime la

vroflucción ‘e bñcterioclorofila y qúe estas bacterias, crecidas anaeróbicamen

te, conservan la Civacifln‘ ‘e biosintetizar hemonara satisfacer sus necesiia

Res hemozroteiCIS Funcionales.

¿ire explic1r esta iivergencin, Liscellcs aostula la necesiAHAie algún

otro comnuestooxi‘a‘o, generaJo vor el sistema fotosíntético, que lleve a cn

bo la Hescarboxilación oxifiativa ¿el conrooorfirinógeno en ausencia ae oxiqeno

(103).
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“or su oarte, Mori y Sano ‘emucstran la conversión ¡e coproporfirinógeno

a protoporfiriná en extractos Je bacterias fotosíntéticas estrictamente ana

eróbicas sólo cuan“o son incuba”os en aerobiosis. Este requerimiento no ouede

ser reemplazaïo por los ‘iversos aceptores 4e electrones ensayaïos.

Ehteshamu‘iin, en contraposición, informa la síntesis anaeróbica ie

protoporfirina no ‘epen‘iente ¿e aceptores exógenos, por extractos sonicaflos

He Pseudomonasspheroiies crecilas aeróbicamente (251).

Muyrecientemente, Tait logra Heterminar activiJa” ie coprogenasa en

incubaciones realizajas anaeróücamente, ‘e extractos totales e Rh. spheroides

crecidas bajo con iciones fOtOSintétíCIS, siempre que se le a‘icione al sis

tema: metionina, iones Hg y ¿TP (254).

Tait concluye que sus extractos son capaces He sintetizar un aceptor oe

electrones, no i‘entificaflo, que pue‘e sustituir al óxígeno en la biosïntesis

de protoporfirina.

De las oreparñciones purifica”as “e mitocondrias le hígafio mamífero,

no se han aislaflo ni 1etecta”o cofactores neceSarios para esta transformación

Esta enzimano es inhibi‘a por cianuro, io‘o acetamiña y iinitrofenol.

Si lo es por o-fennntrolina y U,o(eioiri'ilo oero no por otros quelantes,ou
4ienlo ser reactiva'a por ‘ifilisis, lo que sugiere un metal uni”o firmemente

a la eniíma (255,259).

La c0proqenzso le levaiura no es ihhibiia por los reactantes de iones

metálicos.

Los resultaïos obtenioos con microorganismos suponen un rol importante

nara el hierro en esta reacción, ya que se observan una acumulación ¿e copro

norfirina, cuando 115 bacterias crecen en con‘iciones de deficiencia fe este

metal. Las incubaciones realizaflas con ÁLA o DBGy extractos bacterianos 112

gan sólo hasta coproporfirine III, excepto si se le adicionan iones ferrosos

al sistema, sintetizanïo entonces, orotoporfirina (73,83,260).

En plantas superiores no se ha observaoo en cambio, la necesílad de

hierro para esta conversión (98).
La coenzima f es un cofactor involucrado iirecta e indirectamente en
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esta etawn, varn el ciïinJo Tetrnhymenavorax, ya que células Eeficientes en

áciïo nantoténico y en nreeencia ‘e hierro, biosintetizan conroporfirina,

mientras que las normales son CAwaces‘e formar nrotovorfirina (33).

“orrn y Fnlk informan 11 presencia ¡c porfirinas que estarían uni‘as a

las nroteinas durante 1a reacción catalitica (256).

La enzimï es esñccíf‘ica unrn covroaorfirinódeno III y no transforma

ïos isómeros I o II ni 11 COWPÜñOPÏÍFinRIII (214,255-6,261).

“reuaraciones ‘e Euglena y mitOConïrias 49 hinnAO vacuno son caüaces

ae uti‘izar coñrcñorFirinó eno TV- isómcro no biolócico - comosustrato,

aunnue muy Wobremente (46.257).

Fstn esnecificidad estrctur‘l, así como19 “e 12 enzima !esc3rboxi1ante,

encontrafiï en iiferentes células, =se5ur1 119r04ucción ¿e un solo tiDO 4€

vrotonorfirina en la n=turalczn, e] número9, dela serie isomérica III.

Sano y Granick ‘etectfin un íntermc‘iario que sunonen poseeería tres

calenns erniónicas y una vinilicn. Este “criva‘o anarece en el mciio de

incubación, ¿esafifirecicn4o a mc‘ili que ¡rosique 1a reacción enzimática.

La existencia de un intermcáiarin tricarboxilico -cuya naturaleza se

iesconocc- ha si‘c ya suflcriao 1?PDel Cimino metabólico “el heme, puesto

que un comvuesto que se comvortz cromatogrïficamente como tricarboxilaño ana

rcce cn algunos sistemas ic incubación y ln cncnntramos nosotros entre las

norfirinfls aresentes en la glán4u1a ”c Hïr‘er (165,195).

Porra y Filk encuentrzn que el 4-monooroniónico-flcuterporfirinóqeno 9

un 1erÍV140tric"rboxi1icn, 3uc4c ser convertiflo a un compuesto ¿icnrboxili

co nue sunñncn es el 4-monovini] Aerivflin (253).

Woson utiliz“ns Comosustritos los hcmatoñorfirinógenos, el 2,4

-“iacético-“euteronnrfirinñqcno, d.tr1ns 2,4-‘iecrílico-"euternporfirinó'eno

ni 01 monoerWÍÉnico ‘cuteroñorririnñccno (255,262).

BXñerimentosñrevios re11izn“os con aun tritia43 sugirieron que ln o

xi‘ación y ‘cscnrboxilñción ocurrirían simu1tfinenmcntt y Granick propuav

como hivótcsis tentativa cue 13 oxicación 4C las c14enns wroniónicns prOCCAC

ria vor eliminación de un ión hi4rur0, con liberación simultánea de C02, sin
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embargo, este mecanismono teniria en cuenta el requerimiento Eeoxigeno(263).

Sano, nosteriormentc, sintet121 un lcrivalo oxilnfla, el 2,4 bis thiflro
xiwroaionato-Heuteroéorfirinóveno y encuentra una transformación a protonorfi

rinn ‘cl 25%, con su sistema enzimático mitoconirial (264). Puesto que el sus

trato cs una mezcl? de estcrcoisómcros. csta<nnversión implica una alta esne

cifici“n” isnmérica dc ln enzimn. Comnruebnïjemñs, que la transformación se

WroJucc tanto en ser» comocn "nitrobídsis, lo que lo hace suponer nue el 031

qcno sc rrnuiere solo, pnrñ ln Formación “c los sunucstos intermediarios oxi

gena‘os. De aquí que el comwucstohi”roxi1°’o sería el resultalodelnv1reacción

de tino oxigenas1 sobre c1 cooroworFirinóneno III, c1 que se ¿eshiüritaría oa

rn Jar un ñcríl-‘erívudo y finalmente sc ‘csc1rboxilnrin.

L2 warticinaciñn “e un compueïo“i-ncrílico interme’iarior-ya arcoues

to comoisómuro cis —estaria avalafla por algunos hñllazgos experimentales

(255,257). ¡siv se hi demostrï’o que c‘ leriv1ño trans-4iacrilico no actúa co

mo sustrato y 1ue el áci“o Fumfirico no inhibe la reacción, mientras que el

ácido maleico si lo hace (259).

Una desc‘rhoxiliiión simultfinea o no, “e estos comvuestos transitorios

‘3ríi origen a pr tnDBrFirinóccno, otro intermeliïrio que ha si‘o ietectaAO

en sistemas do incubcción y cuya nosterior oxi‘ación —enzimáticao espontánea

ñroducirin la proto‘urfirini 9 (255-6).

Muyrecientemente, Schiefer informa que la mayor actividad enzimáficn

de sintesis 4€ nrutu y homo, a mártir ‘e ALI y fracciones celulares de hígado

4€ r=tn, se encuentrï en cl citoplñsma. Sus ‘ntos avalarinn el concepto de que

los wnrfirinns mitOCwn‘rinlcs swn sintotizv”as en el citonlasmv y transferi

"Hs Hosteriormente fi 1* mitocon’ria (265).

6.- BIOSINTESIS DE NEMO — QUELATPSA

Esta eta“h cs el vñso 4e bifurcación nue lleva 31a biosíntésis de hemo

nroteínns o de clcr Fila, JewenaionAOdel ión metálico que se inserte en e]

Anillo tetraoirrólico yn axiAnJO.

Las Worfirinás forman auelatos mctfiliCOs extremadamente estables, cspc

cialmenhe cflmlos elementos de transición: Fe, Cn, Zn,Cu, Mi, etc. (11,266).
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Sin embargo, 1a velocioai Weformación ¿el complejo metálico varia ampliamen

te con Ias coniciones exverimentaïes. fsi, en soluciones acuosas a pHneutro

Y 39°C el ión ferrUSn coorcina esoontáneimence con los átomos Je nitrógeno

ie los wirroles ‘e 1a protonorfirina y e] ranJimiento se ve faubrecido Si la

oorFirina coloijal, se encuentra monomolecularmenteAispersa vor acción ñe

agentes tensioactivws (166,267). No ocurre 1o mismocon el ión Mg, requirien

4ose un proceso es\ecia] vera 1a obtcnciñn Ac este comvláï>(266).

Los oorfirinó enos, en cambio, no vue‘en unir metales nuesto que son

anilïos tetriwirróïicos con puentes metilénicos.

Se suWuSOyCHHSiquientemente.1ue.enel proceso ie bioSintcsis, el metal

seria incoraoraJO al núcleo tetrnnirroïica, con un estado ie oxiiación equi

valente al ¿e las “orfirinas (266).
,Lu facili"v ie 1: quelnción iel F‘e++con 1a arotoporfirina hizo pensar

en una reacción nH enzimátiCa, sin embargo, e] hecho ie que existan microorga

nismos que reoúeren hemina como factor Ae crecimiento y que no ouede ser reem

plaza‘a nor 1a e”ición “e hierro y orotonorfirina a1 medio de cultivo, condu

jo a la búsoue”> ie la enzima (267-71).

Esto fue tarea arñua, por cuanto Éiferentes condiciones que favorecen

la quelación, lo hacen en ambos mecanismos: quimico y enzimático.

Si bien la incorporación ie hierro se demostró muy tempranamente en una

cantidad de sistemas le incubación con diferentes extractos, es a partir de

1960 y por fiiferentes grupos ie investigadores, que se logra aislar y purifi

car la enzima quelïnte, Aeneminaña"protohemo-hierro-liasa", "hemo-sintetasa"

o simplemente "quelatasa".

Ha siio encontrada en mitocondrias de higado de rata, deeritrocitos de

aves (268-4) y en extractos de levaiuras y bacterias (275-82), siempre aso

ciaña a particulas subcelulares, pudiénfiosela solubilizar por ¿ispersión mecá

nica o agentes actiVSntes ¿e superficie.

Recientemente, sella ha ubicado también en cloroplastos y aroplágtidog

de diferentes vegetales (283-5).

Jones presenta eviüencias ie su localización en la membranainterna de
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las mitoconñrias “e higado de ratas, un hallazgo que es confirmado por el

grupo de Mc Kay (120,236).

Neuberger y T‘it encuentran en los cromatófioros de Rh. Spheroíies y en

-!iversos teji‘os *e mamíferos, una enzima que Catoliza la incorporación de inc

en la protOporfirina 9, la que es.inhibida competitivamente por iones ferro

sos. Sin embargo, esta enzima exhibe la Círncterística particular ¿e quelar

iones ferrosos, si se le aña‘e íciio ascírbico a la mezcla He incubación

(275). Posteriormente, Mazanowkkay C317b. exoliCan que el efecto dieren

cial de quelaciñn “e la enzima bacteriana con eü Zn y el Fe, se iebe e la

presencia ¿e peróxi'os en el enseyo enzimática, el que elimina el agente
_ 2+reductor necesario parael Fe (281).

Ciertas cepas ‘e levaduras acumulan, intracelularmente, complejos de

Zn-protooorfirina, en Aeterminadnsconñiciones (287).

Otro ¿e los metïles que pue”e ser insertaïo enzimáticamente es el

Co2+y que es eSpecifico para bacterias que sintetizan vitamina 512 (278).
El mecanismc ‘e la reacción que C1t31i22 11 ferroquelatasa y su regü1n—

ción son todavía muypoca conociïos.

La presencia ‘e los grupos vinilvs en la porfirina ñicarboxílica es

una condición necesaria para la enzima que biosintetiZA hemo, la que he sido

demostraia nor Granick y Gil‘er en sus estufios con Hemophilusinfluenza.

Estos microorganismvsrequieren para crecer hemcaprotoporfirina y hierro, los

que no vueden ser reemplazaños por meso > ‘euterohemo, o dichas porfirinas

con el ión metálico (279).

Sólo las friccinnes purifiCHfias o envejecidas requieren agentes reduc

tores, tales coma cisteina o GSHícomocofactor y tienen máximaactividañ en

anaerobiosis, necesitfin‘ose agentes solubilizantes«bl tipo quelntos o TVeen

(268,271,273,2¿1,296).

LESp-rfirin?s Jicarboxílicns pueien ser sustratos ¿e la enzima le ii

ferentes orígenes, n> asi las tetracarboxílicas, ni el protoporFirinóceno

(271). Toáos estos hechos presuponeu una mayor selectivifial Se la enzima ha

cin el metal que hecia el tipo ¿e norfirina, por cuanto la célula sólo le
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ofrecerá le prutoporfirina y en cambiolebe elegir eliión ferroso para satis

facer los requerimienta hemoproteicos, entre los diversos iones metálicos

presentes.

Porra y Folk letectan la presencia He intermeaiarios uni vs a proteinas

que podrian estar relacionalas con esta biosíntesis (258).

Schvartz observa que la adición de globina incrementa varias veces la

activifiaü de la quelatasa ¿e qlóbulos rojos (272). En concordancia con estos

resultados la pratoporfirina uniia a paoteinas es más fácilmente incorporada

a hemoque la protoycrfñina libre. Se cree que el efecto es ¿e solubilizar

el sustreto (2P5).

Labbey coleb. informan que particulas mitcconïriales le levafluras, ca

rentes ñe lipilus, tienen escasa activi‘a= {e ferroquelatasa, la que puefle

ser incrementa‘a por el agregaflo ¿e fosfolipidos, efectos ya observaios para

la enzima acteriana y la ¿e mitoconWrias ie mamíferos (273,281-3).

El rol ’e los lípidos sobre esta enzima ha sido objeto ¿e estudios en

¿iversos laboraturiqs y recientemente, en forma muyamplia por el grupo de

Yoneyama(289). Eros investigaiores sugieren que comoel sustrato no es solu

ble en soluciones acuosas neutras, grupos hiñrofóbicos le moléculas fosfoli

pÍJicas, que forman marte ¿e la enzima quelante, atraerían la porfirina y

repelerian a las moléculas Je agua, mientras que los grupos acido-fosfóricos

hilrofílicos, atracrian el ión ferroso, el que seria luego transferiflo a la

región hiirofóbica y atrapa'o por la pratcporfirina,

En cuanta a 11 bifurcación “el camino hacia clorofila, la etapa le in

serción Hemagnesiq al anillo tetrapirrólico no ha podido ser aún demostrada

en los iiversos sistemas ensayados, ya sea que se trabaje con células enteras

o rotas. sin emharjo, se presupone su existencia, por cuanto ciertas mutantes

He Chlorellas acumulan protnóorfirinas, Mg,—proto9 y Mg-monometiléster-orotg

porfirina 9(1o3,2o9,?90—1).

7.- DISTÉIEUCION DE PCKFIHINAS EN LA NATURALEZA

La gran concentración ¿e norfirinas en la glándula de Harder es una



caracteristic1 n teble de ls roelvres. Sin embargo, esta acumukci6nno es

la única que se anfceo En la neturnleza, las porfirinns pueïen encontrarse

tanto libres ctm; en Parma de complejüs metálicos. De estas últimas derivan

ls metaloproteinás funcianales.

Las porfirinïs libres, es flecir, ni ligadas a met11es, ”e mayor abun

Iancin 5)n: le Wr‘t“nïrfirina 9 y las isómerns I y III ‘e la urn y copropvr

firinas. En pequeñás cantiñndes toeis ellïs aparecen en la mayoría de los'teji

Jos ycrganos de animales -incluyen40 el sistema nervioso —y en materiales

¿e excreción bioló;icas, donde se hallen incrementndes en Jeterminadas con

diciones patolóUiCñs (46,58,292—3).

En ciertïs esñecies, tanta “e ínimïlCS como“e vegetales, aparecen acú

mulos r‘lefiiversas yarfirinïs. ¡51, en turnó‘ulos ¿e las raices ”e plantas

leguminosas y otras alantñs superiwres se observen relativamente grandes

Cantifiádes de prqt: y conronorfirines libres (11,29475).

Uroporfirinñ se encuentrn en la caenzezón ¿e los moluscas, en las zonas

¿e cnlcificación ¿see He fetos y en plenarias, animales sensibles a la luz

(296-7).

Esta porfirinï se encuentri, también, en formïs ¿e agregafos, en las

áreas pigmenta‘: Je 11 cáscara le huevas ïe ¿iversns especies le pájaros,

la que se deposita en el momento “e formación ie lAs mismas .La yema de hue

vo tiene también crñtüporfirina (46,266).

Cooropnrfírina III y prütoporfirine 9 se encuentran en algunos inver

tebraños merinrs (293,29€).

Diversos micr'arganism05,bajo conficiones ¿etermindas, excretan grandes

cantidnfles le perfirines, principalmente camecoproporfirina, aunque en a1

gunos casos se 115 ‘etectn cama copronnrfirinógeno (46,103,209,299—300).

El cilie‘n Tetrahjmena geleri, prññuce protoporfirina lo que le produce

un cambio ¿e c;lñr (301).

En coneici nes nñrmalcs, el esqueleto óseo ¿e le mayoria {e los animales

no contiene añreciïhle centi‘eA Je uanirinws, mientrns que cn exnaiciones p1

tológicas, ccm*li le narfiria congénite presenten fluorescenciz y un color

marrón,Jebiño e le urnporfirine flepfisitï”1. El ¿e la aráilla,normalmente füene.un
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color escuro. y cuanïw se 13 bserva baje luz U.V. presenta la fluorescencia

raja caracteristica ‘e las porfirinas (293).
Las plumas Je les aves lel Turïc: - un tve fiel Africa Central - contienen

un ierivafo metïlic: porfirinico Jenomina43turacina. Esta sustancia es la

que imparte a sus 3135 un brillante y hermvso c3lor rojizo (302-306). Su com

posición es funïnmentalmente urwporfirina III —como cpmpleje Je Cu —conte

nienJo una muypequeña cantified ¿e firizperfirina.

Borg y C tzies presentan evidenciïs “e la presencia de un Camplejo

Mn-norfírina en l? sangre ¿e estes aves (307).

La existenciz {e cummlejvspurfirínicws “e Zn,principa1mente protapnrfí

rina, ha sido lemcstra4a en ciertas mutantes le levaduras (287).

Se han ilentificnñs también, >trws C)mplejas metálicos cvma las vanadio

porfirinas en las aceites le esquistos.

Cum)complej s Íe hierr\ y magnesij, ftrman parte de grupos prostéticos

de importantísimss crwm)preteinns bizlñgicflmente activas tales comohemoglobi

nas, mioglobinas, eritracrucrinas, perwxiflnsas, catïlasas, citocromos, cloro

filas,bacterioclcrcfilas, etc. (45,266,293).
Las metnl‘prafirinas más impertantes en el rein> animal son, sin duda,

los ccmplejos Je hierro, en las que la naturaleza ha aprovechado ul cambio de

valencia fiel está‘w férrico a ferr so y viceversa, para establecer un siste

ma 4e transporte Je electrfines, conectan”) las 4e=niïrogenasas intracelulares

con el nxigeno Etmsférico,o uniéndoscïtproteinas , sin cambios le valencia

1e1 átomw4GFe, ïcsibilitanlo su función ¿e transportadores de O2 o de reser
va.

En este enumerïción, 551; se hïn presentada a gunos 4€ luamuchos traba

jns relacionn‘cs Can leñresencia leistes piqmentosen la naturaleza. Existen

Snbre este tema excelentes nuestïs al ‘11 (ll,45,266,287,298).
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V R O 7 O S I T O.S

La glándula le Haráer de rata presenta una acumulación anómala

de porfirinas. El mecanismo¿e este acúmuloy su posible función fisio

lógica, es aún iesconocida.

Comose ha comentaño en la Introducción, la génesis de estos pig

mentos dió lugar a una gran controversia. Si bien se había demostrado

que la glándula era capaz de sintetizar tetrapirroles a partir ¿e SLALA,

y por lo tanto se sugería una función secretora, no se conocía, al ini

cio de este trabajo, la naturaleza de los productos, ni si las secuen

cias metabólicas que conducena la síntesis de protoporfirina 9 eran

similares a las le otros tejidos estudiados.

Por lo tanto, con el objeto de iilucidar este caminometabólico,

debido a las funciones vrimoráiales que cumplen las hemoproteínas en la

actividad celular se encaró:

l) el estuflio ‘e la biosintesis ¿e proto 9 a partir de sus pre

cursores primarios, asi comola ieterminación y caracterización ie cada

una ¿e las etapas relacionaflas con esta secuencia.

Comoparte ¿e un trabajo comparativo ¿e las activiiades cataliti

cas de las enzimas relacionadas con este camino, para tratar de aclarar

el mecanismoresponsable ¿e la acumulación observada en la glándula

se decidió:

2) ¡islar, rurificar y estufliar las proyiedades de la enzima

8-51.; dehidratasa.



PARTE EXPERIMENTAL

MATERIALES Y METODOS



M s T E F Í A L E S Y M E T 0 ?.C S

1.- S U S T R A T Ü S , P R O D U C T O S Y S U S T A”N C I A S P A T R 0 N ES

Gli 2-C14: añquiriia comercialmente en NewEngland Corp. Mass.

fictiviïaJ especifica: 3,0 mc/mmol

Succinil Con; se prepara a partir ¿e anhiírilo succinico y CoASHsegún el

métoio de Simon y Shemin(308).

Coenzima A: de Sigma Chemical Co. (75%) gra‘o p.a.

Anhidrido succinico: se prepara a partir de ácíáo succinico y anhídrido

acético, ambosgraflo analítico (309). El producto obtenido

Je P.F.: 118°-120°C con descomposición a 175°-l78°C, se guar

ña en ñesecaflor a1 vacio.

Preparación de succinil Cofi:

Se realiza el mismo“Ia ie su utilización comose detalla:

lO mg de CoÁSHse ¿isuelven en 5,7 ml {e H20 cestilada fria y se neutraliza

a pH 7-7,5 con CQ3HNasólido. Se agregan 1,2 mg ¿e anhiflriáo succínico, se
mezcla y se deja estar en baño<t hielo, aproximadamente 30 min.. Se contro

la la formación Iel compuestopor la reacción cualitativa del nitroprusia

to en medio alcalino, sobre placa “e toque (desaparición de la coloración

roja caracteristica ¿e los grupos sulfhiírilos libres) (310).Debeusarse
de inmeüiato.

La ieterminacifin cuantitativa Jel acil-CoA formado se hace por el mi

crométoúo ¿e Lipmanny Tutle (311). El método consiste en la formación del

hifiroxamato del áci“o succinico por aFición de hidroxilamina, que con CISPe
en meñio áciio da un cromógeno que se lee a 540 nm. Se hace la curva de cg

libración con anhiflriño succinico comopatrón.

