BIBLIOTECA CENTRAL LUIS F LELOIR

BibliOteca Digital BIBLIOTECA CENTRAL]EJLOIR

F c E N - U B A FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES UBA

Tesis de Posgrado

Porfiria experimental por
hexaclorobenceno : estudios sobre
porfirinégeno carboxilasa y
ferroquelatasa

Rios de Molina, Maria del Carmen

1982

Tesis presentada para obtener el grado de Doctor en Ciencias
Quimicas de la Universidad de Buenos Aires

Este documento forma parte de la coleccién de tesis doctorales y de maestria de la Biblioteca
Central Dr. Luis Federico Leloir, disponible en digital.bl.fcen.uba.ar. Su utilizacién debe ser
acompafiada por la cita bibliografica con reconocimiento de la fuente.

This document is part of the doctoral theses collection of the Central Library Dr. Luis Federico
Leloir, available in digital.bl.fcen.uba.ar. It should be used accompanied by the corresponding
citation acknowledging the source.

Citatipo APA:

Rios de Molina, Maria del Carmen. (1982). Porfiria experimental por hexaclorobenceno :
estudios sobre porfirindgeno carboxilasa y ferroquelatasa. Facultad de Ciencias Exactas y
Naturales. Universidad de Buenos Aires.

http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_1698_RiosdeMolina.pdf
Citatipo Chicago:

Rios de Molina, Maria del Carmen. "Porfiria experimental por hexaclorobenceno : estudios
sobre porfirinégeno carboxilasa y ferroquelatasa". Tesis de Doctor. Facultad de Ciencias
Exactas y Naturales. Universidad de Buenos Aires. 1982.
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_1698_RiosdeMolina.pdf

UBA

Universidad de Buenos Aires

EXACTAS:

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales

Direccidn: Biblioteca Central Dr. Luis F. Leloir, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires. Contacto: digital@bl.fcen.uba.ar

Intendente Giiiraldes 2160 - C1428EGA - Tel. (++54 +11) 4789-9293



http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_1698_RiosdeMolina.pdf
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_1698_RiosdeMolina.pdf
mailto:digital@bl.fcen.uba.ar

Universidad de Buenos Aires
Facultad de Cienciés Exactas y Naturales.

Departamento de Quimica Biolégica

PORFIRIA EXPERIMENTAL POR HEXACLOROBENCENO

Estudios sobre Porfirindégeno carboxiliasa y Ferroauelatasa

MARIA DEL CARMEN RIOS DE MOLINA

Director: Dra, Leonor C, San Martin de Viale

1693

DOCTOR EN CIENCIAS QUIMICAS. < °

Tesis presentada para optar al titulo de

1982



Universidad de Buenos Aires.

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales.

PORFIRIA EXPERIMENTAL POR HEXACLOROBENCENO.

Estudios sobre Porfirinéageno carboxi-liasa y Ferroquelatasa.

AUTOR: Lic. Maria del Carmen Rios de Molina.
DIRECTOR: Dra. Leonor C. San Martin de Viale.
LUGAR DE TRABAJO: Catedra de Ouimica Biolégica.

Departamento de Quimica Bioldgica.

Tesis presentada para optar al titulo de Doctor en Ciencias Oufmicas.



A mis padres.

A mi esposo e hijos.



AGRADECIMIENTOS,

A la Dra. Leonor C. San Martin de Viale quien me brindé, mediante los
medios y consejos necesarios, la posibilidad de realizar el presente trabajo
de Tesis y colaboré en forma fundamental en el desarrollo del mismo,

Al Dr. Moisés Grinstein y a la Dra. M, J. Tomio, quienes junto con la
Dra. Viale me iniciaron en el campo de la investigacidon en Quimica Bioldgica
y me brindaron su permanente consejo y estimulo.

A mis compafieros y ex-compafieros de laboratorio por su franca colabora-
cién, en especial a las Lics. Rosa W. de Calmanovici, Cristina Taira y Silvia
Bi111 cuya ayuda en cierta parte de este trabajo fué de fundamental 1ﬁportan-
cia.

Al Sr. Francisco Ortega, Srta. Hilda Gasparoli y Sra. Carmen Aldonatti
de Olivar, por la gran ayuda brindada en todo momento.

A la Sra. Liliana I. Vazquez de Espoille por el trabajo dactilografico.

Aprovecho la oportunidad para hacer extensivos 1os agradecimientos a
las siguientes personas, que brindandome su ayuda a nivel personal y-su per-
manente estimulo, me permitieron concretar este trabajo:

En primer lugar a mi esposo e hijos, por todo.

En segundo lugar a la Dra. Alcira Aragonés, a la Dra. Miauela Lapacé
de Tripoli, a los parientes mds allegados y al personal de la Guarderfa
Nifez de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, dependiente de la Obra
Social de 1a Universidad de Buenos Aires.

A todos GRACIAS,



Suc-Co A
ALA

PBG

Uro
Firia
Hexa
Penta
Copro
Proto

: Pentaporfirina = porfirina de 5-COOH
: Coproporfirina
: Protoporfirina = porfirina de 2-COOH

ABREVIATURAS Y EOUIVALENCIAS.

: succinil coenzima A.
: Acido & aminolevilico.
: Porfobilindgeno.

porfirina de 4-COOH

: Uroporfirina = porfirina de 8-COOH = porfirina octacarboxilica.
: Firiaporfirina = porfirina de 7-COOH = porfirina heptacarboxilica.
: Hexaporfirina = porfirina de 6-COOH = porfirina hexacarboxilica.

porfirina pentacarboxilica.
porfirina tetracarboxilica.
porfirina dicarboxilica.

Uro'gen, Firia'gen, Hexa'gen, Penta'gen, Copro'gen y Proto'gen: los correspon-

cit
EDTA
GSH

dientes porfirindgenos.

: citocromo.
: etilendiaminotetraacetato.
: glutation reducido.

DEAE-celulosa : dietilaminoetil - celulosa.

PPy
HCB
PCF

Suc Co A-S
ALA-S
ALA-D
PBG-asa
PCL

CPO

PPO

MD

CcO

MAO

PAI

PCT

PV

CH
PAH

: fosfato de piridoxal.

: hexaclorobenceno.

: pentaclorofenol.

: succinil CoA sintetasa.

d ALA sintetasa.
& ALA dehidrasa.

: complejo PBG deaminasa Uro'gen III cosintetasa:
: porfirindgeno carboxi-liasa.
: Copro'gen oxidasa.

: Proto'gen oxidasa.

: malato dehidrogenasa.

: citocromo c-oxidasa.

: monoaminooxidasa.

: porfiria aguda intermitente.
: porfiria cutdnea tarda.

: porfiria variegata.

: coproporfiria hepdtica.

;Porfhﬁa aﬂuda hepatica.

Porfobilinogenasa.



BAL :+ British anti lewicite.

DTC ¢ dietilditiocarbamato.

DTNB : 55 ditiobis- (dcido 2 nitrobenzoico).
FB : fenobarbital.

Hb : hemoglobina.

PCMB : para-cloro mercuribenzoato.

P.M. : peso molecular.

PPNa : pirofosfato de sodio,

SDS : dodecil sulfato de sodio.

TCDD : tetracloro dibenzo-p-dioxina.

PCB : pentaclorobenceno.

TCB : tetraclorobenceno.

