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ABREVIATURAS.

Uro: uroporfirina.

Fíría: firiaporfírina.

Hexa: hexaporfirina.

Penta: pentaporfirina.

Copro: coproporfirina.

Proto: protoporfirina.

Uro'gen: uroporfirinógeno.

Penta'gen: pentaporfirínógeno,

Copro'gen: coproporfirinógeno.

Proto'gen: protoporfirinógeno.

Isocopro'gen: isocoproporfirinógeno.

Dehidroisocopro'gen: dehidroisocoproporfirinógeno.

ALA:ácido deïta amino levüïico.

PBG:perfobíïinógeno.

Succinil CoA: succiniï-coenzima A,

ALA-S: ALA-sintetasa.

ALA-D: ALA-dehidrasa.

PBG-asa: porfobiïinogenasa.

PBG-D:porfobiïinógeno-deaminasa.

Uro-CoS:uroporfírinógeno cosintetasa.

Uro-D: uroporfírinógeno decarboxilasa,

Copro—D:coproporfirinógeno decarboxi1asa.

Proto-O: protoporfírinógeno-oxidasa.



Hemo-O: hemo-oxigenasa.

HCB: hexacïorobenceno.

PCF: pentaclorofeno].

FB: fenobarbíta].

TCH:tetraclorohidroquinona.

PCTF:pentaclorotiofenoï.

TCTF:tetracïorotiofeno].

PCTA:pentacïorotioanisol.

TCTA:tetracïorotioanisol,

TCdi-TA:tetracïoroditioanisoï.

TCF: tetraclorofeno].

PCB: pentacïorobenceno,

TCB: tetracïorobenceno.

PCTA-O:pentacïorotioanisoï suïfóxído.

PCTA-OZ:pentacïorotioaniso] sulfona.

AIA: aïiï isopropi] acetamida,

TCDD:2, 3, 7, 8-tetrac10rodibenzo-p-díoxina.

DDC:3, 5 dietoxicarboniï-l, 4 dihidrocoïidina.

DF: desferríoxamina.

EDTA:ácido etiïendiamino tetráacético,

GSH:glutatíon.

CySH:cisteïna.

SDS: dodeciï sulfato de sodio.

DMSO:dimetiïsuïfóxido.

TCA:ácido tricïoroacético.



PM: peso moïecuïar.

PCT: porfiria cutánea tarda.

Me: -CH3.

Et: -CH2-CH3.

A: -CH2-C00H.

P: -(CH2)2C02H

V: -CH = CH2
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I. BIOSINTESIS DE HEMO.

En 1a Fig. 1 se ven ios pasos que 11evan a 1a biosintesis de hemo.

En e] primer paso, se combina giicina y succiniiacoenzima A (Succinii

CoA), en iavmitocondria, para fonmar ácido deita amino 1evü1ico (ALA). La

sinteSis de ALAescah anda por ALAvsintetasa (ALAaS). La enzima citopias

mática, ALAedehidrasa (ALA-D)cataiiza 1a condensación de 2 moiécuias de

ALA,formandoe] monopirro] porfobiiinógeno (PBG). La sintesis de] primer

tetrapirro] de este camino requiere 1a acción de 2 enzimas: uroporfirinó

geno I sintetasa, 11amadatambién porfobi]inógeno-deaminasa (PBG-D); y uro

porfirinógeno III cosintetasa, 11amadatambién uroporfirinógeno isomerasa

(Uro-CoS) 1as cuaies utiïizan 4 moiéculas de PBGcomo sustrato; PBG-D, en

ausencia de UroaCoSpuede sintetizar sóio e] isómero uroporfirinógeno I

(Uro'gen I) e] cua] no es utiiizado para 1a formación de hemo. En e] cito

plasma las cuatro cadenas de ácido acético de] Uro'gen III son secuencia]

mente decarboxiiadas por 1a enzima uroporfirinógeno decarboxiiasa (Uro-D)

dando coproporfirinógeno (Copro'gen). La formación enzimática de ios gru

pos viniio de protoporfirinógeno IX (Proto'gen IX) ocurre por 1a modifi

cación de 2 de Ios cuatro sustituyentes propiónicos de] copro'gen III. en

1a mitocondria, Esta reacción es cataiizada por 1a enzima coproporfirinó

geno decarboxiiasa (Copro-D). La protoporfirina IX (Proto IX) se forma

por deshidrogenación de] Proto'gen IX camhzad¿_por1a enzima protoporfiri

nógeno oxidasa (Proto 0).

La producción de hemo se reaiiza mediado por 1a enzima mitocondria]
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ferroquelatasa la cual inserta hierro (Fe+2) en el anillo de Proto IX

para formar hemo.

1.1. Formación de ALA.

I.1.a. Mecanismo de acción de ALA*S.

Las primeras evidencias de que una molécula compleja como

la Proto IX puede ser sintetizada a partir de moléculas pequeñas

se obtuvo al demostrarse la incorporación en hemode glicinaale,

suministrado a ratas y humanos(l).

El primer compuesto estable formado en la biosintesis de

hemoes ALA(1, 2). Este compuesto es sintetizado enzimáticamen

te por la acción de ALA-S,la enzima limitante de la velocidad de

este camino. Utiliza glicina y succinil CoAcomosustratos (3’5)

y presenta un requerimiento de fosfato de piridoxal comocofactor

(6, 7). En la reacción se prodUce además de ALA, C02 y coenzima A.

Se ha propuesto un mecanismo de reacción (8) segün el cual

se formaria primero un carbanión estable a partir de glicina y

fosfato de piridoxal, el que reaccionaria con el átomo de carboq

no electrofilico del carbonilo de la SuccinileCoApara producir

ácido azamino e-cetoadipico, y luego perdiendo C02 llegaría a

ALA. El problema es dondw si el ácido deamino Becetoadipico

se forma y descarboxila unido a la enzima o lo hace libre en

solución, pero además si es o no un intermediario real, puesto que

es posible que la condensación y la descarboxilación ocurran al



mismo tiempo (Fig. 2).

En base a1 conocimiento actua] de las reacciones de trans

formación de aminoácido en ias cuales participa e] fosfato de-piri

doxa], se pueden postular dos tipos de mecanismos para 1a biosinte

sis de ALAa partir de giicina y Succinil-CoA (Fig. 3 y Fig. 4).

En ambos, se fonnaria a] principio una base de Schiff entre 1a en

zima unida a1 fosfato de piridoxa] y 1a glicina [2) (Fig. 3 y

Fig. 4). Esta unión aitera las propiedades de ios grupos C-H y -COOH

de 1a glicina, iabiiizando uniones que son muyestabies en e] ami

noácido primitivo-como consecuencia de 1a atracción de eiectro

nes por el nücieo piridinico. Se supone que en reacciones depenv

dientes de fosfato de piridoxai 1a propiedad de atracción de e1ecv

trones puede verse exaitada por 1a presencia. en e] sitio activo

de 1a enzima. de un grupo capaz de protonar a1 N de 1a piridina,

como se muestra en [2] (Fig. 3 y Fig. 4). En el mecanismo.1 se ha

postuiado que una reacción de decarboxiiación formaria e] carbae

nión [4] (Fig. 3), e] que se condensaria con SucciniiaCoA dando

una de base deSchiff de ALAencadenado a 1a enzima unida

a1 fosfato de piridoxa] [5] (Fig. 3) complejo que por hidrólisis

produciría ALAiibre (Fig, 3),

En e] mecanismo 2 (Fig. 4) e] primer paso seria 1a eiiminae

ción de un protón para dar otro tipo de carbanión [7va 3] (Fig.4)

ei que reaccionaria con succiniieCoA quedando ios seis átomos de

ios sustratos encadenados a1 compïejo enzima-fosfato de oiridoxa]
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comoácido avamino chetoadipico [9] (Fig. 4). Ahora habria

dos alternativas para la fonnación de ALA:en una (mecanismo 2a)

ocurriria una descarboxilacidn,por la presencia de un grupo beta

carbonilo, resultando un complejo enzima-fosfato de piridoxal-ALA

[5] (Fig. 4) el que por hidrólisis produciria ALAlibre. La otra

alternativa involucra la hidrólisis del intermediario [9] (Fig. 4)

liberando ácido avamino secetoadipico, que se descarboxilaria

no enzimáticamente produciendo ALA.

Para detenninar el verdadero mecanismo de la reacción de

ALAwsse prepararon glicinas marcadas estereoespecificamente con

tritio (9, 10).

Con estos experimentos se pudo detenninar que la formación

de ALAdebe ser a través del mecanismo 2 a.

I.1,b;\Propiedades bioquímicas de ALAes,

La enzima ALAvSha podido ser detectada en numerosas célu

las animales, vegetales y bacterias asi entre otros en eritrocitos

de aves normales (11), en bacterias fotosintéticas (4, lZ-l4),en

reticulocitos humanos(15) en mitocondrias de glándula de Harder

de ratas normales (16). en extractos de callos de semillas de

soja (17) y en homogenatos de higados de ratas normales y porfis

ricas (18), Se estudió la enzima proveniente de varios sistemas

y se infOrmó que la ALA-Sera mitocondrial (19122)_pero luego

se la encontró también en el citosol (22, 23-26),



La enzima citopiasmática ALA-Sfué purificada parcialmente

por Scholnik y co]. (25). Esta enzima requiere cationes monovaien

tes o divaientes para su máximaactividad (25) y exhibe vaiores de

Kmaparente para giicina, Succinii-CoA y fosfato de piridoxai de

2 5 y 3 x 10'6 M respectivamente. No se puede me?1 x 10' , 7 x 10*

dir actividad cuando se reemplaza glicina por a1anina o serina en

e] medio de incubación.

La enzima posee también especificidad pOr SucciniiwCoA;

reempiazando esta por pr0pioni1-coenzima A se forma aminoacetona

a una veiocidad menor que e] 1% respecto a su sustrato nonna1(25).

Se informaron distintos pesos moiecuiares (PM) para 1a enzima cito

sóiica de higado de rata, Asi se encontró (25) un PMde 300.000 en

presencia de CiNay 500.000 en ausencia de esta sa]. por experimen

tos con gradientes de densidad en sacarosa.

Hayashi y co]. (21) y Maicom y co]. (22) determinaron un PM

de 178.000 y Nakakuki y co]. (27) determinaron un PMde 70.000 por

fiitración en ge]. Estos últimos autores (27) informan para 1a miSe

ma enzima un PMde 110,000 cuando 10 determinan por centrifugación

en gradiente de Sacarosa, coincidiendo con e] PMdeterminado de 1a

misma forma por Ohashi y co]. (28).

Hayashi y co], (21) encontraron que 1a ALA=Smitocondria]

de higado de rata tiene un PMde 113.000 mientras que Maicomy co],

(22) detenninaron para 1a misma un PMde 77,000 por fi1tración en

ge].



En estudios recientes (28, 29) se determinó que ia ALA-S

citosóiica (28) y mitocondria] (29) respectivamente era un di

mero fonnado por monómeros de PM51.000 según Ohashi y co]. (28)

y de 58.000 segün Simpson y co]. (29). Los mismos autores infor

man que e] dimero tiene un PMde 110.000 (28) v de 118.000 (29).

Estos resuitados indicarian que e] PMde] componente proteico ca

taliticamente activo (28) de 1a ALA—Scitosóiica es aparentemen

te e] mismo que e] de 1a ALA-Smitocondria] y de que 1a forma di

mérica de 1a proteina está compuesta por 2 subunidades idénticas.

Tanto 1a ALA-Scitosóiica como1a mitocondria] están constituidas

por compiejos de aito PM(29).

Estos compiejos están formados por proteinas cataïiticamen

te activas y por otras cataiiticamente inactivas (28), formandose

agregados entre dichas proteinas (22, 30).

Jamauchi y co]. (31) indujeron ALAeSen higado de ratas por

administración de aii] isopropi] acetamida (AIA)y reaiizaron es

tudios cinéticos sobre 1a transferencia de ALAeSde] citoso] a

1a mitocondria, Conciuyen que 1a ALAeS1a cua] se acumuïa en 1a

fracción citosóïica de] higado por inducción, es un precursor en

tránsito a 1a mitocondria (22, 26, 27, 31) y de que 1a hemina

inhibe 1a transiocación intraceiuiar de ALA-S.Se determinó (27)

que 1a enzima citosóiica y mitocondriai son inmunológicamente

idénticas 10 cua] avaiaria 1a hipótesis de que 1a ALAeSes tras‘

10cada de] citoso] a 1a mitocondria.
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Se purificó de mitocondria de higado de rata una proteina ca

paz de activar la ALA-Smitocondrial (29). El activador fue purifi

cado 6250 veces y se determinó que es homogéneo por su migración

comobanda única tanto en electroforesis en gel de poliacrilamida

en presencia y ausencia de dodecil sulfato de sodio (SDS) como en

geles de isoelectroenfoque. Se determinó que el PMdel activador es

54.000 por electroforesis en57.000 por cromatografía en gel y

gel con SDS (29).

Es posible (29) que el activador sea una de las proteinas ca

taliticamente inactivas asociadas a la ALAeSen el citosol y que su

modo de acción sea el de formación de agregados de alto PMde ALA-S

a partir de monómeroscataliticos.

Regulación de la actividad de ALAss,

Estudios de Granick y col, (32) proveen evidencias de que el

hemoestá involucrado en la regulación por feedback negativo de ALA

S hepática. Estos efectos fueron documentados previamente en bactee

rias, Se propusieron 3 modosdiferentes de regulación por feedback:

(l) inhibición por feedback de ALAeSpor hemo; (2) represión por

feedback de la sintesis de ALA=Spor hemo; y (3) inhibición por hemo

de la transferencia de la ALA=Scitosólica soluble a la mitocondria,

La inhibición de la actividad de ALAeSpOr hemo fué demostra
4 5

da con concentraciones de hemo entre 101 My 10e M. En homogenatos

de higado entero no se encontró inhibición (32) pero esto no exclue
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ye 1a posibilidad de una yuxtaposición de 1a primera y 1a üitima en

zima de 1a sintesis de hemo (ALA-Sy ferroqueïatasa) en 1a mitocon

dria. Concentraciones Iocaies de hemoformado endógenamente pueden

ilegar a niveles suficientemente a1tos para ejercer un efecto inhi

bitorio sobre ALA95.

Experimentos de Sinciair y Granick (33) en cu1tivos de cé1u1as

sugieren que 1a represión por feedback de 1a ALA-Spuede ocurrir a

'7 y 10"8 M,concentraciones de hemo tan bajas como 10

E1 contro] por represión enzimática (34) permite una regula

ción económica de los pasos metabólicos debido a que es innecesaria

formación de nueva proteina. De acuerdo a1 modeio de Yacob y Monod

(32) propuesto sobre 1a base de estudios sobre bacterias, 1a moié

cu1a de hemopuede reaccionar con una sustancia aporepresora para

fonnar un represor.
HEMOPROTEINAS

l- _ _ _ ._ _ _. _ _ _ .. _ _—Aporepresor + HEMO
i Fe

Succ. CoA ALÁ
>—T'¿i ALA-9 PBG——>URO'GEN—> COPRO'GEN—> PROTO

Gïicina ‘ .

E1 represor impide 1a sintesis de] mensajero RNAque codifi

ca a 1a ALA-S.

Kurashima y co]. (35) proponen de que e] hemo puede interfe

rir con 1a transferencia de nueva enzima sintetizada, de ios p01i—

ribosomas a 1a mitocondria
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1.2. Biosintesis de PBG.

La enzima ALA-Dcataliza 1a condensación de 2 moies de ALA

para dar e] pirroi PBG(Fig. 5). Esta enzima citosóiica fué puri

ficada de un gran número de fuentes (36-38). ALA-Des una enzima

suïfhidrïiica y es sensibie a reactivos tióiicos y a metales pesa

dos (39-41). Los inhibidores de grupos suifhidriios comoiodoaceta

mida y p-cioromercuribenzoato tienen un efecto inhibitorio, e] cua]

puede ser obviado por 1a adición de giutation (GSH), B mercaptoeta

no], cisteina (CySH),ditiotreito] y otros activadores de 1a enzi

ma (39-41).

Se observó marcada inhibición de ALA-Dde distintas fuentes

de mamíferos con agentes queiantes como e] ácido eti1endiamino te

tracético (EDTA).Estudios con enzima purificada sugieren que e]

zinc es esencia] para 1a actividad enzimática. La purificación de

1a enzima y e] tratamiento con queiantes 11eva a una apoenzima li

bre de metaies 1a cua] puede ser activada por 1a adición de zinc

(42). ALA-Dtiene un PMde 280.000 y está compuesta de 6 u 8 sub

unidades simiiares (43-45). Soio cuatro de ias 8 subunidades reac

cionan con e] sustrato formando un compiejo base de Schiff con 1

mo] de ALA.

La ALA-Dhumana fué purificada 9.000 veces resultando ser

una proteina eiectroforéticamente e inmunoiógicamentepura (46).

E1 pH óptimo de 1a enzima es 6.6 y su Krnpara ALA 4.8 x 10'4 M.

E1 zinc es una porción de 1a moiécuia enzimática, e] cua] se pier
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de en parte por 1a purificación, su adición incrementa 1a actividad

enzimática. Las detenninaciones de PMy microsc0pia e1ectr6nica es

tán a favor de una estructura octamérica (46).

Nandi y Shenin (47) propusieron un mecanismo para 1a sintesis

de PBG, basándose en que 1a enzima posee un residuo de Iisina en e]

sitio activo,postu1ando 1a formación de una base de Schiff con 1a

moiécuïa de ALA,1a cua] formaría 1a cadena de ácido acético de] PBG

formándose una unión no covalente con 1a otra molécuia de ALA, 1a

cua] formaría 1a cadena de ácido propidnico (Fig. 6). Se encontró que

para 1a actividad enzimáticaegsenciai un residuo de histidina (48.

49).

Shemin y co], (48) propusieron un nuevo mecanismo para 1a sin

tesis de PBG, En este mecanismo (Fig. 7) postuïan que los grupos

sulfhidrilos de residuos cisteipicos ene] sitio activo de 1a enzima

pueden participar en 1a catáiisis ácidowbase necesaria para 105 reque.

rimientos de las secuencias de protonaciónedesprotonación. Cada grupo

(B' o BH) (anión tio1ato o tio] posiblemente) debe a1ternarse como

ácido y base durante 1a catáïisis.

;‘Eiosintgsis de Uro'gen III,

La enzima que cataiiza 1a fonnación de Uro'gen III, se conoce

con e] nombre de "Porfobiiinogenasa" (PBG-asa) compiejo formado por

PBG-Dy UroeCoS. Este compïejo se ha11a constituido por 10 menos por

2 actividades enzimáticas distintas, cuya caracteristica diferencia]
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más importante es su sensibiiidad a1 calor. La componente termoesta

bie es 1a PBG-Dque cataliza 1a conversión de PBGen Uro'gen I. Para

1a fonmación de Uro'gen III se necesita además de 1a componente ter

mo\¿b\\ que es 1a Uro-CoS (Fig. 8).

La PBG-asa ha sido purificada de eritrocitos de po110 (40),

de reticulocitos de conejo (40).de eritrocitos inmaduros(40),de eri

trocitos humanos(50).y de caiios de semi11a de soja (51);en todos

los casos se encuentra en 1a fracción soiuble de] citoplasma.

Se ha detenninado e] PMde 1a PBG-asa purificada de caiios de

semi11as de soja (51) que resuitó ser 22.000 Ï 2.200 y para 1a enzi

ma de eritrocitos de po110 (52) 110.000 Ï 11.000.

En e] caso de 1a enzima purificada de ca1105 de semi11a de so

ja y de eritrocitos de p0110,se pudieron desdob1ar y reconocer las

dos actividades de 1a enzima purificada (51, 52). En los otros casos

(40, 50) 1a enzima se comportó como una entidad proteica única, por

fraccionamiento e1ectroforético ya sea sobre ge] de a1mid6no sobre

ge] de poïiacrilamida.

E1 pH óptimo de 1a PBG-asa varia entre 7.2 y 8.1 según su

origen. Para 1a enzima purificada de eritrocitos de poiïo resultó

ser 7,4 (40) para 1a dereticuiocitos de conejo 7.8 (40), para 1a de

eritrocitos humanos8.1 (50) y para 1a de caïios de semi11a de soja

7.2 (51).

La enzima es activa tanto en anaerobiosis (40, 51, 52) como

en aerobiosis (40, 50, 52). La enzima es suifhidrïiica y se inac
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tiva por p-cioromercuribenzoato, mercurio, cobre y cadmio (40,52).

CySH, tiogiicoiato y GSHinhiben parciaimente 1a actividad enzimáti

ca (40), HONHy NH: inhiben ia enzima (52, 5?), y 1a inhibición se2

refleja sobre 1a producción de Uro'gen III

Ei sodio activa ia PBG-asa (50-51) y dismi

nuye 1a proporción de Uro'gen I, de un sistema que produce Uro'gen I

y III (50).

La producción de Uro'gen III requiere que e] compiejo deamina

sa-isomerasa sea capaz de romper 1a unión de uno o más de uno-de ios

grupos metiiénicos de 611 (Fig. 8) de ias 4 moiécuias de PBGque 10

formarán. Por lo tanto existirian, 24 caminos diferentes por ios

cuales 4 moiécuias de PBGpodrian formar Uro'gen III. En los 24 reor

denamientos posibies los 4 puentes metiiénicos en e] Uro'gen III

(C a; B ;I ,Y 6) (Fig. 9) difieren en su origen respecto a 1a po

sición previa de 1a moiécuia de PBG(54).

Por biosintesis de Uro'gen III con [2,11 - 13Cé] PBGse detere

minó que sóio e] puente C15 o sea e] puente metiiénico 3' provenía

de un reordenamiento,en tanto que en la biosintesis de Uro'gen I ca

taiizado por PBG-Dninguno sufría reordenamiento; se determinó que e]

reordenamiento no se producía a nive] de monopirroi (55). Para deter

minar si era a nive] de dipirroi se utiiizaron ios 4 posibles dipirrii

metanos I, II, III y IV (Fig. 10) en presencia de PBG, como sustrato

de] sistema deaminasa-isomerasa.

Se determinó que tanto ei dipirro] I como e] II no son incorpora
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dos pero hay discrepancias en cuanto a 1a incorporación de ios dipi

rrilmetanos III y IV (56-59).

Los trabajos de Fridman indican que e] dipirro] III es sólo in

corporado en Uro'gen I por PBG-Dy no por e] sistema deaminasa-isome

rasa que incorpora e] IV (57) sugiriendo que e] reordenamiento se pro

duce en 1a formación de] dipirriimetano, es decir a1 comienzo de 1a

biosintesis. Batterst (56) encontró 5610 incorporación de III en e]

Uro'gen por e] sistema deaminasa isomerasa sugiriendo que e] reorde

namiento se produciría a “posteriori”. Trabajos posteriores (60) de

mostraron que e] biiano Q (Fig.ll) resuitó e] mejor sustrato para e]

sistema deaminasa-isomerasa.

E1 grupo de Scott (61-63) encontró por estudios de resonancia

magnética nuciear (NMR13C)1a existencia de un intermediario que de

nominaron pre-Uro'gen, que se convertía espontáneamente en Uro'gen I

y 1uego en Uro'gen III. Estos autores (61-63) también sugieren que

e] precurSOr de] pre-Uro'gen seria un biiano de] tipo a o Q (Fig.

11).

Finalmente se ha sintetizado e] biiano a_(Fig, 11) teniendo

como sustituyente e] grupo OHe] cua] es sustrato de 1a isomerasa y

producto de 1a deaminasa (64).

De acuerdo con estos estudios (54, 64) se determinó que ias 3
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molécuias de PBGque forman ios aniiios A, B y C con 10s correspon

dientes C- 6 , C- a y C- B respectivamente son incorporadas to

das en 1a misma fonna, por unión del C-2 de una con e] C-11 de 1a

otra (Fig. 8).

La moiécuia de PBGque fonna e] ani110 D (54) de] Uro'gen III

presenta un reordenamiento e] cua] se observa en 1a marcación del

C- U (Fig. 8 y Fig. 9). Estos resuitados (54) se obtuvieron con es

pectros de resonancia magnética nuciear realizando las marcaciones
13

con C. Se determinaron señales idénticas (54) para ios C de los

puentes metilénicos a , B y 6 y una seña] distinta para e] Cy

(Fig. 9).

. Transformación de Uro'gen III en Copro'gen III.

E1 Uro'gen III se transforma en Copro'gen III por acción de]

sistema enzimático Uro-D, Esta enzima fué estudiada en eritrocitos

humanos (65, 66) en poiios (66-68), en higado de rata (69) en bazo

de ratón (70), en R. spheroides (71), en reticuiocitos de conejo

(72) y en Chioreiïa (73).

La estructura de 1as porfirinas aisiadas y purificadas de he

ces de ratas intoxicadas c0n HCB(74) indican de que 1a decarboxilación

de] Uro'gen 111 es un proceso que ocurre en 1a dirección de las

agujas de] reloj. Esta decarboxiiación parte de] ácido acético de]

ani110 Dy procede a 1a degradación secuencia] de los grupos acéti

cos de ios aniiios A, B y C (Fig, 9).
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Se determinó que el porfirinógeno heptacarboxilico "7 d" era

intermediario en la biosintesis (Fig. 12), siendo una vez oxidado idén

tico a la hnapcflnwna obtenidas de heces de ratas intoxicadas con hexa

clorobenceno (HCB). Demostraron luego que tiene la misma estructura

que las porfirinas heptacarboxïlicas excretadas por pacientes con por

firia sintomática. La estructura asignada a la porfirina pentacarboxi

lica " 5 a b d " está también de acuerdo con la formación de dehidro

isocoproporfirinógeno (Dehidroisocopro'gen) (Fig. 12 y Fig. 13).

La porfirina pentacarboxilica "5 a b d " se acumula en pacientes

con porfiria cutanea tarda (PCT)(75) y la transfonnación en Dehidro

isocopro'gen puede ocurrir por descarboxilación oxidativa de la cade

na de ácido propiónico de la posición 2 de la misma manera que la

conversión de Copro'gen III a Proto'gen IX. El dehidroisocopro'gen

puede potencialmente ser metabolizado a harderoporfirinógeno (Fig. 13)

y luego a hemo (76), En la transformación de Penta'gen a Dehidroiso

copro'gen (Fig. 12) intervendnala enzima Copro-Dy en la transfonna

ción de Dehidroisocopro'gen a Harderoporfirinógeno (Fig. 13) inter

vendrfila enzima Uro-D,

La dificultad para explicar esto es de que la Uro-Desuna enzi

ma citosólica mientras que la Copro-Des mitocondrial. Una posible

explicación para la formación de Dehidroisocopro'gen es que el daño

hepático en porfiria cutánea hepática y en intoxicación por HCBhace

accesible a la enzimamitocondrial al porfirinógeno pentacarboxílico

asi comoal Copro'gen III.
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Los mayores intermediarios en procesos metabólicos normales y

anormales son los porfirinógenos "7 d, 6 a d y 5 a b d" y el efecto

del HCBes simplementednmnwmla velocidad total de decarboxilación

(por reduccción de la actividad de la enzima Uro-D).

Conversión de Copro‘gen a Proto,

La biosintesis de Proto IX a partir de Copro'gen III ocurre en

2 pasos en el cual participan 2 enzimas distintas (77). En el primer

paso la Copro-Dcataliza la descarboxilación y deshidrogenación del

Copro'gen III a Proto'gen IX y en el segundo paso la Proto-O cataliza

la remoción de 6 hidrógenos del nücleo de Proto'gen IX (Fig. 14). Este

sistema enzimática es particulado y fué purificado por distintos in

vestigadores (78, 79).

La Copro-D (78) fué estudiada de mitocondria de higado de rata.

Se encontró que el punto isoeléctrico era alrededor de 5.0 y el peso

molecular de 80,000 Ï 8.000. El Kmaparente era 0.03 mMy el pH ópti

mo 7.4. La enzima se destruye por calentamiento (78). En presencia de

aire la conversión no depende de la presencia de un aceptor de H exó

geno o de otros cofactores. Bajo condiciones anaeróbicas tiene un re

querimiento absoluto de iones metálicos divalentes, ATPy L-metionina

(79). Se inhibe por altas concentraciones de sales, agentes quelantes

y reactivos sulfhidrilicos. La Copro-Destá ligeramente adherida a la

superficie (80) de una de las membranas, en el espacio intermembrana,

aunque no se puede excluir la localización de una pequeña porción den
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tro de 1a membrana.