S-ALA-HCI: obtenilo comercialmente Ae Sigma.Chemical Co.

SoflLA-4 014: aflquiriño en NewEngland Corporation Mass.

activi‘a” específica: 3,1 mc/mmol.

Porfobilinógenoi Se aísla de orinas de una paciente que paiece porfiría in

termitente aguda y se lo purifica por el método ¿e Cooksony
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Rimington {1;3). Se lo obtiene comomsnohiïrñto y se lo c7:;erva en la os

curiJa; a 40€. Se lo identifiCI por'los cristales, punto de fusión (179°C

184°Ccon descomposición) y la reacción característica con el reactivo de

Ehrlich (152).

Porfirinas

Uro III: se aísla de plumas de Turaco por extracción flirecta ie las

porfirinas con la mezcla esterificante y purificación por cromatografía
de adsorción.

Uro I X Copro I: provenientes de orina de porfiria congénita.

Firia III: aislaAa ¿e orinas de conejos saturnos.

Proto gi se aísla ¿e hemoglobinasegún la técnica de Grinstein (312).

Todas las porfirinas seleconocen por sus cristales, puntos de fusión y

espectros característicos.

I I.- 0 B T E N C I 0 N D E P O R F I R I N A S

Las orinas provenientes de humanoso animales porfíricos, se llevan a

pH 3 - 3,5 con HCl concentraio. Una vez ajustaños a pH se pueden seguir dos

técnicas:

a) Se extraen las porfirinas conteni‘as en la orina con un volumende acetato

de etilo. Este proceso pueñe repetirse hasta 3 ó 4 veces según la cantidad

de material presente, controlániose siempre 1a fluorescencia. Se reúnen los

extractos orgánicos y se extraen con HCl 107 en pequeños volúmenes, hasta

fluorescencia negativa bajo luz U.V.

Para purificar los pigmentos se ajusta nuevamenteel pH nel extracto

clorhídrico a 3 - 3,5 con acetato ie soiio sóliio y seleextraen con acetato

ie etilo. Estas fracciones reunidas se lavan, generalmente 2 veces, con volú

menes pequeños ie agua destilada. Si los lavados contienen porfirinas se las

recupera con acetato ie etilo previo llevaio a pH gris del Rojo Congo, y se

las combinacon las anteriores. Del extracto total orgánico se extraen Pinal

mente Con HCl 10%y se puede determinar su concentración por meiiciOn espec

trofotométrica üirecta o por dilución ¿e las soluciones en ese medio.



Generalmente, el volumen final ie extracción es pequeño y se obtiene la

precipitación de las porfirinas libres por ajuste del pHal punto isoeléctrico

(3 —3,5) y reposo en frio. ‘

Las porfirinas se centrifugan, se lavan con agua destilada llevada a ese

pH, se secan en iesecaflor al vacio y conservan en la oscuridad sobre ClQCa. El
proceso ¿e purificación meiiante extracciones y precipitación se realiza, en

ocasiones, varias veces para eliminar impurezas.

b)Se agrega a las orinas llevaïas a pHuna cantidad le talco variable se

gún las porfirinas presentes, que permite la aisorción casi selectiva ¿e éstas.

Se mezcla, se ieja reposar lO min. y se filtra por ¡üchner al vacio. Si el so

brenadante presenta fluorescencia bajo luz U.V. se le adiciona nuevamentetal

co, continuán4ose con la mismatécnica hasta que no sea visible más fluorescen

cia. Nacht ieterminó que la cantiial necesaria ie talco varia entre 20 y 50

gramospor litro ¿e orina, según la concentración ¿el material a adsorber Cn3).

El talco prensaJO, se seca con vacio furante 15-30 min. y luego se coloca

en estufa a baja temperatura para comúletar el secado.

E1 material asi obteniio esta listo nara el proceso ie esterificación

vosterior, que se letalla más alelante (sección VII-2). Luegode la esterifi

cación se cromatografian en columnas ¿e CO3Ca,se separan y cristalizan por
concentración ¿e metanol-cloroformo según técnicas usuales (314).

I I I .- A N Ï M A L E S

Para la obtención Telas glán‘ulas ‘e Hareer empleaias en todos los estu

‘ios aqui presenta*os, se utilizaron ratas blancas tipo Wistar de ambossexos

supuestamente normales, salvo ineicación especial. Cuandose necesitó gran cané

tiiañ de tejido para aislación y purificarión ñe enzimas, se usaron las cabe

zas decapitadas de ratas blancas cedidas por los laboratorios le Fisiología de

la Facultad ie Oïontologia, y ie Histología de la Facultañ de Medicina, previo

congelamiento ¿e las mismaspara su traslado y hasta su manipulación. General

Lente SG prefirieron animales machos ¿e 200-300 g Je peso, por el mayor tamaño

{e la glándula. Sin embargo, en las experiencias ¿e meñición de actividad de

¿ALA-sintetasa se trabajó con animales jóVenes, oscilanflo su peso entre 130 y
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150 gramos.

,

I V . - O 3 T E N C I 0 N D E L M A T E R I A L

Después que las ratas son muertas por dislocación cervical y decapita

das para su exsanguinación, se lleva a cabo la disección de las glándulas a

temperatura ambiente. Para ello, se efectúa una incisión paralela al borde or

bital superior hasta el ángulo anteromedio del ojo con un bisturí, cortando

1a fascia unida al margen medio y superior de la órbita, la membrananictitan

te y la conjuntiva. Como1a glándula de Harder ocupa la porción más profunda

del ojo, detras del globo ocular, sólo se ve con este corte, una pequeña por

ción en la parte superior, Conuna pinza ocular se Drocede entonces. a quitar

1a fracción de glándula expuesta, e introduciendo 1a pinza entre el borde or

bital superior y el globo ocular, pór debajo de éste y mediante una Eve trac

ción se extrae toda la glándula. Esta operación se hace tan rápidamente como

sea posible, teniendo cuidado ie excluir tejidos extraños y controlando bajo

luz ultravioleta laflxnescencia roja del material a disectnr para asegurar

asi una total remoción. Las glándulas se lavan inmediramente con solución fi

siológica fria y se secan con oapel de filtro para eliminar la pequeñacanti

dad de sangre que a veccs está presente por rotura de vasos sanguíneos. Des

pués de pesar el material se congela en el refrigerador a -16°C, salvo indi
cación esnecial.

V.-P R E P A R A C I O N D E L O S S I S T E M A S E N Z I M A T I C O S

Las glándulas de Harder disectadas y congeladas, se muelen en un mortero

de porcelana previamente congelado, con una pequeña cantidad de arena blanca,

muyfina, libre de metales. Para ello se trata la arena con HCl concentrado

caliente durante unas horas de4hs.), se decanta y se repite la operación has

ta que no se observa coloración amarilla. Luego se lava con agua destilada has

ta reacción de cloruros negativa. ’

Este método de molido con arena y sin liquido, resulta mas conveniente

que la homogeneización del tejido con homogeneizadores de vidrio tipo Elvehjein
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geneizan con las diferentes soluciones ¿e acuerdo a las preparaciones requeri

ñas y a los ensayos a realizar.

a) Homoqenctototal: Se homogeneiza el tejido (molido) con buffer Tris

0,05 M pH 7,2 ó buffer fosfato 0,134 M pH 6,8 ó sacarosa 0,25 M en una rela

ción ie 10 ml por caia gramo Ae tejido fresco. Se centrífuga a 700 x g duran

te 15 min en una centrífuga refrigeraía y el sobrenadante obteniflo se utiliza

como"extracto crudo" u "homogeuato total".

b) MitocanArias : A partir “e los homogenatos en Sacarosa 0,25 M se Ob

tienen las mitoconJrias nor centrifiugación 4iferencial, usando esencialmente

el métoio de Schneider y Hogeboom(315). El pH se mantiene neutro por aáición

de C03HNa.El precipitaflo mitocon4ría1 se lava con la misma solución de saca
rosa, eliminanflo el material no señimentaao. Para su uso, fundamentalmente en

la medición de la activiiañ ¿e éï-ALA-sintetasa, las mitoconflrias provenientes

de un gramo de tejido glaneular se resuspenden en 0,5 ml de una solución que

contiene sacarosa 0,25 M, buffer Tris 0,05 MpH 7,2, tioglicolato de sodio

0,02 M y EDTA0,005 M. Esta suspensión se agita mecánicamente por 15-30 min.

en cámara fria y se usa Ae inmediato.

c) Microsomas: El sobrenadante anterior se centrífuga a 78.000 x g duran

te una hora. El se‘imento se suspende en el menor volumen ñe buffer correspon

diente al ensayo a realizar.

i) Sobrenaiante libre de mitocondriasz La solución resultante de la obten

ción de mitocon4rias por centrífugación Jel homogenatoa 11.000 x g durante

30 min. se utiliza como"extracto libre fe mitocondrias"y se conserva en congg
ladora a -16°C hasta su uso.

e) Preáareción de succinil Coñ sintetasa: Se prepara esta enzima según

la técnica ae Kaufmany Alivisntos,esencialmente (316).

el) Polvo cetónico: se uarte de hojas frescas le espinaca (5 kg.) homo
geneizánñolas con 20 volúmenes de acetona en frío. Se filtra muyrápida

mente por büchner y se lava el precipitaio con acetona fria. E1 polvo

seco se conserva en flesecaior, en cámara fria.

ez) Purificación: Se extrae la enzima con buffer fosfato 0,017 MpH 7,4
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y se hace un fraccionamiento salino con sulfato de amonio, conservando

el que precipita entre 50 y 67%ñe saturación. El precipitado se disuel

ve con el mismobuffer y se hace un fraccionamiento con acetona entre

44 y 54%. Este precipitaflo centrifugado se conserva en desecador y es

el que se utiliza comofracción enzimática de succinil CoAsintetasa.

L ñeterminación ¿e la actividad especifica de nuestra preparación enfi!

zimática con el sistema ie Kaufman' (316), ¿ió un valor promedio de

0,6 pmoles/mg, en 30 min. ¡e incubación.

V I . - S I S T E M A S D E I N C U 3 A C I O N

a) Actividadrk: s-ALAsintetasa:

La mezcla de incubación staniard contiene: 40 ymoles de glicocola, 5 ymg

les ¿e succinato, [,5 pmoles Ae succinil-Coenzima A, 0,5 pmoles de ATP,0,25

Pmoles le fosfato de piriloxal, 6CÁpmoles ie ClK, 12 pmoles ie C12Mg, 100 pmo
. . 14 5 . .les ie buffer Tris pH 7,2, glicocola 2-C (5,97 x 10 cpm) y suspen51ón mito

conirial o las iiferentes fracciones enzimáticas según se describen en los en

sayos, en un volumen total de 2 m1.

Las suspensiones mitoconflriales contienen aaroximaflamente 45 mg de pro

teínas por m1.

Las mezclas se colocan en erlenmeyers le 25 m1 tapaños muy flojamente

con algoáón, se incuban en baño termostatizaio a 37°C con agitación mecánica,

generalmente 30 min. 1 l hora. A1 final le la incubación se agrega un exceso

le 100 veces el sustrato no marcado (Gli), se detiene la reacción con ácido

tricloroacético 10%o por calentamiento a lOO°Cdurante 2 minutos y se valora

el producto formado: acid É-amindevúlico ( ¿VdJO comopirrol, según se ñescri

be en sección VII-b.

b) Actividad ¿e SALA-":ehirlratasay

T0405 los ensayos de rutina para medir la activiiad de esta enzima en

anaerobiosis (2a. parte ¿e Resultados) se realizan en tubos ie Thunberg.

La mezcla ¿e incubación en un volumen final ¿e 2 ml contiene 134 Pmoles

He buffer fosfato pH6,8, 20 pmoles ¿e cisteina y las ñiferentes preparaciones

enzimáticas obteni’as en el proceso ¿e purificación. Eh el brazo lateral del
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tubo ie Thunberg se colocan 5 umoles deu;—ALAneutralizada a pH 6,8.

Las mezelas se preincuban por l hora a 38°C en vacio para activación de

1a"enzima . Se inicia la reacción mezclanio el sistema y se incuba anaeróbica

mente a 38°C por diferentes tiempos, con agitación'mecánica. En los ensayos

de control se reemplaza la fracción enzimática por otra hervida. Después de

detener 1a reacción según se verá en sección VII-c, se determina la cantidad

de PDG formado.

En los ensayos de la primera marte ie Resultados, el sistema conteniendo

buffer fosfato 0,067 M pH 7,0, 12 pmoles ie 012Mg, 60 pmoles de ClK, 5 pmoles

¿eSALAy las diferentes fracciones enzimáticas según se iniican, se incuba en

aerobiosis a 33°C, salvo iniicación esnecial.

c) Activiiad biosintética ie porfirinas:

La mezcla ¿e reacción stanlari contiene 100 umoles r1ebuffer Tris pH 7,2

50 pmoles de ClK, 12 pmoles de C12Mg. 5 pmoles de ¿ÍALA ó 2,5 pmoles ie PBG co

mo sustratos y 1 m1 ¿e homogenato total o de sobrenadante libre de mitocondrias

en un volumen tetal de 4 ml. El sistema se incuba a 37°C en aerobiosis por tiem

pos variados entre 30 min y 24 horas y se ieterminan las porfirinas formadas.

Cuandolas incubacíones se llevan a cabo en anaerobiosís, se utilizan erlenme

yers con cierre esmerilaño y provistos de un sistema para burbujeo constante

de nitrógeno. Otros agregaios y condiciones de ensayo se especifican en cada
. . . 14 . ..exper1enc1a. En algunos estudios sc usó ¿ÑALA-C para ietectar variac1ones

muyleves en el contenido ¿e porfirinas causaflas por una baja bicsintcsis.

d) Activiñal total fle la caflgnaibiosintética:
E1 sistema ¿e incubación es similar al de 1a sección (a) excepto que se

utiliza comofracción enzimática, l m1 de homogenatototal, que se obtiene

homogeneizando las glándulas con 1a misma nezcla de 1a suspensión mitocondrial

(Ver sección V-b). El tiemoo ¿e incubación es de 4 horas a 37°C en aerobiosis.

En estos ensayos se Tetermina 1a activi‘a” total miiienJo 1a incorporación de
. 14 . .G112-C en la ñrotoporfirina 9, proñucto final de esta secuencia metabólica.

e) Actividad de succinico deshidrogenasa:

Se mide la actividad de succinico ieshidrogenasa en mitocondrias de la
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glándula de Harder, con el siguiente esquema ¿e incubación: lOOpmoles de suc

cinato de sodio, 30 umoles de cianuro de potasio neutralizado, 3 umoles de azul

de metileno, 300 pmoles de buffer Tris 0,1 MpH 7,0 y agua destilada Para te

ner un volumen de 3 ml. En el codo lateral del Frasco de Warburg se coloca l ml

de la fracción mitocondrial suspendida en el mismobuffer y se sigue la técni

ca manométrica ñejanJO estabilizar durante 10 min. a 37°C. Se inicia la reac

ción meZClanñoel sistema y se leen caia lO min. las variaciones de presión

en el manómetro(317-18). Estas me‘iciones se efectuaron en el Instituto ñe

Investigaciones Bioquímicas (Campomar).

V I 1.; M E D I C I 0 N E I D E N T I F I C A C I 0 N D E P R O D U C T O S

a) Determinación ie proteinas:
Las concentraciones de proteinas ¿e las diferentes fracciones se evalúan

por el método le Lo'ry (319) x/o por el método ae Warburg y Christian (320),

cuando ello es posible. Estos dos métodos dan resultados casi idénticos con so

luciones enzimáticas diluidas - efluentes de columnas cromatográficas - por

lo que se adopta el méto4o He absorción en U.V. comoanálisis le meñición de

proteinas rápido; para esas fracciones.
La curva de calibración se hace utilizando albúmina de suero bovino cris

talina comopatrón.

b) Determinación de ¿—ALA:

Debiño a la pequeña activiíaï ie g-ALAsintet sa detectada en las mito

condrias ¿e las glándulas Je Haraer ¿e ratas y por enfle, a la muyleve canti

dad de ;-ALA generado enzimáticamente en los sistemas de incubación fue nece

sario modificar el méto”o le Mauzeral? y Granick (321) nara evaluar el producto

formado. Este método se basa en la medición del complejo coloreado que con el

reactivo de Ehrlich ¿a el ierivado Dirrólico que se genera por una reacción de

condensación tipo Knorr entre acetilacetona y S-ALA.

Las mezclas de reacción, que generalmente contienen mitocondrias, se des

proteinizan por calentamiento a 10006 iurante 2 minutos y se centrifugan obte

niéndose una solución clara. A alícuotas ie 1 m1 ie esta solución se le agregan
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0,6 ml ie acetato le soiio 1 My 0,1 m1 me ácido acético para fiar el pH corres

pondiente a 1a reacción ¿e condensación. Se agrega luego 0,05 ml de acetil ace

tona y se completa a 2 m1 con buffer acetato 0,1 MDH4,6. Ele-ALA se convier

te en el ierivaño pirrólico corresponiiente - e12metil 3 acetil pirrol, 4-áci

¿o propiónico - por calentamento ñurante lO min. en un tubo cerraio, en baño

Ae agua a ebullición. Después “e enfriar a temoeratura ambiente se ietermina

1a concentración por colorimetria o bien se cromatografía (ver sección III-ñ).

Para su evaluación fotométrica se agrega un volumen igual 1e1 reactivo

mercúrico de Ehrlich (108) y se lee la absorbancia a 552 mu del compuesto ¿e

coniensación formaño, lespués Ge 15 minutos y ientro ie los 30 minutos, puesto

que luego se observa una disminución de la coloración.

La cantiiai de afiflLApresente se calcula utilizando el coeficiente ie ab

sorción molar EM:6,0 x lO4 que se obtiene por calibración ñe soluciones patro
nes preparafias a partir He SÏ-ALAsintético. Se hacen blancos ¿e corrección a

tiempo cero ie incubación y con enzima calentaia. Generalmente se trabaja con

el sistema reñucido a la mital.

c) Determinación ie porfobilinógeno:

Cuando se mide PÉGcomoproüucto biosintético, en el trabajo de aislación

y estudio Je la enzima.g-ALAdehiiratasa (2a. parte de Resultaüos), la reacción

se fletiene nor el agregaJO de 0,05 m1 ‘e una solución saturaia de SO4Cu, segui
úa de agitación enérgica durante 20 segunáos. La proteina precipitada se elimi

na por centrifugación a alta velocida’ iurante 3 min y la cantidad de PSGfor

madase ietermina en una alícuota “el sobrenaiante con el reactivo mercúrico

ie Ehrlich, para eliminar las interferencias en el desarrollo fiel color profiu

ciflas jor los gruños tiólicos jresentes (108). El cromógenose lee a 555 nmies

pués ac 15 min. y se utiliza el coeficiente de absorción molar EM:3,4 x qu'
(6-5 ’l \O UJol CO'OT‘W‘QIHÏK‘

obtenido por calibración ¿e una muestra de PÜGrecientemente cristalizada en

las conaiciones ‘escriétas.

Inicialmente, se habia utilizaáo la técnica le precipitación de proteinas

con Fe203 coloidal iializaie y SO4Cusaturado, descripta por Gibson (163). Es
tuflios comparativos permitieron observar que la añsorción de PDGsobre este pre

cipitaño llegaba en algunos casos a un 407 depenñiendo de 1a cantiiafl ie protei
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na presente (Tabla l). La utilización de Fe203 coloidal de diversos origenes
mostró también diferencias significativas en las meiiciones. Teniendo en cuen

ta estos resultados se dedi’ió adoptar comométolo ie rutina para desproteini

zar el descripto en primer término.

T a b 1 a l

ESTUDIOS COMPARATIVOS DE LA DETERMINACION DE PSG

Las mezclas ie reacción contienen los componentesbásicos indicados en la sec
ción VII-b y iiferentes cantifiañes ie "extracto cruio" comofracción enzimáti
ca AeS-ALAñehiiratasa. Después de incubar a 38°C se separan dos alicuotas,
y se proceñe a Jesvroteinizar con: -sistema(a): l ml ñe Fe O coloiñal más
0,05 ml ae SOCu saturadot y -sistema(b): 0,05 m1 de 804Cu saturado. Se agi
tan ¿e inme‘iato y se centrifugan a 20.000 x g inrante 3 min. Al sobrenaiante
o alícuota Ailuiía se le agrega igual volumen ‘e reactivo ñe Ehrlich y se lee
a 555 nm después de 15 mín. vara ieterminar el PÉGformaio.

Porfobilinógeno meñido
Extracto crudo

(proteinas) SiStema (a) Sistema (b)
m3 nmoles nmoles

1‘? 5v1 5.5

5,0 20,2 26,3

910 28,3 45.6

Cuando se quiso meiir P“G y'g-ALA en los sistemas de incubación que uti

lizan homogenatoso sobrenaiantes ie 11.000-x g (la. parte de Resultaüvs se

sigue la técnica cromatográfica sobre resinas He intercambio iónico ¿e Gra

nik y colab. con modificaciones (321). Las mezclas se ñesproteinizan con 1 m1

de áciño tricloroacético (10%). Luegode centrifugar se separan alicuotas de
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2 m1 y se neutralizan por agregaio Je 0,2 ml ie NaOH l M y 0,5 ml ie acetato

de soñio 0,5 M, llevando el DHa 5-6. Las soluciones se pasan luego por colum

nas ñe intercambio iónico utilizanño resinas aniónicas en forma acetato-Dowex

l- X 8 o Wio Rafi AG1 x 8 le 0,7 x 3 cr ., areviamente equilibrafias con buffer

acetato 0,05 M pH 5. En la columna queña reteniño el PSGy pasa el 0\-ALApre

sente.

La columna se lava 3 veces con 3 ml ie agua y el PÍG se eluye con 3 ml

¿e áciio acétiCO l My luego con 2 ml ie áciio acético 052 M. La concentración

Se valora en unaéiicuota utilizando el reactivo ie Ehrlich según se ¿escribió

en sección VII-c.

El s-ALA que percola y eluye con los lavaios acuosos se pasa luego por

una resina catiónica Dowex50 x 8 (malla 200-400), ñonñe queda retenido. La

columna ie 0,7 x 3 cm se lava con 5 ml ñe agua y con 3 ml de acetato de soiio

0,5 M. El 35-ALAse eluye finalmente, con 5 m1 ¿e acetato ¿e sodio 0,5M.Al lí

quiño eluiño se agrega 0,1 m1 fle acetil acetona y se sigue la técnica ya fleta4
. \ . . . . .llada para la valorac1ón ñe«v—nLucomoderivalo pirrólico.

d) ligntificación y separación cromatográfíca le é-ALAy pirrolegi

Tanto el S-flLfi comosu ¿erivaïo pirrólico fueron identificaños cromato

gráficamente sobre 1a base le las técnicas le Granick y Shuster (108, 321 322).

