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INTRCDIUCCION

GLAYDULA DE HARDER



GLANDULA DE HARDER

La gl&n‘ula ‘e Harder es una gl&n'ula palpebral terciariz srofuni2a cuyo
Jescmbrimiento se le atribuye generalmente 2 Harder hacia 1654 (1), quien 1a
describibd en el ciervo (2). De origen ectoslermal y naturaleza apocrina segln
Rolleston, se la encuentra en 1la mayoria e los vertebrados (3) y es caracte-
ristica e los m~miferos excepto a2lgunos carnivoros y primates incluyendo el
hombre. Cuan’o éstos la poseen, constituye s6lo un vestigic como en el caso
Ae un bosquimano informado por Giacomini (4). Est& asocinda fntimamente en su
desarrollo con 1o membrana nictitnnte puesto que vuelca su secrecibdn en el sa-~
co conjuntival, por un orificio bajo el vestigio Adel tercer pé&rpado.

LY

La gléndul~ ‘e Harder e 10s roe’ores ha sido descripta an=tbébmicamente
por Loeventhal (5) v Yenable y Grafflin realizaron un estulio microscbdpico
muy profunio ‘e 1~ misma, en ratas 2lbinas (6).

La diseccién e 1a érhitza e 12 rat~ revela la presengia ‘e esta glé&ndu-
la (Fig. 1). Cu~n’o se quita 1~ fascia pnlpebrnl superior se hace visible una
pequefia fraccibén ‘e 12 misma entre el globo ocular y el borle orbital bseo,
la que se continG~, mf%s profun'amente, »or casi to'a la circunferencia bulbar
detris del globoc ocular. L= gl&n-ula prescnta Ados 14bulos (e 211f que sc “iga
que tiene forma ‘e herraura ), siento el hrazo p.steroinferior ‘os veces mayor
que el antero-superior. En animales ~Adultos su extensibdn pue’e =lcanzar “c 12
a 15 mm de longituls E1l peso de ambns glAn“ulas para una rata macho de 200 g
‘es aproximadamente e 320 mg, es ’ecir, cerc2 ‘el (,2Y ‘e su peso corporal.’or
otra narte, es intcresante ‘estacar €l sran tamafio e est gl®n'ula en los roe-
dores, cuanio se compara su peso con el de otras glin'ulas de su cuerpo.

/1l observArseln ‘etenilamente present~ un color marrdn-rojizo con una
cantilad variable Je pduntos o agrupaciones més oscuras sobre 1= superficie. Es-
ti recubierta con un~ fina cfpsula e teji.lo conectivo que la une (ébilmente
2 la fascia orbital,

Cuano se 17 observa bajo microscopic e luz, »resenta una estructura

]

tGbulo-acinosa compleja. Los estufios ‘e secciones congeladas ‘e material fijado
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gon formol revelan una cantifa’ variable e un pigmento amorfo en la ldmina
glandular, en forma e acGmulos de -“iversos tamafios. De allf, que el color va-
rie Jde un amarillo-marrén a bajas concentraciones, hasta un rojizo-marrén a al-
tas concentracicnes, ccrresponiiendo el gracc madximo e ¢dor a los mayores agre
ga’los.

lsocialas muy estirechamente a estas agrupaciones pigmentarias se obser-
van una canti“a” “e vesfculas lip{iicas, claras, muy compactas, halléndose el
pigmento localiza’o en lcs intersticics (7).

El mecanismo 'e la excrecién jlan‘ular es bastante simple. La excrecibn
lipf<ica, que es la principal, se hace por la abertura ‘e las vacuolas vecinas
al polo apical ‘e 1las células y el pigmento - jencralmente en estado e isolu-
cibén y otras veces granular - es arrastra’o por los 1{pi‘'os. ‘quf, como en o-
tras glén'ulas, la excrecibén ‘el pigmer.to nc es primaria, sino que esté subor-
Ainaia a otra, en este caso la lipfica (8§).

Loewenthal ‘escribe por vez primera esas acumulaciones pigmenta-
rias en los ratones, pero sin precisar su naturaleza (5).

La composicién “el pigmentc no se conoce hasta 1924, fecha en que se pu-
blica uno ‘le los trabajcs pilares sobre esta j5lén‘ula, presenta’'o por Derrien
y Turchini (8).,

Estos investiga'ores, al ‘isectar las cabezas “e rcedores ‘el género
Mius"” hajo luz ultravioleta, observan una intensa fluorescencia roja pertene-
ciente a la glénula ‘e Har-er ¢ informan que la fluorescencia se debe a la
presencia e un compuesto ‘e estructurza porfirfnica. Tor ais caracterfisticas -e
solubilicad y las posiciones ‘e las ban'as le espectro :le absorcién, encuentran
que esta sustancia se asemeja a las porfirinas naturales ‘lescriptas por
Kdmmerer y Fischer, ‘eromira‘as "wimmerer-porphyrins" (9) y a la ~opoporfirina’
'e las chscaras le huevos ‘le ciartos pajaros (10). lesrien y Turchini examinando
las glén~ulas ce diferentes especies ‘e animales, entre ellos: ranas, tortugas,
cobayos, ccnejios, urracas, pollos, etc., sfl~ encuentran fluorescencia roja en
la e los roe'ores (&).

Fischer y sus colabora’ores, posteriormente, estableren la i lentidlad :le



todas estas porfirinas, sefialano que sus estructuras corresponcen a la ‘e la
protoporfirina 9 (11).

El origen ‘el pigmento porfirfnico en esta glindula a lugar a una gran
controversia al respecto,

Derrien y Turchini supcnen que la porfirina no se forma en la glandula
a partir ‘e glb6bulos rojos, por cuantc ro corstatan indicicv ‘e Jesintegracién
de hematfes (8). Observan a‘embs, que la pigmentacién -Jesaparece en los Spie:s
e las células glan‘ulares cuar.ic las ratas se someten a la accién de lacrimé-
genos y que reaparece si se bloquea la secrecién por una inyecciédn de atropina.
Sin embargo, no lo ran encontrar evi-encias para ‘eterminar si el pigmento se
forma localmente o proviene “irectamente ‘e la circulacién.

Los resulta'os “e los estu’ios biclbégices e Grafflin son también negati-
vos en este aspecto, concluyen’o que la porfirina se formaria en otra parte =l
cuerpo y serfa simplemente excretasla por la glén-iula (7).

En 1938, cuzn'c J. Thomas irntentz “escubrir el mecanismo el origen de la
evolucidn el rficleo tetrapirrdélico en el organismo -dado el rol primor-lial que
los compuestos hierro-porfirfnicos juegan ern la activi‘a? quimica de la célula-
ya conocf{a la naturaleza protoporfirinica el pigmento presente en la gléndula
de Hardler “e ratas (12). Sin embargo, ignoraba si el pigmento se formaba local-
mente o si era aportado por la~irmilacibn, depositén-ose en la gléndula.

El hecho “e ser protupcrfirina libre y no combirnala como parte ‘e hemo-
proteinas hace relativamer.te més f&cil su aislaciédn. ias{, sus observarimues Eu
ratas recién naci‘as “emuestran que esta gléndula no céntiene pigmentc fluo-
rescente, el cual comienza a aparecer “espuds e 2 6 3 ‘fas, acunulén-ose pro-
gresivamente y presentan”o ana viva fluorescencia roja a la luz de Wood, Si
bien Thomas no pue'e obterer evidencias ‘efini.las sobre el origen el nficleo
porfirfnico sus exnerierncias scbre rnipertemia, anemia hemolitica y porfirinurias
le hacen suponer que el pigmento no es llevado a la gl&n+tula por la circulaciénm,
sino que se forma lccalmerte, probablemente por un mecarnisma diferente a la fq:
macién Ze uro y coproperfirina (12).

Resulta iuteresante lestacar la interdependericia halla.la entre el fenb-
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meno e cremodacroirrea y la glén‘ula e Harder, cJespués Jel establecimiento
Ae la naturaleza porfirfnica de su pigmento (13-14).

LA secrecién ‘e lAcrimas rojas (cromolacroirrea) se procuce cuando las
patas se someten a 'iversas furmas ‘le "stress" tales comu dietas carentes e
factores vitamfniccs 3, Jdeshisratacién parcial e incduccién por acetil-colina
y otros agentes muscarinicos (15-18). Nosotrus la observamos en ratas al indu-
cir purfirias con ‘iferentes drogas porfirinugénicas.

Pcsteriormente, varios gfupos ‘e trabajo describen la cesaparicibn de
este pigmento en 1las glén‘ulas ‘e Har ler ‘e ‘iversos roelores, en estados caren
ciales e vitamina .. y iy (17-18).

Mc Elroy y colab. trabapn'o con ratas ‘Zeficientes en 4ci'o pantoténico,
Aeterminan que el material rojo acumula‘’c alre'e’cr 'e sus fosas nasales no es
sangre, sino porfirinas cuya mayor propcrcién correspon‘e a coproporfirina, al
parecer proveniente e la gliniula e Har“er (19).

Sin embargc, este material es i‘entifica?lo como protoporfirina por sus
caracteri{sticas espectrales por Macrae y colab. (20). 3arnard (21) examinan-o
la secrecién lagrimal e ratas intoxica‘®as con acetil colina y otras ‘“rogas
sblo constata la presencia le protoporfirina. Towbin, Fanta y Holge ratifican
estos resultados y me’iante sus experiencias “e dlacibén sugieren que el pigmen
to de las l8grimas rojas in'uci~as por cclina proviene le la glén-‘ula de Har-
der (22).

Strong, en la lca'a ‘el 4C, efect@ia estudics comparativos e la gléndu-
la de Harer en ratones e dferente e?a’ y sexo para “eterminar la concentracién
de pigmentos porfirinicos en funcibdrn le estos parimetros. De sus observacionas
deduce que hay una mayor concentracidn ‘e porfirinas en ratones hembras, puesto
que sus gléndulas observadas bajo luz normal poseen un mayor gralo ‘e pigmenta-
cién y bajo luz U.V. una mayor intensi 'a’ “e la fluorescencia roja 623).

Referente a la eda?, el contenido méximo de pigmentacidn se alcanza entre
los 50 y los 75 “fas e vi‘la, perfoio Ade alcance -t ma'uracibn sexual ‘e 1l0s ra-
tones y luego -eclina lentamente, un hecho ya observa’o e informaco por Thomas

en ratas (12,24-25) y cafirmaco posteriormente por Rohonyi y Lelenyi (26).



Strong y colab, publican, ademés, -latos que sefialan una correspondencia
entre la cantida: Je protoporfirina en la ghlndula de Harder y la sasceptibili-
dad intrinseca al céncer “e las gléniulas mamarias, en ratones (24,25). Obser-
van, que cepas con una alta inci-encia ‘e tumores mamarios espontémeos tienen
una muy alta concentracién Ae nrotoporfirina y aquéllas resistentes no exhiben
fluorescencia o la misma es muy leve, en e-la? ma'ura, Alemas, sb6lo las hembras
1e cepas susceptibles al céncer, transmiten la capacidad de Adesarrollar carcino
mas le mama espontineamente.

Sus observaciones les permiten concluir que el nivel e protoporfirina
en la glan-dula, seria probatlemente un reflejo ‘el metab®lismo de ese pigmento
en too el organismo, ejercien?o esa sustancia, quizds, una accibdn sensibilizan-
te (24).

Pittner y Watson también efectGm e&tu?ios sobre el posible rol le las
porfirinas en la etiologia “el céncer especialmente el mamario, en los ratones.
Sin embargo, no encuentran una correlacibédn “irecta entre esos factores y sugie-
ren que la aparente relacibdn ’escrinta por otros investigalores se deberfa a
una influencia hormonal (27).

Collins, estu'iando el efecto ‘el melio ambiente sobre ratones, observa
un aumento consi‘erable en el conternido pigmerntario e la gléndula e Harder a
mayores temperaturas (18). Thom>s supone también, que la hipertemia puede nro-
Aucir un incremento general en la formacidn e porfirinas en el organismo y una
acumulacién en la gl&n<ula “e Har-er »or accibn “irecta sobre su metabolismo(12).

Diversos investigalores realizaron estu‘ios histoquimicos “etllados de la
glaniula Jde Harder.

Cohn -demuestra la oresencia ‘e fosfolipi-os, triglicéri-dos no saturados y
probablemente colesterocl, la que se confirma por estulios cromatograficos
(28-29).

Si se compara 1la canti-da” “e lipidos con la ‘e otros %rganos, se ve que
el predominio ‘e este material es un rasgo tipicamente caracteristico de esta
glaniula, -or lo que se a‘uce que parte ‘e 1os 1¢nilos elabora'os por las glén-

. . . v L]
fulas oodrian ser transformados a nrotonorfirina, o que porian estar unidos al
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pi.gmento como un complejo lipo-nroteico (23).

Si tenemos en cuenta la insolubili la’ e inestabililad ‘e la protoporfiri-
na 4a’a por sus grupos vinilos, tanto en solucibdn como en forma sblida, podria-
mos sunoner que los li-ilos uni‘'os a la protoporfirina actuarian como agentes
protectores o estabilizAantes ‘e la misma,

En este teji~o no se “etecta la presencia ‘e glucb4geno, mucopolisacéridos
4cifos ni hierro no combina’o (21).

La glan‘ula presenta activi‘a’ fosfomonoestearAsica, lip4sica, a-lenosin~
trifosfatasica y “e fosfatasa alcalina (30). No posee nali-oxilasa, es pobre
en peroxilasa y rica en “eshi-rogeras=. .ibOu-Harb sugiere que la riqueza en
ieshiérogenasas ‘&t las gla&n“ulas ‘e Harder y el aumento paralelo al Jdesarrollo
post-natal ‘¢ las ratas tanto e esta activi?ia’ enzimltica como el conteni-o
porfirfnico 62 un argumento ecn favor ‘e la vapaciia® para biosintetizar porfi-
rinas (31). .

Arwy realiza una cui‘acosa investigacibédn e la activita? acetilcolinaste-
rasica, en la j3lAn'ulz d« Harser “e ratas albinas, Dicha activi<ad es importan-
te en el epitelio jlan*alar, revelan”o 1la oresencia 4de una compleja red de li-
bras colinérqgicas perivasculares y oerialveolares, que permite comprender el
mecanismo ‘e la cromo-acroirrea nrovocala por la inyeccidn ‘e acetil colina,
nilocarninza, eserina o muicariricos. Por lo tanto, la excrecibn masiva e las
lagrimas rojas (porfirinas se proiuce por excitacién e sus recdes colinérgi-
cas bajo la accién e compuzstos narzsimpaticomiméticos (30).

Los trabajos sutsiguienzes compreniern el estudic e la sintesis de por-
firinas en la ¢l4n‘ula “e Har‘er.

En 1955, Davi'heiser y Fis<e encuerntran que los homogenatos de glanMulas
e Har'er Ade ratones pro-ucen porfirinas a partir ‘el Aaci-o g-aminolevﬁlico,
concluyen’o que este teji’o tiene una estructura secretora de porfirinas (32).

Demuestran aslem2s que la tiosintesis e porfirinas en ratones esti correlacio-

nada con la eda' y la cepa en estulio, datos que convalidan los resultados Ade
fluorescencia obteni“os afios antes oor Thomas y Figge (12,25,33). La activi-dad

biosintetizante “e porfirinas es prActicamente nula en la glanlula “e ratones



jObvenes, aparece y se incrementa a meli“a que los animales se hacen sexualmente
maturos, para permanecer lucgo constante.

Cuando el anima2l evoluciona sexualmente, 1a hipbéfisis incrementa la produc
cién Je hormonas relacionatas con este proceso (gohalotréficas, etc.), e allf
que se tratd ‘e vincular el metabtolismo porfirinico con las hormonas hipofisia-
rias. Sin embargo,los estulios sobre la influencia <e la hipofisectomia sobre
la actividad bioporfirinogénica ‘e esta jl&n'ul2a no locran mostrar -liferencias
significativas (34).

Se ra informado acemAs que las glan~ulas e Har‘ler:de otros animales que
no presentan fluorescencia roja bajo la luz U.V. noseen activi.la? biosintética
de porfirinas, sin precisar exactamente su composicién (35).

La funcibdn e esta glan-ula y 1la razbdn Jel alto conteni‘o e porfirinas
y su rol, no est4n ahn definitivamente aclara‘'os. Se acenta generalmente que la
scecrecibdn de la qlAnula ‘e Har“er tiene la funcién fisiolbcica e lubricante
Ael tercer pArpalo (2). Esta accién jistificaria 12 observacién e que las glén~
dulas estfn especizalmente “esarrolladas en animales 4e agua (3). Adem4s, y en
virtut de la naturaleza lipi-lica “e su secrecidn, esta glén-ula puede ayudar a
las qlAn‘lulas tarsales ‘e los parpados a prevenir el Jderramamiento e l&grimas
(28).

Thomas supone que uno Je 10s roles que puele jugar la acumulacibn de porfi-
rinas es permitir lz compensacibn -&5idz e una elevaia pérAida del pigmento
norfirinico en el organismo (12).

dais y colab. por su parte, sugieren que la protoporfirina acumulada podrfia
actuar mo'ifican’o el ¢turso “e reacciones fotoquimicas (29).

Todas =stas hipbtesis no sor. sinc especdaciones que no tienen hasta el
presente fundamentoc experimentales.

Recientemente, han si“o pahlica“os resultacos confirmatorios e nuestro

trabajo. En ellos se establece la na<iraleza tricarloxflica de una de las porfiri
nas presentes en la glén'ula e Harder,y la uresencia de intermediaricce tetrapi-

rrélicos como pro ‘uctos ‘e hiosintesis (35-7).






BIOSINTESIS DEL HEMO

Los “os pigmentos fundamentales 4e la mat:ria viviente, la hemoglobina
y la clorofila, Aerivan ‘e un mismo precursor intermediario: la protoporfirina
9. Este es, a su vez, el pro*ucto final del camino metabblico e los tetrapirro
les funcionales (Fige. 2).

Dichos nigmentos no sbélo cstén relaciona“os estructuralmente sino que
también lo est&n nor su funcién en el metabolismo energético. E1 hemo, forman-
Ao parte ‘e hemoylobinas y citocremos, participa en el proceso ‘e la respira-
cibn, mientras que la clorofila, actuando como agente e captura de la energia
radiante, 10 hace en el proceso foiosintético.

De all?! 1a importancia y el interés que tiene investigar la biosintesis
de estos compuestos tetrapirrbdlicos en los “iferentes tipos de células y tratar
Ae elucidar ca'z una e las etapas “el camino metabblico, asf como también el
nroceso de regulicibn que los rige.

La Ailuci”a~ibn de 1a estructura quimica “e las norfirinas ha sido bri-
llantemente rcalizéda en las primeras cuatro -“écadas 1e este siglo y est& com-~
pendiada en los tradajos fun“amentales e las escuelas ‘e Hans rFischer (11),
Willasti#ter (38) y KPster (39). Posteriormente, la tarez continuada de los la-
boratorios e lc Donals, Mauzerall, Falk, Corwin, rFimington, Woodward y muchos
otros, impartié un répido ‘esarrollo a los conocimientos relacionados con la
sintesis orgénica y las jropiedades fisico-quimicas de estos compuestos y que
puede ser consultada en mlltiples puestas al Afa (40-47).

En cuanto & su biosirtesis, se sabe que todas las células aerChicas trautn
vegetales como animales o baeterianas, tienen la capacidad de formar hemo. iAde-
m&s se ha encontra’o que el ml&nc camino bAsico opera en todas estas formas
de vida,

Al rever la biosintesis ‘e los rompuestos tetrapirrdlicos podemos compro-
bar que es vAli“a, también para ellos, la premisa de que moléculas complejas
son sintetiza‘las a partir de sustancias relativamente simples y fhcilmente ase-

quibles, asf como la existencia de una unidad bioquimica en la materia vivienke,
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Las investigaciones primarias revelan que la molécula de protoporfirina
se sintetiza a partir de 2 compuestos blsicos ~ la glicocola, un aminocécido
simple, y el succinato, un Aci‘lo intermediario Ael ciclo de Krebs - mediante
una serie de pasos que comprenden conlensaciones, descarboxilaciones y oxi-acio
nes 4de los compuedon interme-ics.

Diversos hitos e la investigacién cientf{fica contribuyen a la elucidacibn
de este camino metab%lico, entre ellos, la aplicaciédn de las técnicas isotédpi-
cas a estulios bioldgicos propuesta por Schoenheimer y Rittenberg (48) y la de
las técnicas cromatograficas basades en el hallazgo de Tswet, utilizadas prima-
riamente por Fischer y Hofmann (49) y ampliamente desarrollacdas "a posteriori®
por una gran carnti‘ad de investigadores (50). Shemin en Estacdos Unidos (51) y
Neuberger en Inglaterra (52) ha~iendo uso “de dichas técnicas establecen los es-
laborcs primarios e este camino metabblico (Fig.3).

Otros aportes importantes son lz aislacibr. del porfobilinbdgeno por
Westall (%S3), la ’‘etermiracién “e su estructura por Cookson y Rimington (54) y
la demostranibén e 1los perfirindgenos como los verdaderos interrmediarios tetra-
pirrblicos, ptr Neve y colab., {55). previamente postulados por nogorad (56),
Granick (57) y Rimington (58)(Fig. 3).

Las etapag cnnocidas A= ecste camino metabdlico estén esquematizadas en
la Fig. 4.

La sintesis ctonlenza caardo una molécula de succinato previamente activa-
da y una molécmla de glicocola er presencia de fosfato de piridoxa2l, dan origen
a una molécula e Acilo S-amiroclevili-o (4?—ALA).

En una segunia etapa, 74os molégvlase le este &cido se condensan para Jar
la unidad monopirrdlica ‘e los pigmentcs porfirfnicos conocida como porfobiliné-
geno (PBG). Cuatro e astcc monopirroles sé unen paras farmar un tetrapirrol
ciclico incolcro y no fluorescente: el uroporfirinbégena.

Coproporfirinfégeno se forma por la descarboxilacibn sucesiva ég los cuatro
grupos carboxilos e las ca-denas acéticas laterales del octaporfirinégeno,pasaﬁ
do por los intermediarios pirrAlicos qua poseen 7-, 6- y 5- grupos carboxilos.

Por una posterior descarboxilaciédn y oxidacibn e dos de las cadenas propibnicas
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se obtiene protoporfirinégeno, que finalmente se oxida a protoporfirina, un
compuesto 4¢c «olor eintensa fluorescencia roja.

En este punto livergen los caminos hacia “a formacién de hemo, por inser-
cién de hierro, o ‘e clorofila, si se introduce el magnesio.

86lo la primera etapa requiere enerqgfa para la activacibén del succinato
permitiendo su condensacibébn con la glicccola para formar el primer intermedia-
rio: $-AL7. Todas las otras reacciones son or8cticamente irreversibles, y ea—
t&n termotinémicamente favoreciias puesto que comprenden la formacién de anillos
pirrblicos resonantes, -descarboxilaciones y oxifaciones de los grupos acéticos
y propibnicos.

Dos ‘le lag etapas parecen rejuerir oxigeno imprescindiblemente, la forma-
cibén “el precursor, succinil Col\ y la oxi‘acién e copropcrfirinbégeno a proto-
porfirina. Este hecho se ve correlacionaco con la presencia de la= enzimas que
catalizan dichos procesos en particulas subcelulares (46), habiéndoselas encon~
trado fundamentalmente er mitocondrias (Fig. 5).

fnalizaremos ahora cada etapa enzimitica individualmente,

-~

1.-BIOSINTESIS PEL 4CIDO &-iMINOLEVULICO @ SAHJFSINTETASA
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El estudio “e la génesis “Ael grupo prostético “de la hemoglobina co-
mienza con loch y xittenberg en 1545 {59) quienes encucntran hemo marcado con
deuterio, en 2angre Je ravas a Las que se les habfa administrado acetato deute-
rado.

Al afio siguiente, Shemin, “espués 2e ingerir Gli le, halla que la hemi-
na le su sangre esta marcartda con le. Este hecho, confirmado por mhltiples
experiencias, Zemuestra que la gltcocola es el precurczor nitrogenado especifi-
co de la molécula tetrapirrélica (60). Por meli-as de derivadoe de la hemoglo-
bina se establece ademds que la vi<Za media del eritrocito humano es e aproxi-
madamente 120 3fas (61), un valor excepcional si se toma en cuenta el estado
dindmico que caracteriza a la mayoria de los compuestos biolbgicos, puesto que
participan de procesos muy répidos de sintesis y degradacién.

La localizacién de los &tomos de C y N incorporados al hemo se debe fun—

damentalmente al Zlesarrollo de los m&todos de degradacibdn secuencial de la
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protoporfirina, los que permiten delinear el origen Jde cada &tomo, midiendo la
raicactividad presente (62).

Una serie le estulios con isétopos raiioa.tivos, llevados a cabo parale-

lamente en varios laboratorios, “emuestran que mientras el &tomo de C metiléni-~

Ja o g licocela,

co (CC*)Yés’incorporalo er. el hemo, cl &tomo de C carboxflico no lo es (63~65".
GQueda as{ establecio que 8 &tomos e C provenientes e moléculas de glicocola
se incorporan a la protoporfirina por cada 4 itomos de N que lerivan de esa
misma fuente. Estos Atomos -le carbono el aminodcido Aan origen a los carbonos
que ocupan la posicibdn | respecto :le los grupos vinilos y propibnicos le las
calenas laterales, en cala uno e los pirroles, y a los carbonos que constitu-
yen los 4 puentes metinicos 7e 1& protopcrfirina (Fig. 2).

Diversas experiencias ‘e sfintesis y cegralaciones similares, utilizando
acetato C14, lemuestran quc el resto ¢ &tomos e C el tetrapirrol (26 atomos
e C) provicnen “e ‘'icho compuestc. .i‘emis, la “istribucién relativa de la in-
corporacidn en ¢l hemo e los &tomos “e C tanto metilénicos como carboxflicos

del acetato, sugiere que estos &tomcs no -erivan de &1 directamente, sino que

lo ‘eben hacer a través ‘e algln metabolito de 4 &tomos Jde C asimétrico, .- ?

generado probablemente en el ciclo ‘e los Acicos tricarboxfliccs (66). Shemin
postula entornces , que este compuestn s=rifa un ierivado asimétrico del succina-
tu, posiblemente succinil coenzima-:, relacionanio asf, la biosintesis de proto
pcerfirina cor el ciclo “e Xrebs. Su real participacién se ve confirmada usando
succinato, cetoglutarato y citrato racdiocactives como sustra.os y por estudios
de inhibicién con malonato, trans-acoanitato, Flunracetato y arsenito (67-70).
La <istribucibn ‘e 014 en experimentos realizadcs con succinato marcado
ratifica plenamente su utilizacién como una unidad y conjuntamente con los da-
tos de incorporacibébn le glicoccla, permiten postular a Shemin que los cuatro
anillos p&rrélicos le la protoporfirira prcvenirian de urn moriopirrol comn que
primariamente ten.)rfa cadenas acéticas y propibnicas en sus posiciones?y que
los metilos y vinilos se originarfan por descarboxilaciones y Aehidrogenacién

de esas ca‘enas (51).

Lac experiencias de Schulman y Richert realizadas con glé%ulos rojos de
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animales alimenta‘os con -“ietas “eficientes en &ci“o pantoténico, demuestran
una menor sintesis ie hemo a nartir de succinato y glicocola, lo que sugiere
la participaciébn %e la coenzima i (CoASH) en esta biosintesis (71-2).

Lascelles ohtiene resultados similares utilizando extractos de Tetrahyme-
na vorax crecidos en medlios “e cultivo “eficientes en pantotenato (73). La
intervencién 4e succinil Co/\ como verdadero precursor fue convalidar'a por varios
grupos de investigalores (57,40).

Shemin y Russell nostulan, ademas, que el succinato activalo podia eon-
densarse con el C 8 e la glicocola para formar un cetoécido muy inestable, el
4cido N amino Qjceto adinico, que por périida el grupo carboxilo proveniente
del aminodcido , “arfa origen al &cilo é;aminolevﬁlico, srimer intermediario
en este camino metabblico (74-5).

Experiencias e Ailucidn isotdpica, con SVJJ\y eritrocitos e aves <emues
tran que este producto es el que se forma e interviene en la biosintesis “el he
mo, ~etermindn-ose ademas que nuede utilizarse como Gnica fuente de tocdos los
Atomos de C y N e la orotoporfirima (76-23).

Bn la mayorfa :le los cAsos estas investigaciones se han llevado a cabo uti
lizando glébulos rojos nuclea’os, intactos o lisarlos, ya sea de aves o animales,
éstos Gltimos en con?iciones de eritronoyesis elevada.

Es sabi“o que las células rojas “e las aves, sien?o nucleadas, pueden sig
tetizar hemoglobina, mientras cue en mamiferos, esta capacida? sblo se encuen-
tra, normalmente, en ciertos estadios del Adesarrollo eritrocitario en médula
6sea, o en sangre en condiciones ‘e alta reticulocitosis (46,79-81). Las células
rojas inmaduras contienen mitocon-rias, pero a medida que ellas sufren el nro-
ceso e Aiferenciacibdn nierden el nacleo y con é1 la capacidad e biosintetizar
DN/. En estos estadios, las mitocon’rias degeneran, diferentes enzimas se hacen
limitantes y nor endc, se nicrde rénidamente la capacifa® Jde sintesis ak SAL[!,
ya que las enzimas ‘el ciclo tricarboxilico y de transporte de clectrones estén
localiza-das en ichas particﬁlas. De alli, la necesidad de trabajar con células
nucleadas, ademds de contar con la ventaja que otorga este material al ser la

hemoglobina su constituyente proteico fundamental.



Los estulios e biosintesis “e tetranirroles en otras fuentes naturales,
ratifican los mismos »recursores »rimarios que nara las 518bulos rojos. aAs{,
Della kosa y colab, ern Chlorella vulgaris (32) y Lascelles en Rh. spheroides
y Tetrahymena vorax (73,33) jemuestran la sintesis de porfimnas y clorofilas
en estos microorganismos a partir “e ¢licocola y “iversos compuestos cel ciclo
1e Krels,

El hecho “e que casi todas las células vivientes sinteticen tetrapirroles
presupone lz nresenciz el sistema enzimitico que lleva a caho la formacibn de

»

E;AL¢ en toldos los tejidos: sin embargo, ha sico 2islaco en muy pocas células
y nraActicamente no ha po“idn ser purificalo hasta el momento en buena extensiédn
en tejicos normales,

Los primeros escarceos en la localizacibdn celular Jde la enzima que cata-
liza 12 sintesis ‘e :;ALA, 1a «SFaminolevﬁlico sintetasa, son realiza-os casi
simultineamente por varios luboratorios: Neuberger y Gise.n en Inglaterra,
Shemin y Granick en Estacos Unilos (14-29). Todos ellos detectan actividad bio-
sintética tanto en particulas »roverientes e hemsclisalos de pollos anémicces,
como en glbbulos rojos intactos o lisa-os, de »pollus normales. Cdmprueban ade-
mas, la presencia e esta enzimeé en extractos libres de células ‘e ih. Spheroi-
es (85,C7).

[ -

La aislacién e la O-il4i sintetasa ha permiticdo efectuar estulios de re-
querimientos y regqulacibr.,

E1l grupo ‘¢ Neuberger encuentra gue la ectividard enzimdtica en particules
intactas de eritrocitos ‘e aves a partir Jde glicocola y succinato ¢ {cetogluta--
rato se estimula nor el agrega.id ‘o CoiSH y fosfato ‘e piridoxal (85-6).

En estos sistemas no se retecta activi®ad cuando se parte de succinil CoA, sin
embargo, si las rarticulas se someten aumproceso de congelamientd y desconge—‘
lamiento, son capaces ‘¢ utilizar 4dicho sustrato, lo que puede explicarse por
la exiztencia .le _arrcras “e permeabilidacd.

ror otra parte, Granick encuentra que los ¢idhulos rojos intactos son

permeables a liferentes metabolitos del cicl» e Krebs, sienlo la mayorfia hue-

nos precursores, mientras que las células congelalas v -lescongeladas se afectan

e



considerablemente, 1o que lleva a suponer una inactivacidn de los sistemas en-
zimAticos ‘el ciclo ‘e Xrebs en “ichas células. El agreqgalo ie compuestc tales
como fosfato de piri“eoxal, CoASH, glutamina, N.“D+ y una mezcla e nuclebti-os
restaura en parte la activida® de las ¢élulas asi tratadas (70).

Brown, por su parte, detecta buena actividad de SALA—sintetasa en hemo-
lizados de eritrocitos de pollo a partir de glicocola y succinato, evidencian-
do requerimientos ‘e ConSH, ATP y fosfatc de piridoxal (9C).

Dresel y Falk comprueban una gran estimulacién de la sintesis de porfiri-
nas cuando adicionan un extractc cocidc e levalura a hemolisados de eritroci-
tos de pollo (S1), Este extractc se usa a menudo como fuente de CofiSH 1o que
avalarfa su acciédr activante en ilichcs sistemas.

En tejido arimal, la etapa ‘e formacidn ‘e §JdJ\a partir de sus precur-—
sores nc activalos requiere el funciornamientc le los sistemas e transferenciea
de electrones y e fosforilacibn oxilativa completos, lo que se demuestra me-—
diante estudios de inkibicién con linitrcfenol, anaerobiosis y CO (46).

El fosfato de piri-icxal es un cofactcr necesario para la sfntesis de

S ALA, tanto en animales come er microorganismos (70,73,86,89-92) y este re-
querimiento justifica la anemia observaila en deficiencias nutricionales de es-—
ta vitamina (72,53).

La reaccién enzimética se inhibe por aminomalonato y por otras sustancias
tales como cistefna, L - penicilamira y altas concentraciones de Con los que
interactuarian, probablemente con el grupc aldehido de la eoenzima piridox&li-
ca formanlo un anillo tipo tiazoliiina como sugiere du Vigneau? ($4-95).

Lixauri y colab., supcnen que el fcsfato de piridoxal activarfa la glico-
cola mediante la formacién Jde una base de Schiff, originéndose un carbanién
que se estabilizarfa por pérlida de un protbn al medio, estando todo el proce-
so mediado por la enzima S-ilA sintetasa (88).

Jrown y Schulman Jemuestran un requerimiento Jde iones ferrosos para sus
preparaciones enzimiticas de glébulos rojos (72,96-7). E1l grupo de Marsh encuen
tra que la incorporacién de¢ X cetoglutarato 014 es menor en discos de hojas de-

ficimtes en hierro, mientras que la incorporacibn de gALA no se ve alterada



en dicho material ($8).

La participacién de un metal en esta etapa tendrfa una funcibén importan-
te, como serfa la e favorecer la formacién de una base de Schiff estabilizén-
dola por quelacidbdn, puesto que a pH fisiclbdgico, la tendencia a generar dichas
bases es muy pequefia.

Aktar y Jor?an presentan pruebas que apoyan este proceso y deducen que
la eliminacién del protér. para la formacién del carbanidn es estereoespecifica
(99).