La biosintesis de Proto IX a partir de Copro'gen III involucra

la conversión de ios restos de ácido propiónico de ias posiciones 2 y

4 en vinilos y su oxidación a porfirina (81). Se sabe que en cada gru

po de ácido propiónico e] mecanismo de fonnación de los viniios suce

de en forma esteroespecifica (81),

E1 proceso sigue un mecanismo de] tipo (77, 81)

(OH
H-b Por- CH- CH— C

I s
OH

P0r-—CH CH C0

0

La interpretación es consistente con proposiciones anteriores de

Sano (82) que proponia una hidroxilación seguida de una deshidratación

decarboxilativa, Consideraron que un compuesto hidroxiiado podria ser

e] precursor de 1a Proto IX sugiriendo que ambos propiónicos son con

vertidos en hidroxipropionato antes que en viniio. Se confirma e] pos

tu1ado de que 1a biosintesis de Proto IX a partir de Copro'gen III pro

cede por modificación de] sustituyente de] ácido propiónico de ia posi

ción 2 antes que de] de 1a posición 4 (77, 81), Las porfirinas tricar

boxilicas intermedias fueron caracterizadas de 1a giándula de Harder de

ratas (81, 83,16)

Se las denominóhardero e isohardero porfirinas (Fig. 13).

Se reaïizaron experimentos biosintéticos con hardero e isohare

deroporfirinógenos tritiados incubando ambossustratos con un siste

ma enzimatico de Euglena graciïis (83). Se determinó que e] isohar
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deroporfirinógeno no fué aceptado por e] sistema enzimático y se con

cluyó por 10 tanto que el propionato de 1a posición 2 es modificado

antes que e] de 1a posición 4 (83).

. Conversión de Proto IX a Hemo.

La introducción de hierro en 1a Proto IX está cataiizada por 1a

enzima ferroqueiatasa (Fig. 14). E1 hierro, a1 igual que otros metaies

de transición, puede ser incorporado en porfirinas en forma quimica.

Ha sido demostrada 1a incorporación quimica del hierro en porfirinas

parciaïmente reducidas (di y tetrahidroporfirinas) (84) pero no se ha

demostrado 1a incorporación a porfirinógenos. En medios bioïógicos,

no se ha encontrado incorporación a porfirinógenos ni a porfirinas

parcialmente reducidas (85). Estos hechos, junto con 1a existencia de

microorganismos que requieren Hemocomo factor de crecimiento, que no

+ y Proto IX a1 medio de cuïtivo (86)»11evapudo reempiazarse por Fe+

ron a 1a conclusión de que 1a formación de Hemoa partir de Proto IX,

"in vivo" era un proceso enzimática, en desacuerdo con suposiciones

para 1as cuaïes se producia sin intervención de ninguna enzima (38).

Dailey y col. (87) describieron una mutante de Spirillum itersonii

1a cuai carece de 1a actividad de ferroqueiatasa y requiere por 10

tanto de hemoexógeno para su crecimiento. Esto provee evidencias di

rectas de que 1a inserción de Fe++ a 1a Proto IX es un proceso enzi

mático . Porra en 1963 (86) demostró que los porfirinógenos no son

sustratos de 1a enzima, resuïtados ya mencionados por experiencias an

teriores (88).
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Se vió que 1a enzima de todos 105 sistemas estudiados, es sen

sibïe a1 aire. 10 cuaï se soluciona por e] agregado de agentes reduc

tores de grupos -SH. Estos son necesarios también para mantener redu

cido e] ión ferroso, que de 10 contrario seria oxidado por e] aire

(86).

La enzima es particuïada; y fué ha11ada en las mitocondrias de

distintos tipos de céïulas (89-92). Se estudió 1a especificidad de 1a

enzima respecto a ios sustratos y se vió que era activa con Proto IX,

Hematoporfirina, Deuteroporfirina y Mesoporfirina produciendo los res

pectivos compïejos "hierro porfirina" (89).

II. PORFIRIAS HUMANAS.

Las porfirias son desórdenes metabóiicos, 1a mayoria de naturaïeza

hereditaria, caracterizados por una brniación incrementadade porfirinas

y/o precursores 1as cua1es se acumuïan en gran exceso dentro del cuerpo

(93).

Las porfirinas son sintetizadas en todos ios tejidos de] cuerpo,

debido a que e] hemo es una parte no soio de 1as moiécuias de hemogiobi

na y miogiobira,sino también de citocromos y enzimas hémicas como peroxi

dasas y cataïasa. Los desórdenes en el metaboïismo de porfirinas en e]

higado y en 1a méduïa, son principalmente Ios causantes de ios trastornos

ciinicos. Las porfirias pueden por lo tanto dividirse en 2 grandes catego

rias: hepáticas y eritropoiéticas dependiendode1 sitio de] tejido donde
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se encuentra e] error metabóiico.

Las porfirias pueden clasificarse de 1a siguiente manera (75, 94)

1.- Porfiria hepática.

i) Porfiria aguda intermitente.

ii) Porfiria variegata: porfiria mixta, porfiria genética de Sud A

frica, porfiria cutánea tarda hereditaria o proto-coproporfiria.

Viii Coproporfiria hereditaria.

iv) Porfirias sintomáticas: porfiria cutánea tarda sintomática (PCT)

urocoproporfiria.

a) idiosincrática: asociada con a1coh01ismo,trastornos hepáti

cos,drogas.

b) adquirida: porfiria inducida por HCBu otros agentes tóxicos,

c) porfirinoma: porfirinas producidas por un adenomahepático.

2,. Porfiria eritropoiética.

i) Porfiria eritropoiética congénita‘

ii) Protoporfiria eritropoiética.

E1 mayor síntoma ciinico de 1a PCTes 1a fotosensibilidad cutánea

y 1a orina roja excretada durante 1a fase activa de este desorden metabó

lico. La caracteristica quimica de esta enfermedad es un incremento de 1a

excreción de porfirinas (uro-, hepta-, hexa-, penta- y coproporfirina).

Muchospacientes poseen una iesión hepática y a menudocirrosis aïcóholi

ca y frecuentemente ios niveies de hierro están elevados.

E1 desarroiio de 1a PCTen humanos inyoiucra varios estudios ciíniq
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nicos con signos bioquímicos tipicos. que Doss y col. (94) c1asificaron

comoporfiria crónica hepática.

Los varios tipos de porfirias crónicas hepáticas en humanosson 1a

expresión de diferentes grados de deficiencia de Uro-D(95, 96). esta

disminución de Uro-D es también causada por HCBen ratas.

III.1.

III.2.

III. HEXACLOROBENCENOY SU RELACION CON PORFIRIA.

Contaminación con HCB.

La presencia en tejido adiposo humanode residuos de pesti

cidas clorados.resu1ta frecuentenente de] consumode a1imentos con

taminados,tratados intencionaïmente con productos quimicos para e]

control de organismos perjudiciales o incidenta1mente con contami

nantes ambientaïes o de procedencia industria].

E1 HCBes un reempïazante de 105 fungicidas mercuriales y

un coproducto en los procesos de cïorinación industria]. Aparece

comocontaminante de pescados, aves si1vestres, productos para co

rraïes, 1eche, derivados de 1a 1eche, leche humanay tejido adi

poso (97),

Metabo1ización de] HCB.

III.2,a. Excreción y acumuïación de metaboïitos dei HCB.

En 1960 Parke y Wi11iams (98) comunicaron sobre e] destino
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metabólico del HCBen conejos. En este caso la sustancia se ad

ministró oralmente como suspensión acuosa o subcutáneamente como

solución en aceite. No se encontraron metabolitos en heces y ori

na. Lui y col. (99) y Mehendale y col. (100) comunicaron sobre

el metabolismo del HCBen ratas hembras. Los primeros detennina

ron que el pentaclorofenol (PCF) es un metabolito urinario del

HCB.En este estudio no caracterizan otros metabolitos y no exa

minan materia fecal.

Mehendale y col. (100) determinaron al pentaclorobenceno

(pcs) , tetraclorobenceno (TCB)y PCFcomometabolitos urinarios;

después de la administración de HCBpor periodos cortos a ratas.

Nodetectan metabolitos en heces. A diferencia de lo informado

por estos autores Kószó y col, (101) detectan sólo PCFy HCBen

orina y heces, siendo la relación entre PCFy HCBmayor en ori

na que en heces. Koss y col. (102) identifican junto con PCFy

tetraclorohidroquinona (TCH), pentaclorotiofenol (PCTF) como

metabolitos del HCBen orina y un isómero del tetraclorotiofenol

(TCTF) como un metabolito en menor cantidad que los anteriores.

En heces se identificó sólo PCFy PCTF . Después de ad

14C-HCB(102, 103) en forma intraperitonal a ratasministrar

hembras en dosis de 260 y 390 mg/kg (cantidades totales que se

administró a cada animal) se analizó la radioactividad excreta

da en orina y heces. En orina se encontró que más del 90%de

14€ excretado se halla marcandolos metabolitos identificados.
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4En heces sóio ei 25%de] 1 c excretado se encuentra marcando ios

14€ detecmetaboiitos fecaies y por 10 tanto 1a mayor cantidad de

tado por esta via se encuentra marcando 1a droga sin transfonnar

se (102, 103).

La proporción de Ios metabolitos fenólicos (102) (PCF y TCH;

Fig,15)a Ios metabolitos azufrados (PCTF y TCTF; Fig.15)excretados

es mayor que 1. En tejidos de animaïes sólo e] PCF(102) se detecta

comometaboïito de] HCBen cantidades medibies, después de adminis

trar HCBa ratas.En el curso de intoxicación crónica con esta droga,

(101)hay acumuïación de 1a misma en higado y en tejido adiposo.

Fonnación de intermediarios reactivos y metaboiitos que contienen

azufre.

Los compuestos aromáticos polihaiogenados pueden transfor

marse en metaboiitos que contienen azufre,

Se han encontrado comometaboïitos azufrados (102, 104), en

1a excreta de ratas PCTF, pentaclorotioanisoï (PCTA), TCTF,

tetracïorotioanisoi (TCTA)y tetracïoroditioanisol (TCdi-TA)

(Fig.15).Después de cortos tiempos de administración de HCBe]

PCTF“representa airededor de 1/3 de 1a cantidad tota] de meta

bolitos excretados (102),

La mayor parte de Ios tiofenoles pueden ser aisïados de 1a

excreta sóio después de hidróïisis aicalina. Los metaboiitos que

contienen azufre pueden en parte derivar de conjugación con
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GSH,de una reacción con metionina (104). o por unión covaiente

de intermediarios reactivos a grupos funcionaies de enzimas.

Para investigar e] ro] que juegan ios metabolitos que con

tienen azufre en 1a producción de porfiria se ensayó en ratas.

e] efecto de] Hg (105) e] cua1 tiene alta afinidad por ios grupos

suifhidriios. Se administró. a los animaies, HCBy C12Hgy ambos

compuestos por separado. Se observó un incremento más temprano

de ias porfirinas totales de] higado en Ios animales que reciben

ambas drogas a1 mismo tiempo que en ios tratados con HCBo CizHg

por separado, Estos experimentos indican de que 1a administración

adiciona] de Hg a1 drogar a Ios animaies con HCBileva a un de

cremento más temprano de 1a actividad de 1a enzima Uro-D compa

rado con la actividad de 1a misma cuando se administran ambos

compuestos por separado. Por io tanto, 1a reactividad esperada

de ios metaboiitos de] HCBcon grupos suifhidriios, sugeririan

que ios disturbios producidos en e] metaboiismo de porfirinas,no

son sóio por reacción con GSHsino también por reacción con gru

pos sulfhidriios de proteinas, inciuyendo ias que son enzimática

mente activas,

E1 significado bioiógico y toxicoiógico de metaboiitos que

contiene azufre,provenientes de hidrocarburos aromáticos haloge

nados,en reïación a porfiria hepática es todavia desconocido. En

este sentido se investigó 1a acción del PCTF' y se encontró que

este metaboiito es capaz de producir disturbios en e] metabolis
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mo hepático de porfirinas en presencia de niveïes eïevados de

ALA (106).

111.3. Acción gg] HCBsobre el camino metabólico de] Hemg.

III.3.a. Egggucción de porfiria por HCB.

En 1956 aparecieron miles de casos de porfiria humanaen

el sudeste de Turquia con Ios rasgos cïinicos y quimicos de una

PCT(107, 108). Se demostró subsiguientemente que se trataba de

una porfiria adquirida y que ese brote masivo (aproximadamente

3.000 casos) estaba relacionado con el consumode productos fa.

bricados con semilïas de trigo tratadas con HCB.

La confirmación de los efectos tóxicos de esta droga se

obtuvo a consecuencia de los trabajos reaïizados por Ockner y

Schnid (109) quienes fueron los primeros en producir porfiria

experimenta] en ratas a] administrar HCB.Trabajos posteriores

demostraron que esta droga produce también porfiria hepática en

conejos, cobayos (110) cuïtivo de células hepáticas de embrión

de poïlo (111) y que tiene efectos tóxicos sobre pájaros siïa

vestres (112) siendo estos últimos muchomás susceptibles que

las ratas a dicho agente.

La porfiria producida en ratas por HCBestá caracteriza

da por un sindrome cutáneo (10) una muy eïevada excreción de

porfirinas (110,.113) acompañadapor una excreción menor de

precursores; (113) por una acumuiación de porfirinas en higado
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(109, 110, 113. 114) y en riñón (114) y a diferencia de lo que o

curre en humanos,por aparición de sintomas neurológicos (110, 114).

El estudio quimico de las porfirinas urinarias (113) ha demostrado

que se excretan porfirinas de 4-. 5-. 6-. 7- y 8-COOHpertenecien

tes esencialmente al tipo isomérico III.con un notable predominio

de la ültima (Uro) que constituye un 50%de las porfirinas excre

tadas.

El higado es el órgano principalmente afectado en el cual se

ha encontrado una gran acumulación de Uro III (8-CO0H)y Firia

(7-CO0H)(69. 113, 115). Se observó también acumulación de porfiri

nas en riñón y bazo. siendo éstas, al igual que en higado, Uro III

y Firia. En el tejido eritropoiético se detenminócantidades nora

males de porfirinas acumuladas en las ratas intoxicadas con HCB

(69, 115) y en la glandula de Harder un decremento de porfirinas

(69, 115) en las mismas.

La administración de HCBa ratas por un periodo mayor que

67 dias produce un desarrollo de grandes vacuolas citOplasmaticas

y la formación de inclusiones citoplasmáticadlló). Algunas de las

inclusiones consisten en delgadas estructuras tubulares de alre.

dedor de 200 Á de difimetro. La naturaleza de las inclusiones no

está claramente determinada pero se sospecha que pueden represen

tar porfirinas, Se sabe también que las células del higado exhiben

una fluorescencia roja cuando se exponena la luz ultravioleta.

indicando la presencia de porfirinas.
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Se encontró una correlación (117) entre los niveies de por

firinas (Uro, Firia, Hexay Penta) excretados en orina y heces y

1a actividad de 1a enzima Uro-D en riñón y coion de rata. En 105

ataques agudos de porfiria humanay de porfiria inducida por dro

gas en ratas. se observa un gran increnento de porfirinas y pre

cursores en orina. Los resuïtados de Dayy co]. (117) en experi

mentos intoxicando ratas con HCBy fenilbutazona, parecerian in

dicar que 1a mayoria de este exceso de precursores hémicos son

sintetizados en e] tejido rena] y no en e] hepático.

Acción de] HCBsobre 1a actividad de ALA-S.

Se observó que después de 72 hs. de una dieta conteniendo

0.2% de HCBa ratas hembras no se detectan variaciones en 1a ac

tividad de ALA-S. cuando hay en cambio un incremento en 1a canti

Cuandose detectan manifesta
(119)

ciones de porfiria 1a actividad de esta enzima aumenta, Nada y co].

dad de citocromo P-450 (118)

(120) detectaron un incremento de 1a actividad de ALA-S.a1 ali

mentar a ratones durante 24 hs. con una dieta de HCB(2.5% p/n).

En este üitimo caso se observa un aumento de citocromo

P-450 y manifestaciones de porfiria dentro de dichas 24 hs.

Acción de] HCBsobre 1a actividad de ALA-D, PBGeasa y Copro-D.

La actividad de ALA-Den ratas hembras aiimentadas con HCB

disminuye con tratamiento proiongado de 1a droga (118). Estos re

suitados difieren con Ios de San Martin de Viale y co]. (119) don
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de se encuentra un aumento en la actividad de dicha enzima con el

mismotipo de intoxicación.

La actividad de PBGasa muestra un incremento aún mayor OUe

ALA-Sy ALA-Den los animales intoxicados respecto a los normales

(119).

La actividad de Copro D (121) es la misma en ratas normales

y en ratas intoxicadas con HCB.Estos resultados estarian de acuer

do con el hecho de que ratas intoxicadas con HCBexcretan isocopro

porfirina (Fig. 13) y pentaporfirina en (anïujades rnayoreb(121)

Acción del HCBsobre la actividad de Urqu.

Se realizaron estudios para detenninar la cantidad de porfi

rinas acumuladas en higados normales y en higados de ratas trata

das con HCB. Se observó (115) que en higados normales la pequeña

cantidad de porfirinas totales presentes está constituida por Copro

(4-CO0H)y Proto (Z-COOH)mientras que en higado porfirico, la gran

cantidad de porfirinas acumuladas, tanto en sobrenadantes comoen

homOgenatototal, está constituida por porfirinas altamente car

boxiladas: Uro (B-COOH)y Firia (JeCOOH)_conun gran predominio de

la primera (70 - 75%), Esta gran acumulación de Uro y Firia sugeq

ria un probable defecto en la Uro-D,

Se determinó que la intoxicación por HCBproduce una mar

cada disminución de la actividad de esta enzima, que afecta ambas

etapas de decarboxilación, La la, etapa que lleva de Uro a Firia
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se ve afectada en menor grado que ias descarboxiiaciones que lie?

van a] producto fina1,Cuando ias detenninaciones se hacen empiean

do cantidades semejantes de enzima. en ambos casos normaies y por

firicos, las disminuciones son de] orden de] 76%para 1a 1a. etapa

y de] 100%para 1a fonnación de] producto final (115).

E1 bazo porfirico de ratas intoxicadas con HCBacumula por

firinas en muchomenor cantidad que el higado. Se observa que e]

HCBproduce un muy ligero aumento en 1a actividad de Uro-D en el

bazo porfirico respecto a1 norma], en ambas etapas de descarboxi

1ación de] Uro'gen III.

La droga en estudio no tiene prácticamente influencia sobre

el contenido de porfirinas en gióbulos rojos de ratas. En cuanto

a 1a naturaieza de ias porfirinas se observó que tanto en los ani!

males tratados comoen ios no tratados hay sóio presencia de trazas

de Copro y Proto, A1 determinarse actividad de UroeD se observó que

1a droga no tiene efecto sobre 1a enzima de este tejido en ninguna

de ias 2 etapas medidas (69), En este tipo de porfiria experimenta]

se observa también un aumento de porfirinas en riñdn con acumula

ción de porfirinas de 8 y 7—CO0Hy una disminución de 1a actividad

de 1a Uro-D (115),Biekkenhorst y co]. (122) encontraron también

decremento en 1a actividad de UrooDen higado y riñón después de]

tratamiento de ratas por 50 dias con HCB,

Describieron e] efecto de] HCBsobre 1a Uro-D del coion y

detenninaron que e] efecto de 1a dro<5d_es disminuir también
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1a actividad en este órgano.Durante ios primeros estadios de intoxi

cación con HCBios animales pasan por una fase transitoria diferen

te de 1a fase posterior semejante a una PCT(122),

E1 decrenienio de 1a Uro-D en porfiria experimenta] por HCBfué

descripto también por Eider y co] (123) y por Taijaard y col. (124).

E1 primero (123) detennina la actividad enzimática utiiizando penta

porfirinógeno (Penta'gen) comosustrato. E1 segundo (124-125) utiiiza

Uro'gen comosustrato; encontrando decremento de actividad de Uro

D sóio en e] caso de ratas sideróticas intoxicadas con HCB.

IV. EBQPIEDADES DEL PENTACLOROFENOL (PCF).

IV.1. Propiedades fisicas dei PCE.

E1 PCF se prepara por cïorinación de] fenol en presencia de

un cataiizador (126). Su PMes 266.35. Forma agujas parecido a cris

taïes; su poivo produce estornudo; produce un oior muy picante cuana

do se caiienta. Subïima en ferma de agujas. Su densidad es 1.978,

Punto de fusión 190 v 191°C.Punto de ebuïiición 309 -310°C con des

composición, Casi insoiubïe en agua (8 mg en 100 m1). Francamente

soiubie en aicohoi y eter, soiubie en benceno; poco solubie en eter

de petroleo frio. Formasaies de sodio. Se usa en 1a preservación

de madera, productos derivados de 1a madera, aimidón, dextrinas.

vidrios, etc,
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IV.2. Intoxicaciones con PCF.

E1 PCFes un potente desacopiante de 1a fosforíiación mitov

condria] y también interfiere con las funciones de detoxicación

microsoma]. Esto 11eva a un disturbio fisiológico genera] asocian

do con disturbios en 1a utiiización de 1a energia (1271. La expo.

sición humanaocurre frecuentemente en granjeros, comerciantes que

preservan 1a madera, y trabajadores industriaies que manejan este

producto quimico. Hayvarios informes de intoxicación en 1a iitera.

tura (128, 1291,

Uno de eilos ocurrió en 1a nursery de St, Louis donde se ine

toxicarOn 20 niños con pañaies impregnados con PCF. de ios cuales

2 murieron, E1 PCF se usaba en e] detergente de 1avado para prevea

nir moho (1281: Se informan casos de intoxicación industria] con

esta droga (330) donde 10 a 1] trabajadores invoiucrados en 1a PTO?

ducción de PCFmostraron severas erupciones de pie] y furuncuiosis.

Se observaron signos de acne 1 año después de dejar de trabajar en

1a producción, Se observó también intoxicación en peces y en gatos

(1319133),

IV,3. Metaboiismo_de1€ECF,

Se estudió 1a excreción de PCF‘14Cen orina de ratas y ratos

nes después de 1a administración ora] e intraperitoneaï de] compuese

to radioactivo (10 a 25 mg[kg.) (134), Se encontró que e] 41 a1

43%de 1a radioactividad excretada estaba presente como PCF.

Por e5pectrofotometria de masa se identificó un metabolito como
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TCH, que representa e] 5 y 24%de 1a radioactividad excretada en

ratas y ratones, respectivamente. No se pudo, demostrar por hidró

Iisis enzimática conjugación con ácido gïucurónico. Caïentando 1a

orina con ácido cïorhidrico se vió que toda ¡a radioactividad ex

cretada aparecia marcando a1 PCFy TCH. De esta fonna se hidroli

za el compuesto conjugado formado por PCF y TCHy se pueden cuan

tificar ambos.

Jakobson y co]. (135) inyectaron también 14C PCF a ratones

seguido de rápida absorción y excreción de 1a radioactividad.

Airededor de 1/3 de 1a cantidad inyectada se excreta en fonma de

PCF ta] cua] en orina. Parte de PCF se encuentra en 1a forma con

jugada. No se investigó 1a naturaieza de esta forma conjugada.En

conejos (136) se excreta por orina alrededor de] 70%de PCF. La ma

yor cantidad de] PCFacumuiado en tejidos se Iocaiiza en e] es

tómago e intestinos,müscu10 y sangre; cantidades menores se loca

lizan en otros órganos como higado.

Deichmany co]. (137) encuentran también una excreción por

orina de un 70%de PCFdespués de administración ora] de penta

cïorofenato de sodio a conejos, y una muy pequeña excreción en

heces. En ratas encuentran que sóïo e] 13%de la cantidad adminis

trada es excretada. Indican que e1 PCFno es detoxificado por

conjugación con ácido suïfürico o glucurónico (137) Io cua] esta

ria de acuerdo con 10 informado por Betts y co]. (136).
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V. FENOBARBITAL Y SU RELACION CON EL CAMINO METABOLICO

DEL HEMO.

Una gran variedad de drogas y productos quimicos como barbitura

tos e hidrocarburos cïorinados incrementan 1a actividad de] sistema en

zimático microsomai hepático metabolizante de drogas. El fenobarbita]

(FB) es usado como prototipo de ios compuestos conocidos que estimuian

e] metaboïismo de drogas (138).

E1 citocromo P-450 y e] b5 participan marcadamente en e] incre

mento dei metaboïismo de drogas (139. 140). E1 FB incrementa e] conte

nido de citocromo P-450, es un inductor debi] de ALA-Sy causa efectos

anabólicos comoproïiferación de] reticuio endopiasmático, incremento

de 1a sintesis de proteinas y lípidos, increnento de] contenido de RNA

y estabiiización de los poïiribosomas (141).

E1 tratamiento previo con FB (80 mg/kg.) administrado en forma

subcutánea por 5 dias, o solución saiina, para Kaufmany co] (138) no

afecta significativamente ios niveies hepáticos de 1a ALA-S.Nada y co].

(120) observan que en ratones, 1a actividad de ALA-S11egaa 1,5s2 veces

e] valor norma], después de 48hs., inyectando FB cada 12hs. Tephiy y

co]. (142) determinan e] máximo increnento de ALA-Sdespués de 12 hs. de

una única inyección de FB. Después de esta máxima estimulación, la

actividad de ALA-Shepática disminuye 10 cua] no se puede prevenir con

repetida administración de FB_oincrementando la dosis (142).

Padmanaban y col. (143) observan que e] FB induce 1a enzima ALA?S
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2.5 veces en ratas ayunadas y que 1a actividad tiene un máximoairededor

de 1as 6 —8 hs.

Meyer y co]. (144) explican que debido a1 limitado incremento de

ALA-Sen los animales drogados con FB, estos no exhiben proïongados in

crementos en 1a excreción urinaria de ALA, PBGy porfirinas, 10 cua] es

característico de 1a porfiria hepática (120, 144). Tephïy y co]. encuen

tran que 1a cantidad de citocromo P-450, en animales tratados con FB.

incrementa después de 8 hs de 1a inyección de esta droga; lïegando a un

máximoa las 96 hs y decreciendo entre las 96 y IZQ hs (142).

Padmanabany co]. (143) no encuentran evidencias de decrecimiento

en e1 citocromo P-450.

La N dimetiïasa (120) una de 1as enzimas que interviene en 1a meta

bolización de drogas se induce en forma semejante a1 aumento de 1a con

centración de citocromo P-450.

Por tratamiento FrdongddoconFB se incrementa 1a actividad de ferro

queïatasa (142, 145). Nada y co]. (120) miden 1a incorporación de 14C 

glicina en e] hemo"in vivo"en ratones. Observan que la cantidad de radio

actividad incorporada incrementa después de comenzar a drogar con FB

ocurriendo 1a estimulación máxima aproximadamente a las 48 hs.

VI. HIERRO Y SU RELACION CON PORFIRIA.

V1.1. Ro] de] hierro en PCTy su reïación con porfiria experimenta] pro

ducida Eor HCB.

La porfiria humanay experimental están caracterizadas por
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una sobreproducción de porfirinas y precursores en e] higado, en

cantidades que exceden ias nonnaimente requeridas para 1a fonna

ción de las varias hemoproteinas hepáticas.

Tanto 1a porfiria experimenta] como 1a humana tiene un cua

dro de excreción de precursores y porfirinas caracteristicas pu,

diendose por 10 tanto comparar ios distintos tipos de porfiria

humanacon Ios distintos tipos de porfiria experimental, Asi 3,5

dietoxicarboni1=1,4 dihidrocoiidina (DDC)produce un cuadro bio.

quimico simiiar a 1a porfiria hepática aguda humanadel tipo "va.

riegata"; e] HCBinduce una porfiria de] tipo cutánea tarda humaq

na.