E1 S-ALA Pormaio en los incubalos, ’espués “e su concentración en Aesecañor,

se toma con butanol, se siembra en papel WhatmanN° l y se corre en forma as

cenñente flurante 3 horas en el sistema butanolzáciño acético :agua L4:1:5) fase

orgánica. El revelaflo se hace pulverizanio con el reactivo de Ehrlich. En todos

los casos ensayaios las muestras presentan prácticamente, el mismoRf que la

solución testigo ensayada (kf: 0,32).
Por otra parte, las soluciones remanentes iel ¿ï-ALA—pirrol(sección VII

—b)se ajustan a pH l con HCl concentraño, y se extraen con éter sulfúrico (4

veces con l m1)- Lau extractos etére09 se evaporan a sequeflad sobre placas ca

lientes, y se toman con un flequeño volumen de butanol, sembrániose sobre paDel

Uhaiman No 1.

Se cromatografian en forma ascendente a taupovatnre ambiente empleando
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la capa orgánica ¿el sistema HQO:n-butanol: NH40HlON (50:4921), durante cua
tro horas. Unavez seco, el papel se vaporiza con el reactivo de Ehrlich, apa

reciendo zonas le un color rosa anaranjalo, que señalan la presencia iel áeriva

de Annupirrólico.

Las muestras a i‘entificar se corren contra testigos del pirrol, prepara

dos con soluciones patrones ‘e<Ï-ALA, exhibienfo ambosun mismo RF: 0,2. El ren
Jimiento ¿e toño el proceso varia entre un 35 a un 95%.

Cuandolos pirroles provienen le ex periencias con sustratos marcados,se

evalúa la radioactividañ comose detalla en el tópico correspondiente (sección

x1).

El PÍG, comoproducto biosintetizado por la ej-AL; iehiñratasa, se iden
tificó también cromatográficamente. Para ello la mezcla ¿e incubación desprotei

nizaüa se concentra en iesecador sobre NaOHy se desarrolla con el sistema n

butanol-áeiño acético-agua (63:10:27) ñurante 3 horas a temperatura ambiente.

Se revela vaporizanño con el reactivo ¿e Ehrlich (323).

e) Análisis ¿e porfirinas:
I.— Libres:

Se siguieron dos técnicas para el proceso de flesproteinización:

l) lasaio esencialmente en los métoños ¿e Watson-Schwartz (324) y Dresel

y Falk y colab. (325-26). Una vez que los sistemas ¿e reacción se incuba

ron por los tiempos estableciios se ietiene la reacción por agregado le

6 volúmenes ¿e una mezcla de acetato de etilo-ácilo acético (3:1 v/v) en

baño de hielo. En este proceso se produce la precipitación ¿e las protei

nas, a la vez que se solubilizan las oorfirinas presentes en el meflio.

El precipitaflo centrifugado se lava dos ó tres veces con pequeños volú

menes ¿e la mismamezcla extractiva hasta fluorescencia negativa. Las Eras

ciones reunidas se transfieren a ampollas de separación y se lavan con la

mitad ¿e su volumen ¿e agua destilada por 2 veces. Si los lavados acuosos

contienen porfirinas, se llevan a pH 3 —3,5(gris dí rojo congo) con ace

tato de sodio sóliio y se extraen con pequeños volúmenes de acetato de eti

lo, que son agregados a la solución principal. De la fracción orgánica se

extraen finalmente las porfirinas con HCl 10%(p/v) las que se diluyen
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posteriormente a 5%para su r‘eterminación espectrofotométrica.

2) Ocasionalmente, las mezclas ie incubación se detienen por el agregado de

áciio clorhilrico concentraño, Hemanera tal que la solución final resul

tante tenga una concentración en HCl del 10%. Comcgeneralmente se incu

ba 4 ml de volumen total se les aliciona l ml ¿e HCl concentraño. Se 4ejan

reposar en frío y a la luz durante 30 min. , se centrifugan y los precipita
dos se lavan con solucion clorhfrica al 10%hasta fluorescencia negativa.

Se proce‘e finalmente a su lectura espectrofotométrica que se reali

za siemwre el mismo “ia, debifio a la gran cantidad de nrotonorfirina pre

sente y que, como se sabe, es DOCUestable en solucion ácida. Durante to

ñas estas manipulaciones los porfirinógenos formafios en las incubaciones

se oxidan totalmente a worfirinas. Esta aseveración puede comprobarse fá

cilmente me”iante el agregado ¿e una solución ¿e I2 (1%) y efectuando las
lecturas corresnondientes (201). Nose observan variaciones en las absor

bancias, antes y fiesnues ¿e dicho tratamiento.

Las mejiciones espectrofoUmútricasde las porfirinas libres en los

extractos clorhíiricos se realizaron en un ¿eckmanD.V. barriendo la zona

corresponñiente a la banca ñe Soret.

La concentración He las worfirinas libres se fletermina nor su valor

en ese vico, utilizando los coeficientes “e extinción obtenidos por Salum

(327). Comola protonorfirina es el componente en mayor proporción que se

usa generalmente, su coeficiente en los ensayos de rutina y comocálculo

aproximativo°

II.—EsterificaQas{

La iJentiFicación y vosterior evaluación porcentual ¡e las porfirinas

aisla4as ”c las mezclas de incubación requiere su transformación a los és

tcres metilicos corresoonflientes. Este wroceso se realiza meñiante ¿os pa

sos: l) aásorción y 2) elución y esterificación.
1- Pasorción ¿e “orfirinas

Las soluciones clorh14ricas de las norfirinas libres se llevan a
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PH 3 —3.5 (gris ¿el Rojo Congo) con acetato de sodio sólido antes de ser

añsorbi‘as. Comoen las ¿lán‘uïas de HarAer hay gran cantidad de “roto

vorfirina y ella se ¿escomñonefácilmente, se Wrobaron ‘iversos aisorbeg

tes en cuanto a su woder "e aflsorción como al "e r‘-esorpción.

A) ¿gsgrgign sobre taïco
Se irocefle comose 4cscribió en la obtención de norfirinas urina

rias, sección II-b, exccwto que no se seca “or caïentamiento en estu

Fa, nor cuanto Drovoca 1a lescomnosición de la wrotoxorfirina.
.5

V Mrsíón._.s___°bre 9']223_
A 105 extractos acuosos llevaaos a WH3,5, se les agrega una

cantidaü 1e aïúmina muy Wequeña, defienfiiendo ¿e 1a canti4a4 ¿e porfi

rinas presentes. Deswués ie aqitar Aurante 5 min. se filtran nor

Büchner. Se controla la fluorescencia ‘el liquiAO sobrenañante vor

lám)arn U.V., aqregánfiose a“sorbente si fuera necesario. Éste se se

ca al Vicio Aurante 15 min.

En nuestros ensayos se utilizáron f1203 Merck wara cromatogra
fía de Jiversos qraños, según la escala ¿e Trockman. El aflsorbente

que i? excelentes resultados es 1a alumina de graio IV, vor cuanto

renuiere menos tiemno y es más fácil su elución. Con esta técnica se

obtieneunarecuneración de uorfirinas entre 00-90%.

C
V

¡”sorción sobre florisil

E1 procedimiento es similar a los anteriores. Las soluciones

con las porfirinas libres se dejan en contacto con el adsorbente sin

tético durante 10 min. con agitación magnética, luego se filtran y

se secan al vacio, obteniénfiose un 70%de recuneración.

Toins estas nruebas se efectuaron vara aumentar el renñimiento del

Óroceñimiento ¿e concentración res)ecto 4e1.4e talco, que se calcula en

un 50%. Si bien ]os “os últimos son mej rea, son también mucho más caros.

2) Esterificación “e vorfirinas

Par? las tres técnicas Je adsorción fletaïlaías (A,B,C) el DASO

siguiente consiste en una eluqión con una mezcla esterificante.



Los aisorbentes con las oorFirinas se oonen en contacto con 15 m1 ¿e

una solución de metanolzaci*o sulfúrico (19:1 v/v) con agitación durante

5 min. Se dejan reoosar hasta que *ecantan y se filtran por olaca filtran

te ie viirio ¿e voro muy fino (S—IV). Se efectúan varios lavaños hasta

fluorescencia negativa ¿e los eluiflos, sienño el oroceso ie iesornción

muyraaiAo para la alúmina y mas lento >ara el talco. Es necesario agre

gar ácido a la mezcla final oues hay oériiña fiel mismooor reacción con

los aiSUrbentes. Comúnmentese agrega l m1 vor caña 10? m1 de eluido.

Los extractos metanólicos se ‘ejan reoosar en la oscuriñad durante

36 a 4? hs.. Desoués ie este verio‘o se agrega a caña ensayo 20 m1 He so

lución saturaJP de acetato ”c soiio y S a 1° ml ie cloroformo, volcániose

esta mezcla a una amwolla ¿e Jecantación que contiene un volumen Aoble le

la muestra de agua ‘cStilaAa. Es conveniente conservar el orñen indicaio

¡e agregado, puesto que ocurre un mayor aasaje ¿e aorfirinas a la fase a

cuosa, si se vuelcan las norfirinas ‘irectamente. Se controla el oHhasta

llegar al rosa ie" rojo Congoy se seoaran los extractos clorofórmicos.

Estos se lavan 2 veces con agua fiestilaia y una vez con una solución de

ClNa 77. controlandose vor fluorescencia la extraccion. Las soluciones clo

rofórmicas límoiflas se filtran vor papel ¿e filtro embebiflo en C13CH,y 1a
concentración ”e ‘orfirinas oresentes se determina oor lectura eswectrofo

tométrica en la banaa ie Saret.

A posteriori, se vroceñe a concentrar las soluciones clorofórmicas

vor destilación al vacio en baño maría. En estas conñicioncs las porfiri

nas oueáen ser separaflas e identificaAas por cromatografía, Si las Frac

ciones son puras yueñencristalizarse y caracterizarse.

Esterificación "irecta ¿e las oorfirinas Je la glándula r‘e Harfler

En los estu‘ios lleVaños a cabo para fieterminar la concentración ¿e nor

firinas vresentes en la clándula y suifientificación, el tejifio se muele Airec

tamente con 1a mezcla esterificante - 10 m1 DOTC348 gramo ie tejido húmedo 

la que solubiliza muyraoiÁDmentelas oorFirinas. La solución se Filtra oor oa

wel ¿e filtro emhebi‘o en metanol. El resifluo se lava 3 ó 4 veces con la misma
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mezcla, hasta fluorescencia negativa. f la solución final se le agrega l ml ¿e

ácido vor cada SF ml, ouesto que se trabaja con tejido húmeño. Luego se orosi

gue con lo tecnica ‘escriota en la sección anterior.

Extracción 4e Worfirinas con acetato "e etilo

Este orocefiimiento se usó en combinación con la iesoroteinización con HC1

concentra4o. Los extractos ácidos Ac las oorfirinas libres una vez llevados a

oHisaiéctrico se extraen con acetato ae etilo reoeti4nmente hasta desaaarición

¿e 1a fluoresccncia. Estas fracciones se reúnen y se lavan una vez con agua 465

tilaoa, generalmente 10vasan porfirinas al agua y nor lo tanto no esrecesario

reextraerlas. Los extractos orgánicos se concentran en un evaporafior rotatorio

al vacio. Una vez secos, se les agrega la mezcla esterificante y se continúa

el oroceso como se 4escribió.

VIII.— HTDdOLISIS ÜE LIS “ORFIKINnS ESTEEIFIC Dis

Las oorfirinas libres se obtienen a oartir Je sus ésteres metilicos cris

talinos nor hilrólisis con HCl25%.“ara ello los ésteres se ‘isuelven en el

menor volumen posible ¿e áci”o y se ¿cian ostacionar en la oscuriiad, anroxima

Aamentefi8 horas a temneratura ambiente. Transcurrido ese oerio”o, la solución

ácida se lleva eon H‘Naconc. orimero y luego con acetato de soïio a su punto

isoeléctrico (3 - 3,5) “on4e ocurre un cambio notable de color en la solución

¿e oorfirinas, v éstas dreciwitan. Se ¿eja descansar en frio Jurante unas horas

y el oreciwitaflo se centrífuga y se 1av= 2 veces con agua llevada a ese >H. Los

cristales se secan en Hesecador al vacio sobre CIQCa.

IY.— SEPfiRfiCION E IhFNTTFICflCION DE PORFIRINAS PO? CRCWATOGRÁFIP

Las óorfirinas en sus Formaslibros y esterificafias pueien ser seoaradas

nor cromatoqrafín tanto r‘e adsorción comode nnrtición.

a) Cromatografía le a*sorciógzgnicolumna

Los aJsorbentes que se utilizan en este trabajo son C 3Ca, de acuerdo
a1 método de Grinstein (328) y OMgsegún Nicholas (329).

Para la senaración 4€ las oorfirinas formadas en el sistema ae incuba
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ción se uSan columnas cromatografic1s tivo Zechmeister, nequeñas, He 1 cm

ie diámetro sor 2‘ cm de altura (33“).

Los extractos concentrados ¿e las aorfirinas esterificañas se tomanen

benceno, se alsorben sobre la columna ie CÓ3Cay se revela, en la mayoría
de los casos, con una mezcla fle benceno-cloroformo (9:1). La mezcla le desa

rrollo varía según la naturaleza y la cantiñal 4e las porfirinas presentes.

Comoen nuestros ensayos 1a urotoporfirina es un comnonente que está presen

te nermanentemente y corre muyrániño en CIOCH,la oroñorción de este sol

vente debe ser muycontrolada para loqrar buenas resoluciones.

La senaración de worFirinas provenientes de orinas, después de su es

terificación, se obtiene con la mismatécnica. Se utilizan columnas más

grandes (2-3 cm de aiámetro x 30-1Q cm “e altura) y se varía la c0muosición

461 solvente ¿e “esarrollo de acuer‘o a las aorfirinas existentes y conside

ranflo que la velocida“ Je corrímiento aumenta con aroaorciones mayores del

solvente polar.

Se usaron columnas Ae OM:como métoáo ¿e recromatografía, generalmen

te cuando la c1nti4añ de oorfirinas era aequeña y especialmente si la porfi

rina a separar contenía otras en nr0norción ínfima. Las porfirinas esterifi

cañas se cargan en solución metanólica y se utiliza comosolvente de ñesarrg

llo una mezcla ‘e metanol-C13CHque varía según las circunstancias. Una vez
revelaáo el cromathrama, las Jorfirinas se eluyen iel material (329) adsor

bente con C13CHy vueien ser evaluaJ2s e iientif‘cadas esDectrofotométrica
mente o vor cromatografía sobre wzoel, cristalizadas si son entidades Du

ras y caracterizadas nor sus arovieiaacs físico-químicas.

b) Cromatografía sobre wapo]

Porfirinas esterificaflas

Se trabaja basicamente con el métoflo de Falk y Wensonque permite la

seoaración le los ésteres metílicos de las porfirinas, y que resuelve ade

más, la mezcla ¡e los isómeros 4o ureaorfirinas I y III, no así las de los

otros tetraoirroles (331).

Las vorfirinas esteúficañas solubilizañas en C13CHse cargan en Forma



vuntual o en banca sobre Dane] Whatmann° 1. En esta técnica se efectúan

2 corriias cromïtográfícas ascenientes y en 1a mismadirección a temneratu

ra ambiente. La orimcra cue sc realiza comovroceso de limrieza Se lleva a

cabo durante 1 min. emnleanco como solventc “e ¿esarrollo cloroformo eta

nólico (1%) -kerosenc (3:2). La cuba se sature oreviamcnte con C13CHy una
vez finalizañe 11 corrida se corta 1a tira de oapel, 0,5 cm por debajo ñe

la banda ¿e porfirina. L1 sequnñn, utiliza kerosene-Aioxano (2:1) en atmos

fera He dioxcno y se ¿eje correr 2 a 3 hores. Las norfirinas cromatografía

rhs se revelan bajo luz ultravioleta por su fluorescencia roja caracteristi

ca y se comnarcnlas sustancias a i4entificar con testigos corridos simultá

neamente o por sus Ef. Comoestos valores no son muy reároducibles es conve

niente correr siempre marcadores conocidos.

Fuenio se quieren generar cn (scale oreparativa mezclas dc ‘os norri

rinas con üroporción muy quueña ¿e una Ac ellas, sc hacc uso ¿e esta técni

ca cromatográfica. La solución clorofórmiCH r‘e las Worfirinas se siembra en

forma Ac ban‘a sobre wave] Whatman no 3 FM y se corrc en e] sistema Fe Falk

y “enson.

E92 napel nermite la carne 1-ehasta 4 veces la siembra en whatman n°1.

Una vez revelaJO el cromatoorama las bancas se cortan y eluyen con C13CH.
Con esta técnica se obtienen muybuenas separaciones y porfirinas muy Duras

y sin nroblemns¿e cristaïización.

Eorfírinas ligïes: se sigue 1a técnica AcEriksen (332) que resuelve la se

aaración de las norfirinas libres y esnecificamente los isómeros de conro

Dorfirina I v III. Las Worfirinas libres obteniias dGSDuéSie su hiirólisis

y disueltas en NHAOHse siembran en papel Whatman n° 1 y se cromatografían
r

en forma ascen‘ente con el solvente 4-cñesarrollo 2-6 lutiflina-agua (7:3)
.1en atmósfera Leamoniaco. Se corren durante toia la noche (14-16 hs.) en 1a

oscuriflad a temperatura ambiente (20°C). Es necesario un control ¿e 1a tem

ucratura vara lograr buena reflroducción ic los cromatogramas. Sc revelan
también vor fluorescencia.

Las crometografias ic nartición ñcrmiten en amboscasos, la senaración
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e identificación ¿e las worfiñnas según el númerode grupos carboxilos pre

sentes en el núcleo tetrewirrólico, ya sean libres o esterificados.

X.— ¡NÁLISIS INDIVIDUÉL CUfiNTITFTIVO DE PnRFIRINLS

Las Actermnacionescuantitativas Aecaí: una He las vorfirinas presentes

en el mcfiio “e incubación se realizaron nor el micrométido ¿e Watlle y Grinstein

(333). Los ésteres metílicos de las worfirinas se siembran en bandas ¿e 4 cm de

largo, con carga no mïyor ¿e 5 pg sobre tiras ic papel Whatmann° l y se croma

tografian oor el máto‘o le Falk y “enson iescrioto en sección IX-b.

DESDUÉS¿e 11 sevaración c identificación, se cortan las tiras de papel,

que contienen las ¿iferentes porfirinas y se eluyen con pequeños volúmenes de

cloroformo, controlanflo hijo luz U.V. su fluorescencia. La concentración r1ecaña

fracción se Hetermins en los eluíflos miiienfio la absorción en el nico ie Soret

y utilizando los coeFicicntes ¿e extinción característicos. Varalas aorfirinas

con 6 y 5 gruwos carhorilos, cuyos coeficientes no sc conocen, se utilizan va

lores intervolafios entre los ¿e 7- y 4-CCCHsuvonienAOuna proworcionali4ad en

tres los coeficientes y el número ¿e carboxilos. De las cantiñañes recuperadas

en los cromatogramasse obticnen los norcentajes Fe cala una ¿e las purfirinas

nrcsentes en la muestra. Comose conoce la cantidad total de Dorfirinas libres,

recalculafla en Función Ac los vor ciento hallaios, y ¿e los coeficientes de ex

tinción indiviJuales, sc nucicn Aeterminzr las cantiiades totales de las dife
rentes norfifinas en el sistema de incubación.

XI.- DETERMINACION DE RADIOÜCTIVIDAD

Las valoraciones de raiioactiviflai de porfirinas y derivaios oirrólicos

de 3-JLf biosintéticos, se hicieron después de cromatografiar las diferentes
muestras como se “escribe:

a) Cortando las corresaoniientes bandas cromatográFicas AeSnuésde su revelado,

ya sean vorfirinas o Dirroles, eluyenño con el solvente anropiado y sembran

do las cavsoletas ¿e aluminio en forme ¿e cena de muy nequeño esoesor, de
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tal manera que no es necesario efectuar correcciones por autoabsorción, es decir,

se consideró GSOeSOFinfinitamente vequeño.

Los resulta‘os se expresan comocpmtotales incorporados. Estas mediciones

se efectuaron en un contador de flujo gaseoso con ventana micromil, Nuclear

Chicago, Modelo U-47. La eficiencia de conteo en este Aparato es de 3,llx105

com nor pc.

b) Sembrandoen las cansoletes las vorfirinas totales esterificadas, o los eluí

dos clorofórmicos urovenientes de columnas cromatográficas, comose describió

en a). __

De la activida' CSvecífica ic las mismas (com/fis) y el % de cada compo

nente nresente en la mezcla, se calcul= la radioactividad debida a cada norfi
rina.

c) Contaje automático de les tires cromatoqráficas. Los cromatogramas se nasan

nor un registra‘or de radiocromatogramas automático. Las áreas radioactivas co

rresnondientes a los diferentes conwuestos se detectan y cuentan directamente.

Este trabajo se efectuó en la C.N.E Ao . en el laboratorio de "Moleculas mar

cadas" con la gentil dirección del Dr. A.E.fi. Hitta.

El aparato emeleado es un Eadiochrometogram Scanner Packard Modelo 385,

Recording Tadiometer.

Si el número relativo le cuentas que se obtienen en los procedimientos

a)y b)se toman como10€: en el arocedimiento c)le corresnonde un valor de 30.

La radioactividad medide Fue concordante con los valores calculados espec

trofotométricamente de las sustancias sintetizadas, cuandoello fue posible rea
lizarlo.

XII.- E S R E C T R Ü S Ü E A B S 0 R C I 0 N

Las curvas de absorción de diferentes Dorfirinas se realizan en ácido clo;

hídrico 5%vara les Formaslibres, y en cloroformo sara las esterieicadas, uti
lizando un eswectrofotómetro Beckmnntino D.U.
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XIII.- P U N T O S n E F U S I O N

Los diferentes comnuestos obteniios se caracterizan nor sus puntos ¿e fu

sión que se miflen en un avarato nara micronunto Je fusión Fischer-Johns con pla

tinn calentable eléctricamcnte.

XIV.— R E fi C T I V 0 S, S O L V E N T'E S Y A D S O R 3 E N T E S

En general y lebiflo a la facilifial con que las porfirinas forman quelatos

con iones metálicos, los reactivos usados son ¿e grafio analítico o purificados

antes ¿e usar.

H O: se u51 iqua debnizadá y ’cstílw4a sobre viArio._2_
C13CH: se law: 3 veces con el Aoble volumen ¿e agua 4esti1a6a, para elimi

nar fosqeno v otrïs imwurezas. Se lo seca sobre C12Ca, se iestila con columna
rectificañora y se usa 4Cinmeiiato. Para conservarlo se guaria en botella oscu

ra y se le afiiciona alcohol absoluto (17).

CH3C00C2H5:se reñestila en el momento ¿e usar.

Eter É:Éli;fg_si ¿a reacción Wositiva ‘e WeróxiJOS(IK en presencia de a1

midón) se lo nurifíCE nor el métofio ¿el SñfiFe en meáio áciño(334).
.

Ecrosene: el vro‘ucto 2*0uiri”o comerciahunte se lava 3 veces con el doble

volumenr‘e agua “estílzca, sc filtra nor nepel sobre Cl2Ca y se ¿estila recolec
tando 1a fracción entre 13° y 260°C. Posteriormente se redestila obteniéndose

una fracción incolora entre 190 y 240°C que se conser a en frasco oscuro sobre

C12Ca.

OMg: Se suspende en agua ñestilaña, se decanta y deshíirata Por Calenta

miento en estufa a 37°C durante 3 horas y se lo emulea como graflo III según

7rockman (335).