No obstante el ctmulo e conocimientos aportaios per diversos laboratorios
nc estd aln aclarado el mecanismc e accifin de la éudjxsintetasa, proceso
que comprende la condensacibn ‘le una molécula de glicoccla con otra de succina-
to y la eliminacidn ‘e una molécula le CO2 para dar SiLhe

Se ha supuesto y se han presenta?o algunas evidencias que -demuestran que
el aamino&cido reacciona corn el fosfato de piridoxal y la enzima para formar
una alfimina <ando un carbarién eatabilizado sin pérdi-da del carboxilo {83).
Esta estructura favcreceria el ataque al &tomo de C carbonilo electrofilico
de la succinil Coa por el C x de la glicocola, segln el esquema de Draunstein
y Snell (10C-1). La condensacifn producirfia un 4cido dicarboxflico, el A&cid>
_{ amino , % cetu—-a'fpico, €l que perideria el grupo carboxilo cercano al grupo
amino, espor.ténea o enzimiticamerte,

Experimentalmente, no s~ La iletectalc la presencia de este amino-cetoéci-
do comc un real intermediario transitcric le la reacciédn enzimética. Laver y
colab, trataron “e obterer sintéticamente ¢l c¢ompuesto libre, perc sbélo pueden
detectarlo fi{sicamerte, a pH fisielhgicos. Efectlian estudios e su velocidad de
descarboxilaciérn midlen ic el cambio de volumen y variacién en la absorcién en
la zona del ultravioleta Jurarnte 12 reacciédn a diferentes pH, y determinan que
la vida media del 'Y amino Deetoadipato a pH 7,C es mencr de un minutc (1C2).
Este hallazgo excluirfa, por lc tanto, la existencia de una enzima para la 1li-
beraciédn del grupo carboxilo.

El hecho ‘e que esta descarboxilacibdn esté fuertemente favorecida termo-—

din&micamente y los estudios cinéticos de eliminacién de 002 radioactivo reali-

zado por Kikuchi y colab. concordarfian corn una reaccién coricertada de ambas
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reacciones, las ‘¢ con?cnsacibén y ‘escarboxilaciébn.

El grupo -e Shemin encuentr~ 2'emAs, ura inhibicién por (&—ALA, lo que
favoreceri2 1a idea de 1~ form~acibn el prot*ucto unido a la Q‘ALA sintetasa
(88).

En 1~ célula, el § #L# proviene e 1a succinil-CoA, cuya formacidn
puede terer luger por ‘iverscs cminos metabblicos (46,103).

Dos ‘e los firmemente “emdstrolos son:

a) A partir “el ceto-glutar~to, con la integrida” el sistema descarbo
xilante oxi'ativo ‘el ciclo e Krets:

X —Cceto glutarato + ToP  + wanT + CuASH —— 3 succinil-CoA +CO,+NADH + i

Esta via es consi‘erada 1la principal en células animales.

b) “or reversibili-a?! ¢ 12 succinil-CoA sintetasa dependiente ‘le
nucleésico trifosfatos, funiamentalmente en plantas y bacterias,

Succinato + NTP + CoASH — Succinil-Coi + NDP + Pi

S

Sin embargo, no suc-'cn lcscartarse Stros MeCcAnismos ProoEestos.

fsi, »oronionil Coi -ur ¢ ~'icinn~r Cﬂ2 con una hintin-enzma nara for-
mar metil malonil Cof, convirtién msc en succinil Cof por otra enzima solu-

ble -lenensiente A¢c B a6,104),

12 (

El 8 fLE nocria formarsce también por con‘ensacidn “el Aci-o semiallehi
20 succinico con 12 glicocnla Activ=zia nara dar el §CiAO(X amino %)hiﬁroxi—
adinico €l ~uc se oxi‘iaria = E:LLA, o por transarinacibdn lel Acio ceto-
qlutaralehio, interconversidn <ue ha si o encontraia en Aiferentea tiunos
de células (105-6).

Estos caminos ~lternntivos to'rian 'ar cuenta ¢ 1a formncibdn e SALA
cn tcjilos ‘on’e no ha pH'in letectarse activitad e é;!LA sintetasa.

Por otr> nartc, Shemin vy ussell, tr=ba2j2n“o en tejilos animales, no
sblo lemucstr~n aue el §-[LA s¢ convierte en porfirin-s, sino que proponen
un cAmino metabdlico alternativo, mediante €l cu-nl el C5 ic este compuesto
y quc corresponte 21 C metilénico 'e 1a glicocola (Fij. 3), funcionaria como
una unida le un 4tomo “e¢ carbono o "fragmento e C]". Estuding realizadog
con marc2ores isotdHnicos,sciinlan su incorporaciédn en ¢l qgruno ureio de 1~
gunina, en el Acido Urico vy en €] 002, regenerin’ose Buevamente en este pro

ceso ¢l Acito succinico.Este ciclo,enomin~”o glicocol »~succinato o ciclo e
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Shemin provee un caming para 1z cxidacién de 12 glicoenl» (74,107)Fiq. 6

A pesar de la postulacibédn de su distribuciébn universal, la éSALA sinteta-
sa adem4s de estar presente en las células rojas inmaduras ya citadas, ha sido
detectada en tejidos animales, en condiciones fisiolégicas normales, sbélo,
en higado de cobayo (108) y en médula bsea e conejos (109).

Diversas microorganismos, levadura y tejidos vegetales presentan activi-
dad de & ALA sintctasa, estando asociada con estructuras subcelulares(98,110-11),

En higado ‘lc 1atas y ratone: y en cultivos de tejidos embrionarios de po-
llos se logra “eterminar su actividad, sélo en cundiciones de produccién exacer
bada ‘e porfirinas (112-15), ya que, normalmente, en ambos tipos de células el
nivel de S;ALﬂ sintetasa es muy bajo. Sin embargo, es posible inducir la enzi-
ma (50 veces o mas) por administracién ‘e diversas drogas porfirinogénicas,lo
que facilita su estulio (113-18).

La localizacién Ae la. epnzima, en células animales, confirma su asociacibn
con las mitocon’rias y publicaciones recientes presentan pruebas de que estaria
uriida débilmente a la membrana mitocondrial interna, ¢ libre, en el espacio Ade
la matriz mitoconfrial (11€-120).

Jurnham y Lascelles (121) logran purificar aproximadamente 10 veces la
g,qusintetasa proveriiente e extractos libres de células de kkhe spheroides,
una bacteria fotosintética que posee un altc contenido e protefnas hémicas y
nresenta la mayor activida<, aGn cuando se la compara con la e glébulos rojos
inmaduros o e la mé’ula Jvsea, células cuya funcibn primordial es binsintetizar
hemoglebina (8€,10%),

Muy recientemente, Marver informa haber logrado purificar una enzima
ALA sintetasa soluble, de hfgado 4de ratas tanto normales como porfiricas(122),
una localizacién ya observada por el grupo e Kikuchi (123),.

En ¢lébulos rojos y en bacterias, la enzima no es especifica para succi-
nil CoA, puesto que presenta capacidal ‘e formacidn de otras aminoacilcetonas,
(85v6,89).5in embargo, Granick y Urata encuentran evidencias 1e especificidal
para ese sustrato, en mitocondrias de higado de cobayos (116).

La formacibn le Stﬂﬂ\esté considerada, generalmente, como la etapa de



velocidac limitante en la biosfntesis ‘e tetrapirrcles (116,124).

La enzima que cataliza este naso y que regularia, primariamente, el cami-
no que lleva a hemo y clorofila, puede ser induvcida por una amplia serie de dro
gas y estervides (113-117,125-7). Esta induccién se bloquea por hidratos de car
banos y se la refiere comc "efecto glucosa", aunque no parece tener relacibn
con el fenbmeno e "represién catabélica" (113,128)..

Darreiro observa que drogas porfirinégénicas tales como Sedormid, (alil-
isopropil-acetil~carbamida) inhiben la enzima UDP-glucurcMil transferasa tanto
"in vitro" como "in vivo", siendo mayor su efecto en el segundo casu (125).

Kappas y Granick compruebar. que el acido UDP-glucurbnico bloquea también
la induccibn 4e las porfirinas producidas por los estervides (13C).

De aqui, que la accién inhibitoria Ae la glucosa se Jdeberfa a su trans-
formacibn en el derivado vri-iilico que conduciria a una mayor glucoronidaciédn
de sustancias que como los esteroi“es pue‘en incrementar la €ntesis %de novo"
de la &-ALi-sintetasa.

Gajlos y Gajlos-1¥rok y sus colab. demuestran en cultivos 4de Rh. spheroi-
des, que altas concentraciones de TP inhibern la sintesis y excrecién de porfi-
rinas a partir de glicocola y succinato, ru asi desde 8 ALA.

Estos hallazgos les nacer. suponer la formacién de un probable inhibidor
fisiolégico que actuarfa sotre la primera enzima (131). Zncuentran, ademés, que
riveles de ATF bajos, prcwyozsadcs pcr compuestos que son a su vez porfirinogé-
nicus, favorecen la formaciorn exacerbada ‘le porfirinas en higados de ratas
(132-3).

En investigaciones recientes, el grup¢ 4e Neuberger trabajando con extrac-
tos 4Ae Rh. spheroides, encuentra un activador y un inhibidor de la é:ALA—sinte—
tasa, de bajo peso molecular, sin “determinar su naturaleza.

Ambcs son estables al calor y se producen en los medios de cultivos de
dichas células crecidas bajo diferentes tensiones de oxfgeno (semianaerobiosis
y aerobiosis) (134).

Lascelles habfa .lemo.strado ya que estas bacterias fotosintéticas mues-
tran una asombrosa respuesta a los cambios ambientales., Asi, llegan a contener

la mayor cantidad de pigmentas pirrdlicos Lnando las células bacter-ianas se
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hacen crecer anaerbbicamente a la luz, o en la oscuridad, con baja aereacibn
(103).

Como se ha dicho, cl nivel de esta enzima en higado de mamiferos es bajo
y en condiciomes fisiolégicas normales, satisfaria las necesidales propias de la
sintesis -le citocromos, catalasas y otras proteinas hémicas.En este tipo de cé-
lulas, y en con?iciones similares a las porfirias, Grenick encuentra que la enzi-
ma se reprime por hemo (117).

A continuacibn, Aiversos investigadores publican evidencias confirmatorias
y se sugiere que el hemo, »ro-ucto tetravirrélico final ‘el camino metabbdlico e
las hemoproteinas, Dloquea la induccibdn -e la S.Lh—sintetasa provocada por cier-
tas Arogas y esteroi-‘es, con 1o gque se obtendria un mecanismo regulador para su
propia sintesis (103,117,122,135-6).

Estos resultaos han llevado a Granick a proponer como hipbtesis, para esta
secuencia metabblica, el ya clésico mecanismo de regulacibén a nivel molecular
para un sistema reprimible (137).

El gen operador del "operén hemo" (Fig. 7a) estando bajo control represor
regularia la activida? del gen estructural (G;) que coedifica 1la enzima de veloci-
dad limitante (Ejp) $AL/-sintetasa. Todas las otras enzimas ce la cadena biosinté-
tica —E2 a E7— coificadas por sus corresponiientes genes estructurales, estarfan
en canti-dades no limitantes.

En este sistema, el gen regula-dor promueve la formacidn de un represor, que
estarfia constituio por una protefna (ano-represor, 2 la cual se unirfa el hemo
(co-represor) gener&niose el represor activo, el cual impediria la expresién de
los genes estructurales. Este represor se inactivaria por metabolitos que compitie
ran con el hemo. isi, ciertas -Arogas inductoras, en este caso porfirinogénicas,
interaccionarian con el hemo por su sitio ‘e unibdn sobre el apo-represor, inacti-
vanio el renresor y provocardo la -“e-represibn del gen estructural nara la <§ALA+
sintetasa, la formacidn incrementada de la enzima limitante, y por ende, el aumen
ro exacerbado de los niveles de los precursores porfirinicos.

Un efecto similar se asigna a los esteroides y otras hormonas inductoras,

que competirian por el apo-represor (138-142),
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FIG. 7a._ MECANISMO DE REGULACION ._

El cont:rol ue iu bivsintesie de heuo puede llevarse a cauwo
por ai1versos mecanismoss I.- Represion, II.- Retroinhibicion,
I11.- Compartaimentaligacion.

I,- Bsta Becuencis metabolica puede suponerse yue esta ba=
jo regulucion positivu. sn este sisTluia i ¢e. regulador genera
un apo represor{inactivo) que al unirse cou un co-represor ~ &€
neralmente el producto final de una via blosintetica - forma un
represor activo que interactua con el operador (o) y no permite
la oxpresion del mensaje gendtico inseripto en un trozo del DHA
(operén). En ausencia del represor, los genes estructuralass G, a
07, que cdeterminan las estructuras de las enzimas rclacionadas
oon la sintesis del hemo, se tranacriben a los mRNA correspon-
dientes, los que a su vegz, aon traducidos a las protcinas enzi-
maticas (El a E7). El gen Gy transcribe el mensajc pzraz la ©-ALA
sintetasa, continudndose hasta el 07 gue expruea la hemo=sinte-
tasa y que catalise la formacidn del hemo. Este metabolito ac-
tua como co-represor, dando el represor activo yue bloyuer l=
transcripoién = , Diversos cor piestos guinmicos (esteroidec,
Lartituseice, wiu.) aotuar comc ci—-r:=_.tores, permitisndo lu
libre exprosidn del ojerc: herc c===3

II.- El producto final de esta secuenoia (hemo) actua tam-
bien inhibiendo la eotividad de la la. engima (S-ALA-S)-—~—~—-$

I11.- La compar.imentalizacion de las euzimas deniro ce la
célula ests represeutada en la r'ig. >.
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Una baja concentracién ‘e hemo o una sobrecarga de glucosa via el incre-
mento del &cio UDP-glucurbdnico le-reprimirfan también el sistema.

Lascelles “demuestra que la actividac de la §;$LA-sintetasa bacteriana
se inhibe por hemo, hemina y otros complejos férricgg le diversos tetrapirro-
les, lo que indicarfa que el hemo actha como retro-inhibidor - '"feed-back
inhibition" (103,143-4).

En células 2animales, este efecto ha tenido resultados disimiles, As{,
mientras Karibian y London encueutran retroinhibicidn, en eritrocitos intac-
tos sblo a altas concentraciones, varios otros grupos de trabajo, no logran
observar interferencia de la activida“ entim&tica con el hemo, en extractos
crudos (10%,117,145). Sir embargo, muy recientemente, Marver y colab. informan
que la §ALA-S solukle “e kigaro de rata, ez inkibida por hemo, y que varias
proteinas se unen al mismo, impi-iendo la accién inhibitoria competitiva (122).
Estos hallazgos justificarian la impositili“a? que encuentran otros investiga-
dores, ‘e “detectar la inhibicién -“e la sintetasa nor el pro-ducto final, p»or
cuanto mi‘den la activida? en sistemas no purificacos.

En células bacterianas, la sintecis le $ ALA-sintetasa es también repri-
mida nor kemo (103). En cultivos Adeficientes de hierro, tanto las bacterias fo-
tosintéticas como ntros microorgaisnos sor capaces ‘v acumular porfirinas, fun
Jamentalmente como coproporfirina (143,146-7). En estos cultivos y merced al
bajo contenido e hemo que se forma, la sintesis 4de la enzima reguladora no
estaria reprimida v funcionaria m&s activamente., Como las o.ras enzimas porfi-
rinogénicas no son limitantes, hay una pro-uccibn masiva de tetrapirroles y o-
tros nrecursores que se acumulan en el me”io {139).

Este mecanismo de cortrol repr.mible por hemo o Aderivados relacionados

ha sido confirmac en varios laboratorios Ae irvestigacién (103,122,136,148-50.

2.~ DICSINTESIS ZF ~vFOSILINUGENOC: <§ALA—DEHIDRATASA

Si bien el Aci‘do aminolevGlico fue un interm=Aiario prepucsto tedricamen-
te por Shemin (66) como producto de condensacién de la glicccola y €l duri-rmd.

succinico, su participacibédrn en esta secuencia metabblica tiene su comprobacibn



experimental, casi simultlneamente,er varios laboratorios. Los cstudios de mar-
cacibén isctbdpica llevados a cabo por Shemin y Russell establecen definitivamen-
te que todos los 4tomos “e O ‘e la molécula ‘el hemo lerivan de este &ci‘lo (74).
Neuberger y Scott, confirmanio estos resultadss, observan la formacibn de proto-
norfirina en hemolizailos “e Jlébulos rojos e aves, a partir del ALA sinteti-
zade quimicamente por ellos (77).

Dresel y Falk “emuestrar. tamnbién su conversifén a un .monopirrol al que
Walderstr¥m le habfa asigrado la derominacién e "porfcbilinbégenc® (73,151).

Este compuesto hablia sido aislan y cristaliza:do muy pocc tiempo antes per
Westall, le orinaAas ‘e pacientes que pailecfan ua tipo “e porfiria denominada a-
gula, una enfermedal herelitari~ -le carécter recesivo (53). El porfobilinfigeno
es un C9rpuegto que reacciona -eon el reactivo de Ehriich Aando una coloracién
roja caracterfstica, insoluble en cloroformo (152-4).

Su estructura, dilucidada por Cookson y Rimington er 1553 (54) correspon-
1e a2 un compuesto penta-ciclico nitogenado con (0s cadenas laterales e A&cidos
acéticos y oronibnicos en las pnsiciones b, Q;y un grupo metilaming en posicién
N, estanlo la otra posiciénxiibre, Granick y ‘Yogorad (155) y Kennar” (156) pre-
sentan simultineamente -latos estructurales confirmatorios (Fige3 ).

En cuanto a la localizacibn e su sintesis, Shenin y colab. informan la
transformacién de ALA en ~orfirinas, por un extracto libre de células orovenien
tes de critrocitos “c pollo hemolisados (7€), mientras que Grauick lugia separar
de estas mismas preparaciones una fraccibn proteica "soluble" que cataliza su
conversior. al monopirrol (157).

La enzima responsable 4¢ esta reaccibr. S-amirnlevilic=--hi.lrolasa" denomi-
nada comtnmernte " SALﬁ-ﬂehidratasa" {#L2-D) cst& vastamente 1istribui-a en la
nataraleza, »robablemerite nresente en to?'os los organismos aerdbicos. Se la ha
detectado en preparaciones “e vegetales (157-162), animales (157, 163-7C) y mi-
croorganismos (73,111,171-3).

Resrecto ‘e los tejidos animales estudia‘os, los glébulos rojos e aves
y el hij22o son 1los que nresentar mayor ictividad Ae g ALA-Aehidratasa.

Se la encuentra locelizada en la fraccibn soluble 4del citoplasma, indepen
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“ientemente e 1a fuente utiliza“a, Se la ha nurificado 4e higa’o de buey (163),
eritrocitos Je aves y humanos (166,174}, bazo e higado de ratanes (175), Rh.
spheroides (121,17G), y nrooionibacterium shermanii (171) y,simultéineamente con
la que aauf se ~resenta, ‘e nojas e trigo, leva“ura (111) e hig2do e vaca (172).
En I -os Gltimos 21ios se)a ha estu”i2o en ntros muchos y variados teji-dos nara
tratar 4e “iluci ‘ar sus caracteristicas y el mecanismo Je 1la reaccidn que catali-
za (179-123),

El rango comGn mis caracteristico que oresentan todas las dehidrasas estu
Aiadas €S ger sulfhidrilicas. En 12 mayorla “e los casos, se obtiene su activi-
Aad m&xima »or preincubacibdn con reactivos reductores comv glutation o cisteina
y tiydas se inhiben con reactantes A2 grunos sulfhidrilos libres.

El »oH 6ntimo varia seqfin el teji’n estuiiain, en animales es muy cercano
a 1la neutrali 'ad (163,166,174-5), mientras que los vegetales, levadura y Rh.
spheroides y otras bacterias oresentan »H 4otimos en 12 zona alcalina (162,173,
176,192). Los metales la inhiben en el or“en® los productos de solubilidad des-
de sulfuros (166), 2unque se observan -iferencias nara enzimas le distintos orf-
genes (162,175,1%1). Comnlejantes 4del tip- etilentiaminotetraacético (EDTA) in<
hiben el sistema enzimitico arimal »nerc 2Gnm no se ha -determinaio la necesi-lad
1e un metal especifico para su activiidz?, en estos tejidos (163,175).

LA ergima le bacterias fotosintéticas no se inhibe nsor EDTA ni por ) - '
'iniri“ilo »ero se activa nor iones notasio (121).

Recientemente, Nani y Shemin com-rueban que la . L*=D e Rh. snheroides
nosee las caracteristicas ‘e una enzima alostérica y que varios iones, especial-
mente los monovalentes, ejercen un efecto heterotrbd4nico cooperative (179,183). Vv
Vergnano y colab, publican »ronietades semejantes para 1la enzima eritrocitaria
(14).

La §ALA—ﬂehi4ratasa ‘e vegetales se inactiva por EDTA pero el efecto nuede
ser revertiio por ibnes “ivalentes Aaunque no requiere iones X (162). Resultados
similares encuentra Walerich con su enzima bacteriana (171).

Narreiro presenta cvidencias Ae 1a inhibicibdn e 12 actividad de la SALA
Aehidratasa provoc2?a por la reaccibdn “e reaq}ivos sulfhi“rilos con el grupo

cetébnico “e) sustrato (1C5).
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Lascelles comprueba que 13 Aehi-dratasa 4de Rh. spheroides se inhibe por
hemo, nroducto final 1e este camino metabdlico, nero en mucho menor grado que
la SALA—sintetasa (121) y Shemin y Coleman lo confirman trabajan‘o con fraccio-
nes enzimAticas m4s ourificacas (175,17%).

No estA aGn “*iluci?ado el mecanismo “e la reaccidn que 12 origen al P1G,
mediante la con'ensagibébn e *os muléculas Ade SALA.

Se =abe gue el QALA y compuestus similares a las aminocetonas sun en ge-
neral estables en me’io Aci-o, nmeruv gque se con-densan rapida y reversiblemente
a cetoiminas y -“ihi 'ropirazinas en solucién alcalina (pH:8,0), puiiendo amto-
oxidarse por aire a pirazinas aromfiticas estables (166).

No obstante la reacciédn cataliza“a enzimlticamente »nuede concebirsela
como una sintesis quimica ‘e pirroles ‘el tino e Knorr, comprendiendo: a) una
condensacién aliblica y b) la formacidn e una base de Schiff con pérdida Ae
dAos moléculas de agua.

Hasta ahora no se ha loqgrado aislar m2s ‘e una entidad proteica en los
Adiversos sistemas celulares y se »iensa que ella actuarfia catalizandu toda la
reaccibn (179).

De los estu'ios “de inhibicién llevaus a cabo por Granick y Mauzerall
y Nan?i y Shemin puele “educirse que ni el grupo(Xamino ¢>ceto, ni el grupo
N amino, sélos, son suficientes -ara unir el sustrato a la enzima (163,166,156).
Se¢ comdrortan también como inhiti-ores e la reaccidn enzim&tica el aci-o semial

\

. . \ . . :
dehido succinico, el &cioro o eoximino levulinato y €l levulinato pero no el

etil levulinato, lo que in‘icarfia que un grupo carboxil*o libre es esencial
nara suunién con 12 ernzima (162,130,137).

Nan1i y Shemin re+~ientemente, establecen que la unidad monomérica e la
; ALA-Aehidratas= ‘e Th. s%ueroides tiene un peso mulecular 4e 250,000 y que
puede asociarse a un trimero oor efecto ‘e iones potasiu (130).

Presentan también “atos que implicarian la formaciun -de una base e
Schiff entre el sru~o carbonilo del sustrato'y un grupo amino ‘e la enzima (180,
17%6).

En estalos e porfirias inducidas con Sedormi4 (alil-isopropil-acetil~

carbamita) o AIA (Alil-isonropil-acetamida), se encuentra que la actividad de



- 25 -

la ;ALA—fehiﬂratasa en higa‘o “e ratas em el “oble que en con.liciones fisiolé-
gic2s normales (1%%) mientras que 12 2'ministracién “e 3-amino ,2,4 tiazol la
lisminuye consi-era%:lemente (129).

Esta enzimz est% también inhibi'2 en esta‘os ‘e intoxicacibn sor ;lome,

en 1A enfermed~d conoci-'a como saturnismo (165-6, 19G).

3.- BIOSINTESIS $E UROPORFIRINAS — POLFOBILINOGENASA

Jfn antes de 12 aislacion y conocimiento estructural ‘el orfobilinbge-
no, varios investi_ = lores especulan quc un moronirrol so-?rfia estar involucra-
10 como precursor en el camino hiosintético ¢l hemo(67,151).

Subsecuentemrcnte 2 12 Jemostracién ‘e su estructura se inician estudios
sobre esta posikle intervencidn.

‘unque 253recen 2lgunos intentos »revios megativos (192-3) Falk, Dresel
y wimington (154) y -ojora'y Granick (195), simultfneamente, ‘emuestran que
el "G es utiliznlo w»2ra 1a sintesis e protoporfirina y comprueban la presen-
cia e porfirinas con mayor namero ‘e carboxilos, tanto en hemolisaios -leei-
trocitos ‘e pollos como en extractos libres e células e Chlorella y e hojas
de espinacas.

Investigaciones »asteriores lleva’2s 2 c2bo en 'ifcrentes laboratorios
y utilizano muy ‘ivers=»s fuentcs, corrobor=n ~m> iamente que este mono-irrol
es el intermeli~rio ver*2’ero en lasintesis ‘e hemo, similar 21 precursor pi-
rrblico postulato (54,70,75,165-6,196-7).

La condens~cién ‘e cuatro moléculas Je G (Fig. 4) con liberacion e
NHq, y2 ser quimica o enzim&tica, *2 como resultado compuestos macrociclicos
forma-os vor caztro =~nillos ~irrdlicos unilos por puentes metinicos, con

'
ca'lenas laterales 2e fci’c propibnico y ~cétice en los carboncs.}‘Q“.Fischer
asigna €l nombre Je uroporfirinas 2 est=s estructuras (11) (Fig. 7b)., Ne los
cuatro isbmeros nosibles “de esta porfirinn sbdlo los tinos isomdricms I y III
se hallar en 12 noturaleza y tienen importancia biolorica. Del isédmero ITY
“eriv2 la protovorfirina 9, metabolito clave ‘el cual divergen los -iferentes

vigmentos cromoproteicos funcionales (45).
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Si 12 con“ens~cibébn se hace quimicomente, se obtienen los ‘iferentes tipus
isoméricos e 1la uroporfirina (I, 11, 111, IV) en proporciones variables. La
cemposiciédn e estos oro'uctos depenle notablemente e las con'iciones experi-
mentales, principalmente pH, temperatura y tiempo (198-200).

Si se realiza enzimAticamente con extractos crudos y en aerobiosis, el
producto es fun‘amentalmente uroporfirina III aunque aparecenctras porfirinas
con menor n@mero ‘e jrupos carboxilos en las calenas laterales (1(5,195-7). Es-
tas norfirinas »roce'len de la oxi‘tacibén, esponténea o enzimdtica Ade 1los corres-
pondientes prouctos primarios “Je la reaccibén: los porfirinbégencs. En este pro-
ceso e oxidacibén a porfirinas se liberan 6 atomos de hiAdrégenos y los puentes
metinicos formados leterminan conjuntamente con los de 10s pirroles, un sistema
de robles ligaduras conjugatas, altamente resonante y por lo tanto de gran es-
tabilida?, La oxi'acién de las leucorases es fotocatalizaida y sensibilizaila por
la porfirina prolucto (201). Estas estructuras resonantes Aan a las sustancias
un color »arpura y una fluoresccncia roja brillante caracteristica.

En extractos ‘¢ hojas e espinacas y germen e trigo, Dogorad detecta la
nresencia de una sustancia 14bil al calor, e naturalea.proteica y por lo tanto
considerada como una enzima, que parece catalizar la oxidacibn ‘del uroporfirind
geno formaio en 12 reaccién, a uroporfirina (202). Presenta a'emls evidencias
espectroschpicas ‘¢ 1a aparicibdn ¢ un proucto e oxitacién transitorio que
tiene una ban?a e absorcién a 500 nm y que corresponderfia a un tetrapird con
un nivel de oxi~‘aciébn entre el urr~porfirinégeno y la uroporfirina (202). Sin
embargo, no se han informa-io nuevcs 2portes nue confirmen la existencia de esta
enzima. Por otra parte se sabe que los porfiriné-enos son muy facilmente oxida-
bles a las norfirinas correspondientes pasando por estadfos intermedios de oxida
cién sin 1a particinacién ‘e cnzimas y er. presencia de aire (200-1,203-4).

El isémero I e 1la uroporfirina aparece en materiales biolbgicos Ae huma-
nos y mamiferos en con?iciones natolédgicas, como es el easo ‘e algunas porfirias,
principalmente 1a congénita (205-6).

Cuando extractos ce Chlurella, precalentados a 50-60°C por tiempos cortos,
se incuban con PG presentan una variacié4n en el tipo isomérico el pro-lucto

formado. En estas con?iiciones snlamente se produce uroperfirina I (195).
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Iqual comportamiento se observa con hemolisalos Je eritrocitos le aves o
humanos y con extractos ¢ bacterias fotosintéticas, cuando se someten a un tra
tamiento similar (1$7,201,207).

Fallot y colab, incubanio glébulos rojos humanos, a 37°C ‘urante 24 horas
obtienen uroporfirina I, adem&s dé¢lisémero III (208).

El mecanismc f&cilmente visualizable de formacidn del uroporfirindgeno I
(macrociclo simétrico), compren-eria una polimerizaciébn lineal ~e cuatro molé-
culas “e PG, con liberacién -e cuatro moléculas ‘e NH3, me-diante la unién del
C Ael grupo metilamino “e una molécula nirrbdlica y el carbono le la posicibn

libre “e otra a”yacente y una ciclizacién e lé calena tetrapirrélica abierta.
Este GQltimo paso poirfia ocurrir espontineamente debido a la alta probabilidad
que le otorga el or-enamiento espacial ‘e su estructura molecular (200,209).

No obstante, el producto fisiolégico normal que A& origen A los derivados
porfirinicos naturales proviene el isémero III, cuya formacibn implicaria que
uno de los monopirroles se una en forma "rotasla" (D en la Fig. 7h).

De diversos extractos celulares se han aislado sistemas enzimlticos com-
plejos, solubles, que acoplalos rerlizan la trAansformacibén de las moléculas
Ae PBG en uroporfirinégeno III (197,202).

Se sabe Aalemfs, que en este proceso intervienen 2 componentes proteicos
diferentes, reconocios por su susceptibili-‘a® 'ife.encial al calor: 1) el
sistema "Porfobilinégeno Adeaminasa' o "Uroporfirinéjeno I sintetasa" y 2) el
sistema "Uronorfirind ;eno III cosintetasa¥ ¢ "Urogen isomerasa",.

Jogora? es el primerc en “ctectar estas os actividades enzimAticas en
vegetales y logra obtener Uro'gen I sintetasa libre e cosintetasa (202).

La fraccidn proteica estable al calor que corresponde a la Uro'gen I sin-
tetasa y que cataliza la formacién “e uroporfirinégeno I, ha sido purifica<da de
vegetales, microorjanismos y “iferentes tejidos animales comprobAndose que es
una enzima "soluble" (166,202,219-13).

La s.ntetasn e vegetales se afecta ligeramente por precalentamiento a
70°C y pH &,2 y requiere la presencia 1le reactivos tiblicos para su actividad,

La enzima actGa s6lo sobre P1G y se inhibe competitivamente por an&logos e



este pirrol, tales como el &ciloopsopirrol Aicarboxflico, que carece del susti-

tuyente en el C\Q; el isoporfobiliné;eno, compuesto que presenta inversibn de

las cadenas ?»laterales y los &ci-os 2-metil,3-4 pirrol-diacético y 2-metilami .
\

no-3-pirm-acético, &ste Gltimo por preincubacién con la enzima (214-17). El

PG carboxilalo no tiene efecto scbre la reaccién (210).

El formal'ehi-o y los “ipirril-metznos no son sustratos -le la reaccidn
enzimatica, a exceocidn lel ‘dipirril-metano con sustituyentes en cadenas latera
les?&fsimétricos (77»%) y X metilamincs que con extractos cru’os ‘e bacterias
fotosintéticas forman Uro II, una »orfinna no natural (213-20).

Los estu'ios realiza-dos con un *ipirril metano sintético equivalente a
la con‘ensacidn ‘e 'os moléaulas ‘e P3G, en presencia e este monopirrol, de-
muestran la formacién de Uro'gen 1 (209).

L2 hidroxilzmina y los iones amonic a altas concentraciones no afectan
consi‘erablemente el consumo enzimitico e P3G por la sintetasa, pero parecen
provocar la acumulaciln “e interme-iarios -“e¢ la cadena polipirrdélica abierta
(165,221-2). To'los cstoslechos permiten leucir que existirfan.sitios de unién
especificos para la molécula ‘el PG - involucrando las ca-enas acéticas y pro-
pibnicas - y que solamente este monopirrol con su cadena” 'metilamino es el que
orienta a la coulensacibébn correcta, necesiténiose acemés una posicibdn libre del
C "\ “Aistal para el funcionamieuto ‘e la enzima.;

2) La otra fraccién proteica necesaria para 1a formacibn Jde uroporfirina
IIT o "uro'gen III cosintetasa" es 14kLil a2l calor y ha sido purificada de
germen e triqo y de tejio animzl, encontrén-iosela presente en la fraccibdn
soluble celular (202,211-13). $i bien 1~ enzima vegetal, se inhibe por iones
NH , en bazo no se observa cste efecto (222-23), Estudios realizados reciente-
mente en nuestro lakcratorio, confirman esta accibédn inhibitoria para la enzima
de higado vacuno (213:2).

La activi-la' e cosintetasa® afecta por hidroxilamina pero no por iones
sulfito o ‘litionitc lo que presupone que la conidensacién tiene lugar a nivel

de méxima oxidacién (metano) (166).

Si bien las “os activi-lales (complejo sintetasa-cosintetasa), estén pre-
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sentes en todas las fuentes ensaya‘as, nc pulieron separarse ‘e preparaciones;
“e eritrocitos ‘e conejos y pollos con métodos electroforéticos, (166) ni de
eritrccitos humanos o “e¢ aves, »or las metolologias <e Cornfor- y LockwooA
(219,221). Esto llev5 2 sugerir que en células animales ambas enzimas estarfan
asociacdas en forma ‘e un complejo no 'isociable, mientras que en vegetales se
separarian m&s fAcilmente.

Sin embargo, recientemente se logra aislar las dos activi‘ades en iferen
tes tejidos hematonoyéticos (211-;2). "ese a elly, Coleman no “escarta la posi-
bilidad e que 12 fracciérn cousintetasa sea un cofactor, es Adecir, una sustancia
ie bajo peso molecular que se halle uni‘ia firmemente a una fraccidén proteica.
?ara proponer su hinbdtesis presenta !atcs ‘e epenlenciza e la cantidad de co-
sintetasa con 1a formacién ‘e uroporfirinbgeno III (222,211)

La Uro'gen III cosintetasa no 2ctQ=2 ‘irectamente sobre el "G como Gnico
sustraty, sino que neccsita a‘‘emds 1~ oresencia ‘e la fraccibn uro'gen sinteta-
sa para Aar el isémero III (202). E1l uroporfirindgeno I, pro“ucto ‘e la sinteta-
sa, tam>>co es iatertediaric en la biosfutesis Jel isdmero III (201-2).Es {e%:
cir, que para la formacién “el isbmero fisiolég;ico normal <ebten coexistir el
complejo sintetasa-cosintetasa y "G, "‘ogora® informa, alemés, que polipirroles
Ae cadena abiertz se acumulan en las mezclas ‘e reaccidn (224).