PCTF: : pentaclorotiofenol,

TCTF : tetraclorotiofenol,

TCTA : tetraclorotioanisol,

PCTA : pentaclorotioanisol,

PCTA-0 01 CH3-(2,3,4,5,6 pentaclorofenil) sulféxido,

PCTA-O2 : 1 CH3—(2,3,4,5,6 pentaclorofenil) sulfona,
TCdi-TA : tetracloroditioanisol,



INTRODUCCION . e v e e ieeevenreroncnansnnss Ceereaes sesesseresatsastastoenne 1.
PORFIRINAS . .. viiviieinn P Ceeeee e  eerenen 1.
- Generalidades......covvviiiininnnn Ceaeeaaeas et eae i R
- EStrUCEUra. t it e e r et 2.
- Propiedades................ e et re it Ceier e 8.
PORFIRINOGENOS .. ...vvenviiinvunnns Creeeaeas et ereee e fee et 9.
BIOSINTESIS DE PORFIRINAS. ... ivvvvnennnas P a8
- Esquema general......... e ere et e vere e e e e P 12,
- Succinil CoA Sintetasa.......cveevuuen i er e Ceeeaaen 15.
- Formacion de § ALA. ... . vttt iiiniiretnrenoneornonns Ceveee G eeenereraanas 17.
- Conversion de S ALA en PBG......... et re e 21.
- Modo de accién del sistema PBG-asa....... Ceeaean Ceeaaeaaes bereaecavaees 24
- Porfirindgeno carboxiliasa............. P 2 A
a) Generalidades......... et r e e re sty . 27,
b) Caracteristicas de la reaccidn enzimdtica......vvseuuv.e Cerenen . 28.
c) Pasos de la descarboxilacién del Uro'gen...... P 1 N
- Decarboxilacidon oxidativa del Copro'gen........vvevevnnnnesscnneerrseo. 40,
- Actividad Proto'gen oxidasa.......... e ettt st .. 41,
- Ferroquelatasa........... PP | X N
a) Generalidades............ et ettt 43,
b) Caracteristicas de 1a reaccidn enzimdtica.....vveveevevnsecereenas.. 43,
c) Métodos de determinacion.........cvevenvnenn. Veaaenaes Ceereenena 45,
d) Localizacion subcelular. .. ...uiveveeernnnerecnnnenenn e 48.
e) Purificacién y propiedades....... et e e rr e .. 48.

INDICE.




f) Especificidad de la enzima hacia sus sustratoS.......vevvrennvennenns 55.
g) Efectos ¥ COTactoreS . .uureuveererrenerornnessososnnnnssocas Crereeeeee 60.
h) Mecanismo de reaccion........v..c.oveu... e e ere e et 65.
- Localizacidon de Tas enzimas involucradas, ....cveeverenssronarernnrncerass 69.
- Interrelacidn con otros caminos metab0licoS. v.vvvrinvenneenrenens cesens 711,
- Los porfirinégenos como verdaderos intermediariosS,..vevsrsenrsveseeeenss 73.

PORFIRIAS . ettt es st eeees et veeees Veens 73,

- Generalidades.....v.oveuvnen-., PP et resae et ve 73,
- Clasificacion.......vevvvenvennnnn. A £ 8
- Porfiria por HCB..... e v seeas P e e e s e e s s s et re et aaneanareneas ... 75,
a) Antecedentes...... e b e e et e ettt st e .. 75.
b) Principales caracteristiCas....veessesvosnnvnerrosressrencereneseenss 78,
c) Alteracidn a nivel enzimdtico y en la concentracién de hemoprotef-
nas microsomales...... et et e e e e et veo 719,
d) Desarrollo en funcién del tiempo de intoxicaciOn..,......eeveevereer. 82,
e) Comparacion con PCT NUMANA..,...,veeerernesocnnncnseseserassrenesess. 84,
f) Existencia y caracterizacidn de porifirinas tetracarboxiladas
en heces.....oovveenivnnn.. Cerre ey et e e e 84.

HEXACLOROBENCENO. ...cvvvvviennnnn, Sr et eranartecranseeoserrsararsrroeas 88.

- Ceneralidades.,....cvvreveevnn- e

L I I I A I A N A K B R O B A B I B I I BRI ] 88-

- Formacion de metaboTitoS, . vt vrenrserensnnererennnsnrensensenes R <1

OBJETO DEL PRESENTE TRABAJO ., .vvvuuvesnnreenasrreneronrronrernsssesnsasss. 93,

MATERIALES......... Phere et vevaeas

DRI B AR B N A I 2K SRR B I I A A R LRI 94'



Adsorbentes........... e r e eeeteeea s e

Solventes,........ e C e et eee ettty

Otras drogas..... Peveea O et ea e bt .o

Material auXTTiar. . v s ivenirerononeneranereresrtnenantosnsnanasonns
L Ceererrera ey
METODOS...... ettt Cerreeaaae beereae ettt
PORFIRPINAS, ..... Ceeraiaens et ettt Ceeraees veereian
- Separacién cromatografica de Uro III a partir de turacina............
- Induccién de porfiria en ratas.,........... Cereeeeas veeaes Cearreseas
- Esterificacion de porfirinas,...cvvervennerereniiroceeernsenorannnns o
- Pasaje a cloroformo......... e L s et
- Purificacién de porfirinas por cromategraffa en columna.,............
a) Sobre COsCa. . vvvvennnn, P
b) Sobre OMg...... Pt e e erer ey T S
- AisTlamiento de porfirinas de distintos 6rgan0S.,..v.eeeervsveverennsns
a) H1gado, bazo ¥ rifiOn. .y eseeeeennenansoneeensosennersossseneennnns
b) Glandula de Harder, ... ...eeeseorerrsorevsonnnnssosarassssssessses
c) Hemolizado de sanare.,.....eeveeveeencsens PN
- Identificacidon de porfirinas por cromatografia en papel......c.cvevune
- Determinacién cuantitativa de porfirinas. ... vevsesenees veeaes
a) Determinacidn de la concentraci6n de porfirinas libres,.,.........
b) Determinacién de porfirinas con distinto nimero de <COOH..........
c) Determinacién de cantidades pequefias de pOrfirinas....eesveeeessos
- Método fluorimétrico........., e earaeae s Ceere ettt .
@) PALIONS vttt ettt rnn e ee e s st e s et a e et et a ey
b) Medici6n de unidades de FlUOTESCENCTA Y v vy vsrserneonesnenanonensnnes
PORFIRINOGENGO CARBOXI-LIASA . v tuvterenrnrnsvrennsonsssssrsesstsosnsnsnsnns
- Preparacifn de amalgama de SOdi0...uueuyivrnnrnrnerroarnersesennansns
- Preparacion de porfirinGgenos, cve vy s rrvrerssnsennsenvonsonsenssosas
- Preparacidn de extractos enzimaticos, .. .. veireensrneraorrsrrnsrsenes
BT 1T« - P
b) HTgado, rifibn ¥ DAZO, v yvusueensenssorsneeernnenrennennnens
c) Glandula de Harder,.... b te ey Crr e es sty
- Incubaciones........ Veresan