Al 0 = se lo utiliza comogrado IV, Dreoaraño igual al anterior, pero se
2 3

caño en cava fina 11 aire a 20°C (329,335).

Horisil: (mall.a 60-1q0) flrovcnicnte ¿e F10ri”in CO. Warren, Pensilvania,

se cmvlca sin tratemiento nrevio.

Gel de fosfato le calcio: se “TEÚHTHsegún la técnica descriptn por Keilin



y Hartree (336) y se utiliza comogel envejecido.

DOVeX1 VC: (malla 200-400) e”quiri*n comercialmente en forma cloruro

se convierte e 11 forma acetato Ware su uso. La resina se suspenñe en agua des

tilafla y se flecenta. luego se lave con acetato de sodio 3 N hasta que los lava

dos ¿en reacción ‘e cioruros negativa. fi continuación, se lava con agua nara eli
minar e] acetato ‘e soáio.

Dewex 50 ï8: (malla 200-400) el nroñucto comercial se suspende en HONa2N

y se ñeja reñosar ïï-12 hs. Se decanta y live con agua hasta neutrali4ad. La re

sina es converti”2 e la forma vrotonaia por tratamiento con 1 volumen ñe HCl 4N

y sucesivamente con C volúmenes de: HCl 2M, HCl 1N' y agua.

Las columnas Hïr“ filtreción vor weles sc nrevaran ¿e acuerño con las téc

nicas usuales (337).

E] material comercial Seohadex G-lOñ se deja hínchar en agua destilada

durante varios ¿ies y se iecanta vara ¿escartar las partículas finas, que entor

3ecen el flujo. La susoensión ¿el 7d se ¿eacrea y se embnqueta por gravedad en

columnas ¿e vidrio “e 2 cm x 30 cm, se lava con buffer fosfato Ü,067 N pH 6,8

y se lo equilibra con el mismobuffer conteniendo KCI 0,1 M.

XVI.- E L E C T K 0 F C E d S I S

e) Gel ñe poliecrilamida:

Se siguió esencialemte 1a técnica de Raymondy Weintraub con c1 asesora

miento 4e1 Dr. J. t. Cestagnino (339-9). Se utiliza gel de noliacrilamida a15#

que se prevara ¿isolvien”o 5 g de "Cianaqum 41" en 100 m1 de buffer veronal pH

3.6 . La solución de gelificación se Obtienenngregfln40e la solución anterior

0,15 m1 He Aimetiï Pmino orooionitrilo y 150 mg ñe versulfato Ïe amonio. Una vez

mezcïnia 12 solución ¿e trabajo se la vierte nor meJio ‘e una oipeta en tubos

cilindricos ¿e 5,8 cm x 8 cm ¿e largo, hasta 3/10 ¿e su altura. De inmeáiato,se
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agrega nor las oareïes con una oioeta capilar agua riestilaf‘le hasta formar una

caoa ¿e 2 mmde esnesor nara eliminar e1 menisco ¿el gel y se Ieja gelificar a

temoeratura ambiente 4urante 30 min. Luego se procede a1 sembrnio de las dflbren

tes fracciones proteicas que cuanAo son muyfiiluiflas (eluiAos ¿e columnas) se las

aolica en sacarosa “.5 H o se las concentra por diálisis inversa contraoolieti

len glicol según técnica de Kohn(340).

Las corri‘as se hacen en buffer veronal-sódico pH8,6 fuerza iónica 0,06

ñurante 4 horas con corriente constante 4€ 5 mn por tubo. nl término de 1a co

rrifla se seaaran los geles y se tiñen por inmersión en una solución de imiio

SchVartz 10 ñ 21 ,257 en áciflo acético 77. Aurantc 15 min. DeSÜués ie iicho

oerioño se 1av1n con egua “estilañn vara eïiminar el exceso ‘e colorante v fi

nalmente se Aecolorán vor sucesivos lavados con una solución Je ácido acétic05%.

b) gel de almidón: Se sigue 12 metoflología Aescripta vor Fodman(341) .

Fueron realizaflas nor la Dra. "atlle con nreaaraciones purificadas de S-ALI D

glanñular conjuntamente con iehidrasas de diferentes fuentes.
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NÍTURFLEZA_DE LAS PORFIRINAS PRESENTES EN LA GLAHDULA DE HARDER

El análisis de las porfirinas oresentes en la glándula de Harder de ra

tas adultas, supuestamentenormales, se realiza por esterifícación directa del

tejido. Generalmente se usan tandas de lO a 30 ratas para 1a separación y pücí

ficación de las porfirinas individuales. Las glándulas se lavan con solución

fisiológica para eliminar restos de sangre y se.secan sobre papel de filtro,

luego el material se trata ñirectamente con la mezcla esterificante metanol:

ácido sulfúrico según se describe en Métodos. Los ésteres'metilicos de las

porfirinas extraíïas, se cromatografían sobre papel, y los resultados de un

cromatogramatipo pueñen verse en la Fig. 8. En esta representación se obser

va el desarrollo de una corrida cromatográfica, después de su revelación bajo

luz ultravioleta, tanto de las porfirinas utilizadas comoreferencias (U I y

III, F III, C III y R 9) comode una muestra ¿el extracto clorofórmico de

las porfirinas presentes en la glándula de Harder.

Hay que hacer notar que la Separación de las porfirinas en todos los prg

cesos cromatográficos utilizados se hace en función del número ¿e grupos carpg

%v,É" ie las cañenas laterales ¿e los núcleos ni
rrólicos. ¿si en las cromatografias en vapel, la veloci4añ de corrimiento es

xilos de los sustituyentes

mayor cuanto menor es el número de grupos carboxilos presentes, ya sean libres

o esterificados. Por enfle, la porfirina con 8 carboxilos (Uro) presenta el Rf

menor y 1a protOporfirina (2-COOH)tiene el mayor Rf. El análisis del cromato

grama ie la Fig. 8 revela la presencia ¿e 3 componentesfluorescentes en la

muestra ensayo. Una banda principal, intensa, que se corresponde con 1a corri

da de protoporfirina testigo (Zanña I), una de muchamenor intensidai que co

rre comola coyrosorfirina (Zanda III) y otra más Áébil (WandaII).

En ocasiones sólo aparece una sola banda (II ó III), además de la de

protoporfirina. La banda II, que se revela con línea de trazos por su pequeña

cantiflañ, tiene un corrimiento intermedio entre las dos porfirinas testigos:

conro y proto. Se la suele denominarcomoporfirina tricarboxilica (3-0),pues

to que correspondería por su comportamiento cromatográfico a una porfirina con

3 grupos carboxílicos.
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Para su evaluación indiviñual las porfirinas se siembran en forma de

bandas, se corren, eluyen y cuantifican según metodologia detallada.

La protoporfirina es.el comoonentetetrapirrólico que aparece siempre

en mayornroporción. Los valores ¿e las porfirinas presentes varían entre

los siguientes limites: Protooorfirina: 84-87%; 3-COOH:2-7%y coproporfiri

na: 9-111.

Para su separación y caracterización las porfirinas extraídas se some

ten a cromatografías de adsorción.

El material esterificado se siembra en columnas le COCa y se desarro
3

lla como se describe en Métodos. Con esta técnica sólo se pueden observar dos

bandas separadas, una muyamplia, ie color rojo violáceo, de intensa fluoreg

cencia que corre muy rápidamente y otra mucho menor que comunmente aparece

acompañadacon una banda de color verse. Toñas presentan fluorescencia roja

y la banda verie, enmascarada. Después ie su elución se identifican por crg

matografía en papel, corresponfiicndo a proto (la nrincipal) y copro (la me

nor). A veces se Jetecta también la worfirina tricarboxilica en esta segunda

banda. Estas fracciones se ‘urifican por cromatografías sucesivas tanto en

columna como en panel Whatman3 MHy se cristalizan. Sobre el material cris

talino se efectúan cstuïios ie caracterización: juntos de fPsión, espectros

y observación cristalográfica. Los datos se resumenen la tabla 2.

La fracción ie caproporfirina purificada, se hidroliza para poder deter

minar su isomeria, por cromatografía de la forma libre, empleando el método

de la lutidina (329). El revelaño indica sólo la presencia del isómero III

¿e la coproporfirina. Este flato, conjuntamente con los de punto de fusión y

espectro de absorción “eterminan que el compuestoes coproporfirina III.

Resnecto ¿e la bania II en la Fig. 8, que correspondería a una porfiri

na que poseyera 3 grupos carboxilos, y para el que se ietecta un máximoa

406 nm en la banda ¿e Soret, según se indicó antes, no fue posible estudiarla

por la pequeña cantidad de material disponible.

Se determina además, la cantidad de porfirinas libres totales en la

glándula ¿e Harcer ie ratas. “ara ello, se muele directamente el tejido con

HCl 10%comose fietalla en Métodos, extrayéndose las porfirinns hasta fluo
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Gencia negativa. En el líquiño centrifugalo se evalúa su concentración por

lectura esPectrofotométrica en un medio HCl 5%, consiíerando comocoef1c1ente

le absorción el ‘e la protoporfirina puesto que es el componentepresente en

mayor proporción.

CflhiCTERIZíCI”N TE LÉS JOKFILINÉS ÍRESENTES EN L5 GLÍNDULL DE HARDER

Las glánlulas se “rocesan comose detalla en"Métodos“y se analizan las porfi
rinas obteniflas. Los espectros de absorción se realizan con los ésteres meti
licos de las oorfirinas en solución clorofórmica.

Ef Háximos ¿e absorción (nm)
“orfirinas SiStema Funtos

ker°sene 1? I II III IV viioxano fu51ón

Protoporfirina 9
(2-coou) 0,85 227-229 630 575 543 506 407,5

2-COOH 0,72 - . 406

Coproporfirina
(4-c00H) 0,63 140-142 522 566 53o 499 401

Cantidad presente: 0,15 pg le porfirinas libres/mg tejido Fresco

Comose indica en la Tabla 2, el contenilo promedio corresponde a 0,15 pg

ie porfirinas por mg ¿e tejiño glanfiular. Este dato es el valor Ae 1a media 4e

¿iversas Heterminaciones que oscilaron entre 0,12 y 0,25 ug. El peso promedn de.

un par de glándulas ¿e ratas machos, con aproximadamente 250 g le peso corporal,

es de 300 mg 1 25.

Observaciones personales llevadas a cabo con material proveniente de ra

tas porfiricas, inlucidas cOn liversas drogas porfirinogénicas (Sedormíd,aIA,

hexaclorobenceno, etc.) permiten establecer variaciones tanto en el contenido

total de porfirinas ¡e las glánïulas, comoen el tipo de las porfirinas presentes

—diFerente número lc grupos carboxilos - y en su proporción relativa.
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Asi, en el caso de ratas intoxicadas con hexaclorobenceno, la cantidad

de porfirinas presentes muestra una disminución en su contenido total, y en

casos de porfirias iniuciñas con barbituratos, se detecta la presencia de

porfirinas con alto conteniflo carboxilicc.

Debido a estos hallazgos se continúan estudios comparativos para ¿eter

minar su posible significado.

5 I O S I'N T E S I S D E ¡3- A L A

Activiflad “e B-ALAsintetasa

La nosibiliñe‘ ie evaluar 1a canti”a1 ie nrotoporfirina biosintetizada

por 1a glándula y/o sus variaciones a partir le sus precursores primarioszgli

cocola y succinatc. una metodologia comúnusada por todos los investigadores

que estudiaron este caminometabólico en eritrocitos se ve obstaculizada en

1a práctica por la gran cantiñad de protoporfirina presente en el medio, apor

tada por el sistema enzimático. Por 1o tanto, esta metodologia se descartó

después de numerosas tentativas infructuosas. Tosteriormente, se pensó deter

minar la activi”afl ¿e 1a ELALÁsintetasa, la enzima que cataliza la primera

etapa en esta secuencia metabólica, es iecir, la formación ie SÏ—LLAa partir

de sus precursores iniciales. Para ello se realizaron una variedad de ensayos

previos, puesto que el producto que se forma en muy pequeña cantidad no es fá

cilmente detectable.

Se sabia aiemás, que en los pocos tines ¿e células estudiados, dicho

sistema enzimático aparece en fracciones particuli‘ïs (85, 116, 266) por lo

que se obtienen las mitoconirias fle este tejido por centrifugación diferencial.

Sin embargo, aún trabajando con sustrato marcado (gli-2-Cl4) succinato y los

cofactores conociíos, no se logra detectar activiñad.

Se prueban ïiferentes condiciones:

a
V sistema contenienño glicocola, succinato, fosfato ñe piridoxal, coen
. l. A W ++ . . - n .zima p, ¿Ty. Mg y extracto mitocondrial lntacfï , suponiendo activo

el sistema enzimática eniógeno generador de succinil-Con;

b) acoplanño un sistema generador de succinil-Cof mediante el agregado
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de glicocola, fosfato de pirifloxal, succinato, Cofi, ATP,Mg++y la enzima

tioquinasa purificala de espinacas, según se detalló en Métodos.

c) reemplazanlo el succinato y cofactores por succinil-Con sintética.

d) mezclas de reacciones similares a las anteriores pero con mitocon

drias congelañas y ñescongeladas.

e) variaciones en las condiciones ¿e incubación: anaerobiosis, pH, bu

ffer Tris o fosfato, concentraciones de los diversos sustratos, (alfacetoglu

tarato), preincubación lel sistema enzimático con reactivos tiólicos, etc..

f) agregaio del sobrenaiante ie mitoconirias.

En ninguno de todos estos ensayos fue posible medir actividad indubita

ble de la ¿f-ALLsintetasa. Se comprueba, sin embargo, la funcionalidad fie

las mitoconirias, por ietección ¿e la activifiad de succinico deshidrogenasa

en estas particulas (318).

Se prueba entonces, un pretratamiento 4e 15-30 minutos de las mitocon

¿rias obtenidas por centrifugación, con una solución que contiene la siguien

te mezcla: sacarosa 0,25 H, buffer Tris 0,05 MvH7,2, tioglicolato de sodio

0,02 M y EDT! 0,065 M en una relación ¿e 1:¿ v/gramo ¿e glándula según se

detalla en Hétclo; (sección V-b).

En estas con*iciones, las mitoconfirias me la glándula de Harfler de rata

son capaces de catalizar 1a sintesis neta de ¿L-úLA.

Unaexperiencia tipo se describe a continuación:

Las mitoconñrias obtenidas el mismo41a ¿e la experiencia - requisito

necesario puesto que el congelamiento y flescongelamie to hace perder la acti

vidad catalítica, lo mismoque el "envejecimiento" aún de 12 horas —se pre

tratan con la mezcla señalada arriba y se adiciona de inmediato al sistema

de incubación. Este contiene gli 2-C14, succinil Coflrecién preparada, los

cofactores necesarios y las diferentes fracciones celulares a ser ensayadas

como sistema enzimático e indicadas en la Tabla 3. La mezcla se incuba a 37°C

durante l hora en aerobiosis. Se detiene la reacción por calentamiento y des

pués de obtener los yirroles se leen, cromatografían y se pasan por el regis
trador automático le ra4ioactividad. La zona "marcada" coincide con la del
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T a b l a 3

IÓSINTESIS DE g-ñLL EN GLÉNDULA DE HARDERMJ

La mezcla fle incuhación contiene gli ( 40 meleS) succinato ( 5 umoles), succi
nil CoA(0,5 pmoles), AT?(0,5 umoles), fosfato de piridoxal (0,25 pmoles),
ClK (60 pmoles) Cleg (12 pmoles), buffer Tris pH 7,2 (100 pmoles), Gli 2-c
(5.97 x 105 cpm x los cpm) y las r1iferentes fracciones enzimáticas indicadas en
un volumen fina] ¿e 2 ml. Incubación l hora a 37° C en aerobiosis. Los porcen
tajes de incorwñráción se calculan sobre la base le las cuentes agregadas a cada
sistema y las cuentas incorporalas en el S-ALP, me4iñas según se detalla en
Métodos.

14

C14 incorporaflo en S-ALF
Exp. Fracción celular

cuentas/min Incorporación

l Mitoconlrias (5,1 mg) * 652 0,11

2 Sobrena‘ïnte de mitoconñrias 18
(5.6 m9)*

3 SobrenaJïnte (4,6 mg)*
+ 739 0,12

Mitoconlrias (5,1 mg) *

4 Homogenato total (7,8 mg)* 32 

* Estos valores expresan los mg ie proteinas agregados.

Aeriva4o pirrólico del g-¡LA corrilo comocontrol, evaluániose su radionctivi

lad directamente o por elución de la banüa correspondiente según se describe

en Métodos. Los resultados representativos y que son promedios Je varias deter

minaciones se muestran en la Tabla 3.

Es notorio que la preparación mitoconarial es la única fracción que mues
..tra buena activiña' le S-PLLsintetasa. No se observa incorporación significa

tiva en experimentos con sobrenadantes de mictocondrias demostrando la presen



cia de esta enzima en fracciones subcelulares particuladas. Tamnocoes posible

¿etectar formación ïe g-nflj\en homogcnatostotales en estas confliciones. La

adición ie la friccifin sobrenañante a mitoconflrias o no tiene efecto, o el in

cremento en la inCurporac ión Je C14 es muy leve. No obstante, es ie hacer no

tar 1a baja incorporüción que hemosconseguiWoconeste tejido.

Se realizaron “iversos ensayos ten ientes a lo:rar una máximaactividad

estuJianio los requerimientos “el sistemñ cnzimático.

Los resulta‘os están resumi’os en le Tabla 4.

T a b l a 1

REOUÉLILIÉNTÓS DEL SISTEMA HITCCCNDKILL

Las mezclas se incuban durante 1 hora a 37°C con la fracción mitocondrial pre
tratada (4,9 mg , Gli 2-C14 (5,25 x 105 cpm), succinil Cof sintética y cofacto
res, salvo cuanïo se omite, según se in’ica. Como1007 se toma la incorporación
de Gli en un sistema que contiene todos los sustratos y cofactores comoen Ta
bla 3.

Eye. Sistem: ó -ÏL[ ïctiviñad
n mola; J

1 Completo 12 100

2 Menos glicocola O O

Gli (200 pmoles) 7,2 62

3 Menos fosfato fle piriñoxal 1, 10

4 Menos ST? 7,1 60

++
5 Menos ig 3,5 70

6 Menos succinil Co! C 0
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La activi7*‘ Te la enzima mitoconflrial es máximacuando contiene todos

los cofáctores in ic1ïos cn el sistema ¿e incubación. No hay actividai en auseg

cia ¿e cualquierï “e los 2 sustratos: glicocola y succinil-COL y de fosfato de

piriñoxal. KT?y Eg++ si bien necesarios no son imprescinñibles para 1a demos

tración “e la funcionAlidaï catalitica.

Concentrociunes altas ‘e qlicocola (100 my) son inhibitorias de la reac

ción. E1 incrcmento en 1P CÓHCOHÏPJCiÓn1e succinil C03 fcterminñ un aumento

casi proporcionñl en 1? formación ¿e S-ALA.

FÍAH¿CION DE SUCCINIL-COÍ ENÜOGENO

En las mezclas ‘e incubación se reemplaza succinil-Co? por COLSH(0,5 pm) y
se incuban con Gli 2-C ', fosfato ie piri“vxa1 y mitocondrias pretratalas
(4,5 mg), en 1erabiosis por 1 hora a 37°,; los ‘emás componentes están en las
concentraciones s ¡n‘zrüs. En exp. 3 y 7 se agrega 0,6 m1 ‘e un extracto coci
ao de levalura. fin exp. 6 se agregan 15 mg ie enzima succinil tioquinasa prepa
rada según métoïos. Como 100% se toma 1a formación de ¿—ALLen el ástema
standar”.

Exa. Sistemï ActiviJai
°/O

1 Comñleto 100

_ _ _ ++
2 Succ. + Co SH + ATP + Hg 5

3 Succ. + CoíSH + Cofactores l
+ extracto Je 1eva4ura 2”

a I"em a (a) sin ¿TU 5

S T”em á (3) sin oxígeno O

C Succ. + Pñ'SV + Cofactores
+ tioqniaaSn

7 Comoleto + extracto “e leva‘urn 113
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Se ensayó también la posibilidad de reemplazar al sustrato succinil

Con sintetizado químicamente por un sistema activante que lo generara endó

genamente desde sus precursores: succinato, COASHy los cofactores requeri

dos por el sistema activante, ATPy Mg++.En las condiciones ensayadas, no

suplieron el sustrato sintético (Tabla 5). Sin embargo, cuando se le adicio

na el sobrenañante ¿e un extracto hervilo ¿e levaáura a 100°C se observa una

ligera formación de é>-ALA.El agregado ie este extracto al sistema completo

no incrementa significativamente la cantidad ie S-ALLsintetizada.

En los ensayos de suplementación "e sustrato endógeno es imprescindi

ble la Dresencia de oxigeno (exp.5) puesto que en atmósfera de nitrógeno la

inactivación es total. La adición de enzima tioquinasa de espinaca al sistema

sintetizante desuccinil Coñ determina la formación del producto pero no alcag
za nunca los valores ‘el sistema normal.

IT“ es otro cofactor necesario para la generación ¿e succinil-Cofi,

sin embargo, demostró ser un efector antagonico, puesto que si bien es un

componente requeriflo (Tabla 4) para máxima activiñad de la eÏ-A A sintetasa,

a concentraciones mayores de 10-3 Menmienza a tener un efecto inhibitorio

(Tabla 6).

El proñucto ¿e la reacción ¿t-JLA.a concentraciones superiores a lO-BM

disminuyenotablemente 1a reacción catalitica.

En todos los ensayos descriptos no se ietecta sintesis de PRGni de por
firinas.

El significado y conclusiones de estos resultad0s se discutirán'a

posteriori:



EFECTO DE DIVERSOS COMPONENTES SOÏ¿E Lf FORMACION DE S-ALA

Las mezclas fle- reacción y las condiciones de incubación son las normales
excewto las omisiones y agregados indicaños. 100%le actividaf corresponde
al sistema comwleto que contiene PT? 2,5 x 10"“

Exwt. Sistema fictivida4
X

1 Completo 100

2 Menos ¡TP 63

. -4
3 ¡T7 7,5 x 10 H 97

. . -3 .
{Tn 5 x 10 I“: 45

5 8-!sz 5 x 10’3 r1 58

ÉIOSINTESIS DE TORFGBILINOGENO

Lctiviñad 4€ la Á-Jlf Dehiiratasa

Dara analizar la cawaci424 r1ebiosintetizar “TGvor este tejiáo.se prue

ba activifiafl en ‘ifcrcntes fracciones subcelulares: homogenatototal, susnen

sión mitoconflrial, sobrenadante 4e mitocondrias y microsomas, usando X-LLÁco

mosustrato. Se lo ra "emustrar que sólo tienen actividadlas fracciones solu

bles 4e las preoaraciones celulares. Para estos ensayos las particulas mito

conflrialcs y microsomas se suspenñen en buffer fosfato 0J34 MpH 7,0 en un

volumental que l ml Je la suspensión resultante contiene las varticulas pro

venientes de 2 ‘e tejiio glaniular.
1Los resulta ¿s,nrome‘ios dc múltiples experiencias, están sintetizados

en 1a Tabla 7.
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n.
1 a b 1 a 7

LOCALIZACIÜN DE L3 fiCTIVIDÁD DE LL S-ÉLÚ DEHIDRÉTLSÁ

Las mezclas de reacción (4 m1) contienen buffer fosfato 0,067 m pH 7,0 012Mg
(12 umoles), CIK (60 pmoïes), S-PLÁ (5 pmoles) v las Fracciones enzimáticas in
ñicañas indica”is. Se incuban a 33°C durante 4 horas y se determina el ?”G
formado con el reeetivo ¿e Ehrlich.