Estct ¢atos llevan a Granick y Rogorad a presuponer que un compuesty for-
mado por acciédn ‘e 12 uro'gen sir.tetase -quizés un tripirril metano- y otra mo-
lécula e PG, son ‘e alghn modo reor-enasos por la uro'gen ITI cosintetase pa-
ra dar el uroporfirinbéseno III (46,205,224).

En cuanto al mecanismc real “e la formacidn e este compuesto asimétrico
se postulan un gSran rimero ‘e esneculaciones e hiodtesis, las que son “‘iscuti-
Aas por varios 2utores (205,216,225-26). iuchas ‘e ellas son ahora inconsisten-—
tes por el cfmulo “e .'atos anortalos y que’an solamente las que no han podido
ser ain probadas experimentalmente.

Dalton y “ougherty muy recientemente realizan estudios de interacciones
estéiricas Je ciertos supuestos intermeliarios para esta transformacidn, utilizan-—

Ao modelos meolecwlares. "asiniose en sus leducciones y em todos 1os datos experi
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mentales acumula‘s hasta la fecha, proponen una nueva hipdtesis para esta
rcaccién secuencinl, 1la que implica la formacibdn 4de un tripirrol que se ci-
cliza y que por reaccidn con otra moléculz de UG darfa origen a las uropor-
firinas (227).

Se sabe que 1l pacientes que padcoen porfiria eritropoyética congénita
excretan una canti 'a‘' exacerbala ‘e uroporfirina I por orina, jpero no se co-
noce cufll ¢s 1la causa e este exceso.

Levin y colatb. trabajan'o con hemolisalos e eritrocitos le tales pa-
cientes encuentran que la activiia?! 'e uro'gen III cosintetasa en hemolisa-
dos e tales enfermos es mucho menor que en individuos nc porfiricos, confir
mando los resultalos obtenilos previamentc con animales (228-$). Estas obser
vaciones darfian unz explicacibn satisfactoria a la exccsiva proluccibdn el
isémero I en ‘'ich2 enferme“al.

El gruno Jc ¥=atson, »or su narte, supone que €ste incromento se ebe-

ria a un aument» ‘e 12 activi“a’ ‘¢ 12 "uro'gen I sintetasa" (230).

%e— BICSTHTESIS PE COPROPORFIRINOGENC-— DESCARTOXILAS, -

La nAaturalez2 le los intermecdiarios tctrapirrdlicos que llevan a la
formacidn ‘e protoporfirina, fue en las primeras bésquesias, bastante contro-
versial.

La presencia ‘e uroporfirina I y III y porfirinaes con un menor ntmero
de grupos cartoxiles, tanto en materiales biolbdgices -e animales y humanos,
como su acumulaci®n en 1los sistemas e incubacibdn y en los mecios '€ cultivo
Ae varios microor¢anismos, hicieron presuponer que las porfirinas polfan ser
interme?iarios en este camino metabblics (41,56,83,103,10¢ 7,231.2),

/sf, Salomon y colzb. informan que preparaciones de mé-‘ula Osea son
canaces de convertir uroporfirina III C14 en hemo, observacibén confirmala
por el gruno ‘e .iminjton que incubanic esta porfirina con hemolizalo e eri
trocitos ‘e aves obtienen un 50% le transformacién a protoporfirina aunque
no logran observar 1a conversidn neta ‘e conroperfirina a la ‘icarbox{li-

ca (194,233).
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"or otra parte,con 1a prescncia e coproporfirindégeno en materiales bio-
18Gicos, identifica'o nor Fischer y Watson (11,234), consi‘ieraciones e la
estructura quimic~ ‘el P3G, como con ¢l h=llazgo ‘e 1os intermeciarios incolo-
ros ‘le Granick y E~.ora? y 1la incapaci®a le utilizar ‘iferentes isdmeros Ae
la uroporfirinz como sustratos -‘lemostra’y por varios grupos ‘e trabajo-,po-
{a especularse quc las porfirindgenos eran los verla'eros intcrmediarios bio-
18qicos. Es ‘lccir, los compuestos cuyos anillos tetraperdlicos contienen 6
Atomos mAs ‘e hi“’rdyenos que las porfirinas (42,55-6,147,225).

Las pruclbzas coancluyentes le su intervencidn en esta secuencia metabolica
son aporta“as por Hooral en 1955 y Neve y colab. en 1956, quienes incuban+io
extractos e Chlorella y hemolisalos ‘e glbbulos rojos de aves,con uroporfiri-
n6égeno III, obtienen sintesis ‘¢ copro y protoporfirina (55-6).

Posteriormente, esta participacién se ve confirma’a en muchos otros labo
ratorios (201,207,210,235-6).

Quea asi, perfectamcnte estzableci > que las porfirinas no son los inter-
me“iarios realecs, sino que son 1lnas pro-uctos e oxidacibédn de las correspondicn
tes leucobases,

La transformacifn de uvovorfirinbdgens a2 coproporfirinbgenn requiere la
eliminacién Jde los cuatro grupds carboxilos ‘e las calenas laterales acéticas
e los pirroles (Fije 4), 2n!o intermc.liarios con 7-, 6- y 5- grupos carbo-
xilos. La -‘emostracifn l'e 1a existenciz2 e estos compuestos como proructos
enzimlticos en muy ‘iversos sistemas ‘e incrbacifn sugirid que 1la descarboxi-
lacibn proce-de en etapas y que los porfirindgenos poseyen'o 7-, 6- y 5- gru-
pos carboxilos son también interme’iarics rcales (46,225).

Esta participacidn tienc su comprobacidn cxperimental en nuestro labora-
torio. Meliante experiencias e marcacidn isotbdpica, se¢ demuestrz que log pur-
firinbéienos contenienis 7-, 6~ y 5~ grupns carboxilos -isémeros III - ce con-
vierten en hemc actuzn'oc como interme-liarios verdd-leros ile su tiosintesis y
avalanlo tolas las suposiciones formula‘as (237-39).

Si bien 1a ‘escarbsxilacibn ‘el uroporfirindégeno es un proceso secuencial
no se conoce si se-.lleva 2 cabn Dor unz o2 mis enzimas ni si el mecanismo e

eliminaciédn ‘e 1los cuatro carhoxilos tiene un or 'en nreferencial o es al azar.
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Mauzerall y Granick logran aislar e hemolisades e eritrocitos de co-
nejo una Gniea fraccibn enzim&tica que “'escarboxila el uroporfirinégeno a co-
proporfirinéjens, or electroforesis zonal sobre almidén y a la que -lenominan
"uronorfirindjeno-‘escarboxilasa". En sus incubados “etectan, alemids, muy
pequenas canti‘2les ‘e las porfirinas con un nfimcro intermeio e grupos
carboxilns (201).

Con extractos libres ‘¢ células ‘e ih. spheroi‘es Hoare y Heath obtie-
ren resulta-los similares {210).

La enzima eritrocitaria tiene una 2lta Afini'as por su sustrato, des-
carboxilando los < 185meros ‘el ureopsrfirindgends en el or-len sijguiente:
IIT > 1v > II » I, pero no> actGa sobre las uroporfirinas. Los iones sul-
fito w “itionitno, que forman complejos con los intermeliarios ‘e las 3i y
las tetrahidroworfirinas, n»> la inhiben, ‘cscartlninse que cstas estructuras
“porfometinicas™ sean sustratos ‘le¢ 1a rexccién enzimAtica. Fst~ ‘escarboxila-
sa requiere grunos sulfhi‘rilos y anacrobiosis para su méxima activida® (201).

Urata y Kimur=2 surificanis las enzim2s porfirinogénicas, presentes en
eritrocitos de pollos, aislan una sustancin estable al calor y -lializable
que actuaria como cofactor en la ‘escartoxilacidn ‘e dertos porfirindgenos
(240).

or su parte, Hoare y Heath present=n evilencias le un factor estable
al calor que estimul: 1~ lescarboxilaciin ’'c¢ los porfirinbgenos formados por
extractos ultrafiltrzios ‘e kh. sphercil¢s ~ partir ‘¢ 072G (197,210).

recientemente, en nucstro labtoratorio, se aisla una fracciédn aktamen-
te purificala ¢ 1 lescarboxilasa ‘e critrocitos e pollo a la que denomina-
mos "porfirinbgeno ’‘escarboxilasa", comd una Gnica entida” proteica con-acti
vilales “iferenci~les para los porfirindqgenos con nlmcro variable e carbo-
xilos (241-2).

L2 lescarboxilacidn a2 coproporfirina ¢s mayor si €l uroporfirinbdgeno
es generalo enzimiticamente en ¢l mecdio e incubacibén 2 partir e sus precur
sores inme 'iatos --r,;";L.-'f- 2 P2G - que si es ~greqgrlo exbd jenamentc previa

retuccibén e 12 porfirina corresponsiente (220,242).
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Las porfirin~ns, compuestos que cxhiben una marcada absorcibdn espectral
en el visible y en el infrarrojo, son rcduciias muy ré&pidamente por amalgama
de solio, en 1a oscuri‘a?® y en ~“wsmencia le aire, pero pueden ser fotoreduci-
1as nor agentes reuctores suaves, tales como las Mraminas terciarias.

En este »rocess se comhruehA 12 oresencia ‘e comAuestos con diferentes
niveles ¢ oxi’~cidHn v cuycs estructur~s han si-lo nronuecstas por Mauzerll
(203).

El nivel mfyimc £2e¢ re‘uccidn 4> como »roducto los norfirinbgenos o
hexzhi“ro-orfirin=as, con una htan'2 ‘e 2bsorcibdn cercana a los 220 nm y cue
caracteriza 2 los nOclecs »irrdlicos, micntras que en los estalios intermedios
s¢ destectan 1 s tetrahi“ronorfinn2s, coa una ban'a a 550 nm y las Aihidro-
rorfirints, con bonlas A 440 y 735 nm.

LA reoxiacibén se ~ro’ucc muy facilmente en contacto con aire ¢ por
tratamiento con solucifmiacuosa ‘e io“do.

MAuzerall v Feher ‘emuestr~n también le presenciz de un ra'ical libre
4el tetranirrol cue reorcescnt2, srobeblemente la ¢structura e una~ uroporfi-
rina con un electrdn alicional ¢l curl posce un2 "molia bnda Ae absorcibdn

en 12 regi6tn ‘el visible (223).

5.- BIOSINTESIS S E PROTCEORFIXINA - COPROPORFIRINOGEMASA

Conronorfirinfceno I1I, proucto ‘e 12 etana anterior, se convierte
en Hrotonorfiring eno, "or Jescarhoxilacidn vy eshidroaenzcidn esnecifica 4de
A0s de las c~'ence nronidnicas laterales, l1is que son transform=2-as a grunos
vinilos. La 2é&r'i*~ nostaior ¢ C Atomos ‘¢ hiAr&eno Ael macrociclo 4a como
resultafo orotovorfirina 9 (Fig. 4). Este es el producto Gltimo e la cade-
na tetranirrédlica y el comoonente clave en el camino “ivergente e clorofi-
las v hemooroteinas,

En esta et2n2 ¢l orecursor “irecto es también el Jerivalc hexahi-“roge-
na‘o 1e 1a coprcrerfirin: TIT (244-%). Tanto Lernar® como Falk han Jemostra-
1o »rimariamente, fue los g16bulos re jee nuclendics forman protoyorfirina cuan

Ao son incubn'os ~ersbicamcnte, mientrs que ch anacrohiosis sdlo sintetizan
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conromorfirina (194,296).

for otra parte, se ha comorobasdo que las fracciones solubles “e iferen-
tes células ~nimales son canaces Je sintetizar norfirinas conteniento mis e
4 grunos carboxilos, nero no »rotonorfirina, 2 menos aue se¢ le 274icione al
sistem” la fraccién rarticulatz (165,195,244-5,247-9). To”as estas evi-dencias
nermiten concluir que el sistem~ enzimftico resoonsable e este paso, en célu-
1as animales, est® localiza'o en mitcconria. En vegetales y microorganismos,
también se lo encuentra asodao n particul-ss subcelulares (98,195,250-4).

Sano y Grenick estudtian?o su “istribucién en ‘iferentes tejidos de co-
nejos y cobayos comorueban que ¢l higado y 1a mélula 6sea son los que poseen
mayor activi‘ta? (255),

Hast2 ¢l momentd no sc¢ conoce si 12 reaccidn total catalizz?a nor el siE
tema cooronorfirinbdieno oxi~asa Jescarboxilainte (coorogenasa) es llevada a ca-
bo por unz o mis enzimas y cuil es el mecnismo y secuencin en el proceso e
Aescarboxilar y oxi‘dar las -los cadenas laterales.

Varios grupos ‘e investiga“dores han estudiado los requerimientos y carac-
teristicas ‘e este sistema enzimAtico.

Si bien sc¢ lo dctcct? en 12 mayori= e 1los organismos vivientes, sblo se
lo h2 nurificalc ‘e =itoconrias 1 higa’o mmiferc, ‘¢ “on'e se lo ha separado
como una Gnica ¢nti®a? sroteica, caracterizado electroforéticamente (255+59).

La rcaccibn enzimatica total rcequiere oxigeno molecular como Gnico aceo-
tor “e hidrdégeno v no sc h~ loacradio otro oki“~nte que lo reemplace, ya sea
acentor e electrones artificizl o biolé ics (255,258-9).

Lascelles y colab., exminan‘do cultivos “e Rhodopseudomonas spheroiles,
b~jo Aiversas con'iciones ambient-les, comprueban que el oxfgeno suprime la
arotuccidn ‘e bocterinclorofila y ghe estzs bacterias, creci'as anaerdbicamen-
te, conscervan 12 ¢-~»cidn? ‘e biosintetizar hemo »Hara satisfacer sus necesida-
Aes hemo»nroteicns funcionales.

"ar~ explictr esta divergencia, Lascelles Hostul2 12 necesi‘ad 1e alghn
otro comnmucsto oxi'a'o, genera'o »or e) sistema fotosintéticeo, que lleve A ea-

bo 1a ‘escarbcexilacidn oxitativa ¢l cooronerfirindjeno en ausenciz ‘e oxiaceno

(103).
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“or su narte, Mori y Sano “emucstran la conversién de coproporfirinéqgeno
A protoporfirin~ en extractos ‘e bacterias fotosintéticas cstrictamente ana-
erdbicas s6lo cuan’s son incub2'ns en ~erobiosis. Este requerimiento no »uc-e
ser reempl=azalo por 1ds ‘iversos aceptores ‘e electrones 2nsaya l0s.

Ehteshamu'“in, en contraposicidn, informa 1la sfintesis anzerdbica 1le
protoporfirina no ’'epen‘'iente e aceptores exdgenos, por extractos sonicacos
e Pseudomonas spherni les crecilas aerdbicamente (251).

Muy recientemente, Tait logra “eterminar 2ctivi~’a“® e coprogenasa en
incubaciones re=liza’as 2naerSbHcamente, ‘e extractos totales e kh. spheroides
creci-ias baju con'icicnes fotosintéticas, siempre que se le 2'icione al sis-
tema: metionina, iones Mg y AT" (254).

Tait concluye uue sus extractos son capaces ‘¢ sintetizar un aceptor -le
electrones, no i‘entificao, que puec'e sustituir al 6xfgeno en 1a biosintesis
de protoporrfirine.

De las prepariaciones purifica’as 'e-mitocondrias ‘e higao mamifero,
no se han aisla’c ni ‘etecta”o cofactores necesarins para esta transformacidn

Esta enzima no es inhibi '2 por cianuro, io“o acetamila y -linitrofenol.
S8 1o es por 8-fen-ntrolina yﬂx,dtﬁniri'ilo pers no por otros juelantes,du-
Aienlo ser reactiva ‘2 por "iflisis, 1o que suqgiere un metal uni-’» firmemente
a la entim> (255,259).

La coprogenas~ 'e leva'ura no es ihhibiia per los reactantes e iones
metAlicos.

Los result='os obteni“os con microosrganismnas suponen un rol importante
nara el hierrn en esta reaccidn, ya que se nbservan una acumulacibén e copro-
porfirina, cuan< 1l3s bacterias crecen en con’iciones ‘e “eficiencia “e este
metal. Las incubaciones re2liza’a2s con LA o DPBG y extractos bacterianos lle
gan sélo hasta coproporfirin= I1I, excento si se le a'icionan innes ferrosos
al sistem2, sintetizan'o entorces, »rotoporfirina (73,83,260).

En plantas superiores no se ha observa”o en cambio, 12 necesitad e
hierrs para est> conversibdn (93).

L2 coenzim~ / es un cofactor involucra?o -lirecta e in-‘lirectamente en
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esta etayn, Hara ¢l ¢ilia’o Tetrahymena vorax, ya que células ‘eficientes en
4ci Yo nantoténico y en oresenci» “¢ hierro, tiosintetizan cooronorfirina,
mientr2s que 128 normales son ¢avaces ‘e formar nrotosorfirina (73).

Torrn y Falk informan 1- presencia ‘e porfirinas que estarian unitas a
las orotefnas cdurante 12 reaccién catalitica (256).

La enzim~ es eshecific> Hars coorocorfirindreno III vy no transforma
1os isbmeros T o TI ni 1~ coormnorfirina TIT (244,255-6G,261).

“renaraciones ‘e Fuglera y mitocon'rias e his~7o vacuno son casaces
Ae utilizar conrcororfirind eno TV - isdmero no biolédaico - come sustrato,
aunaue muy nobremente (4C,257).

Fst~ esnecificid2d estrctur-l, asf{ como 1> % 12 enzima lescarboxilante,
encontra1a en Jiferentes célul s, =2sequr? 1 oroduccid4n de un solo tipo e
nrotonorfirina en 1~ naturalcz~, €1 nimere 9, e 1» serie isomérica III.

Sano v Gronick ‘etecton un interme 'iario aue sunonen noseeeria2 tres
cnlenas oronidnicas y una vinflic»a. Este “‘eriva o anarece.en el meiio e
incubacidn, Aesa-~-recicento A me'i ' que ~rosique 1a reaccidn enzimftica.

L~» existencin de un intermc?izrin tricarboxilicn -cuy» naturaleza se
lesconocc- ha si ‘e va sugeri”n H=r2 el c mino metabbdlico el hem, puesto
Gue un comhuesto “Ue se comrort: cromatogrificamente como tricarboxilacdo ana-
rcce on Alqunos sistemns ¢ incubacibdn y 1~ encontramos nosotros entre las
norfirinas »resentes en 12 glan‘ula ¢ Harer (165,195).

Sorr2 y Frlk encuentran que el A4-mononronibdnico-lecuterporfirinbdgeno 9
un leriv~'o tric-rhoxilico, Hucte ser converti-vo 2 un compuesto icarboxfli-
CO aue su™Hncn €s ¢l 4-monovinil “‘eriv- o (25ﬂ).

o son utiliz~‘ns comn sustr-tos 1os hematonorfirindgenos, el 2,1-
-iacético-“euteroyorfirindacnn, € trans 2,4~ Yiarcrilico-"eutercrorfiriné ‘eno
ni ¢1 monaoroni4nico ‘euternnorfirinAceno (255,262).

Excerimentos »~revios rerliza”'os con 2qua tritiad» sugirieron gue 12 o-
xitacién y ‘cscorloxilacién ocurririnan simultfne~mente y Granick »ropuse
como hioAtecsis tentativa cue 12 oxi”2cién e 1as crdenas ~ronidnicas sroccc-

ria nor eliminacién de un i6n hi“rurn, con liberacidn simulténen de CO2, sin
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embarqo, este mccanismo no ten?ria en cuenta el requerimiento le oxigeno(263).
Sano, nosteriormentc, sintetiz? un ‘leriva'o oxilata, el 2,4 bis%:hiﬂro—
xinronionato-“euters>orfirind -enn y encuentra una transformacién 2 nrotoporfi-
rina %€l 25%, con su sistema enzimftico mitoconirial (264). ‘uesto que el sus
trato ¢s un? mezcl> de estecreoishmereos, cstaonversidn implica una alta eshe-
cifici'»? isoméricn d¢ 1~ enzim~. Comprueb» 1 'emfs, aque la transformacidn se
arotuce tanto cn fer. como en ~nrcrobiossis, 19 que le hace sudoner acue el oXf

acno sc reauiere sAlo, »ar~ 1~ formecidn ‘¢ los sunuestos intermcdiarios oxi-

denatos, Ne Aamul 2ue €1 enmoucsts hi'roxil~ o serin ¢l resulta’o de una reaccibn

de tino oxigenns~ sobre el conronorfirinécenn IIT, el que se “eshirataria na-
ra J'ar un acril-'erivadn y finslmente sc ‘cscarboxilaria,

L2 narticis2cifn ¢ un compuesto ‘i~acrilico interme“iariog ya nronues-—
to como isOmera cis - estaris avala“a por 2lqunos hallazyss experimentales
(255,257). fsi, se¢ h~ Jdemostri’o cue ¢' Yerivado trans--tiaérilico no actta co-
mo sustrato y que ¢l acio fumfrico no inhibe 1a rexecidn, mientras aue ¢l
Aci‘o maleico si 1o hace (259).

Ina desc-rhoxilaeidn simult®ne= » no, ‘¢ estos comduestos transitorios
1ari2 origen & proteoporfirindceno, otro interme liario que ha si ‘o letectao
en sistemas d¢ incubdncién v cuys nosterior oxi 'acidédn -enzimAtic2 o esponténen-
srotuciris 12 protoorfirin~ 9 (255-6).

Muy rccientementc, Schiefer inform=a que 12 mayor actividad enzimfticn
de sintesis ¢ »rote vy hemn, 2 nartir ‘e AL/ y fracciones celulares :le higa-o
de ratr, s¢ cncuentrm en ¢l citopl~sma, Sus ‘atos avalarfan el concepto e que
1~s »orfirinmas miteeon'rinrles son sintctiz>"2s en el citonlasm» y transferi-

Aag nnsteriormente ~ 1~ mitocon ri» (265).

6.- BIOSINTESIS DE HEMQ - QUELATASA

Esta etan~ ¢s &l H7s»H ‘e bifurcacidn aue lleva 31a biosintésis de¢ hemn-
sroteinag o Jde clorfila, enentienio el i6n methlico que se inserte en c)
Anillo tetranirrdlico yn axidalns,

Las »orfirinns forman auelatos metilicos extremn'amentc estables, espe-

cialmente com los elementos du trausicitém: Fe, C», Zn,Cu, Vi, etc. (11,266).
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Sin embargn, 1= velacidad e formacibdn ‘el complejo metflico varia ampliemen-
te con 12s coniriones exnerimentales. ”si, en soluciones acuos2s a pH neutro
y 32°C el i6n ferrosn coor”inn esnontinemence con los Atomos ‘e nitrbdgeno
‘e los »irroles 'e 12 nrotonorfirina y el rendimiento se ve fawgrecido si la
»orfirina coloi’=l, se encuentrz2 monomolecularmente “isnersa »or accibdn e
aqentes tensioactivce (166,267). N¥n ocurre 1o mismo con el ién Mg, reauirién-
Anse un »roceso e€secia) nara 12 obtcncidn Je este comdlejo (266).
Los »orfirind enns, ¢n cambin, no Hue ‘en unir met2les "uwesto que son
Anillos tetranirr&licos cnn npuentes metilénicos.
Sq‘suwuso,cnnsiquientemente,que.en el nroceso ‘e tiodgintesis, el metal
seria incornorzo 21 nacleo tetranirrdlicy, con un estadn e oxi‘dacién equi-
valente al “e¢ las »orfirinas (2G€).

~

La facili =% e 12 quelacidn leld F‘e++ con 1a »nrotonorfirina hizo pensar
en un? reaccifdn n- enzimAtica, sin embargn, el hecho % que existan microorga-
nismos que recueren hemina comn factor ‘e crecimiento y que no nuede ser reem-—
plazaa sor 1a =“icidn e hierro y »rotonorfirina al medio e cultivo, con-du-
jo A 1a bGsaue’» ‘e 12 enzima (262-71).

Esto fue tarea ar?ua, por cuantoe ‘iferentes condiciones que favorecen
la quelacidn, 1o hacen en amboas mecanismos: quimico y enzimético,

Si bien 12 incorporacifn ‘e hierrs se “emostrd muy tempranamente en una
canti’a? de sistem>s e incubacibédn ccn diferentes extractos, es a partir Ae
1960 y por ~iferentes qgrupos ‘e investi ja‘‘ores, que se loqgra zislar y purifi-
car 12 enzima quel-nte, “en~minacn "protohemo-hierro-liasa", "hemo-sintetasa"
o simplemente 'quel=t2sa",

Ha sidc encontrada en matocondrias e higado de rata, de eritrocitos de
aves (268-4) y en extractos de leva'uras y bacterias (275-82), siempre a2so-
ciada a narticul=s subcelularcs, pudién’osela solubilizar por “‘ispersidédn mech-
nica o agentes activantes ‘e superficic.

Recientemente, s¢'lz2 ha ubicaio también en cloroplastos vy proplastidos

de Aiferentes vegetzales (283-5),

Jones presenta evi‘encias 4e su loczlizacibén en la membrana interna Ae
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las mitocon?rias ‘e hfiga?s de ratas, un hallazgo que es confirmaldo por el
grupo e Mc Kay (120,236).

Neuberger y T-it encuentran en los cromatéforos ‘e Rh. 8pheroi-es y en
‘iversos teji s ‘e mamiferos, una enzima que cataliza la inccrporacién e znc
en la protoporfirina 9, 1a que és= inhibila competitivamente por iones ferro-
sos. Sin embarc~, est2 enzimAa exhibe 12 c-racteristica particular de quelar
iones ferrosos, ci se le ~fine 4cio nscirbico ~ 1n mezcla ‘e incubacidn
(275). vostericrmente, Mazanowika y col-b, exdlican que el efecte difaren-—
cial e quelacifin e 12 enzima bacteri~n~ con ek In y el Fe, se ‘ebe a la
presencia “e per5xi‘cs en el ens~y> enzimftico, el que eliminz el agente

. 2+
re‘uctor necesaric parzel Fe (251).

Ciertas cepns ‘e leva‘uras acwnulan, intracelularmente, complejos <le
Zn-protonorfirina, en “eterminalas con'iciones (227).

Otro e l-s metzles que puc”’e ser inserta!n enzimAticomente cs el

2+ . . . , . . .
Co y que es especifico par= bacterins gue sintetizan vitamina 312 (278).

El mecanismc 'e 1~ reaccidr que crtzliza 13 ferrnquelatasa y su reqgala-
cién son torfavi~a muy pocd connci s,
LA presenci~ ‘e 1ns grunos vinilos en 12 porfirina Aicarboxilica es

una con'icifn necesariz para 1a enzim2 gque binsintetiza hemo, 1a que he sido

demcstra'a por Granick y Gil'er en sus estu’ins con Hemophilus influenza.

Estos microorganism:s requicren para crecer hemc 2 protoporfirina y hierro, los

que no Hue-en ser reemplaz~-los »or mesn  leuterohemo, o dichas porfirinas
con el iAdn metflicH (279).

5615 las frocciones purificadas o envejecidas requieren agentes re-luc-
tores, tales com: cistefna o GSH/como cofactor y tiemen méxim~ actividad en
anaerobicsis, necesitfnicse agentes solubilizantes el tipo quelntos o Tween
(2683,271,273,251,276;,

Lxs porfirin-~s -icarboxflichs puelen ser sustratos le 12 enzima le li-
ferentes origencs, n> asi las tetracarboxflicas, ni el protonorfirind-enn
(271). To?os estos hechss presupomen una mayor selectivi'al e 12 enzima ha-

ci~ el metal que hecin el tino “e norfirin~, por cuante la célul=a sblo le
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ofrecer& 1a pr.tcporfirina y en cambio lebe elegir eliién ferroso para satis-
facer los requerimient: hemoproteicas, entre los diversos iones metdlicos
presentes.

sorra y Folk ‘etectan la presenciz e interme-iarios uni “bs a proteinas
que po-'rian estar relacionalas con est~ biosfntesis (258).

Schrartz ubserva que 1~ 27icibn e globina incrementa varias veces la
actividat e 1~ quel=tasn e glébulos rojos (272). En concorlancia con estos
resultados 1la pratos>rfirina unila a pactelnas es mis fécilmente incorporada
A hemo que la proto.crfimna libre. Se cree que el efectn es ‘e¢ solubilizar
el sustrrtn (2°3),

Labbe y cnl~b, informen que particul»s mitecon'riales ‘e levaluras, ca-
rentes “e 1li»i*.s, tienen escas= activi 2’ le ferroquelatasa, 12 que puee
ser incrementa’'a por el aqgrega’ts le fosfolipidns, efectos ya observalos para
1la enzima bacterian~ y 12 ‘e mitocon'rias ‘e mamiferos (273,231-3).

E1l rol ‘e 1los 1lini‘os sobre est™ enzima ha sido objeto e estudios en
Aiversos laborat..ri.s y recientemente, ea forma muy amplia por el grupo le
Yoneyamn (2£9). Fvs investigalores sugieren aque como €l sustrato no es solu-
ble er soluciones 2cu.os”s neutras, grupos hi.'rofbbicos e moléculas fosfoli-
pi'icas, que form=n »arte e la enzima fuelante, atraerian la porfirina y
repelerian 2 1las moléculns ‘e agua, mientras que los grupods Acilo-fosfdricos
hi‘rofflicos, atr~crfian el ib6n ferroso, €l que seria luego transferilo a la
regién hi rofdkica y atrapa's oor la nrotoporfirina.,

En <uanto ~ 1~ bifurcacidn ‘el camino hzacia clorofila, 1~ etapa e in-
sercién ‘e magnesiv "1 anillo tetrapirr®lico no ha podido ser alin demostrada
en los ‘iversos sistemas ersayados, ya sea que se trabajc con células enteras
2 rotas, S5in emb~r o, se prasupnne su existencia, por cuanto ciertas mutantes
e Chlorellas 2cumulan protnporfirinns, Mg,-vroto 9 y Mg-monometil éster-oropg

porfirina 94103,209,250-1).

7.- DIST.IZUCION DE CCHFIX1NAS EN LA NATUKALEZA

La gran concentracién ‘e norfirinas en 12 glindula “e Harder es una



caracterfstic n-t~%le e ls rce lvres. Sin embargs, esta acumulxi’sn no es
1~ Gnica que se c.n.ce. En 12 n~turalezr, las porfirinas pue’en encontrarse
tanto libres com. en forma e complejos metAlicos, NDe estas Gltimas derivan
s metaloprotefnns funcionales.

Las porfirin-s libres, es lecir, n- ligadas A metales, ‘e mayor abun-
2ncia son: 12 orotoneorfirina 9 y 1ts isdmeros I y III ‘e 1a urs y copropir-
firinas. En pequefins caatidasles tudas ellas ~parecen em la mayorfa e los teji
tos y d¢ganos e ~nimales -incluyen'> el sistem” nervioso - y en materiales
e excrecidn bicl# jicohs, donc'e se hellan incrementadas en leterminadas con-
diciones patoldiic-s (16,5%,292-3).

En ciert:s esvecies, tznt> “¢ ~nim-lcs como ‘e vegetales, ~parecen acl-
mulas ‘e “iversns »orfirints. 7si, en bs'né'ulns e 1as rnaices e plantas
leguminosas y otrac plantas superiores se observen relativamente grandes
cnti>des ¢ prot: y copronorfirinas libres (11,254-5).

Uroparfirin~ se encuentr: en 12 caprerzéhn e los moluscss, en las zonas
8c calcificacidn fse~ Je fetns y en nlanarias, tnimales sensibles 2 12 luz
(256-7).

Esta porfirin~ se encuentr-:, t~-mbién, en form-s -le agrega'os, en las
&reas pigmenta’as ¢ 12 cAscarn e huevos ‘e “iversns especies le pAjaros,

12 que se “epnsitz en el momentH) e formacibdn e las mismns LA yema de hue-
© tiene también srotoporfirina (46,266).

Covroporfirina III y protoporfirin~ 9 se encuentran en 2Rliunos inver-
tebra‘os marincs (293,298).

Diversss micr srqganismcs,baj>y con'iciones .letermimrlas, excretan gran‘les
cantidades ‘e porfirin~ns, principalmente come coproporfirina, munque en al-
qunos casos se¢ 17s ‘etecta ¢omd coproparfirindgeno (46,103,209,299-300).

El cili="> Tetrz2hymena geleri, prluce protoporfirina 1o gue le prorluce
un cambin e culor (301).

Fn con?icicnes normales, el esqucletn dseo e 1~ mayoriza ‘e 1os 2nimales
n» contiene 2orecitble conti'a? e norfirin~s, mientrss que cn conliciones pa-
toldgicns, com 12 e oorfiria congénit present=an flusrescenci- y un eolor

marrdn,lebilo 2~ 1~ uroporfirin~ epnsit2”i, E1 e 1a ardilla,normalmente tiene un
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eclor csguro, ¥y cuzn's se 13 bserv~ b2j. luz U.V. presenta 1a fluorescencia
roja caracteristicn ‘e las porfirinas (293).

Las plumas Je las aves ‘¢l Tur~c. -~ un we Jel Africa Central - contienen
un ‘erivaln met“lic: porfirfnice JYen-mina?t turacina. Esta sustancia es la
que imparte ~ sus 175 un brillonte y hermsso clor rojize (302-306). Su com-
posicidn es fun'~mentalmente ursporfirina III - como cpmpleje Jle Cu — conte-
nien1> una muy pequefin cantis>c ‘le¢ firiaporfirin-.,

eorg y C.tzins presentan evidencins 'e¢ 12 presencia e un complejo

Mn-norfirina wn 12 sangre e est~s ~ves (307).

L2 existenci~ ‘e complejrs porfirinicts ‘e Zn,principalmente protoporfi-
rinz, ha si}o lemcstr2i» en ciertas mutantes ‘e levriuras (287).

Se han ilentificndz toambién, tros complejons metllicos como las vanarlio
porfirinas en l:us =ceites le esquistos,

Com» complej s ‘e hierr> y m~gnesi., forman parte e grupos prostéticos
de importantisim=s cr-moproteinas bilAgicamente Activas tales como hemoglobi-
nas, mioglobinas, eritrocrusrinas, peroxicasas, catalasas, citecromss, cloro-
filas,bacteriocl r: filas, etc. (45,266,293).

Las metal “profirinns mfs importantes en el reindy animal son, sin duda,
los esmplejos “e hierry, en 1as gue la naturaleza aa aprovecha?d)y ¢l cambin Ade
valencia el est=?) férrico =2 ferr~s» y viceversa, para establecer un siste-
mA ‘e transporte ‘e electrones, conectan’» las Yeini 'rogenasas intracelulares
con el axigenc tm sféricn,0 uniéndose aproteinas , sin cambics .le valencia

iel At-m» e Fe, ~.sibilit=an1» su funcifn ‘e transportadores Jde 02 w ¢ reser-

En est~ enumer-cidn, s%1: sc¢ 1°n presentass algunos ‘e Msmuchoss traba-
jos relacinna'zs cin I”presencin le estos pigmentss en 1a naturnleza. Existen

sobre este tem= excelentes puestas 21 'f- (11,45,266,287,298),
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PR0O208ITOS

La glandul~ e Har“?er de rata presenta una acumulacién anbdmala
de porfirinas. £l mecanismo “e este actmulo y su posible funcién fisio-
lé6gica, es alin “‘esconocida,

Como se ha comentado en la Introduccibn, la génesis de estos pig-
mentos <ié lugar a unz gran controversia. Si bien se habfa demostrado
que la glé&ndula era capaz -de sintetizar tetrapirroles a partir e §¥ALA,
y por lo tanto se sujerfia una funcidn secretora, no se conocfa, al ini-
cio de este trab~jo, 1la naturaleza de los productos, ni si las secuen-
cias metabbdlicas que conducen a 1a sintesis de protoporfirina 9 eran
similares a las ‘e otros tejidos estudiacos.