Hay-evidencias de que 1a administración de hierro puede as

gravar 1a porfiria crónica hepática no 5610 en humanossino también

en animaïes de experimentación,

La disminución de] contenido de hierro en personas con por

firia cutánea tarda por repetidas fiebotomias puede mejorar e]

estado de _porfiria, a menos que a1 mismo tiempo se de un exceso

de hierro, La administración de hierro a pacientes en remisión

produce una reexacerbación de] estado de porfiria,

Similarmente en animaïes de experimentación la sobrecarga

de hierro aceieran e] desarroilo e incrementan marcadamente 1a por

firia producida por HCB.Por 10 tanto 1a porfiria inducida por

HCBsirve como modeio para e] estudio de 1a PCT no sóio desde e]

punto de vista de] cuadro bioqufinico sino también de su sensi
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bilidad a la administración de hierro exógeno (146).

Rol del hierro en la exacerbación de la PCT.

En PCTse postula fundamentalmente una disposición genéti

ca, involucrando posiblemente un defecto en la enzima Uro-D (147).

El camino por el cual el daño hepático. el alto consumo de alcohol

y los desórdenes en el metabolismo del Fe interactúan con este fac

tor genético no está claro. Se obtuvieron evidencias indirectas

del rol del Fe en la producción de los desórdenes metabólicos (148).

Se sugirió (148) que el hierro está especificamente involucrado en

el metabolismo de compuestos clorinados o sus derivados, los cuales

pueden inhibir la Uro-D. Es también probable que el hierro esté

directamente involucrado en la patogénesis de la PCT.

El hierro podria afectar la actividad de distintas enzimas

del camino metabólico del hemo.

VI.2.a. Efecto del hierro sobre la acumulaciónde porfirinas y la acti

vidad de ALA-S.

El hierro puede incrementar la acumulación de porfirinas

(149, 150), siendo estimulada la sintesis de las mismas por el

ión ferroso (150) produciéndose principalmente Uro'gen I.

Stein y col. (149) informan que la sobrecarga de hierro

estimula la ALA-Sdel higado. y que la acumulación de porfirinas

depende p0r lo tanto del balance entre la producción de porfi
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rinas y 1a conversión de las mismas a hemo.

Efecto de] hierro sobre 1a actividad de Uro-CoS.

Se investigó e] efecto del ión ferroso sobre 1a enzima Uro

CoS (150) incubando extractos crudos de higado con sulfato de hi

erro y amonio y cisteina. Se observó que tanto en humanos como

en porcinos e] ión ferroso causa marcada inhibición de la enzima

Uro-CoS.

Efecto de] hierro sobre la Uro-D.

Se infonmó (151) que la Uro-D de higado porcino descarboxi

ia Uro I y Uro III a 1a misma velocidad; y 1a adición de hierro

produce una marcada inhibición de dicha actividad enzimática.

E1 hierro divaiente es tóxico (146) y podria intervenir en

los procesos oxidativos, produciendo daño en membranasceluiares

de] higado y en ciertas enzimas suifhidriiicas comoALA-Dy Uro

D. E1 hierro trivalente no es tóxico (146).

Elder y co]. (96) investigaron 1a actividad de Uro-Den

higado de 7 pacientes hombres y en 12 controies utiiizando Penta'

gen como sustrato de 1a enzima. Determinaron que 1a actividad de

Uro-D estaba disminuida en ios pacientes con PCTrespecto a los

controies normales.

La actividad de Uro-D (96) permanece iguaimente disminuida

ya sea que Ios pacientes se haïien con importantes 1esiones de
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pie] o que estén en estado de remisión. La c0ncentración de hie

rro, (96) en cambio, es más baja cuando ios pacientes están en

remisión. Kushner y co], (95) informaron que 1a actividad de Uro

D de higado en pacientes con PCTno varia después de tratamiento

con repetidas fiebotomias.

Estos resuitados (95, 96) sugeririan que las variaciones

en las concentraciones de hierro hepático no tienen efecto sobre

1a actividad de 1a Uro-D.

La actividad de esta enzima en eritrocitos y fibrobiastos

es 1a misma en sujetos normales y en pacientes con PCT (96).

V1.3. Efecto de 1a sobrecarga de hierro en porfiria experimental por HCB.

E1 efecto de] HCBfué estudiado en animaies sideróticos por

tratamiento, intraperitonea] con hierro-dextrano y en no sideróti

cos. En e] grupo de ratas no sideróticas alimentadas con HCBhay

un progresivo decremento en 1a actividad de Uro-D acompañada por

un progresivo incremento en 1a actividad de ALA-S. Las concentra

ciones de citocromo P-450 aumentan durante e] experimento pero de

caen al fina] del mismo (152).Cambios simiiares pero más marcados

se producen en animaies sideróticos. E1 decremento de 1a actividad

de Uro-D en estos animaies ocurre más tempranamente y es mayor (122)

y e] incremento de ALA-Ses consistentemente mayor. La siderósis

hepática tiene un efecto sinergistico con HCBsobre 1a Uro-D hepá

tica y puede promover efectos adicionaies promoviendo e] turnover
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de citocromo P-450 (152). Las ratas previamente sideróticas por

administración intraperitonea] de hierro-dextrano adquieren por

firia muchomás rápidamente que ios animaies no sideróticos, cuan

do se aiimentan con HCB(153). Un incremento significativo de la

actividad de ALA-Sse demuestra sóio en ei grupo siderótico en 1a

primer parte dei experimento pero iuego todos los grupos manifies

tan un incremento de 1a actividad de esta enzima.

Taijaard y co]. (153) determinaron actividad normal de Uro

D en ratas no sideróticas alimentadas con HCB,mientras que San

Martin de Viaie y co]. (115) encuentran disminuida 1a actividad

de esta enzima en ratas no sideróticas. La siderosis soia no tiene

efecto sobre 1a Uro-D (125). La sobrecarga de hierro y e] HCB

tienen un efecto sinergistico sobre esta enzima (125-154) encon

trándose un mayor decremento de UroeD en los animaies que reci—

ben ios 2 compuestos a1 mismo tiempo que en ios que reciben HCB

sólo.

Efecto de] HCBen animales con distintos niveies de hierro.

Se trabajó con ratas Agus y Porton Wistar (154). E1 conte

nido en Fe no hémico en el higado de ias primeras es mayor que en

ias segundas. Se encontró que existe una diferencia significativa

entre las 2 cepas de ratas en cuanto a su respuesta a1 efecto por

firinogénico dei HCB.Después de 112 dias de tratamiento 1a cepa

Agus muestra un incremento en ias porfirinas hepáticas de 1.800
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veces mientras que en ias Porton ei incremento es de solo 9 veces.

Estas diferencias entre ias 2 cepas puede correlacionarse con di

ferencias en ias actividades de 2 enzimas llaves de] camino meta

bólico de] hemo: Uro-D y ALA-S (154).

Deficiencia en hierro por gueiantes.

La desferrioxamina (DF) fué ampiiamente usada clínicamente

en e] tratamiento de pacientes con porfiria por exceso de hierro.

La DF, un queiante de hierro inhibe la actividad de 1a ferroqueia

tasa mitocondria] y estimuia 1a actividad de hemooxigenasa micro

soma] (Hemo —O) en higado de ratas. La enzima Hemo-O iibera al

hierro de] hemoy 10 degrada a biïiverdina y monóxido de carbono.

E1 efecto inhibitorio sobre 1a ferroqueiatasa no está acompa

ñada por un incremento en 1a actividad de ALA-S(155). La ausen

cia de la inducción de ALA-Sdespués de] tratamiento de ias ratas

con DF indican de que e] hierro debe ser requerido para 1a expre

sión de 1a actividad de ALA-S(156). E1 incremento de Ios niveies

de porfirinas que ocurre en e] higado después de 1a administración

de DF indican que este compuesto causa también un decremento en e]

hierro disponibie para 1a sintesis de hemo(156).

Deficiencia en hierro por bajos niveies en 1a dieta.

Experimentos reaïizados en ratas. muestran que 1a deficiencia

en hierro incrementa 1a velocidad de] metaboiismo hepático de dro
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gas tanto "in vivo" como "in vitro" (157). Los niveles de ALA-S

decrecen progresivamente en ratas alimentadas con baja dieta de

hierro durante 10 a 30 dias. Esto sugiere que el hierro tiene un

ro] reguïatorio directo en 1a sintesis de ALA.En e] procedi

miento experimenta] usado para determinar la actividad de ALA-S,

uno de Ios sustratos es Succini] CoAel cual se genera en la mito

condria a partir de Succinato.CoA y ATP. No se puede distinguir

por lo tanto si e] efecto de] hierro es directamente sobre 1a

ALA-So sobre 1a enzima precedente, Succinii CoASintetasa (156).

Se reaïizaron experimentos para determinar si la deficien

cia en hierro puede proteger a los ratones de] desarroïïo de por

firia durante 1a exposición a TCDD.Se encontró que dicha defi

ciencia previene 1a enfermedad, no detectándose decremento de la

actividad de 1a enzima Uro-D, 1esiones en pie] ni en higado en

los animales con dietas deficientes en Fe y tratados con TCDD.

El incremento en porfirinas urinarias ocurre sólo en los ratones

tratados con 1a droga y con dieta norma] en hierro. En los que

consumen una dieta deficiente en e] meta] no se observa dicho

incremento (158). Esto demuestra: a) un efecto sinergistico entre

1a concentración n0rma1 de hierro en 1a dieta de 1aboratorio y la

dro%a especifica ICDDy b) que e] efecto tóxico de] TCDDno se

debe solo a esta droga (158),
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OBJETO DEL TRABAJO.

El interés de los estudios con HCBen ratas radica en que la por?

firia desarrollada en estos animales sirve de modelo experimental para el

estudio de la PCThumanay de las porfirias producidas por otros hidrocar

buros clorados comolos bifenilos policlorados y las clorodioxinas.

H
I
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El presente trabajo tiene por objetivos mayores:

Elucidar si el HCBproduce la porfiria "per se" o a través de un mes

tabolito.

Investigar si el HCBo el metabolito ejercen su acción sobre las ac

tividades de las enzimas del heno (ALAes, ALAeD, PBG-asa y UroeD) o

si mas bien afectarian la sintesis de dichas proteinas.

Evaluar si el PCFes o no uno de los metabolitos a través del cual

el HCBejerce sus efectos porfirinogénicos.

Aportar datos tendientes a elucidar el papel de1hierro en la produce

ción de esta porfiria.

objetivos analíticos son:

.- Localizar los puntos de acción de la droga a lo largo de la cadena

metabólica del hemo, especificamente en lo que concierne a la pri=

mera enzima (ALAeS), a la segunda (ALAgD)y a la que decarboxila

porfirinas (Uro-D), Esto a los fines de ver en función del tiempo

de intoxicación cuál es la primera que se afecta y cuál lo hace

en mayor grado integrando estos resultados con los obtenidos para

PBG-asay citocromo P-450.
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.b.- Determinar qué efectos tiene e] FB sobre los distintos parámetros

de] metabolismo de] hemoy su infïuencia sobre 10s efectos produci

dos por e] HCBen esta biosintesis.

.a.- Establecer si en las preparaciones de higados porfiricos está pre

sente aïgün inhibidor o activador de las enzimas en estudio.

.-Determinar 1a acción del PCF "in vitro“ sobre la actividad de ALA-S,

ALA-D, PBG-asa y Uro.D.

.- Probar la capacidad porfirinogénica del PCF"in vivo".

.- Eïucidar químicamentesi en esta porfiria experimenta] está aïterado

e] contenido de hierro tota].

.- Detenninar qué tipo de hierro está aïterado (hémico, no hémico).

.- Determinar qué re1ación podrian tener estas aïteraciones con 1a dis

minución de 1a Uro-D y con Ios aumentos de ALAvS, ALA-Dy PBG-asa

hepáticas observada en ratas tratadas con 1a droga.
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MATERIALES.

Sustratos.

ALA; procedente de Sigma Chemical Co (U.S.A.).

Uro III: se aisló de turacina como se describe en Métodos.

PBG: procedente de Sigma Chemical C0 (U.S.A.).

Glicina: Merck.

Solventes.

Cloroformo: Se utilizó C.Erba FUpara realizar las esterificaciones de las

porfirinas libres.

Se utilizó C.Erba RPpara eluir las cromatografias,

Metanol: C.Erba FU.

Acetato de etilo: p.a. Atanor.

Acidoacético glacial: p.a. Atanor.

Kerosene: incoloro. usado en cromatografía, fué la fracción l90°-240°. Se

obtuvo a partir del kerosene comercial el que fué lavado con agua varias

veces, secado 48hs. sobre ClZCay destilado con columna rectificadora. Se

hacia una primera destilación entre ISO-250°; dicha fracción volvia a des

tilarse, recogiendo el rango arriba indicado.

Dioxano: Lowens para cromatografía.

Benceno: p.a. Sintorgan.

QÉEÉÉ_ÉXQSEE

HCB:Se usó la droga de grado técnico suministrada por Cia. Quimica S.A.

para la administración a ratas.
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HCB:Fisher, para los ensayos “in vitro“.

PCF: Se usó la droga en dos formas: a) de grado técnico, cedida gentil

mente por Monsanto Chemical Co. y por Compañia Quimica S.A° é)purificada.

Para purificar la droga se partió de PCFtécnico 60%cuya composición

era Tetraclorofenol 40-50%, Pentaclorofenol 50-60%. Se realizaron 5 re

cristalizaciones de benceno caliente y se obtuvo un precipitado blanco

cuyo punto de fusión era muy cercano al teórico de lB8-189°C. El método

de purificación por sublimación no es recomendable en este caso, pues

lo que sublima a aprox. 150°C es el tetraclorofenol; el PCFque tiene

un punto de ebullición de 309°C queda en el balón junto con todas las

impurezas de naturaleza alquitranosa.

FB sódico: fué gentilmente cedido por Laboratorios Bayer.

Resina DowexA.G.l-X , mesh 100-200: forma cloruro o acetato.
8

Resino DowexA.G.50-X8. mesh 100-200: forma ión hidrógeno. Estos dos ti

pos de resina son fabricadas y distribuidas por Bio Rad Laboratories,

en Richmond, California,

Sephadex 0-25: Proveniente de Pharmacia.

50ndas para drogado de ratas: Franklin Nelaton,

Animales: Para los estudios con HCBse usaron ratas Nistar hembras de

160-200 g de peso, En los estudios con PCFse usaron ratas Nistar y embrio

nes de pollo de la cepa White Leghorn.
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METODOS

I. INDUCCION DE PORFIRIA EN ANIMALES MEDIANTE

ADMINISTRACION DE HEXACLOROBENCENO Y PENTA

CLOROFENOL.

. En ratas.

Ratas b1ancas hembras,Cepa Histar cuyo peso osci1a entre 170

y 200 g se mantienen durante todo e] estudio en jauïas me

tabóiicas. Estas ü1timas contienen embudosde pïástico y

ojivas de vidrio tendientes a 1a no contaminación de las

orinas con heces. A dichos animaies se les suministra

siempre una dieta compieta standard "Purina" dieta 3 y

agua "ad 11bitum".

La porfiria se induce experimentaïmente en ellas

por administración de a) HCB b) FB + HCB y c) PCF.

E1 HCB se suspende en agua con ayuda de Tween 20, de

modo que 1a concentración fina] de HCBes de 40 mg/m1.

Para suspenderio, sobre e] HCBsóiido coiocado en un

mortero, se agrega e] Tween 20 (0.5 m1 por cada 100 m1

de agua a agregar), se mezcla intimamente 1a droga con

e] agente tensioactivo y 1uego se 1e agrega de a poco

y agitando e] agua, de modo de producir una buena sus
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pensión. El HCBasi preparado se administra diaria

mente a los animales por sonda gástrica en dosis de

1 g/kg de peso de animal.

El estado de porfiria en los animales se sigue,

según los experimentos, observando la excreción de

porfirinas en orina por espectroscopia o determinando

ALA, PBGy porfirinas en el mismo material biológico

por columnas de intercambio iónico como se describe

más adelante.

A los dos meses aproximadamente los animales

comienzana excretar porfirinas en cantidades aprecia

bles por espectroscopia.
A los tres meses la orina de dichos animales

exhibe ya una fuerte fluorescencia roja e intensas ban

das de absorción en el visible, tipicas de porfirinas.

Esto indica que la orina contiene elevadas cantidades

de estos últimos compuestos y que por lo tanto los ani

males estan fuertemente porfiricos.

El HCBse administra de la misma forma que en a. El

FB se incorpora en el agua de bebida de los animales.

Se suspende la droga sólida (FB) en 2 ml de HONa 2 N

y se lleva a l litro con agua de la canilla. Se coloca

sobre un agitador magnético y se eleva la temperatura
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hasta 40°C;se agita en esta forma hasta que se disuei

ve dando una concentración fina] de 1 g/l. E1 FB se

comienza a administrar 1 semana antes que e] HCB. El

estado de porfiria se sigue de 1a misma forma que en

a).

Ei PCF técnico o purificado se suspende en agua con

ayuda de Tween 20 de modo que 1a concentración fina]

es de 4.2 mg/m].

Para obtener una buena suspensión se reaïiza el

mismo procedimiento que con HCB.

E1 PCF técnico se administra a ias ratas en do

sis de 45-55 mg/kg por dia en e] primer mes; después

de este periodo 1a dosis se incrementa a 70-90 mg/kg.

E1 esquema de 1a administración de PCF purificado es

de: 110-140 mg/kg para e] primer mes; 170-195 mg/kg

para e1 segundo mes y 195 mg/Kg para Ios siguientes

4 meses.

En embriones de 90110.

Se utiiizan huevos fertiïizados de 1a cepa White

Leghorn. La edad de] embrión se ca1cu1a como e] número

de dias en que se comenzó 1a incubación. Se estudió e1

efecto de] PCF purificado en embriones de polio de 17
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dias. E1 compuesto en estudio se disoïvió en dimetiisui

fóxido (DMSO). Se seleccionó ei DMSOdebido a que muchas

drogas se disueiven rápidamente en este soivente y e]

mismo no produce toxicidad.

Para inyectar 1a droga se marca con un ïápiz 1a cá

mara de aire mirando e] huevo a través de] ovoscopio y

se desinfecta iuego 1a cáscara con un algodón embebido en

etanoi. Utilizando un punzdn se hace un pequeño orificio

en 1a cáscara por encima de 1a cámara de aire y iuego se,

agranda con una tijera cortando un disco de aproximada

mente 1 cm de diámetro. Con una pipeta Pasteur estéril se

colocan 2 o 3 gotas de soiución fisioiógica estérii para

transparentar 1a membranacorioalantoica y asi poder ubi

car mejor e] embrión.

Las drogas se inyectan en los liquidos que rodean

a1 embrión, tratando de no pinchar a éste, mediante una

jeringa de 0.5 m1 provista de una aguja descartable es

téri] 22 Gx 1 1/2. Una vez inyectada 1a droga e] orifi

cio de 1a cáscara de] huevo se se11a con cinta scotch y

se incuba e1 embrión a 37-38°Cen cámara húmeda (incuba

dora).

Se trabaja siempre en condiciones estériies.

Cu ndo se compieta el periodo de incubación los

embriones son sacrificados y el higado entero que pesa
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aproximadamente 0.3 g se saca para extracción de porfi

rinas o para determinación de actividad enzimática (159,

160).

cámara de aire.

cavidad aiantoica.
membranacorioaiantoica.
cavidad amniótica.
membrana amnióti ca .
embrión.

II. EXTRACCION Y ESTIMACION DE PORFIRINAS EN EL

HIGADO DE EMBRION DE POLLO.

E1 embrión de poilo se sacrifica por decapitación, se

extrae e] higado cuidando de nd dañar 1a vesícula, se lava con

soiución fisioiógica, se seca y'se pesa. Este órgano de aproxi

madamente 0.3 a 0.5 g de peso, se homogeiniza en un potter

con 5 m1 de mezcia AcOEt:Ac0H(4:1 v/v). Se centrifuga durante
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15 min a 15.000xg y e] sobrenadante se coloca en una ampoiia

de decantación que contiene 10-12 m1 de ACONa3%. E1 precipi

tado se macera con 5 m1 de mezcia AcOEt: AcOHy se vueïve a

centrifugar. E1 sobrenadante se reune con e] anterior. Esta

operación se repite hasta llegar a fiuorescencia negativa en

e] sobrenadante-Se agitan suavemente ios sobrenadantes y se

separa 1a fase acuosa. La fase orgánica se 1ava 2 veces con

10 m1 de AcONa3% reuniendo las fases acuosas.A 1a fase acuo

sa se 1e extraen ias porfirinas con AcOEthasta fiuorescencia

negativa. Los extractos orgánicos se 1avan con 10 m1 de AcONa

3% para eiiminar e] posible AcOHque pudo haber quedado en 1a

fase AcOEt.

Se reunen 1as fases AcOEty se extraen 1as porfirinas

con CIH 5%, La fase ciorhidrica se filtra a través de papel

de filtro Whatman N°42 embebido en CIH 5% y se recoge en tu

bos graduados. Se repite 1a extracción con CIH 5%hasta ile

gar a fiuorescencia negativa.Se reaïizan las 1ecturas f1uori
métricas en un fluorómetro Beckmanutiïizando como standard

una soiución de Copro III en CIH 5%.

III. EXTRACCION Y ESTIMACION DE PORFIRINAS EN

HIGADQLÍRIÑON Y BAZO DE RATAS.

Los animaïes se sacrifican por decapitación. Una vez

sangrados, ios higados, bazos y riñones se extraen y enfrian
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inmediatamentesobre hielo. se lavan con solución fisiológica fria, se pe

san y homogeinizan con ClK 0.154 Men una relación 1:5 p/v. Una cantidad

determinada de homogenato (entre 1 y 3 ml para los nonnales y 0.3 y 1 para

los porfiricos), se desproteiniza con ClHconcentrado para llevar la cone

centración de ácido a 5%. Los precipitados se filtran y lavan hasta fluo

rescencia negativa, El contenido de porfirinas totales se determina eva

luando los extractos ácidos en espectrofotdmetro en la banda de Soret

realizando la corrección de Allen para porfirinas según fónnulas de Riming

ton y Sveinsson (161).

2A «(A +A)
A - máx' _ 380 430 i _. En estos casos se utiliza comocorr _

1.84

coeficiente de extinción un coeficiente medio calculado en base a los

coeficientes individuales (162) de cada porfirina y a los Z de cada una

de ellas en la mezcla comose detalla luego en la parte de cromatografía

IV; EMPLEO DE RESINAS DOWEX,

IV.1. Preparación de los intercambiadores,

IV.1,a. &e_sina aniónica Dowex A.G.+1:xo.2'oo_.\4o.omesh.

Si la resina se adquiere en fonna acetato, está'lista

para ser usada.Se la suspende en agua destilada y decanta repeti

damente hasta que el liquido sobrenadante sea completamente claro.

Si está en fonna cloruro, se suprime el lavado indicado y se la convierte
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en 1a forma acetato mediante tratamiento con Ac0Na 3 M.

Para eiio se arma una coiumna grande y en e11a se c010

ca 1a resina. Se lava ésta con Ac0Na 3 M hasta cioruros

negativo. Se puede utiiizar Ac0Nasaturado para aceiev

rar e] proceso. Luego se 1ava con agua hasta obtener

reacción negativa de acetato en el eluido. Esto se

comprueba con nitrato de piata.

Resina catiónica DowexA.G.50-Xo 200-400 mesh.

Las resinas que intercambian cationes producen

pequeñas cantidades de una sustancia roja por estacio

namiento proiongado, de aiii que 1a resina deba ser

reciciada cuando se 1a adquiere comerciaimente. Se de

be pasar 1a resina a 1a forma Na+ por tratamiento con

NaOH y Iuego a 1a forma H+ con CIH.

Para eiio 1a resina se suspende en 2 voiumenes

de NaOH4 N y se caïienta en un baño de vapor durante

6 a 8 horas agitándose ocasionalmente con una varilla.

En este intervalo de tiempo se cambia 2 veces 1a soïu

ción de NaOH. Se lava 1uego con agua hasta pH neutro

y se filtra por embudoBüchner.

Para convertir ei intercambiador en su forma pro

tonado se la suspende en 4 voiümenes de C1H 2 N, se ca

1ienta en un baño de vapor durante 8 horas, cambiando

1a solución clorhídrica a ias 4 horas de caientamiento.
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Después de decantar se lava con agua hasta eliminar

el ión cloruro, lo caul se comprueba con nitrato de

plata. y se filtra por embudoBuchner. Se deja secar

y se guarda en botella oscura.

Determinación de precursores (ALAy PBG)y porfirinas

en orina, 065)
Se preparan columnas de vidrio de 18 cm de largo

x 1 cm de diámetro. En la parte inferior se introduce

una pequeña cantidad de lana de vidrio. Luego se agre

ga aproximadamente 2 ml de resina Dowex1 (aniónica) o

Dowex50 (catiónica) las cuales recibieron el tratamien

to que se indica en IV.1. Sobre las columnas asi pre

paradas se siembra l ml de orina ajustada a pH 5.5 con

Ac0Na saturado. Si la orina se encuentra en pH básico se

la acidifica con ClH concentrado hasta pH 4,se mezcla

para disolver los fosfatos presentes y se reajusta a

pH= 6 con Ac0Na saturado, Una vez sembrado el ml de la

muestra de orina en la columna aniónica,abriendo la lla

ve se recoge el liouido en un tubo (163). Se lava la

columna dos veces con 3 ml de agua destilada, agregán

dolo al mismo tubo. Se guardan estos eluidos para la

determinación de ALA, El PBGque queda retenido en la

columna se eluye con 3 ml de Ac0H 1 N, se agrega nueva

mente AcOH hasta que no salga más PBG de la columna,

lo que se comprueba en placa de toque utilizando reac
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tivo de Ehrlich. Se mide el volumen eluido de 1a coïum

na y se determina PBGcon e] reactivo de Ehrïich modi

ficado (164) como se detaiïa más adeïante.

Después de eiuir todo e] PBGse eïuyen 1as porfi

rinas que quedaron retenidas en 1a columna, con CIH 10%

hasta 11evar las coiumnas a fluorescencia negativa, ob

servando Ios eluidos con 1a lámpara ultravioïeta. Los

liquidos eïuidos y guardados para 1a determinación de

ALAse transfieren cuantitativamente a una columna ca

tiónica (Dowex50) y se deja drenar descartándose e] e1u

ido, Se lava con 30 m1 o más de agua para eïiminar fun

damentalmente 1a urea. Esto se comprueba agregando reac

tivo de Ehr1ich a una muestra de eluido. Si hay urea se

observará un coïor amarillo caracteristico. Unavez e1i

minada 1a urea se 1ava 1a resina con 2 m1 de Ac0Na 0.5 N.

Se eiuye Iuego con 15 m1 de Ac0Na 1 N y se lleva a 20 m1

con buffer acetato pH 4.6.

La coïumna Dowex 1 se 1ava haciento pasar 20 m1 de

Ac0Na 3 M y luego agua hasta que no tenga más acetato lo

cua] se comprueba agregando unas gotas de N03Agal eluido.
La columna Dowex 50 se 1ava haciendo pasar primero

6 m1 de C1H 4 N1uego 6 m1 de CIH 2N y finalmente 6 m1 de

CIH IN. Luego se 1ava con agua hasta cIoruros negativo.

Con estos tratamientos 1as coïumnas están en con»
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diciones de ser reutiïizadas para nuevas determinaciones.

Determinación cuantitativa de ALAy PBGeluidos de ias

coiumnas. 064)
Para determinar PBGse toma una alícuota de 1.5 m1

y se agrega 1.5 m1 de reactivo de Ehriich. Después de

10 min; se 1ee 1a absorbancia de 1a soiución coloreada a

555 nm en un eSpectrofotómetro DB.

E1 reactivo de Ehriich (164) se prepara con ig de

4-dimetilaminobenzaidehido, a1 cua] se 1e agrega 30 m1 de

AcOH giaciai y 8 m1 de C104H 70% compietando a 50 m1 con

AcOHgiaciaï. Para determinar ALA, a 10 m1 de líquido e

luido se agrega 0.2 m1 de aceti] acetona. Se caïienta en

un baño en ebu11ición durante 10 min. para pirrolizar el

ALA.Se reaiiza 1uego 1a reacción coïorimétrica con reac

tivo de Ehriich como se indicó para PBG.

Cáicuios para determinar ALA,PBGy porfirinas eluidas

de las coïumnas.