PRG formado
Fracción celular . . . . .Aerob1051s nnaerob1051s

nm¿hr nm¿hr.

Homogenatototal (i,2 mg)* 19,6 29,5

Sobrenaiante 1e mitocondriïs
, 23,5 33,6(4,6 ms)*

Mitoconfirias (4,5 mg)* 0,9 113

Microsomas (3,5 m¿)* - O

* Estos vaïores correspon4en a mg ie wroteina agregad"f. I

Comoes cable ohservar en la Tablñ 7, las Fracciones particuladas estu

iiadas no presentan vctividai Hehi‘ratfisiCi significativa.

Además,las eonïiciones ie anaerobiosis ejercen un pronunciado efecto 52

bre 1a activiña‘ ‘e la 5-¡L¿ Aehiñratasa glandular.

Para determinar la capiciñañ ie sintesis de P7Gen estos ensayos no es

necesaria la presencia de reactivos tiólicos a pesar de ser 1a 6;ALÉdehiirata

sa una enzima sulfhiírílica. sin embargo, el agregaco de compuestos que poseen

grupos sulfhiflrílicos incrementa notoriamente la actividad biosintetizante.

En la Tnblá á wue‘e verse el efecto nctivante que provocfi la adición

{e glutation re‘uci a 11 meflio ie incubación que llega ñ valores ¿e aproxima

iamente 60%.



T a b 1 a 3

EFECTT ïÉ ICTIVÚDMRES UB fo S-JLA DEHIDRLTASÁ

E1 sistema Re incubáción es similar al ïe la Tabla 7, excepto pñra 13 exp. 3
donde se agrega 2’ pmoles ie GSH.El sistema enzimático usado es el sobrena
dante de mitocon‘rias (4,6 mg). La activi‘al relativa se expresa respecto del
ensayo aeróbico.

. . ÏBG ¡t - - arExn. Condic1ones “Lthla”1
nm/hr relativa

1 Aerobiosis 23,5 1

2 Annerobiosis 33,6 1,4

3 Anaerobiosis + GSH(5 x 14-3H) 49,1 2,1

Los estu”ios ‘e purificación y propieda’es ¿e esta enzima se presentarán

y discutirán en la segun”a parte 4€ Tcsultaáos.

3 I 0 S I N T E S I S n E D O R F I R I W fi S

1.- 3- ¿LAcomo sustrato

El estu?ío “e 12 formación de compuestos tetrapirrólicos a partir ¿e

3- Li, utilizsnïo extractos crudos comosistema enzimático y en ïiferentes con

fiiciones, se hice meíiante el análisis Íe las porfirinas presentes en el medio

ne incubación.

“1 sistema te reacción simple contenien‘o buffer Tris, iones potasio y

magnesio, canti‘n‘es no limitantes Je sustrato y houogenato total, salvo
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indicación especial, se incuba durante diversos tiempos, en aerobiosis a

37°C. Las porfirinas se extraen del sistema He incubación y se evalúan e

identifican según se describe en Métodos. Un cromatograma de los productos

presentes ñespués de 4 horas de incubación se representa en la Fig. 9.

En ella se observa la presencia ¿e todas las porfirinas intermedia

rias en 1a biCSIntesis Je orotoporfirina 9, es decir, porfirinas conteniendo

8-, 7-. 6-. 5-,4- y 2- gruvos carboxilos, en las cadenas 13, É' laterales.
. t

La iependencia ¿e 1a sintesis total de porfirinas en un sistema stan

dar, conoel tiempo de incubación está ilustrado en la Tabla 9.

T a b l a 9

SINTESIS DE PORFIRINSS EN FUNCION DEL TIEMPO

La mezcla de incubación stanñard contiene S-LLL (5 umoles) ClK (60 pmoles)
012Mg ( 12 pmoles) buffer Tris pH 7,2 (100 pm) y 1 m1 de homogenato total que
correSponde a 40 mg le tejido húmedo. Después de incubar a los diferentes 
tiempos se fleterminan las porfirinas libres presentes.

Tiempo de incubación
2 3 5 12 1 20 24(hr) l 4 9 5

Porfirinas totales
(nmoles) 10,3 20,3 29,6 40,1 59,4 92,6 118 141 160 1640

Esta biosintesís es lineal con el tiempo de incubación, en las condicio

nes señaladas, hasta periodos que oscilaron entre 12 y 14 horas, observándose

una disminución acentuada en la velocidad después de este lapso de tiempo, al

canzando un valor constante después de 20 a 24 horas de incubación (Fig. 10).

Se estudia también, la relación entre la formación de porfirinas y la con

centración del sistema enzimático agregado. Esta dependencia se representa en
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la fig. lO, notandose un incremento proporcional al aumento de la proteina

enzimática ensayafla.

Diversas incubaciones con homogenatos totales proflucen una mezcla de por

firinas, isómeros I y III, que en cromatografía sobre papel revelan poseer

desde 8 hasta 2 grupos carboxilos, como está indicado en 1a Fig. 9. La prepor—

ción relativa y la estructura isomérica de estas mezclas de porfirinas depen

ie en gran manera de las ¿iferentes coniiciones estudiadas: tiempo de incuba

ción, temperatura, fracciones subcelulares, sustratos, etc.

Estos resultaios permiten demostrar la presencia de los iiferentes sis

temas enzimáticos que participan en este camino metabólico.

Tiempo

Un análisis porcentual ie las porfirinas presentes en los ensayos co

rrespondientes a los diferentes tiempos de incubación se representa en la

Fig. ll. Puede verse que,%espués ¿e 2 horas ie incubación aparecen cantidades

significativas ¿e uro y firiaporfirina,formániose tambiéncopro y protoporfi

rina. Después de 6 horas se ñetectan intermeñiarios con 6 y 5 grupos carboxi

los, además ¿e los de 8 y 7 carboxilos, acumulándose copro y protoporfirinas.

Cuando los tiempos ¿e incubación son mayores (16 a 24 hs) no hay incre

mento significativo en la formación total de porfirinas comose mencionó an

teriormente, pero se observa que hay una ¿isminución en el porcentaje de las

porfirinas de mayor número de carboxilos, con un aumento concomitante de las

porfirinas de 4-y 2-COOH

En los mayores tiempos de incubación se hace visible la banda corres

pondiente a la porfirina tricarboxilica, entre la proto y coproporfirina siem

pre en pequeña proporción. Además, porfobilinógeno se forma en cantidades sig

nificativas en los ensayos de tiempos de incubación cortos.

Se hace notar que en todos los gráficos de porcentajes de porfirinas

la proporción relativa de la protoporfirina preexistente (parte rayada) va

disminuyendoJpuesto que la cantidad total de porfirinas biosintetizadas incre

menta con los tiempos de incubación.
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T a b 1 n 1Q

SINTESIS DE PORFIQIÜAS EN FUNCION WE Lfi CÑHCENTRACION DE SUSTIMTñ

Las mezclas ie incubïción standard se incubnn a 37°C durante 3 horas en aero
biosis, con 115 Cinti‘ades de á-SLJ inÑiCCFïs. Sistema enzimática: 1 m1 de ho
mogenato que correSDOnïe a 36 mg "e teji‘o glanfiular.

{L¿L¿ “orfirinas totales
mia nmoles

0,125 2,0,

0,25 c,1

05 12,1

1,25 30,6

3.5 71

5._o 90

10," 118

. Q ,Concentr3c1ón de 9- T4

Se efectúan estuíics ‘e conversión m2 g-ALAen porfirinas totales, cuyos

resultaflos se reswnen en la Tabla 10.

En un amplio rango ¿e concentraciones de sustrato se lOJra una síntesis

lineal “e tetrïpirníes.
L concentraciones mayores ie 3 mMcomienza a observarse una inhibición

en la formación Te porfirinas y concomitantemente aparece una acumulación de

TÜG.A concentraciones muy bajas —10-5 M- la conversión a porfirinas es total.

Fracciones enzim‘ticis

Para examincr 12 capflci’n‘ le sintesis Je tetrapirrolcs Je las diferen
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T a b 1 1 11

FORHLCION DE EJKTIAINLS POQ DIVERSLS FRECCICNBS ENZIMATICLS

Las mezclas le reacción stanlnrñ se incuban 3 horas en aerobiosis, con las
fracciones enzimáticas inflicn”as. Caflï un: le ellas equivale a 13 mg de tejiflo
húme4o. Sustrato 8-.LL (2,1 x 105 CPN).

Porfirinfis
K

Fricción suHcelulñr ¿—¡LÁ . . W .
r L L COPTOÓOPfIPlnB .rotoporfirina

pmoles nmoles nmolcs

Homoaenatotots? trazas* 3,6‘

5 5,( 16,1

Sobrenafante ‘e O - 2,9*

mitocon4riis 5 19,6 3,1

HitoconJrias G - l,l*

5 — 1 O

* Son valores iniciales le porfirinas presentes en el sistema.

tes preparaciones enzimáticas se ensayan: homogenatostotales, sobrenadante

libre ¿e mitoconïrias y suspensión mitoconirin analizfiniose lis porfirinas
biosintetiza%as.

Los experimentos se realizan con sustrato radioactivo pïra Yetectar in

crementos relativamente pequeños, puesto que las fracciones enzimáticas aportan

porfirinas al sistema.

Los blancos Correspon‘ientes contienen todo el sistema stnnfard y la

proteína calentï". Eos rcsultiños están resumilos en la Tabla ll. Sólo la

fracción corresron ieqte "l homogenntotot11 biosintetizn protoporfirina,puesto

que posee los sistemas enzimfiticos "solubles" y asociados a particulas.



Los sobrenadantes carentes de mitocondrias convierten también, g-fiLfi a

tetrapirroles Werosolamente lo hacen hasta conroporfirina. La fracción mito

condrial no es capaz de sintetizar porfirinas desde É-NLA,puesto que no se

encuentra incremento de las porfirinas basales.

Estos resultados demuestran que en el tejido glandular la conversión de

Copro a protoporfirina está también asociada a mitocondrias.

¡naerobiosis

Se analiza el efecto del oxigeno sobre la formación de porfirinas tanto

en homogenato total comoen sobrenadantes de mitocondrias.

En los ensayos anaeróbicos, con burbujeo continuo de nitrógeno, se obser

va un mayorincremento ie la cantidad de porfirinas totales biosintetizadas.

respecto de las experiencias aeróbicas, comopuede verse en la Tabla 12.

Los análisis cromatográficos revelan además, que coproporfirina es el

producto final en esos ensayos, con cantidades menores de uro y firiaporfiri

na y trazas de hexa y penta carboxil porfirinas, mientras que 1a cantidad de

protoporfirina concuerda con la de los ensayos testigos.

Estos hallazgos revelan, por consiguiente, que el oxigeno es un factor

necesario para la transformación de copro a protoporfirina llevada a cabo por

las fracciones particuladas de la glándula de Harder de rata.

Temfleratura

El efecthue la temperatura de incubación ejerce sobre la biosintesis

{e los tetrapirroles se ve en las Figuras 12 y 13. La cantidad de porfirinas

formadas se incrementa con la temperatura hasta alcanzar un máximoen el ran

;o de 55 a 65°C, triplicando el valor de las porfirinas sintetizaflas a 37°C.

¡ esas temperaturas sólo se demuestra 1a oresencia del isómero I de la

uroaorfirina, comose ilustra en el gráfico 13, dondeestán representados los

torcentajes de las porfirinas obtenidas a 3 diferentes temocraturas.

En todos los ensayos se encuentra formación ie PÜG,pero nunca en canti

dades excesivas.

A C°Cno se detecta síntesis de porfirinas significativa y a 85°C se ob



Tab1a12

EFECTODELOXIGENOSOBRELLBIOSINTESISDEPCR?RINQS

Lasmezclas¿eincubacióncontienenaicmfis¿elsistemastaniardenexp.n°1:homogeiatoto tñlenexp.n°2:sobrenaiante¿emitocon“rias(amboscorresponaena22mg“etejidohfneflo). Atmósferaysustratosegúnseinoica.Laincubacióna37°C¿urante4horas.Lasporfirinaspps sentessefleterminansegúnlodescriptoenMétofos.

ConiicionesPorfirinas(nmoïes)

Sustrato

Ae

Incuhaciónpmoïes ___

CoarogorfirinaProtovorfirinaTotal

[ire8-LLA5um1,84,39,6

-34

N°2fire-—1,9*1’91

¡Aire8-91.“);5um5,91,9 N2n53,11,811,3

*Sonvaïoresinicialesdeporfirinespresentesene1sistema.
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rva destrucción de las porfirinas pre-existentes.

PÉGcomo sustrato

El monopirrol es convertílo activamente a porfirinas cuando se lo incuba

on homogenato total.

La síntesis tiene lugar a una velocidad que es lineal con el tiempo por

asi 10 horas, cuando se trabaja a concentraciones de sustrato no limitantes.

A concentraciones molares equivalentes a las de S-KLAuülizadas, el rendi

nto en la sintesis de porfirinas desde ?WG,es muchomayor. El incremento

ia entre 6 y 8 veces el valor de É-ZLA(Tabla 13). Este alto rendimiento se

e fundamentalmentea 1a fracción uroporfirína.

T a b 1 a 13

RIÜSINTRSIS DE “,kF RINAS TARTIH DE PRG

; sistemas de reacciñu'contienen en un volumen ”e 4 m1, buffer Tris vH 7,2
FOpmoles) KC] (63 pmoles) HgC12 (12 pmolcs), PTC en las concentraciones in4i—
Eas y 1 m1 ¿e homoqcnato total que correSWonJe a 22 mg “e teji‘o glanáular.
;?ués 4e incuber a 37°C en aerobiosis ‘urante los tiempos señalados, las por
‘inas libres rresentes se ¿eterminan cuantitativamente.

Porfirínas tOtÍ7GS (nnoles)
PEÓ

3 hs. 6 hs 20 hs,

0,5umoles 71 149 318

0,625 umoles 92 191 430

í
E1 anáïisís de las diferencias en 1a composiciónde las porfirinas sinte

zafias después de iiferentes períoios ce incubación se grafica en la Fig.15.
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Pueíe-verse que l: Fracción principil corresponde en toïos los casos a uro

porfirina, puesto que las otras porfirines intermedias aparecen en cantidades

menores. La fracción octa-carboxilicz corresponle a una mezcla {e los isóme

ros I y III, pre‘ominanfio el del tipo isumérico I en largos tiempos de in

cubación.

En estos enseyos la conversión le TTGen porfirinns llega a un 70%de

rendimiento.

Se sabe que el porfobilinógeno forma fundamentalmente Uro III en mc

ïio neutro. Por ello, se realizaron fiferentes controles para corregir la

cantifleñ de porfirinas formzñas no enzimáticamente, encontrándose que:

l) sistemas que contienen toíos los componentes le rutina pero sin el sus

trato (9“G) “espués ¿e ser incubafios, solámentc dan los valores ¿e porfiri

nas preexistentes en el sistema enzimátiCu.

2) controles con el sistema stanflar” pero con el homogenatototal herviJo

contiene casi el n‘57¿el JTGinicial 1 le terminación del ensayo.

Bajas concentraciones ie sustato (5,2 pH) forman una cantiïafl consi

ierable ie porfirinis parcialmente iesc1rboxilafas, ademásie 12 fracción

uro las que son converti”as en copro y protoporfirinas si se prolonga el

perioio ¿e incubsción. En estos ensayos el 7 ¿e uroporfirina I es notoria

mente menor.

Far: estu”iar lirectamente la termolnbililad del sistema enzimático

"porfobilinogenogenJSZ" , se calienta 11 fracción proteica flurante 15 minu

tos a 60°C, enfrifinlosela inmediatamente y se la agrega al sistema le in
cubación.

Los resultalos están sintetizados en la Tabla 14.

L1 analizarse las porfirinas forma?as en los ensayos con enzima pre

calentada, se compruebique sólo se biosintetiza uroporfirina ¿el tipo iso

mérico I. Liemás, se observa un leve incremento en la sintesis total de

porfirina . Se ‘emuestra por lo tanto, que le cnpacifiad de biosintetiznr

uro III se pierle por el tratamiento térmico.
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T a b 1 a 14

EFEPTÜ DE? FLECALENTAHIENTC ESL SISTEMI ENZIMLTICC

La mezcla fle incubñcíón cs similar a la le la Tabla 13 y contiene comoprepa
ración enzimática en Exp. 1: homogennto tdnl (1 ml) y la misma fracción pre
calentasa ‘urante 15 min. a 60° C en Rx“. 2 (1 m1) y en Exp. 3 (1,5 m1). Las
cantiiaïes agrege‘is equivalen 1 2C mg en Exp. 1 y 2 y fe 30 mg le tejido glen
lular en Exp. 3.

c u u W . ' . ' P l ¡1‘Sistemi en21m€t1co Orrlrlnïs "Orma 35
Totales Uro I

nm 7

Exa. 1
“orm‘l ,0 23

Ryo. 2
C“Ïent2‘o 1OS 1’u

Exp. 3
Ceïenta4o 180 100

3.- GLICOCOLAcon? sustrato

La funcionáli”áf ie toio el sistema enzimático de biosíntesis ¿e pro

toporfirina a pertir ‘e sus precursores primarios, es posible-fiemostrarla me

ñiante el uso Ïe un sustrato ralioactivo. Las glániulas de HarJer homogenei

zaflas con 1a misma solución que la Iescripta en "Métodos" para la suspensión

mitoconirial se centrifugnn y las diferentes fracciones se incuban con

Gli 2-014, succinil COLy cofactores durante 4 horas, en nerobiosis. Se aísla

la protoporfirinñ y se mi”e su rañionctivilai. Los iatos 4e1 porcentaje ¿e

incorporación prome‘io Je varias experiencias se ilustran en 1a Tabla 15.

Estos resultá‘os inJican una síntesis pequeñapero Eefiniï: «e protopor

fírina 9 a vertir Te Jos más simalcs precursores nor el homogenato total,con—



T a b 1 1 15

INCORFÜRÁCION DE GLI 2-C14 EN PROTOÏORFIRINA 9

Las mezclas Je rcocción son similares a las fe la Tabla 3, excepto las fraccio
nes enzimfiticas que son las que se incicen. Después {el agrega‘o del sustrato
gli 2—C4 0,02 N (5,97 x lO cpm se incuhnn flurante 4 hs en aerobiosis, a 37°C.
La protoporfirinn se ilentifica, aisl: y evalúa comose ¿escribe en Métoüos.

A n - n., C1“ 1ncorpore”o en orotnnorfirina 9Fracc1on subcelulár

Cuentas/minuto Incorporación
w,3

Homogenato tctel (7,7 mc)? “GC 0,14

Sobrenainnte de mitoconfirins lo “H
(5,6 mï)*

* r'O (n valores expreson mg de proteinas egresados.

firmando 151 le presencia le to‘as las enzimas ¿e este camino metabólico

en la glánflula Íe Hirïer le rata.

Por lo tanto, po‘emosconcluir que, en este tejido, li sintesis de tetrg

pirroles es similar a la descripta para otros sistemas ¿e viïz, tanto vegetal

como animal o microorganismos y que poJemos esquematizarla según el siguiente

iiagrama:

Succinil-COA+ Gli _._,S- ALA-9 EBG_ , Uro'genoIII a 7-, 6-,

5-CO0HPorfirinógenos ______>CoprovgenoIII ¡rotoporfirinl 9.



_ 39 _

C O N C L U S I 0 N E S Y D I S C U S I O N

Las porfirinñs que se encuentran presentes en la glándula Je Harder de

ratas blancas son: protoporfirina 9 en mayorproporción, un Into que ratifi

ca observaciones previa ¿e muchosinvestiga‘ores, coproporfirina III y una

Dorfirina que se cnmport? Comotricarboxílics en cromatografía sobre papel.

E1 conteni4: “e porfirinas libres hallnflo en la glfiniula ‘e rátae a

lultas es Pproximnlamente I-e0,15 ug por mq le teji‘) frCSCC.

Observacionespreliminares realizalas en glñnlulas ie ratas porfíricas,

inducilas experimentalmente Con ¿iversas flrcgas, cemuestran variaciones tan

to en el conteni“o com?en lr proporción relativa ¿e las porfirinas interme

diarins existentes.

Si se cotejnn los pasos secuenciales le ln biosíntesis Te wrotOporfi—

rina, las enzimasrelacionales y sus caracteristicas principales, tales como

localización intr‘celular, requerimientos le sustratos y cofactores, etc.,

los resultados obteniflos permiten deiucir que en este tejiln existe una Fun

cionaliflaá similar a la encontrada en las diversas células estudiadas (46,

103,106).

flsí, el tejiflo glnnflulnr es capaz Resintetizar tetrapirroles partien

do de los precursores primarios: glicoc»le y succinil Cofl, es lecir, posee

todas las enzimas relacionadas con esta secuencia metabólica.

Este hecho confirma lnrnturaleza secretora de porfirinas Je la glánlula

“e Harfler (35).

La primeri enzima “e este camino, 8-—flLfisintetasa, está asocinla,

funiementnlmente, e la Fracción mitñcnnfrinl, un hAJIazgo semejante a lo de

mostra40 en diversas sitemas animales (109, 113-6, 119,20). En microorganis

mos se la encuentre en extractos libres “e células, es r1ecir, en forma solu

ble. pero iespués quelas células bacterianas han sido rotAS por sonicación

(87,88).



Bl Congelemiento y ¿escongelamiento le las partículas subcelulares

- un tratamiento que ha siHo utilizado por varios investigadores para medir

la formición de S-¡Lf o porfirinas (86, 116) - no favoreció la actividad de

la S-ñLfi sintetase en este teji”o glanïular. Rorconsiguiente, se realizaron

estudios sobre las Conliciones de extracción e incubación para lograr una

preparación activa y estable de dicha enzima.

Sólo se logra Ïemostrar su nresencia, cuando las mitocon“rias son pre

tratadas con una solución que contiene tioglicolato, EDTAy buffer Tris iuran

te 30 minutos, entes le ser incubnlns.

Diferentes grupos ¿e investigadores han :ncontraño que EDTAfavorece

la activiia” de li síntetasa. Fsi, el grupo de Neuberger demuestra que el

agente quelante incrementa 11 formación r‘eSfLA, cuan‘o utiliza particulas

de glóbulos rojos “e pollos anémicos (85), lo que se confirma también para

homogenatosde híga’g ¡e rata Dorfirica.

Tschudy y cclñb. loqrin obtener valores muchomás altos de ln activi

An4 ie sinteta51, mi iénjola en presencia le EDTÍ, compuesto que afecta la

posterior utilización “el pro’ucto sintetizado ( S-fiLA)tanto en suspensio

nes mitocondriales comoen homogenatos le higado le ratas porfiricas (113,

118).