“or lo tanto, con el objeto de “iluciAdar este camino metabdlico,
AebidAo ~ 1as funciones »rimor“iales que cumplen las hemoproteinas en la

actividad celul~r se encarb:

1) el estu?io ‘e 1a biosfntesis “e proto 9 a partir de sus pre-
cursores primarios, 2si como la leterminacién y caracterizacién le cacda
una de las etanas relaciona’as con esta secuencia.

Como parte ‘¢ un trabajo comparativo e las actividades cataliti-
cas de las enzim2s relacionatas con este camino, para tratar de aclarar
el mecanismo resjprons>ble de la ~cumulacibdn observada en la glénula

se deci:'ib:

2) Myslar, rurificer y estudiar las propiedades de la enzima

&-;’-_L;. AehiAratas~,



PARTE EXPERIMENTAL

HMATERIALES Y METODOS



MATERTALES®S Y METOCD2LOS

1.-SUSTRAT>S,?R0DUCTOS YSUSTANCTIAS ?ATwONES

. 14 .. .
Gli 2-C : a‘quiri‘a comercialmente en New England Corp. Mass.
/ctivia? especifica: 3,0 mc/mmol

Succinil Co/: se prepara a partir ‘e anhi-irilo succinico y CoASH segln el

métoio de Simon y Shemin(308).
Coenzima A: e Sigma Chemical Co. (75%) gra'o p.a.

Anhi’rido succinico: se prepara 2 partir ‘e &cido succinico y anhidrido

acético, ambos grato analftico (309). E1l profucto obtenido
e V.F.: 118°-120°C con “escomposicién a 175°-178°C, se guar-

*a en “‘eseca’or al vacfo.

Preparacibn de succinil Co/:

Se realiza el mismo 'fa “e su utilizaciédn como se detalla:

10 mg de Co’SH se -‘isuelven en 5,7 ml -le H20 destilada frfa y se neutraliza
a pH 7-7,5 con CO3HNa sb6li-lo. Se agregan 1,2 mg -“e anhidri o succinico, se
mezcla y se deja estar en barfio & hielo, aproxima-amente 30 min.. Se contro-
la la formacibn ‘el compuesto por la reaccibdn cualitativa :lel nitroprusia-
to en me'io alcalino, sobre placa ‘e toque (-“esaparicién Ae la coloracién
roja caracteristica ‘e los grupos sulfhiirilos libres) (310).Debe usarse

Ae inme-liato.

La -“eterminacifin cuantitativa ‘el acil-CoA formado se hace por el mi-
crométoio “e Lipmann y Tutle (311). El méto:lo consiste en la formacién del
hi“roxamato -lel &cio succinico por a?icién de hidroxilamina, que con Cl_Fe
en me?io &ci‘o da un crombédgeno que se lee a 540 nm. Se hace la curva e ca
libracién con anhi‘ ri“o succinico como patrén.

S—ALA—HCI: obteni o0 comercialmente -“e Sigma Chemical Co.

14 c s .
8»ﬁLA—4 C ¢ a’quiri“o en New Englan Corporation Mass.

activi 'a’ especifica: 3,1 mc/hmol.

Porfobilinbégeno: Se aisla e crinas de una paciente que palece porfiria in-

termitente aguta y se lo purifica por el método Zle Cookson y
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Rimingten {1.%;. Sc lo obtiene como monohi 'ratec y s¢ 1o crilerva en la os-
curigas = 1°C, S¢ 1o identifich por-~los cristaleg, punto dc fusibn (17g°C-
184°C con descomposicién) y la reaccibn caracteristica con el reactivo de

Ehrlich (152).

Porfirinas

Uro III: se aisla 4de nlumas de Turaco por extraccibn ‘irecta 4e las
norfirinas con la mezcla esterificante y purificacién por cromatografia
Ae adsorcibn.,

Uro I y Copro I: provenientes ‘e orina de porfiria congénita.

Firia JII: aisla“a de orinas -e conejos saturnos.
Proto 9: se aisla e hemoglobin2 segin 1la técnica e Grinstein (312).
Todas las porfirinas se reconocen por sus cristales, puntos e fusién y

espectros caracteristtcos.
I1I.-CBTENCION DE PORFIRINAS

Las orinas provenientes e humanos o animales porfiricos, se llevan a
pH 3 - 3,5 con HCl concentrado., Una vez ajustatos a pH se pueden seguir Ados
técnicas:

a) Se extraen las porfirinas conteni?as en la orina con un volumen e acetato
de etilo. Este proceso pue-e repetirse hasta 3 6 4 veces seglin la cantidad
de material presente, controléndose siempre la fluorescencia. Se reGnen los
extractos organicos y se extraem con HC1l 10¥ en pequetfios volfimenes, hasta
fluorescencia negativa bajo luz U.V.

Para purificar los pigmentos se ajusta nuevamente el pH del extracto
clorhidrico 2 3 - 3,5 con acetato de so?io s6lilo y se rextraen con acetato
ie etilo. Estas fracciones reuni-das se lavan, generalmente 2 veces, con volG-
menes pequeifios de agua Aestilada. Si los lavados contienen porfirinas se las
recupera con acetato de etilo previo llevaio a pH gris 7el Rojo Congo, y se
las combina con las anteriores. Del extracto tdtal orgénico ce extraen final-
mente con HCl 10% y se nuede determinar su concentracién por medicién espec~

trofotométrica directa o por Adilucibén Ae las soluciones em ese medio.



Generalmente, el volumen final e extraccibn es pequefio y se obtiene la
preaipitacién e las porfirinas libres por ajuste del pH al punto isoeléctrico
(3 - 3,5) y reposo en frio. °

Las norfirinas sc centrifugan, se lavan con agua destilada llevada a ese
?H, se secan en ‘leseca’lor al vacio y conservan en la oscurica’ sobre C12Ca. El
aroceso -le purificacidn mediante extracciones y precipitacidn se recaliza, en
ocasiones, varias veces para eliminar impurezas,

b)Se agrega a las orinas lleva'as 2 pH una canti®ad ‘e talco variable se-
san las norfirinas presentes, que permite la a‘sorcidn casi selectiva e éstas.
Se mezcla, se leja reposar 10 min. y se filtra por Tichner al vacfio. Si el so-
brenadante presenta fluorescencia bajo luz U.V. se le alicion2 nuevamente tal-
co, continufndose con la misma técnica hasta que no sea visible mé&s fluorescen-
cia. Nacht ‘etermin® que la canti?a. necesaria e talco varia entre 20 y 50
gramos por litro ‘e orina, seglGn la concentracién ~“el matcrial a adsorber Cﬂ3).

El talco gsrensz2"'0, se seca con vacio “urante 15-30 min. y luego se coloca
en estufa a baja temperatura para com»letar el secado.

El material asi obteni?o esth listo narz= el »roceso Je esterificacidn
-osterior, que se ‘etalla mAs alelante (secciébn VII-2). Luego de la esterifi-
cacibén se cromatografian en columnas ‘e CO3Ca, se separan y cristalizan por

concentracién “e metanol-cloroformo secln técnicas usuales (314).

4
[

I .- ANTMALES

Para la obtencibdn ¢ las s5lén“ulas ‘¢ Har-“er empleadas en talos los estu-
*ios aqui oresentza“os, se utilizaron ratas blancas tipo Wistar Ae ambos sexos
supucstamente normales, salvo in‘icacibdn especial. Cuando ge necesitd gran cane
tidad de tejido parz1a 2islacidn y purificacifHn 4e enzimag, se usaron lasg cabe-
z2s decapitadas e ratas blancas ce”idas por los laboratorios de Fisiologia e
12 Facultad de C'ontolocifa, y %e Histologia le 1a Faculta’ <de Medicina, previo
congelamiento ‘e las mismas nara su trasla‘o y hasta su manipulacibn. General-
rente se nrefirieron animales machos de 200-300 g e peso, por el mayor tamafio
‘e la glhn-ula. Sin embargo, en las experiencias “e me?icién -“e actividad Ae

~ fiLA-sintetasa se tr2bajé con animales jbvencs, oscilan”o su peso entre 130 y



- 47 -

150 gramos.
I1Ve- ORXTENCIOCN DEL MATERTIAL

Después que las ratas son muertas por dislocacién cervical y decapita-
das nara su exsanguinacién, se lleva a cabo la diseccién 4e las gléndulas a
temperatura ambiente. Para ello, se efect@ia una incisibén paralela al borde or
bital superior hastz el &ngulo anteromeio “el ojo con un bisturi, cortando
la fascia unida 21 margen me?io y superior e la érbita, la membrana nictitan-
te y la conjuntiva. Como 1la gl&n‘ula de Har-der ocupa la porcibédn més profunia
Acl ojo, Aetr&s el 5lobo ocular, sblo se ve con este corte, una nequefia por-
ciébn en la parte superior, Con una pinza ocular se orocede entonces, a quitfr
la fracciébn e glin“ula expuesta, e introducien?o la pinza entre el borde or-
bital superior vy el globo ocular, por “ebajo ‘e éste y mediante una kve trac-
cién se extrac toda la glén‘ula. Esta operacin se hace tan répidamente como
sea posible, tenien- o cui‘a‘o ‘e excluir teji-os extrafios y controlansio bajo
luz ultravioleta la fliorescencia roja del material a “isectar para asegurar
asi una total remocibn. Las glAn~ulas se lavan inmedixamente con solucibdn fi-
siolégica fria y se sccan con napel e filtro nara eliminar la pequefia canti-
Aa” Ae sangre que a2 veces estl presente por rotura e vasos sanguineos. Des-
sués e nesar el material se congela en el refrigerador a -16°C, salvo indi-

cacibn esnecial,

V-PREPAKRKACIOCN DE LOS SISTEMAS ENZIMATICOS

Las glandulas ‘e Harder -isectadas y congeladas, se muelen en un mortero
Ae porcelana »reviamente congela’o, c¢on una nequefia cantidal ‘e arena blanca,
muy fina, libre 3c metales. Para ello se trata la arena con HCl concentra-o
caliente “urante unas horas G}dlhs.), se 4decanta y se repite la operacibn has-~
ta que no se observa coloracibn amarilla., Luego se lava con agua destilada has-
ta reaccidn ‘e cloruros negativa, !

Este métado e molido con arena y sin 1iqui-do, resulta mas conveniente

que 12 homogencizacién el tejisdo con homogeneizadores Ade viirio tipo Elvehjein
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por su manuabiliia’ y rapi‘dez. A continuacibén, las gléndulas molidas se homo-
geneizan con las “Aiferentes solucioncs e acuerdo a las preparaciones requeri-
das y a los ensayos & realizar,

2) Homogengto total: Se homoseneiza el tejido (moliso) con buffer Tris

C,05 M pH 7,2 6 buffer fosfato €,134 M pH 6,8 6 sacarosa 0,25 M en una rela-
cién ‘e 10 ml por ca?z2 gramo “e tejido fresco. Se centrifuga a 700 x g Auran-
te 15 min en una centrifuga refrigera?a y el sobrenadante obtenilo se utiliza
como "extracto crulo” u "homogenato total".

b) Mitocon?riis : A nartir ‘e los homogenatos cn s@caresa 0,25 M se ob-

tienen las mitocon-?rias »or centrifugacién “iferencial, usan-io esencialmente
el métolo e Schneider y Hogeboom (315). E1 pH se mantiene neutro por adicibn
e CO3HNa. El precipitado mitocon?rial se lava con la misma solucibdn de saca-
rosa, eliminando el material no se-dimenta‘o. Para su uso, funiamentalmente en
la medicibn ‘e la activi‘a? e éﬁuuﬁpsintetasa, las mitoconirias provenientes
de un gramo de tejido glan~ular se resuspenien en 0,5 ml 4de una soluciédn que
contiene sacarosa (,25 M, buffer Tris 0,05 M pH 7,2, tioglicolato Je sodio
0,02 M y EDTA ©,0M5 M. Esta suspensidn se agita mecanicamente por 15-30 min.
en camara fria y se usa “e inmediato.

c) Microsomas: El sobrenadante anterior se centrifuga 2 78,000 x g Auran-
te una hora, El se'imento sc¢ suspende en el menor volumen “e buffer csorrespon-
dientc al ensayo a realizar.

4) Sobrenadante libre e mitocondrias: La solucidén resultante de la obten

cién de mitocon-rias por centrifujacién Jel homogenato a 11.000 x g Aurante

30 min. se utiliza como "extracto libre “e mitocondrias"y se conserva en comnge

ladora a -16°C hasta su uso.

e) Pre~arecibdrn ¢ succinil Coi sintetasa: Se ~renara esta enzima segOn

la técnica “A¢ Keufman y Alivisatos,esencialmente (316).

el) iolvo cetbnico: sc »narte le hojas frescas ‘e espinaca (5 kg.) homo-

geneizéndclas con 20 volGmenes de acetona en frio. Se filtra muy répida-
mente por bilchner y se lava el precipitado con acetona fria. E1 polve
seco se conserva en ‘esecalor, en cémara fria.

e2) Purificacibn: Se extrae la enzima con buffer fosfato 0,017 M pH 7,4
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y se hace un fraccionamiento salino con sulfato e amonio, conservando
el que precipita entre 50 y 67% “e saturacién. El precipitado se disuel
ve con el mismo buffer y sc hace un fraccionamiento con acetona entre
44 y 54%. Este precinrita”o centrifugado se conserva en desecador y es
¢l que se utiliza como fraccién enzim&ticz de succinil CoA sintetasa.
La Aeterminacién e la activiadad especifica de nuestra preparacidn en-
zimatica con el sistema ‘e Kaufman (316), 1i6 un valor promedio de

0,6 pmoles/mc, en 30 min. ‘e incubacién.

V.- SISTEMAS DE INCU3ACION

a) Actdvidad e S-ALA sintetasa:

La mezcla de incubacibédn standard contiene: 4O‘ymole5 de glicocola, 5 umo
les “e succinato, (,5 pmoles -“e succinil-Coenzima A, 0,5 pmoles ‘e ATP, 0,25
pmoles le fosfato de airi-loxal, 6C mMmoles ‘¢ ClK, 12 pmoles le C12Mg, 100 ymo-
les e buffer Tris pH 7,2, glicocola 2—C14 (5,97 x 105 cpm) y suspensidn mito-
conirial o las Jliferentes fracciones enzimaticas segln se describen en los en-
sayos, en un volumen total e 2 ml.

Las suspensiones mitocon'riales contienen asroximacdamente 45 mg ‘le pro-
teinas por ml.

Las mezclas se colocan en erlenmeyers -le 25 ml tanados muy flojamente
con algo?én, se incuban ¢n barnio termostatizaio a 27°C con agitacibdn mecénica,
Generalmente 30 min. 1 1 hora. Al final e la incubacién se agrega un exceso
1le 100 veces el sustrato no marcado (Gli), se “detienc la reaccibn con &ci-o
tricloroacético 1C% o por calentamiento 2 100°C Aurante 2 minutos y se valora
¢l proslucto formalot Aci-! ¢ ~amindevalico ( §7ﬁJ0 como pirrol, seghn se descri-
be en seccibdn VII-b.

S
b) Actividad e éALA-";ehif!ratasa:_

To%os los ensayos e rutina para medir la actividad de esta enzima en
anaerobiosis (2a. parte e Xesultados) se realizan en tubos ie Thunberg.

La mezcla “de incubacidbdn en un volumen final e 2 ml contiene 134 pmoles
“e buffer fosfato pH 6,5, 20 pmoles “e cisteina y las diferentes preparaciones

enzimé&ticas obteni’as en el proceso <e purificacibn. EB el brazo lateral del
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tubo %e Thunberg se colocan 5 Pﬁoles de‘Q-ALA neutralizada a pH 6,38.

Las mezclas se preincuban por 1 hora a 33°C en vacio para activacibn e
larenzima . Se inicia la reaccién mezclanio el sistema y se incuba anaerbdbica-
mente a 3%°C por liferentes tiempos, Con asitacidn mecénica., En los ensayos
de control se reemplzza la fraccibn enzimética por otra hervida. Después e
Jetener la reaccibn seglin se ver& en seccién VII-c, se determina la cantidad
de PG forma~“o.

En los ensayos ¢ la primer2 narte e Rresultados, el sistema conteniendo
buffer fosfato 0,067 M pH 7,C, 12 pmoles ‘c C12Mg, 60 umoles dc ClK, 5 pmoles
Ae$ALA y las Jiferentes fracciones cnziméticas seghn se intican, se incuba en
aerobiosis a 33°C, salvo in“icacidn esnecial.

c) Actividad biosintética e corfirinas:

La mezcla ‘e reaccibén stanlar? contiene 10C umoles e buffer Tris pH 7,2
£0 pmoles ‘e ClK, 12 pmoles ‘le Cleg, 5 pmoles ‘le éfALA 6 2,5 pmoles e PBG co
mo sustratos y 1 ml “e homogenato total o de sobrenadante libre de mitocondrias
en un volumen total de 4 ml. El sistema se incuba a 37°C en aerobiosis por tiem
nos varialdos entre 30 min y 24 horas y se “eterminan las porfirinas formadas.
Cuando las incubaciones sc llevan a cabo en anaerobiosis, se utilizan erlenme-
yers con cierre esmerilado y »rovistos e urn sistema rara burbujeo constante
de nitrbgeno. Otros agregados y conliciones e ensayo se especifican en cada

. . . 14 ..
experiencia. En algunos estudios sec usd é?ALA—C para -leteetar variaciones
muy leves en el contenido e porfirinas causadas por una bajz bicsiatesis.

1) Activida’ total Jde la cadcna biosintética:

El sis*zma ‘e incubaciédn cs similar al Jde la seccién (a) excepto gue se
utiliza como fraccibdn enzimética, 1 ml de homogenato total, que se obtiene
homogeneizando las glénsulas con la misma mezcla “e la suspensibn mitoconArial
(Ver seccién V-b). Fl tiem~o -“e incubacién es de 4 horas a 37°C en aerobiosis.
En estos ensayos se ‘etermina 1la activi-ia? total mi‘icn-'o l2 incorporacién Ae

. 14 . .
Gli 2-C  enr la nrotonorfirina 9, proucto final ‘e esta secuencia metabbdlica,

e) Actividad de succinico deshidrogenasa:

Se mide la activida? Ac succinico ‘eshidrogenasa en mitocondrias de la
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glandula 4de Har<er, con el siguiente esquema e incubacién: 100 pmoles de suc-
cinato de sodio, 30 upmoles -le cianuro de potasio neutralizado, 3 pmoles <e azul
Ae metileno, 30C pmoles de buffer Tris 0,1 M pH 7,0 y agua destilada para te-
ner un volumen 4e 3 ml. En el codo lateral del Frasco de Warburg se coloca 1 ml
Ae la fraccién mitoconirial suspendida en el mismo buffer y se sigue la técni-
ca manométrica “ejan'c estabilizar durante 10 min. 2 37°C. Se inicia la reac-
cibn mezclan?o el sistema y se leen ca’a 10 min. las variaciones ‘e presibn

en el manbmetro (317-1C). Estas me'iciones se efectuaron en el Instituto e

Investigaciones Uioquimicas (Campomar).

VII..MEDICION E IDENTIFICACION DE PRODUCTOS

a) Determinacién %e ~roteinas:

Las concentraciones e proteinas -Ze las Aiferentes fracciones se evalfan
nor el método le Lo ry (319) y/o por el método de Warburg y Christian (320),
cuando ello es posible., Estos dos métoins dan resultados casi idénticos con so-
luciones enzimAticas diluidas - efluentes “e columnas cromatogrificas - por
1o que se adopta el métolo e absorcibébn en U.V, como andlisis -le me-icibn e
proteinas réaido; para esas fracciones.

La curva e calibracibn se hace utilizan<do albGmina Ze suero bovino cris-

talina como patrbda.

b) Determinacién de ¢ -ALA:

~

Debido a 1la pequefia activi~®a' de «-ALA sintet sa detectada en las mito-
conirias e las gléndulas ‘e Har“er -4e ratas y »or ende, a la muy leve canti-
Aad de o-ALA generalo enzimaticamente en los sistemas de incubacibdn fue nece-
sario modificar el método ‘e Mauzeral! y Granick (321) nara evaluar el producto
formado. Este método se basa en la me-dicibn Ael complejo coloreado que con el
reactivo dc Ehrlich 22 el derivado »irrédlico que se genera por una reaccibn de
condensaciébn tipo Knorr entre acetilacetona y S—ALA.

Las mezclas le reaccibdn, que generalmente contienen mitQcondriss, se des-
proteinizan por calentamiento a 100°€ durante 2 minutos y sc centrifugan obte~

niénose una 9otucibn clara. A alicuotas ie 1 ml e esta solucibn se le agregan
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0,6 ml e acetato ‘e so?io 1 M y 0,1 ml -le &cilo acético para lar el pH corres-
poniiente a la reaccibn “c con-“ensacién. Se agrega luego 0,05 ml de acetil ace-
tona y se combleta a 2 ml con buffer acetato 0,1 M »H 4,6, E1 §;ALA se convier-
tc en el erivalo pirrdlico corresponiiente - el2metil 3 acetil pirrol, 4-&ci-

Ao propibnico - por calentamento ‘urante 10 min. en un tubo cerrado, en ‘bafio

‘e agua a ebullicibn. Después ‘e enfriar a temncratura ambiente se Jetermina

la concentracidn por colorimetria o bien se cromatografia (ver seccién III-?).

Para su evaluacién fotométrica se agrega un volumen igual 1c¢l reactivo
mercGrico 1e Ehrlich (108) y sc lee la absorbancia a 552 mu “el compuesto e
coniensacién formao, lespués e 15 minutos y -lentro 3¢ los 30 minutos, puesto
que luego se observa una disminucié4n e 1la coloraciébn.

La cantila?l e sﬁﬁLA nresente se calcula utilizanio el coeficiente ‘e ab-
sorcién molar EM: 6,0 x 104 que se obtiene por calibracibdn 4e soluciones patro-
nes »repara‘as a nartir e 5?—ALA sintético. Se hacen blancos e correccid4n a
tiempo cero e incubacibn y con enzima calentala. Generalmente se trabaja con
el sisten# reducido a la mita’,

c) Determinacién e porfobilindbgeno:

Cuan'o se mide PG como pro-lucto biosintético, en el trabajo 4de aislacién
y estulio e la enzima.g-ALA “ehi“ratasa (2a. parte e Resultaios), la reaccibdn
se Jetiene nor el agrega’o Jde C,05 ml ’'e una solucibdn saturaila de SO4Cu, sequi-
da ‘e agitacibén enérgica cdurante 20 segqun”os, La protefina nrecipitada se elimi-
na por centrifugacibébn a alta velocia? Aurante 3 min y la eantidad de P3G for-~
mada se -letermina en una alicuota “el schbrena‘ante con el reactivo merc@rico
de Ehrlich, para eliminar las interferencias en el “esarrollo el color pro‘u~
cidas ~or los gru»ros tiélicos -resentes (103). E1 cromégeno se lece a 555 nm -es-—
pués dc 15 min. y se utiliza ¢l coeficiente de absorcibén molar Ey: 3,4 x qu'

.o x 10" el eolorrmalna)

obteni‘o nor calibracién ¢ una muestra e P3G recientemente cristalizaca en
las con?iciones “escriptas.

Inicialmente, se habia utiliza“o la técnica -le precipitaciéd4n de proteinas
con Fe203 coloi?al lializalc y SO4Cu satura‘o, Aescripta por Gibson (163). Es-
tulios comparativos permitieron observar que la alsorciébn ‘e PNG sobre este pre-

cipitao llegaba en alqunos casos a un 40/ -epen'iendo e la canti?la? de protefi-
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na presente (Tabla 1). La utilizacién de F0203 coloifal de Adiversos origenes
mostré también diferencias significativas en las meliciones. Teniendo en cuen-
ta estos resultalos se deci-ié6 adontar como métH lo ‘e rutina para Jesproteini-

zar el descripto en primer término.

Tabla 1
ESTUDIOS COMPARATIVOS DE LA DETERMINACION DE PSHG

Las mezclas e reaccidédn contienen los componentes bésicos indicados en la sec-
cidén VII-b y ‘iferentes canti‘ades de "extracto cruio" como fraccibén enzimati-
ca ‘e & -ALA ‘ehi‘ratasa. Después de incubar a 38°C se separan <dos alicuotas,

y se procede a ‘esoroteinizar con: -sistema(a): 1 ml de Fe_O_ coloidlal més
0,05 ml Ae SO Cu sa&turado: y —sistema(b): 0,05 ml e SO4Cu satura‘o. Se agi-
tan e inme*igto v se centrifugan a 20.00C x g “‘arante 3 min. Al sobrenaiante
o alfcuota Ailui-Za se le agrega igual volumen ‘e reactivo Ae Ehrlich y se lece
a 555 nm “espués e 15 min, para determinar el PG formaZlo.

Porfobilinbgeno me-ico
Extracto crudo

(proteinas) Sistema (a) Sistema (b)
my mmoles nmoles
b 5,1 5,5
5,0 20,2 26,3
S,C 25,3 45,6

Cuanio se guiso me?ir PG yé?-ALA en los sistemas “de incubacibdn que uti-
lizan homocenatos o sobrenalantes e 11.000 x 5 (la. parte -le Resultatus se
sigue la técnica cromatogréfica sobre resinas "e intervambic idnico Ae Gra-
nik y colab. con mhdificaciones (321). Las mezclas se ~esnroteinizan con 1 ml

de &ci-do tricloroacético (10%). Luego ‘e centrifugar se seperan alicuotas “e
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2 ml y se neutralizan por agrega?o e 0,2 ml ie NaOH 1 My 0,5 ml de acetato
e so?io 0,5 M, llevando el »H a 5-6. Las soluciones se pasan luego por colum-
nas “e intercamtio ibnico utilizan“o resinas anibnicas en formea acetato-Dovex
1- X8 0o MoRa?' Gl x8 % 0,7 x3 cr ., dpreviamente equilidbra’as con buffer
acetato 0,05 M pH 5. En la columna que-a reteni!o el P3G y pasa el d\—ALA pre-—~
sente.

La columna se lava 3 veces con 3 ml ‘e agua y el P3G se eluye con 3 ml
e &cio acético 1 M y luego con 2 ml e &ci‘o acético 052 M. La concentracién
3¢ valora en una dfcusta utilizan”o el reactivo de Ehrlich segfin se 4describib
en seccibn VII-c.

El s-ALA que percola y eluye con los lavalos acuosos se pasa luego por
una resina catiénica Dorex 50 x 8 (malla 20C-400), -“onde queda reteni?o. La
columna 1e 0,7 x 3 cm se lava con 5 ml Je agua y con 3 ml ‘e acetato ‘e solio
0,5 M. El1 ﬁi-flJ.se eluye finalmente, con 5 ml “e acetato e sodio 0,5M.Al 1f-
quilo elui“o se agrega 0,1 ml ¢ ace*il acetona y se sigue la técnica ya “eta-

llada para la valoracién le m-iL.. como -lerivao pirrélico.

1) I4entificacidén y separaciédn cromatogréfica ‘e S-ALL y pirroles:

Tanto el é:—ALﬁ como su “eriva’o pirrHlico fueron identificados cromato-
gr&ficamente sobre la base ‘e las técnicas ‘e Granick y Shuster (103, 321 322).
El 8-ALA  formalo en los incuba'os, “espués ‘e su concentracibn en “eseca‘lor,
se toma con butanol, se siembra en »2»el Whatman N° 1 y se corre cn forma as-—
cendente lurante 3 horas en el sistema butanol:&cilo acético fayua (4:1:5) fase
orgéinica. E1 revela'o se hace pulverizan'o con el reactiwn de Ehrlich. En to‘os
los casos ensaya’los las muestras presentan pré&cticamente, el mismo Rf que la
solucién testigo ensayata (ip: 0,32).

Por otra parte, las soluciones remanentes del QQ—ALA—pirrol (secciédn VII-
-b) se ajusten a pH 1 con HCl concentra<lo, y sec extraen con &ter sulfGrico (%
veces con 1 ml). Los exktractos etéreos Be evaporan a sequedad sobre placas ca-
licntes, y se toman ¢on un "equefio volumen e butanol, sembréniose schre papel
Whaiman N° 1.

Se cromatografimn en forma 2scendeute A téwperalima anbiente cempleando
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la capa orginica “el sistema H20: n-butanol: NH4OH 10N (50:49:1), Adurante cua-
tro horas. Una vez seco, el papel se vaporiza con el reactivo “e Ehrlich, apa-
recienio zonas e un color rosAa anaranj2lo, que senialan la presencia el deriva-
Ac ALA-pirrélico.

Las muestras a i'entificar se corren conira testigos “el pirrol, »repara-
Aos con soluciones patrones 4e<$—ALA, exhibienfo ambos un mismo Rf: 0,2. El ren-
Aimiento ‘e to'o el proccso varia entre un 35 2 un 95%.

Cuan?o los pirroles provienen le ex periencias con sustratos marca-os,se
evalfia la radioactivida? como se “etalla en el tbpico correspondiente (seccibén
XI).

El P3G, como prolucto bigsintetizado dor 1la é:—ALA “ehidratasa, se iden-
tificé también cromatogréficaﬁente. Para e€llo la mezcla ‘e incubacibn desprotei-
nizala se concentra en -‘esecador sobr¢ NaOH y se “esarrolla con el sistema n-
butanol-4ei“o acético-agua (63:10:27) “urante 3 horas 2 temperatura ambiente.

Se revela vaporizan?o con el reactivo e Ehrlich (323).

e) AnAlisis e porfirinas:

I.- Libres:
Se siguieron -os técnicas para el proceso d¢ “esproteinizacibn:

1) lasa'o esencialmente en los méto?os e Watson-Schwartz (324) y Dresel

y Falk y colab. (325-26). Una vez ame los sistemas e reaccibén se incuba-
ron por los tiempos establecios se -‘etiene 12 reaccidn por agregado e

6 voltimnenes e una mezcla ‘e acetato “e etilo-4ci-lo ac&tico (3:1 v/v) en
baio “Ae hielo, En este proceso ge pro“uce la precipitacién e las protei-
nas, a la vez que se solubilizan las porfirinas presentes en el medio.

E1l precipitaslo centrifuga’o se lava “dos 6 tres veces con pcquerios volh-
menes “e la misma mczcla extractiva hasta fluorescencia negativa. Las frac
ciones reunidas se¢ transfieren a ampollas e separacibén y se lavan con la
mita? de su volumen ‘e acua Aestilala por 2 vece;. Si los lavados acuosos
contienen porfirinas, se llevan a pH 3 -3,5 (gris & rojo congo) con ace-
tato “e sodio sblido y se cxtraen con peqﬁeﬁos volGimenes de acetato de eti-
lo, que son agregacos a la solucidn principal. De la fraccibn orghnica se

extraen finalmente las porfirinas con HC1l 10% (p/v) las que se diluyen
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posteriormente a 5% para su “eterminaciér. espectrufotométrica.

2) Ocasiuvnalmente, las mezclas e incubacién se letienen por el agregalo de
&cilo clorhf 'rico concentrado, “e manera tal que la solucién final resul-
tante terja una concentracibdn en HC1 el 10%. Comc generalmente se incu-
ba -} ml1 de voluren total se les aliciona 1 ml “e HCl concentralo. Se ‘lejan
reposar en frio y a la luz durante 3C min. , se centrifugan y los precipipg
Aus se lavan con solucion clurhfrica al 10% hasta fluorescencia negativa.

Se »roce ‘e finalmente a su lectura espectrofotumétrica que se reali-
za siem»re el mismo *{a, debio a 1a gran cantida? e orotororfirina pre-
sente y que, como se sabe, es pocu estable en solucioun &cida. Durante to-
Aas estas manioulaciones los porfirinégenos formados en las incubaciones
se oxidan totalmente a norfirinas. Esta aseveracién puede comprobarse f&-
cilmente me’'iante el agregado ‘¢ una solucibn e 12 (1%) y efectuando las
lecturas corresnoniientes (201). No se observan variaciones en las absor-
bancias, antes y ‘es»uts ‘e dicho tratamiento.

Las me'iciones essectrofotonkkricas “e las porfirinas libres en los
extractos clorhi'ricos se realizaron e¢n un “eckman ND,V, barriendo la zona
correspon-liente a la ban”a de Soret.

La concentracién “e las »orfirinas libres se -determina nor su valor
en cse »ico, utilizan'o los coeficientes ‘e extincién obtenildos por Salum
(327). Como 1a protonorfirina es el compowcnte en mayor proporcidén que se
usa generalmente, su coeficiente en lor ensayos “de rutina y como cllculo

anroximativo,

II.-Esterificangg

La isentificacibn y »nosterior evaluacibn porcentual ‘e las porfirinas
aislatas “c las mezclas de incubacibn requiere su transformacibébn a los és=
tcres metilicos corresnhondientes. Este »roceso se realiza mediante Aos pa-
sos: 1) a'sorcién y 2) elucibén y esterificacién.

1- Msorcibn 2e ~orfirinas

Las soluciones clorhi-dricas de las horfirinas libres se llevan a
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pH 3 - 3,5 (gris el %ojo Congo) con acetato de sodio sblido antes -le ser
adsorbi '2s, Como en las :lAn“ulas e Har-der hay gran cantida? de -roto-
oorfirina y ella se “escom~one facilmente, se »robaron ‘iversos alsorben

tes en cuanto 2 su ~oder ‘e alsorcibdn come 2l e “esor»cidn.

A) Adsorcibn sobre talco

Se .rocece como se ‘cscribid en 1a obtencibn e »norfirinas urina-
rias, seccién II-b, exceoto que no se seca ~or calentamiento en estu-
fa, .or cuanto »rovoca la ‘lescomnosiciédn de la »rotororfirina.

") fAsorcisn sobre ﬁ]203_

-

A los extractos acuosos llevatos 2 ~H 3,5, se les agrega una
canti?2d ‘e AlGmina muy -~cqueria, Jesen”iendo Je la cantidal Jde porfi-
rinas vresentcs, DesHués ‘e agitar ‘urante 5 min. se filtran o»or
hilchner. Se controla 12 florescencia ‘el liqui-o sobrenadante Hor
18moarn U,'T., agreginfose 2'sorbente si fuera necesario. Fste se se-
ca 21 vacio “urante 15 min.

Fn nuestros ensayos se utilizaron f1203 Merck ~»ara cromatogra-
fia de "iversos grados, segiun 13 escala de “rockman. El a-dsorbente
que " excelentes resultados es la aldmina e graio IV, -~or cuanto
renruiere menos tiemHo y es mas facil su elucidn. Con esta técnica se
obtiene una recureracibn de »orfirinas entre 70-90%.