(AM - AB) ve vd 6
nmoies PBG/m1 =————————————x x x 10

M Va Vo

AM=absorbancia de 1a muestra.

AB=absorbancia de] bïanco.

EM=6.2 x 104 (163).

Ve= voiumen fina] de la colorimetria (m1).
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Va= voiumen de 1a alícuota de 1a coiorimetria.

Vo= volumen sembrado.

Vd= voiumen fina].
3

(AM — AB) x 2 x 10
nmoies de PBG/mi =

6.2

Los cáicuios para 1a determinación de ALAse rea

iizan de 1a misma forma que para 1a determinación de PBG.

E1 coeficiente de extinción empïeado fue EM: 5-2 X 10
Este coeficiente se determinó comose detalia luego en

Resuitados. Para reaiizar ios cálculos para 1a determina

ción de porfirinas se tomó un coeficiente medio en CIH

considerando que en 1a muestra existe 25% de Copro, 30%

de Firia y 45% de Uro, obteniendose un K 1/2 = 1.77 pg/m]

como se detaiia iuego en Resuitados.

V. Esterificación de las porfirinas.

V.1. Esterificación.

Las porfirinas libres previamente secadas en dese

cador se esterifican con una mezcia de MeOH- SO4H2(19:1)
v/v en cantidad suficiente para disoiverlas (20 m1). La

solución se deja esterificar durante 24-48hs en 1a oscuri

dad y a temperatura ambiente. Si 1a mezcia contiene Proto

se deja esterificando entre 18-24 hs.
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V.2. Pasaje a cloroformo.

A la solución de porfirinas anterior se agrega l/2 volumende

cloroformo y se lleva a pH 4.5 con Ac0Na saturado. Se coloca en una

ampolla agua destilada y se vuelca sobre ella la solución. Se agita

suavemente, se separan 2 fases; la fase clorofórmica se separa y la

fase acuosa se lava con cloroformo hasta fluorescencia negativa. Se

lava la fase clorofórmica con agua destilada y luego con ClNa 7%.Con

este último se agita violentamente para romper la emulsión. Todos

los lavados se extraen con clorofonno antes de desecharlos.

Por último, el extracto clorofórmico final se filtra por papel

embebido en clorofOrmo, Se recoge en balón con cuello esmerilado done

de se concentra al vacio a baño maria, El extracto obtenido se some

te a posterior estudio,

VI. IDENTIFICACION DE LAS PORFIRINAS.CROMATOGRAFIA

EN PAPEL DE LOS ESTERES METILICOS DE PORFIRINAS.

V1.1. Método de Falk y Benson.(165).

Este métodopermite la separación de las porfirinas esterifie

cadas de acuerdo al número de grupos carboxilos. Es decir, separa

Uro, Firia, Hexa, Penta, Copro y Proto enumeradas de acuerdo a la

movilidad creciente.

La cromatografía es de tipo ascendente y consta de 2 corridas

en el mismo sentido. La primer cuba está saturada con cloroformo y

la segunda con dioxano.
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En la primer corrida, que tiene por objeto dejar las impure

zas en la linea de sienbra, que se descarta, se usa clorofonno:

kerosene en la relación 2:1 v/v. En la segunda corrida que se rea

liza en cuba independiente se usa comosolvente de desarrollo una

mezcla de kerosene; dioxano en la relación 2,521 v/v.

El revelado de esta cromatografía, se realiza por observa—

ción de la fluorescencia que exhibe bajo luz ultravioletaese mar

can cada una de las bandas, se cortan y se eluyen con cloroformo

en vasos de precipitado pequeños y separados.

Se recogen los eluidos en tubos graduados, se miden los vo

lumenes y se leen las absorbancias en un espectrofotómetro DB. Las

lecturas se realizan entre 400 y 410 nm. buscando el máximode ca

da una de las porfirinas eluidas.

Se calculan los nmoles de cada una en la cromatografía sembra’

da, usando la recíproca de los coeficientes de extinción dados por

Salum y col. (166). Para las porfirinas de Se y 6-CO0Hse usan los

valores calculados interpolando los valores correspondientes a las

porfirinas de 7-CO0Hy de 4wCO0H,suponiendouna función lineal en

tre el número de grupos COOHy la recíproca del coeficiente de ex

tinción. Conociendoestos resultados y los nmoles totales recupeq

rados en la cromatografía se obtuvieron los % de cada una de las

p0rfirinas en la mezcla.

V1.2. Método de Cornford y Benson (167).

La primera corrida se hizo con los mismos solventes que el



_ 71 _

método anterior.

La segunda corrida se realizó en una cuba saturada con dioxa

no y e] soivente de desarroiio fué una mezcla de kerosene: dioxano

en la re1ación 4:1 v/v.

Este método permite 1a separación de Ias mismas porfirinas

arriba mencionadas y además mediante su empieo se iogra una buena

separación de 105 esteres metiiicos de Ios isómeros I y III de 1a

Uro.

VII. PREPARACION DE URO III A PARTIR DE TURACINA.

Se obtiene Uro III pura a partir de turacina y se caracteriza fisia

camente para confirmar 1a naturaieza de dicha Ur0porfirina. La Uro se de

sacompieja de] Cu a1 que se haiia ligado en 1a turacina por acción de]

ácido suïfürico._Las piumas se ponen en contacto con una cantidad de áci.

do suficiente para mojarlas bien, se las remuevey macera durante varios

min, a fin de extraer e] pigmento. E1 extracto se decanta y las pïumas se

vue1ven a tratar sucesivamente de 1a misma manera con nuevas porciones de

suifürico hasta que e] extracto saie, prácticamente incoïoro.

La solución suifürica de 1a porfirina iibre se mezcia con suficien—

te MeOHpara obtener una mezcia esterificante de MeOH:SO4H2(5% v/v). Des

pués de 24-48 hs e] ester se pasa a cioroformo como se describe en e] pa

rrafo V de este mismocapitu10 y 1a solución ciorofónnica se evapora a

sequedad bajo presión reducida.

La mezcia seca de ésteres se disueive en benceno. La solución así

obtenida se cromatografía en coiumna de C03Ca. La adsorción se ileva a
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cabo con benceno. E1 desarroiio de la misma se realiza con una mezcla

de benceno: cloroformo (3:1 v/v). Se obtuvieron 5 bandas de las cuaies

una de elias exhibia una intensa fiuorescencia roja.

Dicho materia] se purifica adicionaimente cromatOgrafiándoïo en

coïumnas de OMg(168) o en pape] Whatman N°3 usando e] sistema de sol

ventes de Fa1k y Benson.

En Ios procedimientos cromatográficos sobre OMgse usa clorofonno

comosoivente de adsorción y e] desarroilo se reaiiza usando sucesiva

mente mezcïas que contienen 0.5:0.7 y 0.9% v/v de MeOHen clorofonno.

Las diferentes bandas se cortan y eiuyen con 2%de MeOHen clorofonno.

Las bandas individuaies se recromatografian usando para ei desarro

llo mezcïas de MeOH:cïoroformo, en distintas proporciones de acuerdo a

1a fracción de porfirinas a recromatografiar.

E1 materia] asi cromatografiado se purifica adicionaimente por

cristaïización de metano] ciorofonno, dando un producto bien cristalino

con forma tipica de Uro III, Detaiies de estas técnicas son descriptos

por San Martin de Viaie (169).

VIII. PORFIRINOGENOS.

VIII.1. Preparación de amaigamade sodio.

Se calientan 30 g de mercurio a unos 30.40°C en una cápe

suia de porceiana y con una variiia larga Con extremo estirado

en punta se pinchan Ios trozos de sodio (1 g), recientemente

cortados y mantenidos bajo kerosene incoioro los que se intro.

ducen rápidamente de uno en uno en 1a masa de mercurio. Se trae
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baja en campana cuidando las posibles proyecciones y vapores de

mercurio, sobre todo en los primeros agregados de sodio que es

cuando reacciona más violentamente.

La amalgama, que endurece al enfriar, se guarda en frasco

bien seco y perfectamente cerrado, el que se introduce en otro

recipiente con cloruro de calcio.

VIII.2. Preparación de porfirinógenos.

Los porfirinógenos se preparan sobre la base de métodos de

Fisher y Stern (170) y de Mauzerall y Granick (72) reduciendo las

soluciones de porfirinas libres en OHNa25 mMpor agitación vigo

rosa con amalgama de sodio 3% (0,2 a 1 g/ml de solución) reciente

mente pulverizada, Entre 10 y 20 min. la porfirina se reduce a por

firinógeno, lo que se observa por la decoloración de la solución

y pérdida de la flu0rescencia. La solución se filtra con vacio a

través de una plaquita filtrante de poro fino, provista de un pe

queño papel, sin lavar,

Se lleva luego a pH 7,097.2 con P04H3 40% p/v bajo N2 y

colocando el tubo kitasato en hielo y asi se mantiene hasta ser

pipeteado, operación que se realiza lo más rápido posible. Todas

las operaciones se realizan bajo tenue luz roja. Los porfirinó

genos asi preparados se usan inmediatamente (169).

IX. COLUMNAS DE SEPHADEX Ge25.

IX.l. Preparación.

A un volumen de aproximadamente 1 l de agua destilada se agreq
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ga 25 g de Sephadex 6-25 de poro grueso. Se deja durante una noe

che esta suspensión en agua para que se hinche el gel,

Se construye una columna de vidrio de 35 cm de altura y

2,5 cm de ancho con un esmeril en la parte superior. Se adiciona

lana de vidrio en la parte inferior y se va agregando lentamente

y en fonna continua el Sephadex en suspensión hasta tener en la

columna una altura de aproximadamente 30 cm.

Estas columnas se equilibran luego con 2 volúmenes de buffer

fosfato de potasio pH 7 u 8 según la enzima a detenninár.

IX.2. Lavado.

Después de usar las columnas se pasa 2 volúmenes de agua y

luego ClK lM. Esto se realiza debido a que con agua sola no se pue

de eliminar todas las porfirinas adheridas a la columnamientras

que con el agregado de esta sal se eliminan.

Se agrega ClK hasta fluorescencia negativa de porfirinas en

el eluido de la columna. Se lava la misma nuevamente con agua hasta

cloruros negativos en el eluido, lo cual se comprueba por agregado

de nitrato de plata al mismo,

X. DETERMINACION DE HIERRO TOTAL.

Se realiza en homogenatos, sobrenadantes de ll,000 g y sobrenadantes

de ll.000 g pasados por columnas de Sephadex 6925. Se toma una alícuota

entre 0.5 y J ml de la solución correspondiente. Se seca en estufa, y se

lleva a una mufla a 550°C (171) durante 2 hs. Se sacan las cápsulas, se
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dejan enfriar y se añaden gotas de agua para disoiver 1a materia orgáni

ca. Se seca nuevamente en estufa y se deja en ia mufla 30 minutos. Este

procedimiento se reaiiza varias veces, hasta 1a desaparición de 1a mate?

ria orgánica. En 1a parte interior de 1a cápsuia se observa una colora

ción marrón ciara que indica 1a presencia de hierro.

E1 hierro de cada una de ias cápsuias se pasa a matraces de 25 m1

disolviéndoio con CIH 20%. Se enrasa el matraz con agua destilada, se

homogeiniza y se pipetea una muestra de 1 mi en un tubo de ensayo para

reaiizar la colorimetria. Se agrega 1 m1 de citrato de sodio 25%para 11e

var a pH 3.5; 2 m1 de orto-fenantroiina 0.25% y 1 m1 de hidroquinona 1%

y se Iee 1a absorbancia a 508 nm, después de 1 hora de agregados Ios reac

tivos.

Se reaiiza una curva de calibración con suifato de hierro corres

pondiendo a una recta en 1a zona de iectura, 1a cuai se incluye en Resuï

tados.

x1. DETERMINACIONDE HIERRO N0 HEMICO, (Hz)

Se pipetea en un tubo de ensayo 0.5 m1 de homogenato, sobrenadante

de 11,000 g o sobrenadante de 11.000 g pasado por coiumna de 6-25 prove

nientes de higado de rata norma] o intoxicada con HCB.

Se agrega 5 m1 de reactivo (buffer acetato 0,5 MpH 5 conteniendo:

a 0' dipiridilo 0.075%, e hidroxiiamina CIH 0.1%) y se 11eva a 7.5 m1 con

agua destilada. E1 contenido se homogeiniza y e] tubo se ca1ienta en un

baño hirviendo por 5 min, Durante e] caientamiento se forma e] compiejo

dipiridiio hierro y 1as proteinas se coagulan, E1 tubo se enfría y e] con

tenido se fiitra a través de pape] NhatmanN°42. La intensidad de] color
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se mide en un espectrofotómetro DBa 520 mn.(171).

Para la determinación de Fe tota] por esta metodoiogia se toma una

aiicuota de 0.5 m1 de muestra, se calienta a baño maria a una temperatu

ra de 50°C , y se adiciona 0.1 mi de HZOZ;1a mezcla se adita ocasiona]

mente durante 5 min y se agrega 0,5 m1 de SO3Na2para destruir e] exceso

de H202 que interfiere con 1a reacción coiorimétrica. Después de dejar

la mezcla reposar 5 min se agrega 1 m1 de] mismo reactivo coiorimétrico

que para determinar hierro no hémico y e] tubo se calienta durante 15 min

en un baño de agua hirviendo.

Después de enfriar se agrega 4 m1 de etano], se fiitra a través de

papei Nhatman N° 42 y 1a intensidad de coïor se mide en un espectrofotó

metro DB a 520 nm (172),

XII. DETERMINACION DE HIERRO HEMICO.

Se reaiiza por e] método de] piridin hemocromógeno(173). Se toma;

una aiicuota de 1 m1 de homogenato, sobrenadante de 11.000 g o sobrena

dante de 11.000 g pasado por columna de G-25 de higado de rata norma]

o intoxicada con HCB. Se agrega 1 m1 de piridina y 0,5 mi de HONa -1N y

4.2 m1 de H20. Se separa esta soiución en 2 cubetas; a una de eilas se

agrega 0.05 m1 de Fe(CN)6K3 3 x 10“3 M‘y a 1a otra 2 mg de ditionito de

sodio. Se determina e] espectro de 1a forma oxidada y reducida, como

se indica en Resultados y se determina e] A E.

XIII. MEDICION DE LA ACTIVIDAD DE ALA-S

EN HIGADO DE RATAS.

Se decapita una rata. se extrae e] higado y se lava con solución
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fisiológica fria, se pesa 1 g y se corta rápidamente en trozos pequeños

homogeneizandoio en un Potter con 1.5 m1 de una mezcia que contiene CiNa

0.9%, EDTA0.5 mM, Tris CIH 10 mMpH 7.4 (18). Después de enjuagar e]

Potter se lleva a 3 m1 con 1a misma mezcla de homogeinización. Se homo

geiniza esta solución y se pipetean 0.5 m1 en cada tubo que contiene 1a
1mezcia de incubación. Esta ü1tima consiste en giicina 10' M; EDTA

10’2 My Tris 8 x 10’2 M. Se incuba a1 aire a 37°C y con agitación. Se

desproteiniza con TCA25%en frio. Se centrifuga a 2500 rpm durante 15

min. E1 sobrenadante se 11eva a pH 4.6 con HONa5 N.

Se pipetea 1 m1 de esta soiución en tubos de ensayo o tubos a ros—

ca, se agrega 1 m1 de buffer acetato 0.1 M pH 4.6 y 0.05 m1 de aceti]

acetona. Se caïienta en agua hirviendo durante 10 min. para fonnar e]

pirrol. Se pipetea 1 m1 de esta soïucidn y se agrega 1 m1 de reactivo

de Ehriich mercürico.

El reactivo de Ehrlich mercürico consiste en.1 g de 4-dimeti1a

minobenzaldehido a1 cua] se 1e agrega Ac0Hgiaciaï para disolver y 10 m1

de C104H 70%. Se compïeta a 55 m1 con AcOHgiaciaï y se agrega 150 mg

de Cleg. Para calcuïar 1a actividad enzimática se empïea el siguiente
factor.

(AM e AB) x 2.5 x 2 x 3 x 106.

rmoles ALA/¡Lg hígado = W —Ag)x 441.17
6.8 x 104 x 0.5

XIV. MEDICION DE LA ACTIVIDAD DE ALAes EN

EMBRION DE POLLO.

Los embriones se matan por decapitación 6 a 8 hs después de 1a
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inyección con 1a droga en estudio como se describió en 1.2. Los higados

se sacan , se colocan en solución fisioïógica, se secan y se pesan. Se

homogeinizan con 1a misma mezcia que para higado de rata detaiïada en el

tópico anterior (174), llevando e] homogenato resuitante a 4 m1. E1 me

2 M , EDTA10'2 M, fosfato

2

dio de incubación contiene giicina 7.5 x 10'

’4 M, buffer Tris: CiH 6 x 10’de piridoxal 1.5 x 10 M y 0.5 m1 de homo,

genato. Se incuba a 37°C durante 1 h. a] aire y con agitación. Se des

proteiniza con TCA25% en frio durante más de 1 hOra. Se sigue el mismo

procedimiento que en e] tópico XIII.

XV. MEDICION DE LA ACTIVIDAD DE ALA»D. EN

HIGADO DE RATA.

Se mata e] anima] por decapitación, se extrae e] higado y se coioca

rápidamente en soïución fisioiógica fria,se seca y se pesa. 1a cantidad

necesaria, se corta en trozos pequeños y se homogeiniza con CIK 0.134 M

en un potter en 1a reiación 1:5 p/v, Se centrífuga 20 min a 11.000 xg,

se descarta el peiiet y se usa ei sobrenadante comofuente enzimática.
3 22

El medio de incubación contiene ALA3,75 x 10' M, CySH 1.25 x 10 M,

Buffer fosfato de K 0,067 My 0.05 m1 de sobrenadante de 11.000 g de

homogenato de higado. La incubación se realiza en tubos de Thunberg y

vacio (36). ALAse pipetea en 1a cabeza de] tubo. Se reaiiza una pre=

incubación de 1 h, a1 término de 1a cua] se invierte e] tubo, para que

ei ALAentre en contacto con e] resto de mezcla de incubación y se ine

cuba durante l h. Se desproteiniza con 0.1 m1 de soiución saturada de

504Cu en frio durante más de 30 min, y se centrifuga a 2,500 rpm durante
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15 min. Se pipetea 1 m1 de sobrenadante en un tubo de ensayo y 1 mi de

reactivo de Moore y Labbé (175) (2 g de 4-dimeti1aminobenzaidehido 25 m1

de CIH (c) y se lleva a 100 m1 con AcOHglaciai). Se lee a Ios 7 min a

555 nn. Se utiiiza e] siguiente coeficiente.

(AM . AB) x di] x 2 x 106
nnoies de PBG/h = = (AM - AB) x 77.9

113.6 x 226

XVI. MEDICION DE LA ACTIVIDAD DE PBGoasa.

Se prepara un sobrenadante de homogenato de 11,000 g como en el tó

pico XV.

Se incuba en oscuridad, aerobiosis y con agitación, durante 1 h. Se

trabaja constantemente en oscuridad hasta tenninar 1a incubación para evi

tar poiimerización dei PBG.

La mezcia de incubación contiene buffer fosfato de potasio 0,067 M

pH 8.1 y PBG16 x 10'3 mMen un volumen tota] de 2.5 m1, Se desproteiniza

con ClH (c),(0,28 m1)para que 1a mezcla de incubación posea una concentra

ción finai de CIH igua] a 5%. Se deja en frio durante l h y a 1a ¡uz y

se fiitra a través de pape] Whatman N° 42 embebido en CIH 5%, Se lava con

CIH5%hasta fiuorescencia negativa de porfirinas en e] fiïtrado, Se lee

e] volumen recogido, y 1a absorbancia de porfirinas. a 1a iongitud de onda

de absorbancia máxima en 1a banda de Soret (406 nm). Se lee también 1a

absorbancia a 380 nmy a 430 nm para reaiizar 1a corrección de Alien como

en e] tópico 3, Las lecturas se reaiizan en un espectrofotómetro Beckman

DB. Se determinan Ios nmoies de porfirinas formados muïtiplicando e] vo
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lumen eluido por la absorbancia corregida por el coeficiente medio K en

ug/ml (K = 1.77).

En el caso de detenninar actividad en animales porfiricos el sobres

nadante de 11.000 g se pasa a través de columnas de G-25 para eliminar

las porfirinas endógenas.

XVII, MEDICION DE ACTIVIDAD DE URO-D.

Se prepara un sobrenadante de homogenato de 11.000 g de la misma

forma que en el tópico XV. Se incuba a 37°C en oscuridad anaerobiosis y

con agitación durante 30 min. El medio de reacción, en un volumen de 3m],

contiene buffer fosfato de potasio 0.067 MpH 7.0, GSH 10‘3 M, EDTA

10'4 M, Uro'gen III 2 pMy 0.3 ml de preparación enzimática (115). Las

preparaciones enzimáticas correspondientes a ratas porfiricas se pasan

a través de columnasde 6925. Se realiza esto para eliminar las porfiri.

nas endógenas. En este caso se incuba J ml de eluido de las columnas ya

que las mismas diluyen la muestra de 2.5 a 3 veces.

El porfirinógeno (0.l5 ml) se pipetea en oscuridad bajo una tenue

luz roja.

Una vez transcurridos los 30 min de incubación, se colocan los tU!

bos en frío, se abren, se les agrega ClH (c) para tener una concentración

final en ClH del 5%y se deja 30 min, bajo luz blanca y en frio para que

se desproteinice y para que los porfirinógenos se oxiden a porfirinas.

Finalmente se retiran del hielo y se filtran por papel SS 595 o

597 plegado y previamente embebido en ClH 5%, El filtrado se recoge en

erlenmeyers. Se enjuaga el cuerpo y la cabeza del tubo de Thunberg con
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ClH 5%hasta fluorescencia negativa, Se colocan los erlenmeyers en dese

cadores y se hace vacio para que se sequen las porfirinas. Una vez secas

se esterifican, se pasan a clorofonno y se realizan las cromatografias

correspondientes.

Los resultados se expresan comodesaparición del sustrato (Uro'gen),

'como aparición del producto final (Copro'gen) o bien comoformación de

cada uno de los productos de decarboxilación,

La desaparición del Uro'gen (8-COOH)es expresada como la suma de

los productos formados, ya sea como nmoles de porfirinas de 7- +6- +5

+4-CO0Ho como suma de los porcentajes de cada uno de ellos.

XVIII. DETERMINCION DE PROTEINAS.

Se realiza por el método de Lowryy col (176). Se realiza una di

lución que generalmente es de 0,1 ml a lO ml. Se pipetea una alícuota en

un tubo y se lleva a 0.4 ml con agua. Se agrega 2 ml de solución alcalina

de Cu, se espera 10 min y se agrega 0.2 ml de reactivo diluido de Folin

agitando inmediatamente por inversión.Se dejan los tubos 30 min a tempera

tura ambiente y se lee la absorbancia a 660 nm. Se incluye un testigo de

albúmina y se calcula la concentración de proteinas de la siguiente manera:

1
mg proteinas/ml = (A - B) x 1x dilución x

tg alícuota

A: absorbancia de la muestra.

B: absorbancia del blanco.

tg: tangente de la curva de calibración realizada con albúmina.
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Determinación de las condiciones experimentales de distintas enzimas

del camino del hemo.

En este trabajo de investigación se determinaron las actividades

de ALA-S, ALAvD,PBG-asa y Uro-D. Para ello se trató de realizar un úni

co homogenatoque sirviera para determinar la actividad de las enzimas

citoplasmáticas.

Para determinar ALA-S, enzima mitocondrial, se homogenizó se

paradamente del resto usándose el homogenatotal cual sin realizar nin

guna centrifugación previa. La homogeinización se realizó en una mezcla

que contiene buffer Tris-ClH 10 mMpH 7,4, ClNa 0.9% y EDTA0.5 mMsi

guiendo luego el método de Marver y col (3). Para el resto de las en

zimas solubles se buscaron las condiciones óptimas para poder homoge

neizar en ClK 0.134 My centrifugar luego a 11,000 g. Este sobrenadan

te ya era utilizado para determinar Uro-D.

Determinación de las condiciones óptimas de incubación de ALA-D.

Todas las manipulaciones, salvo en casos de tratamiento por ca

lor se llevaron a cabo entre 0 y 4°C.

1. Homogenato: Se sacrificó una rata normal, se sacó el higado, se
lavó con solución fisiológica fria (ClNa 0.9%) con el objeto de

eliminar la sangre del tejido y se secó sobre papel de filtro. Se

pesaron 2 porciones del miSmode 1 g de cada una y se realizaron

2 homogenatos utilizando un homogeinizador del tipo Potter Elvehjem

con ayuda de un agitador mecánico.
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Homogenato 1: Se realizó con sacarosa 0.25 M en 1a relación 1 g

de higado a 5 m1 con 1a soiución homogeneizante. Este homogenato

se tomó como contro] de comparación ya que Ferramola (177) utiïi

zaba sacarosa 0.25 Mpara homogeneizar hígado bovino y determinar

ALA-D.

Homogenato 2: Se realizó con CIK 0.134 M en 1a relación 1 g de hí

gado a 5 m1 con 1a soiución homogeneizante.

Amboshomogenatos fueron centrifugados a 11.000 g por 20 min.

La mezcla de incubación contenía 0.4 m1 de sobrenadante de

homogenato de 11.000 g, 1 m1 de buffer P04HK2/P04H2K, 0.1 m1 de

CYSH 0.25 M, 0.1 m1 de ALA 0.05 M y 0.4 m1 de agua obteniendo

se un voïumen fina] de 2 m1.,

La incubación se reaïizó en tubos de Thunberg en anaerobio

sis. E1 sustrato se pipeteó en 1a cabeza de] tubo de Thunberg para

poder reaiizar una preincubación.

En 1a Tabla I se observa que hay muy poca variación en 1a

actividad especifica de 1a enzima homogeneizando con sacarosa o con

CÏK. Se utiiizará por 10 tanto para homogeneizar C1K0.134 M.

Tiempo de preincubación: Comotiempos de preincubación se probaron

30 min y 60 min (Tabia II).A1 reaiizar 1a preincubación más larga

1a actividad específica aumenta 26%. Por 10 tanto se trabajará con

un tiempo de preincubación de 60 min.
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TABLA I. SOLUCIONES DE HOMOGENEIZACION DE ALA-D.

SOBRENADANTE DE ACTIVIDAD ESPECIFICA

11.000 e 20 MIN NMOLES PBG/H/MG PROT.

SACARqu 0.25 M 11.36

CLK 0.134 M 13.8

TABLA III TIEMPO DE PREINCUBACION DE ALATD,

SOBRENADANTE DE TIEMPO DE ACTIVIDAD ESPECIFICA

11.000 e 20 MIN PREINCUBACION NMOLES PBG/H/MG PROT.

1 30 MIN. 65.4

2 60 MIN. 82.6

La homogeneización se rea1ízó con CIK 0.134 M.
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Determinación de la cantidad de proteinas enzimáticas "ALA-D"en

e] medio de incubación.

La cantidad de nmoies de PBG/h fonnados en función de Ios mg

de proteinas incubadas es linea] en todo e] rango probado (Fig. 16).

Una cantidad óptima de proteinas a incubar seria airededor de 8 mg

que correspondería a 0.2 m1 de sobrenadante de homogenato 11.000 g

20 min. Esta cantidad se podria disminuir hasta 11egar a incubar

2 mg de proteinas. Con esta cantidad se fonnarian 35 nmoïes de PBG/h

los cuaies se pueden determinar bien por e] método colorimétrico de

Ehriich para 1a determinación de 1a actividad de esta enzima.

La cantidad de proteinas a incubar depende por 10 tanto de

Ios nmoles de ALAnecesarios para saturar a 1a enzima.

Determinación de 1a concentración de ALAen e] medio de incubación.

Se buscaron las condiciones óptimas en 1as cuales 1a enzima

esté saturada por su sustrato, ALA,y se utilice 1a menor cantidad

de este.