Granick y Urata, trabajanflo con partículas mitoconiriales le higado de

cobayos con porfiria experimentil, c0mprueban que el EDTFincrementa la pro

cucción del primer intermediario y sugieren que el efecto estimulante se "e
1be a su capaciflo. par! estabilizar las mitoconflrias (116).

for otra parte, Burnhamy Lascelles en sus intentos de purificación ie

la enzima He Rh. soheroiaes, utilizan un agente reiuctor 97-mercaptoetanol y

agentes quelantcs: o-fenantrolina y EDTfl.

Consa metoïclogïa logran una purificación de la sintetasn le lO veces

y aducen que la enzima bacteriana es muy 15bil, la que puede ser protegida,

en algún graïo, por lvs agentes tiólicos y quelnntes, Con fracciones más pu
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rificadns no conSiguenresultados muyconfiables (erráticos).

Nuestra propie experiencia establece que amboscompuestos: tioglicolato

y EDTíson efectivos vgentes estabiliZIntes y requisitos imprescindibles pa

ra Jeterminar 12 activi4w3'k: g-fLfi sintetasn glandular.

El sistema enzimático utiliza glicocolw y succinil Coficomosustratos

primarios. CuanÑGse emplee succinito. CoáSHy cofnctores, el reniimiento es

bastante más bajo.

Los cstuñios fie requerimiento fiel sistema mitoconfirial glnnñular ¿emues

tran la necesiïaï ”e fosfato le pirifloxal, Co SH, f-TÉy iones magnesio, con

firmando a estos ccmpuestos comocofactores ¿e la reacción. El oxigeno es

también imprescin‘ible parnlw ectiviA1f en cuanto permite la activación fiel

succineto.

Si bien el ¿TRes un cofacter necesario para 13 formación de succinil

COA,el efecto inhibitorio observzflo a Concentraciones mayores ie 10-3Mdel

nucleótico, puefe ser explicaflo por un" inhibición tipo "feel-back", relacio

nando el ciclo le Shemincon el ‘e 1n sintesis de porfirinas (75, 342).

El áciü)S-emintlevúlico es el interme”i3rio comúnen los caminos meta

bólicos que divergen hacia ln sintesis “e porfirinas y purinas.

Comoen otros caminvs ramifica‘os regulados por una retro-inhibición

parece razonable postular que un exceso “e ¿T?. un pro“ucto final de la bio

sintesis ie nucleótilos purinicos pue”e inhibir 1a enzimaque cataliza la pri

mera etapa Je estas secuencias r‘ivergentes.

E1 producto ïe la reacción -8AL¡.— inhibe significativamente la acti

vidad enzimática que lo genera. Este hecho apoya la idea de Kikuchi y colab.

de que los sustratos, glicocola y succinato ambosactivados, forman el ácido

Ciamino %ceto a‘ipico el que se descarboxilaria aún uniflo a la enzima (89).
Bs iecir que las reacciones le conflensación y ¿escarboxilación serían simultá

neas y se realizarian sobre la proteína.

La biosintesis lel segundo intermeliario ee este caminometabólico



- PWG¿ es catalizafla en este teji”o glan'ular por la enzima —fiL¡4ehidrata

sa, que similarmente a lo hallado en to os los sistemas He vija investigados,

está localizaia en el citoplasma, no asociaïa a partículas (46, 103,106,209).

Se demuestra que es una enzima sulfhiïrilica y que incrementa su acti

vidafl en anaerobiosis (Tabla 8).

Los estuiics ‘e caracterización le la g-LLI ñehidratasa le la glándula

de Harfler se liscutirán en la segunía parte ¿e esta presentación.

La existencia le las etapas subsiguientes como¿e las enzimas relacio

nadas se establecen inJirectamente, por estudios con liversos precursores y

variaciomes en las condiciones ¿e los sistemas He reacción.

Fsi, la fracción sobrena‘ante libre fie mitoconfrias, de homogenatode

la glándula de Har‘er, cuan”o se lo incuba con (S-ñLAo 336 es capaz ie cata

lizar la formación le los porfirinógenos conocidos comointermediarios, es

decir, los tetrapirroles reducicos que poseen 8-, 7-, 6-, 5- y 4- grupos car

boxilos en las ca”enas P,(bllaterales le los monopirroles.

Estas obserVaciones ‘emuestran concluyentemente que el sistema sinteti

zante ¿e uro y coprOQOrfirinóqeno, es ‘ecir. los complejos enzimáticos "por

Fobilinógenasa" y "”escarboxilasa" son también solubles y están localizados

en el citoplasma.

Hallazgos que son semejantes a los informados porrxros investigadores

en muydiversos tejidos (46, 109,213).

Cuanio el precursor utifizado es SFLP,sólo se biosintetizan porfirinas

le la serie isomérica III, siempre que se trabaje a 'emperaturas fisiológicas

(25-38°Cl Sin embargo, cuando se incrementa la temperatura a valores de 50

-60° C, si bien el renñimiento es mayor, - para periodos cortos, 3 horas - só

lo se logra sintetizar el isómero I le la uroporfirina, lo que inaica la la

-bilifla4 del ástema formador del isómero III, asi como¿el sistema descarbo

xilante que lleva a coproporfíriufieno.
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Consiguientemente, queaa ‘emostra‘o que la (_-fLA-Dy la Uro'gen sinte

tasa son enzimas termoestables.

La Aisminuciónea Iaformación le norfirinas totales vor altas concentra

ciones He Q—PLL(TaFla 15), presupone una inhibición por sustrato.

Con homogenatos norzlenta‘os y ¡“G como sustrato en cantilades no limi

tantes, se forma conjuntamente con el isómero III, el isómero I del urOpurfi—

rinógeno, sienlo el que se acumula en mayor proporción iespués ¿e largos pe

ríodos ie reacción. Hallazgos similares han sido informados para otros siste

mas biosintéticos (195, 213, 221). Estos resultaAos hacen presuponer que la

Uro'gen cosintetasa, enzima que controla la formac1ón ¿el tipo isomérico III

se inactiva Aurante el curso ¿e la reacción o que el producto la inhibe seleg
tivamente.

Por otra parte, la sobreprofiucción ’e uro I, en tiempos menores, puede

ser explicafla por un exceso ïe sustrato que sobrepasa la capaciñad de sinte

tizar Uro‘genIII.

“ara convalifar la tesis ’e la susceptibili‘añ ¿iferencial al calor

ïel complejoUra‘gen sintetasa-cosintetasa y “escartar la oosibili4ad Je con

sifierar la aparición ‘el tipo isomérico I, comoun artificiole la reacción,

se Dreincuba la reoaración enzimática Sin sustrato a 60° C. Se encuentra que

incubanño aún en cancentraciones ñe “BGlimitantes, sólo aparece comoproñuc

to urOporfirina I, confirmancoasi la termolabiliiaf de la Uro'gen III cosin
tetasa.

El hecho ‘e que aparezcan porfirinas con 8-, 7-, 6- 5- y 4- grupos car

boxilos comopro'uctos acumuladosen 3a transfcrmación enzimática, indicaria

que un mecanignu ¿e fleScarboxilación secuencial similar a1 que Opera en gló

buIOa rojos y en Chlorella tiene también lugar en esta glándula (195,266).

Los estu‘ios ‘e sitesis Je tetrapirroles en función de ¿iferentes Frac

ciones subcelulares del tejido glandular permiten deducir que 91 sistema que
cataliza la conversión ¿e cepro'gen III a orotoporfirina 9 estálocalizado en



mitocondrias, por cuanto el sobrenalante carente de dichas particulas,sólo

acumulacoproporfirina.

Además, la coproporfirinogenasa 4e la dándula ie Harder Presenta un

requerimiento absoluto por el oxigeno, observación que avala lo demostrado

para la mismaenzima ie otras fuentes (lO3) 106).

La presencia ñe una porfirina, tanto en el tejido glandulnr c0moen los

productos biosintéticos. que se comporta cromatográficamente comouna tri

carboxilica, permite sugerir su existencia comointermediario real entre el

coproporfirinógeno y la protoporfirina.

Muyrecientemente, Kenneiy y colab. han logrado ïeterminar la estructu

ra de esta porfirina tricarboxilica comoel derivado 4,6,7-tri ( ficarboxietil)
1,3,5,8 tetrametil 2 vinil porfirina (37).

Los datos aqui presentafos demuestran que la producción Je porfirinas

por homogenatos ‘e la gláníula se Harder es muchomás eficiente cuanio se u

tilizan SFALAo PSGcomoprecursores, que a partir ¿e glicocola y succinil

Co” (Tablas 3,9,13).

Alreoedor ¿e un C;l% ie la raflioactiviñai agregaña en el sustrato gli

cocola es encontraJa en la protovorfirina, después Je la incubación, mientras

que se observa muybuena formación ie porfirinas con cualquiera ñe los otros

dos sustratos(lña50f de transformación).

Por otra parte, Jebiflo a las cantidades pequeñas de g-ALAque se mi4en,

se ¿ebió aiaptar los métoios existentes y poïer asi, meïir variaciones de la
actividañ enzimática.

Varias hipótesis pueden ser planteadas para explicar el comportamiento

ñiferencial de las preparaciones enzimáticas frente a los diversos sustratos.

Se ha visto que la sintesis de Á-ALAestá asociada a particulas mientras

que la de los intermeliarios subsiguientes hasta copro'gen tiene lugar en el

citoplasma, el que se convierte en protoporfirina nuevamenteen 1a mitocondria.

Nuestros resultaños evilencian que no hay problemas de permeabilidad,

consiñerando la compartimentalización existente, para el copro'gen generado

enñógenamente.



En cambio, se pueie admitir que una de las causas ñel bajo rendimiento de la

primera etapa seria la existencia de barreras de permeabiliflad para 1a succinil

Cof agregada al sistema. Para descartar esta posibiliñai se ensayó la técnica

de congelar y Iescongelar mitoconlrias, pero no se obtuvieron buenos resulta

flos, quizás, por inactivación fiel sistema activante.

Si, en cambio, ñiólesultados satisfactorios un pretratamiento con una

mezcla compleja que contiene al agente quelante EDTAcomo ya se comentó.

Un factor muyrelacionaño con el supuesto anterior, sería también la

presencia ¿e una enzima deacilante muyactiva, lo que determinnría una hidró

lisis múyrápida ¿el sustrato agregado.

Granick y Urata encuentran en sus preparaciones mitocondriales de higado

¿e cobayos porfiricos, una potente actividañ le deacilasa, justificando asi

la baja capacidad catalitica observada (116).

La Dresencia Je esta enzima en nuestro tejiflo no ha siio valorada.

Es posible admitir también una labilidafi acentuaña fiel sistema que acti

va al succinato comolo lemuestran los resultaios ¿e 1a Tabla 5.

El hecho de que la adición ie un extracto Je levadura hervido favorece

la reacción, señalaría la presencia ie algún cofactor necesario para la tio

quinasa o sintetasa, o bien la de un inhibidor de la leacilasa.

Por otra parte, la baja actividal detectaia en lagjándula Je Harder en

nuestras condiciones le trabajo puede deberse también, a factores directamente

relacionaios con la 6-ALLsintetasa.

Asi, una extrema labilidal le la proteína, la presencia le un inhibidor,

una vila media muycorta ie la misma(rápifo turnover) justificarian dicha
consideración.

Burnhamy Lascelles aducen que la fi-LLAsintetasa bacteriana es muy ines

table (121) y varios investigadores; entre ellos Tschudyy Kikúchi determinan

que la vi‘a meñia ie la enzima mitoconfirial ie hígado de rata es aproximadamen

te de 70 minutos (118,123).

Otra plausible explicación para nuestros resultados "in vitro" es que la

porfirina presente en alta proporción en los sistemas de incubación, ejerciera

un efecto "feet-back". Es decir, que el procucto —protODorfirina 9 - inhibie



ra la sintetasa que es la primera enzima de esta secuencia metabólica.

Diversos intentos realiza4os —a1 iniciar el trabajo —para eliminar las

porfirinas del sistema enzimático, resultaron infructuosos. Se probaron funda

mentalmente,descripciones selectivas con diferentes adsorbentes (celita, flo

risil, etc.).
ipoyando esta hipótesis se ha señalaño que la enzima es inhibida por he

mina principalmente, aunque Lascelles encuentra también una iisminución de la

actividai He la enzima de Rh. spheroiées con otros tetrapirroles (121-2,144).

Todas las formas de vida pueden controlar la sintesis de los metabólites

para satisfacer los requerimientos lel medio que la rolea.

Esta premisa implica 1a existencia ñe mecanismosregulatorios que mantig

nen el flujo Je los precursores a las velocidades apropiadas.

Úajo condiciones normales, en los sistemas naturales, sólo se encuentran

pequeñas cantidaies de porfirinas, lo que da idea de la eficiencia del mecanis

mode control que opera en la biosintesis de los tetrapirroles.

La glándula ¿e Harder sólo necesita suplir la pequeña cantidad de hemo

requerido en el recambio de las propias hemoproteinas, tales comocatalasa,

peroxidasa y citocromos.

¿ Por qué, entonces, acumula protoporfirina?

Más aúm, no conociéndose hasta el momentouna función biológica para el

acúmulo de dicho metabolito en este tejido.

Nuestros aatos no nos permiten explicar el mecanismoresponsable de la

acumulación.

Unopodría suponer, especulativamente, 1a existencia de una falla en

el sistema regulador ¿e la biosintesis de porfirinas en la glándula de Harder

de los roedores, que coniuce a una sobreproducción de protOporfirina 9. Una

acumulaciónsimilar ie porfirinas se observa en la protoporfiria eritropoyéb'\
tica humana(343,344).

Otra justificación plausible, sería una deficiencia en la captación Hel

hierro, en la molécula ie protoporfirina. Entre los varios factores que podrian

pneyenír esta incorporación podemosnombrar: una defectuosa incorporación del

hierro a 1a porfirina por la enzima quelante, una deficiencia de Fe en el te
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jido, un mecanismoiefectivo 4e la absorción, transferencia o movilización del

metal dentro de la célula.

Los estudios histoquimicos de Cohn, quien obtuvo resultados negativos de

la presencia ie hierro en la glándula, estarian en concordancia con esta últi

ma suposición (28).

Muyrecientemente, Wetterberg y colab. encuentran que la aparición de

las porfirinas coincide con la maiuración de respuestas corticales evocadas a

estímulos visuales. Sin embargo, desconocen si hay una relación funcional en

tre la maduración iel sistema visual y el conteni4o Dorfirgmico de la glándula

o si es simplemente una coinciíencia.

Sus observaciones les hacen sugerir que la glándula ie Harder poiria ac

tuar comoun fototransductor secuniario (extraretinal) en ratas ciegas.lIna

posibilidad seria que las porfirinas de la glándula permitan la conversión le

frecuencias ultravioletas por debajo ¿el umbral perceptivo-a frecuencias den

tro del rango visualC345-315 2)

Ciertamente, es necesario un mayor cúmulo ie información acerca de la

sintesis del hemoen este tejido, para establecer el mecanismoreal de su re

gulación, y explicar el porqué y el para qué de esta acumulación.
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Obtención, purificación y propiedades



8-¡.M I N O L E V U L I N I C O D E H I D R A T A S A

En la primera parte de Resultados presentamos evidencias experimentales

que demuestran que el caminobiosintético ¿e los tetrapirroles en la glándula

¿e Harder de ratas es similar al descrinto en otras fuentes naturales.

Con el objeto de clarificar el mecanismoresponsable de la acumulación

de protoporfirina en este tejiïo, consiieramos interesante efectuar estudios
sobre las activiia?es catalíticas ¿e las enzimas involucradas en su caminome

tabófico. Para ello, y comoparte ie un trabajo comparativo, efectuamos la ais

lación y purificación ¿e 1a é-AL¿ iehiflratasa, enzima que cataliza la conden

sación de dos moléculas {e é-íLfi para formar porfobilinógeno, la primera es

tructura cíclica y el más simple ie los pirroles de esta secuencia.

Esta enzima tiene asignalo el nombre ¿e 5 aminolevulínato hijroliasa

(adicionante del ácido 5 aminolevúlico y ciclizante (EC 4.2.1.2é) por la Comi

sión de animas Ïe la Unión Internacional ¿e Tioquimica, aunque se la conoce

como S-“Lfi ñehiJratasa o más simplemente "dehidratasa", denominaciones que

elegimos por razones ¿e conveniencia.

Se sabe que esta enzima está ampliamente Histribuída en la naturaleza.

Ha sido purificaía ¿e higaño ¿e buey (163), eritrocitos ‘e pollo (166), kh.

spheroides (121), bacteria propíónica (171), eritrocitos humanos(174), higa

do y bazo ¿e ratones (175) , hojas ¿e trigo (162), conjuntamente con la de es

te trabajo, ¿e levafura (lll), hígado Je vaca (178), y más recientemente ¿e

callos ¿e semilhs-Q soya (182), hongos Ustilago sphaerogena (181) y hojas de

tabaco (177). Existentes diferencias entre las numerosas dehidrasas informadas

¿e acuerdo a su origen, por lo que los estudios realizados con la de este ma

terial permite su comparación.

L C T I V I 3 L D D E o-— Á L A D E H I D R A T A S A

La velociïad le la reacción enzimática se determina por el método colo

rimétrico, con el reactivo ¿e Ehrlich modificado (108), midiendo la absorción

a 555 nm proñuciña por el producto formado.
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Este pegcttvá que contiene p-ñimetil-amino-benzaldehido en medio ácido

forma un compuesto rojo de concensación con sustancias monopirrólicas que poseen

una posición Kno sustituida que absorbe a 555 nm.

El sistema ¿e reacción, descripto en Métodos, se preincuba generalmente

l hora con el activaior tiólico y luego de incubar con el sustrato seefectúa

la colorimetria y se expresan los resultafios utilizando el coeficiente de ex

tinción molar ieterminaño según Métodos (sección VI-b).

Unida4 enzimática”

Se expresa como1a cantiiae de enzima requeriña para catalizar la forma

ción de l nmol le porfobilinógeno (PÉG)por hora, en las coniiciones experi
mentales ietallaïas.

Actividad especifica

Se expresa comounidades por mg de proteína, en las confiiciones standards.

P U R I F I C f C I 0 N

El procedimiento tipo que se siguió en los ensayos de purificación para

la obtención ie las fiiferentes fracciones enzimáticas así comolcs resultados,

son los que se ietallan y resumen.

Todas las Operaciones se realizan en un rango de temperatura que oscila

entre O y 40°C, salvo mención especial.

I.- Extracto cruóo

Se parte de 12 g de peso húmedoie tejido glandular, recientemente di

sectado o conservaáo en congeladora a —16°C,y que provienen de aproximada

mente 50 ratas. Se usan en la mayoria de los casos, ratas machos de 300 g

de peso, nor cuanto la presencia de esta enzima no es función He la edad en

los animales aflultos, lograndose asi mayorcantidad de material.

El tejido se homogeñniza en mortero y pilón, con sacarosa 0,25 Men

una relación ¿e 1:10 (p/V) como se describe en Métodos. La suspensión se

centrífuga a 700 x g ñurante lO min, descartániose el precipitaio que con

tiene núcleos, células enteras, restos celulares y arena. La activiiad ca
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talitica de la fracción sobrenafiante que se ïesigna como"extracto crudo", se

toma comopunto ie partida del proceso de purificación.

II.- Centrifugación ñiferencial

El extracto crudo Fe la etapa anterior se somete a una centrífuga

ción diferencial siguiendo esencialmente la metodologia de Hogebogm

-Schneider (315). El sobrenadante de 700 x g se centrífuga a 10000 x g

durante 3C minutos y el sedimento de mitoconïrias obtenido se lava 2

veces con la mismasolución de sacarosa. En esta etapa, trabajanio a ba

jas temperaturas, entre O y -2°C, es posible ¿escartar una capa lipúïica

congelada que aparece en la superficie Hel liquido. Su eliminación es

muyconveniente, por cuanto su presencia interfiere en las centrífuga

ciones ¿el fraccionamiento salino que se llevan a cabo posteriormente.

Cuanlo se prueba activiiañ en 1a fracción mitocondrial las partículas

se suspenïen en buffer fosfato 0,134 H pH 6,8 en un Volumental que lml

de la suspensión resultante contiene las mitocondrias correspondientes a

0,5 g d glán4ula. El sobrenadante ¿el homogenatolibre de mitocondrias

(sobrenadante le 10.000 x g) es a veces centrifugaio a 78.000 x g por 60

minutos en una ultracentrifuga preparativa (Spinco model L. rotor 30).

En los sobrenalantes comoen los sedimentos de ambas centrifugaciones se

determina activiñad enzimática.

Los precipitaños, particulas mitocondriales y microsomasobtenidos

por centrifugación a 10.000 y 78.000 x g respectivamente, no muestran ac

tividaj de dehidrasa y por lo tanto se descartan. Los resultados pueden

verse en la Tabla 7, correspondiente a la primera parte de resultados.

La mefiición Je activiaafl en ambos sobrenadantes permite evaluar más ¿e

un 95%Aela actividad inicial, ratificando asi que en este tejiüo la

g-fiLL dehiiratasa es una enzima "soluble"

III.-Fraccionamiento salino

Para delimitar la zona de precipitación le esta en¿ima con sulfato

de amónio se efectuaron ensayos previos probando diversos rangos de frac

cionaniento. Se ensayaron primeramente, zonas amplias 0-35, 35-50, 50-70,



70-90, que luego se acotaron en rangos de 10 en 10%fle saturación. En fun

ción de los resultados que se presentan en Tabla 16 y Fig. 16 se adopta el

procedimiento que se fetalla.
El sobrenaJante libre ¿e mitocondrias se lleva a 30%de saturación

con sulfato ie amonio sólido. Este agregado se hace lentamente, para pre

venir co-precipitaciones, con agitación mecánica. Se ñeja reposar 30 min,

para completar la preciaitación y se centrífuga a 10.0C0 x g durante 10-15

minutos. f la solución sobrenaiante se agrega sulfato de amoniosólido pa

ra obtener una saturación final ie 55%y luego 4' estacionar y centrifugar

30 min, el sobrenaiante remanente se lleva a 70%de saturación, descartánag
se el sobrenañante.

A lo largo de todo el fraccionamiento, el pH se controla y mantiene

a neutralidad vor el agregafio Je gotas ie KCH2 N.

Todos los precipitaños se guarfan congelaños y cuando se ensayan

para activida” se suspenden en el minimo volumen de buffer fosfato 0,134 M

pH6,8. El material insoluble, si oresente, se elimina por centrifugación.

La medición de la activit."a en caca uno ie estos precipitados demues

tra que la fracción más activa corresponie al ranco 30-55%de saturación.

Se decidió ñescartar el precipitado entre O y 30%puesto que si bien mues

tra alredeñor Fe un 15/ ie la actividad original la gran cantidañ de pro

teina presente lisminuye sensiblemente el grado de purificación. El preci

Pitado ¿e más Ïe 55%¿e saturación, muchomenor, no presenta actividad en

úmática significativa, sor lo que el sobrenadante fle la segunáa precipita

ción salina se descarta también, en la metofologia habitual.

IV.-fdsorción y e1ución-Gel le fosfato ¿e calcio

Para llevar a cabo esta etava de vurificación la concentración de

oroteïnas de la solución enzimática que precipi+a entre 3o y 55%¿e satura_

ción se regula siemwre'a -a}re"efior de 6-3 mg/ml con el mismobuffer fosfato.