C) !4sorcién sobre florisil

El procedimiento es similar a los an*eriores. Las soluciones
con las porfirinas libres se -'ejan en contacto con €l adsorbente sin
tético Jurante 1N min. con 2agitacién magnética, luego se filtrean y

se sec2n 21 vaclio, obtenién?ose un 70% de recuneracidn.

To*~s estas nruebas se¢ efectuaron nara aumentar el rendimiecnto -lel
drocedimiento ‘e concentracibdn resrecto “del.e talco, que se calcula en
un 50%. Si “ien los -os Gltimos son mej.reg, son también mucho mAs caros.

2) Esterificacid4n ‘e »orfirinas

Par> las tres técnicas e adsorcifn “etallazas (2,8,C) el »aso

sigquiente consiste en una elugibén con una mezcla esterificante.



Los ~'sorbentes con 1As norfirinas se -~onen en contacto con 15 ml ‘e
una solucién dc metanol:ici o sulfarico (19:1 v/v) con agitaciédn Aurante
5 min. Se Jdej2n rencser hasta que ‘ecantan y se filtran vor »laca filtran-
te %e viirio e “oro muy fino (S$-IV). Se efectlan varios lavados hasta
fluorescencia nejativa “e los elui’os, sien-o el nroceso ‘e ?lesornciédn
muy ra~ido 22ra la AlGmina y mAs lento rara el talco. Es necesario agre-
gar Acido 2 12 mezclz2 final »ues hay -ér?i~”a 4el mismo »or reaccibdn con
1us Aadsurbentes., Cominmente se Agrega 1 ml »or cada 150 ml Ade elui-o.

Los extractos met2ndlicos se ‘ejan renosar en la oscuri‘a? durante
3¢ 2 47 hs.. DesHués e este ~erfolo se agrega a ca?a ensayo 20 ml de so-
lucibdn satur=’'s de acetato ¢ sodin ¥y 5 a 17 ml e cloroformo, volcAn-ose
esta mezcla 2 un2 "mHy1la ‘e “ecantacidn que contiene un volumen ~“oble ‘e
1A muestrz de 2qua “‘cstil2‘a, Es conveniente conservar el oriden indicaio
“e agregado, puesto que ocurre un mayor nasaje “e »orfirinas a 1la fase a-
cuos2, si se vuelcan las ~orfirinas “‘irectamente. Se controla el ~H hasta
llegar al ros2 “e' rojo Cungo y se se»aran los extractos cloroférmicos.
Estos se 12van 2 veces con 25u2 estilala y una vez con una solucidn e
ClNa 7%, control4ndose -»or fluorescencia 12 extracciovn. l.as soluciones clo-
roférmicas limnidas se filtran »or sanel “e filtro embebi'o en C]3CH, y la
concentracibén e ~orfirinas -resentes se determina nor lectura esnectrofo-
tométrica en 12 ban“a e Soret.

A posteriori, se oroce'e 2 concentrar las soluciones cloroférmicas
sor destil~cibn 21 vacio er hafo maria. Fn estas condiciones las vorfiri-
nas nuc’en ser sepafaﬁas e i‘dentifica"as nor cromatogqgrafiz, Si las frac-

ciones son pur~=s vueden cristalizarse y caracterizAarse.,

Esterificacién "irecta Je 1las »orfirinas ' 1a glé&n-tula ‘e Har:ler

En los estu’ios llevados a cabo »ara ‘eterminar 1a concentracibdn “¢ nor-
firinas »resentes en 1a clanula y suidentificacidn, €l tejir‘o se muele “irec-
tamente con 12 mezcl~ esterificante - 12 ml »or cada gramo e teji“o himedo -
12 que solubiliz2 muy rf»itamente las »orfirinns. La solucibdn se filtra -or Ha-

sel e filtro emheli ‘o en metanol. Fl resi~uo se lava 3 6 4 veces con la misma
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mezcla, hasta fluorescencia neqativa, / 17 solucién final se le agrega 1 mt ‘e
4cido »or cala 5C ml, »uesto quc se trabaja con tejido hamedo. Luego se nrosi-
gue con 1> tfcnic~ ‘escrinta en 1a seccibdn ~nterior.

Extraccién ‘¢ ~orfirinas con acetato ‘¢ etilo

Este ~roce- imiento sc usbd en combinaciédn con la ‘esproteinizacibédn con HC1
concentralo. Los extractos Aci‘os ¢ 12s »orfirinas libres una vez llevados A
oH isaléctrico se extr2en con acetato e etilo renetidamente hasta desadariciébn
Ae la fluoresccncia, Fstas fracciones se retnen y se lavan unz vez con agha es
tila4a, gencralmente 10 Hasan »orfirinas 21 Aagua y por 1o tanto no esrecesariv
reextraerlas. Los extractos org%nicos se concentran en un evaporador rotatoriu
al vacfo. Un2 vez secos, s¢ les agrecga 1@ mezcla esterificante y se continGa

el Hroceso como se “‘escribib.
VITII.- HTO#OLISIS DFE L°& PORFILINAS ESTERIFIC: DS

Las »orfirinas librcs se obticnen =2 »artir ‘e sus &steres metilicos cris-
talinos »or hi 'rélisis con HC1 25%. “ara ello los é&steres se¢ Yisuelven en el
menor volumen nosihle 4e 4ci“o y se “cj~n estacionar en 1la oscuriiad, 2nroxima-
Aamente 48 horas n temneratura mbiente. Tra2nscurrido ese »erio’o, la solucibdn
Acida sc 1leva eon H™Na ponc. »rimero y lueqo con Acetato de sol'io a su munto
isoeléctrico (3 - 3,5) “on?e ocurrc un cambio notzble “e color en la solucibn
de ~orfirinrs, y éstas »recinitan. 8¢ Jeja descansar en frio .lurante unas horas
y el orecinitado ¢e centrifugn y se lava 2 veces con aqua llevada a ese >H. Los

cristales se secan en deseca-lor al vacio sobre CI2Ca.

I¥,- SEPARACION E TPENTTFICACION DE PORFIRINAS POR CRCMATNGRAFTI 4

Las »orfirin-~s en sus formas libres y esterifica‘as nue len ser senaradas
~or c¢romatoarafis tanto “e adsorcibdn como Ae »articién.

a) Cromatografi» le 2“sorcibn en columna

Los alsortentes nuc se utilizan en este trabajo son C”3Ca. e acuerdo
al ‘método de Grinstein (328) y OMg segln Vicholas (329).

?ara 12 senaracidn de las norfirinas formadas en el sistema Ae incuba-
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cibn se us~n columnas crom2togrificas ti»vo Zechmeister, nequetias, de 1 cm
e 4ifmetro sor 2° cm de Altura (3370).

Los extr~ctos concentrnog ‘e las ~orfirinas esterificadas se toman en
benceno, se 21isorben sobre 12 column: e CO3Ca v s¢ revela, en 1a mayoria
A¢ los casos, con una mezcla de benceno-cloroformo (9:1). La mezcla -le desa-
rrollo vari= sejGn 1a naturaleza y 1a cantida?! ‘e 1as porfirinas presentes.
Como en nuestros ensayos 12 -orotoporfirina es un comnonente cue estéd nresen-~
te permanentemente y corre muy rAnido en C1,CH, 1la oronorcién e este sol-
vente debe ser muy controlada nAra loqrar buenas resolucicnes.

La sen2racibn e »prfirin~as srovenientes Ae orinas, -lespués de su es-
terificacién, se obtiene con 1a misma técnicn. Se utilizan columnas mAs
grandes (2-3 om de Aifmetro x 3°-17 cm ¢ altura) y se vari2 la comnosicibn
del solvente ‘¢ “esarrollo Qe ~cuerio A 12s Horfirinas existentes y conside-
rando que 12 velocida? ¢ corrimientoe aunenta con Hro»norciones mayores el
solvente nolar.

Se usaron columna2s ‘e MM como méto“o ¢ recromatografia, generalmen-
te cuando 12 cnti‘ad 4de norfirinas era nequefian y especialmente si 1a porfi-
rina 2 scoharar conteni2 otras en -~rororcidn infima. LAas porfirinas esterifi-
cadas se c~rgan en solucion metanbdlica y se utiliza como solvente de Aesarro
110 una mezc'a ‘e mctanol—C13CH que varia seqin las circunstancias. Una vez
revelao el cromatograma, las norfirinms se eluyen 4el material (329) adsor-
bente con C13CH y »ucien ser evalua'is ¢ identificadas espectrofotométrica-
mente o nor cromatoqrafia sobre nnel, cristalizadas si son entidades pu-
ras y caracterig=?as sor sus -rooieladcs fisico-quimicas,

b) Crom2tograffa sobre »anel

Porfirinas esterificalas

Se tr2baj2 bAsicamente con el métoo de Falk y Tenson que »ermite la
senaracibébn e los ésteres metilicos de las porfirinas, y que resuelve ade=-
mis, 12 mezcl> e los isbmeros "¢ uronorfirinas I y III, no asi las e los
otros tetratirroles (331).

Las norfirinas esterificadas solubilizadas en C1 _CH se cargan en forma



suntu2l o en han?a sobre n2nel Yhatman n® 1. En esta técnic2 se efectGan

2 corri-das cromatogrificas ascen-lentes y en la misma direccidédn a temneratu-
ra ambiente. L2 =rimera cue sc realiza como »roceso de limnieza se lleva A
cabo Aurante 1 min. c¢molean”o como solvente ‘e “esarrollo cloroformo eta-
nélico (1%) -kerosenc (3:2). Lz cubm se¢ satur> areviamcnte con C13CH y una
vez finaliza?a 12 corrida se corta 12 tira de nanel, 9,5 cm por debajo e

la ban?2 de orfirina. L2 sequnia, utiliza kerosene-“ioxano (2:1) en atmos-
fera ‘e iox>*no y se 4ej2 correr 2 2 3 horas. Las »norfirinas cromatografia-
Ms se revelan H=jo luz ultravioleta por su fluorescencia roja caracteristi-
c2 y se comnartn las sustancias 2 ilentificar con testigos corridos simulta-
neamente o Lor sus ig. Como estos valores no son muy renrolucibles es conve-
niente correr siemnre marc2dores conocidos.

Cu”n’'o se quieren se»arar c¢n c¢scala 2reparativa meeclzs Ac “os »orfi-
rinas con "roorcibdn muy -rquefiz “¢ un2 e ¢llas, sc¢ hace uso Ac estAa técni-
ca cromatovrafica, L2 solucibn clorofbdrmica Ae las ~orfirinas se¢ siembra en
forma Jc ban’'2 sobre -~2»el WVhatman n® 3 M v se corrc en €l sistema e Falk
y ‘cnson.

Ede ~ane) rermite 1A cArc2 ‘e hasta 4 veces 1~ siembra én Yhatman n°l.
Una vez revela’o el cromatosrama l2as Lantas sc cortan y eluyen con C13CH.
Con esta técnica s¢ obtienen muy buenas separacioncs y norfirinas muy puras

y sin nroblem~s de cristalizacibn,

Porfirines libres: se sigue 12 técnica “¢ Eriksern (332) que resuelve 1a se-

naracién de 1as ~orfirinas libres y especificomente los isbdmeros -le conro-
porfirina I v III. Las »oorfirinns libres obteni ias <desnués e su hi'rbdlisis
y disueltas en NH CH se¢ siembr=n e¢n »2pel Whatman n° 1 y se cromatoqrafian
'
en forma 2scen’‘ente con el solvente ¢ desarrollo 2-6 luti‘ina-agua (7:3)
en atmdésfera ‘e 2monfaco. Se corren “urante to?'a 12 noche (14-16 hs.) en la
oscuri”ad 2 temjeratura ambiente {(20°C). Es necesario un control “e 1la tem-
»eratura oarz 1oarar buenA reoroduccidn ¢ los cromatogram=s, S revelen
también sor Ffluorescencia,

Las crom2toqrafias “c »articibn ncrmiten en ambos casos, la senaracién
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e identificacibn “e las norfinnas seqGn cl némero de grupos carboxilos pre-

sentes en €l nGcleo tetranirrdlico, ya sean libres o esterificadas.
Xe= JNALISIS INDIVIDUAL CUANTITATIVO DE PARFIRIN/S

Las “ctermnaciones cuantitativas ‘e ca?2 una “e¢ las »orfirinas presentes
en el me*io “e incubacidn se realizaron -~or el micrométido Ae¢ atlle y Grinstein
(333). Los ésteres metilicos ‘e 1as norfirinas se siembran en bandas Ac 4 cm de
largo, con carg2 mo mayor ¢ 5 pg sobre tiras ¢ pape) Whatman n® 1 y se croma-
tografian »or el m&éto'o e Falk y "enson fiescrinto en seccibdn IX-b.

Desnués de 1= senaracibdn ¢ ientificacidn, se cortan las tiras de p»apel,
que contienen las ‘'iferentes porfirinas y se eluyen con pequefios volGmenes de
cloroformo, controlan- o b2jo luz U.Y. su fluorescenciAa. La concentracibén Je cada
fraccibdn se Aetermin= crn 1os eluidos mi‘iento 1a absorcibn en el nico e Soret
y utilizando los coeficicentes “¢ extincidn caracteristicos. Par2 las »orfirinas
con € ¥y 5 grunos c2rhoxilos, cuyos cocficientes no s¢ conocen, se utilizan va-
lores inter-ola-ss entre 1os *¢ 7- y 4-CNCH sunonien~o una »ro»orcionali-ad en-
tres los coeficientes y el ntmero “e carboxilos. De las canti“tades recuncradas
en 10s cromAtorr2mas se obtienen los norcentajes ‘e cala una de las porfirinas
arcsentes en 12 muestra. Como se conoce 12 canti-dad total Jde vorfirinas libres,
recalculada en funcibdn Ac los nor ciento halla‘os, y de los coeficientes de ex-
tincién indivi'usles, sc muc“en “etcrminar lAas cantidades totales de las Aife-

rentes norfinnns en el sistema de incubaciébn.

XI.- DETERMINACION 9DE RADICACTIVIDAD

Las valoraciones ‘e radioactivi<ad e porfirinas y derivalos oirrbdlicos
Ae SHJWJ biosintéticos, se hicieron Jesnués de cromAtografiar las diferentes
muestras como se “escribe:
a) Cortando las corresdyontientes bandas cromatogrificas desnude de su revelado,
ya scan »orfirin~as o »nirroles, c¢luyen:'o con el solvente 2anrapiado y sembran-

40 las cansolet2s ‘e Aluminio en forma ‘e c~na d¢ muy nequehio cs»esor, Ade
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t2l manera que no e€s necesario efectuar correcciones par autoabsorcién, es decir,
se consi‘erd esoesor infinitamente »equetio.

Los resulta’os se exdresan como cpm totales incorpora‘os. Estas mediciones
se efectuaron en un contador de flujo g2s¢0sO con ventana micromil, Nuclear
Chicago, Modelo =47, La eficiencia de conteco e€n este Aparato es le¢ 3,11x105
com »Or pc.

b) Sembran-do en las cansoletas las -~orfirinas totales esterificalas, o los elqi
1os clorofbébrmicos -rovenientes de columnas cromatogrificas, como se lescribid
en a). -
Ne la activila® csmecifica ‘c 11s mismas (com/ps) v el ¥ e cata compQ-
nente nresentc en 12 mezcla, se calcul> 1a radioactividas -debida A cata norfi-
rina,

c) Contaje automftico “e 1725 tir~s cromatoqrificas. los cromatojramAas se nagan
por un reqgistra‘or ‘e radiocromatogramas 2utomAtico. Las Areas radioactivas co-
rresnondientes 2 los “iferentes coﬁwuestos se “etectan y cuentan Jdirectamente.
Este trabajo se efectud en 1la C.N.E As , cn €l laboratorio de "Moléculas mar-
cadas" con 1~ gentil @ireccidn del Dr., S.E.f. Mitta.

El 2parato em~leado c¢s un adiochromatogram Scanner PackarAd Modelo 335,
Recording R2iometer,

Si el ndmero relativo e cuentas gue se obtienen en los procedimientos
a)y b)se toman como 107: en el nrocerimiecnto c¢)le corresnonde un valor de 30.

La radioactivi'a? media fue concorlante con los vAalores calculados espec-
trofotométricamente e 1as sustancias sintetizadas, cuanio ello fue posible rea-

lizarlo.
XIT.-.ES "ECTRXROS DPE ABSORCION
Las curvas e ~hsorcién “e Jiferentes oorfirinas se realizan en &cido clor

hi‘rico 5% »ara 12s formas libres, y en cloroformo »ar» las csterificadas, uti-

lizando un esoectrofotdmetro Beckmon tino N.U.
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XIII.- P UNYTO S N E FUSICN

Los Aiferentes comvuestos obteni?os se¢ caracterizan nor sus puntos de fu-
sidn que sc mi‘en en un AHarato nara microounto ‘e fusibn Fischer-Johns con pla-

tina calentable eléctricamente.
XIVe- REACTIVNS, SCLYENTES Y ADSORBENTES

En jeneral y lebilo a 1a facilila? con que las porfirinas forman quelatos
con iones metilicos, los reactivos us210s son “¢ qra’o Analitico o purificados
antes de usAar.,

H O: se us™ 2jua debnizaisd vy “cstil~ia sohre viirio.

—

Cl4CH: sc 1av> 3 veces con el -“oble volumen “e agua ‘estilacda, nara elimi-
nar fosqgeno v otr2s imourczas. Se 10 seca sobre 012Ca, se Jdestila con columna
rectificadora y se us2 “e¢ inme?iiato. Dara conservario se quarla en botella oscu-
ra y se le 2dicion» »lcohol absoluto (1%).

CH3C00C2H5: se re-destila en €l momento “e uear.

Eter gﬁé}}}fﬁ_si a4 reaccidn nositiva ‘e -~eréxi-dos (IK en »resencia de al-
midén) se 1o Hurific= Hor el métoo el $~ Fe en medio Acido(334).

i

Kerosene: el »roucto 27aquiri’o comercialkertce se lava 3 veces con el loble
volumen e agqua “estilz2”a, sc filtr2 nor »apel sobre C]2Ca y se destila recolec-
tando 1la fraccidn entre 127 y 260°C, Dosteriormente se redestila obtenién-ose
una fraccién incolora entre 190 y 24i0°C que se conser a ¢n frasco oscuro sobre
C12Ca.

OMg: 8e susven-e cn aqua destilada, se decanta y -deshi-“rata por calenta-
miento en estufa 2 37°C Adurante 3 horas y se lo emnlea como graio III seqan
“rockman (335).

A1,0, : se lo utiliza como gra<o IV, prepAarato igual al anterior, pero se-

23
cado en can2 fina 11 Aaire a 260°C (329,335).

Forisil: (maJ1a €N-170) sroveniente e Flori‘in Co. Werren, Pensilvania,

se cmolca sin trat miento orevio.

Gel de_fosfato 'c calcio: se »~redara seqin la técnica descripta nor Keilin




y Hartree (336) v se utiliz=2 como gel envejecciAdo.

Dovex 1 ¥ ; {malla 2NC-49C) = quiri*~ comercialmente en forma cloruro
se convierte 2 1~ forma AcetAato ~ara su uso. La resina se suspenle en agua des-
tilada v se decanta. lueqgo se lave con 2cetato de solio 3 N hasta que los lava-
A0s Aan reaccidn ‘e cloruros nezAativa. . continuacién, se lava con agua oara eli
minar el acetato ‘e solio,

Dowex SN ¥8: (m2lla 200-40C) el »roducto comercial se suspende en HONa 2N

y se “deja renosar '7-12 hs. Se “ecanta y lava con 2qua hasta neutraliiad. La re-
sina es converti”= =~ la forma sroton~?'a por trAatamiento con 1 volumen de HC1 AN

y sucesivemente con ¢ volimenes -“e: HC1l 2N, HCI 1N y aqua.

Las column2s ~ar~ filtr~cidn »or <eles sc nre»aran Je acuerdo con las téc-
nicas usuales (337).

E1 materi2) comercial Senhadex G-107 se leja2 hinchar en 2g4ua “destilada
Aurante varios “ins v se decant~ nara Aescartar las particulas finas, que entor-
mecen el flujo. L2 susnensidn “el ~d se ‘eacre”r y se empnaueta nor gravedad en
columnas “e vigdrio ‘e 2 cm x 30 cm, se lava con buffer fosfato 3,767 M pH €,8

y se¢ lo equilihr2a con ¢l mismo buffer conteniendo KC1 0,1 M.

WI.- ELECT  OFCQIILSIS

a) Gel ‘e volircrilamida:

Se siguid csencialemte 12 técnica de Raymon” y Weintraub von el asesora-
miento el Dr. J. i.. Castagnino (335-9). Se utiiiza gel e »oliacrilamida 21 9
que se prenara ‘isolvien’o 5 5 Ae ™Cianaum 41" en 100 ml de buffer veronal pH
3,6 . L~ solucién “e gelificacibébn se obtienenaqregando » 12 solucibn Anterior
7,15 ml Ae “imeti) 2mino nropionitrilo v 150 mg e oersulfato ‘e amonio. Una vez

mezclaia 1= solucibdn ‘e trabajo se 12 vierte nor medio Qe unn »ipeta en tubos

cilindricos “e 7,8 cm x 8 cm 4e largo, hasta 8/19 4e su 2ltura. De inmediato,se



- 56 -

agrega »or l2s nare‘es con una nioeta capilar agua destilad~ hasta formar una
cana de 2 mm de esvesor nara eliminar el merisco “el gel y se leja gelificar a
temncratura Ambiente ‘urante 30 min. Luego se nrocede al sembr2io de las diferen-
tes fracciones proteicas aue cuan”o son muy ~Ailuifas (eluf“os e columnas) se las
anlicAa en sacarosa 1,5 M o se las concentra nor 1iAlisis inversa contrabolieti-
len glicol segn técnica de Kohn (340).

l.2as corri '2s se hacen en buffer veronal-sddico pH 8,6 Ffuerza ibnica 0,06
durante 4 horas con corriente constante ‘e 5 m# por tubo. £1 término de la co-
rrifa se senoran los geles y se tifien por inmersibdn en una solucibdn -le /mi-o
Schvartz 10 ° 21,257 en Aci‘o acético 77, “‘urante 15 min. Desoués de icho
merio?o se 12van con 25u= “estilaA» Hara e¢liminar ¢l cEceso e colorante v fi-
nalmente se “ecolor~n -or sucesivos 1avados con un® solucidn e 4Acido acético 5%.

b) ael Ae almiddbn: Se sique 1~ meto'olosiz Aescrinta nor “odman (341) .

Fueron realizadas nor )2 NDra. “atlle con nreparaciones purificadas Ade '§—ALI D

glandular conjunt2amente con ‘ehiArasas de 2Jdiferentes fuentes.



Parte 1
BIOSINTESIS DT PROTOPORFIRITA 9

Bstudios de las diversas ctapas enziméticas.
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N/ATUR/LEZA DE LAS PORFIRINAS PRESENTES EN LA GLANDULA DE HARDER

El anadlisis de las porfirinas »resentes en la glandula de Harder de ra-
tas adultas, supuestamente normales, se realiza por esterificaciédn directa del
tejido. Generalmente se usan tandas e 10 a 30 ratas para la separacibén y mwi
ficacién de las porfirinas individuales. Las gléndulas se lavan con solucibén
fisioléyica para eliminar restos de sangre y se &ecan sobre papel de filtro,
luego el material se trata “irectamente con la mezcla esterificante metanol:
4ci<o sulfhrico seglin se Aescribe en M&todos. Los ésteres metflicos de las
porfirinas extraf‘as, se cromatografian sobre papel, y los resultados de un
cromatograma tipo pue-en verse en la Fig. 8. En esta representaciédn se obser-
va el desarrollo de una corrida cromatografica, después e su revelacibédn bajo
luz ultravioleta, tanto de las porfirinas utilizadas como referencias (U I y
II1, F I1I, C III y 2 9) como e una muestra el extracto cloroférmico de
las porfirinas presentes en la glén-dula e Harder.

Hay que hacer notar que la senaraciérn de las porfirinas en todos los oro
cesos cromatograficos utilizados se hace en funcién del nlmero -e grupos carbo

. . 1
xilos “e los sustituyentes F ,%“

e las cadenas laterales “e los nGcleos »Di-
rrdlicos. /si en las cromatojrafias en -sanel, la velocial de corrimiento es
mayor cuanto menor es el nGmero “e grubos carboxilos presentes, ya sean libres
o esterificados. Jor en'e, la porfirina con 8 carboxilos (Uro) presenta el Rg
menor y la protoporfirina (2-COOH) tiene el mayor Rg. El anélisis del cromato-
grama de la Fig. 8 revela la vresencia ‘e 3 com»onentes fluorescentes en la
muestra ensayo. Una banda »rincipal, intensa, que se correshonde con la corri-
da de protoporfirina testigo (DQanda I), una de mucha menor intensida? que co-
rre como la copro.orfirina (landa III) y otra més débil (Randa 1I).

En ocasiones sblo aparece una sola banda (II 6 III), ademés de la de
protoporfirina. La ban?a II, qUe se revela con linea -de trazos »or su pequeiia
cantida”, tiene un corrimiento intermedio entre las dos porfirinas testigos:
COPro y »roto. Se la suele denominar como porfirina tricarboxflica (3-C),pues—
to que correspon‘erfa por su comportamiento cromatogr&fico a una porfirina con

3 grupos carboxilicos.
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FIG. 6. CROMATOGRAMA DE PORFIRINAS ESTERIFICADAS
DE LA GLANDULA DE HARDER._



rara su evaluacibdn in-iviiual las porfirinas se siembran en forma de
bandas, se corren, eluyen y cuantifican segln metodologia detallada.

La protoporfirina es .el comohonente tetrapirrbdlico que aparece siempre
en mayor nronorcibén. Los valores -“e las porfirinas »resentes varfan entre
los siguientes limites: Protoocrfirina: 84-87%; 3-COOH: 2-7% y coproporfiri-
na: 9-11%.

Para su separacibn y caracterizaciédn las vorfirinas extraldas se some-
ten a cromatografias ‘e adsorcidn.

El material esterificado se siembra en columnas ‘e C03Ca vy se desarro-
lla como se “escribe en Métodos. Con esta térmica sbélo se puecen observar dos
bandas separalas, una muy amplia, -1e color rojo violéceo, de intensa fluores
cencia que corre muy rapidamente y otra mucho menor que cédmunmente aparece
acomnafiada con una handa e color ver-e. Tolas presentan fluorescencia roja
y la banda ver-?e, emmascarada. Después e su elucibdn se identifican por cro
matograffa en papel, corresponiicmdo a proto (la »rincipal) y copro (la me-
nor). A veces se “etecta también la ~orfirina tricarboxflica en esta segunda
handa. Estas fracciones se ~urifican »or cromatojrafias sucesivas tanto en
columna como en pa2del “hatman 3 MM y se cristalizan. Sobre el material cris-—
talino se efect@Gan cstulios ‘e caracterizacidn: ~untos e fusibdn, espectros
y observacién crist=2logréfica. Los atos se resumen en la tabla 2.

La fraccibébn e coproporfirina purificada, se hidrolizs »ara poder deter
minar su isomerfa, por cromatograffa 31e la forma libre, empleando el método
de la luti‘ina (329). El revela?o indica sbélo la presencia del isémero III
de la coproporfirina. Este 1ato, conjuntamente con los de punto de fusidn y
espectro e absorcibn ‘'eterminan que el complesto es coproporfirina III.

Resmecto “e 12 bania II en la Fige 8, que corresponderia a una porfiri-
na que poseyera 3 srupos carboxilos, y nara el que se “etecta un méximo a
406 nm en la ban~”a ‘e Soret, segln se indicd antes, no fue posible estudiarla
s0or la nequefia cantida? de material disponible.

Se “etermina ademés, la cantida? e porfirinas libres totales en la
Gglantula “e Har-er ‘e ratas. “ara ello, se muele directamente el tejido con

HC1 10% como s€ -“etalla en Métodos, extrayéndose las porfirinas hasta fluo-
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€encia negativa, «n el 1liqui?o centrifuzalo se evalfa su concentracibén por
lectura espectrofotonétrica en un mediu HC1 5%, cnnsilerandio come coeficiente
le absorcibn el ‘e 1la protoporfirina puesto que es el componente presente en

mayor proporcibn,
Tabhblaza 2

CAR/CTERIZ/CIN % LS .OuFILINAS KESENTES EN L. GL/NDUL:. DE HADER

Las glén‘tulas se ~rocesan como se <etalla en"Métodos" y se analizan las porfi-
rinas obteni-as. Los esnectrecs ‘e absorcién se realizan con los ésteres meti-
licos e las norfirinas en solucidn clorofdrmica.

¥y #éximos ‘e absorcién (nm)
“orfirinas sistemA Juntos
kerosene e I II  III IV v
“*ioxano fusibn
’rotoporfirina ¢
(2-coci) 0,85 227-22¢ 630 575 543 506  407,5
3-CO0H 0,72 - . 406
Coproporfirina
(4-CO0H) ¢,63 140-142 622 566 53¢ 499 401

Cantidad presente: 0,15 pg e porfirinas iibres/mg tejido fresco

Como se irdica en la Tabla 2, el conteri-o promedio corresponide a 0,15 pg
e porfirinas por my ‘e tejilo glaniular. Este ‘ato es el valor e la melia ‘e
Aiversas ‘eterminaciones que oscilaron entre 0,12 y 0,25 ug. El1 peso promedn Ae
un par de glénluias ‘e ratas machos, con aproximadamente 250 ¢ ‘e peso corporal,
es “e 300 mg + 25.

Observaciones personaleé llevadas a cabo con material proveniente 'le ra-
tas porfiricas, in'ucidas con liversas ‘rogas porfirinogénicas (SedormiA,AIA,
hexaclorobenceno, etc.) permiten establecer variaciones tanto en el contenido
total de porfirinas ‘e las glan’ulas, como en el tipo de las porfirinas presentes

-7iferente nlmero ‘¢ srupos carboxilos - y en su proporcidn relativa.
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rsi, en el caso de ratas intoxicadas aon hexaclorobenceno, la cantidad
de porfirinas presentes muestra una disminucidédn en su contenido total, y en
casos .le porfirias in'luci‘as con barbituratos, se ZJetecta la presencia de
norfirinas con alto cornteni-o carboxflize,

Debido a estos hallazgos se continfian estulios comparativos para deter-

minar su pnsible significado.

T O0OSINTESIS DE lS— AL A

LActivitad e B-ALA sintetasa

La nosibili?a® ‘e evaluar la canti~a? le »rotoporfirina biosintetizada
»or la gléndula y/b sus variaciones a partir le sus oprecursores primarios:gli
cocola y succinate, una meto”ologfia comln usada por todos los investigadores
que estudiaron este camino metabblicn en eritrocitos se ve obstaculizada en
la practica por la jran canti-dad de protopcrfirina presente en el medio, apor-
tada por €l sistem2 enzimtico. Por lc tanto, esta meto-lologia se descartd
“espués de numero:zas tentativas infructuosas., Tosteriormente, se pens$ deter—
minar la activi“ad e la d-AL: sintetasa, da enzima que cataliza la primera
etapa en esta secuencia metabdlica, es decir, la formacién -e §:—LLA a partir
de sus precursores iniciales. Para ello se realizaron una varieda? -de ensayos
orevios, puesto que el protucto quc se forma en muy pequena canti-“ad no es fa-
cilmente detrctable,

Se sabia alemé&s, que en los Docos tincs ‘e células estudiados, dicho
sistema enzimitico ~parece en fracciones »articulj'?s (85, 116, 266) por lo
que se obtiernen las mitoconirias de este tejido por centrifugacibn diferencial.
Sin embargo, aGn trahbajando con sustrato marcado (gli—2—Cl4) succinato y los
cofactores conoci?zs, no se logra Adetectar actividand,

Se prueban “iferentes con-diciones:

a) sistema contenien?s jlicocola, succinato, fosfato e piridoxal, coen-

zima ~, 2TV, Mg++ y extracto mitocondrial intacti , suponiendo activo

el sistem2 enzimAtico en'6geno generasor de succinil-Co.;

b) acopleno un sistema generador de succinil-Coi mediante el agregado
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de glicocola, fosfato de p»iridoxal, succinato, Co#h, ATP, Mg++ y la enzima
tioquinasa purificala de espinacas, seqGn se detallé en Métodos.

c) reemplazanlo el succinato y cofactores nor succinil-Co. sintética.

) mezclas “e reacciones similares a las anteriores pero con mitocon-
drias congeladas y -descongelaas.

e) variaciones en las condiciones “e incubacién: anaerobiosis, pH, bu-
ffer Tris o fosfato, concentraciones de los Jdiversos sustratos, (alfacetojlu-
tarato), preincubacidén lel sistema enzimitico con reactivos tiblicos, etc..

f) agregaio ‘el sobrenailante e mitocon-rias.

En ninguno e toilos estcs ensayos fue posible medir actividad indubita-
ble de la -4L, sintetasa. Se comprueba, sin embargo, la funcionalidad fe
las mitoconirias, por leteccidn e la activida? de succinico leshidrogenasa
en estas partfculas (31%&).

Se prueta entonces, un Hretratamientos ‘e 15-30 minutos “e las mitocon-
Arias outenidas por centrifugacidn, con une solucidn que contiene la siguien-
te mezcla: sacarosa 0,25 4, buffer Tris 0,05 M »H 7,2, tioglicolato e sodio
0,02 M y EDT! 0,0C5 M en una r~lacibn e 1l:2 v/gramo ‘e gléndula segln se
detalla en Métclo: (seccibdn Y-1),

En estas con‘iciores, las mitocondrias le la gl&ndula de Harder de rata
son capaces le catalizar la sintesis neta Ae o =iLie

Una experiencia tipo se describe a continuacién:

Las mitoconirias obtenias el mismo “{a e 1a experiencia - requisito
necesario puesto que el congelamienio y ‘lescongelamie to hace perder la acti-
vidad catalitica, lo mismo que el "envejecimiento” atn de 12 horas - se pre-
tratan con la mezcla vefialada arriba y se adiciona Ae inmediato al sistema
de incubacibén. Estz contiene gli 2—C14, succinil Co/i recién preparada, los
cofactores necesarios y las diferentes fracciones celulares a ser ensayadas
como sistema enzimético e indicadas en 1a Tabla 3. La mezcla se incuba a 37°C
durante 1 hora en aerotiosis. Se detiene la reaccibén por calentamiento y des-
Pués de obtener los ;irroles se leen, cromatograffan y se pasan nor el regis-

tracor automitico ¢ ralicactividad. La zona "marcada" coincide con la del
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Tabla 3

TOSINTESIS DE $-AL. EN GL/NDULA DE HARDER

1

La mezcla de inculacibn contiene gli ( 40 pmoles) succinato ( 5 mmoles), succi-
nil Coa (0,5 pmoles), AT? (C,5 pmoles), fosfato de piri-doxal (0,25 pmoles),
C1K (60 pmoles) CloMg (12 pmoles), buffer Tris pH 7,2 (100 pmoles), Gli 2-C
(5,97 x 107 cpm X 100 cpm) y las “iferentes fracciones enziméticas indicadas en
un volumen final “e 2 ml. Incubacidén 1 hora a 37° C en aerobiosis. Los porcen-
tajes de incorvnor-cibn se calculan sobre 1a base e las cuent2s agregadas a cada
sistema y las cueatas incorporaias en el &-/L°, meiiias seglin se Adetalla en
Métorlos.