Para eïlo se realizó 1a curva de nmoïes de PBG/h/mgprot.para

8 mg-4mg y 2 mg de proteinas. En 1a Fig. 17 se muestra 1a curva

correspondiente para 2 mg de proteina. En 1a misma Ios nmoies de

PBG/h/ mg prot. son constantes para una concentración de ALAentre

3 y 4 mMen e] medio de incubación. Se eiigió para incubar una

concentración de 3.75 mMde ALAen e] medio de incubación. Todas

las determinaciones enzimáticas se reaiizaron con 2 mg de proteinas

en e] medio de incubación ya que con esto se obtenían buenas iectu
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ras de PBGy no era necesario 1a adición de cantidades eievadas

de ALApara saturar a 1a enzima como cuando se incubaba 4 mg u

8 mg de proteinas.

Conclusiones.

Para determinar actividad de ALA-Den higado de rata se extrajo e]

mismo, se 1avó con solución fisioiógica, se secó con pape] de filtro, se

centrifugó a 11.000 g 20 min y se homogeneizó con CIK 0.134 M en 1a pro

porción 1 g a 5 m1.
3 2

E1 medio de incubación contenía ALA3.75 x 10' M CySH1.25 x 10' M,

Buffer P04HK2/P04H2K 0.067 My 0.05 m1 de sobrenadante de 11.000 g 20 min

de homogenato de hígado que correspondía a 2 mg de proteínas.

Se reaiizó una preincubación de 60 min y una incubación también de

60 min. en anaerobiosis. Se desproteinizó con 0.1 m1 de soïución saturada

de 504Cu y se siguió e] procedimiento como se indica en Métodos.

1.b. Determinación de 1as condiciones óptimas de incubación de PBG-asa.

Todas las manipuiaciones, salvo en el caso de tratamiento por

caior, se 11evaron a cabo entre 0-4°C.

1b . Homogenat0;Sesacrificó una rata norma], se sacó e] higado, se 1a

vó con solución fisiológica fría (ClNa 0.9%) con e] objeto de eli

minar 1a sangre de] tejido y se secó sobre pape] de filtro. Se

pesaron 3 porciones de] mismo de 2 gramos cada una y se reaiizaron

3 homogenatos utilizando un homogeinizador de] tipo Potter-Elvehjem
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con ayuda de un agitador mecánico.

Homogenato 1: Se reaiizó con C1K0.134 M en 1a reïación ig de hi

gado a 5 m1 con mezcla de homogeneización.

Homogenato 2: Se realizó con sacarosa 0.25 M en 1a relación 1 g de

higado a 5 m1 con mezcla de homogeneización. Este homogenato se

tomó como contro] ya que Sancovich (178) utiiizaba sacarosa 0.25M

como medio de homogeneización para determinar PBG-asa.

Homogenato 3: Se reaiizó con buffer Tris-C1H 0.05 M pH 7.4 en la

reiación l g de higado a 5 m1 con mezcla de homogeneización. Los

3 homogenatos fueron centrifugados a 11.000 g durante 20 min. A

una aiicuota (1.25 m1) de sobrenadante 1 y 2 se agregó buffer

P04H2K/P04HK2 0.134 M pH 7.4 y a una aïicuota de sobrenadante 3

buffer Tris-CIH 0.05 M pH 7.4.

Comosustrato se agregó 50 nmoies de PBG. E1 voiumen tota]

de mezcia de incubación fué de 5m1. Se rea1izaron los blancos

correspondientes se incubó a 37°C 2 h. en aerobiosis y oscuridad

y se desproteinizó con C1H(c) para obtener una conc. de CiH 5%.

Se dejó oxidar en frio y haciendo incidir 1uz b1anca sobre los

incubados. Después de fiitrar y lavar e] precipitado que queda

retenido en e] papel con C1H5%hasta fiuorescencia negativa de]

eluido, se ieyó 1a cantidad de porfirinas formadas en un espectro

fotómetro. Se obtuvieron 1as siguientes actividades especificas:
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Homogenato Activ. especifica
nmoles porf./mg prot.

1 (C1K 0.134 M) 0.87

2 (sacarosa 0.25 M) 0.70

3 (Tris-CIH 0.05 M) 0.54

De acuerdo a estos resuitados se eiigió comomezcla de ho

mogeneización 1a correspondiente a1 homogenato 1 o sea CIK 0.134M

en la relación 1-+-5.

Determinación de] tiempo de incubación.

Se determinó 1a actividad especifica de 1a enzima para dis

tintos tiempos de incubación.

En 1a Fig. 18 se observa que existe una relación practica

mente 1inea1 entre 1a actividad especifica y e] tiempo de incuba

ción hasta ios 75 min. Luego se curva, no variando 1a actividad

especifica con e] tiempo de incubación después de Ios 115 min.

Se elige comotienpo de incubación para ios siguientes experimen

tos 60 min.

Detenninación de 1a concentración de PBGy de proteínas enzimá

ticas "PBG+asa" en e] medio de incubación.

Se probaron concentraciones de PBGentre 2 x 10'3 m
3

My

42 x 10' mMen ei medio de incubación.

La actividad especifica de 1a enzima(Fig. 19)va creciendo
3hasta una concentración de 20 x 10‘ mMde PBG. A concentraciones
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mayores 1a actividad permanece constante con 10 cua] se considera

que se está a saturación.

En ios posteriores experimentos se trabajará con concentra

ciones de aproximadamente 25 x 10'3 mMen e] medio de incubación.

En 1a Fig. 20 se observa que ios nmoles de porfirinas forma

das es proporciona] a ios mg de proteinas incubadas en todo e] ran

go de proteinas ensayado que abarcó desde 4 mg hasta 25 mg.

Determinación deing óptimo de incubación.

4HK2 desde

pH 7.1 hasta pH 8.3. Desde pH 8.3 hasta pH 9 se determinó con bu

La curva de pH se determinó con buffer P04H2K/PO

ffer Tris-CIH en e] medio de incubación, asi se determinó (Fig. 21)

que 1a máxima actividad de 1a enzima se ha11aba entre pH 8 y pH 8.5.

. Efecto de ios cationes Na+ y Mg++sobre 1a actividad de "PBG-asa".

Se investigó e] efecto de] agregado de Na+ y Mg++dado que

se ha informado que dichos cationes aumentan 1a actividad de PBG-asa

de higado de vaca (178) y de caïios de soya (179). Para 1a enzima

de higado de rata observamos que a1 agregar a1 medio de incubación

Na+(Fig. 22)en una concentración 40 mMno varia 1a actividad de

"PBG-asa". A1 adicionar una concentración de Na+ de 120 mMhay un

muy pequeño aumento de actividad que aicanza apenas a un 4%. Para

todas ias demás concentraciones de Na+ hay decremento de actividad.

Con 1a adición de Mg++(Fig. 23) a] medio de incubación hay siempre

decremento de 1a actividad enzimática para todas ias concentraciones

ensayadas que varian entre 50 - 450 mM.
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La nomogeneización e incubación se reaïiza como en 1a Fig. 18. Se agregan distintos
volumenes de C1Na2Mobteniendose ias concentraciones detalladas en ei gráfico.

Fig. 23 EFECTO DEL AGREGADO DE Mg'H'AL MED|O DE INCUBACION
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La homogeneización e incubación se reaiiza como en 1a Fio. 18. Se agregan distintos
volúmenes de C12Mg0.25M obteniéndose las concentraciones oue se deta11an en e] grafico,
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Cuando se adicionan ambos cationes conjuntamente a1 medio

de incubación (Fig. 24) se observa un muy pequeño aumento de acti

vidad con una concentración de Na+ de 120 mMa pesar de tener una

concentración de Mg++de 150 mM.Para concentraciones más eievadas

decrece siempre 1a actividad enzimática.

Se quizo investigar 1a naturaieza de ias porfirinas formadas

con 1a adición de dichos cationes y sin 1a adición de Ios mismos.

Para e110 se reaiizaron 1as correspondientes cromatografias en pa

pe] según Cornford y Benson (167)con 1a adición de Jos cationes y

sin 1a adición de los mismos. En 1a Tabla III , se observa que 1a

adición de Na+ (200 mM)aumenta 1a proporción de Uro III, no detec

tandose Copro, ni Penta ni Hexa y disminuyendo 1a proporción de

Firia. Esta concentración de Na+ inhibiria 1a actividad de Uro-D

pero habiamos visto(Fig. 22)que disminuia también 1a actividad de

la PBG-asa.

La adición de Mg++ (Tabia III)aumenta un poco 1a proporción

de Uro I a expensas de Uro III y Firia, no habiendo prácticamente

variación de Ios demás intermediarios. Con 1a adición de Na+y

Mg++aumenta 1a proporción de Uro I y Uro III a expensas de los

demás intennediarios, no detectandose Copro ni Penta ni Hexa y

una proporción muy pequeña de Firia.

Conciusiones.

Para determinar actividad de PBG-asaen higado de rata se extrajo

el mismo, se lavó con soiución fisiológica, se secó con pape] de fiïtro,
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PORPBG-ASADEHIGADONORMAL.

ENLANATURALEZADEPORFIRINASPRODUCIDAS

SOBRENADANTE
DE11000G DEHIGADO NORMAL

AGREGADO

NATURALEZA

DEPORFIRINAS

l%)

UROI

UROIII

FIRIA

HEXA

PENTA

Congo

HNNA HNMG HNNA

eIG

(ZOOMM) (250MM) (ZOOMM) (250MM)

13 36

43

29 19

3.5

3.5

15

SeincubóPBG-asg+dehigadoderatanorma]comos

+

edeta11aenMét0d05.Ene]mediodeincubaciónseadicionó
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Na(200mM);Mg(250mM);y1amezcïadeambos.Lasporfirinasobtenidassesecaron,esterificaronypasaron aC1de135porfirinas.

CHpararealizariascromatografiassegüne]métododeCornfordyBenson(167)ydeterminar1anaturaïeza
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Fig.24 EFECTO DEL AGREGADO DE No+ Y Mg“ AL MEDlO
DE INCUBAClO N.
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La mezcïa de incdxción se realiza como se detaïïa en
Métodos. Se agrega C1Na y CL Mg a1 mismo tubo en las
concentraciones que se detalïan en e] gráfico.
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se centrifugó a 11.000 g 20 min. y se homogeneizó con CIK 0.134 M en 1a

proporción 1 g a 5 m1.

E1 tiempo de incubación fué de 60 min. La concentración de PBGen

3 3 mM. Se incubarone] medio de incubación fué entre 16 x 10' y 20 x 10'

de 10-14 mg de proteinas. a un pH 8.1. E1 voïumen tota] de incubación

fué de 2.5 m1. No se adicionó ni Na+ ni Mg++ pues estos a concentracio

nes mayores que 120 mMpara e] primero y 150 mMpara e] segundo catión

disminuian 1a actividad y para concentraciones menores no tenia efecto

significativo y por tanto se prefirió trabajar sin inhibidores presentes.

2. Utiiización de columnas Dowex1 y Dowex50 y sus respectivos rendi

'mientos en las determinaciones de ALA,PBGy porfirinas de orinas de

ratas normaies y tratadas con HCB.

2.a. Coeficiente de extinción para ALAconvertido en 2-meti1,3-aceti1,

4 carboxieti] pirro] (ALApirrol).

Para reaiizar 1a curva de calibración para 1a determinación

de ALA, se tomó una soiución de ALAde concentración 2,ug/m1. De

esta solución se pipetearon distintas alícuotas, se agregó buffer

acetato 1 M pH 4.6 hasta compietar 2 m1 y 0.05 m1 de aceti] aceto

na. Se agitó y ca1entó durante 10 min a 100°C en baño de agua. Se

enfrió a temperatura ambiente y se agregó 2 m1 de reactivo de Ehrlich

modificado leyendose 1a absorbancia después de 15 min a 556 nm. La

pendiente de 1a curva de caiibración de 1a Fig. 25 es de 0.475 ml/pg cm.
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Fig.25 CURVA DE CALIBRACION DE ALA CONVERTIDO

EN 2-METIL 3-ACETIL 4-CARBOXIETlL PlRROL
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La so]ución patrón de ALAcontiene 2 ug/m] se agrega buffer acetato 1Mhasta
compïetar 2 m1 y 0.05 m1 de aceti] acetona. Se caïienta 10 min a 100°C, se
enfría a temperatura ambiente y se agrega 2 m1 de reactivo de Ehrïích modifi
cado como se detaïïa en Métodos. Se lee la absorbancia a 556 nn.
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Este vaïor muïtipïicado por e] PMde ALAda e] coeficiente de extin

ción molar E = pend1ente x PMALA
6 3

E = 0.475-u—1—— x 131 x 10 ug x 10'M g cm

_ 4
EM - 6.2 x10

E1 coeficiente de extinción moïar obtenido por Mauzera11y Granick

fué de: EM=6,6x104

2.b. Estudio de las recuperaciones en Ias columnas de Dowexl y Dowex50.

2.o

2.b.

1, Recugeración de PBG.

Se siguió 1a técnica descripta en Métodos. Se utilizó una

solución de PBGde 206 nmoïes/mï. Se sembró l m1 de esta soïución

en sendas columnas de Dowex1. Se estudió también 1a recuperación

de PBGsembrandoïo disuelto en orina norma]. En 1 m1 de orina nor

ma] se disoïvieron 199 nmoles de PBG. En 1a Tab1a IV se puede ob

servar que e] porcentaje de recuperación de PBGen coïumna Dowex1

es de a1rededor de 90%ya sea que se siembre disuelto en agua o en

orina norma].

. Recugeración de ALA.

Se siguió 1a técnica descripta en Métodos. Para determinar

1a recuperación de ALAse añadió a 0.13 m] de buffer en e] cua]

había disue1tos 101.5 nmoles, 0.86 m1 de orina norma1(Tab1a V

1íneas 3 y 4).En este voïumen de orina norma] había 20.9 nmoïes

de ALAya que se vió que 1a concentración de ALAen esa orina era

de 24.2 nmoïes/mï, La cantidad total de ALAagregada a 1a columna



TABLAIV:RECUPERACIONDEPBGENCOLUMNADONEXl. COLUMNANMOLESPBG HoORINANMOLESDE 7DERECUPERACION

SEMBRADOS2 NORMALRECUPERADOSo

l206l -187912

-100

2206l -17987% 5199-l18A91%



TABLAV.RECUPERACIONDEALAENCOLUMNADONEX50. COLUMNANMOLESDEALABUFFERORINANMOLESALA

SEMBRADOS.ACETATONORMALRECUPERADOS

PAM355(ML)

ZDERECUPERACION

105l -10297%

-101

2103l -10299%

-l24.2

101.50.130.8612199%
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Dowex-SOfué por 10 tanto de 122 nmoïes. Comose recuperaron 121,

e] % de recuperación fué de 99%. Cuando se agregó a 1a columna ALA

disuelta en buffer acetato se encontró también un %de recuperación

entre 97-99%.(Tab1a V lineas 1 y 2).

. Recuperación de porfirinas,

Para e] estudio de recuperación de porfirinas se sembró 1a

muestra en 1a columna Dowex1. Se agregaron Ios reactivos para

e1uir ALAyPBG como se detaïla en Métodos. Luego se e1uyeron 1as

porfirinas de cada una de las coiumnas con C1H 5%y con CIH 10%

hasta fluorescencia negativa. La e1ución se reaiizó finaimente en

los experimentos con C1H10% pues ésta era mucho más rápida que

con C1H5%. En 1a Tabla VI se observa que e] porcentaje de recu

peración es de airededor de] 90%. Este porcentaje no varia con 1a

cantidad de ug de porfirinas sembradas. Se sembró en 1a coïumna 2

una pequeña cantidad de porfirinas que correspondería a una rata

norma]; en 1a coïumna 3 una cantidad mayor que correspondería a

un anima] 1evemente porfirico; y en 1a columna 4 una cantidad co

rrespondiente a un anima] muy porfïrico. Es de hacer notar que se

siembra en este caso una cantidad de orina entre 0.5 y 1 m1 y que

1a diuresis es de 6 a 8 m1 con 10 cua] aumentan Ios ug de porfi

rinas totaies excretados.

Para reaïizar ios cáïcuïos se tomó un coeficiente medio en

CIH considerando que en 1a muestra existe 25% de Copro, 30% de Fi

ria y 45%de Uro, determinado por cromatografía.
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3.1092
45.490

Lasporfirinasfueronpípeteadasapartirdeunasoluciónpatrónpreparadaensoïuciónacuosa enunaconcentraciónde337.04Áyg/m1.
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coeficiente en ClH 5%para Copro : 1.726.

coeficiente en ClH 5%para Firia : 1.637.

coeficiente en ClH 5% para Uro : 1 892.

Multiplicando cada uno de los coeficientes por su corres

pondiente porcentaje en la mezcla se obtiene un coeficiente medio

K 1/2 = l 774 ug/ ml.

Las columnas se eluyeron con ClH 10% para determinar el con

tenido en porfirinas de las orinas. Para leer en el espectrofotó

metro se realizó una dilución con agua destilada para que la mez

cla de porfirinas eluïda de la columna Dowex1 se halle disuelta

en una solución de ClH 5%. Se realizó esto debido a que no se dis

ponen de los coeficientes en ClH 10%.

3. Efectos del tratamiento de las ratas con HCBdurante períodos cortos.

Se quiso provocar porfiria por administración de HCBa ratas en

un corto tiempo.

Para ello se separaron 12 ratas en 4 lotes. Se les retiró el ali

mento durante 24 hs, y se dejó el agua de bebida durante todo el experi

mento. Después de este ayuno se les administró por inyección intraperi

toneal HCBdisuelto en aceite o propilenglicol y a los animales control

sólo el vehiculo. Los animales estaban divididos por lo tanto en la

siguiente forma: lote 1: administración de aceite; lote 2: administra

ción de HCBdisuelto en aceite; lote 3: administración de propilengli

col; lote 4: administración de HCBdisuelto en propilenglicol. Cada ani
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mal recibió 4 inyecciones separadas una de la otra 12 hs, recibiendo

cada vez una dosis de 100 mg de HCBdisueltos en 2 ml de aceite o en

1 ml de propilenglicol. Los animales control recibieron 2 o 1 ml del

vehiculo correspondiente.

Después de 24 hs de ayuno y 48 hs de tratamiento con HCB, los

animales fueron sacrificados, se extrajeron los higados y se determi

nó contenido en porfirinas, actividad de ALA—Sy de Uro-D como se deta

lla en Métodos.

En la Fig, 26 (a) se muestra el contenido de porfirinas hepá

ticas para los distintos lotes de animales. En la Fig. 26 (b) la ac

tividad de ALA.S;y en la Fig, 27 la actividad de Uro-D correspondien

te a la la. y 2a. etapa. En la la. etapa se mide la formación de Fi

ria + H€X&.+;%W+ánkco?ro; y en la 2a. etapa se mide la formación de

Copro.

Se puede ver que no hay diferencias significativas entre los

animales que recibieron HCBy los que recibieron sólo el vehiculo en

ninguno de los parámetros medidos (Fig. 26(a); 26 (b) y 27), ya que

los valores normales para porfirinas oscilan entre 0,1 y 0.2 ug de

porfirinas/g higado y la actividad enzimática para ALA-Sentre 7 y

18 nmoles de ALA/h/g de higado. Por lo tanto, se concluye que no se

pudo provocar disturbios en el metabolismo de porfirinas por adminis

tración de HCBen un periodo de 48 hs y 72 hs de ayuno continuo.
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II. EXPERIMENTOS'PARA ELUCIDAR SF EL HCB PRODUCE

PORFIRIA "’PER SE” O A TRAVES DE UN METABOLITO.



— 108 

1. Efectos del FB, del HCBy de ambos compuestos, administrados a ratas

Wistar normales.

Este estudio se realizó para investigar si el HCBo un metabo

lito ejerce su acción sobre las actividades de las enzimas del camino

del hemo. Se sabe que el FB estimula el metabolismo microsomal de dro

gas (138) y por lo tanto la administración de este compuesto deberia

acelerar la metabolización del HCB.

1.a. Condiciones experimentales.

Se utilizaron ratas hembras Nistar de aproximadamente 180 g de

peso. Se las dividió en 4 lotes de 15 animales cada uno. El lote 1

correspondía a ratas nonnales (N) ; el lote 2 a ratas tratadas con

FB; el lote 3 a las tratadas con HCBy el lote 4 a las tratadas con

FB + HCB.

El FB fué administrado en el agua de bebida en una concentra

ción de 1 g/l.

El HCBfué administrado diariamente por sonda gástrica en una

concentración de 1 g/kg de peso de animal.

Los animales comenzaron a ingerir FB 1 semana antes de comen

zar la intoxicación con HCBtanto para el lote FB como para el lote

FB + HCB.

Las ratas se colocaron en jaulas metabólicas y se mantuvie

ron durante 3 meses en estas condiciones experimentales de drogado.

Diariamente se recogía la orina de los animales de los 4 lotes y

se realizaban las determinaciones de ALA,PBGy porfirinas como se
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detaila en Métodos. En cada experimentos se sacrificaron 12 animales,

3 de cada iote a 1a 1a., 3a., 5a., 8a. y 11a. semana considerando

como iniciación de] experimento e] dia de comenzar a drogar con HCB.

Una vez sacrificado e] anima] con una gui]lotina,se pesaba en

su totaiidad, se extraia rápidamente el higado, e] cua] se colocaba

en soiución fisioiógica fria, se secaba con pape] de filtro y se pe

saba, 1 g de dicho órgano se homogeneizaba para detenninar actividad

de ALA-S como se deta11a en Métodos, E1 resto se homogeneizaba con

CiK 0.154 Mpara determinar contenido de porfirinas, las enzimas

ALA-D,PBG—asa,Uro-D, ferroqueiatasa y concentración de citocromo

P-450.

La forma de determinar contenido de porfirinas y actividad de

ALA-S , ALA-Dv, PBGwasay Uro-D se ha11a detailada en Métiios.

Para determinar PBansa y UrouD105 sobrenadantes de 11,000xg

de homogenatosde higados porfiricos fueron pasados a través de co

1umnas de Sephadex G-25 para e1iminar 1as porfirinas endógenas.

Este experimento se repitió en las mismas condiciones, o sea

que cada vaïor de contenido de porifirinas en higado o de actividad

enzimática representa e] promedio de 6 animaies.

Relación entre e] peso de] higado y e] peso de] cuerpo.

En 1a Fig. 28 se observa e] efecto que tiene e1 FB, e] HCBy

ambas drogas sobre e] peso de] higado en función de las semanas de

tratamiento. De] anáiisis de 1a Fig. 28 surge que 105 higados de

ratas tratadas con FB son más grandes que 10s de 1as normales; Ios
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animaïes tratados con HCBpn5entan higados más grandes que Ios tra

tados con FB sóio y 10s tratados con ambas drogas presentan higados

aún mayores que ios demás iotes,

Los pesos de los higados de cada uno de 10s lotes respecto a1

mismo ïote se mantienen aproximadamente constantes hasta 1a 8a. se

mana. Se observa un aumento de] peso de los higados de] lote FB, HCB

y FB+ HCBentre 1a 8a. y 10a. semana de tratamiento. La disminución

de] peso de dicho órgano en los animaies nonnaies, se debe probabie

mente a] uso de ratas más pequeñas ya que cuando se reaiiza ia reïa

ción peso de higado/peso de rata (Fig. 29) no se ve dicha disminu

ción.

En 1a Fig. 29 se observa 1a reiación entre e] peso de higado

a1 peso de rata en función de ias semanas de tratamiento. Desde 1a

1er, semana se observa que hay un incrmento en e] peso de] higado

respecto a1 peso de] cuerpo para ias ratas intoxicadas respecto a 1as

normales; siendo 1a relación más e1evada para las tratadas con ambas

drogas a1 mismo tiempo, E1 incremento es aproximadamente constante

para ios distintos iotes durante e] experimento. E1 mayor incremento

en e] peso reiativo se observa, para todas 1as semanas estudiadas,

cuando se administran ambas drogas e] mismo tiempo., observándose,

iguaï que en 1a Fig, 28 un aumento de ios higados, respecto a su

mismo lote entre 1a 8a, y 10a. semana,

1.c, Excreción urinaria de ALA,PBGy porfirinas y naturaieza de 1as po 

firinas excretadas.

En Ia Fig. 30. 31, y 32 se observa 1a excreción urinaria de
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Se determina 1a excreción urinaria de ALAcomo se detalla en Métodos.En 1a coïumrn
Dowex1 se siembran aiïcuotas de orina de 0.5m1 para ios animaies que reciben HCB
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ratas individuaies y caracteristicas de cada Iote de animales drogados y e] prome
dio de 5 animaies para el iote norma].
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Fig.3| EXCREClON URINARIA DE PBG
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Fig.32 D<CR ECION URINAR!A DE PORFIRINAS

_. //*
f \

. , \

É _ ¡ \
É I

‘\\\\ __ ......_. bj 1

Cn - FEB :

1 _ —— HCB 1
____ FB-PHCB l

ÏOOr

80*

50-

¿,0_

20

S e rn G F10 S

Se determina 1a excreción urinaria de porfirinas como se de
ta11a en Métodos. Otras indicaciones y detaiies como en Fiq.
30.
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ALA, PBGy porfirinas en pg/24hs en función de las semanas de trata

miento.Se graficaron 2animalas individuales y característicos para

representar los lotes FB, HCBy FB + HCB. Se representó el promedio

de valores normales para mayor claridad del gráfico, pues la varia

ción entre 2 ratas normales es pequeña para poder visualizarlo grá

ficamente.

Se observa que los animales tratados con FB excretan ALA, PBGy

porfirinas en cantidades normales, Los animales tratados con HCB

aumentan la excreción de ALA,alcanzando valores de 600 ug/24hs o sea

40 veces los valores promedios normales (19.1 Ï 5.1 pg/24 hs), la ex

creción de PBGalcanza valores de 3500 pg/24 hs o sea aumenta alre

dedor de 400 veces respecto a los valores promedios normales (4.4 Ï

0,5 pg/24 hs) y la excreción de porfirinas alcanza a 145 ug/24hs o

sea aumenta 58 veces respecto a los valores promedios normales (0.7

Ï 0.1 pg/24 hs ), En la 5a. semana ya se observa un aumento respec

to a los n0rmales en ALA, PBGy porfirinas para el lote FB + HCB

(porfirinas comienzan a aumentar a la 4a. semana) mientras que para

el lote HCBeste aumento recién se comienza a observar a la 7a. se

mana para ALA, entre 7a. y 8a, semana para PBGy a la 6a, semana para

porfirinas. Los picos de excreción máxima de ALAy PBGpara el lote

FB + HCBse hallan entre la 6a, y 8a. semana mientras que para el

lote HCBse hallan entre la 8a. y 10a. semana. Las excreciones máxi

mas de porfirinas se alcanzan para el lote FB + HCBentre la 6a. y

7a. semana, mientras que para el lote HCBentre la 8a. y 10a. sema

na. En estas figuras observamos por lo tanto que las excreciones de
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ALA, PBGy porfirinas para el lote FB + HCBpreceden a las corres—

pondientes del lote HCB.

En la Fig. 33 se observan los promedios de excreciones de por

firinas de todos los animales correspondientes a cada uno de los 4

lotes estudiados en función de las sananas de tratamiento. En la 4a.

semanade tratamiento ya existe elevación de la excreción de porfi

rinas para el lote FB + HCBmientras que para el lote HCBrecién se

observa una elevación significativa a la 5a. semana. Mientras que

los valores del lote drogado con FB sólo se mantienen en niveles nor

males,los promedios de los otros 2 lotes drogados aumentan constante

mente observándose siempre un aumento mayor para el lote FB + HCB

que para el drogado con HCBsólo, tendiendo a un valor constante a

la semana 10,

En la Fig. 34 se observa la naturaleza de las porfirinas uri

narias en función de las semanas de tratamiento para el lote HCBy

FB+ HCB,es decir para los lotes de animales que adquieren porfi

ria. Para el lote N y FB se vió en la Fig. 33 que la excreción de

porfirinas es muy pequeña, determinandose sólo Copro. En la Fig. 34a

se observa que en la 4a, semana para el lote HCBla porfirina excre

tada es sólo Copro. comenzandoa decrecer éste recién a la 5a. se

mana con el aumento correspondiente de Uro, Firia y Penta + Hexa

(Fig. 34 b). El lote FB + HCBya a la 4a. semana presenta un decre

mento en la cantidad de Copro a expensas de Uro, Firia y Penta +

Hexa (Figs. 34a y 34h). Constantemente a lo largo de las semanas

de tratamiento hay una disminución mayor de Copro, a expensas de
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las demás porfirinas, para el lote FB + HCBque para el lote HCB.