DR B A AR

94.
95.
96.
96.
97.
97.
97.
97.
98.
ag.
99.
99,
99.
100.
101.
101.
101.
102.
102.
103.
103.
104.
105,
105. -
105,
106.
109,
109,
109.
110.
110,
112.
113,
113,



a) Materiales y aparatosS...eeeeeeveererennrnnrnnnenees e eeeare e 113,

b) Sistema de incubacifn.....v.eveeun. T I
- Aislamiento e identificacion de las porfirinas libres de los medios

de TNCUDACTON. .y irursrnereertnennenoseenrnrsnsensoassansancarsenssaes 113,

a) Para incubaciones con sangre como fuente enzimdtica..,.....,..s... 114,

b) Para incubaciones con distintos 6rganos de rata......covverevseas. 114,
- Determinacidn de la actividad........hvereenn. S 1 £

- ResultadoS.,...vevvvnennnns T B £
a) Expresion de 105 resultados, ..vuusverrreenssoonersoneecnssnenens .. 115,
B) COrreCCTiONeS . v vvrererereoereneererrorroersnonenes P B LN
c) Tratamiento estadistico de los resultados.............. ceveeeren.. 116,

- PUrificacion. e iri ettt ia i i G erereneeeee et eeeas .. 116,

- Fotooxidacidn...... e Cereeecet e .. 118,

- Electroforesis en gel de poliacrilamida,....vvvvuverevninennnnennseees. 118,

FERROOUELATASA. ..\t iivnnennn Cere e RN § B

- Preparacidon y purificacion de Proto......cvvvveivenecnnrnenceenensaeses 119,

- Preparacion de la solucidn patrdon de Proto para el sistema de
incubacién........ e rtreeaaes A 1§ B N
- Curva de calibracidn para las determinaciones de hemo,,,...cevssss.s. 120,
- Extractos enzimdticos...., et reee et P 4
- Determinacidn del producto formado.,..vvvveeneveereenecneernenenaness 123
- Métodos de solubilizacidn de mitocondrias. . yvssvevaernsrneceveresees 124,

a) Congelamiento y descongelamiento, vy v vnrsereeernneernnsens varena, 124,
b) Sonicacion........eveuu. Certrrreeaes e res et Cieeaens 124,
c) Tratamiento con deterdente,,..,..eveev... P 124,
- Expresifn de 10S resultadoS ., vviveieevnerennencennnnen R 4
- Localizacidn submitocondrial de ferroquelatasa...... e cees. 125,

- Preparacién de las fracciones de membrana.,.......cevpeunn.

-Ma]ato deShidrOgrenasa...... ooooo LR R I I I I T R R I I T I R I K BE RN AR R I ) . 127‘
-CitOCY‘Oﬂ]O C-OX'idaSB........... ...... DI R SRR LI R R A R A BN AU RN BCRE R BRI } 128‘
- MOnoamino-0X1das@,  .uuyeevrrnnnirooagneraronsonstsroenannenennsssenss 129,

- Actividad ferroquelatasa. .. ,.o. v iirinrrnrerienerenrorerenennnenans 129.
DETERMINACION DE PROTEINAS..,....cvnvnn.. et gt e



RESULTADDS . - v vvee e e ennaeeee e e neeee et et e s e nae e e e eneaeee e 131,
CONTENIDOS DE PORFIRINAS EN DISTINTOS TEJIDOS DC RATAS NORMALES

E INTOXICADAS CON HCB.u:veveoeosoeoeroancosossssscossnsesnssssassnosnss 131.
CONTENIDOS DE PORFIRINAS EN SOBRENADANTE DE 11.000 g..vivevrvvnnnnennnns 134.
EFECTO DEL TRAMIZAJE MOLECULAR SOBRE LA DETERMINACION DE ACTIVI-
21 2 8 142,
ACTIVIDAD PCL EN DISTINTOS TEJIDOS DE RATAS NORMALES Y PORFIRICAS
POR HCB..vuerunn cesecisecesnne Ceeetsacassannsssnsaas P £ A8
ACTIVIDAD PCL HEPATICA FRENTE A LOS PCRFIRINOGENOS DE LA SERIE ISOME-
RICA T Y IIT COMPARATIVAMENTE. ... ovvuuiiiinii ey 147.
EFECTO DEL HCB SOBRE LA DESCARBOXILACION DE LOS DISTINTOS PORFIRINO-
GENOS DE LA SERIE IIT, ARADIDOS A SATURACION EN EL MEDIO........eevenus 151,
EFECTO DEL HCB SOBRE EL CAMINO METABOLICO DEL HEMO.......v0ovivrinnnnnnn 156.
INVESTIGACIONES SOBRE LA EXISTENCIA DE UN POSIBLE IMHIBIDOR DE LA PCL
EN HIGADO DE RATAS PORFIRICAS POR HCB......... Ceer e et peeereaane 161.
- Ensayos cruzados y de calentamiento..,.............. peeeas Cethae e 161.
- Efecto "in vitro" del HCB y varios compuestos relacionados,.....,. veo 167,
- E1 PCF como probable inhibidor......,ccivenuvunnn. ety R
LOCALIZACION SUBCELULAR DE LA PCL........ C et et er et 172.
PURIFICACION HASTA GEL DE FOSFATO.....veeveecences B VAN
- Fraccionamiento salino.................... biecererneeens Veeerarne vess 176,
- Adsorcidn sobre gel de fosfato en batch......cvvveiiivnreerenrensanees 176,
CONDICIONES DE INCUBACION, .y euyeuservernonsanveononsesssosnnnnensrsens 181,
- Condiciones generales. ..v.oveensnennne .....,.....,..,;...,...,....... 181.
- Efecto del GSH.....,........ e e R - B
- Efecto del pH,...vvveiyunn., P £ X I8
- Efecto de Ta temperatura de incubaciOn. .,..yveeeurevsenennyonrerseres 183
PROPIEDADES......... vereeenan Veeeae P 18
- Efecto de sales, agentes quelantes y de otro protector de grupos
SUTThidrilos..vvyevevrveenn. Vet esaear e enann veesergeansernarsses 185,
- Deteccidon de grupos fotooxidables en el centro activo,,,.sevyeeeesses 187,

- Estabilidad térmica....... Cer e et eaeeeas et nereeeraerenareren , 190,
- Estabilidad al aTmacenamiento., .. veveieeeeeerennresnencnnnogoosesess. 192,
PASOS FINALES DE LA PURTFICACTION . sttt teeneennennnnenenggoonns reenrees 194,



Columnas de DEAE-COTUTOSA .t v veeneinnensvnerennnneosonns Crerrenenees 194,

- Columnas de Sephadex G-200.....cieiiniuiieneneenrnneneonnosoncananens . 197,
- Columnas de Sephadex G-100......vviriritinriiiiiineneransneennennes 198.
-~ Cuadro final.....ovvvveniininennnnenens . 202,
FERROQUELATASA. ..t ittt iineennnnas eeaeaees et e et e s e et 204,
PUESTA A PUNTO DEL METODO DE DETERMINACION.......cvviiniiiinennennnennnnn 204.
SOLUBILIZACION DE MITOCONDRIAS. Estabilidad al almacenamiento.......... 208
CONDICIONES DE ENSAYO....uveevecansescnvssssoscansonsncsnsecsnnns esaee . 210,
- Condiciones generales...,.... C e ettt Cereeaees 210,
- Actividad en funcidn del tiempo de incubacion.........cvvuvivronceenns 212.
= PH OPtimO. . vttt e e, . 215,
EFECTO "IN VIVO" DEL HCB SOBRE LA ACTIVIDAD FERROQUELATASA............. 215.
MESO COMO SUSTRATO DE LA FERROQUELATASA........... C et ee e 217.
ESTABILIDAD TERMICA. ottt ittt ittt ittt aesenenonnansanenns 218.
DETERMINACION DE K. ........ ettt ettt e 220,
EFECTO DE DISTINTAS CONCENTRACIONES DEL PRODUCTO SOBRE LA ACTIVIDAD.... 221.
INVESTIGACIONES ACERCA DEL MECANISMO DE ACCION DEL HCB.....,.vvvevvvennn 221.
- Efecto del HCB, PCF y porfirinas. cveeeeevrneeennvecncnnnenns veenes , 221,
- Efecto del tamizaje molecUlar. . vve v inniinneiineenoeneeennornenennns 225.
- Ensayos cruzados y de calentamiento............... feees et 227 .
S ¥ - ol R0 ) o TP 230.
PCL EN ERITROCITOS HUMANOS. .. cveeveienrenennnnenn feereeet e Ceraan. 238,
] 0T 241,