14

C14 incorporar’o en S-ALE
Exp. Fraccidn celular
cuentas/min Incorporacién
%
] Mitocon'rias (5,1 mg) * 652 0,11
2 Sobren2 nnte <de mitocondrias 18
(5,6 mg)*
3 Sobrenatante (4,6 mg)*
+ 739 0,12
Mitocon'rias (5,1 mg) *
4 Homoyenato total (7,3 mg)* 32 -

¥ Estos valores expresan los mg ‘e proteinas agregaios.

Aerivato nirrélice del o-/LA corrilo como control, evalu&n-ose su ralionctivi-~
lad directamente o por elucibn de la ban!'a corresponiiente seqGn se rlescribe
en Métodos. Los resultalos representativos y que son promedios e varias deter-
minaciones se muestran en la Tabla 3,

Es notorio que la preparaciédn mitocon- rial es 1la Gnica fraccibébn que mues-
tra buena activi‘a® ‘e s-ﬁLﬁ sintetasa. No se observa incorporacién significa-

tiva en experimentcs con sobrenadantes le mictocondrias demostrando la presen-



cia de esta enzima en fracciones subcelulares particuladas, Tempoco es posible
detectar formacibn ‘e S-—ALA en homogenatos totales ern estas consiciones. La
adicién de la fr-ccifn sobrena‘ante 2 mitoconrias o no tiene efecto, o el in-
cremento en la inc.rporac ibn ‘e 014 es muy leve. No obstante, es ‘e hacer no-
tar la baja incorporicidn que hemos consejui’o eoneste teji.lo.

Se realizaron “iversos ensayos ten'ientes a lorrzr una mfxima actividad
estu'ian1o los reguerimientns ‘el sistem~ cnzimftico.

Los result~’ns estén resumi 2s en 1~ Tabl~a 4.

T2abla 4
KEQUELTIVIENTCS DEL SISTBMA MITOCONOUILVL

Las mezclas se incuban Jurante 1 hora 2 37¢C con 1A fraccibén mitocondrial pre-

tratata (4,9 mg), 61i 2-c1% (5,25 x 155 cpm), succinil Co; sintética y cofacto-
res, salva cuan s se omite, seqln se in‘ica. Como 1007 se toma la incorporacibdn
de Gli en un sistem~ que contiene todos 1os sustratos y cofactores como en Ta-

bla 3.

Ex>. Sisteunx ¢ =L/ ctividad
n wmalz:s %

1 Conmnrleto 12 100
2 ienos ~licocol~ 0 0

Gli (2G5 umoles) 7,2 62
3 Menos fosfato e piridoxal 1, 1C
4 Menos . T* 7,1 60

++

5 Menos '3 2,5 70
6 lYenos succinil Co’ o 0
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La =2ctivi *~" ‘¢ 1la enzima mitocon'rial es mAxima cuan'o contiene todos
1os cofAactores in 'ic~'0s en el sistema 'e incubacidn, No hay actividal en ausen
cia ‘e cualquier~ e los 2 sustratos: jlicocola y succinil-Co. y de fosfato ‘e

.. . G . . C .
piridoxal, [TV y &y sl bien necesarios no son imprescindibles para la demos-

tracidén ‘e la funcionalida? catalfitica.
Concentr~civnes 1ltas ‘e glicocola (107 =) son inhibitorias de la reac-
ciébn. El incrcments en 12 concentracisdn ‘e succinil 0. “etermin~ un aumento

casi proporcion~l en 1~ formacién e S-ALA,

FIad .CION LE SUCCINIL-Co/ ENDOGGENO

En las mezclas ‘e incu%ﬁcién se reemplaza succinil-Co® »or Co/SH (0,5 pm) y

se incuban con G.i 2-C~ ', fosfato -e piri~'»xal y mitocondrias pretrata’as

(4,5 mg), en 2erzhissis par 1 hora ~ 37°C; los 'emAs componentes estén en las
concentraciones st-ii'>r's, En ex». 3 y 7 se agrega ©¢,6 ml ‘e un extracto coci-
Ao 4de levalura, #n exn. 6 se aqregan 15 mg ‘e enzima succinil tioquinasa prepa-
rad2 segln métc os. Como 1007 se¢ toma 12 formacibn de &-.Li. en el dstema
standar?,

Ex», Sistexnx Activit=an

Y/

[ 3

1 Comlets 100
. . +4

2 Succs + T0SH + AT? + V5 5
3 Succ. + Co/SH + Cofactores

2°

+ ¢xtrocto ‘e leva-dura

4 T'em » {3) sin ATV 5

) Tem = {3) sin oviaecno G
g Succ, + (C2'SH + Cofactores

+ tioguiaasn

7 Com»nleto + extracta ‘e leva 'ura 11D
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Se ensayb5 también la posibilidad de reemslazar al sustrato succinil
Co/. sintetizado quimicamente por un sistema activante que 1o generara endb-
genamente “desde sus precursores: succinato, CoiASH y los cofactores requeri-
10s por el sistema activante, TP y Mg++. En las condiciones ensayadas, no
suplieron €l sustrato sintético (Tabla 5). Sin embargo, cuando se le adicio-
na el sobrenadante ‘e un extracto hervilo 4e levadura a 100°C se observa una
ligera formacibén de & -/ L., El agregacs le este extracto al sistema completo
no incrementa significativamente 12 cantidac e & -/L: sintetizada.

En los ensayys de suplementacifn e sustrato enddgeno es imprescindi-
ble la oresencia de oxfgeno {exp.5) puesto que en atmbsfera de nitrédgenc la
inactivacibn es total. La adicién de enzima tioquinasa de espinaca al sistema
sintetizante de saiccinil Coi determina la formacién del producto pero no alcan
za nunca loi valores ‘el sistema normal.

/T™ es otro cofactor necesarin para la generacién ‘e succinil-Co’,
sin embargo, “emastré ser un efector aatagonico, -uestc que si bien es un
componente requeris (Tabla 4) para méxima actividad de la o -2L~ sintetasa,
a concentracionez mayosres e lO-3 M comienza a tener un efecto inhibitorio

(Tabla 6).
3

El producto ée la reaccidn ¢ - LA a concentraciones superiores a 10 “M

disminuye notablemente la reaccidn catalitica.

En todos los ensayos “escrintos no se Zetecta sintesis de P3G ni de por-

firinas.
El significads y conclusiones de estos resultadoa se discutirén a

posteriori.
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Tabla 6

EFECTO DE DIVERSOS COMPOMNMENTES SOSKE Lf FORMACION DE S—ALA

Las mezclas de. reaccisn y 1as condiciones e incubacibén son las normales

excento las nmisiones y agregados indica-ns. 100% -le activi‘a?! corresponde
i : cme -4,

al sistema comhlet> que contiene /77 2,5 x 10 N

Exnte. Sistema Ssctividad

%

1 Completo 100

2 Menos MT? 63
. -3

3 [T 7,5 x 10 M $7
i -3 ..

STP5 x 10 T M 15

5 S—a 5 x 1073 1 58

JIOSINTESIS DE JORFCBILINOGENO

fctividad e 1la A-JL“ Dehidratasa

2ara analiz~ar 12 canaci?=2? 4e biosintetizar ™G »or este teji‘o se prue-
ba actividad en 'ifercntes fracciones subcelulares: homogenato total, susphen-
sién mitoconsrial, sobrenalante ‘e mitpcondrias y microsomas, usan:io X—LLA co—~
mo sustrato. Se la-ra emostrar que sblo tienen actividad las fracciones solu-
bles 4de las orenar>cisnes celulares. Para cstos ensayos las »articulas mito-
conr'riales y micros~mas se suspenien en buffer fosfato 0,34 M pH 7,0 en un
volumen tal quc 1 ml ‘¢ la suspensidn resultente contiene las articulas pro-
venientes ‘le 2 ‘e tejido glan-ular,

a

Los result~’:s,orome’ios 4¢ mdltiples experiencias, estén sintetizacdos

en la Tabla 7.
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Tabla 7
LOCALIZACIM DE LA ACTIVID/D PE 1. &=AL:S DEHIDRATS:
Las mezclas 4e rezccién (4 m1) contienen buffer fosfato 0,067 # o 7,0 Cleg
(12 pmoles), C1X (%0 pmoles), ¢-/1% (5 pmoles) v las fracciones enzimaticas in
Aicadas in“dica”is. Se incuban 2 3%°C durante 4 horas y se determina el "G
formado con el reactivo de Ehrlich,

YRG forma‘lo

Fraccibébn celular

ferobiosis inaerobiosis
nr/hr nm/hr.
Homogenato total (7,2 ma)* 18,6 25,5
Sobrena-lante ‘e mitocondri-zas
. 23,5 33,6
(4,5 mg)*
Mitoconirias (4,5 mg)* 0,¢ 1,3
Microsomas (3,5 my)* - 0

* Estos valores correspon-len 2 mqg de nroteina agregada.

Como es “~kle o%servar en la Tabl~s 7, las fracciones particuladas estu-
tiadas no presentan >ctividad fehiratfsict significativa.

Ademés, las conliciones ‘e anaerobicsis e¢jercen un pronunciado efecto so
bre la activi®a’ ‘e la &-/L.. Jdehidratasa slan”ular.

Para letermin-tr la capaci'al 'e sintesis e MG en estos ensayos no es
necesaria la prescncia de reactivos tidlices a pesar “de ser la ©-ALA Aehi-rata-
sa una enzima sulfhirilica. Sin embargo, el agregaco de compuestos que poseen
grupos sulfhi”rilicos incrementa rotoriamente 1a actividad biosintetizante,

En 12 Tabl~ % »Huele verse el efecto activante que provoch 1la adicibn

e glutation re’uci» 1l me:'io e incubacidn que llega ~ valores e aproxima-

*amente 60%.



Tahla 5
EFECT. ™F ‘CTIV.SDORES DE L., g =L, DEHIDR.T.ASS

El sistema e incub~cihn es similar 21 ‘e la Tabla 7, excepto para 12 exp. 3

donle se Aagreg2a 2° pmoles le GSH. El sistem~ enzimAtico usado es el sobrena-

dante de mitocon rizs (4,6 mg). La activi *a! relativa se expresn respecto del
ensayo ~erdbico.

. TBG o g A
Exp. Condiciones Actividad
nm/hr relativa
1 Aerohinsis 23,5 1
2 Anaerobiocsis 33,6 1,4
3 ineero™iosis + GSH (5 x 1-".-’3r~z) 49,1 2,1

Los estuios ‘e ourificacifdn y oropiedn’es e esta enzim2 se presentarin

v Ascutirfn en 12 sejun”» narte ‘e “lesulta“os,

FITO0OSIVNTESTS DNE #JORFIRIY.SS

l.- 3- L2 como sustrato

El estu’ic ‘e 12 formacibn e compuestos tetrapirrblicos ~ partir e
%—ELf, utiliz=n o extractos crudos como sistem> enzimftico y en liferentes con-
Aiciones, sc¢ hace me’lante el nnflisis ‘e las porfirinas presentes en el medio
e incubacibn,

El sistem~ ‘e renccibn simple contenien'o buffer Tris, iones potasio y

magnesio, centi’'~’es no limitantes .le sustrato y horocenato total, s~lvo
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indicecibn especial, se incuba durante Adiversos tiempos, en aerobiosis a
37°C. Las -~orfirinas se extraen del sistema ‘e incubacibn y se evalGan e
identifican segln se describe en Métodos. Un cromatograma e los productos
presentes después :le 4 horas de incubacibén se representa en la Fige 9.

En ella se ohserva la oresencia de todas las porfirinas intermedia-
rias en la bicsintesis e orotonorfirina 9, es decir, porfirinas conteniendo
8-, 7-, 6-, 5-,1—- y 2- gru»os carboxilos, en las cadenas 73, 1Lr laterales.

. .

La dependencia ‘e la sintesis total de porfirinas en un sistema stan-

dar, contel tiempo de incubacibé4n est& ilustrado en la Tabla 9.

Tabla G
SINTESIS DE i"OKFIRIN..S EN FUNCION DEL TIEMrO

La mezcla de incubacién staniard contiene &-iLi (5 pmoles) ClK (60 pmoles)
C1,Mg ( 12 pmoles) buffer Tris pH 7,2 (100 pm) y 1 ml e homogenato total due
corresponie a 40 mg e tejido hGmedo. Después e incubar a los diferentes -
tiempos se Jeterminan las »orfirinas libres oresentes.

Tiempo de incubacidn

2 3 6 12 1 20 24
(hr ) ! ! 9 5
Porfirinas tntales

Est2 binsintesis es lineal con el tiempo de incubacibén, en las condicio-
nes sefialadas, hasta perio-os que nscilaron entre 12 y 14 hopas, observéaniose

una disminucibén acentuada en la velocidad después 4de este lapso de tiempo, al-
canzando un valor constante Aespués de 20 a 24 horas de incubacién (Fig. 10).
Se estudia también, la relacibn entre la formacidn de porfirinas y la con-

centracién del sistema enzimltico agregado. Esta dependencia se representa en
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la fig. 10, not&niose un incremento proporcional al aumento de la proteina
enzim&tica ensayasla,.

Diversas incubaciones con homogjenatos totzles pro“ucen una mezcla e por-
firinas, isbmeros I y II1I, que en cromatografia sobre napel revelan poseer
desde 8 hasta 2 grupos carboxilos, como esté& indicado en la Fig. 9. La prepor-
cibn relativa y la estructura isomérica ‘e estas mezclas de porfirinas depen-
de en gran manera de las “iferentes coniiciones estudiadas: tiempo de incuba-
cidén, temperatura, fracciones subcelulares, sustratos, etce.

Estos resultados permiten demostrar la presencia de los liferentes sis-

temas enziméticos que participan en este camino metabblico.
Tiempo

Un an8lisis porcentual ‘e las porfirinas presentes en los ensayos co-
rresponiientes a los Jdiferentes tiempos de incubacibn se representa en la
Fig. 11l. Puecde verse que,”espués e 2 horas “e incubacién aparecen cantidades
significativas e uro y firianorfirina,forméniose también copro y protoporfi-
rina. Después Jde 6 horas se Adetectan interme-iarios con 6 y 5 grupos carboxi-
los, ademas e los de 8 y 7 carboxilos, acumulln-dose copro y protoporfirinas.

Cuando los tiempos -“e incubacibdn son mayores (16 2 24 hs) no hay incre-
mento significativo en 1a formacifn total Ade norfirinas como se mencioné an-
teriormente, pero se observa que hay una “isminucipn en el »orcentaje de las
porfirinas de mayor nGmers e carboxilos, con un aumento concomitante de las
porfirinas e 4-y 2-COOH

En los mayores tiempos de incubacibdn se hace visible la banda corres-
poniiente a la porfirina tricarboxflica, entre la proto y coproporfirina siem-
ore en pequeria proporcibdn. Ademls, pousfobilindgeno se forma en cantidades sig-
nificativas en 1os ensayos de tiempos de incubacién cortos.

Se hace notar que en todos los gréficos de porcentajes de porfirinas
la proporcibdn reclativa de la protoporfirina preexistente (parte rayada) va
disminuyendo, nuesto que la canticdad total de porfirinas biosintetizadas incre-

menta con los tiempos de incubacibn.
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Takla 19
SIMNTESIS DE PORFIRIVIAS EN FUNCION DE L#a CONUCENTRACION DE SUSTL: TN

Las mezclas Je incun~cibn standard se incuban ~ 37°C durante 3 horas en aero-
hiosis, con 1-°s c-nti 'ades ‘e §-'L: in'ica'as. Sistem~ enzim®tico: 1 ml de ho-
mogenato que corresnon’e 2 36 mg ‘e teji'o slandular,

é:-ﬂLA Yorfirinas totales
M nmoles

0,125 2,8

0,25 C,1

0,5 12,

1,25 30,6

3.5 71

5.0 G0
10,7 118

Concentracidn 2e o= 14

Se efect@an estu’ics ‘e conversibn de §-ALA en porfirinas totales, cuyos
resulta’os se reswnen en 12 Tabla 10,

En un amplio rAngo e concentrnaciones -le sustrato se lo;ra unAa sintesis
lineal ‘¢ tetr-wirrdes,

/. concentrnaciones mayores ‘e 3 mM comienzh & observarse un2 inhibicién
en la formacién ‘e vorfirinas y concomitantemente aparece una zacumulacibn de

. . . -5 . s
2Ge. A concentrrociones muy bajas - 10 ¥ - la conversibn a porfirinas es total,

Fracciones enzim®ticnrs

Para ex”min~r 12 cap-cl 'Y e sintesis Je tetrapirroles e las Jiferen-
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T=2bt1-~ 11
FOWMICION OR “JuTILINSE 238 DIVEKRS.S FuiCCICNES ENZIMATIC.S

Las mezclas ‘e renccidn standar+d se incu.an 3 horas en aerobiosis, con las
fracciones enzim&ticas intica’as. Ca’a un> ‘e ellas equivale ~ 1) mg de tejido
htmelo., Sustrato o- L. (2,1 x ¢ cpm) .

Porfirinns
Fraccidédn subcelul~p N—iLA .. . ..
) l Conronorfirina ‘rotoporfirinz
pmoles nmoles nmoles
Homojenato tot:>? trazas* 3,6%
5 5,C 16,1
Sobrena“ante e G - 2,9%
mitnconriag 5 1¢,6 3,1
Mitocon-ri=s 3 - 1,1%
5 - 10

¥ Son valores inicir~les e porfirinas presentes en el sistema.

tes preparaciones enzimfticas se ensayan: homogenatos totales, sobrenadante
libre “e mitocon’rias y suspensibdn mitocon’rial analiz&niose 1l2s porfirinas
biosintetizalas,

Los experimentos se realizan con sustrato ralioactivo para ‘etectar in-
crementos relativamente pequerios, puesto que las fracciones enzimiticas aportan
borfirinas al sistem~,

Los blancos correspon’ientes contienen to'o el sistem2 stanlard y 1a
orotein” crlent ™=, 798 resultios estén resumi'os en 1A Tabla 11, S6lo 1la
fraccidn corres;on ieate -1 homocennto total binsintetizo protonorfirina,puesto

que posec los sistemns enzimfticos "solubles" y asociados 2 particulas,



Los sobrenadantes carentes “e mitocondrias convierten también, SLALA a
tetrapirroles -~erc solamente lo hacen hasta corroporfirina. La fracciédn mito-
conirial no es capaz “e sintetizar norfirinas des:e 3-4LA, puesto que no se
encuentra incremento Jde las porfirinas Lbasales.

Estos resultados demuestran que en el teji‘o glandular la conversién de

Copro a protoporfirina est& también asociada a mitccondrias.

/naerobiosis

Se analiza el efecto del oxfgenc sobre la formacibdn de porfirinas tanto
en homogenato total como en sobrenadantes e mitocon-rias.

En los ensayos anaerdbicns, con burbujeo continuo de nitrbcena, se obser-
va un mayor incrementn -le la canti‘a? de porfirinas totales biosintetizadas,
resnecto de las experiencias aerédbicas, como puede verse en la Tabla 12.

Los an&lisis cromatogré&ticos revelan a‘'emés, que coproporfirina es el
oroducto final en esos ensayos, con caati“ades menores <e uro y firiaporfiri-
n2 y trazas -le hexa y penta carboxil porfirinas, mientras que la cantidad de
arotoporfirina concuer<a con la de los ensayos testigos.

Estos hallazgos revelan, por consiguiente, que el oxigens es un factor
necesario para la transformacibdn de copro a protoporfirina llevada a cabo por

las fracciones particuladas “e la gléan.lula <de Harder e rata,
Temheratura

El efectoque 12 temperatura -e incubacién ejerce sobre la biosintesis
‘e los tetrapirroles se ve en les Figuras 12 y 13. La centidad e porfirinas
formadas se incrementa con la temperatu.a hasta alcanzar un méximo €8 el ran-
50 e 55 a 65°C, trislicanio el valor de las porfirinas sintetiza'as a 37°C.

{ esas temperaturas sdlo se demuestra la »resenciz el isfmero I de la
urozorfirina, como se ilustra en el grafico 13, -“once estin renresentasos lcs
sorcentajes ‘e las vorfirinas obtenidas a 3 diferentes temveraturas.

En todos los ensayos se encuentra formacién de 273G, »ero nunca en canti-

2ades excesivase.

A C°C no se “detecta sintesis de »orfirinas significativa y a 85°C se ob-
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rva destruccién de las porfirinas pre-existentes.

PG como sustrato

El monopirrol es convertilo activamente a porfirinas cuando se 1l¢ incuba
on homogenato total.

La ¢intesis tiene lugar 2 una velocidad que es lineal con el tiempo por
asi 10 horas, cuando se trabaja a concentracicnes de sustrato no limitantes.

A concentraciones molares equivalentes 2 las ‘e S-ALA utilizadas, el rendi-
nto en la sintesis de corfiriras desde P3G, ec mucho mayor. El incremento
fa entre 6 y 8 veces el valor <e Q-iLA (Tabla 13). Este alto rendimiento se

e fundamentalmente a la fraccibdn uroporfirina.

Tabla 13
BICSINTRSIS DE  PCLFIRINAG TARTIG DE ¥=RG

i sistemas Jde¢ reeccifn’conticnen en un volumen ‘e 4 ml, buffer Tris »H 7,2

0 pmoles) KC1 (47 pmoles) MgCl, (12 pmoles), PG en las concentraciones inti-
‘as y 1 ml ‘¢ homojenato total que corresHon‘e a 22 m¢ ‘e teji'o ¢lan-ular.
;Pués ‘e incubsr a 37°C en aerobinsis urante los tiemnos sciiala‘los, las por-
‘inas libres :resentes se -eterminan cuantltativamente. '

Porfirinae tot2ies !/ moles)

o A

3 hs. 6 he 20 he,
0O, Sumoles 71 149 318
0,425 umdles 92 191 130

,

E1l an&lisis de les 2iferencias en 12 composicibdn Je las norfirinas sinte—

222as después e “iferentes nreriolos ?e incubacibdn se grafica en la Fig.1S5.
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Puele- verse que 1 fraccidn principl correshonte en tolos los €350S 2 uro-
porfirina, »uests gue las otras porfirin~s intermedias aparccen en cantidades
menores. La fraccién octa-carboxflic~ corresponie 2 una mezcla ‘e los isdme-
ros I y III, pre’'ominanio el del tipo isumérico I en largos tiempos e in-
cubacién.

En estos ens~yas 1z conversibdn ‘e "G en porfirinas lleja a un 70% de
renrlimiento.

Se sabe que el porfobilinbgeno form2 fundamentalmente Uro III en me-
io neutro. or c¢llv, se realiz~aron 'iferentes controles para correjir la
canti'a! ¢ porfirinzs form23las no enzim4ticomente, encontriniose que:

1) sistemas que contienen to s los componcntes “¢ rutina perc sin el sus-
trato (P“G) 18spués ‘e scr incubros, sol~mentc dan los valores ‘e »orfiri-
n2s preexistentes en el sistem~ enzimf&tico.

2) controles con el sistem2 sta2n?2r pero con el homogenato tot2l hervilo
contiene casi €l °5Y ‘el G inicial 2 12 terminacidédn el ensayo.

3ajas concentraciones -“e sustmto (3,2 pif) forman una canti a? consi-
lerable ‘¢ porfirinas parcialmente -escarboxila’as, ademfs e 12 fraccidn
uro las que son converti'as en copro y protoporfirinas si se prolonga el
perioio ‘le incub-cibn. En estos ens~yos el ¥ ‘e uroporfirina I es notoria-
mente menor.,

Sara estu’iar Yirectomente 12 termolabili?ad el sistema enzimdtico
"porfobilinogenogenas® , se calient2 12 fraccibdn proteica urante 15 minu-
tos a 60°C, enfrifn’'oscla inme-'iatamente y se 1la agrega al sistem2 e in-
cubacibn.

Los resulta'os estfn sintetizasos en 1o Tabla 14,

/1 analiz~rse 1as porfirinas formas’as en 1os ensayos con enzima pre-
calentnia, se compruebr que sblo se hiosintetizo uroporfirina lel tipo iso-
mérico I. ..lemAs, se observa un leve incremento en 12 sintesis total e
porfirinas. Sc ‘emuestra por 1o tanto, que 1= capaci‘ad e biosintetizar

uro III se pier.'e por el tratamiento térmico.
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Tabl a2 1%
EFECTO oW1 PLECALENTAMIENTC LUCL SISTEM. ENZIM/TICG

La mezcla ‘e incub~ciédn cs similar ~ 1a e 1a Tabla 13 y contiene como prepa-
racién enzimAtic~ en Pxp. 1: homegenate tanl (1 ml) y 2a misma fraccidn pre-
calenta’a 'urante 15 min. ~ 60° C en Ex~. 2 (1 ml) y en Exp. 3 (1,5 ml). Las
canti‘ales agrega'as equivalen -~ 2C mg en Expe 1 y 2 y ‘e 30 mg ‘'e tejicdo glan
lular en Exp. 3.

. . ™ Aty 1 R
Sisteam~ enzimfitico orfirinas forma’as
Totnles Uro I
nm 7
Exn.,
Tori-1 50 23
Eyvae 2
S-lent2 o 108 100
Ex». 3
C=2lentao 120 100

3.~ GLICQCGLA con™ sustrAato

L2 funcion~li’=? e todo el sistema enzimfitico e biosintesis ‘e pro-
toporfirina a partir ‘e sus precursores ;pr.marios, es posible ‘emostrarla me-
Jiante el uso ‘e un sustrzto ralionctivo. Ls gléniulas ‘e Har<er homogenei-
zalag con la mismn solucibn que 12 lescripta en "Méto'os" para 12 suspensidn
mitoconirial se centrifugnon y los Aiferentes fracciones se incuban con
Gli 2—014, succinil ©n/. y cofactores ‘urante 4 horas, er. merotiosis. Se aisla
1a protoporfirin~ v se mi‘'e su radioactivi-ial, Los latos ‘el porcentaje e
incorporacibdn prome 'io ¢ varias experiencins se ilustran en 12 Tabla 15.

Estos result~'ns indican una sintesis pequefin pero ‘efini ‘2 e protopor-

firina 9 2 »artir ‘e 1os mfs simoles precursores »or el homosenato total,con-



T~abd1l~» 15

4

1.
INCORFORACION DE GLI 2-C EXN PROTCCORFIRINA ©

Las mezclas e re~ccifn son similares = 1las ‘¢ 1la Tabla 3, excepto las fraccio-
nes enzimfticas que son las_que se indicnn. Después ‘el agrega’s del sustrato
Gli 2—C14 0,02 ¥ (5,57 x 107 cpm se incuban Aurante 4 hs en aerobiosis, a 37°C.
La protoporfirin- se ilentificr, aisl:> v evalQa como se escriie en Méto'os.

A . . .
., cl* incormor~'o en orotonorfirina ¢
Fraccidn subcelul2r

Cucntas/minuto Incorporacién
%
Homogenato tct2l (7,7 ma)¥* PAC Q0,14
Sobren~i~nte de witocon‘rins 10 .
0

(516 m:-")*

* Los valores expres~n mg “e »roteinas ~jregaios.

firmanio =sf 1= presenciz le to’as 1las enzimas ‘e este ¢ mino metah6lico
en 12 glin'ul> ‘e H~r'er ‘¢ rata,

for lo tonto, po’'emos concluir que, en este tejido, 12 sintesis e tetra
pirroles es simil~r o 1la Aescripta para otros sistemas e viln, tanto vegetal
como ~nimal o microorganismos ¥ que po-lemos esquematizarla segln el siguiente

diagrama:

Succinil=CoA + Gli ___ S- ALA —3 P5G 5 Uro'genoIll — 7=, 6-,

5-COOH Porfirinégenss -5 Copro'genolIl » ’rotoporfirina 9.
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CONCLUSIONES Y DISCUSION

Las norfirin~s que se encuentran presentes en la glfndula ‘e Harder e
ratas blancas son: protoporfirina 9 en mayor proporcidn, un 1ate que ratifi-
cAa observaciones previas Je muchns investignhinres, coproporfirina III y una
porfirina que se comport: como tricarboxflica en cromatografia sobre papel.

El conteni” e porfirinas likres hallad» en la glsn'tula 'e r-tzs a-
Mltas es ~proxim~lamente ‘e 0,15 wg por mqg e teji'> fresco.

Observacicnes preliminares re2lizalas en glén'ulas e ratas porfiricas,
induci 'as experiment=lmente con “iversas rcjas, “emuestran variaciones tan-
to en el conteni’» com? en 1- proporcién relativa 4e las porfirinas interme-

Alarinas existentes.

Si se cotej~n 1ns pasos secuenciales ‘e 1A bionsintesis ‘e protoporfi-
rina, las enzim~s relaciona'as y sus caracteristicas principales, tales como
localizacién intr-celular, requcrimientos le sustratos y cofactores, etc.,
los resultaos obteni-'os permiten leucir que en este teji-'» existe una fun-
cionali”a? similar ~ la encontrada en las diversas células estutindas (46,
103,106).

fsi, el teji“c glantular es capaz Je sintetizar tetrapirroles partien-
¢o de 1los precursores primarios: glicocel~ y succinil Cos, es ‘ecir, posee

to'as 1las enzimas relacionadias con esta secuencia metabdlica.

Este hech: confirma lamturalez2 secretora de porfirinas ‘e la glénula
‘e Harer (35).

La primer- enzim? ¢ este camino, 8-—ﬁLﬁ sintetasa, estf® asocinla,
funi~mentalmente, = 12 fraccién mitocon’rinl, un hallazgo semejante a 1o de-
mostra?n en “iversns sitemas animales (109, 113-6, 116,20). En microorganis-
mos se 12 encuentr~ en extractos libres e células, es AJdecir, en forma solu-

ble, pero “espués jue Ins células bacterianas han si”o rotas por sonicacién

(87,88).



El congel~miento y “escongelamient> e l2s particulas subcelulares
- un tratamient. que ha si?™ utiliza?n por varios investigadores para medir
1la formacibn ‘e &—fo o porfiriras (86, 11€) - no favorecid 1la actividal de
la S—ﬁLﬁ sintet~s> en este teji'o glanular. ’or consiguiente, se realizaron
estuiios sobre 123 crn'iciones de extraccidn e incubaciéd4n para lograr una
preparacidn activa y estable e -dicha enzima.

S$51o se logrr ‘emestrar su nresencin, cuando las mitocon’rias son pre-
trat~a1as con uns s>lucién que contiene tiojglicolato, EDTA y buffer Tris ‘uran-
te 30 minutos, ~ntes ‘e ser incubnlas.

Diferentes jyrunns ‘e investigz2ores han :ncontraio que ERTA favorece
la activida“? le 1= sintetasa, “si, €l grupo e Neuberger :lcmuestra que el
agente quelante increment~ 11 formacién ”e'SfLA, cuan’o utiliza particulns
Ae glébulos rojos ‘e pnllos 2némicos (C5), 1o que se confirm~r también parn
homogenatos de hig~’, e rata oorfirica,

Tschudy y ccl-be logran ottener valores mucho mfs ~ltos de 1la activi-
Aa! e sintetas>, mi-ién~’s1a en presencia le EDTS, compuesto que ~fecta 1n
posterior utilizacisn ‘el pro’ucto sintetizaco ( S-%LA) tanto en suspensio-
nes mitoconirizles como en homogenatos ‘e higato ‘e ratas porfiricas (113,
118).

Granick y Urata, trab~jando con p=rticul~s mitoconiriales '!e hfigado Ade
cobayos con norfiria exnerimentil, c¢omprueban que el ENT/ incrementa la pro-
Auccidn del primer interme-licrio y sugieren que el efecto estimulante se rle-

1

be a su capaci”~’ par2 estabilizar las mitoconirias (116).

Por otra phrte, Surnham y Lascelles en sus intentos (e purificacién e
12 enzima <e Rh, s.heroides, utilizan un =gente re-uctor ﬁ’-mercaptoetanol Yy
agentes quelantes: o-fenantrolina y EDTA,

Con sa metowlogia 1ogran una purificaciébn e 12 sintetas~ le 10 veces

y aducen que 1= enzim~ bacterinna es muy 14bil, la que puele ser protegi-d:,

en algan gra“o, por 1os agentes tidlicos y quelantes, Con fracciosnes mis pu-
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rificadas no consijuen resulta’os muy confiables (erriticos).

Nuestr? propin experiencia establece que ambos compuestos: tioglicolato
y EDT/ son efectivos ~gentes est~bilizzntes y requisitos imorescindibles pa-
ra “determin=r 1~ ~ctividat Ae S-JLL sintet~as~ glanlulnar.

El sistem~ enzimftico utiliz~ g5licocnl~ y succinil Co comd sustratos
primarios, Cu~n’. se emple~ succinato, Co/SH y cofactores, el ren'imiento es
bastante mis bajo.

Los estullins e requerimiento ‘el sistema mitocon:'rial glan-tular ‘emues
tran 1~ neccesi '~ ‘e fosf2tn ‘e piri-oxal, Co’/SH, AT" y iones magnesio, con-
firmando 2 estns comouestos como cofactores e 1a reaccidn., E1 oxfgeno es
también imprescin’ible nara 11 ~ctivi“®=" en cuamnto nermite 1a activeciébn el
succin>to,.

Si bien el T es un cof~ctor necesario para 12 formacidn te succinil
Coh, €l efecto inhibiterio observ2?o ~ concentraciones mayores “e 10-3M Jdel
nuclebtico, pue’'e ser explic2n por un~ inhibiciédn tipn "feel-back™, relacio-
nanlo el ciclo ‘e Shemin con el “e 1~ sfintesis de oorfirinas (75, 342).

El écii)S—aminﬂlevﬁlico es el interme’iario com@Gn en los cominos meta-
bdlicos que “iveryen hacia 1- sintesis 'e ps-firinas y purinas,

Como en ~tr~s caminss ramific~m'os regulades por una retro-inhibicién
parece razonable npostular que un exces» ‘e T, un pro?ucto final de la bio-
sintesis ‘e nucleéti 'vs purinicos pue’e inhibir la enzima que cataliza la pri-
mera etapa ‘e estas secuencias "divergentes,.

El prolducto ‘e la reaccibdn —-SIJJ;— inhibe significativamente la acti-
vidad enzimltica que 1o genera. Este zecho apoya la idea de Kikuchi y colab.
e que los sustratos, glicocola y succinato ambos activedos, forman el &cilo
'Y amino %7ceto a’1sicn el que se ‘lescarboxilaria aGn unio a la enzima (89).
Es lecir que las reaccibnes e con'ensacifn y -“escarboxilaciédn serfan simulté-

neas y se realizerfan sobre la protefna.

La biosintesis ‘el segqundo interme:liario e este camino metabblico



- "G - es cataliza’a en este teji‘'o glan'ular por la enzima -/L/ -ehidrata-
sa, que similarmente a 1o halla's en toios los sistemas e vi-‘a investigados,

est4 localizata en el citoplasma, no asocia“®a a partfculas (46, 103,106,209).

Se “emusstr> que es una enzima sulfhi rflica v que incrementa su acti-
vida? en anaercbiosis (Tabla 8§).
Los estu’ics ‘e caracterizacidn ‘e la S-LLI “ehidratasa ‘e la gléndula

Ae Harer se ‘liscutirén en la sequn'a parte -de esta presentacién.,

La existenci= ‘e las etapas subsiguientes como ‘e las enzimas relacio-
nadas se establecen in‘'irectamente, por estudiios con -liversos precureocres y
variaciones en 12s con'iciones e los sistemas e reaccién.