Esto estaria indicando una actividad disminuida de Uro-Dmás tempra

namente para el lote FB + HCBque para el lote HCB. Es de hacer no

tar que la naturaleza de porfirinas permanececonstante entre la

6a. y 10a. semana de tratamiento para el lote FB + HCBmientras que

para el lote HCBocurre lo mismo entrela 8a, y 10a. semana.

Porfirinas en higado: Cantidad acumulada y naturaleza de los las mis

EEE;_

Después de sacrificar los animales y extraerlos higados se de

terminó el contenido de porfirinas en los mismos(Fig. 35).Se observa

que en la 3er. semana de tratamiento ya hay un pequeño aumento en la

acumulación de porfirinas en higado para el lote FB + HCBúnicamente.

El lote HCBcomienza a aumentar recién a la 5a. semana. Se nota por

lo tanto que concuerdan los promedios de excreción de porfirinas y

acumulación de las mismas en higado, con respecto a las semanas de

tratamiento. Durante tOdo el experimento se observa, que a partir de

la 3er. semana, los contenidos promedios del lote FB + HCBsuperan

a los de HCB. Para el lote HCBse llega a valores promedios de 300 ug/

g higado mientras que para el FB + HCBse llegan a valores de 600 ug/

g higado. Por lo tanto el lote HCBaumentaría 60 veces respecto a los

valores normales mientras que el FB + HCB120 veces,

Durante todas las semanas los animales intoxicados con FB acu

mulan cantidades normales de porfirinas en sus higados. En cuanto a

la naturaleza de porfirinas en higado, en la primer semanade trata

miento con FBy HCBse detecta sólo trazos de Ïopro y Proto.
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En la 3er. semana de tratamiento ya se encuentra una gran pro

porción de porfirinas con númeroalto de carboxilos, Uro y Firia; si

endo la proporción de Uro 60%,.Firia 35%y trazos de hexa y penta.

La pr0porción de Uro va aumentando a expensas de Firia en función de

las semanas de tratamiento. En la semana 10 ya no se observa penta

ni Hexa, siendo la cantidad de Uro: 70%y Firia 30%. Estas pr0por

ciones ya no varian con el tiempo de intoxicación, Son las propor

ciones que se encuentran en animales muyporfiricos.

Nose hallaron diferencias significativas en función de las

semanas de tratamiento, en cuanto a la naturaleza de las porfirinas

para el lote FB + HCBrespecto al lote HCB. Tanto en los animales

normales como en los drogados con FB, se detectó sólo trazas de Copro

y Proto a lo largo de todo el experimento.

. Actividad de ALA-S, ALA-Dy Uro-D.

La Fig. 36 representa la actividad especifica de ALA-S,enzima

clave y regulatoria de este caminometabólico. en función de las se

manas de tratamiento, La actividad especifica se graficó como%del

control o sea al promedio de normales de cada experiencia se dió

el valor de 100 y a dicho valor se refirieron los promedios de los

distintos lotes. Se observa que para el lote FB+ HCBla actividad

especifica tiene ya un incrementosignificativo a la 3er. semanamien

tras que para el lote HCBeste mismo aumento de actividad se observa

recién a la 5a. semana, Durante las demás semanas hay mayores dife

rencias entre el lote que recibe las 2 drogas y el que recibe HCB

sólo. En todas las semanas la actividad especifica del lote FB + HCB
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supera a 1a de] lote HCB.No se observan diferencias significativas

entre los animales normaies y los que ingieren sóio FB, La Fig. 37

muestra 1a actividad especifica de ALA-D,enzima que cataiiza ei se

gundo paso en e] camino metabólico de] hemo que iieva a 1a formación

de PBG.

En 1a 1a. y 3a. semana no se observan diferencias significati

vas entre ios animaies drogados con HCBy ios normaies. Es de hacer

notar en cambio que ios animaies drogados tanto con FB solo como con

FB + HCBdisminuyen su actividad especifica respecto a ios va10res

normaies en ia 1a. y 3a. semana de tratamiento. E1 lote FB sigue man

teniendo sus vaiores por debajo de ios normaies durante ias sucesivas

semanas de] experimento. En 1a semana 5a. hay un pequeño incremento en

1a actividad especifica para ei iote HCBmientras que para e] iote

FB + HCBeste incremento es muchisimo mayor. Asi mientras e] Iote HCB

aumenta soio un 10% e] iote FB + HCBaumenta casi un 100%. Este últi

mo se mantiene en ias siguientes semanas sin variar practicamente su

actividad. E1 lote HCBva aumentando su actividad tendiendo a aicanzar

durante 1a 8a. y 10a, semanas ias actividades que corresponden a1

iote FB + HCB.

Otra enzima que se anaiizó en este estudio fué 1a Uro-D ya que

ésta es una enzima ciave en ia acción de los compuestos haiogenados.

Dicha enzima es 1a que descarboxiia secuenciaimente e] Uro'gen para

dar copro'gen. La actividad de la enzima Uro-D se midió comodesapa

rición de Uro'gen (Figr 38) y comoaparición de Copro'gen (Fig, 39).

En estos experimentos se midió 1a actividad de esta enzima en sobre
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nadantes de 11.000 g de homogenatos en CIK 0.134 M. Los sobrenadan

tes de] iote HCBy FB + HCBcontenia una cantidad elevada de porfi

rinas ias cuales interfieren en 1a detenninación enzimática. Por

esta razón estos sobrenadantes fueron pasados a través de coiumnas

de Sephadex G-25 equiiibradas previamente con buffer P04H2K/P04HK2.

Se realizó un pool con los eiuidos que contenían 1a proteina enzi

mática y no 1as porfirinas. Se obtiene una buena separación ya que

1a proteina saie con e] V0 de 1a columna mientras 1as porfirinas

saien después. Los sobrenadantes de ratas normaies y de tratadas c0n

FB se incubaron directamente ya que se verificó que ia actividad

especifica era 1a misma, pasado o no e] sobrenadante por coiumna.

En 1a Fig. 38 1a actividad de UroeD está dada comadesapari

ción de Uro'gen (la. etapa de descarboxiiación) en función de las

semanas de tratamiento. En 1a 3er. semana ya hay un descenso de 1a

actividad especifica para e] iote HCBy FB + HCB, siendo e] z de]

contro] 65 y 84%respectivamente. Este descenso de actividad se

hace mayor a medida que transcurren 1as semanas notándose que

siempre ios vaiores de] lote FB + HCBestán por debajo de los de

HCB soio.

El lote FBvaria su actividad especifica alrededor dei 80%

de] contro] durante ei transcurso de] experimento o sea disminuye

su actividad respecto a1 norma]. E1 iote HCBIiega a tener una

actividad de un 42%de] contro] norma] a 1a 8a. semana de trata

miento mientras ei iote FB + HCB11ega a tener una actividad de
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25%a 1a 8a. semana de tratamiento.

La Fig. 39 representa ias actividades especificas de 1a 2a.

etapa de decarboxiiación de Uro-D que es e] pasaje de Firia-+-+ »

Copro o sea 1a aparición de Copro'gen. A1 igua] que en 1a Fig. 38

aparece disminución de 1a actividad enzimática a 1a 3er. semana de

tratamiento tanto para e] iote HCBcomo para e] FB + HCB; siendo

mayor para este üitimo. E1 decremento aumenta en función de las

semanas hasta aicanzar en 1a 8a. semana un 15%de actividad respecv

to a] contro] para e] iote HCBy 2% para e] iote FB + HCB. La ac

tividad para e1 iote FB esta disminuida oscilando entre 70%y 80%

de] contro] segün ias semanas. Es decir que e] comportamiento de

1a 2da. etapa es simiiar a 1a de 1a 1a. 5610 que las disminuciones

son mayores.

Se quiso investigar si 1a disminución de 1a actividad por

FB de 1a ALA-Dy Uro-D era debido a 1a acción de esta droga sobre

1a enzima o debido a aigün otro efecto indirecto,

Se sabe que e] FB aumenta 1a ve10cidad de sintesis de prote,

inas microsomaies "in vivo" e "in vitro" (141). Podria ocurrir que

1a actividad de 1a enzima a1 drogar los animales con FB no se a1

terase, pero debido a1 aumento de proteínas microsomaïes 1a acti

vidad especïfica disminuyese, Para e110 se planificó reaiizar un

experimento para detenninar ALA-Dy Uro-D centrifugando a 105,000 g.

De esta forma se eiimina 1a interferencia de ias proteinas microso

maies.
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Se comenzaron a drogar los animales de la misma forma que an

terionnente con FB, HCBy FB + HCBy se dispuso de un lote control

normal. Se sacrificaron los mismos a la 3a., 5a., y 8a. semana, mo

mento en el cual comenzaba el desarrollo de la enfermedad (3er. se

mana), para agravarse luego el cuadro enzimático durante la 5a. y

8a. semana.

En cada una de las semanas se detenninó actividad de ALA-Dy

Uro-D centrifugando el homogenato a 11.000 g 20 min y a 105.000 g

60 min. y determinando al mismo tiempo la actividad de ambas enzi

mas centrifugadas a las 2 velocidades, Las detenninaciones enzimá

ticas se realizaron comose detalla en Métodos,

En la Fig, 40 a y 40 b se graficaron las actividades de ALAs

D. En la Fig, superior los datos corresponden a la detenninación de

la actividad especifica para sobrenadante de ll 000 g por 20 min. de

homogenato de higado. Se puede observar que en este caso , los va

lores correspondientes a las actividades de animales drogados con FB

dan valores de 75%respecto al control normal, Esto indicaria que el

FB produce un 25%de inhibición de la enzima respecto a los normales

en todas las semanas de tratamiento.

Si observamos el gráfico (b) en el cual el homogenato de higa

do fué centrifugado a 105.000 g por 60 min.; las actividades corres

pondientes al lote FB dan valores por encima y por debajo de los nor

males, lo cual indicaria que no existe inhibición de la enzima por

FB. La disminución de actividad para el lote FB en todas las semanas
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de tratamiento observado a] realizar 1a centrifugación a 11.000 g

se deberia por 10 tanto a1 aumento de proteínas microsomales 1as

cuales quedan en dicho sobrenadante, A1 reaïizar ios cáïcuios de

actividad especifica se está dividiendo por una cantidad mayor de

proteinas que en e] caso norma], y se obtienen por 10 tanto una

actividad específica menor. Comparando1as actividades reïativas

de los Iotes FB + HCBy HCBse observa que a] igual que en 1a Fig.

37 los animaies drogados con FB + HCBpresentan una respuesta más

rápida y mayor que Ios drogados con HCBsolo. La centrifugación a

105.000 g pennite observar un mayor incremento de 1a actividad en

zimática respecto a1 contro]. Asi a 1a 8a, semana el 10te FB + HCB

presenta un incremento de un 300 Z mientras que cuando se centrífu

ga a 11.000 g dicho incremento es de aproximadamente 200 %, Es de

destacar también que a 1a 5a. semana 1a diferencia de actividades

enzimáticas entre e] iote FB + HCBy HCB, para e] caso de centrífu

gación a 105.000xg es notablemente mayor que para 1a centrifuga

ción a menor veiocidad.

Se 11evó a cabo ei mismo estudio comparativo para

Uro-D que e] reaiizado para ALA-D.

En 1as Fig. 41 y 42 se pueden ver 1as dos etapas de decar

boxiïación de UrowD.La la. etapa es 1a desaparición de Uro'gen o

sea e] pasaje de Uro a Firia y 1a 2a, etapa es 1a formación de Copro'

gen. Cuando se centrífuga a 11.000 g 20 min e] homogenato de higado

(Fig. 41)a se observa que todas las actividades especificas para e]
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lote FBcaen por debajo de los valores normales, lo cual haria pen

sar en una disminución de actividad de la enzima Uro-D por efecto

del FB. Cuando se realiza la centrifugación a 105.000 g por 60 min.

la actividad correspondiente al lote FB, da valores por encima y por

debajo de los nonnales lo cual hace pensar en que no hay inhibición

de la enzima por FB sino que la disminución de actividad se debe al

aumento de proteinas microsomales. Para los lotes HCBy FB + HCBse

observa disminución de actividad a la 3er. semana de tratamiento

fig. 41 a y b) Esta disminución se acentúa aún más en las siguien

tes semanas (5a. y 8a). En la 5a. semana de tratamiento la actividad

del lote FB + HCBes mucho menor que la del lote HCB. Las activida

des de ambos lotes siguen decreciendo en función de las semanas de

tratamiento.

Estos resultados estan de acuerdo con los obtenidos en la Fig.

38 donde se obtiene ya en la 3er. semana una disminución de activi

dad para los lotes HCBy FB + HCB, y una disminución aún mayor a me

dida que transcurren las semanas de tratamiento.

El mismoanálisis se realizó para la Fig. 42 a y b donde aparece

la 2a. etapa de decarboxilación observandose también que la disminu

ción de actividad especifica para el lote FB es muchomenor cuando

se realiza la centrifugación a l05.000 g que cuando la misma se lle

va a cabo a 11,000 g.

Respecto a los lotes FB + HCBy HCBse continúa observando

que el lote FB + HCBpresenta mayor finhibición que el HCBsolo.
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Conclusiones.

1.- Se detenminó e] peso de higado respecto a1 peso de rata en los cuatro

N
l

lotes de animaies N, FB, HCBy FB + HCBobservándose que dicha rela

ción aumenta por el tratamiento con FB, con HCBy con ambas drogas

(Fig. 28 y 29). Es de destacar que 1a relación de] peso de higado a1

peso de] cuerpo de] animal está siempre en e] siguiente orden: FB +

HCB 3> HCB :> FB :> N.

Se midió ALA,PBGy porfirinas excretadas por orina en los 4 iotes

(Fig. 30, 31 y 32) observándose que en los animaies drogados con FB +

HCBios picos de excreción de ALAy PBGy 1a excreción de porfirinas

anteceden en 2 semanas, a ias de ios tratados sóio con HCBobservan

dose para los 2 primeros casos mayores respuestas en ios lotes que re

ciben las 2 drogas juntas,

-Las excreciones de 1as ratas tratadas con FB están dentro dei rango

de ios valores normaies.

En ratas normaïes ias porfirinas urinarias excretadas están formadas

únicamente por C0pro.

En animales intoxicados con HCBhay un 100% de Copro hasta 1a

4a. semana (Fig. 34), En 1a 5a. semana hay una disminución de 1a pro

porción de Copro a expensas de] aumento de 1a pr0porción de Uro, Firia

y P + H.

En ias ratas drogadas con FB + HCBse observa ya una disminución de

Copro a expensas de ias otras porfirinas)en 1a 3er. semana. Esta pro
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porción va variando en el mismosentido durante las siguientes sema

nas hasta alcanzar en la semana8a. los siguientes %relativos para:

HCB; Copro 47%; P + H 6%; Firia 10%; Uro 37%; FB + HCB: Copro 34%;

P + H 6%; Firia 11%; Uro 49%. Los animales intoxicados solo con FB

excretan al igual que los normales solo Copro.

El pretratamiento con FB causó una acumulación de porfirinas más tempra

na y mayor que cuando el HCBse dió sólo. Asi la acumulación observa

da para el lote FB + HCBantecede en 2 semanas y supera al del HCB

sólo. Los animales intoxicados con FB sólo poseen una acumulación

normal de porfirinas (Fig, 35).

4.- La actividad de ALA-Scomienza a elevarse a la 3er. semana para el lo

te FB + HCBmientras que lo realiza a la 5a. para HCBsólo (Fig. 36)

ALA-Dse eleva a la 5a. semana para FB + HCBy después de la 5a. semana

para HCBsólo (Fig. 37)m Uro-D desciende su actividad en la 3er. semana

tanto para el lote FB + HCBcomo para HCBsólo pero el descenso es ma

yor cuando se dan las 2 drogas al mismo tiempo que cuando se da HCB

sólo. (Fig. 38 y 39).

Tanto para ALA-Dcomo Uro-D la centrifugación a l05.000 g por 60 min

del homogenato de higado)comprueba el hecho de que el descenso de

actividad observado cuando se trabaja con sobrenadantes de 11.000 xg,

para estas 2 enzimas en los animales drogados con FB, no es debido a

la acción de esta droga sobre las enzimas sino a un aumento de las

proteinas microsomales.Esto hace que la actividad específica dé va

lores menores que los reales (Fig. 40, 41, y 42).
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6.- E1 HCBaumenta 1a excreción de ALA, PBGy porfirinas en orina, y 1a

acumuiación de porfirinas en higado. Esta droga eieva también 1a ac

tividad de ALA-Sy ALA-D.Uro-D por e] contrario se ve profundamente

disminuida.

Todos estos efectos provocados por e] HCBse ven incrementados y an

ticipados en e] tiempo cuando se administra junto con HCB, FB o sea las

dos drogas a1 mismo tiempo.

En ratas porfiricas por HCB,1a actividad de ias enzimas ALAeS,

ALA-Dy PBG-asa aumenta respecto a ios animaies normales siendo los incre

mentos porcentuales de 300, 38, y 46 respectivamente, (Fig, 43 y 44). La

enzima Uro-D decrece drásticamente como consecuencia de 1a intoxicación

por HCBcon un decremento de] 82% para 1a 2a. etapa de descarboxilación

(Fig, 44).

En 1a Fig, 44(b) se observa e] decrecimiento de 1a actividad de

Uro-D tomando como 100%e] vaior de actividad de] porfirico y caicuiando

e1 porcentaje de aumento de] norma] respecto a1 porfirico, De esta forma

se ve que 1a enzima más afectada es 1a Uro-D. La observación de 1a Fig.

44(a) nos haria pensar que 1a enzima más afectada es 1a ALA-S10 cua] no

es correcto, Esta diferencia se debe a que tomando 1a disminución de]

porfirico respecto a1 norma] no puede ser nunca mayor que un 100%. Consi
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derando estos resuitados, se quiso investigar si e] aumento de ALA-S,

ALA-Dy PBG-asa y el decremento de Uro-D (Figs. 43 y 44) eran debido a

un efecto a nivei de actividad enzimática, es decir se quiso investigar

1a posibiiidad de 1a existencia de un activador o inhibidor. Para deter,

minar esto se reaiizaron ios experimentos que se detallan en ios tópi

cos 2 y 3.

2.- EFECTO DEL AGREGADO DE SOBRENADANTE DE HOMOGENATO DE HIGADO PORFIRICO

POR HCB Y DESPROTEINIZADO POR CALENTAMIENTO SOBRE LAS ACTIVIDADES DE

DISTINTAS ENZIMAS DE UN HIGADO NORMAL.

2.a.

2.b.

Condiciones experimentaies.

Se trabajó con ratas hembras Nistar de 180 g. de peso aproxi

madamente. Se administró HCBpor sonda gástrica hasta severa porfi

ria (aprox. 3 meses). Dosis administrada: 1 g/kg peso. Se utiiiza

ron ratas normaTes que correspondían a1 mismo Tote que las porfiri

cas.

Se detenninó e] grado de porfiria de Tos animaies por observa

ción de Ias bandan caracteristicas de porfirinas en orina con un

espectroscopio.

Efecto dei agregado de sobrenadante de homogenato de higado porfi

rico por HCBy desproteinizado por caientamiento sobre 1a actividad

de ALA-S de un higado norma].

Se homogeneizó higado de rata norma] e higado de rata porfirica



-143

para determinar ALA-Scomo se detaila en Métodos. Una parte de di

chos homogenatos se caientaron 5 min a 100°C y se centrifugaron

para separar e] precipitado y e] sobrenadante. Un voiumen de estos

sobrenadantes equivaientes a 0.5 m1 de homogenato fue añadido a

.0.5 m1 de homogenato de higado norma]. Se adiciond además todos ios

reactivos correSpondientes a 1a mezcla de incubación. Estos ensayos

representan los homogenatos normaies con 1a adición de cantidades

equivaïentes de homogenatosnonnaies o porfiricos caientados y cene

trifugados (HN + GHNS) y{HN + BHP} respectivamente
Por otro 1ado se quiso determinar también e] efecto del agre

gado de homogenatos normaies y porfiricos caientados pero sin cen

trifugar. Para e110 se pipeteó en distintos tubos que se usan para

incubar 0.5 m1 de homogenato de higado norma] y en otros 0.5 m1 de

homogenato de higado porfirico, se calentó 5 min a 100°C, se enfrió

y 1uego de coiocario en hieïo se agregó 0.5 m1 de homogenato nonna]

y e] resto de reactivos que corresponden a 1a mezcia de incubación.

Estos ensayos representan 1os homogenatos normales con 1a adición

de cantidades equivaientes de homogenatosnonnaies y porfiricos en

) respectivamente .
pE 'teros (Hn + BHNE)y(HN + GH

En 1a Fig.36 se observa que 1a actividad de ALAeSaumenta en

Ios animaies intoxicados con HCB.Estos experimentos son por 10 tan,

to para investigar si en 105 hígados porfiricos existe aigün actie

vador que aumente 1a actividad de ALAeS.

En 1a Tabia VII se observa que el agregado de homogenato pore

firico desproteinizado ya sea añadido entero o sobrenadante de una
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centrifugación da una actividad relativa de 0.7 y 0.6 cuando se

compara con un homogenato norma] a1 que se 1e adicionó homogenato

nonna] ca1entado entero o sobrenadante. Esto implicaría que no

existe activación.

Efecto de] agregado de sobrenadante de homogenato de hígado pprfï

rico por HCBy desproteinizado por calentamiento sobre la activi

dad de ALA-Dde un higado norma],

Se homogeneizó higado de rata norma] y de rata porfirica

como se deta11a en Métodos. Se centrifugó a 11.000 g 20 min y

0.05 m1 de este sobrenadante se utiiizó comofuente enzimática.Se

desproteinizó parte de dicho sobrenadante de igual manera que en b.

Se tomaron cantidades de desproteinizado equivaientes a 0,05 m1 de

sobrenadante para añadirïes a ios incubados. La adición de] caïen.

tado entero o de] sobrenadante de] caientado (Tabia VIII) a una prev

paración enzimática norma] no produce activación en ALA-D.

Efecto de] agregado de sobrenadante de homogenato de higado porfi

rico por HCBy desproteinizado por ca1entamiento sobre 1a activi

dad de PBG-asa de un hígado norma].

Se homogeneizó higado de rata norma] y porfirica como se de

ta11a en Métodos. Después de centrifugar a 11.000 g 20 min. e] so.

brenadante porfirico se pasó a través de c01umnade Sephadex 6-25

para e1iminar las porfirinas endógenas, Parte de] sobrenadante nor!

ma] se pasó también a través de co1umna de Sephadex 6-25. Esto se

reaïizó para que 105 agregados normaies y porfiricos calentados se



TABLAVIII.EFECTODELAGREGADODEUNAPREPARACIONDEHIGADOPORFIRICO

DESPROTEINIZADOPORCALORSOBREALADEHIDRASANORMAL.

PREPARACIONSOBRENADANTEALA-DEHIDRASAACTIVIDADACTIVACION ENZIMATICADESPROTEINIZADOACTIVIDADENZI-RELATIVA
(SOBREN.)(0-5MIN.1002€)MATICA

(NMOLESPBG/H/MG

PROT.)
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HN-9HNE12.8l  HNOHPE12.6

¡“l

H0

HNOHNS12.9l  HNOHPS13.1lN0

HN;Hígadonorma]gentero(sobrenadantede11000g20'0-5min100€) HP;HígadoporfíricoS;sobrenadante(sobrenadantede11000920'4}5min100°Cycentrifugado

descartandoe]precipitado).¡

Cadavaïorrepresentaelpromediode3animaTesnormaïesy3porfíricos.Laincubacionsereaïízócomose detaTTaenMétodos.Proteínasincubadas;1 mg.

LL]
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hallasen en igualdad de condiciones. Comopreparación enzimática

se utilizó 0.4 ml de sobrenadante de 11.000 g 20 min. al cual se

adicionó una cantidad equivalente de sobrenadante de 11.000 g

20 min de homogenato de higado nonnal o porfirico pasados por co

lumnas de Sephadex G-25 y luego deSproteinizados en la misma for

ma que en b pero incluyendo cantidades equivalentes a 0.4 ml de

sobrenadante.

Ya se habia determinado previamente que los animales porfi

ricos por HCBpresentaban un aumento de actividad de aproximada

mente 50%para esta enzima (Fig, 43),

En la Tabla IX se observa que al agregar un sobrenadante

6-25 desproteinizado entero de higado porfirico a un sobrenadante

de.11.000 g normal se produce un 24%de activación respecto al

ensayo cuando se agrega sobrenadante Gv25desproteinizado entero

de higado normal. En el caso de agregar dicho sobrenadante desprov

teinizado pero centrifugado se observa sólo un 11%de activación.

Estos datos indicarian que en los higados porfiricos existe

un activador de la PBG-asa. Parte de dicho activador queda en el

sobrenadante del desproteinizado por calentamiento 5 min a 100°C

y parte queda en el precipitado proteico ya sea disuelto en el

sobrenadante embebido en el mismo o unido a las proteinas del mis

mo.

Efecto del agregado de una preparación de higado porfÍrico desprou

teinizado pgr calor sobre uroporfirinógeno decarboxilasa normal.

Se trabajó de la misma forma que en d) pero utilizando un



TABLAIX.EFECTODELAGREGADODEUNAPREPARACIONDEHIGADOPORFIRICODESPROTEINIZADO

PORCALORSOBREPORFOBILINOGENASANORMAL.

PREPARACIONSOBRENADANTE/G-ZSPORFOBILINOGENASAACTIVIDADZ ENZIMATICADESPROTEINIZADOACTIVIDADENZIMA-RELATIVAACTIVACION
(SOBRE.llOOOG)ce5 MIN.1009€).TICA

(NMOLESPORF/H/MG

PROT.)

HN-9HNE0.17l
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HNBHPÉ0.211.2L:24 HHaHNs0.181 HN-OHPS0.201.11ll

HN;HígadoNorma]E:entero(sobrenadantede11000gpasadoatravésdeG-25-9-5mina100°C) HP;HigadoPorfiricoS;sobrenadante(1amismapreparaciónanteriorcentrifugadaa900g5';

seusóe]sobrenadantedeTamisma).

Cadavaiorrepresentae]promediode3animalesnormalesy3porfiricos.Ladetenninaciónenzimáticase reaiizósegúnsedetaiiaenMétodos.
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voiumen de preparación enzimática para HNde 0.25 m1, y una cantidad

equivaiente de sobrenadante de 11.000 g/G-25 desproteinizado por ca

1entamiento. A1 agregar e] desproteinizado entero (Tabia X) hay una

inhibición de 20% en 1a actividad de 1a 1a. etapa y de un 52%para 1a

2a. etapa. Cuando se agrega e] sobrenadante de] desproteinizado a HN,

se obtiene un decremento de un 15% para 1a 1ra. etapa y de un 48% para

1a 2a. etapa. Estos resuïtados nos harian pensar que en los higados

porfiricos existe un inhibidor de 1a Uro-D. La mayor parte de este

inhibidor se desprenderia por caientamiento y una muy pequeña canti

dad quedaria retenido en e] precipitado proteico. Esto es una c0nse

cuencia de que e] agregado de desproteinizado entero provoca una dis

minución aïgo mayor, aunque bastante semejante, de actividad que e]

sobrenadante de desproteinizado,

Conciusiones.

E1 agregado de preparaciones desproteinizadas de homogenatos y

sobrenadantes de higados porfiricos a preparaciones nonnaies no mo

dificó 1a actividad de ALA-Sy ALA-Dnorma]. En PBG-asa, a1 adicionar

Ios desproteinizados porfiricos se produjo una activación de un 24%

y en Uro-D un decremento de actividad de 15%para la la. etapa

(Desaparición de Uro'gen) y de 52%para 1a 2a. etapa (Aparición de

Copro'gen). Esto nos estaria indicando que los homogenatos y sobrena

dantes porfiricos no 1iberan por caientamiento ningún metaboiito que

active ias enzimas ALA«Sy ALA-D.Se iiberaria en cambio algún o

aigunos metaboiitos que actuarian: a) sobre 1a PBG-asa normal



TABLAX.EFECTODELAGREGADODEUNAPREPARACIONDEHIGADOPORFIRICODESPROTEINIZADO

PORCALORSOBREUROPORFIRINOGENODECARBOXILASANORMAL.