RESUMENYCONCLUSIONES.. oooooo 8 00 00PN O NP LLBOLENIOLICEINLELIOIOEBREOETSE sec e 289'




Fig. 1: Porfina : FGrmula desarrollada y férmula abreviada de Fischer..... 3.
Fig. 2: Nomenclatura de 1os nlcleos porfirina segin IUPAC.,.......covvuenn, 3.
Tabla 1. Posicién y naturaleza de las cadenas laterales de distintas porfi. 5.
Fig. 3: Estructura y quimica de los cuatro isémeros de la etioporfirina.... 6.
Fig. 4: Protoporfirina..-....coviieiiiienenrennnnnrnnnns Crrieeanes berenaenes 7.
Fig. 5: Porfirinas recientemente descubiertas............coviiunen, veresess 10,
Fig. 6: Estructura general de 10S porfirin0genos......ccvevvevenennnns cevne 10,
Fig. 7: Camino metab6lico del hemo............... T Ceerereterraaaans 13.
Fig. 8: Ciclo del succinato - g11cocola .................................... 14.
Fig. 9: Porfobilindgeno.......cevuveiviinrnnnnnrnnnnnnnns Cereerearare e 12.
Fig. 10: Mecanismo de formacidén de & ALA desde glicina y succinil-CoA...... 19.
Fig. 11: Mecanismo de ALA-D...vuivininninencnrnennns et Ceeees beveaas 23,
Fig. 12: Dipirrilmetanos isOmMeros.....vevvveivevnnenrnnens beeraeans ceevens. 26,
Fig. 13: Mecanismos de formacién de] Uro'gen IIl..,.vv.vn. ettt 26.
Fig. 14: Los d1timos pasos de la decarboxilacion de Uro'gen a Copro

gen IIT............. 0.t Cee ettt Ceeeatriaraaes Cereenas 39.
Fig. 15: Localizacién subcelular de las enzimas del camino metabdlico

del hemo......... Ceteentrresesanas Cee e it Ceeraeeeeaenes ... 70,
Fig. 16: Interrelacion del camino biosintético del hemo con otras vias

metab6licas............... Ch et st et Cerereeneaanns 72.
Tabla II: Clasificacion de algunos tipos de porfirias.Caracteristicas...... 75.
Fig. 17: Biosintesis del hemo y sitios de parciales bloqueos enzimaticos

en porfiria....c.ovievnenennnnnnnnn et e eenecnrer s eengenangrany 17,
Fig. 18: Estructura de porfirinas tetracarbox11adas extraidas de heces

de pacientes con PCT } ratas con porfiria por HCB...,...¢cc0vvn.. .. 86.
Fig. 19: Origen postulado de las porfirinas fecales tetracarboxilicas..,... 87.
Fig. 20: Destino metab61ico del HCB en ratasS...,...cvueeerevnenceennseenssess 90.
Fig. 21: Expectro de excitacidn y expectro de emisidn de porfirinas en

ClH 5% . it vee e Cee et ceereenenys 107,
Fig, 22: Expectros de excitacion de Uroporfirina a distintas concentra-

ciones en CIH 5%....... ettt Cerre e . 108.
Fig. 23: Curvas de calibracion para fluorimetria......cvovvrinnveenrennnsnn 111.

INDICE DE TABLAS Y FIGURAS.




Fig. 24: Localizacién del punto de bifurcacion de la arteria aorta a los

fines de extraccidén de la sangre.............. N 111.
Fig. 25: Espectro diferencial del piridin-hemocromdgeno.........cvevvunn.nn 122.
Fig. 26: Curva de calibracidn para el método del piridin-hemocromégeno

usando solucién patrdén de hemina............. Cereeeretert e . 122,
Tabla III: Efecto del HCB sobre la acumulacién total de porfirinas en te-

Jidos de ratas....iieeiiet ittt raes e e .. 132,
Tabla IV: Contenido de porfirinas en sobrenadante de hemolizado y de homo-

genato de distintos tejidos de rata................ Ceeeenes Cereens 135,
Tabla V: Separacidn de porfirinas endgenas de higado y rifi6bn de ratas in-

toxicadas con HCB, por pasaje a través de columnas de Sephadex G-25.138.
Tabla VI: Efecto del pasaje a través de Sephadex G-25 sobre la PCL......... 141.
Fig. 27: Espectros de excitacién correspondientes a distintos tejidos

de ratas normales y porfiricas.,.....oceeuv... Ceereeeaans e 132.
Tabla VII: Actividad PCL en distintos tejidos de ratas normales e intoxi-

cadas con HCB..... berereeaeaes Ceeenen Ceeceaaraeeaes et arte e 144,

los isémero I y III del Ure'gen.......ovvvivvunvnnnnn Ceeees ceeee.. 149,
Fig. 28: Efecto de distintas concentraciones, en el medio de incubacidn de
Tos sustratos involucrados en el pasaje de Uro'gen a Copro'gen,

sobre la PCL hepdtica de ratas,........ e reeeeees Ceerereriraee. 152.
Tabla IX: Efecto "in vivo" del HCB sobre 1a actividad PCL a nivel de los

distintos pasos de la decarboxilacidn total del Uro"gen III....... 153.
Fig. 29: Efecto del HCB en funcidn del tiempo de intoxicaci6n sobre las

actividades hepaticas: PCL y Ferroquelatasa............. vesereeses 157,
Fig. 30: Actividad PCL de sobrenadante de homogenato de higado de ratas

normales y porfiricas por HCB..... Perereeanaas Cerie et veve. 160,

Tabla X: Efecto de preparaciones de higado porfirico desproteinizadas por
calentamiento sobre la actividad PCL de higado de ratas normales.. 163.
Tabla XI: Efecto del agregado de una preparacidon enzimatica proveniente del
higado de ratas porfiricas sobre la actividad PCL hepdatica de ra-
tas normales......covevereinnennnnn f e te ettt 166.
Tabla XII: Efecto "in vitro" del HCB y varios compuestos relacionados so-
bre la actividad PCL de higado de ratas normales............ 168 y 168'.



Fig. 31: Relacidon estructura-efecto inhibitorio de varios compuestos aro-
maticos sobre la actividad PCL de ratas normales................
Fig. 32: Efecto de diferentes concentraciones de PCF sobre la actividad
PCL de higado de ratas normales......cccvvvunnvennnn Cereeese e
Tabla XIII: Localizacidon subcelular de la PCL hepatica de ratas,.........
Tabla XIV: Fraccionamiento salino y adsorcidn sobre gel de fosfato de Ca.