*sf, la fracci’%n sobrena‘ante libre “e mitocon’rias, de homogenato de
la gléniula “e Har'er, cuan'» se 1o incuba con (S-iLA o 23G es capaz e cata-
lizar la formacidn ‘e los porfirinbgenos conociios como intermeiarios, es
decir, los tetrapirroles re-duci‘os que poseen 8-, 7-, 6-, 5- y ‘- grupos car-

. 1 ! .
boxilos en las ca’en=s 0,(b laterales e 1los monopirroles.
i

Estas observaciones ‘emusstran concluyentemente que el sistema sinteti-—
zante ‘e uro y coorogorfirindgeno, es ‘lecir, los complejos enzimlticos "por-
fobilinbéjenasa" y "“escarboxilasa" son también solubles y estén localizados

en el citoplasma,

Hallazgos que son semejantes a los informa:los por ctros investigadores
en muy Jdiversos tejidos (46, 109,213).

Cuan-o el precursor utilizado es §-°L:,s6lo se biosintetizan porfirinas
e la serie isomérica III, siempre que se trabaje a 'emperaturas fisiolbgicas
(25-38°C) Sin embaryo, cuanio se incrementa la temperatura a valores e 50-
-60° C, si bicn el reniimiento es mayor, ~ para perfo-os cortos, 3 horas - s&-
lo se logra sintetizar el isémero I e la uroporfirina, lo que indica la la-
~-bilistal del sistema formacdor el isbmero III, asf como Adel sistema descarbo-

xilante que lleva 2 coproporfirindjeno.
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Consiguientemente, que-“a ‘emostra' que la ¢--LiA=-D y 12 Uro'gen sinte-~
tasa son enzimas termoestables.

La “isminucidén ea 1 formacién ‘e norfirinas totales nor altas concentra-
ciones ‘e &-/L. (T=rla 1), presupone una inhibiciér por sustrato,

Con homogenatas no alenta'ss y G como sustrato en canti'ades no limi-
tantes, se forma conjuntemente con el isdmero III, el isbmero I el uropurfi-
rinbégeno, sien'o el que se acumula en mayor proporcidn después e largos pe-
riocdos -ie reaccibdn, Hallazgos similares han sido informados para otros siste-
mas biosintéticos (1y5, 213, 221). Estos resulta'ns hacen presuporer que la
Uro'gen cosintetasa, enzima que controlAa la formacibn el tipo isomérico III
se inactiva “urante el curso %e 12 reaccidn o que el prolucto la inhibe selec
tivamente.

JMor otra »arte, la sobrenrouccibdn ’e uro I, en tiempos menores, pue-e
ser explica’a por un exceso ‘e sustrato jue sobrepasa la capaci~atl de sinte-
tizar Urot*gen I1I,

"Nara convali-ar la tesis e 1la susceptibili la? “iferencial al calor
‘el complejo Urc'ygen sintetasa-cosintetasa y ‘‘escartar la nosibili-ad Je con-
silerar 1a aparicifn ‘el tipo isomérico I, como un artificiole 1a reaccibn,
se preincuba 12 renaracibn enzimitica sin sustrato a 60° C. Se encuentra que
incuban?o alin en co>ncentraciones “e "35G limitantes, sbélo aparece como pro-uc-
to uronorfirina I, confirmanAo asi la termol=bilidia’? de l1la Uro'jen III cosin-

tatasa.

El hecho “e que a»arezcan porfirinas con 8-, 7-, 6~ 5~ y 4= grupos car-
boxilos como pro 'uctws acumuladns en la transfcrmacidn enzimltica, indicarfa
que un mecknismn ¢& escorboxilacidn secuencial similar al que opera en glé-
bulos F0jos y en Chlorella tiene también lugar en esta gléndula (195,266).

Los estu’ics ‘e sitesis :le tetrapirroles en funcibébn de “iferentes frac-
ciones subcelulares Jel te}iAu 9landular permiten deducir QU& el sigtema que

cataliza la conversidn ‘e copro'gen III a »nrotoporfirina 9 estA bcalizado en



mitbcondrias, sor cuanto el sobrenalante carente de :lichas partfculas,sblo
acumula coproporfirina,.

Arlemés, la coprovorfirinogenasa ‘e la dandula “e Harder presenta un
requerimiento absoluto por el oxigeno, observacibédn gue avala lo lemostrado
para la misma enzima le otras fuentes (103} 106) .

La oresencia “e una porfirina, tanto cn el tejilo ;lan”ulAr como en los
»roductos biosintéticos, que se comparta cromatogrificamente como una tri-
cartoxflica, permite sugerir su existencia como intermeliario real entre el
coproporfirinbdceno y la protopérfirina.

Muy recientemente, Kennely y colab, han lograilo ‘eterminar la estructu-
ra de esta porfirina tricarboxflica como el Jderivadto 4%,6,7-tri ( %carboxietil)
1,3,5,8 tetrametil 2 vinil porfirina (37).

Los datos aqui presenta-os rlemuestran que la producciédn .le porfirinas
20or homogenatos ‘e 1a gléniula “e Yarler es mucho mls eficiente cuanio se u-
tilizan &L o G comd precursores, que 2 partir ‘e glicocola y succinil
Co” (Tablas 3,9,13).

Alrededor ‘e un C, 1% le la ra’iocactividas acreqgad2 en €l sustrato gli-
cocola es encontra’'a en la protovorfirina, -lespués ‘e la incubaciédn, mientras
que se observa muy huena formacidn ‘e porfirinas con cualquiera ‘e los otros
A0s sustratos(1h2507 e transformacién).

Por otra rarte, ‘‘ebilo a las cantidades requefias ‘e ;-ALA que se mi-‘len,
se “ebib adaptar los méto-“os existentes y poler 2sf{, melir variaciones de la
activisa® enzimética,

Varias hinbtesis pueden ser nlanteadas para explicar el comportamiento
Aiferencial <e 12s preparaciones enzimlticas frente a los diversos sustratos.

Se¢ ha visto que la sintesis de &.iLA estd asocia’a a partfculas mientras
que la ‘e los interme 'iarios cubsiguientes hasta copro'gen tienec lugar en el
citoplasma, el que se convierte en protoporfirina nuevamente en la mitocondria.

Huestros resultalos evilencian que no hay problemas .le nermeabilidad,
consi‘erando la compartimentalizacibn existente, para cl copro'gen generado

en‘dgenamente.



En cambio, se puele admitir que una e las causas el bajo rendimiento de la
orimera etapa serfa la existencia de barreras ‘‘e permeabililad para la succinil
Co/ agregada al sistema. rara descartar esta posibiliia?l se ensayb la técnica
de congelar y ‘'escongelar mitocon-Irias, pero no se obtuvieron buenos resulta-
1os, quizés, por inactivacibn ‘el sistema activante.

S{, en cambic, 7ib6resultacdos satisfactorios un pretratamiento con una
mezcla compleja que contiene a2l agente juelante EDT:A como ya se comentd.

Un factor muy relacionado con el supuesto anterior, serfia también la
presencia ‘e una enzima -“eacilante muy activa, lo que determinarfa una hiAdré-
lisis may répida el sustrato agregéado.

Granick y Urata encuentran en sus preparaciones mitocondriales de higado
e cobayos porfiricos, una potente activia’ le deacilasa, justificando asi
la baja capacila? catalftica observala (116).

La »resenci2 ‘e esta enzima en nuestro tejilo no ha si’o valorada,

Es posible a’mitir también una lahbili‘a¢ acentuada el sistema que acti-
va al succinato como 1o -‘emuestran los resultalos e 1la Tabla 5.

El hecho e jue la a“icién e un extracto ‘e levalura hervido favorece
la reaccibn, sefialaria la presencia e Aal;g0n cofactor necesario para la tio-
quinasa o sintetasa, o bien la ‘e un inhibi:lor de la ‘eacilasa,

For otra parte, la baja activiial detectada en la déndula .le Harder en
nuestras condicionés e trahajo puel¢ (deberse también, a factores directamente
relacionaios con 1a &-3Li sintetasa.

Asf, una extrema labili?at le la proteina, la presencia ‘e un inhibicor,
una vi-'a me'ia muy cortz ‘e la misma (ré&pi’o turnover) justificarfan dicha
consideracién.

urnham y Lascelles a‘ucen que la {-/L/i sintetasa bacteriana es muy ines-
table (121) y varios investigjadores, entre ellos Tschuly y Kikitichi determinan
que la vila me<iz2 e 1a enzima mitocon-irial 3%e hf{gado e rata es aproximasdamen-
te .le 70 minutos (11¢,123).

Otra plausible explicacidn para nuestros resultados "in vitro" es que la
porfirina presente en alta »roporcibn en los sistemas e incubacibn, ejerciera

un efecto "fee’-tack®. Es -ecir, que el protucto - »rotororfirina 9 - inhibie-



ra la sintetasa que es la nrimera enzima de esta secuencia metabblica.

Diversos intentos realizalos - al iniciar el trabajo - para eliminar las
porfirinas del sistema enzimé&tico, resultaron infructuosos. Se probaron funda-
mentalmente, (escripciones selectivas con Jiferentes adsorbentes (celita, flo-
risil, etc.).

Jpoyano esta hipbtesis se ha sefialao que la enzima es inliibida por he-
mina principalmente, aunque Lascelles encuentra también una Aisminuciédn de la
actividai “e la enzima de Rh. spheroides con otros tetrapirroles (121-2,144),

Tocas las formas e vi<la pue-en controlar la sintesis Ae los metabdlites
para satisfacer los requerimientos lel meio que la ro-lea.

Esta premisa implica la existencia e mecanismos regulatorios que mantie
nen el flujo ‘e los precursores a las veloci?aces apropiadlas.

Jajo condiciones normales, en los sistemas naturales, s6lo se encuentran
pequetias cantila‘es e norfirinas, lo que da ilea de la eficiencia lel mecanis-
mo de control que opera en la biosintesis de los tetrapirroles.

La gléniula ~“e Harder s6lo necesita suplir la pequefia cantidad de hemo
requerido en el recambio e las propias hemoproteinas, tales como catalasa,
peroxidasa y citocromos.

¢ Por qué, entonces, acumula protoporfirina?

MAs aGm, no conociéniose hasta el momento una funcién biolbgica para el
actmulo e <icho metabolito en este tejido.

Nuestros latos no nos permiten explicar el mecanismo responsable cde la
acunulacién,

Unc polria suponer, especulativamente, la existencia de una falla en
el sistema regulasdor de la biosfntesis ‘e porfirinas en la glé&ndula de Harder
Ae los roelores, que con’uce a una sobreproduccibn Jde protoperfirina 9. Una
acumulacién similar e porfirinas se observa en la protoporfiria er;:ropoyéu
tica humana (313,3%%).

Otra justificacidbdn plausible, serfa una deficiencia en la captacién ‘el
hierro, en la molécula ‘e protoporfirina. Entre los varios factores que podrfian
poevenir esta incorporacibén po-demos nombrar: una defectuosa incorporacién del

hierro a la porfirina por la enzima quelante, una deficiencia de Fe en el te-
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jido, un mecanismo ‘efectivo ‘e la absorcién, transferencia o movilizacién del
metal Jdentro :le 1la célula.

Los estudios histoquimicos ‘e Cohn, quien obtuvo resultados negativos de
la presencia 1e hierro en 1la gléndula, estarfan en concordancia con esta Glti-
ma suposicibdn (238).

Muy recientemente, Wetterbgrg y colab., encuentran que la aparicién e
las porfirinas coincise con la maduracibn e respuestas corticales evocadas a
estimulos visuales. Sin embargo, ~esconocen si hay una relacidn funcional en-
tre la maduracién ‘e} sistema visual y el conteni‘lo corfirfnico e la gléndula
o si es simplemente una coinciencia.

Sus observaciones les hacen sugerir que la glén<ula de Har:ler poiria ac-
tuar como un fototrans:iuctor secuniario (extraretinal) en ratas ciegas. Una
posibilidad serfa que las porfirinas de la glé&ndula permitan la conversibn le
frecuencias ultravioletas por rebajo ‘el umbral perceptivd 2 frecuencias -en-
tro del rango visual(345-3:5 2).

Ciertamente, es necesario un mayor c@mulo ‘e informacibén acerca de la
sintesis el hemo en este teji‘o, para establecer el mecanismo real de su re-

gulacibén, y explicar el pofqué y el sara qué Je esta acumulacibn,



Parte 1II
N ey
- 4L i DEHIDRADASA

Obteucicn, vurificacidn y propiedades
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8-/-M INOLEVULINICO DEHIDRAT .S A

En la primera parte ‘e kesultados presentamos evidencias experimentalas
que Aemuestran que el camino biosintético “e los tetranirroles en la gléndula
4e Harder Jde ratas es-similar al descri-to en otras fuentes naturales.

Con el objeto de clarificar el mecanismo responsable de la acumulaciédn
de »rotonorfirina en este teji o, consi-eramos interesante efectuar estudios
sobre las activi‘a’es cataliticas “e las enzimas involucradas en su camino me-
tabblico. Para ello, y como parte e un trabajo comparativo, efectuamos la ais-
lacién y purificaci%n “e la &-.L.. lehi“ratasa, enzima que cataliza la conden-
sacién de dos molécul2ss e &-/L* para formar porfobilindgeno, la primera es-
tructura ciclica y el més simvple e 1los pirroles Ze esta secuencia.

Esta enzima tiene asicna'o el nombre le 5 aminolevulinato hi-“roliasa
(adicionante 4el &cilo 5 aminolevllico y ciclizante (EC 4.2.1.24) por la Eomi-
sién de Ernzimas 'e la Unibn Internacional “e “ioquimica, aunque se la conoce
como c<-/L” “ehi‘’ratasa o més simn}emente "Zehidratasa", <enominaciones que
elegimos por razones e conveniencia.

Se sabe que esta enzima est& ampliamente “istribuida en la naturaleza.
Ha sido purificata e higato “e buey (163), eritrocitos “e »0llo (166), kh.
spheroides (121), bacteria provsiénica (171), eritrocitos humanos (174), higa-
do y hazo e ratones (175) , hojas “e trigo (162), conjuntamente con la de es-
te trabajo, ‘e leva’urz (111}, higadc ‘e vaca (173), y mAs recientemente e
callos ‘e semills ‘e soya (182), hongos Ustilago sphasrogena (13l) y hojas e
tabaco (177). Existentes Adiferencias entre las numerosas Zehi-rasas informadas
4e acuerdo a su origen, por lo que los estudios realizados con la de este ma-

terial permite su comparacidn.

JCTIVIO.D DE ¢-ALA& DEHIDRATAS A

La veloci at le la reacciédn enzimhtica se Aetermina por el méto:do colo-
rimétrica, con el reactivo le Ehrlich modificado (108), midien’o la absorai6én

a 555 nm produci©a por el protucto forma-o.
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Este pezcti{vd que contiene p-"imetil-amino-benzaldehido en medio 4cido
forma un compuesto rojo de con‘ensaciédn con sustancias monopirrélicas que poseen
una posicién z no sustitufda que absorbe a 555 nm.

El sistema ‘e reaccibn, -lescrinto en Métodos, se preincuba generalmente
1 hora con el activa-or tidlico y luego de incubar con el sustrato se efectfia
la colorimetria y se expresan 1os resultados utilizando el coeficiente de ex-

tincién molar 1letermina“o segln Méto’os (seccién VI-p).

Unilad enzimitica

Se expresa como la canti'a’ Ae enzima rejueri-a para catalizar la forma-
cién de 1 nmol ‘e porfohilinégeno (P2G) por hora, en las con-'iciones experi-

mentales letallz‘as.

tctividal especifica

Se expresa comc unidades por mg de proteina, en las condiciones standards.

PURIFIC/,CION

El procedimiento tipo que se siguibd en los ensayos e purificaciédn para
la obtencién e las Aiferentes fracciones enziméticas asi como lcs resultados,
son los que se letzallan y resumen.

Tolas las operaciones se realizan en un rango e temperatura que oscila

entre 0 y 40°C, salvo mencibéf especizl,

I.- Extracto crudo

Se parte de 12 g e peso hlmedo le tejido glandular, recientemente i-
sectado o conserva‘io en congeladora a -16°C, y que provienen -de aproximada-
mente 50 ratas. Se usan en la mayoria ‘e los casos, ratas machos ‘e 300 g
de peso, »or cuanto la sresencia de esta enzima no es funcibén “e la edad en
los animales a“ultos, losrén-ose asi mayor cantidad de material.

El tejido se homogemeiza en mortero y »ilén, con sacarosa 0,25 M en
una relacibn :le 1:10 (p/v) como se describe en Métodos. La suspensién se
centrifuga @ 70C x ¢ Jdurante 10 min, Jescartdindose el »recipitado que con-

tiene nicleos, células enteras, restos celulares y arena. La activiiad ca-
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talitica 4e la fracecibn sobrenacante jue se ?‘esigna como "extracto crudo", se

toma como punito le partida el procesc de purificaciébn.

II.- Centrifucacibén “iferencial

El extracto crudo “e la etapa anterior se somete a una centrifuga-
cién diferencial siquiendo esencialmente la meto.‘ologia ¢e Hogeboom-
-Schneider (315). El sobrenadante de 70C x ¢ se centrifuga a 10000 x g
durante 3C minutos y el sedimento ‘e mitoconirias obtenido se lava 2
veces con la misma solucibdn -“e sacarosa. En esta etapa, trabajanio a ba-
jas temperaturaes, entre C y -2°C, es posible escartar una capa lipfiica
congeladz que aparece en la superficie ‘el liquido. Su eliminacibn es
muy conveniente, por cuanto su presencia interfiere en las centrifuga-
ciones el fraccionamiento salino que se llevan a cabo posteriormente.
Cuanlo se prueba activi?a? en la fraccibn mitocon-irial las particulas
se suspen 'en en buffer fosfato 2,134 M 2H 6,3 en un volumen tal que 1lml
4e la suspensiédn resultante contiene las mitocondrias correspondientes a
0,5 ¢ e gl8n"ula. E1 sobrenacante ‘el homogenato libre e mitocondrias

(sobrenadante ‘e 10.00C x g) es a veces centrifugalo a 78.000 x g por 60
minutos en una ultracentrifuga preparativa (Spinco model L. rotor 30).
En los sobrenalantes como en los secdsmentos e ambas centrifugaciones se
determina actividad enzimética,

Los precipitados, particulas mitoconiriales y microsomas obteni-os
por centrifugacibén a 10.000 y 76,000 x ¢ respectivamente, no muestran ac-
tividal de 4dehidrasa y por lo tanto se -descartan. Los resultadas auveden
verse en la Tabla 7, correspondiente a 1la »rimera narte Ade resultados.
La me”icibén e activi‘a! en ambos sobrenadantes pérmite evaluar més e
un 95% “e la activida? inicial, ratificando asf{ que en este tejilo la

g—ﬁLL Aehl 'ratasa es una enzima “soluble"

III.-Fraccionamiento salino

Para delimitar la zona ‘e precinitacidn ‘le csta enzima con sulfato
de amdnio se efectuaron ensayos previos probando diversos rangos de frac-

glmamiento. Se ensayaron primeramente, zonas amplias 0-35, 35-50, 50-70,



70-%0, que luego se acotaron en ramwgos “e 10 en 10% “e saturacién. En fun-
cibn 1e los resultados que se presentan en Tabla 16 y Fig. 16 se adopta el
proce’limientc que se “etalla.

El scbrenalante libre ‘e mitoconirias se lleva a 30% Qe saturaciédn
con sulfato 1e amonio sblido. Este agregalo se hace lentamente, para pre-
venir co-precipitaciones, con agitacidn mecénica. Se -deja repcsar 30 min,
para completar la precinitacibn y se centrifuga a 10.0CC x g lurante 10-15
minutos. / la solucién scbrenalante se agrega sulfato de amonio sblido pa-
ra obtener una saturacién final ‘e 557 y luego ‘¢ estacionar y centrifugar
30 min, el sobtrenalante remanente se lleva a 70% ‘e saturacibén, descarténdo
se el sobrena‘ante.

/. 1o largo de todo el fraccionamiento, el pH se controla y mantiene
2 neutralida? »or el agregaio ‘e gotas e XCH 2 N,

Todos los preciritaios se guarsan conjelados y cuando se ensayan
nara activi‘a“® se sus»ercen er. el minimo volumen e buffer fosfato 0,134 M
pH 6,8. E1 material insoluble, si n»resente, se elimina por centrifugacién.

La medicibn de la activiic? en ca”a uno ie &stos precipitados -lemues-
tra que la fraccibn m&s activa corresponie al rango 39-55% e saturacibén,
Se decidié Aescartar el precipita‘c entre O y 30% nuesto que si bien mues-
tra alrede‘or e un 15/ 2 la activi<a® original la gran cantida?l de pro-
teina presente lisminuye mensiblemente el gra?s de purificacién. E1 preci-
pitado ‘e m&s ‘e 554 “e saturacibn, mucho menor, no presentz actividad en-
amética significativa, »or 1o que el sobrenacdante ‘e la segunia precipita-

cibn salina se -l‘escarta también, en la metcinlogf{a habitual.

IV.-/4sorcién y elucibdn-Gel ‘e fosfato ~e calcio

Para llevar a cebo esta cta»a ‘e nurificaciédn la concentraciédn Ade
nrotefnac e la solucibédn enzimtica oue precipita entre 30 y 55% e satura-
cidn se rejula siemhre ‘a -arre‘elor ‘e 6-2 mg/hl con €l mlsma buffer fosfato.

/i cata volunen de solucidn enzimatica se le afiaden 9,5 volGmenes o
gel ‘e fosfato tric&lcico envejecilo. El1 arlsorbente usalo tiene una concen-

tracifén de 30 mg/hl. En ensayos nilotos se habia encontrado que cuan-o se



Tabla 16

FRACCIONALIENTO SALINO DE LA §-ALA DRHIDRATASA
En las diferentes fracciones suspendidas en buffer fosfato
0,134 i pH 6,8 se miuve eotividad segun se describe en Léto
dos. La uotividad en cadu una de lus fracciones se oxpreB;
como por ¢iento de la actividad total recuperude,

Fraceion de saturacio: Activid d Activiaad especifice

[

micudes/rg

0,0C = 0,30 15 Cy8
0,30 - 0,40 3 12,3
Cy40 - 0,50 22 27,7
7,50 = Cyo6C 14 12,1
2,50 = 0,70 y4
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usa gel “e fosfato ‘e calcio envejeciio (3 meses a 1 afio), la proteina
es alsorbi-a efectivamente Hor el gel.

La mezcla se agita mecéricamente 'urante 1G min, y el gel se reco-
lectz por centrifugacibn a 10.000 x g ror 1C min. Este proceso se repite
dos veces y los selimentos se refinen para proceler a la elucibdn.

Después ‘el tercer tratamiento consecutivo no se Jetecta actividad
en el sobrenadante. La protefna enzimética selectivamente adsorbida, se
eluye por sucesivos agregadcs Je pequefios volGmenes (2-3 ml) ‘le buffer
de fosfato ,134 M contenien?o sulfato -“e amonio en canti:al equivalente
a 5% e satur=cibn, Las susnenciones se agitan “urante 15 min y se centri-
fugan. §eneralmente 3 eluciones son suficientes sara lojrar méxima ~esorp-
¢cibén en el menor volumen. Este proceso puele seguirse por lectura espec-
trofotométrica de las protefnas a 280 nm en los elufos. La recuperacidn
de la activi‘ad enzimatica respecto de la etanva anterior es muy buenaglo-
gréndose hasta un 957 e rendimiento cuanio se efecta una cuarta elucibn.
Sin embargo, se prefiere tener sdlucibnes més concentradas, alcanzando un
rendimiento »romedio lel 80%.

La purificacibén que se obtiene es aproximadamente le 25 veces respec
te ‘el extracto crudo.

En est2 etapa resulta conveniente combinar varias preparackones pa-
ra su posterior tratamientc. Los eluios reunidos se concentran por preci
pitacibn con sulfato 2e amonio a 55% e saturacibn o por presidn reducida
a través denpgmbranas viscosas a 0°C (tubos “e Jiflisis). Las preparacio-
nes enzimiticas son estables por 1o menos 3C <{as cuando se las conserva

en conreladora a -15°C,

Filtracifn por gel

Los elufdos el gel ~e fosfato de calcio se someten a continuacibn

a una separacibdn cromatoqréfica sobre geles. Para ello, los elui‘los eon-
centrados se 2:lican a una cclumna de Sephadex G-100 prenaraca segln se

lescribe en Métoos. Ensayos previos, mostraron que, bajo nuestras condi-
ciones “e trahajo, solucidnes enzimAticas ‘e 2 ml conteniengo 10 a 14 mg

“e protefnas son necesarias para obtener una buena separacidn por gel.
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Con esta concentracibén e protefnas se logra m&xima purificaciédn. Cuando
se usan concentraciones merores, el rendimiento logralo es también menor,
mientras que a mayores concentraciones no se obtienen buenas resoluciones.
La elucién e 12 columna se realiza con el mismo buffer <e equilibrio,es
decir, buffer fosfato conteniendo ClK 0,1 M a pH 6,8 recogiéndose frac-
ciones de 3 ml. El1 flujo se regula usualmente a 12 ml por hora. La elu-
cibn de las protefnas se controla milienco la absorcibdn en la zona ultra-
violeta a 267 y 280 nm y la activi“a? enzimatica.

Las protefnas eluf{“as presentan una Jistribucién que est& repre-
sentada en la Fig. 17.

La fraccibn activa se eluye en un tnico pieo proteico (fracciones
42 a2 57 ml) que es, adem&s, el mayor en canti‘a?, apareciendo un conta-
minante proteico inactive con el frente el solvente y en algunas oportu-
nidades otro més pequerio lespués el pico principal,

Se refnen aquellas fracciones que contienen buena actividad (e SLALA
dehidratasa -las que estén sefialadas en el grafico con unz lf{nea entre
flechas - se evalfian y concentran.

La activiAdad especifica que se obtienc varfia entre 750 a 6§90 unida-
des por mg e protefnas en “iversas preparaciones. La actividad especifi-
ca mdxima que se logra en fracciones Gnicas es de 1,100 y representa apro-

ximadamente 190 veces la purificacibn.

El “ato que figura en la tabla general para esta etapa constituye
un valor prome”io ‘le varias columnas realizadas con diferentes cantida-
des e protefnas. En esta etapa se recupera anroximadamente el 60% e la
activi-ta?l sembrada en la columna.

Una recopilacibén de los -“atos y resultalos <2 un proceso de purifi-
cacibdn tipo puede verse en 1la Tabla 17.

Resumienlo, podemos concluir que se logra una purificacidn de la en
zima o-_L. lehidratasa e aproximadamente 150 veces el extracto crudo de

la gléndul~ Je Harder Jde rata, con un rendimiento del 26%,

Después de la iltima etapa descripta no se intentaron otros proce-

dimientcs de purificacibdn debido a la limitacién en la canticdad de pro-

teinas.,
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En el curso Je estos estuldios se nrobaron ademls, otras técnicas

de purificacibn,

Desnaturalizacibn térmica iferencial

El sobrenadante libre e mitocondrias se somete a un calentamiento en
el rango 56-60°C durante 5 minutos. Inmediatamente se enfirfa en bafio de hielo,
se centrifuga 10 min y se -“etermina actividad. Si1 bien se encuentra que hay
surificacién —alre-edor de li vez- el rendimiento es muy bajo. La poca repro-
ductibilila? e este paso y la inactivacibdn considerable que imyplica,determi-

naron la no eleccibn e estu té&é@nica.
Dialisis
Los sobrena:lantes 4de 1C,000 o 78.00C x g se -!ializan urante 24 a 48 hs.

contra agua destilala. Se observa sretipitacibn y buena pérdida e actividad

(£ 50%) por lo que también se la desecha.

ROCPIEDADES DE L A é-— ALA DEHIDRATASA

En el estuiio e las propiedades <de la enzima se utilizan las fracciones

‘elufdas 4de las etapas IV y V ‘e purificacibén, salvo que se indique especialmente.
I.-.PUKEZGa#i

El Gnico profucto forma'o jor la enzima es P°G, como se demuestra por
el crombgeno que “a con el reactivo 7e Ehrlich, su Rfcaracteristico 2e 0,48
en el sistema butanol:acético:agua y la carencia total e porfirinas letec-
tadas por fluorescencia en el sistema de incubacibn.

Los Aiferentes extractos enzimlticos obtenidos en cada una de las e-
tapas delproceso e purificacién se someten a un estudio electroforético
sobre columnas de gel de poliarrilamida para determinar el grado de purifi-
cacibn (Fig. 18). /ntes de ser corridas electroforéticamente,tanto en gel
de poliacrilami ia como en gel de almidén , las fracciones enzimbticas de la
Gltima etapa Jle purificacién con actividal especifica mayor de 600 U se re-
Gnen y concentran por Aiflisis inversa contra Carbowax 20 M, segGn metodolo-

gia “e Kohn (340). Las soluciones se colocan en tubos -le Aillisis o papel
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‘e celof4in y las bolsitas cerrarias se recubren con polvo seco +le polietilen-
-glicol, hasta que se logra la concentracibn deseada, generalmente 10 veces.

Torlas las muestras, eR -sacarosa 0,5 M, se aplican sobre los geles de po-
liacrilami‘a, se corren, tifien, y “Jecoloran segin se inlicara en M&todos (sec-
cién XVI-a) . En 1A figura 18 se ven los corrimientos ‘e tres preparaciones co-
rresponiientes a las etapas II, IV y V. La enzima mé&s purificada (etapa V) de-
muestra ser monodispersa en gel ‘e poliacrilamicda y migra hacia el &nodo tam-
bién como un finico componente, en gel le almi én a diferentes pH. fmbos resul-
tados son coherentes con el comportamiento -“e una protefna homogénea,

Cuando a la proteina enzimdtica e la Gltima etapa concentracda se la re-
cromatografia sobre wlumna 2e Sephadex G~100, se obtiene un solo pico neto
de proteina que coincide con la actividad enzimética, no habiendo incremento
significativo Je la actividad especifica. Todos estos resultados apoyan el cri-
terio de pureza de la protefina aislada.

Es “e hacer notar gue la &-.L.: dehidratasa Ze la gléndula le Harder asf
obtenida, muestra la misma movililad electroforética en gel <de almidén que las

provenientes de hfigado de vaca (178) y e callos de semilla de soya (182).

II.-.ESTARBILIDAD

a) Conservacibn: La actividad catalftica e la Zehidrasa glandular no se

afecta apreciablemente por conservacibn en canqgeladora. La preparacibén que
se obtiene Jespués ‘el fraccionamiento salino es estable Aurante 3 meses
cuanlo se guarda el precipitado a -16°C, Como la “is»onibtili-dad el mate-
rial e partida (ratas) no era regulable se la conserva en ese estado,
siendo luego purificacda para su ulterior uso. Sin embargo, cuando el pre-
cipitado es sometido a congelamientos y descongelamientos sucesivos, la
prevaracién pierde actividad, cerca del 40%, despubs de 5 tratamientos.

La fraccién enzimética mé&s purificada es inestable en soluciones Ai-
luflas. En soluciones concentradas, tanto esta preparaciém comn la de la
etapa IV, conservan actividadl sin mayores pérdicas, durante 2 semanas,

guar-dacas en congeladora.
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b) Estabilicda” térmic2: Se realizan estu’ios de estabilidad térmica enzimitica,

nrecalentan:io la cnzima a varias temperaturas por perfodos e 15 y 30 minutos
(Tabla 13)

La activi~a” resi‘ual ‘lespués ‘le los calentamientos se -letermina en las

condiciones normales. Si se toma como valor control el de la enzima precalenta
¥
da a 38° C se nue’e apreciar que la ‘ehi‘ratasa glaniular es poco afectada por

la temperatura, Calentada a 75° C aln retiene muy buena activi 'a’'. Un calenta-

miento a §5° C pro’uce la inactivacién total le 12 enzima ya a los 5 minutos.

Tabla 18

ESTABILIDAD TERXRMICA

L
J
m
(o
%

e-AL . DEHRIDX . TS A

Las mezclas “e reaccidn habituales contenien’o la fraccibn enzimftica e etapa
Iv (0,6 mg) sc precrlientan 2 las ‘iferentes temperaturas y por los tiempos
indicalos. Luego de incubar se cetermina la actividad residual y se expresa
.como nmoles e P3G fermados por hora.

Temperatura Tiemp /Jctividad resi Al
°C mine nmoles/h
38 15 23
ar 86
60 15 76
30 71
75 15 69
31 57
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c) Di&lisis: Cuando los sobrenadantes de 78.000 x g se dializan contra a-
gua “estilada por mls de 24 horas se comprueba un efecto de agregacibén y
precipitacién e la enzima activa., La actividad, adem&s, dJisminuye signi-

ficativamente,

ITI.-CUXK SO TE REALACCICN

4

La formacibén “e PTG a partir Ade SLBLA se mide como una funcibn del
tiempo ‘e incubacibén tanto en preparaciones cru“as como en muy purifica-
das (Etapa V). .mbas fracciones muestran velocicdades lineales por al me-
nos 90 minutos que es el tiempo méximo estudiado como puede verse en la

Fig. 19.

IV G-.CONCENTiKAXCICN ENZIMATICA

Se estudia la velocidad de la reaccién en funcibén de la concentra-
cién e enzima en un amplio rango. Los resultados estln representados en
la Fig. 20 e indican que la cantidad de P3G formado es directamente pro-
pordonal 2 la cantilad ‘le enzima agregada. El rango estudiado comprende
desde 0,1 m¢ hasta 1 mg de proteina proveniente de la etapa IV de purifi-

cacibn.

Voo PREINCUTEBCION CON CISTETINA A

Para comparar éon g—ﬂLA dehilratasa e diversos tejicos animales que
son activadas por reactivos sulfhidrilicos, se estulia el efecto de estas
sustancias sobre la enzima glandular.

Se observa que el incremento -“e la activiie?! catalitica es mayor
cuanio se preincuba la enzima con el reactivo tiblico,que cuando dicho
compuesto es aricionalo simulténeamente con el sustrato a la mezcla 4de
recaccién,

En la Fig. 21 se representa el curso de reaccibdn de la preactivacién
de la enzima por cisteina 0,01 M. E1 aumento es lineal hasta los 15 min y

se obtiene completa activacién a los GO minutos de preincubacién.

El efecto ¢ la concentracibn de cisteina scbre la activaciédn enzi-
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matica puecde verse en la Fig. 22. Hay un incremento de la velocidad de
preactivacién con el aumento de la concentraciédn del reactivo tibdlico,
que se hace méxima a una concentracibn aproximadia de cistefna 0,01 M.

El glutation re'ucilo tiene la misma efectividad. De estos resulta-
Aos se selecciona el tiempo e preincubacibébn de 60 min con cistefina 0,01M

para todes los ensayos e rutina.

VI.-TEMPEEKATUR A

Para examinar el efecto -2e la temperatura de incubacién sobre la
velocidad de reaccibn, los sistemas a ensayar se activan con cisteina
Aurante 1 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 obsgrva mAxima activida® a los 55° C y el gré&fico
de Arrhenius Jde los datos obtenidos, consigna una energia de activacién

de 11.000 calorfas por mol. (Fig. 24).