PREPARACIONSOBRENADANTE/ACTIVIDADENZYMATICA(NMOlEsDEPORFIRINAS) ENZIMATICA5-25DESPRO-MGPROTEINAS/BOMIN. SOBRENllÜÜÜGTEINIZADODESAPARICIONszAPARICIONDE7;

(o5mm10090DEURO’GENINHIBICIONCOPRO’GENINHIBICION

HNOHNE0.59-0.27
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HNOHPE0.47200.1352 HNOHNS0.59-0.27 HNOHPS0.59150.1448

HN;Hígadononna].E;entero(sobrenadantede11000gpasadoatravésde6-259-5mina100°C). HP;Hígadoporfirico.S;sobrenadante(1amismapreparaciónanteriorcentrifugadaa900g5min;

seusóe]sobrenadantede1amisma).

Cadavalorrepresentae]promediode3animaïesnormaiesy3porfïricos.Lapreparaciónenzimáticacontiene Uro'genIII:2.2pM;proteinas7-9mg.Losotroscomponentesydeta11esexperimentaïesseindicanenMétodos.
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aumentando su actividad y b) sobre 1a Uro-D norma] disminuyendo su

actividad. Estos efectos son mayores cuando se agrega e] sobrenadan

te/G-25 desproteinizado entero que cuando se centrifuga para eiimi

nar e] precipitado.

3.- EFECTO DEL AGREGADO DE UNA PREPARACION ENZIMATICA DE HIGADO PORFIRICO

SIN CALENTAR SOBRE LAS ACTIVIDADES DE DISTINTAS ENZIMAS DE HIGADO

NORMAL.

3.a.- Actividad de ALA-Sde mezclas de preparaciones de higados normales

v gorfiricos.

Los higados normaIes y porfíricos fueron homogeneizados y 1a

incubación reaIizada como se indica en Métodos. Comovolumen de pref

paraciones enzimáticas se tomaron 0.25 mI para Ias determinaciones

normaIes y 0.25 m1 para las detenninaciones porfiricas. Para Tos en

sayos cruzados se incubó 0.5 m1 de homogenato e] cua] correspondía

0.25 m1 a 1a enzima norma] y 0.25 m1 a 1a enzima porfirica. Ya

habiamos visto previamente que en ratas intoxicadas con HCBla ac

tividad de esta enzima aumentaba. Si este aunmnto fuese debido a un

activador existente en e] higado porfirico, 1a suma de Tos nmoies

de ALAformado por mecha de reacción (Tabla XI) de] ensayo indivi

duaI de 1a enzima de higado de rata norma1,más los nmoIes de ALA

f0rmado por mecha de reacción de] ensayo individua] de 1a enzima

de hígado de rata tratada con HCBdeberia ser menor (se indica en

Ia TabIa como esperado si fuese aditivo), que Tos nmoies de ALAfor



mados por mezcla de reacción en el ensayo cruzado, o sea al colocar

en el medio de incubación 0.25 ml de enzima nonnal y 0.25 ml de en

zima porfirica (se indica en la tabla comoobservado).

Lo observado (Tabla XI) expresado como % de lo esperado es me

nor que 100, lo cual implica que no existe activación de la enzima

nonnal al agregar al medio de incubación la enzima porfirica.

3.b.- Actividad de ALA-Dde mezclas de preparaciones de higados normales

3.c.

v porfiricos.

Se homogeneizarOn, centrifugaron e incubaron higados de ratas

normales y porfiricas por HCBsegún se indica en Métodos. El volumen

de incubación para sobrenadantes normales y porfiricos separadamente

fue de 0,025 ml. El volumen de incubación del ensayo cruzado fué de

0.5 ml, el cual c0rrespondia a 0.025 ml del normal y 0.025 ml del

porfirico. Los valores de observado, esperado si fuese aditivo y ac

tivación se interpretan igual que en a),

. En La Tabla XII los nmoles de PBGfonnado/mezcla de reacción

para el ensayo cruzado son menores que los nmoles de PBGesperados/

mezcla de reacción si fuese aditivo siendo este valor 95%de lo es

perado. Esto implica que no existe activación de la enzima normal

por el sobrenadante porfirico.

Actividad de PBGaasade mezclas de preparaciones de hígados normales

v porfiricos.

Los higados de ratas normales y porfiricas se homogeneizaron

con ClK 0.154 M, se centrifugaron a 11.000 g y se pasaron a través



TABLAXI.ACTIVIDADDEALA-SINTETASADEMEZCLASDEPREPARACION

DEHIGADOSNORMALESYPORFIRICOS.

VOLUMENINCUBADO

HOMOGENATO.

NHCBOBSERVADO

ÜBSERVADO
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ACTIVACIÓN.

ML

0.25-1.22
-0.252.97

0.250.253.75

NMOLESALAFORMADO/ /MEZCLADEREACCION.

ZDEL0 ESPERADO

89NO

Lapreparaciónenzimáticay1aincubaciónsereaiizócomosedeta11aenMétodos.Losvaïoresrepresen

tanpromediosde4animales.



TABLAXII.ACTIVIDADDEALA-DEHIDRASADEMEZCLASDEPREPARACIONES

DEHIGADOSNORMALESYPORFIRICOS.

VOLUMENINCUBADO

SOBREHADANTEDE HOHOFENATO

NHCB

ML

0.025

0.025

0.0250.025

Lapreparaciónenzimáticay1aincubaciónsereaiizócomosedetalïaenMétodos.Lamezc]

ESPERADO

ÜBSERVADOSIFUESE

ADITIVO

NMOLESPBGFORMADO/ / MEZCLADEREACCIÓN

9.54
11.26 19.7520.80

ÜBSERVADO

-154 —

ACTIVACIóN

ZDELO
ESPERADO

95NO

adeincuba

cióncontenia1.2mgdeproteinaparaiosensayosdeanima1esnormales(N)eintoxicados(HCB)por separadoy2.4mgdeproteinaparalosqueconteníanambaspreparacionesenzimáticas(NyHCB).
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de columna de Sephadex G-25.

El volumen incubado fué de 1 ml, tanto para animales normales

como para tratados. Para el ensayo cruzado se incubaron 2 ml de pre

paración enzimática correspondiendo la mitad de volumen al normal y

la mitad al porfirico.

Los valores de observado, esperado si fuese aditivo y activa

ción se interpretan igual que en a).

En esta enzima los nmoles de porfirina esperado/mezcla de

reacción si fuese aditivo son menores que los nmoles de porfirina

formada/mezcla de reacción observado,Este se refleja en que se obser

va 119%de lo esperado obteniéndose una activación de 19%(Tabla XIII).

3.d.- Actividad de Uro-D de mezclas de preparaciones de higados nonnales

v porfiricos.

Los higados de ratas fueron homogeneizados y pasados por colum

na de Sephadex 6-25 de la misma fonna que en el tópico c).

El volumen incubado fué de 2 ml tanto para los ensayos de ra

tas normales, tratadas , comoasi también para los cruzados.

Los valores de observadolesperado si fuese aditivo y activa

ción se interpretan igual que en a). En la Tabla XIVlos nmoles de

F + H + P + C formados / mezcla de reacción para el ensayo cruzado

son mayores que los nmoles de F + H + P + C esoerados/mezcla de

reacción si fuese aditivo siendo este valor 107%de lo esperado. Esto

implica que no existe inhibición de la enzima nonnal por el sobre

nadante porfirico,

En la Tabla XVse puede observar la 2a. etapa de descarboxila



TABLAXIII.ACTIVIDADDEPORFOBILINOGENASABEMEZCLASDEPPEPARACIONESw

DEHIGADOSNORMALESYPORFIRICOS.

VOLUMENINCUBADO SOBRENADANTEDE HOMOGENATOPASA D0PORSEPHADEX6-25

<E

(f)

<L

L7

LI_I

C)

c"

Z

o—c

_I

¡---c

CD

O

LI.

D.

L)

Q

ESPERADO

EHCBÜBSERVADOSIFUESEOBSERVADO

ADITIVO
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ACTIVACIÓN

NMOLESPORFIRINAFORMADA/g DEL0

ML

/ MEZCLADEREACCIONLESPERADO.

l -0.80 -l1.05 1l2.211.8511919%

Lamezcïadereaccióncontenía20x10"3

mMdePBG,7mgdeproteínapara105ensayosdeanimaïesnormaIes

(N)eintoxicados(HCB)porseparadoy14mgdeproteínaparaIosqueconteníanambaspreparacionesenzimá ticas(NyHCB).Laincubaciónserea1izócomosedeta11aenMétodos.



'IABLHXIV.ALIlVlUAUUt.UKU-UUtNtÁLLASUtPHtPAKALlUNtS

NORMALESYPORFIRICAS(1A.ETAPA).

VOLUMENINCUBADO SOBRENADANTEDE HOMOGENATOPASA DOPORSEPHADEX6-25

NHCB

ML

ESPERADO SIFUESE
ADITIVO.

ÜBSERVADO NMOLESDEF+H+P+CFORMADOS/ / MEZCLADEREACCION

7.56 2.14 5.204

L."\
OQ

ÜBSERVADO
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INHIBICIÓN

ZDEL0
ESPERADO.

107

Lamezciadereaccióncontenía2.2pMdeUro'genIII,15mgdeproteinaparaiosensayosdeanimaïes.normales(N)eintoxicados(HCB)porseparadoy15mgdeproteinapara105queconteníanambaspre paracionesenzimáticas(NyHCB).LaincubaciónsereaiizócomosedetalïaenMétodos.



TABLAXV.ACTIVIDADDEURO-DDEMEZCLASDEPREPARACIONES

NORMALESYPORFIRICAS(2A.ETAPA).

VOLUMENINCUBADO SOBRENADANTEDE HOMOGENATOPASA DOPORSEPHADEX6-25

ESPERADO

HCBOBSERVADOSIFUESE

ADITIVO

OBSERVADO

_..
05..

NMOLESDECOPROFORMADOS/Z DELO

ESPERADO.

ML

/ MEZCLADEREACCIÓN.

INHIBICIÓN

2 -4.80 -20.22

2.352.594

Lamezcladereaccióny1aincubaciónsereaïizócomoen1aTab1aXIV.
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ción de Ur0«D, ]a formación de C0pro. E] aná]isis es e] mismo que

para ]a Tabia anterior observandose aqui una inhibición de] 6%]o

cua] no es significativo.

Conc]usiones.

E] agregado de una preparación enzimática de higado porfirico sin

ca]entar sobre una preparación enzimática norma] no tiene acción sobre ]as

enzimas ALA-S y ALAvD.No ocurre ]o mismo con ]a PBG-asa. En éste e] agre

gado de una preparación enzimática porfirica a una preparación enzimática

norma] produce una activación de ]a enzima norma] correspondiente a un 19%

(Tab]a XIII). En cuanto a ]a Uro-D no se produce inhibición de ]a 1a. etapa

de 1a enzima norma] por e] agregado de ]a preparación porfirica (Tab]a XIV).

La 2a. etapa de descarboxi]ación de esta enzima presenta una pequeña inhie

biciónde 1a enzima norma] a] agregar ]a preparación porfirica ]a cua] no

es significativa.

4.- EFECTO DEL AGREGADO DE HCB Y PCF "IN VITRO“ SOBRE LAS ACTIVIDADES DE

DISTINTAS ENZIMAS DE HIGADO NORMAL.

Los ensayos con sobrenadantes desproteinizados de higados porfi

ricos sobre sobrenadantes de higado norma] (Tópico 2) indicaban ]a exise

tencia de un activador para ]a PBG-asa y un inhibidor para ]a Uro-D.

Los ensayos con sobrenadantes sin ca]entar de higados porfiricos sobre

sobrenadantes norma]es (Tópico 3) indicaban ]a existencia de un acti

vador para ]a PBGeasa. Se quiso por ]o tanto investigar si e] HCBo su

metabo]ito (PCF), era e] responsab]e de ]a activación o inhibición de
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estas enzimas (PBG-asa y Uro-D). Para compietar este estudio se inves

tigó también ei efecto de ambas drogas sobre ALA-Sy ALA-D.

4.a.- Efecto del agregado de 1as drogas sobre 1a actividad de ALA-S;

4.b.

Se homogeneizó e incubó higado norma] para determinar activi

dad de ALA-Ssegún se detaiia en Métodos. A] medio de incubación se
2

adicionó PCFpurificado en concentraciones que van entre 10'6 y 10' M.

En otros ensayos se adicionó HCBpurificado en concentraciones de

'3 y 10'2M. Estas drogas se disolvieron en benceno y se pipetearon10

voiumenes entre 0,4 y 0.04 en Ios tubos a incubag ei dia anterior,

para permitir que se evapore e] soivente. Se adicionaron todos ios

reactivos de] medio de incubación sobre e] HCBo PCF seco,

En 1a Fig, 45 se observa graficado ios nmoles ALA/h/g higado

en función de] iog de ias concentraciones de PCFy HCB,

E1 PCFno tiene efecto sobre esta enzima a concentraciones de
6 .. -5 .
M o menores. A una concentraCion de 10 M hay una caida brusca10'

en 1a actividad de esta enzima para mantenerse, iuego con una 1eve

caida de actividad hasta 10’2M, Adicionando esta üitima concentra

ción a1 medio de incubación 1a enzima decae su actividad en un 79%.

Cuando se adiciona HCBa1 medio de incubación en concentraciOnes de
-3

10 le'zM 1a actividad de 1a enzima cae dentro de] rango norma]

(Hg. 45).

Efecto de] agregado de ias drogas sobre 1a actividad de ALAvD,

E1 homogenato)centrifugación e incubación para determinar 1a

actividad de esta enzima se reaiizó como se indica en Métodos, Se



F1975EFECTO‘ÏNVITRÏYDEHCBTPCFSOBREuiACTIVIDADDEALA-SDEHIGAD'ONORMAL.

—-—O—PCF

138110

l

ua

'0P05!l-l Eau/VW SGIOUJU

nll1lll
—8-7‘6’5‘4‘3“2

Losvaloresrepresentanpromediosde4detenninaciones.LaactividaddeALA-Ssemidecomosein dicaenMétodos.Lasc0ncentracionesdeHCByPCFadicionadasseindicanen1aFig.E1valorsobre
‘aordenadarepresentae]contro]sin1aadicióndedroaas.

log.cono
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2
pipeteó PCFen concentraciones entre 10'6 y.10' Men e] medio de incuba

3 2
ción; y HCBen concentraciones de 10- y 10' M, La disoiución y 1a forma

de pipetear fué igua] que en a). En 1a Fig. 46 se graficaron 105 nmoles

de PBG/h/mg prot, en función de] Iog. de 1a concentración de PCFy HCB.
5

La actividad presenta vaiores normaies hasta 1a adición de 10' Men PCF

en e] medio de incubación, Con 1a adición de 10'4M de PCF hay un decre

3M demento de 1a actividad de] 18%mientras que con 1a adición de 10'

PCF hay un decremento brusco 11egando a un 95% de inhibición cuando se

adiciona 10'2M de PCF, La adición de HCBno modifica 1a actividad de

esta enzima.

- Efecto de] agregado de ias drogas sobre 1a actividad de PBansa,

E1 homogenato, centrifugación e incubación se realizó como se

detalia en Métodos. Las concentraciones de PCF en e] medio de incu

6 -2 3 2
bación fueron entre 10° y 10 M, y las de HCBde 10' y 10” M.

Comose ve en 1a Fig. 47 para esta enzima se obtienen valores

3M de PCF en ei medio de incubanormaies aün con 1a adición de.10’

ción.Recién a1 adicionar una concentración de PCFde 10'2M hay una

caida brusca de actividad calcuiandose un 82%de inhibición. La

adición de HCBtampoco modifica 1a actividad de esta enzima.

Efecto de] agregado de 1as drogas sobre 1a actividad de UrofD.

E1 homogenato, centrifugación e incubación se rea1izó como se

deta11a en Métodos, Las concentraciones de PCF en e] medio de incuz

bación fueron entre 710"5 y 10‘2M y 1as-de HCBde 10'3 y 10‘2M.

En 1a Fig. 48 se grafica ios nmoles de porfirinas/mg proteina/

30 min en función de] iog. de 1a concentración de las drogas, Se
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Fi9-46 EFECTO ‘\lN VITRO'”DE HCB Y PCF. SOBRE LA ACTlVIDAD DE
ALA-D DE HIGADO NORMAL.

—o——— PCF N O8

nnuflesPBG/hfihg.prot

U1

I

log.conc.

Los vaiores representan promedios de 4 determinaciones.La actividad de ALA-Dse mide
como se indica en Métodos.Las concentraciones de HCBy PCF adicionadas se indican en
1a Fig.E1 valor sobre 1a ordenada representa e] contro] sin 1a adición de drogas.



Fira-47EFECTD‘WNVITR'DáDEHCBYPCFSOBRELAACTIVIDADDE

' PBG-ASADEHIGADONORMAL.

———A—--HCBVN011.710.008——o—PCF
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I
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'ion Bw/q/SDUIJIIJod SG]OU.JU

ILIII
-6_5—l.—3—2loqconc.

Losvaïoresrepresentanpromediosde5determinaciones.LaactividaddePBG-asasemidecomose indicaenMétodos.LasconcentracionesdeHCByPCFadicionadasseindicanen1aFig.E1vaïorsobre1aordenadarepresentae]contro]sin1aadicióndedrogas.
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EFECTO IN VITRO DE HCB Y PCE SOBRE LA ACTIVIDAD DE URO-D
DE FHGADO NORMAL.

0.70 

0.60 

0.4 Ü _

0.30 _

-4

Iog.conc

-2

Los vanres representan promedios de 3 detenninaciOnes.La actividad de Uro-D
se mide como se indica en Métodos.Las concentraciones de HCBy PCF adicionadak
se indican en 1a Fig. EI vanr sobre Ia ordenada representa e] contro] sin Ia
adición de drogas.
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observa que ias actividades de ambas etapas de descarboxiiación poseen

vaiores normales cuando en e] medio de incubación existe una concentra

ción de PCF de 10'5 M. Cuando 1a concentración de PCF aumenta en e] me

dio de incubación 1a actividad de 1a enzima disminuye llegando a vaio

res cercanos a un 100%de inhibición para 1a 2a. etapa cuando en e] me
3 e2

dio de incubación hay concentraciones de 10' y 10 M en PCF. E1 HCB,

en cambio, no altera 1a actividad de la enzima aún a concentraciones
3 2

de 10' y 10‘ M en e] medio de incubación.

Conciusiones,

Se observa que e1 HCBno modifica 1a actividad de ALA-S, ALA-D,

PBG-asa y Uro-D a ninguna de 1as concentraciones ensayadas mientras

que e] PCFdisminuye 1a actividad de ias cuatro enzimas. Es decir pro

duce inhibición, aunque 1as concentraciones inhibitorias son distintas

para cada enzima, Asi 1a concentración minima inhibitoria (donde co

mienza a verse e] efecto inhibitorio) para ALA-Ses de 10'5M, para

ALA-Dy Uro-D 10'4M, y para PBG-asa 10'2M. Vemos además que a una con

centración de PCF de 10’5M 1a única que se ve inhibida es 1a ALA-S

mientras que están inaiteradas 1a ALA-D,PBG-asa y Uro-D.

A 10'2M (concentración de PCFque afecta a ias cuatro enzimas)

se observa que ios porcentajes de inhibición son 79%para ALA-S,

95% para ALA-D, 82% para PBG-asa y 93% para 1a 2a, etapa de Uro-D,

es decir que ias más inhibidas son Uro-D y ALA-D,le sigue PBG-asa

y Iuego ALA-S.

Es decir que a concentraciones bajas 1a más sensibie es

ALA-Sy a concentraciones aitas 1as más sensibles son Uro-D y ALA-D
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De todos modos ni HCBni PCF producen activación de ALA—S,ALA-Dy

PBG-asa.La enzima Uro-D no presenta inhibición por HCB. En cambio

e] PCF produce inhibición de 1a misma a concentraciones de 10-4M. A
«3

concentraciones de 10 M1a inhibición producida por esta droga

supera a 1a disminución de actividad observada “in vivo".



III

ADMINISTRACI'ON“"I'N VIVO” DE PCPA-RATAS Y A

EMBRIONES DE.POLLO}
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1. Obtención de PCFpurificado a partir de PCFtécnico 60%.

Para poder obtener PCFpurificado a partir de PCFtécnico se

emp1earon distintos Métodos.

1.a. Se conoce que e] punto de fusión de] PCF es 188°C-l89°C. La mayor

impurificación que posee es e] 2, 3, 4, 6 tetracïorofenoï con un

punto de fusión de 69°C-70°C. Comoestos dos puntos de fusión eran

muydistintos se intentó reaiizar 1a purificación por subïimación.

Para eïïo se diseñó e] siguiente aparato.

<r-sa1ida de gases.

Gssaiida de H20

4- refrigerante.

entrada de HZO-y

4—-entrada de aire.
abaion de 2 bocas_,

+-——bañode aceite 160-170°C

e—-tripode.

mechero.

Se co1oc6 PCF técnico en e] ba]ón,se ca1entó e] baño de aceite a 160

170°C. Se obtuvo depositado en e] refrigerante un compuesto b1anco con

un punto de fusión que correspondia a1 tetracïorofenOI, y un rendimiento
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muy bajo. En la parte inferior del balón se forma una pasta dura ne

gra muy dificil de sacar. El PCFqueda retenido con esta impureza,

Por lo tanto no se pudo purificar el PCFpor esta metodologia.

1.b. Se trató de purificar por sucesivas recristalizaciones de bencenoca

liente. Se partió de 400 g de PCFtécnico, se disolvió en lL. de ben

ceno caliente. Se enfrió a temperatura ambiente y luego en hielo y

se filtró por Buchner quedandoun precipitado blanco. Al realizar la

2a. recristalización quedó retenida en el filtro una sustancia negra

alquitranosa, quedandoen la solución dentro del kitasato el preci

pitado blanco correspondiente a PCF. Se siguió trabajando con esta

solución que estaba en el kitasato. Esta solución se enfrió y se fil

tró, obteniendose un precipitado más blanco que el anterior. Se rea

lizaron 4 recristalizaciones para eliminar toda la impurezaalquitra

nosa, Luego se llevaron a cabo 2 recristalizaciones más, obteniéndose

un punto de fusión entre 180°C y 185°C. Este PCFse utilizó luego

comoPCFpurificado para realizar los experimentos.

2. Dosis y tiempos requeridos para producir intoxicación con PCFtécnico

v purificado.

Se comenzó a drogar un grupo de 3 ratas c0n PCF técnico con una

dosis 400 mg/kg de peso de rata/dia, y otro grupo de 3 ratas con una

dosis de 200 mg/kg peso de rata/dia, El PCF se suspendió en H20 agre

gándose previamente unas gotas de Tween20 tratando de realizar una

suspensión con la ayuda de un mortero. La administración de esta dro

ga fué con sonda gástrica. Los animales se mantuvieron en jaulas meta

bólicas para recoger orina, observar las bandas y realizar las deter
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minaciones de ALA, PBGy porfirinas con columnas Dowex 1 y Dowex 50.

De los animales del ler. grupo (drogados con 400 mg/kg) 2 murieron a

las 2 hs. y el tercero a los 3 dias. De los animales del 2° grupo

(drogados con 200 mg/kg) 1 murió a las 2 horas, otro a los 4 dias y

el otro a los 3 meses. No se observó excreción de porfirinas en orina,

ni acumulación en higado en ninguno de estos animales.

Se comenzó luego a drogar otro grupo de animales con una dosis

de 50 mg/kg de peso/dia. De estos l sólo murió después de 3 meses de

drogado no habiendo excreción de porfirinas. En los otros 2 animales

se pudieron observar bandas caracteristicas de porfirinas después de

5 meses de intoxicación.

Se trabajó con otros 2 lotes de animales los cuales se comenza

ron a drogar con 70 mg/kg de peso y 90 mg/kg de peso respectivamente.

Después de 2 meses de drogado se comenzó a notar un aumento de la can

tidad de porfirinas en algunas de las ratas de estos lotes, cuando se

realizaron las determinaciones con columnas de intercambio iónico. Es

de hacer notar que en estos animales drogados y en sus respectivos

controles, se realizaba 1 vez por semana las determinaciones ALA, PBG

y porfirinas en orina.

Con todos estos ensayos previos se c0nstruyó un esquema defini

tivo para la intoxicación de ratas con PCFtécnico.

El PCF técnico se suspendió en agua (4.2 mg/ml) con la ayuda de

Tween 20 (0.7 ml/JOO ml de su5pensión), dándolo a los animales a través

de sonda gástrica. Las ratas recibieron dosis de 45-55 mg/kg/dia duran,

te el primer mes y luego la dosis fué incrementada a 70-90 mg/kg/dia
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durante e] resto de tiempo hasta adquirir una porfiria definida.

E1 esquema de drogado con PCF purificado fué: 110-1401ng/kg/dia

para e] primer mes; 170-195 mg/kg/dia durante e] segundo mes y 195

mg/kg/dia durante Ios siguientes 4 meses.

3. Determinación de distintos parámetros en ratas nonnaies e intoxicadas

con PCFtécnico y purificada.

3.a. Excreción de ALA,PBGy porfirinas en orina de ratas tratadas con

PCFtécnico y purificado.

Se apartó un lote de 18 ratas Wistar de aproximadamente 180 g

de peso y se 10 dividió en 3 grupos; (1)_norma1, (2) ratas tratadas

que recibían PCFtécnico, (3) ratas tratadas que recibían PCFpurifi—

cado.

Se realizaron los análisis de ALA,PBGy porfirinas en orina

de 24 hs semanaïmente durante un periodo de 18 semanas para ei grupo

2 y de 25 semanas para ei grupo 1 y 3. E1 análisis de precurSOres y

porfirinas se realizó comose deta11a en Métodos. Este experimento

fué repetido 2 veces.

Las Figs. 49, 50 y 51 muestran los resultados obtenidos expre—

sados como ug/24 hs en función de] tiempo de intoxicación en semanas.

En 1a parte superior de las figurasse pueden observar ios gráficos

correspondientes a intoxicación con PCFtécnico. donde se ve que ias

ratas adquieren porfiria después de 3rne6es de intoxicación. Después

de este tiempo 105 niveles de ALA,PBGy porfirinas urinarias incre

mentan rápidamente 11egando a vaiores máximos después de 15-16 sema

\
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¡”7949 EXCRECION URiNARIA DE ALA.
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60
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..n

/24hs.

¡{lgdeALA

2 6 1o 1:. 1a 22 26

semanas

Parte superior de 1a Fiq: Animaies intoxicados con PCFtécnico.
Parte inferior de 1a Fig: Animaies intoxicados con PCFpurifi
cad0;E1 área sombreada representa e] rango de vaiores normaies.
Cada iinea representa 1a excreción urinaria individuai de una
representativa rata tratada. Las determinaciones se realizan
como se indica en Métodos.
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Fig.5O EXCRECÍON URINARÍA DE PBG

200
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11.0

120
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SHWGHGS

Parte superior de 1a Fig: Animales intoxicados con PCF
técnico. Parte inferior de 1a Fig: Animaïes intoxicados
con PCF purificado. E1 área sombreada representa e] ran
go de vaiores normaïes. Cada iinea representa 1a excre
ción urinaria individua] de una representativa rata tra
tada. Las determinaciones se realizan comose indica en
Métodos.
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Fig. 51 EXCRECION URINARlA DE PORFlRlNAS

Porfirinos
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Parte superior de 1a Fig: Animaies intoxicados con PCFtéc
nico. Parte inferior de 1a Fig: Animaies intoxicados con
PCF purificado. E1 área sombreada representa e] rango de
vaiores normaies. Cada linea representa 1a excreción urina
ria individua] de una representativa rata tratada. Las de
terminaciones se reaiizan comose indica en Métodos.
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nas de tratamiento, La excreción de ALAy PBGdecrece iuego mientras

que 1a excreción de porfirinas pennanece elevada. E1 incremento en

1a excreción de porfirinas es e] signo más consistente de porfiria y

es más aito que 10s correspondientes a ALAy PBG. La excreción de

ALAse eleva 5 veces comomáximo (94 pg/dia vs.19.08 Ï 5.05 yg/dïa

para normaïes), PBGse e1eva 44 veces (192 pg/dia vs 4.41 Ï 0.45

pg/dia para normaies), y porfirinas 140 veces (90 pg/dia vs 0.65 Ï

0.11 pg/dia para nonnaïes).