Fig. 33: Actividad PCL de higados de ratas normales e intoxicadas con HCB.

Tabla XV: Influencia de los distintos componentes de la mezcla de incuba-

cion en la determinacidn de la actividad PCL........vvvvunvnnnn :
Fig. 34: Efecto del GSH.... . cviivneniininennenvnnnnns it rreae e
Fig. 35: Curva de pH.vvvvnrernnennnnnnnns e
Fig. 36: Temperatura de inCubacion.....v.veveriinrnreeneerereeencananes -
Tabla XVI: Respuesta de 1a PCL hepdtica ante distintos agregados al sis-
tema de incubacidn............. P
Fig. 37: Efecto de l1a fotooxidacién sobre la actividad PCL...........:...
Fig. 38: Efecto del precalentamiento a 60°C por 5 min......... e e
Tabla XVII: Estabilidad al almacenamiento...... Ceereseaerans Ceeraeaaes -
Fig. 39(a) y (b): Cromatografia en columna de DEAE-celulosa..............
Fig. 40: Cromatografia en columna de Sephadex G-200.......... berereenenos
Fig. 41: Curva de calibracidn de 1a columna de Sephadex G-100..,.........
Fig. 42(a) y (b): Cromatografia en columna de Sephadex G-100.......... oo
Tabla XVII': Tabla de purificacitn.......vvviviriviveenennnnnns ageeesees
Tabla XVIII: Actividad ferroquelatasa de mitocondrias solubilizadas por
distintes métodos y su estabilidad al almacenamiento...,,.......
Fig. 43: Efecto de distintas concentraciones de lTos compuestos del siste-
ma de incubacidén sobre la actividad Ferroquelatasa........... e
Fig. 44: Actividad Ferroquelatasa en funcién del tiempo de incubacién y/6
de preincubacion. ..., oiviiiiiieiniiineeennnns Ceetr e enee s e
Fig. 45: Curva de pH............... et e ieee ettt et
Fig. 46: Efecto "in vivo" del HCB sobre la actividad Ferroquelatasa...,..
Fig. 47: Actividad Ferroquelatasa frente a Mesoporfirina.................
Fig. 48: Estabilidad al calentamiento de la Ferroquelatasa de ratas nor-
males e intoxicadas con HOB......ooiiienininninrenenenennnennens

Fig. 49: Determinacion de Km respecto de Fe++ .......................... ..

170.

173.
175.
177.
180.

182.
184.
184.
184.

186.
189.
191.
193.
196.
199.

201.
203.

209.

211,

214.

216.

216.
219,



Fig. 50: Efecto de 1 hemo.........o0eev... Ch e e et et ettt es 222.

Tabla XIX: Efecto "in vitro" del HCB, PCF y porfirinas...........cvvvun... 224,
Fig. 51: Efecto de la filtracidn por Sephadex G-25.......cciiirenrenennns 226.
Tabla XX: Efecto de preparaciones desproteinizadas por calentamiento so-

bre 1a actividad Ferroquelatasa del higado normal................ 228.
Tabla XXI: Actividad Ferroquelatasa normal en presencia de una preparacidn

proveniente de ratas porfiricas........cco.v.. e rede e oo 231,
Tabla XXII: Investigacion sobre la existencia de cofactores......v.eeveves 233.
Tabla XXIII: Distribucién submitocondrial de la Ferroquelatasa............ 236.

Fig. 52: Actividad PCL de eritrocitos humanos en funcién de la concentra-

cién de Uro'gen I11.....cevuvnnn... e s 240,
Fig. 53: Actividad PCL en eritrocitos de controles normales y pacientes

CON PCTueereninnnenannns Ceen e e 240.



INTRODUCCION,

PORFIRINAS.

- Generalidades.

Las porfirinas son compuestos tetrapirrélicos fundamentales
para todos los organismos vivos, tanto animales como vegetales,
salvo para algunas bacterias estrictamente anaerdbicas y el lacto-
bacilli, que obtienen energfa por fermentacién de compuestos orga~
nicos;

En los restantes organismos son constituyentes de las hemo-
protefnas, protefnas conjugadas cuyo grupo prostético es el hemo
e incluyen una serie de compuestos que cumplen funciones importan-
t{simas en la célula. As{ podemos citar: la hemoglobina, relaciona-
da al transporte de oxigeno; los citocromos, que son agentes de
transferencia de electrones y varias enzimas, tales como catala-
sas y peroxidasas. En todos estos casos la protefna incolora (que
es quien determina la actividad bioldgica especffica) estd ligada
a un compuesto hierroporfirina; Las porfirinas pueden estar también
ligadas a otros metales, siendo el ejemplo mds importante la cloro-
fila, derivado porfirfnico que contiene magnesio y es el agente

de captaciodn de energfa radiante y por ende de importancia vital,



Por otra parte se han hallado porfirinas derivadas de la
clorofila en el petrdleo, carbdn de piedra, aceites y asfaltos e
inclusive en excrementos fosilizados de cocodrilo, 1o que nos es-
tarfa indicando que los compuestos esenciales que funcionaban hace
millones de afios no difieren mayormente de aquellos que funcionan

en la actualidad.

- Estructura.

Ya en el afio 1871 Hoppe~Seyler (1) realizd los primeros es-—
tudios acerca de las porfirinas, pero recién en 1915, Hans Fischer
(2) logrd aislar dos porfirinas en forma cristalina (Copro y Uro);
De allf en mds se realizaron numerosos trabajos que llevaron a
poder dilucidar perfectamente la estructura de las mismas y actual-
mente se han sintetizado la mayorfa de las porfirinas naturales,
las cuales son derivados de una sustancia fundamental: la porfina
(fig. 1) que contiene cﬁatro anillos pirrdlicos ligados por cuatro
grupos =CH o metenos, puentes en un sistema en anillo con dobles
ligaduras conjugadas, lo cual le confiere gran egtabilidad.

La identificacidn de los 4tomos de C sobre el anillo
porfina presentada en la fig; 1 es la propuesta por Fischer. En

1960 la IUPAC (3) propusc un sistema diferente, el cual se ve en
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Fig? PORFINA. Formula desarrollada
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la fig. 2, sin embargo el sistema propuesto por Fischer es el més
utilizado y serd usado en el presente trabajo.

La porfina fu€ sintetizada por Fischer y Glein en 1935, el
compuesto no se ha encontrado en la naturaleza, Las porfirinas
que se han hallado en la naturaleza son todas compuestos en los
cuales los ocho £tomos de H numerados en los anillos pirrdlicos
de la porfirina estdn sustituifdos por cadenas laterales.

Cada nombre de porfirina de la tabla I representa un gran
grupo de sustancias ya que un considerable isomerismo es posible,

El ejemplo mds simple serian Etio, Copro o Uro, para los
cuales cuatro isdmerog son posibles en cada cago, Sin embargo
sdlo dos de ellos se encuentran en la naturaleza(tabla I) y estos
han sido designados como tipo I y III por Fischer, que fué tam-—
bién quien propuso la numeracidn romana que aparece en la fige 3
para designar los isdmeros de la Etio y también propuso que todas
las porfirinas se refirieran a ésta para asignarles su grupo
isomérico.