VII.4in H OPTIMO

Se utilizan Jiversas series 4de mezclas de reaccién a diferentes con-
centraciones de ién hidrbégeno para estudiar la dependencia de la reaccibdn
enzimética con el pH. En cada caso 1 ml de los siguientes buffers: fesfato
0,134 M con valores de pH entre 5,8 a 7,8: acetato Q0,1 M- pH 4,8 a 5,6 -

y Tris-HC1 0,1 ¥ -pH: G,6 a 7,8~ sustituye el buffer usual en la mezcla
de incubacibén. El pH real e cada ensayo se mide después de agregada la
nreparacifn enzimética.

Se vbtiene una curva tipica “e -ependencia <e la velocidad de reac-
Cci6n con 1 pH. El1 valor méximo 4de actividad catalftica corresponde a
pH 6,8 en buffer fosfato (Fig. 25). A pH 7,8 la enzima retiene mis de un
60X de su activiad, mientras que a pH &cidos se encuentra una declinacién
mucho mis marcada “e la velocidad de reaccibn.

En buffer Tris 0,05 M la activial m&kima se halla también al mismo
PH pero se observa una inhibicibn Je aproximacamente 30%. En este buffer

a pH 7,4 la enzima se inactiva casi comnletamente.,
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VIII.-CONWNCEWNTRXRACION DE SUSTRATOC

Se analiza la “emenlencia e concentraciones variables -le sustra-

to sobre la welocida' e reaccidn de 1a édehiiratasa. Los estulios se llevan 2
cabo con enzima purifica'a (etapa V), »reactivala y con concentraciones ini-
ciales de sustrato que varian entre 10_4 My 10_3M « Se mide 1la formacibn de
P2G en funcibén el tiempo y se extrapola grificarmente la velocildad inicial.
Los valores obteni-los y graficados seglin Michaelis~-Menten nos muestran una
relacié4n hipert6lica normal para el rango le concentraciones usado en buffer
fosfato 0,067 M pH 6,5 y 28°C y cuya representacidn puele verse en la Fig.26.

Por la aplicacién del métolo de Lineveaver y Durk (346), la graficacién
de las inversas Jde ambas variables: V y S establece un valor para la cons-
tante Jde Michaelis -le Km = 3,5 x 10-4 My una ¥V méx = 2,2 pmoles de P3G/mg.h.
(Fig.27).

Ik« ESTEQUIGCMETRIA DE LA REACCIO N

Se examina la conversibn -lel éLALA en porfobilinbgeno por la SALA
dehidratasa glandular midiendo la ‘Zesaparicidn del sustrato y la formacidn el
monopirrol.

La Tabla 1S5 representa los datos obtenidos, los que permiten ratificar
que la reaccién guarda una relacidén e 2 moléculas e S—iLA esnsumidos por 1
molécula e P3G formalo y que el finico proiucts sintetizzdo es el porfobilinéd-
geno, puesto que corri-do cromatogréficamente en 3 uOH: H20 con P3G e referen-—
cia dp una socla mancha, con un R, caracterfstico <e 0,48 similar al descrip-

to en la literatura (323).

Xee EFECTO HDE REACTIVOS SULFHIDRILOS

Como toras las 9-ALA dehidratasas de diferentes tejidos y organis—
mos presentan la caracteristica comin e ser enzimas sulfhidrflicas se reali-
zan Aiversos anflisis de rigor en esta clase de estulios. Asf se examina el

efecto e compuestos que activan e inhiben proteinas enzimiticas que poseen

grupos sulfhidrilose.
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ESTEQUI “METXI#~ DE Li REACCTON

La mezcla ‘e reaecin’se activa e incuba en coniiciones normis ‘urante una
hora a 38°C. Enzima utilizata: §,7 mg :le protefna e 1a etapa IV, E1 217G sinte-
tizado y el O=iLi. remanente, o»revia formacibdn el pirrol corresnon‘liente, se
‘losan con el reactivo e Ehrlich segln lo lescrinto en Métoclos,.

Tiempo ¢e incubacibdn ;) fFLA nresente P3G sintetizario
minutos pmoles ymoles
5 0,5 -
oo 2,31 ~,089
Diferencia 0,15 0,089

a) Activacibn :

Ya se ha menciora:lo que es nosible medir activi-lad e JLLLA “ehidratasea
en los extractos crudos de la glandula de Harder sin el agregado ‘le acti-
vador alguno ‘le grupos sulfhi-rilos (Tabla 7 en la la. parte de kesultados).
Sin embargo, cuanlo se prueba activiiad de las preparaciiones enzim&ticas
obtenidas Adespués e la I1I etava %'e purificacién no ec posible detectar
activiiad, salvo que se le alicionen y nreincuben con un reactivo tiblico.
El agregado “e cisteina 0,01 M al medio de incubacibn y su preincubacién
con la enzima Aurante 60 minutos permite medir actividad en las fracciones
mas purificadas y pro-uce alemis, un incremento del 25 al 0% Ael prolucto
formalo cuando se incuba con homogenatos (Tabla 20).

El efecto de diferentes concentraciones del reactivo sulfhidrflico
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Tabla 20
ACTIVACION 703 TREINCUSACTION
CON CISTETIWYA

E1 sistema “¢ reaccidn con las fracciones enzimAticas inlica’2s se preincuban
1 hora con o sin reactivo ti6lico y lueso de agregar el sustrato e incubar se
mide el 232G formnlo. Las otras condiciones son las stan-lards.

Fraccién enzimética Cisteina Porfobilinbdgeno
pmoles nmoles/h.

Extracto crudo C 50
(11 mg)*

2C 63

Sobrenadante le 1% O X g C G0
( 7 mg)*

20 75

Eluido e (PO4)ZCa3 C 2
(0,3 mg)*

20 5

* lLas canti’'a‘es exmresan ma e osroteinas incuba-las.

y el curso ‘le reaccidn le la preincubacibn han sido ya comentalos y los resul-

ta0s estén representalos en las Figs. 21 y 22.

Se examina no sblo 1a activacibdn por cisteina sino también por otros
protectores e qgrupos sulfhi-irilos, t2les como glutation re 'ucilo y c>—mercap—
to-etanol, Los compuestos tidlicos presentan similar efectivi’? en este pro-
ceso Je activacién, logrénose el mhximo valor a concentraciones entre

3

5x 10 ° y 102N,

b) Inhibicién

Se llevan @ c~bo estudios con compuestos que reaccionan con grupos

sulfhidrilicos, Vara ello se utilizan reactivos e alta o mediana especifici-
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Aal gue interactQnn ce “'iferente manera con ~ichos ¢rupos, y= sea por alquila-
cibn, por formacidn de mercantilas o nor oxi?acibn 2 uniones i sul furos (347-3).
Consiieransn que 175 fracciones enzimAticas mAs »surifica’as no muestran activi-
A21 A menos que se las active »reviamente se Jecide trabajar con preparaciones
menos puras. El sobrenalante de 10,000 x g e los homogenatos e la gléndula

es una de las fracciones que no necesitan preactivacién y es 1= utilizada en
todos estos ensayos.

Las mezclas ‘e reaccibdn contenien'o la enzima y sin sustrato se preincu-
ban ‘urante diversos tiempos: 5- 15- 3C y 60 minutos a 38° C en presencia o au-
sencia ‘e Aiversas concentraciones de reactivos tibélicos. Después de laprein-
cubacibn se les ayre;a el sustrato, se incul:an y se letermina la actividad re-
manente.,

En 1a Tabl2 2). se presentan los resultaios de ensayos nreincuba’tos 15
minutos, tiempo que se a<opta como base para los posteriores estudios relacio-
nados con los ¢rupos -SH.

Toos los compuestos ensayalos, inhiben la activilal catalitica de 1a en-
zima glandular. . concentraciones ‘e 10—3H lo hacen totalmente. Cuando se tra-
baja con concentrzciones e 10-4H le p-CN™ y DIN" (alta especificidad) muestran
ser atn potentes inhibdicores, mientr2s que las mismas concentraciones ‘e io-do-
Acetami~a y NErI lc son, pero en menor ralo.

Se efectOGan t~mbién estulios de reversibén ’e la inhibicién pro?ucida por
estos compuestos. l.os resultados se resumen en la Tabla 22.

Se observa que la inhibicibn provoca-a por el p-CM} pue'le ser reverti-la
completamente por la alicibén simulténe~ Al sistema de incuibacibn “e una canti-
dacd equimolar ‘e cistefna, /.dem&s, se encuentra que si el agregalo el activa-
dor se efectGa 15 min. -lespués ‘le 1a preincubacibn con el inhili-lor, sbélo se
logra una reactivacibn e ~2proximadamente 45Y (correspondiente 21 experimento
sefialado con asterisco).

Fn los ensayos con iodoacetami-a, DTN y NEMI el efecto cS revertico

parcialmente y en iferente grado segln el inhibicdor probalo.
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Tabla 21
INHI 3237 CION 0k REACTIVOS TIOQLICOS

Las mezclas ‘e reaccidn conteniendo 4 mg le preparacibn enzimbtice de la etapa
IT en buffer fosfato (1,067 M se preincubsn con las concentraciones e inhibi-
Aor indicadas 'urantec 15 min. luego ‘e incubar se mide 1la activi lad remanente,
Ja que se expresa comd inhibicibdn porcentual respecto le la activida? de la en-
zimA que se nreincuhk? en ausencia -le reactivos tiblicos.

Tnhi®i op Concentracibn Inhibicién
¥Molar A
n-cloro-merauri-"cenzoato 10_3 100
ol -
(3—C.S; 19 4 90
. . . . -3
5-5 “Aitio bis ~c.nitrobenzoico 10 100
nTY -4
(PTE) 10 84
. pa e . -3
n-etil-maleil-imi '~ 10 95
HEMT -4
( ) 10 35
Io?oacetami'a 10-3 99
-4
10 53
Glutation oxi.’~ o 10-3 98
GSSG) -4
( ‘ 1G 92

En cuanto 21 glutation oxi-dardo tanto 2 concentraciones ‘e 10 "M como
10—4M, resulta un inhibior potente, »ero pueie ser reverti?o totalmente por
adicibn ‘e cisteina,

To'as estas inhibiciones y reactivaciones diferenciales probablemente
indican la afini 'a? relativa de los grupos -SH por 1los reactivos ensayaslos.

Es evi‘ente, =sf, que la activida? incrementada por cisteina e las frac
ciones Ade sobrenz ‘sntes ie homogenato, como la inkibicibén y 12 reversidn pro-

vocada por Aiversos reactivos tidlicos establecen que esta enzima e€s también

sul fhi'rilica.
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Tabla 22
INHI.)ICI W Y REVERSION 20R RE.CTIVSS SULFHIDRILOS

La mezcla e reaccibn usual con 4 mg “e orotefna (etapa 11) se preincuba

por 15 min. con ¢l inhibidor en presenci2 o ausencia ‘el activador simulténea-
mente, antes de) agregado ‘el sustrato. Después e incubar se mile la activi-
A2l remanente. 1.2 inhibicién pro uci~a se expresa como porcentrje, comparindo-
se con un control sin agrega’o e reactivos tiblicos.

Tnkibi “or FYicibn Inhibicién
7
-4
n— CM? 100K 90
. =4
" " Cistefna 10 M 2
" " Cistefna 10 %M 53
-4
DTH™ 10 - 84
-4
" " Cisteine 10 M 70
NEMI 1074 ¢ - 35
-4
" " Cisteina 1C M 10
. -4
IoAoacetamida 1 W - 53
-4
t " Cisteina 10 M 38
GSSG 107 1 - 92
" " Cistefna 107 v 0

* E1 activador se agrega 15 minutos espués ‘e 12 nreincubacifn con el inhi-

bidor.
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XI.~-EFECTNO JE CLTIOCNES Y ANIONES

Se analizan los efectos ‘e liversas sales e metales pesados, alca-
linos y aicalinos térreos, tantc en fracciones purificadas como en extrac-
tos crucos y se comparan sus resultados.

Varios iones cde metales nesados inhiben la actividel catalitica de
la §FﬂLA Aehidratasa glandular y los resultaios de su accibn se presen-

tan en la Tcbla 23.

Tabla 23

EFECTO DE MET.LES Y QUEL/NTES
Las conliciones <e ensayo son las descriptas en Métodos, salvo el agregado de
los diferentes compuestos. Enzima utilizada: 0,5 mg -le etapa IVe. Se toma como
unidad comparativa el valor k1l ensayo control en condiciones standards,

2ieidn fetivilad
relativa
Control - 1
++ - -4
Cu 103w - 107y 0
++ -3 -4
Hao 10 M - 10 M C
++ -3
Pb 10 M 0,1
+ -3
Ag 106~ ¥ 0
-3 ..
EDTA 10 i 0,05
b as s -3
., ~ -ipiridilo 10 ¥ 1
. . )
8 HO-quinolina 10 " M 1

Los iones fg (I), Hg (II), Pb (IT) y Cu (II) en concentraciones va-
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riables entre 10-3 y 10—4 M Jemuestran ser notentes inhibiAdores “e la
S-/LA Aehi‘ratasa, -~uesto cue se observAa un decremento »ricticamente to-
tal “e su activi‘a®, C&( II) no tiene efectc significativo,

L2 naturaleza sulfhi'rflica e 1a enzima - “emostra“a en la seccidn
anterior - nDoiria exslicar la inactivacibn e su activilad catalitica nor
estos metales —~esados.

Sin embargo, las altas concentraciones 1e los compuestos usaos no
nermiten asignar un significado especifico Gnico a ese efecto, que podria
sroiucirse por otros mecanismos que no involucran sulfhilrilos activos.

El ib4n g como cloruro iresenta efecto inhibitorio en mucho menor
gra‘do y sblo se lo observa cuan'o se emplean concentraciones mayores que
las ensayalas vara los metalcs ncsaos (Tabla 24), Sin embargo, cuando
este catidn 2 concentracidn equimolar se¢ usa como sal el anibdn sulfato
se encuentrz2 sue cl efecto es onuesto, es “ccir, e activaciébn.

Resultaios similares a los ‘el idén Mg se obtienen cuanio se anali-
zan estos aniones con ioncs monovalentes (amonio y potasio).

De este comportamiento dual se “eluce que a las concentraciones en-
sayadas, el efecto inhibitorio se pro“uce por ¢l 2nibdn cloruro, mientras
que el sulfato activa, in“e~en‘ientemente 3cl catibdn que 1> acompane.

resoecte lel efecto ‘e los cationes a las concentraciones cstudia-

Aas, se¢ ve que las “'ifercencias en ¢l »o'er inhibhitorio e los “ifercentes
cloruros son poco significativos, maxime si se consi‘eran los cationes

+ + ++
de caracter tan Aivergentes como el X vy el NH4 frente al Mg  ensayados.
XI1.-EFECTO22EALAGENTES QUEL ANTES

Si bien la enzima no narece requerir la presencia le los -diversos
metales ensayados para su activi‘ad, vy es inhibida por ciertos cationes
‘livalentes, cuan?o se¢ estudia el efecto el EDT/, se encuentra una Ais-
minucién e su activi‘ail., #sf 1a a7%icibn e una solucibédn midibalar 3¢ es-
te agente quelante Al medio e incubacibn, determina una inhibicién casi
total e la sintesis e P7G.

Se ensayan también otros agentes quelantes, tales como ,.Y' Aipiri-



Tabla 24

SFECTO ™E TTFEUENTES SALES SO207 La é—AIA DEHI DR T S A

El sisteme stant=are se incuba con una "renaracidn enzimltica le la etana TI
(4 mg) sin activaci®n y con las sales in'icadas. ias ‘em&s con'‘iciones son
las normalcs.

L. Concentracibdn ‘el cetidn Activi-lad
521 adiciona“ia
alar rclativa
Control - 1
-3
C12Hg 1 x 10 0,98
-3
" 3 x 10 0,32
-3
SO Mo 3 x 15 1,1€
4
-3
C1NH 1 x 10 0,88
4
so (NH ) 1 x 107 1,12
4 472
=3
Cl¥ 1 x 19 0,90
-3
S0,K 1l x 10 1,25

42

4i1lo, 8 hidroxiquinolina y batofenantrolina. Estos reactivos a concentra-
cioncs 10-3M no tienen cfecto sobre la activiiad catalitica, ya sca que su
aiicién sc efectfie simulténeamente con la enzima y el sustrato o bien que
se los ~reincube 5 minutos con la misma (Tabla 24).

No sc¢ realizaron otros exoerimentos ~ara Ailucidar 1a naturalcza lel
efecto del EDTA, ni su acciébn total a “iversas concentraciones.

funque no se pulo “emostrar el rejuerimiento ‘e 2l;Gn metal para la
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activi 12’ 'e 1= 2lehiiratasa glantular, el efecto fuertemente inhibitorio

del EDT/ sugeriri~ su existenci~ en 12 »roteinn,

é?— AL A TEHEIDLATASAN EN ESTADOS FATOLOGICOS

En una serie ‘e ens=2yos preliminares y que continlez en estulio se ob-
serva que la ‘lehi‘'ratasa glanul~r en iferentes estados patdbgicos presenta
a2lteraciones ggnific=tivas 2n su activi '27, Estas meliciones se realizan en
gl&ndulas -le ~nim~les con norfirias intucias con ‘iversos quimicos como:
Alil-isonronil -ncet-~mig~ (AL}), ~lil-iso»ropil-acetil-urez (Sedormisl), hexa-
clorobenceno, etc..

En norfirins in'uci '2s con barbituratos o compuestos relacionndos, la
activida? ‘e 1~ g—AL& '‘ehi'rnaaz lleg~ en ocAasiones A~ triplicar su valor

normal.
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CNCLUSICNES Y PISCUSTION

Si se comparan las propiedaes e la §-.L/ dehidratasa ‘e la glén<dula e
Harder con las le otras fuentes ‘e via, se puede comprobar una serie ‘le simi-
litudes y también e ‘discrepancias tanto en sus requerimientos como en sus ca-

racteristicas cat=liticas.

Los estulios le cistribucidn intracelular‘de la enzima glancular permiten
localizarla en el citoplasma, no 2socia’la a particulas. Es por lo tanto, una
"enzima soluble", un hallazgo similar a lo informado por Gibson, Granick y
Coleman en teji 'os ~nimales (15G,163,175). En tejicos vegetales y microoorganis
mos se ha demostra’o también su presencin en extractos libres e células (111,
121,160-2,171-3,177,131-2). Sin embargo, Nanl!i y Waywoo.! informan que cloro-
plastos y "particulas remanentes" ‘espués e centrifugar a 20.07C x g e extrac
tos Jde hojas e trigo, muestran también leve actividasd €atalftica (162).

La ¢-/L; “ehi-“ratasa :le la 51l4ntula e Har.ler se obtiene completamente
libre e otras enzimas e este camino metabbdlico - sintetizante e porfirinas -
con una nurificacidn le aroxima“‘amente 150 veces a partir Ael homogenato total
y con un rendimiento ‘el 25%,

S1 bien no se tienen evi'encias ‘el grasdo e »ureza por estudios de ultra-
centrifugacibén, por lo oneroso que resultaba el acopio de material, se la juzga
homogénea por estu-lios electrof>réticos en gel t prliacrilamia y en gel Ade

almién a 4iferentes ©»H.

Esta aseveracién se ve apoyada por los resultados de recrtomatografias
en gel de Sepha‘ex, gque no muestran incremento de su actiuda especifica, la
que paralela al vico e elucién proteica.

Es interesante “'estacar que la enzima glancular tiene la misma movilidad
clectroforética cn gel ‘e almi-'én cuan'o se la compara con 1la ‘)¢ higado :i¢ vaca

y callos e semilla -'e soya (178, 182).
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Posee las propiedades e una globulina, puesto que precipita totalmente

a 557 Ade saturacibn ‘e sulfato ‘le amorio y nor eliminaciédn e las salé§32§ sus
? solucidnes. Se olLserva que la enzima es inactivada por illisis, %Ete hecho,
Juntamente con la inhibicién por EDT, permiten suponer la existencia :le un
chfactor esenqial.

Exhibe un pH Aptimo de 6,€ en buffer fosfato y da una curva asimétrica
tipica que present2 una inactivaciédn mayor en el lado &ci<o, similar a la obser
va’ta para las 'ehi'rasas e hica?o vacuno, eritrocitos de aves y bacteria pru-
pibnica (163, 166, 171), Este valor le pH éptimo difiere notablemente e los

inform2a'0s en teji s vegetales, leva'uras y “‘iversos microorganismos, que se

encuentran en el ransjo alcnalino, con valores entre 8 y 9,6 (11,121,176,182 ).

El buffer Tris »ro- uce una inhibicibn ‘e su activizd catalitica que
en iferente extensi’fn también es observa?a en ctros tejidos,.

Gibson y colabe indican que la enzima es inhibida tutalmente por este
buffer 2 pH 7,4 y que este efecto & revierte por el agregado ‘e buffer fosfato.
ror comparacidn con :lehidrasas e liferentes fuentes, ‘ichos autores leducen
que los efectos olservados no se ‘eberfan exclusivamente a la valencia del anibn
del buffer -que actuerfa activanio- nuestc 7ue la enzima es funcional con Buffers
tan diferentes como hicarbonato, acetato y dietil-barbiturato (163).

Existen el la literatura mGltiples informes ‘e la accién inhibitoria del
buffer Tris y por en'e, hipbtesis de su mecanismo {34S).

Por analocia, la inactivacién encontra?la para la &-ALA dehilratasa en
estus tejicdos polrfamos suponer que se ‘lebe a una interacciédn ‘el grupo amino
primario: a) con el ¢rupo carbonilo del sustrato, via formacién le una base ce
Schiff; b) con el grupo carboxilato para dar sales, o bien con algin metal re-
queri‘do para la Activi-a“l enzimAtica (quelacién con los grupos amino y oxi-dri-
los ‘el buffer.

La enzima »resente mixima veloci 'a?t e reaccidn, en las con-iciones es-—

tuliadas a 55°C,; incrementan’o su activi-‘a?' a temperaturas mayores que las fi-
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siolégicas, un rasgo caracteristico e 1as ‘Ichifrasas ‘e todas las fuentes na-
turales informa<as, 2si como su estabili.a’ térmica. E1 rango ‘e temperatura
1¢ mayor activi~a’ informa'o varia entre 15 y 65° C (111,171,175,178,182).

El valor ‘e 12 constante -le ¥ichaelis, “etermina-a en buffer fosfatn
0,067 M, pH 6,8 y 32°C ¢ Km = 3,6 x 10_4, esti dentro el rango e otros Jdes-
criptos en la literatura (121,163,166,171,175-6,122).

La enzima ‘e 1la glAn‘ula l!e Har:ler muestra un requerimiento absoluto por
compuestos sulfhi 'rflicos lespués ¢ la tercera etapa ‘e purificacidn, e incre-~
menta la activila'! ‘e los extractos cru’os. Esta observacibdn, similar a la ha-
1l1la'a en higado vacuno, ifiere “e la -de levaura, eritrocitos humanos y callos
e soya, que no necesitan el agrega’n le protectores ‘e grupos sulfhi-lrilos
(111,174,122).

Los homogen2tos ‘e 1a gl&nlula presentan una estimulacién de su actividad
dehi-ratisica cuando se los preincuba con estos reactivos.,

Es posible inhibirla reversiblemente por compuestos que interact@an con
grupos =-SH, tales como p-Cl%, NDTN-, GSSE, etc..

Si se compara la peactivi-lal le los 'iferentes compuestos ensayados con
la Ael p~CMI es »ncosible supnner la presencia e grupos =3H "lentos" en la pro-
teina. Este menor veloci:'a? de reaccibdn seria nro'ucila por la estructura mole-
cular e la proteina, respecto ‘e esos jruoos, Ggue “'ificulta e impide el acceso
de los diferentes reactivos. Pero pue‘e :leberse también Al mo'o Ae accidn o
especificiial propia ‘e los mismos.

Asf, la irhibicibén y reactivacibdn e la enzima se hace en diferente. gra-
do, y estaparticulari-'ad indicarfa probablemente, la afinidad relativa de los
grupos sulfhidrilos »or los reactivos ensayalos. En la literatura se han ‘escrip
to inhibiciones similares con compuestos andlogos para la mayoria ‘e las lehi-
Irasas estulia‘ag,

Los resulta’os 7e inhibicibn, 12 estimulaciédn le 10s homoenatos v la reac
tivacibén por cisteinn, establecen indubit~llemente 12 naturaleza sulfhidrilica

?e esta enzima,
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’nélojgamente a la e otros tejilos animales, la enzima glandular es fuer-
temente inhibida por ETTA. Por 1o tantc se ha sugerio, que la enzima debe
tener un metal fuertemente unilo, aunjue no se puio establecer el requerimien-
to, ni la nresencia “e metal alguno. ‘gentes quelantes especificcs “e iones
ferrosos no muestran accién inhibitoria, 1o que cermitiria “escartar la nece-
sidad 1e estos iones para su integridad catalitica en la glén~ula ‘e Harder.

Walerych encuentra que el ién Mg (II) en concentracién ‘e 10_3 M, acti-
va la enzima bacteriana P. shermanii (171), y que la inhibicién por EDT/ nuede

++ ++ ++
ser salvada por el agregddo e este ién. Co , Zn , y Mn tienen menor efec-
to. Estos hechos le permiten sud»oner la necesi‘dasd 4e la presencia de iones me-
t&licos ‘ivalentes, en este caso Mg++ para la actividad plena de la enzima.

Nandi y Waygoo® han confirma’e estos hechos trabajando con la enzima de
vegetales (16€2), revirtiendo con iones Mn (II). Ellos encuentran que Ca++ y

++
Mg son también activa-ores.

Lascelles, usé iones Mg++ sara medir la -Actividad de la 'ehi-dratasa de
®h. spheroides, y cabe consignar jue cuan-o los utiliza como sal sulfato pre-
senta mawores valores, un efz=cto que hemos estuiiado particularmente, y hemos
demostrado que el anidén sulfato proluce un incremento en la actividad de la
enzima glancular.

En estudios de requerimientos e metales, lurnham y cdab. encuentran ac-
tivacién por iones notasio, pero su enzima no es inhibida por EDT: (121).

En contraposicién a estoé hallazgos, Coleman, en higado de ratones, en-
cuentra activacibn por EDT/. 1072 0 (175).

Recientemente, Komai y Neilanrs purifican la ilL/-dehidratasa del hongo
Ustilago Sphaerogena y cdemuestran su naturaleza metalo-proteica, mediante es—
tuiios le inhibicibén por agentes ligantes e -liferentes metales de variada es-
pecificidadl y por el anélisis ‘el contenido Ze iones met8licos en diversas pre-
paraciones ‘e su_enzima. Ellos Aeterminan que la en8ima tiene Cu++ unido a la

. ++ ++ .
proteina, detectando también Fe 1y Zn . Sus resultados parecer imnlicar al

++
Cu como un ién esencial para la actividad catalftica (181).
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Iodice y cclabe fueron en 1953, los primeros que informaron la presencia

++ -\ 3 - .
en ~/.LA “ehi‘ratasa nurificada “e hfigado vacuno por observa-

++
de Cu y Mg
ciones espectroscdpicas (167).

La Jehidratasa e la qgl&n'tala ‘e Har-der, es inhibida completamente por
metales peaaslos, tales comc Cu++, Hg++ y Lg++, un compcrtamiento andlogo al
exhibido por la mayoria e las ‘ehil lratasas estutiadas, a excepcién e la infor
mada por Cnhleman que es activarla »nor Hg++ vy Fe++ nero hay que hacer notar que
las concentraciones usalas, bajas, son menores que las ‘el activador sulfhidri
lico agregato (175).

."Comparaciones e los estulios cinéticos realizados con esta enzima y o-
tras ‘dle ‘'iferentes tejidos animales con‘ucen a caracteristicas, en términos
generales, muy similares., /.sf los valores e Km estén dentro lel rango usual
informado para esta constante (10-4M). Los valores “e sus velocidades méximas
por mg e proteina, son para la ‘e higado vacuno: 18 umoleq/h (178) y 2,2
umoleq/h nara la glénﬂula, en sus prenaraciones més purificadas; mientras que
la actividal especifica en homojenato glantular ( 6 nmanles/h.mg)es més baja
que la encontrada en hfgado e vaca (18 nm/h m3). “or lo tanto, la acumulacién
Ae protoperfirinaeneste teji-o r.o nuede ser explicada sobre la base de una
activida? mucho mayor -e esta enzima y-concurrentemente e las subsiguientes.

recientemente, Nan’i y Shemin en una serie ce trabajos interesantes rea-
liaados sobre la e.li-dehidratasa e iho~opseudomonas spheroides (180) han
sugerido un posible mecanismo pam la con‘cnsacibdn :le las mcléculas dél sustra-
to para dar el monopirrol. Ellos “emuestran gue se forma una base de Schiff
entre un grupo amino -'e la enzima y el &tomo -le carbono carbohilico e 1 molé-
cula ée S/Li. De esta manera se formarfa un carbanibén interme?iario estabili-
zado, que favoreceria el ataque nucleotilico al &tomo “e carbono carhonilico
de una segun-a molécula. Esta segunia molécula poirfa o no, estar también uni-
Aa a la proteina por una base de Schiff,Paralelamente con la con.'ensacidn 2al-
A8lica, la enzima catalizarfa le périida ‘e agua entre el carbono gue posee
el grupo hidroxilo, recientemente forma“o, y el carbono metilénico e la molé-

cula adyacente. Luego, un nuevc ataque nucleofflico 2el grupo amino de la se-

gunda molécula e sustrato sobre el &tomo e carbono e la primera molécula
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altamente reactivo por estar formarido una base de Schiff con la enzima, produ-
cirifa una transiminacién con formacién el pirrol y liberacién de la enzima.

Si el mecanismo total se lleva a cabo »nor la dehidratasa, ya que siempre
se ha encontralo - como en esta fuente - una sola protefna, esté tcdavia en el
terreno ‘le las especulaciones. Fsta premisa es v&li.a también para la partici-
nacidn e los iones metélicos y grupos -SK esenciales para su actividad.

Estulios efectualos <on 1o enzima “e levalura lemuestran la interaccién
que puede tener lugar entre el grupo carbonilo lel sustrato y altas concentra-
ciones de grupos sulfhidrilos, forman3o tidhemiacetales y determinando una inhi
bicién vor lisminucibén de la conqgntracién ie sustrato.

Si la formacibén e 1a bse :le Schiff es un paso obligado para esta catdli-
sis, entonces, la “isminucién el sustrato por reaccibdn con reactivos sulfhidri-
licos, sobre to/o en ajuellas enzimas que no necesitan preactivacidn con estos
reactivos, podria explicar 1la inhibicibdn observada por estos compuestos asi co-
mo también , la inhibicidn por Tris.

Este buffer, a pH més &cidos poarfa estar también restando grupos carbo-
xilatos libres, encontra‘os necesarios para la fFormacién “el pirrol,

Se ha especula’do a‘emas sobre el rol y la presencia de iones met&licos pa-
ra esta catéliss « Ellos facilitarfan la condensacién ald8lica, aumentando la
capacidad de enolizacibén del grupo metileno, requeri-a para la reaccibn. Este
hecho justificarfa también la inhibicién mostrada por el buffer Tris.

Todas estas similitudes y “iferencias permiten concluir que la <§-ALA
“dehicratasa Jde la gléndula ‘e Harder, “ebilo a2 su homogeneidad electroforética,
hace que 1los 40s »rocesos vrimordiales que participan en la formacidn del por-
fobilinbgeno: base 4e Schiff con con'lensacidn 2l136lica y ciclizacibén,se reali-
zarfan por esta Gnica entila” proteica, presentando rasqos comunes a las “ehi-

Aratasas de otras Ffuentes naturales,
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RESUMEN

El estudio ‘el pigmento presente en 12 gladndula de Harder de ratas blan-
cas, demuestra que es mna mezcla Je »orfirinas cuyo componente coemponente prin-
cinal es protoporfirina, nero que contiene en cantilades mucho menores una por-
firina tricarboxflica y copro~orfirina e la serie isomérica III.

La concentracibén de porfirinas en la glandula de animales adultos es de
0,15 png por mg ‘e teji‘o fresco.

Se Jdemuestra la presencia (e todas las enzimas relacionadas con la bio-
sintesis de la protoporfirina 9, 1o que avale la naturaleza secretora de porfi-
rinas de esta gl&n?ula. Se estudian a'lemés algunas jpropiedades ‘e los sistemas
cataliticos.

La d-AlL2 sintetasa, »rimera enzima ‘e este secuencia, esté& localizada en
las mitoconlrias., Utiliza como sustratos glicccola y succinil-CoA, siendo cofac-
tores necesarios e la reaccién fosfate e piridoxal, 2AT7, Mg++ y aefohiowis.

Diferentes con< iciones ensaya-as para obtener mayor actividad demuestran
Jue es fundamental un pretratamiento e las particulas mitocon”riales con agen—
tes quelantes y sulfhidrilicos. El Pprocucto “e¢ la reaccidén inhibe la actividad
catalitica de la sintetasa.

La segun-ia enzima de este camino, la &-7L Zlehidratasa, se encuentra en
la fraccibédn citoplasmitica, no asociada a narticulas subcelulares. Se logra pu-
rificarla unas 150 veces respecto <el extractce crucdo, la que se comporta como ho
mogénea en diferentes corriles electrofcréticas.,

Se establece su naturaleza sulthi-Arflica, presentanlo activida? mlxima
en anaerobiosis. Es estable al calor, su accibdn es 4ptima en buffer fosfato
a pH 6,8 y a temperaturas m&s altas que las fisiolbégicas (55°C).

No se determina requerimicnto de metales paro es inhibida fuertemente
por EDTA.

Sus prorie?2z?es cinéticas 1a incluyen ‘entro “4e las activi‘a’es e las o-
tras -fLh dehiﬂrataéas ‘e orijen snimal, y no justificen la acumulacibn ¢ »ro
toporfirina presente en este 6rgano, por un incremento excesivn de su activiAad

catalitica.
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El complejo porfobilinogenasa-Uro'gen sintetasa y cosintetasa- es también
"soluble'". Se -letectan ambas actividades y se comprueba la labilidad del sis-
tema sintetizante ‘e Uro'gen III, ya sea por precalentamtento del sistema como
por estudios Qe estabilicad,

El sistema Jdescarboxilante e los porfirinbgenos, que lleva a copropor-
firinb6geno III, est& en el sobrenalante e m’tocondrias y es inestable al ca-
lor.

Se Aetectan en esta etapa toios los intermediarios conocisios de la cade-
na biosintética, es “ecir, los porfirinbégenos que poseen 7-, 6-, 5~ y 4-COOH.

La coprogenasa, sistema que sintetiza el Gltimo de los intermediarios
tetrapirrélicos comunes a los caminos -livergentes :'e hemo, protefnas y cloro-
filas - la protoporfirina 9 - se encuentra localiza'a en mitoconirias y requie-
re oxijeno para su activi‘asl,

Todos estos resultalos -lemuestran la biosintesis "'e novo' ‘e la proto 9
en la glandula de Har‘ler -“e rata a partir e sus precursores primarios, la pre-
sencia ‘e todos y ca'a uno ‘le 1o9s sistemas enzimlticos relacionados, y, por en-

de, la existencia “e una funcionali-a® similar a la e otros sistemas e vila,
/
s ;

ny il

~

| | [ | @/ﬁw
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