A caia volumen de solución enzimática se le añañen 0,5 volúmenes ne

gel ¿e fosfato tricálcico envejecido. El adsorbente usalo tiene una concen

tración ie 30 mg/ml. En ensayos nilotos se habia encontrado que cuando se



Tabla 16

FRACCIONAMIEM‘O SALIR) DE LA é-ALA DEHIDRATASA
En las diferentes fracciones suspendidas en buffer fosfato
0,134 1 pH 6,8 se m1ue actividad segun se describe en Mito
dos. La actividad en cada una de las fracciones ae expres;
comopor ciento de la actividad total recuperada.

Fracción de saturaciáz Activid d Actividad enpecíficn

J Unidades/mg

0,0c - 0,30 15 C,8

0,30 - 0.40 39 1293

0,40 - 0,50 22 27,7

Ï_',(D- ,4

1\

o\° 90‘

a
‘á 75
í
F
Í eo 
«íJ
m ¿»S-
D

z .
9 30...
U

‘i
(y 4‘5 .
LL

o .4, inf l 1 ' . A A0.40 0.90 se“

GRADO DE SATJKACKDN SALANÁ

FIG.16._PREC|PITACION DE LA (SALA DEHIDRATASA._

FRACCK»J DE LA ACTHWCAC (56)
RAM-gos DE. sA-xukggm‘fl. LAS CONLJCK‘NLL {JLN LAz. LE -A'E’AELA ¿6.

(120? iki- mi; EN 5"“ ¿E LO;



- 102 —

usa gel ¿e fosfato Je calcio envejeciio (3 meses a l año), la proteina

es aisorbiia efectivamente por el gel.

La mezcla se agita mecánicamente 1urante 10 min, y el gel se reco

lecta por centrifugación a 10.0C0 x g por lC min. Este proceso se repite

dos veces y los sedimentos se reúnen para proceíer a la elución.

Después ¿el tercer tratamiento consecutivo no se detecta actividad

en el sobrenadante. La proteina enzimática selectivamente adsorbida, se

eluye por sucesivos agregaños de pequeños volúmenes (2-4 m1) de buffer

de fosfato 6,134 Mconteniendo sulfato He amonio en cantidad equivalente

a 5%¿e saturación. Las suspensiones se agitan iurante 15 min y se centri

fugan. Generalmente 3 elucíones son suficientes para lograr máximadesorp

ción en el menor volumen. Este proceso pueie seguirse por lectura espec

trofotométrica de las proteinas a 280 nmen los eluidos. La recuperación

¿e la actividad enzimática respecto de la etapa anterior es muybuenaalo

grándose hasta un 95%de renñimiento cuanio se efectúa una cuarta elución.

Sin embargo, se prefiere tenerrfliuciónes más concentradas, alcanzando un

rendimiento promeñio Jel 80%.

La purificación que se obtiene es aproximadamente de 25 veces respeg
to del extracto cruco.

En esta etapa resulta conveniente combinar varias preparaciones pa

ra su posterior tratamiento. Los eluidos reunidos se concentran por preci

pitación con sulfato de amonio a 55%de saturación o por presión reducida

a través denembranasviscosas a 0°C (tubos de diálisis). Las preparacio

nes enzímáticas son estables por lo menos 3C dias cuando se las conserva

en conqeladora a -16°C.

Filtracifin por gel

Los eluidos del gel ¿e Fosfato de calcio se someten a continuación

a una separación cromatográfica sobre geles. Para ello, los eluidos eon

centrados se aplican a una columna ie Sephadex G-lOOpreparada según 5€

uescribe en Métodos. Ensayos previos, mostraron que, bajo nuestras condi

ciones de trabajo, soluciónes enzimáticas ie 2 ml conteniengo 10 a 14 mg
de proteinas son necesarias para obtener una buena separación por gel.
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Con esta concentración de proteinas se logra máximapurificación. Cuando

se usan concentraciones menores, el rendimiento lograio es también menor,

mientras que a mayores concentraciones no se obtienen buenas resoluciones.

La elución ¿e la columna se realiza con el mismobuffer de equilibrio,es

decir, buffer fosfato conteniendo ClK 0,1 Ma pH 6,8 recogiéndose frac

ciones de 3 ml. El flujo se regula usualmente a 12 ml por hora. La elu

ción de las proteinas se controla miñienco la absorción en la zona ultra

violeta a 260 y 280 nmy la activieai enzimática.

Las proteinas eluiflas presentan una iistribución que está repre

sentada en la Fig. 17.

La fracción activa se eluye en un único pito proteico (fracciones

42 a 57 ml) que es, además, el mayor en cantiñai, apareciendo un conta

minante proteico inactivo con el frente ¿el solvente y en algunas oportu

nidades otro más pequeño iespués del pico principal.

Se reúnen aquellas fracciones que contieneibuena actividad de SLLLA

dehidratasa —1asque están señaladas en el gráfico con una línea entre

flechas - se evalúan y concentran.

La activiñad especifica que se obtiene varía entre 790 a 890 unida

des por mgie proteinas en diversas preparaciones. La actividad específi

ca máximaque se logra en fracciones únicas es de 1,100 y representa apro

ximadamente190 veces la purificación.

El iato que figura en la tabla general para esta etapa constituye

un valor promeñio ¿e varias columnasrealizadas con diferentes cantida

des de proteinas. En esta etapa se recupera aproximañamente el 60%de la

activifiañ sembrada en la columna.

Una recopilación de los ñatos y resultados ¿e un proceso de purifi

cación tipo puede verse en la Tabla 17.

fiesumienflo, podemosconcluir que se logra una purificación de la en

ima 8- La iehidratasa de aproximadamente 150 veces el extracto crudo de

la glándula de Harder de rata, con un rendimiento del 26%.

Después de la última etapa descripta no se intentaron otros proce

dimientos de purificación debido a la limitación en 1a cantid d de pro

teinas.
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En el curso de estos estudios se probaron además, otras técnicas

de purificación.

Desnaturalización térmica diferencial

El sobrenadante libre de mitocondrias se somete a un calentamiento en

el rango 56-60°C durante 5 minutos. Inmediatamente se enflria en baño de hielo,

se centrífuga lO min y se determina actividad. Si bien se encuentra que hay

purificación —alreñedor de li vez- el rendimiento es muybajo. La poca repro

ductibilidad de este paso y la inactivación considerable que implica,determi

naron la no elección de esta técnica.

Diálisis

Los sobrenadantes de 1C,OOOo 78.000 x g se ¿ializan durante 24 a 48 hs.

contra agua destilaña. Se observa precipitación y buena pérdida de actividad

(i 50%) por lo que también se la desecha.

7 R O P I E D A D E S D E L A Á-— A L A D E H I D R A T A S A

En el estuflio “e las propiedades de la enzima se utilizan las fracciones

eluidas de las etapas IV y V ie purificación, salvo que se indique especialmente.

I.-PU]{EZ¡=.

El único producto formado por la enzima es PSG, como se demuestra por

el cromógenoque da con el reactivo ie Ehrlich, su Rfcaracteristico de 0,48
en el sistema butanol:acético:agua y la carencia total ie porfirinas fletec

tadas por fluorescencia en el sistema ¿e incubación.

Los diferentes extractos enzimáticos obtenidos en cada una de las e

tapas delproceso deïpurificación se sometena un estudio electroforético

sobre columnas de gel de polianrilamida para determinar el grado de purifi

cación (Fig. 18). Antes de ser corridas electroforéticamente,tanto en gel

de poliacrilamiia comoen gel de almidón . las fracciones enzimáticas de la

última etapa ¿e purificación con actividad específica mayor de 600 U se re

únen y concentran por diálisis inversa contra Carbowax20 M, según metodolo

gia de Kohn(340). Las soluciones se colocan en tubos de diálisis o papel
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{e celofán y las bolsitas cerradas se recubren con polvo seco de polietilen

-glicol, hasta que se logra la concentración deseada, generalmente lO veces.

Todas las muestras, en sacarosa 0,5 M, se aplican sobre los geles de po

liacrilamila, se corren, tiñen, y ñecoloran según se indicara en Métodos(sec

ción XVI-a) . En la figura 18 se ven los corrimientos ¿e tres preparaciones co

rrespondientes a las etapas II, IV y V. La enzima más purificaña (etapa V) de

muestra ser monodispersa en gel de poliacrilamida y migra hacia el ánodo tam

bién comoun único componente, en gel le almi ón a diferentes pH. Ambosresul

tados son coherentes con el comportamiento ¿e una proteina homogénea.

Cuandoa la proteina enzimática le la última etapa concentrada se la re

cromatografïa sobrecolumna de Sephadex G-lOO, se obtiene un solo pico neto

de proteina que coincifle con la actividad enzimática, no habiendo incremento

significativo de la actividad especifica. Todosestos resultados apoyanel cri

terio de pureza de la proteína aislada.

Es ie hacer notar que la S-¿LL dehiñratasa de la glándula le Harder así

obtenida, muestra la mismamovilifiad electroforética en gel de almidón que las

provenientes de higado de vaca (178) y de callos de semilla de soya (182);

II.- E S T A B I L I D A D

a) Conservación} La actividad catalítica ¿e la flehidrasa glandular no se

afecta apreciablemente por conservación en congeladora. La preparación que

se obtiene ieSpués ¿el fraccionamiento salino es estable durante a meses

cuando se guarda el precipitaio a -l6°C. Comola flisponibilidad del mate

rial r1-epartida (ratas) no era regulable se la conserva en ese estado,

siendo luego purificada para su ulterior uso. Sin embargo, cuando el pre

cipitado es sometido a congelamientos y descongelamientos sucesivos, la

preparación pierde actividad, cerca nel 40%, después de 5 tratamientos.

La fracción enzimática más purificada es inestable en soluciones di

luidas. En soluciones concentradas, tanto esta preparación comola de la

etapa IV, conservan actividai sin mayores pérdidas, durante 2 semanas,

guardadas en congeladora.
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b) Estabilidad térmica: Se realizan estu4ios de estabilidad térmica enzimática,

precalentanño la enzima a varias temperaturas por periodos de 15 y 30 minutos

(Tabla 18)

La activiflaí resiñual Jespués 4e los calentamientos se determina en las

condiciones normales. Si se toma comovalor control el de la enzima precalentaa
da a 38° C se pueñe apreciar que la ïehiñratasa glaniular es poco afectada por

la temperatura. Calentada a 75° C aún retiene muybuena ectivila‘. Un calenta

miento a 85° C proïuce la inactivación total le la enzima ya a los 5 minutos.

T a b 1 a 18

ESTABILIDAD TERMICA DE LA
541.; DEHI’DTiJTASA

Las mezclas ¿e reacción habituales contenien o la fracción enzimática de etapa
IV (0,6 mg) se precalientan a las ‘iferentes temperaturas y por los tiempos
indicados. Luegode incubar se ¿etermina la actividad residual y se expresa

.como nmoles ¿e PBGformados por hora.

Temperatura Tiempo ¡ctividad resiïual
°C min. nmoles/h

39 15 °3

3“ 86

60 15 76

30 71

75 15 69

3Q 57
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c) Diálisis: Cuandolos sobrenadantes de 78.000 x g se dializan contra a

gua destilada por más de 24 horas se comprueba un efecto de agregación y

precipitación de la enzima activa. La actividad, además, disminuye Signi

ficativamente.

-C U R S 0

9

É E R E A C C I O N

La formación de PÉGa partir de SÉDLAse mide como una función del

tiempo de incubación tanto en preparaciones cruzas comoen muypurifica

das (Etapa V). ¿mbas fracciones muestran velocidades lineales por al me

nos 90 minutos que es el tiempo máximo estudiado como puede verse en la

Fig. 19.

C 0 N C E N T R A C I O N E N Z I M A T I C A

Se estudia la velocidad de la reacción en función de la concentra

ción de enzima en un amplio rango. Los resultados están representados en

la Fig. 20 e indican que la cantidad de PSGformado es directamente pro

pordonal a la cantidad de enzima agregada. El rango estudiado comprende

desde 0,1 mg hasta 1 mg ñe proteina proveniente de la etapa IV de purifi

cación.

P R E I“N C U 7 fi C I 0 N C 0 N C I S T E I N A

Para comparar Con ¿—ALAiehidratasa de diversos tejidos animales que

son activadas porleactivos sulfhidrilicos, se estudia el efecto de estas

sustancias sobre la enzima glandular.

Se observa que el incremento ¿e la activiiad catalítica es mayor

cuanño se preincuba la enzima con el reactivo tiólico,que cuando dicho

compuesto es añicionaio simultáneamente con el sustrato a 1a mezcla de

reacción.

En la Fig. 21 se representa el curso de reacción de la preactivación

de la enzima por cisteina 0,01 M. El aumento es lineal hasta los 15 min y

se obtiene completa activación a los 60 minutos de preincubación.

El efecto ¿e la concentración de cisteina sobre la activación enzi
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VI.

mática puede verse en la Fig. 22. Hay un incremento de la velocidad de

preactivación con el aumentode la concentración del reactivo tiólico,

que se hace máxima a una concentración aproximada de cisteina 0,01 M.

El glutation reducido tiene la mismaefectividad. Deestos resulta

dos se selecciona el tiempo de preincubación de 60 min con cisteina 0,01M

para todos los ensayos de rutina.

T'E‘M‘P E R A T U R A

Para examinar el efecto ¿e la temperatura de incubación sobre la

velocidad de reacción, los sistemas a ensayar se activan con cisteina

durante l hora y luego de agregar el sustrato se incuban a las diferen

tes temperaturas. En cada ensayo se determina el producto formado en estas

condiciones (Fig.23). Se observa máximaactividad a los 55° C y el gráfico

de Arrhenius de los datos obtenidos, consigna una energia de activación

de 11.000 calorias por mol. (Fig. 24).

VII.«!-pH OPTIMO

Se utilizan diversas series de mezclas de reacción a diferentes con

centraciones de ión hidrógeno para estudiar 1a dependencia de la reacción

enzimática con el pH. En cada caso 1 m1 ¿e los siguientes buffers: fosfato

0,134 Mcon valores de pH entre 5,8 a 7,8: acetato 0,1 M- pH 4,8 a 5,6 

y Tris-HCl 0,1 M-pH: 6,6 a 7.8- sustituye el buffer usual en la mezcla

de incubación. El pH real de cada ensayo se mide después de agregada la

preparación enzimática.

Se obtiene una curva tipica ce iependencia de la velocidad de reac

ción con el pH. El valor máximode actividad catalitica corresponde a

pH 6,8 en buffer fosfato (Fig. 25). A pH 7,8 la enzima retiene más de un

60%de su activiñad, mientras que a pH ácidos se encuentra una declinación

muchomás marcada de la velocidad de reacción.

En buffer Tris 0,05 Mla actividad máiima se halla también a1 mismo

pH pero se observa una inhibición de aproximadamente 30%. En este buffer

a pH 7.4 1a enzima se inactiva casi completamente.
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VIII.- C O N C E N T R A C I O N D E S U S T R A T C

Se analiza la flenenlencia ¿e concentraciones variables de sustra

to sobre la velocidaï Je reacción de la dehiiratasa. Los estuíios se llevan a

cabo con enzima purificaia (etapa V), preactivada y con concentraciones ini

ciales de sustrato que varian entre 10-4 My 10-3M . Se mide 1a formación de

3Gen función del tiempo y se extrapola gráficamente la velociñad inicial.

Los valores obteniños y graficados según Michaelis-Menten nos muestran una

relación hiperbólica normal para el rango le concentraciones usado en buffer

fosfato 0,067 H pH 6,8 y 3 °C y cuya representación puede verse en la Fig.26.

Por la aplicación del métoño de Lineveaver y Üurk (346), 1a graficación

de las inversas de ambas variables: V y S establece un valor para 1a cons

tante de Michaelis de Km= 3,6 x 10-4 M y una V máx = 2,2 pmoles de PÜG/mg.h.

(Fig.27).

IX.- E S T E Q U I O M E T R I A D E L A R E A C C I O N

Se examina la conversión fiel ¿LALAen porfobilinógeno por la SALA

dehidratasa glandular midiendo la íesaparición del sustrato y la formación del

monopirrol.

La Tabla 19 representa los datos obteniáos, los que permiten ratificar

que la reacción guarda una relación de 2 moléculas ie S-ALAconsumidos por 1

molécula de P3Gformaio y que el único proiucto sintetizado es el porfobilinó

geno, puesto que corrido cromatográficamente en 3 uOH: H2Ocon PÍG de referen

cia da una sola mancha, con un Rf daracteristico de 0,48 similar al descrip
to en la literatura (323).

X.— E F E C T O D E R E A C T I V O S S U L F H I D R I L 0 S

Comotodas las 3-ALAdehidratasas de diferentes tejidos y organis

mospresentan la caracteristica común¿e ser enzimassulfhidrilicas se reali

zan diversos análisis de rigor en esta clase de estudios. Asi se examinael

efecto ie compuestos que activan e inhiben proteinas enzimáticas que poseen

grupossulfhidrilos.
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T a b 1 a 19

E S T B Q U I C V B T R I Á 5 E L Á R E A C C Ï O N

La mezcla “e reaccifin'se activa e incuba en confliciones normáes furante una
hora a 38°C. Enzima utilizaña: 0,7 mg ¿e proteina de la etapa IV. E1 PÏG sinte
tizado y el ¿LALLremanente, previa formación iel pirrol correspondiente, se
dosan con el reactivo le Ehrlich según lo lescripto en Métodos.

Tiempo de incubación ¿ELApresente pgs sintetizado
minutos pmoles ymoles

O 0.5 —

CC 0,31 6,089

Diferencia 0,19 0,089

a) Activacign_:

Ya se ha mencionado que es posible meñir activi4ad de ¿LLLAflehidratasa

en los extractos crudos de 1a glándula de Harder sin el agregado ¿e acti

vador alguno le grupos sulfhiñrilos (Tabla 7 en la la. parte de Resultados).

Sin embargo, cuanflo se prueba activiflad de las preparaafiiones enzimáticas

obtenidas después de la III etapa le purificación no e: posible detectar

activiñad, salvo que se le adicionen y preincuben con un reactivo tiólico.

El agregado ie cisteina 0,01 Mal medio de incubación y su preincubación

con la enzima durante 60 minutos permite medir actividad en las fracciones

más purificadas y produce además, un incremento del 25 al 30%del proiucto

formaio cuando se incuba con homogenatos (Tabla 20).

El efecto de diferentes concentraciones del reactivo sulfhidrilico
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T a b l a 20

A C T I V A C I O N “ 0 R É R B I N C U B A C I O N

C O N C I S T E I H A

E] sistema Ae reacción con 1as fracciones enzimáticas inñica‘as se preincuban
1 hora con o sin reactivo tióIico y lucho ¿e agregar el sustrato e incubar se
miñe el DSGFormnïo. Las otras condiciones son las standards.

Fracción enzimática CiSteina PorPObilinógeno
ymoles nmoles/h.

Extracto crudo C 50
(11 m9)*

20 63

Sobrenadante le 19. “P x g O 60
( 7 mg)?

20 79

Bluido ae (P04)2Ca3 c e
(0,3 m9)*

20 SÜ

* Las canti‘ages exeresan mg Je aroteinas incubañas.

y el curso de reacción de la preincubación han sido ya comentaños y los resul

ta”os están representaios en las Figs. 21 y 22.

Se examina no sólo la activación por cisteína sino también por otros

protectores ¿e qrupos sulfhiirilos, tales comoglutation re‘ucido y F>—mercap—
to-etanol. Los compuestostiólicos presentan similar efectivi“aï en este pro

ceso de activación, logránñose el máximovalor a concentraciones entre
3— —2

5 x 10 y 1o M.

b) Inhibición

Se llevan a cabo estu4ios con compuestos que reaccionan con grupos

sulfhidrílicos, Para ello se utilizan reactivos de alta o mediana especifici
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ñaJ que interactúan ¿e Jiferente manera con ¿ichos grupos, ya sea por alquila

ción, por formación de mercantiflas o nor oxiJación a uniones Jisulfuros (347-8).

Consiñeranño que las fracciones enzimáticas más purificaJas no muestran activi

dad a menos que se las active previamente se necide trabajar con preparaciones

menos puras. E1 sobrenadante de 10.000 x g de los homogenatos de la glándula

es una de las fracciones que no necesitan preactivación y es la utilizada en

todos estos ensayos.

Las mezclas He reacción conteniendo la enzima y sin sustrato se preincu

ban durante diversos tiempos: 5- 15- 3C y 60 minutos a 38° C en presencia o au

sencia de diversas concentraciones de reactivos tiólicos. Despuésdelaïuein

cubación se les agrega el sustrato, se incuban y se determina la actividad re

manente.

En la Tabla 21 se presentan los resultaios de ensayos preincubados 15

minutos, tiempo que se adopta comobase para los posteriores estudios relacio

nados con los grupos —SH.

Todos los compuestosensayaíos, inhiben la activifial catalítica de la en

zima glandular. J concentraciones ¿e 10-3H lo hacen totalmente. Cuando se tra

baja con concentraciones ¡e 10-4H le p-CM"y DTM?(alta especificidad) muestran

ser aún potentes inhibifiores, mientras que las mismasconcentraciones ¿e i030

ncetamifla y NEHI lo son, pero en menor 3ra“o.

Se efectúan también estudios de reversión ¡e la inhibición profucida por

estos compuestos. Los resultados se resumen en la Tabla 22.

Se observa que la inhibición provocaía por el p-CMEpuede ser revertida

completamente por la adición simultánea al sistema de incubación de una canti

dad equimolar le cisteína. ¿demás, se encuentra que si el agregado del activa

ior se efectúa 15 min. después de la preincubación con el inhibilor, sólo se

logra una reactivación de aproximaflamente45%(correspondiente al experimento

señalado con asterisco).

En los ensayos con ioioacetamiia, DTN3y NBHIel efecto cs revertiúo

parcialmente y en diferente graño según el inhibidor probaio.



T a b 1 a 21

I N H I 3 I C I O N P O h R B A C T I V O S T I O L I C 0 S

Las mezclas de reacción conteniendo 4 mg ¿e preparación enzimática de la etapa
II en buffer fosfato 0,067 M se preincuban con las concentraciones de inhibi
dor indicadas “urante 15 min. Luego le incubar se mide la activiïad remanente,
la que se expresa comoinhibición porcentual respecto ie la actividañ de la en
zima que se Dreincuhï en ausencia de reactivos tiólicos.

Inhibilor Concentración Inhibición
Molar Z

p-cloro-merauri-Ucnzoato 10-3 100
z, '\ _(Ú-C.5; 4

. . . . . -35-5 iitio bis ác.n1troben201co lO 100
DT“! -4( 5) m 84

. . . ., -3n-etil-maleil-imi P 10 95
I‘IEWT -4

( ) 10 35

IoaoacetamiJa 10-3 99
—4

10 53

Glutation oxifr'o 10-3 98
GSSGÉ -4

( ’ 10 92

En cuanto al glutation oxidado tanto a concentraciones ‘e 10-3“ como

10-4M,resulta un inhibi‘or potente, pero pueñe ser revertiflo totalmente por

adición de cisteina.

ToJas estas inhibiciones y reactivaciones ñiferenciales probablemente

inflican 1a afinilañ relativa de los grupos -SH por los reactivos ensayaflos.