Cuando tres tipos de cadenas laterales estdn presentes, como
en el caso de la Proto (fig. 4) el mimero de isdmeros posibles
es 15. La Proto III es llamada comunmente Proto IX, porque fué

la novena porfirina list_ada por Fischer. Es 1la v¥nica fisiologica-
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Fig3 Estructura quimica de los cuatro isomeros de la

Etioporfirina.
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Fig.4 PROTOPORFIRINA

M=metilo = (-CHj3)
P=acido propiodnico = (-CHZ-CH2— COOH)

V= vinilo = (—CH=CH2 )



mente activa para dar hemoglobina; estd presente también en la
mioglobina y en los citocromOS;

Dfa a dfa se sigue investigando acerca de estos compuestos
dada la importancia vital de logs mismos y asi recientemente se
han descubierto una serie de porfirinas (fig; 5) aisladas de ma=-
mfferos, la primera de las cuales probablemente sea un intermedia-

rio normal del camino biosintético del hemo ( 6, 4, 5).

- Propiedades.

1.~ Las porfirinas poseen una estructura con un gran mimero
de enlaces conjugados, con alto grado de resonancia, por lo que
muestran un marcado espectro de absorcidn en el visible. Cada por-
firina posee un espectro caracterfstico de cuatro picos (*) mas
alto, llamado Soret, estd entre 400 - 410 nm y es el que permite
detectarlas aun en cantidades muy pequeﬁas; Por el contrario los
porfirinégenos s0lo presentan una banda en el infrarrojo a aproxi-
madamente 220 nm.

2.~ Al ser irradiadas con luz U.V. presentan fluorescencia
roja, mientras que 2l reducirlas a porfirindégenos, donde el sig-
tema de dobles ligaduras desaparece, pasan a ser incoloras y no
fluorescentes (propiedad que se utiliza para seguir el proceso de

(%) en el Visib]e,cuando estin esterificadas,y otro



reduccidn) no obstante conservan las propiedades quimicas, solubi-
lidad, etc, ya que los sustituyentes son iguales.

3.~ Los carboxilos permlten esterificar estos compuestos,
con 1o que se hacen mds solubles en medios orgdnicos. Por dichos
grupos son solubles en medio alcalino y por tener grupos nitrogena-
dos en el nudcleo son solubles en medio decido; esto trae como con-
secuencia un cardcter anfotérico y la existencia de un pH al cual

son facilmente precipitables: su pI que estd{ entre 3 - 4,5.

PORFIRINOGEROCS,

Si a lag porfirinas las hidrogenamos, obtendremos los por-
firindgenos (fig; 6), estos compuestos son los verdaderos interme-
diarios del camino biosintético del hemo. Son tetrapirril metanos
cfclicos, llamados también hexahidroporfirinas, por ser el produc-
to de la captacidn de seis dtomos de hidrdgeno por el anillo por-
firfnico; cuatro de los cuales van a los metenos y dos & los ni-
trdgenos de los anillos pirrdlicos (7);

Los primeros hallazgos de porfirinégenos en orina de pacien-
tes porfiricos han sido reportados por Fischer en 1937 (8); Mien-
tras que Rimington y Ziegler (9) observaron gran acumulacidn de

Uro'gen y Copro'gen en higado de animales porfiricos.
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Fig. 5 Porfirinas recientemente descubiertas

R Me
Me =) Me ad
Me Me Me
P P
Harderoporfirina R: CH=CH, isohard eroporfirina
'S 41fporfirina R: CH=CH COH “iso S 411'porfirina
Pemptoporfirina R: H

Dehidroisocoproporfirina  R: CH=CH,y CH-CO,H en

lugar del Me del anillo B (serie Isocopro-fig.184

Fig 6 Estructura general de los porfirindgenos
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Mauzerall y Granick (10) estudiaron la autooxidacidn de
estas sustanciags, hecho que es muy importante desde un punto de
vista prdctico ya que, por ejemplo, al analizar los productos
de decarboxilacidn del Uro'gen, conviene oxidarlos a 1las corres-
pondientes porfirinas, para poder analizarlos mediante distin=-
tos métodos que se basan en la fluorescencia que ellas presen=-
tan a la luz U.V. 0 en su espectro visible; De los citados es-
tudios llegaron a demostrar que, en soluciones neutras, la oxi-
dacidn sufre autocatdlisis y es estimulable por luz. Mientras
que GSH,2-mercaptoetilamina y SO3Na2 la inhiben. Por lo tanto
para mantener a los porfirinégenoa como tales conviene trabajar
en condiciones anaerdbicas, oscuridad y en presencia de un agen-
te inhibidor de la fotooxidacidn, tal como GSH, (que son las
condiciones en que se determina actividad decarboxilasa),

Por el contrario la reduccidn de porfirinas para dar por-
firindgenos ocurre en atmdsfera inerte y oscuridad, mediante la
intervencidn de agentes reductores tales como H2/P& (11, 12),

BH K o amalgama de sodio (7, 10, 12 - 15).
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BIOSIRTESIS DE PORFIRINAS.

- Esquema general.

En la fig. 7 estd 8s quematizado el camino biogintético del
hemo y se ha demostrado que es el mismo para todos 1lo3 seres vi-
vientes. Si bien se conocen todos sus pasos, aun quedan numerosos
interrogantes por resolver; Dada la importancia y amplitud de es=—~
te campo, diversos centros de investigacidén trabajan sobre el mis-
mo y veriodicamente aparecen actualizaciones sobre el tema (16—
18).

Shemin y col. propusieron en 1955 (19) un ciclo, llamado de
la glicocola-succinico o ciclo de Shemin, que permite interpretar
la formacidn de ALA a partir de glicocola y succinato ¥ que a su
vez estd relacionado con el ciclo de los dcidos tricarboxilicos,
como puede verse en la fig; 8;

El segundo piso es la condensacidn de dos moldculas de ALA,

para dar un monopirrol, el PBG (figz. 9):

8 COOH
40 COOH leH1
9 E{-IZ i CHZ
ﬁ;*3u
/C{4}CH
“ CH, N
o

Fig, 9. Estructura y numeracién del PBG.
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vy a continuacidn cuatro moléculas de PBG forman el anillo tetra-
pirrdlico de Urotgen, que en condiciones aerdbicas se transforman
en Uro,

Como se puntualiza en la pdgina 4 , la Uro presenta cuatro
isémeros posibles, pero sblo el I y el III se encuentran en la
naturaleza; estos son decarboxilados, con eliminacién de cuatro
noléculas de CO2 a partir de los restos acéticos de las posicio=-
nes l, 3, 5y 7y 1, 3, 5 y 8 respectivanente, segin un mecanis-
no que veremos mds adelante,

Se obtienen as{ los Copro'gen I y/o III, pero de ellos sblo
el III sufre descarboxila cidén oxidativa de dos de las cadenas la=
terales propidénicas de los anillos A y B para dar los grupos vi-
nilos presentes en el Proto'gen. Este por pérdida de seis dtomos
de H del anillo tetrapirrélico, pasa a Proto IX, la cual se une

al Fe | para dar el producto final HEZWNC.

- Succinil CoA Sintetasa,.

Estudios utilizendo ratones intoxicados con drogas porfiri-
nogénicas (20) han demostrado que la Succinil CoA Sintetasa (Suc.
CoiA=-S, succinato: CoA ligasa, ADP, Z.C. £,2.15)) juega un rol

directo en la sintesis de porfirinas y por ello se incluye en es-
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te andlisis del camino metabdlico del hemo.
Se ha propuesto gque actda segin el mecanismo que aparece
en el siaguiente esauema, utilizando un nucledétido trifosfato como

cofactor (21, 22),

oy -P -
B N;g,Mg E.P CoA 3 - 4§gpc. E -Suci?.>E-SucCoA<~:'E
NDP -CoA -CoA Pi SucCoA

Trabajos mds recientes proponen la existencia de diferen-
tes caminos, involucrando reaccionss alternativas, catalizadas

por la misma enzima (23, 24),

E
CoA
E<CoA
E
ATP *
ADP hidr. :
AN
+P v
E Mo
Suc.,hidroxamato

P
i
~CoA <—L> E-CoA

)
CoA Suc |
ATP ‘\\<<;\\;;
E 4%’ E=P ﬁ-Suc . CoA«-T—bE
‘\ - -
S CoA -

NS ~5 - Suc,CoA

IN
| “aSuc.P

-
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~ Formacidn de §ALA,

El primer paso ya dentro del camino biosintético del hemo en
sf, es la formacidn del dcido damino lewilico ( & ALA) catalizado
por le  Samino lewvilico sintetasa ( ALA-S; E.C.2,.3.1.37.) por
consiguiente €sta es la primer enzima del camino y ha sido demos-
trado (en higado de mamfferos y de aves) que es la enzima que li-
mita la velocidad del mismo (25 - 28);

Esta enzima ha sido encontrada tanto en mitocondrias( 29 -
32) como en citoplasma ( 31, 33) aunque esta Yltima sdlo en muy
baja concentracién, razdn por la cual para su estudio se hizo ne-
cesario activar el sistema, para ello en general se usa la aceidn
de drogas porfirinogénica tales como AIA y DDC (29, 31 - 35) bajo
estas condiciones se acumula ALA-S citoplasmdtica ¥y hay autores
que postulan que el ALA-S citoplasmdtica acumulada es un precur-
sor en trdnsito hacia la matriz mitocondrial (36).

La formacidn de GSALA es un paso clave en el camino bio-
gintético del hemo y como tal estd estrictamente regulado por el
producto final del mismo, la hemina, que actda tanto a nivel de
inhibicidn (29, 37) como de represidn (38 - 41);

La ALA-S es inducida por diversas drogas (31-35, 41, 42)

como asi tambidn se encuentra elevado su nivel en todos los casos
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de porfiria tanto humana como experimental.,

En 1976 Whiting y Granick (34 ) lograron purificarla hasta
banda unica en gel de poliacrilamida y basdndose en estudios de P.M.
llegaron a la conclusidn de que se tratarfa de un dimero. Trabajos
mds recientes sobre purificacidén y mecanismo (35; 43, 44) apoyan
esta hipétesis;

Al menos dos mecanismos pueden considerarse para la formacidn
de SALA desde glicina y suc. Cod (fig; 10); En el mecanismo I se
forma primero una base de Schiff (IV) entre la glicina y el fosfa-
to de piridoxal (PPy) por decarboxilacidn da un carbanidn (V) el
cual se condemsaria con suc; CoA con retencidn de los dos H del 02
y finalmente por hidrdlisis darfa’ ¢ ALA,

En el mecanismo II la pdrdida de un H' desde ol 02 da otro
carbanién (VII) el cual reacciona ocon suc; CoA para dar la base de
Schiff del deido o -amino B —oxoadfpico y PPy. El ultimo interme=-
diario puede llegar a §ALA por dos caminos distintos VIII—IX
u VIII — X,

Zaman y col. (45) analizando la quiralidad de los productos
formados a partir de glicina estereocespecificamente marcada con

tritio llegaron a dilucidar el verdadero camino.

Para ello incuban glicina [é R - 3H] é [é S - 3H] con FPy
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Fig.10 Mecanismo de formacidn de & ALA desde glicina v

succinil-CoA.
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en el medio apropiado para la sintesis de SALA y ALA-S purifica-
da de Rhodopseudomonas spheroides; E1 producto fue reducido con

borohidruro de sodio, aislado por cromatograffa, tratado con meta-
pericdato de sodio y el formaldehido fue separado como el derivado

dimedona correspondiente, segin la sigulente serie de reacciones.

co_H coH _ CoH
ATA-S | NaBH, | 10, |
G1i (cH,), ——% (CH_.), — % (CH,)
77—’. 22 2’2 2’2
PPY o oo clz.—.o clmon c|:=o . )
CH_NH CH_NH cH_ <NE 2, H—¢” + dimedona
2" 2 o™y g

\

derivado dimedona
del formaldehido.

Y encontraron que cuando incubaban Gli [é R - 33]39 perdfa
um 97% de 1la marca, mientras que con Gli [? S - 3H] se conservaba
la marcacidn total; por consiguiente el SALA ge produce por pérdi-
da de un solo H, el de la posicidn pro-R; con lo que quedar{a deg=-
cartado el mecanismo I;

Paltarfa dilucidar el mecanismo a seguir despuéds del GNHZ— 8
cetoadfpice unido al PPy; A raiz de la inestabilidad del GALA;

particularmente respecto a los dtomos de H de la posicidn 5, el

CALA mismo no sirve para estudios estereoquimices; por ello Abboud



y col. (46) desarrollaron un sistema por el cual el §ALA apenas
ge forma se convierte en PBG; pasando asf los dtomos en cuestidn
a ocupar una posicidn estable; El PBG se acetila, oxida y final-
mente hidroliza dando como producto final glicina. Estudiando la
estereoquimica de este compuesto llegaron a la conclusidn de que
el dtomo de H pro S de la glicina es retenido y ocupa la configura-
c¢idn pro S en la posicidn 5 del 6ALA mientras el pro R es removi-

do con lo que queda descartado el paso VIII — X,

- Conversidn de S ALA en PEG.

Este paso estd catalizado por la enzima §ALA-dehidrasa
( SALA-D; EC 4, 2. 1. 24). En Rps, sphaeroides se ha demostrado

que es una enzima alostérica (47) que presenta cindtica normal em

+
4

formada por subunidades de PM 100,000 y 130.000, Mjentras que la

presencia de lones K', Bb' § NH'. Tiene un FM de 250,000 y estd
enzima proveniente de higado bovino tieme un PN de 285.000 y estd
compuesta por 8 subunidades de PM 35.000 (48, 43), lo cual al mi~
croscopio electrdnico se visualiza como 1ldbulos discretos ubicados
en las cuatro esquinas de un cuadrado;la apariencia de la enzima
al microscopio electrdnico puede concordar con la existencia de 8

subunidades si se postula que las 8 subunidades estdn acomodadas



en las esquinas de un cubo, es decir con una simetria diddrica(50).
Aparentemente sélo 4 de las 8 subunidades tendrian poder catalfti-
co, reaccionando con el sustrato a través del grupo ¢ -amino de un
resto de 1lisina (51). Otro grupe esencial serfa un sulfhidrilo, del
cual depende en gran medida la actividad enzimdtica (52); dicho gru-
po pertenecerfa a un resto cistefna y participarfa en la catdlisis
4dcido-base requeridas para las secuencias de protonacidn - deproto-
nacién enzimfticas involucradas en la sintesis del PBG;

Durante las modificaciones quimicas de grupos funcionales de
ATA-D Tgukamoto y col; (53) encontraron evidencias de que restos
histidina podfan estar involucrados como otro grupo funcional y asf
lo demostraron por ensayos de fotooxidacidn y tratamiento con dietil-
pirocarbonato.