Es eviñentc, esi, que la actividai incrementada por cisteina de las freg

ciones de sobrene‘antes ie homogenato, comola inhibición y 13 reversión pro

vocada por Hiversos reactivos tiólicos establecen que esta enzima es también
sulfhiflrilica.
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T a b 1 a 22

INHIRICI H Y REVERSION POR R LCTIVOS SULFHIDRILOS

La mezcla de reacción usual con 4 mg ¿e proteína (etapa II) se preincuba
por 15 min. con c1 inhibidor en presencia o ausencia fiel activador simultánea
mente, antes del agregado del sustrato. Después de incubar se mifle la activi
ñad remanente. La inhibición pro‘uci”a se expresa comoporcentoje, comparándo—
se con un control sin agregaio ¡e reactivos tiólicos.

Tnhibi’or fiición Inhibición
%

p- CM” 10-4 r 90
. -4" " Cisteïna JO M 2

I -4
’ " Cisteina 10 *M 53

-4
DTN7 10 Y - 84

—l1
" " Cisteina lO M 7o

NEMI' 10’4 H — 35
-4

" " Cisteina 10 M 10

. -4
Iodoacetamida lO H - 53

—4
" " Cisteina lO M 38

esse 10’4 v — 92

" " Cisteina 10‘4 H o

* E1 activador se agrega 15 minutos después r“e 1a preincubación con el inhi

hidor.
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x1.— E F E C T 0 3 E c n T I o N E s Y A N I o N E s

Se analizan los efectos {e diversas sales ¿e metales pesados, alca

linos y alcalinos térreos, tanto en fracciones purificadas comoen extrac

tos crudos y se comparan sus resultados.

Varios iones de metales pesados inhiben la actividai catalitica de

1a gÁúLA¿ehidratasa glandular y los resultaios de su acción se presen

tan en la Tabla 23.

T a b 1 a 23

EFECTO DE METALES Y QUELANTES

Las condiciones de ensayo son las descriptas en Métodos, salvo el agregado de
los diferentes compuestos. Enzima utilizada: 0,5 mg de etapa IV. Se toma como
unidad comparativa el valor:h1 ensayo control en condiciones standards.

Lñición fctiviiaflrelativa

Control - 1

+ -15‘
Cu+ 10 3 M — 10 ' H o

++ -3 -4
HG 10 M — 10 N o

vb++ 10-3 v 0,1

AU+ 10'3 y o

-3 v
EDTA 10 a 0,05

u . . ... -3 ,
(y, n( 'Ïlplrlnllo 10 b. 1

. . -3
8 H0-qu1nolina 10 H 1

Los iones Ag (I), Hg (II), Pb (II) y Cu (II) en concentraciones va
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riables entre 10-3 y 10- Miemuestran ser potentes inhibidores de la

S-fLA Behiiratasa, nuesto que se observa un decremento prácticamente to

tal "e su activiia”. C©(II) no tiene efecto significativo.
La naturaleza sulfhiflrílica le la enzima —¿emostraia en la sección

anterior - poiria explicar la inactivación de su activiiañ catalítica Dor

estos metales aesados.

Sin embargo, las altas concentraciones de los compuestos usados no

permiten asignar un significado especifico único a ese efecto, que podría

aroñucirse por otros mecanismosque no involucran sulfhidrilos activos.

El ión Hg comocloruro nresenta efecto inhibitorio en muchomenor

grado y sólo se lo observa cuanJo se emplean concentraciones mayores que

las ensayalas para los metales pesados (Tabla 24). Sin embargo, cuanño

este catión a concentración equimolar se usa comosal fiel anión sulfato

se encuentra que el efecto es onuesto, es ñocir, de activación.

Resultaios similares a los ¿el ión Mgse obtienen cuanflo se anali

zan estos aniones con iones monovalentes (amonio y potasio).

De este comportamiento ñual se ieluce que a las concentraciones en

sayañas, el efecto inhibitorio se proiuce por el ánión cloruro, mientras

que el sulfato activa, iniereniientemente iel catión que lo acompañe.

KCSÜGCtOfiel efecto Je los cationes a las concentraciones estudia

Aas, se vc que las Aiferencias en el woflerinhibitorio ie los ñiferentes

cloruros son poco significativos, máximesi sc consiAeran los cationes
, + + ++

¿e carácter tan divergentes comoel K y el NH4 frente al Mg ensayados.

XII.— E F E C T 0 D E A G E N T E S Q U E L A N T E S

Si bien la enzima no parece requerir la presencia le los diversos

metales ensayados para su activiñad, y es inhibida por ciertos cationes

livalentes, cuanño se estudia el efecto ñel EDTA,se encuentra una ¿is

minución ie su activiíai. ¡si la añición Aeuna solución milimalar ño es

te agente quelante al medio ñe incubación, determina una inhibición casi

total ie la sintesis de 97G.

Se ensayan también otros agentes quelantes, tales como\V,.X' dipiri
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('f)EFECTO WE TTFEÏENTES SALES SOÍ É LA ‘—AIÁ DEHIDRLTÁSÁ

E1 sistema standard se incuba con una áreoaración enzimática 1e 1a etapa TI
(4 mg) sin activacion y con las sales inwicafiaS. ias iemás con‘iciones son
las normales.

, . Concentración ie] catión Activi4adSal afl1c10na4a
Solar relativa

Control - 1

. -3
C12ñg 1 x 10 0,98

—3
" 3 x 10 0,82

-—3
SO4MG 3 x lu 1,16

-3
ClNH 1 x 10 0,884

so (NH ) 1 x 10-3 1,184 4 2

-3
ClK 1 x 10 0,90

-3
804K 1 x 10 1,25

Rilo, R hidroxiquinolina y batofenantrolina. Estos reactivos a concentra

ciones 10-3Mno tienen efecto sobre 1a activiiañ catalitica, ya sea que su

aiición se efectúe simultáneamente con 1a enzima y el sustrato o bien que

se los áreincube 5 minutos con 1a misma (Tabla 24).

No se realizaron otros CX3erimentospara ¿iluciiar 1a naturaleza lol

ePecto del EDTA,ni su acción total a diversas concentraciones.

Aunqueno se puño ¿emostrar el requerimiento de algún metal para la
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activila} ‘e la iehiiratasa glanñulnr, el efecto fuertemente inhibitorio

del EDT:sugerirïñ su existencia en la proteína.

o
c.- A L A 3 E H I D 1 A T A S A E N E S T A D 0 S P A T U L O G I C 0 cn

En una serie ie ensayos preliminares y que contin'an en estudio se ob

serva que la lehiñrñtasa glanJulir en ¿iferentes estados patiógicos presenta

alteraciones ágnificetivas en su activiïai. Estas meïiciones se realizan en

glánñulas ¿e animales con vorfirias infuciflis con ‘iversos quimicos como:

nlil-isopropi] -acet1miéñ (AIA), filil-isonropil-acetil-urea (Sedormiá), hexa

clorobenceno, etc..

En porfirias inluci‘as con barbituratos o compuestosrelacionados, la

activiflafl ¡e le €—AL&Eehiñrnsa llegï en ocasiones a triplicar su valor

normal.
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C 3 N C L U S I C N E S Y W I S C U S I 0 N

Si se camparan las propieeaJes He la G-RLAdehidratasa de la glándula de

Harder con las Je otras fuentes Je vida, se pueñe comprobar una serie de simi

litudes y también de discrepancias tanto en sus requerimientos comoen sus ca

racteristicas catalíticas.

Los estudios le distribución intracelular de la enzima glandular permiten

localizarla en el citoplasma, no asociada a partículas. Bs por lo tanto, una

"enzima soluble", un hallazgo similar a lo informado por Gibson, Granick y

Colemanen teji‘os animales (150,163,175). En tejiflos vegetales y microoorganig

mos se ha iemostraïo también su presencia en extractos libres le células (111,

121,160-2.l71-3,177,181-2). Sin embargo, Nanli y Waywoolinforman que cloro

plastos y "particulas remanentes" después ¿e centrifugar a 20.000 x g de extras

tos de hojas de trigo, muestran también leve actividad Catalitica (162).

La S-flLA¿ehiiratasa Je la glándula ¿e Harler se obtiene completamente

libre de otras enzimas le este caminometabólico —sintetizante de porfirinas 

con una ourificación leemroxima‘amente150 veces a partir del homogenato total

y con un rendimiento icl 257.

Si bien no se tienen evilencias del grado ¿e pureza por estudios de ultra

centrifugación, por lo oneroso que resultaba el acopio ñe material, se la juzga

homogéneapor estulios electrofaréticos en gel t paliacrilamida y en gel de

almidón a diferentes pH.

Esta aseveración se ve apoyada por los resultados de recromatografias

en gel de Sepha‘ex, que no muestran incremento de su actiüfiafl especifica, la

que paralela al pico le elución proteica.

Bs interesante ‘estacar que la enzima glandular tiene la mismamovilidad

electroforética cn gel de almidón cuanño se la coppara con la lc higado fic vaca

y callos ¿e semilla de soya (178, 182).
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Posee las propiedades ¿e una qlobulina, puesto que precipita tota1mente

a 55%de saturación Je sulfato le amonio y por eliminación de las sale_ sus

soluci)nes. Se observa que la enzima es inactivada por diálisis. Éste hecho,

juntamente con la inhibición por EWTLpermiten suponer la existencia de un

cofactor esencial.
Exhibe un pH óptimo de 6,8 en buffer fosfato y da una curva asimétrica

tipica que presenta una inactivación mayoren el lado áciflo, similar a la obseg

vada para las flehiJrasas ¿e higaño vacuno, eritrocitos de aves y bacteria pro

piónica (163, 166, 171). Este valor ie pH óptimo difiere notablemente de los

informaáos en teji“os vegetales, levafluras y diversos microorganismos, que se

encuentran en el rango alcalina, con valores entre 8 y 9,6 (11,121,176,182).

El buffer Tris nrofluce una inhibición ‘e su activiñad catalítica que

en diferente extensión también es observasa entrros tejidos.

Gibson y colab. inñican que la enzima es inhibida totalmente por este

buffer a pH7,4 y que este efectose revierte por el agregado le buffer fosfato.

Por comparación con Jehidrasas ie diferentes fuentes, ñichos autores ïeducen

que los efectos ohservaños no se 4eberian exclusivamente a la valencia del anión

del buffer -que actuaria activanao- nuesto que la enzima es funcional con Buffers

tan diferentes comobicarbonato, acetato y dietil-barbiturato (163).

Existen el 1a literatura múltiples informes ie 1a acción inhibitoria del

buffer Tris y por en”e, hipótesis de su mecanismo(349).

Por analogía, la inactivación encontraía para la g-ALA¿ehidratasa en

estos tejidos polriamos suponer que se iebe a una interacción ¿el grupo amino

primario: a) con el grupo carbonilo del sustrato, vía formación de una base de

Schiff; b) con el grupo carboxilato para dar sales, o bien con algún metal re

querido para la actividai enzimática (quelación con los grupos aminoy oxidri
los fiel buffer.

La enzima Wresenta máxima velociïa4 ie reacción, en las consiciones es

tuñiadas a 55°C, incrementan‘o su activi1a4 a temperaturas mayores que las fi
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siológicas, un rasgo característico le las Ichiñrasas Je todas las fuentes na

turales informaflas, asi comosu estabiliñafi térmica. El rango ¡e temperatura

ie mayor activi?a” informaflo varia entre 15 y 65° C (111,171,175.178,182).

El valor ¿e la constante Je Michaelis, Heterminañaen buffer fosfato

0,067 M, pH 6,8 y 38°C de Km= 3,6 x 10-4. está dentro del rango de otros des

criptos en 1a literatura (121,163.166.171,175-6,l82).

La enzima ‘e la glániula ie Harder muestra un requerimiento absoluto por

compuestossulfhilrilicos ieSpués ¿e la tercera etapa de purificación, e incre

menta la activilaï ¿e los extractos cruïos. Esta observación, similar a la ha

llala en higado vacuno, difiere He la ie levaflura, eritrocitos humanosy callos

fe soya, que no neCesitan el agregado Íe protectores “e grupos sulfhidrilos
(111,174,182).

Los homogenatos ‘e la glániula presentan una estimulación de su actividad

“ehidratásica cuando se los preincuba con estos reactivos.

Bs posible inhibirla reversiblemente por compuestosque interactúan con

grupos -SH, tales como p-CHR, DTNñ, GSSG, etc..

Si se compara la neactivi1a4 le los diferentes compuestos ensayados con

la del p-CM?es posible suponer la presencia de grupos -SH "lentos" en la pro

teina. Esta menorvelocidad ¿e reacción sería proJucila por la estructura mole

cular de la proteina, respecto ¿e esos grupos, que Jificulta e impide el acceso

4e los diferentes reactivos. Pero pueNe deberse también a1 moJo de acción »o

especificiiad propia Je los mismos.

Así, la inhibición y reactivación ¿e la enzima se hace en diferente. gra

do, y estaparticulariiad inflicaria probablemente,la afinidad relativa de los

grupos sulfhidrilos vor los reactivos ensayalos. En la literatura se han descrig
to inhibiciones similares con compuestos análogos para la mayoria ‘e las iehi
irasas estuaiafias.

Los resulta‘os ie inhibición, 1a estimulación le los hom01enatosv la veas
tivación por cisteina, establecen indubitablemente1a naturaleza sulfhidrilica

¿e esta enzima.
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Rnálogamentea la ¿e otros tejiios animales, la enzima glandular es fuer

temente inhibida por ESTÁ.Por lo tanto se ha sugeri‘o, que la enzima debe

tener un metal fuertemente uniflo, aunfiue no se puio establecer el requerimien

to, ní 1a oresencia de metal alguno. ¡gentes quelantes especificos ce iones

ferrosos no muestran acción inhibitoria, lo que permitiría descartar la nece

sidad de estos iones para su integridai catalitica en la glánaula ¿e Harder.

Walerych encuentra que el ión Mg(II) en concentración de 10-3 M, acti

va la enzima bacteriana P. shermanii (171), y que la inhibición por EDTfipuede

ser salvada por el agregado ie este ión. Co++, Zn++, y Mn++tienen menor efec

to. Estos hechos le permiten suponer la necesidad de la presencia de iones me

tálicos ¿ivalentes, en este caso Mg++para la actividad plena de la enzima.

Nandi y Waygooi han confirmado estos hechos trabajando con la enzima de

vegetales (162), revirtiendo con iones Mn(II). Ellos encuentran que Ca++y
++

Mg son también activaflorcs.

Lascelles, usa iones Mg++para medir la 'áctiviiad de la Jehiiratasa de

Rh. spheroides, y cabe consignar que cuando los utiliza comosal sulfato pre

senta mayores Valores, un efecto que hemos estuiiado particularmente, y hemos

demostrado que el anión sulfato proïuce un incremento en la actividad de la

enzima gl angular.

En estudios de requerimientos ce metales, Burnhamy cdab. encuentran ac

tivación por iones Dotasio, pero su enzima no es inhibida por EDTA(121).

En contraposición a estos hallazgos, Coleman, en higado de ratones, en

cuentra activación por EDTL10-2 M (175).

Recientemente, Komaiy Neilands purifican la LLL-dehidratasa del hongo

Ustilago Sphaerogenay demuestran su naturaleza metalo-proteica, meñiante es

tudios ie inhibición por agentes ligantes de 4iferentes metales de variada es

pecificidad y por el análisis ¿el contenido de iones metálicos en iiversas pre

paraciones Fe su_enzima. Ellos determinan que 1a ensima tiene Cu++unido a la
++ ++

proteina, detectando también Fe y Zn . Sus resultados parecer implicar al
++

Cu comoun ión esencial para 1a actividad catalitica (181).
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Ioñice y colab. fueron en 1958, los primeros que informaron la presencia
++ '\ n g nde Cu y Mg en eALAdehiñratasa uurificada ¿e hígado vacuno por observa

ciones espectroscópicas (167).

La Jehidratasa de la glánflula ¿e Harier, es inhibida completamente por
++ ++ _

y ¿g , un comportamiento análogo almetales pesados, tales como Cu++, Hg

exhibido por la mayoría de las ¿ehilratasas estudiadas, a excepción ie la info;

mada por Coleman que es activafia nor Hg++ y Fe++ hero hay que hacer notar que

las concentraciones usaïas, bajas, son menoresque las ¿el activador sulfhidrí

lico agregaio (175).

“Comparacionesde los estudios cinéticos realizados con esta enzima y o
tras de liferentes tejidos animales conducena caracteristicas, en términos

generales, múysimilares. ¿si los valores de Kmestán dentro del rango usual

informado para esta constante (10-4M). Los valores ¿e sus velocidades máximas

por mg fle proteina, son para la de higado vacuno: 18 umoles/h (178) y 2,2

umoles/h para la glándula, en sus preparaciones más purificadas; mientras que

la actividad especifica en homogenatoglandular ( 6 nmnles/h.mg)es más baja
que 1a encontrada en hígado ce vaca (18 nm/h mg). “or lo tanto, la acumulación

de protOpDrfirinacnieste tejido LOpuede ser explicada sobre la base de una

actividad muchomayor ¿e esta enzima yñconcurrentemente de las subsiguientes.

Recientemente, Nan i y Sheminen una serie de trabajos interesantes rea

lizados sobre la XMLA-dehidratasa He RhoFOpseudomonasspheroides (180) han

sugerido un posible mecanismopanala conñonsación de las moléculas del sustra

to para dar el monopirrol. Ellos flemuestran que se forma una base de Schiff

entre un grupo amino ¿e la enzima y el átomo ¿e carbono carboñilico ¿e 1 molé

cula ¿e SFLA. De esta manera se formaría un carbanión intermeñiario estabili
zado, que favorecería el ataque nucleofílico al átomo ie carbono carbonilico

de una segunda molécula. Esta segunia molécula podria o no, estar también uni

da a 1a proteina por una base de Schiff.Para1e1amente con la conJensáción a1

Hólica, la enzima catalizaria la périida ie agua entre el carbono gue posee

el grupo hidroxilo, recientemente formaflo, y el carbono metilénico ie la molé

cula adyacente. Luego, un nuevo ataque nucleofilico ¿el grupo amino de la se

gunda molécula de sustrato sobre el átomo de carbono fl la primera molécula
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altamente reactivo por estar formandouna base ie Schiff con la enzima, produ

ciría una transiminación con formación ¿el pirrol y liberación de la enzima.

Si el mecanismototal se lleva a cabo por la dehidratasa, ya que siempre

se ha encontrado —comoen esta fuente - una sola proteina, está todavía en el

terreno de las especulaciones. Esta premisa es válina también para la partici

pación melos iones metálicos y grupos -SH esenciales para su actividad.

Estudios efectuados con la enzima ¿e levajura lemuestran la interacción

que pueie tener lugar entre el grupo carbonilo Iel sustrato y altas concentra

ciones de grupos sulfhíñrilos, formandotióhemiacetales y determinando una inn;

bición por lisminución de la concentración ie sustrato.
Si 1a formación ¿e la bse de Schiff es un paso obligado para esta catáli

sis, entonces, la ¿isminución fiel sustrato por reacción con reactivos sulfhidri

licos, sobre todo en aquellas enzimas que no necesitan preactivación con estos

reactivos, podría explicar la inhibición observada por estos compuestosasi co

mo también , la inhibición por Tris.

Este buffer, a pHmás ácidos podría estar también restando grupos carbo

xilatos libres, encontraios necesarios para la Formacióndel pirrol.

Se ha especulado además sobre el rol y la presencia de iones metáficos pa

ra esta catáliis . Ellos facilitarían 1a condensaciónaldólica, aumentandola

capacidad de enolízación del grupo metileno, requerida para la reacción. Este

hecho justificarïa también 1a inhibición mostrada por el buffer Tris.

Todas estas similitudes y ‘iferencias permiten concluir que la <8-ALA

dehidratasa de la glándula ae Harder, Rebido a su homogeneidadelectroforética,

hace que los dos TrOCTESOSprimordiales que participan en 1a formación del por

fobilinógeno: base de Schiff con conlensación alñólica y ciclización,se reali

zarían por esta única entidad proteica, presentando rasgos comunesa las flehi
Aratasas de otras fuentes naturales.
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R E S U M E N

El estudio ¿el pigmento presente en la glándula de Harder de ratas blan

cas, demuestra que es una mezcla ie porfirinas cuyo componente camfionente prin

cipal es protOporfirina, pero que contiene en cantiflañes muchomenores una por

firina tricarboxílica y copronorfirina de la serie isomérica III.

La concentración de porfirinas en la glándula de animales adultos es de

0,15 pg por mg ¿e teji4o fresco.

Se demuestra la presencia de toflas las enzimas relacionadas con la bio

síntesis de la protoporfirina 9, lo que avala la naturaleza secretora de porfi

rinas de esta glánflula. Se estudian alemás algunas propienades de los sistemas
catalíticos.

La S-ALAsintetasa, primera enzima ‘e esta secuencia, está localizada en

las mitoconlrias. Utiliza comosustratos glicecola y succinil-CoA, siendo cofac

tores necesarios ¿e la reacción fosfato de piridoxa], ATP,Mg++y aefobiosis.

Diferentes condiciones ensayadas para obtener mayor actividad demuestran

que es fundamental un pretratamiento He las partículas mitoconflriales con agen

tes quelantes y sulfhidrilicos. El producto de la reacción inhibe la actividad
catalítica de 1a sintetasa.

La segunda enzima de este camino, la 8-¡15 ¿ehiflratasa, se encuentra en

la fracción citoplasmática, no asociada a nartículas subcelulares. Se logra pu

rificarla unas 150 veces respecto ¿el extracto crudo, la que se comporta comong
mogéneaen diferentes corrilas electroforéticas.

Se establece su naturaleza sulfhierílica, presentanïo actividañ máxima

en anaerobiosis. Es estable al calor, su acción es óptima en buffer fosfato

a pH6,8 y a temperaturas más altas que las fisiológicas (55°C).

No se determina requerimiento de metales pero es inhibida fuertemente

por EDTA.

Sus propie”ales cinéticas la incluyen Jentro ¿e las activíia”es le las o

tras s-LLA dehifiratasas ¿e origen animal, y no justifican la acumulación le arg
toporfirina presente en este órgano, por un incremento excesivo de su activiñad
catalítica.
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El complejo porfobilinogenasa-Uro'gen sintetasa y cosintetasa- es también

"soluble". Se ietectan ambasactividades y se compruebala labilidad del sis

tema sintetizante ie Uro'gen III, ya sea por precalentaméento del sistema como

por estudios de estabilidad.

E1 sistema descarboxilante melos porfirinógenos, que lleva a c0propor

firinógeno III, está en el sobrenalante ¿e mitocondrias y es inestable al ca
lor.

Se fletectan en estaetapa toños los intermediarios conocidos de la cade

na biosintética, es eecir, los porfirinógenos que poseen 7-, 6-, 5- y 4-CO0H.

La coprogenasa, sistema que sintetiza el último de los intermediarios

tetrapirrólicos comunesa los caminos divergentes de hemo, proteinas y cloro

filas - la protoporfirina 9 - se encuentra localizafla en mitoconirias y requie

re oxigeno para su activilad.

Todos estos resultados demuestran la biosíntesis "¿e novo" “e la proto 9

en la glándula de Harder de rata a partir 4€ sus precursores primarios, la pre

sencia de todos y ca”a uno de los sistemas enzimáticos relacionados. y, por en

de, 1a existenc'a ie una funcionaliñañ similar a la de otros sistemas de vila.
//
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