La estructura minima activa serfa un dfmero (54)  En cuanto
al mecanismo (fig. 11), aquf también se forme una base de Schiff
intermediaria, entre la enzima y el sustrato(¢8,5i)Luego se produ-
ce un ataque nucleofflico, por el anidn intermediario sobre el dto-
mo de C carbonilico de la moldcula de SALA, Se forma asf un aldol,
dste pierde agua y el grupo amino libre desplaza al grupo amino de
la enzima, dando PBG, La afinidad del sustrato por la enzima depen-

de de 1la facilidad para dar la base de Schiff y también de la for-
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Fig 11 Mecanismo de accién de ALA-dehidrasa (ALA-D)
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macién de wna unidn idnica entre el grupo carboxile del sustrato

Y una carga positiva sobre la enzima a una distancia particular.'

- Modo de accidn del gigtema PBG-asg.

La biosf{ntesis del Uro'gen III se produce a través de una
reaccidn catalizada por el complejo enzimdtico PBG-deaminasa
(PBG~D) ~ DUro'‘gen III Cosintetasa I (Porfobilinogenasa,PBG-asa)
(55); para ello en alguna etapa se debe romper uno o mds de uno

de los grupos metileno del C ., de las cuatro moléculas de PBG que

1
lo forman; en los reordenamientos posibles los cuatro puentes me=—
tilénicog (C~ 0 = B = ¥ y = 8 ) difieren en su origen respecto
a la posicidn previa en la molécula de PBG; Biosintetisando Urot
gen III con (2, 11 - L3¢y PBG, se determind que sdlo el puente
C- ¥ provenfa de un reordenamiento (55- 57) en tanto que en la
bios{ntesis de Uro'gen I catalizada por PBG-D ninguno sufrfa reor-
denamiento (58).

Se han realizado numerosos trabajos para determinar a qué
nivel se produce el reordenamiento. Carpenter y Scott por una
parte y Battersby y McDonald por otra, llegaron & la conclusidn

de que no es a nivel de monopirrol (56, 57); mientras que el gru-

po de Frydman (59-62) es coincidente con el de Batterby en que
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tanto el dipirrol III como el IV (fig. 12) no son incorporados,
pero difieren en 10 que respectaa los dipirrilmetanos I y II., El1
grupo de Prydman (59) llegd a la conclusidn de que I es sdlo in-
corporado en Uro'gen I por la PBG-D y no por el sigtema PBG-asa,
que incorpora el II, mientras que el grupo de Battersby encontrd
que también incorpora el I; En base a esto, los Frydman, al igual
que Cookson y Rimington (63) y Bullock y col (64) sugieren que el
reordenamiento se produce a nivel de formacidn del dipirril metano,
mientras que Battersby sugiere que se produce a—*posteriori" por
un mecanismo semejante 2l de la "espiro hipdtesis" de Matheuson y
Corwin (65) (fig. 13 a);

Trabajos posteriores de Battersby y col; han demostrado gque
el bilano b-I (fig; 13 b) resultd ser el mejor sustrato para el
sistema PBG-asa, frente a todos los otros probados (66); Mds re-
cientemente el grupo de Scott(67) encontrd, por estudios de incor-
poracidén de PBG 130, usando NMR, la existencia de un intermediario

del tipo a que denomind pre=Uro'sen y que espontaneamente se con-

vierte en Uro'gen I, mientras que por accidén de la isomerasa da el
Uro*gen III; de ello sugieren que el precursor del pre-Uro'gen

seria un bilano del tipo b.
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Fig 12 Dipirrilmetanos isomeros
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Fig 13 Mecanismo de los Ultimos pasos en la formacion de Uro’ gen III
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- Porfirindgeno Carboxi-liasa (PCL).
a) Generalidades;
La porfirindgeno carboxi-liasa (68), llamada también Uro-
porfirindgeno decarboxilasa o Uro'gen decarboxilasa, cataliza

la reaccion total:

Urotgen » Copro'gen + 4 CO

2

Ha sido estudiada en:reticulocitos de conejos (10),
Rhodopseudomonas spheroides(13), eritrocitos de pollo(6,68-71)
hfgado de ratas normales (70,72,73) e intoxicadas con HCB(74-
76), células rojas humanas (77, 78) y de conejos normales e in-
toxicados con Pb(79, 80), hfgado de cerdo(81), en hojas de ta-
baco (82) en bazo de ratdn (83),

La enzima ha sido parcialmente purificada y alguna de sus

propiedades estudiadas. Asi{ Mauzerall y Granick (10) encon-

traron que se inactiva en ausencia de GSH y en presencia de
metales pesados, iodoacetamida, PCMB u oxfgeno; sufre inhibi-

6 M y el pH dptimo

cidn por sustrato, el K aparente es 5 x 10
6,8,
Por su parte Hoare y Heath (13) comprobaron también la

inactivacidn por metales pesados e inhibicidn por productos

de reoxidaeidn parcial de los porfirindgenos.,
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b) Caracter{sticas de la reaccidn enzimdtica.

Tomio y col. (68) lograron purificar 220 veces la enzi-
ma droveniente de eritrocitos de pollo, obteniendo homogenei-
dad en gel de poliacrilamida; Con esta preparéci6n encontraron
que la enzima era 14bil al calentamiento, sufria inhibicidn por
sales de Na y aumentaba su actividad con EDTA, GSH y extracto
calentado de higado de rata; encontrando ademds que la remo-
cidn del segundo carboxilo es mds susceptible que la del pri-
mero, a la mayorfa de los agentes fisicos y quimicos probados,
siendo su velocidad de decarboxilacidn menor que la del primero.

Con estos antecedentes y teniendo en cuenta la relativa-
mente alta acumulacidn de Firia observada "in vivo" e "in vitro",
frente a pequefias y constantes cantidades de Penta y Hexa, su-
gieren dos etapas metabdlicos en el mecanismo de decarboxi-
lacidn, a saber:

V1 V2

—_— ~—
8~-COOH—— 7-COOH —» —» » 4-COOH

Esta hipdtesis fué confirmada por los trabajos de Garcia

y c0l.(71) que midieron v, y V,» cOTTeborando que v, > V, ¥

1

ademds graficando lg v, = f (1/t © K) obtuvieron una constan-
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te, que, si bien no puede ser considerada igual a la energia
de activacidn, representa una relacidn no conocida pero que
involucra principalmente las constantes de velocidad de los
distintos pasog y el hecho de que para dichas constantes se
cumpla que E

1

la primer decarboxilaciodn.

< E2, podrfa implicar una mayor velocidad para

También encontraron que la decarboxilacidn del Uro'gen

III es llevade a cabo aun a 0°C; gsiendo Firia el iunico produc-
to acumulado, no detectando otros productos de decarboxilacidn.
Similares resultados obtuvieron a 25°C, usando tiempos de in-
cubacidn mds cortos (10-15 min.). Si bien dos etapas metabd-
licos estarian involucrados en la reaccién total, teniendo en
cuenta que el grado de purificacidn y el rendimiento son aproxi-
madamente iguales para ambas etapas, se sugirid que una sola
enzima con funcidn catalftica miltiple serfa la responsable
de la reaccidn total (68) y el comportamiento de esta proteina
frente a agentes tales como calentamiento y 01Na; que afectan
en muy distinto grado a ambas etapas, podrfa estar de acuerdo
con la existencia de al menos dos sitios catalfticos distintos.

Por su parte Aragonds y col. (70) realizaron un estudio

comparativo de las propiedades de la enzima proveniente de






































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