Las porfirinas excretadas por orina de ratas normales e intoxi

cadas con PCFfueron secadas. esterificadas y cromatografiadas deter

minándose que 1a mayor porfirina excretada en ratas normaïes es Co

pro siendo su %de excreción dei 95%mientras que en 1as ratas ine

toxicadas e] cuadro de excreción es: URO(55%); porfirinas de 5 y 6

vCOOH (8%); FIRIA (12%) y COPRO (25%).

Las ratas tratadas con PCFpurificado (Figs. 49, 50 y 51 parte

inferior) no desarroiian porfiria, a pesar de haber recibido un tra

tamiento mucho más proïongado y mayor concentración de droga. Los

vaiores de ALA,PBGy porfirinas de 1as ratas tratadas se apartan de

Ios nonmaies pero los animaies no Ilegan a adquirir estado de porfi

ria.

Contenido de porfirinas en diversos tejidos de ratas norma1es e

intoxicadas.

Los animales intoxicados con PCFtécnico son sacrificados junto

con sus respectivos controies nonnaies después de 18 semanas de tra

tamiento y Ios tratados con PCF purificado después de 26 semanas de
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tratamiento.

Después de extraerles ios distintos órganos se determina e] con

tenido de porfirinas como se indica en Métodos. Los resuitados de 1a

Fig. 52 muestran de que ei PCT técnico produce un incremento en e] con

tenido de porfirinas en e1 bazo, riñón e higado, en este orden, siendo

e] aumento mayor e] de] hígado (970 Ï 151 pg/g tejido). Los vaiores

promedios de higado, riñón, bazo son respectivamente 713, 13 y 6.7 ve

ces mayores en animaïes porfiricos que en normaies. La droga técnica

incrementa también Ios niveies de porfirinas de] intestino, e] cua]

presenta fiuorescencia roja, asi comotambién e] de ios huesos.

A1 estudiar 1a naturaieza de ias porfirinas (Tabla XVI) se ob

servó que en higado, baao y riñón nonna] hay pequeñas cantidades de

Copro y Proto; mientras que en riñón nonmai también se detectan trazas

de Uro y Firia. En contraste. en todos estos órganos ei PCFtécnico

produce una acumuïación de porfirinas que consiste soio en Uro y Fie

ria, Copro y Proto no se detectan. La reïación de Uro a Firia es 74:

26 en e] higado, 78:22 en e] riñón y 82:18 en e] bazo.

E1 tratamiento con PCFpurificado (Fig. 52) no modifica 1a acu

muïación de porfirinas en ninguno de ios órganos estudiados, a pesar

de haber realizado un tratamiento de más de 25 semanas,

Actividad de ALA-Sy Uro-D hepática en ratas normales y en ratas tr 

tadas con PCFtécnico y purificado. La actividad de ALA-Saumenta 2,5

veces (Fig. 53) en e] higado de ratas tratadas con PCFtécnico. Los

animaies tratados con PCFpurificado dan vaiores de actividad de

ALA-S normaïes.



TABLAXVI.COMPOSICIONCUANTITATIVADEPORFIRINASENTEJIPOSDE

RATASNORMALESEINTOXICADASCONPCFTECNICO.

NATURALEZA

DEP0RFIRINAS(Z)

TEJIDO

8-COOH7-CO0H

6-CO0H

5-CO0H

A-COOH

2-CO0H

NORMAL

HIGADO

PCF741226:2
NORMALTRAZAsTRAZAs

RIÑON

PCF78:222:2
NORMALTRAZAsTRAZAs

BAZO

PCF82171837

TRAZAs

TRAZAs

TRAZAs TRAZAs TRAZAs

TRAZAs TRAZAs
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TRAZAs

Losanimaïesfuerontratadoscomoen1aFig. comoseindicaenMétodos.

2.Lasporfirinasfueron

aisïadasycuantificadas



Fig.52.EFECTODELPCFTECNICOYPURIFICADOSOBRELA

ACUMULAClONDEPORFIRINASENTEJIDOSDERATAS.
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De las l2 ratas que se trataron con PCF técnico en 2 experimen—

tos sucesivos, 10 se pusieron porfiricas o sea excretaban y acumula

ban grandes cantidades de porfirinas, (grupo a). Las otras 2 ratas no

respondieron, (grupo b) como se puede juzgar por los valOres nonnales

obtenidos para ALA,PBGy porfirinas urinarias, contenido de porfiri,

nas en tejidos y actividad de ALAvSde higado,

Se determinó la actividad de UroeDen ambos grupos de animales.

Los ensayos del grupo (a) se llevaron a cabo en sobrenadantes de

11.000 g de homogenatos de higados pasados por columnas de Sephadex

6-25 para separar la gran cantidad de porfirinas endógenas presentes.

Los resultados de la Tabla XVIImuestran que la actividad enzimá

tica decrece dramáticamente (75 y 98%respectivamente para la la. y

2a. etapa), al realizar el tratamiento con PCFtéCnico (grupo a).

Las ratas dd grupo b exhiben un decremento de actividad de 18

y 33%respectivamente para ambos pasos de decarboxilacidn, mientras

que mostraban valores normales de todos los demas parámetros,

Comose puede ver en la Tabla XVII el PCF purificado produce

un muy leve decremento de la actividad de esta enzima, sólo un 10%

para la primera etapa de decarboxilación.

En la parte izquierda de la Tabla XVII se ven los percentajes

de los distintos productos de decarboxilación y del sustrato remanene

te. Los resultados muestran de que sólo un 0.5% de Copro'gen se fer!

ma en los ensayos de actividad enzimática en los animales tratados

con PCF técnico (grupo a) mientras que en los normales se forma un

18%. La pr0porción relativa de porfirinas de 6-CO0Hes mayor que la



TABUAXVILEFECTO"INVIVO"DE¿CF TECNICOYPURIFICADOSOBDELAACTIVIDADDEURO-DHEPATICA.

P0RFIRIN0GEN0SACTIVIDADESPECIFICA

PREHMVKJON

(NHOLESPORFIRINAS/MGPROT./30MIN.)

PRODUCTOSBESAPARICIÓNDEFDRMACIÓNDE

DECRE-CorRo'GENDFCREMENTO(FORFIRINAS'

8-CO0H7-C00HG-COOHS-COGHA-COOHRINASDE7'+5’<2)DEA-COOH).“ïg{°

+5-+4-CO0H).

SUSTRATO

ENZIMATICAREMANENTEFORMADosURO'GEN(PORFI—
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NORMALA31230t2A.5*0.2A.SÍO.Z18Íl0.61i0.020.17i0.13

PCFTE

(A)CNICOsuis17i2210.5110.5o.sio.30.1510.01750.004t0.000398

PCEBIÉcmco43>‘32*5*5*15*0.50*180.20*53 PCFPURIFICADO45*230*1A.Fi0.2A.5*0.216*10.55*0.03109.1i0.0218

RatastratadasconPCFtécnicoqueexhibenaitaexcreciónyacumulaciónhepáticadeporfirinas.

(A)(B)RatastratadasconPCFtécnicoqueexhibenexcreciónyacumuiaciónnorma].LaMezcladeincubacióncontiene:2uMdeUro'genIII,7-8mgdeproteinasdesobrenadantesdehomogenato(110009)dehigado norma]oderatasintoxicadasconPCFtécnico(b)oPCFpurificadoodesobrenadantedehomogenatode11000gpasadopor coiumnadeSephadexG-25enratasintoxicadasconPCFtécnico(a). Losresuitadosseexpresancomopromedios-E.S.9(Estosresuitadossone]promedioderepetidasdeterminacionesen2 animales.



de 5-CO0Hpara el grupo a de ratas tratadas con PCF técnico. Toda

esta serie de experimentos incluyendo estudios de excreción, acuv

muiación y estimación de actividades enzimáticas fueron repetidos

usando PCF técnico de otro origen (Compañia Quimica S.A.). Con ambos

PCFtécnico se obtuvieron resuitados similares.

4. Efecto de PCFpurificado en higado de embrión de poïlo,

4.a. Contenido de porfirinas en higado de embrión de poiio inyectados con

PCFpurificado.

Con el objeto de detenninar 1a respuesta de los embriones de

poilo a 1a droga purificada, se inyectaron 23 embriones con l. 2. 3,

5 y 10 mg/huevo de PCF purificado. La forma de inyección se detaiia

en Métodos.

Los embriones de p0110 son muy susceptibies a esta droga y sóio

sobrevivieron 24 hs ios inyectados con 1 mg de droga/huevo. Se observó

una mayor acumuiación de porfirinas que en ios normales con todas 1as

dosis ensayadas, pero en grados variabies:

En 1a Fig, 54(a) se observa 1a acumuiación de porfirinas en

embriones inyectados c0n una dosis de 10 mg/huevo, E1 PCF purificado

produce con esta dosis una significativa acumuiación de porfirinas

en e] higado. E1 valor promedio es 3.8 veces mayor que e] contro].

4,b. Actividad de ALAaSen higado de embrión de poiio inyectado con PCF

purificada.

Se estudió 1a actividad de ALA«Shepática en 25 embriones de

pollo intoxicados y en sus respectivos controles. Se probaron dosis
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de 1, 3 y 5 mg/huevo. Los enbriones fueron sacrificados 2 hs. después

de haber sido inyectados. Se eligieron estas dosis debido a que pro

ducen una buena respuesta y una mayor supervivencia de los animales.

En la Fig. 54(b) se observa el incremento de la actividad de ALAeS

hepática al inyectar una dosis de PCFpurificado de 3 mg/huevo, La

droga incrementa, en estas condiciones, 3.4 veces la actividad res

pecto a la enzima normal. Resultados similares se obtuvieron cuando

los embriones fueron inyectados con dosis de 5 mg/huevo.

Conclusiones.

El PCF técnico produce:

l.- Incremento en los niveles de excreción de precursores y porfi

rinas en el siguiente orden: porfirinas =>PBG=>ALA,Los picos de excre

ción se encuentran aproximadamente entre la 15a. y 16a. semana de trata

miento.

2.1 Se produce acumulación de porfirinas en higado; riñón y bazo,

siendo el que mas acumula el higado obteniéndose un valor promedio de

970 pg/g, le sigue el riñón y luego el bazo.

3.. Incremento de ALA-S(2.5 veces) y drástico decremento (98%) de

la Urqu.

El PCFpurificado, en ratas, no modifica significativamente los

parámetros estudiados, mientras que en embriones de pollo produce aumento

en la acumulación de porfirinas en higado y en la actividad de ALA-Shepá

tica.



IV. PAPEL DEL HIERRO EN LA PRODUCCION DE

PORFIRIA POR HEXACLOROBENCENO.
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Dadolos antecedentes detallados en la Introducción resultó intere

sante hacer un estudio quimico detallado de los distintos tipos de Fe

que pudieran estar alterados en el higado por acción "in vivo" del HCBy

tratar ademásde establecer si esas alteraciones estaban relacionadas de

algún modocon las alteraciones provocadas por dicha droga sobre las enzi

mas del camino metabólico del hemo.

Para ello se realizaron los estudios que se detallan a continuación.

1.- CONTENIDO EN HIERRO TOTAL, HEMICO Y N0 HEMICO EN HIGADO DE RATAS NOR

MALES Y EN INTOXICADAS CON HCB.

1.a.- Curvas de calibración: Para determinar las cantidades de los distin

tos tipos de hierro en cada una de las muestras se requirió, reali

zar previamente 3 curvas de calibración, que correspondieron a las

determinaciones de Fe total, hémico y no hémico. Las metodologías

empleadas se detallan en Métodos,

1.a .- fg_total.
1

Se preparó una solución patrón con Cl3Fe 6H20 Mallinckrodt.

De esta, se pipetearon en 3 crisoles distintos 5 ml en cada uno.

Se llevaron a sequedad en estufa y luego se colocaron en mufla va

rias veces. Primeramente se dejaron 4hs., y luego lh. cada vez. Al

sacarlos se los dejó enfriar en desecador y se pesaron hasta lle

gar a peso constante.

La cantidad de Fe como Fe203 que quedó retenida en el crisol

se calculó por diferencia entre peso del mismocon la solución de
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Fe y vacio. En ambos casos se los 11evó a peso constante. Se reali

zó 1a conversión de pg de Fe203 a pg de Fe y asi se obtuvo 1a so

1ución patrón vaïorada por gravimetria de 6.88 ug de Fe/mi. Esta

fué 1a que se utiiizó para realizar 1a curva de caiibración de Fe

tota] (Fig. 55). Para reaiizar ésta se pipetearon distintas

alícuotas de 1a soiución patrón, se apiicó e] método coiorimétrico

descripto en Métodos, se leyeron las respectivas absorbancias, obte

niendose un valor de __%a = 5_33 pg,

Fe no hémico.

La soiución patrón utilizada fué de 17.66 pg de Fe/m]. La

valoración fué por gravimetria a1 igual que en Fe tota]. Se pipe

tearon distintas aïicuotas y se siguió e] procedimiento deta11ado

en Métodos determinándose después de reaiizar 1a coïorimetria, 1a

cantidad de Fe en cada uno de ios tubos agregando 5 m1 de reactivon

que contiene a ¿dipiridiio e hidroxiiamina, ca1entando en un

baño hirviendo 5 min. Después que se fiitran las proteinas coagu

ladas se leen las absorbanc1as. Se obtuvo un vaior de ig = 41_apg
(Fig. 56).

Fe hémico.

Se-empieó e] método deÏpirídïn hemocromógenoComosoiución

patrón se empleó hemina 64.8 nmoies de hemina/m1. Se pipetearon

distintas cantidades de 1a solución, 1a cual se hizo reaccionar

con piridina e OHNa.



Fig. 55

Absorbancía
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CLRVA DE CALlBRAClON DE Fe TOTAL.
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Soïución patrón utíïizada 6.88 ug de Fe/mï. Se vaïoró por
gravimetría. La inversa de Ia pendiente dió 41.2 pg.



Fig. 56

CURVA DE CALIBRACION DE Fe N) HEMICO.
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Solución patrón utilizada 17.66 up Fe/m]. Se valoró por gra
vimetría. La inversa de 1a pendiente dió 41.2 ua.
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Para determinar e] espectro diferencia] se dividió 1a mezcia

de reacción en 2 cubetas añadiendo a una SZO4Na2y a otra Fe(CN)6K3.

Para determinar e] máximoy e] minimo de] eSpectro diferencia] se

realizaron 2 ensayos con 1 m1 de hemina y se barrió todo e] espec

tro entre 510 y 570 nm (Fig. 57) obteniéndose un minimo a 538 nm y

un máximo a 556 nm. Para determinar eIZSE se leyeron 1as absor

bancias a 3 = 538 y = 556. Se graficó dichoAE (obtenido res

tando 1a absorbancia a 538 de 1a obtenida a 556), en función de

los nmoles de hemina. Estos nmoies de hemina, son iguaies a ios

nmoies de Fe, para ias distintas cantidades de hemina pipeteadas.

Se obtuvo un vaior de I/tg = 375 nmoies (Fig. 58).

1.b.- Efecto de] HCBsobre ei contenido de Fe hepático.

Se quiso determinar 1a relación que existe entre e] conteni

do de Fe hepático y 1a porfiria por HCB.Para eiio se trabajó con

ratas Wistar hembras, de aproximadamente 180 g de peso, normaies e

intoxicadas c0n HCBhasta adquirir severa porfiria. En todos ios

experimentos se determinó a1 mismo tiempo e] contenido de Fe tota],

hémico y no hémico hepático en ratas normaies y en tratadas con 1a

droga.

Los animales fueron sacrificados, se extrajeron los higados,

se iavaron con soiución fisiológica, se secaron con papei de filtro

y se pesaron para poder reaiizar un homogenato en CiK 0.134 Men 1a

relación 1 g de higado a 5 m1 con 1a mezcla de homogeneización. Esta

misma forma de homogeneización se utiliza para determinar ias enzi
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Fig.57 ESPECTRO DIFERENCIAL ÉL PIRIDIN HEMOCROMOGENO DE HEMINA

556

0,25

x
x

0.2 —

x

.9
g 0.15_
CJ

E x x
8
.0

<1 ¡{xy
1_ *

K

J \ l jf/ \' f/
005 x "‘. J: x/

l J l

510 520 51) 540 550 560 570

Longitud de onda



- 192 

Fig.58 CURVA DE CALlBRACDN PARA Fe HEMICO
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mas ALA-D,PBG-asa, Uro-D, ferroqueiatasa, citocromo P-450 y conte

nido en p0rfirinas.

Los distintos tipos de Fe fueron determinados como se indica

en Métodosutiiizando las respectivas curvas de calibración de ias

Figs. 55, 56 y 58.

En 1a Tabia XVIII se observa que e] contenido en Fe tota] au

menta 127pg de Fe/g de higado, ei hémico disminuye 2 pg de Fe/g de

higado y el no hémico aumenta 16 pg/g de higado. Por 10 tanto, e]

aumento de] Fe no hémico compensaria y superaria 1a disminución de]

Fe hémico.

E1 aumento de] Fe tota] de] higado porfirico respecto a1 higa

do norma] (Tabla XVIII).es de] 84%. Estas determinaciones fueron

repetidas en varios experimentos. En estos se empiearon ratas intoxi

cadas con severa y con leve porfiria. Se observó una gran fiuctuación

en 1as determinaciones en 10s distintos animaïes, tanto normaies como

porfiricos. Es de hacer notar que e] Fe tota] se detenninó por una

metodoiogía muydistinta a los otros 2 tipos de Fe. Para e] Fe tota]

se empleó e] método de calcinación, donde se elimina todo e] materia]

orgánico de 1a muestra . Con este método e] Fe no puede quedar en

ningün momentoatrapado por ias proteinas a1 realizar 1a desproteini

zación o 1a fiitración, comopuede ocurrir en 1a determinación de

Fe no hémico, ya que estos procedimientos no se inciuyen en ei mé

todo de determinación de Fe tota] por caicinación.

Se reaiizó también 1a determinación de] Fe totai por e] mismo



TABLAXVIII.EFECTODELHCBSOBREELCONTENIDODEFEHEPATICO

ENSUSDISTINTASFORMAS.

¡JGDEFE/ eDEHIGADO.

HIGADO

FETOTALFEHEMICOFENOHEMICO

NORMAL PORFIRICO

151.97.587.5
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279.15.7103.7

LosresultadossonpromediosdeToscontenidosdeFedehomogenatosdehígadode

6animaïes.LacalcinaciónparadetenninacióndeFetotalsereaïizósobrea1ícuotasde0.5m1dehomogenatosdehígadosnonmalesyporfïricosyIacoïorímetrïasobre aIïcuotasde2m]deIasoïuciónclorhídricadeFe,E1Fehémicosedeterminósobreaïïcuotasdelm1dehomogenato.E1Fenohémicosobrealícuotasde0.5mIdehomogenato.Laparteexperimenta]sedetalïaenMétodos.
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método que el Fe no hémico como se indica en Métodos. Los valores

de contenidos obtenidos en estas determinaciones son muchomás bajos

que los obtenidos por calcinación tanto para homogenatos, sobrena

dantes de 11.000 g como para sobrenadantes de 11.000 g pasados a

través de columnas de 6-25.

Para determinar la actividad de la enzima Uro-D y PBG-asa hay

que pasar los sobrenadantes de 11.000 g de higados porfiricos a tra

vés de columna de G-25 para eliminar las porfirinas endógenas que

interfieren en las determinaciones de actividad. Se quiso saber

cuánto Fe se incorporaba en estas determinaciones y si el mismo era

libre o unido a proteinas. Para ello se pasó un sobrenadante de hi

gado normal y uno de higado porfirico a través de una columna de

G-25 (Figs. 59, 60 y 61). En cada tubo eluïdo se determinó Fe total,

Fe no hémico, Fe hémico y proteinas. En la Fig. 59 se observa el per

fil de elución del Fe total y de proteinas. Estas determinaciones

fueron repetidas varias veces. Los perfiles dieron siempre semejan

tes; observandose en todos los casos que el piCo más elevado de Fe

coincide con el de proteinas tanto en el normal comoen el porfirico.

Después de eluir aproximadamente 20 ml másaparece otro pico de Fe

pero menor que el primero. La parte más importante de Fe se halla

unido a proteina y el resto es Fe libre. Los sobrenadantes normal y

porfirico se pasaron a través de distintas columnas de G-25. El Fe

no hémico dió una curva de elución semejante a la del Fe total

(Fig. 60) pero las áreas de los picos fueron menores. El Fe hémico

dió una curva mucho más baja pero de la misma forma y coincidente
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con e] pico de proteinas y por 10 tanto con e] primer pico de Fe to

ta] y no hémico. No se observó aparición de un segundo pico a1 deter

minar este tipo de Fe (Fig. 61).

Todas las determinaciones fueron repetidas varias veces y con

distintas coïumnas deG-25 de poro grueso.

Se empïeó también para 1as determinaciones una coiumna de Sepha

dex G-25 de poro fino. La elución en este caso fué muy 1enta. El pri

mer pico de Fe tota] se obtuvo desdobiado en 3 subpicos correspondien

do posibïemente a 3 tipos distintos de proteinas unidas a Fe. Esto se

produjo tanto en e] normaï como en e] porfirico.

Se calculó 1a cantidad de Fe incorporado en las preparaciones

enzimáticas para determinar Uro-D por mg de proteina Tabia XIX. Se

observa que en 1a preparación porfirica hay una incorporación mayor

de Fe total y Fe no hémico y una menor de Fe hémico referido a la can

tidad de proteinas. Para obtener estos valores se dividió 1a cantidad

de Fe incorporado por 1a cantidad de proteina incorporada, área sombreada

de 1a Fig. 59. Existe en estos vaiores mucha fiuctuación. Según las

coïumnas Ios picos de Fe pueden ser más o menos achatados incorporan

dose por 10 tanto más Fe o menos Fe segün 1a columna. En todas las

coiumnas se mantuvieron las relaciones de] porfirico respecto a1 nor

ma], en e] sentido que se incorpora mayor cantidad de Fe tota] y no

hémico y menor cantidad del hémico en e] ensayo porfirico.



TABLAXIX.CONTENIDOENFEDELAPREPARACIONENZIMATICAUSADA

PARALADETERMINACIONDEURO-D.

SOBRENADANTEDE HOMOGENATOPASA DOPOR SEPHADEX6-25

DGDEFE/MGDEPROTEINA.
FETOTALFEHENICOFENOHENICO
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NORMAL1.20.050.35 PORFIRICO2.50.030.43

LosresuTtadossonTospromediosdeToscontenidosdeFedesobrenadantesde11000xgdehígadode
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2.- EFECTO DE QUELANTES (a a'BIPIRIDILO Y 8 HIDROXIOUINOLINA) SOBRE LA

ACTIVIDAD DE DISTINTAS ENZIMAS DE HIGADOS DE RATAS NORMALES E INTOXI

CADAS CON HCB.

Se quiso determinar e] pape] que juega e] Fe en ]a disminución

o aumento de ]as actividades de ]as enzimas de] camino de] hemo. Para

e]]o, uno de ]os experimentos p]anificados fué e] de retirar Fe de]

medio de incubación. Esto se rea]izó a través de] agregado de que]an

tes, "in vitro" en e] medio de incubación. Comoque]antes se eligieron

a a' bipiridi]o y 8 hidroxiquino]ina. E] primero quela a] Fe++_ye]

segundo a] Fe FÏ+Se comenzó probando concentraciones de lO'ZM y lO'JM pero

Tuego se trabajó con concentraciones de 10'3M.

2.a.- Adición de gue1antes a] medio de incubación de ALA-S.

Se trabajó con homogenatos de higado de ratas Nistar norma

]es e intoxicadas con HCBcomo se indica en Métodos. Se rea]izó un

contro] norma] y uno porfirico. Las actividades que se obtuvieron

en estos ensayos, se compararon con ]os ensayos a ]os cua]es se ]es

adicionaron a] medio de incubación ]os que]antes. No se observó di

ferencia significativa de ]a actividad de esta enzima ni a] agregar

a u' bipiridi]o ni a] agregar 8 OHquino]ina ya sea a ]a prepara

ción norma] comoa ]a preparación porfirica (Fig. 62). La actividad

de ]a enzima porfirica se e]evó un 220%respecto a ]a norma] con o

sin ]a adición de que]antes.

2.b. Adición de que]antes a] medio de incubación de ALA-D.

Se uti]izó comopreparación enzimática sobrenadante de 11.000 g
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Fig.62 ACTIVIDAD ESPEClFlCA DE ALA-S CON LA ADlClON
DE QUELANTES.
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20 min. de homogenatos de ratas normaies e intoxicadas con HCB. La

incubación se realizó comose indica en Métodos, Se reaiizaron ios

controies normaies y porfiricos. A estos se 1es adicionó en e] me

dio de incubaciónail'bipiridiio y 8 OHquinoiina en concentraciones

de 10'3 M. A1 adicionar estos 2 queiantes no se observaron diferen

cias significativas respecto a ios controies ni en 10s sobrenadan

tes normales ni en ios porfiricos (Fig. 63). Es de hacer notar que

se obtiene una activación de] 38%de] porfirico respecto a] norma]

considerando los valores medios,

Adición de quelantes a1 medio de incubación de PBG-asa.

Comopreparación enzimática se utilizó sobrenadantes de 11.0009

20 min, pasados por coiumnas de 6-25 de homogenatos de ratas normaies

y porfiricas. La incubación se reaiizó comose indica en Métodos.

Comoqueiante se adicionó a] medio de incubación soïo a a'bipiridilo

en concentraciones de 10'3M. No se pudo adicionar 8 OHquinoiina,

pues ésta interferia en ias 1ecturas de porfirinas en e] espectro

fotómetro; siendo esta 1a metodoiogia para detenninar 1a actividad

de 1a enzima. En 1a Fig. 64 se observa un aumento de actividad de]

52%entre e] norma] y e] porfirico. Cuando se adiciona e] queiante

a1 medio de incubación normai no se obtienen diferencias significa

tivas. Cuando dicho queiante se ha11a en e] medio de incubación de]

porfirico hay una disminución de actividad de] 12%. Con estos resui

tados podriamos atribuirle a1 Fe++ una parte de] aumento de actividad

de esta enzima porfirica respecto a su contro] norma],
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F'Ig.63 ACTIVIDAD ESPECIFlCA DE ALA-D CON LA ADICION

DE OUELANTES.
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Fi9.64 ACTIVIDAD ESPECIFICA DE PBG-ASA CDN LA
ADICIDN DE QUELANTES.
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2.d.- Adición de qyeTantes a] medio de incubación de Uro-D.

Se utiTizó e] mismo sobrenadante que para Ta determinación

de PBG-asa y se incubó como se indica en Métodos. Se adicionaron en

3e] medio de incubación 2 concentraciones deu a' bipiridilo (10' My

2M) e hidroquinolina en una concentración de 10'3M. Se midieron10'

ambas etapas de decarboxilación; Ta desaparición de Uro'gen y Ta

aparición de Copro'gen (Figs. 65 y 66). Tanto en Ta primera como en

Ta segunda etapa no se observan diferencias significativas en Ta

actividad de normaTesy porfiricas a1 agregar Tos queTantes. La dis

minución de actividad entre un norma] y un porfirico resuTtó ser en

este caso 58%para Ta primera etapa y 90% para Ta segunda etapa.

3.- EFECTO DEL AGREGADO DE FERRITINA, HEMINA Y SALES DE HIERRO SOBRE LA

ACTIVIDAD DE DISTINTAS ENZIMAS DE HIGADO DE RATAS NORMALES E INTOXI

QAQAS CON HCB.

Para investigar eT efecto de] Fe in vitro sobre Tas distintas

enzimas, se adicionó eT mismo a1 medio de incubación. Este fué incTuido

en Tos ensayos en distintas formas y concentraciones. Se probó Ta adi

ción de Fe inorgánico adicionándoTo como (504)2 Fe (NH4L.6H20ó SO4Fe

7H20; Fe hémico como hemina y Fe Tigado a proteinas como ferritina.

En todos Tos casos posibTes se trató de probar a1 hierro en sus

2 fonnas; oxidado y reducido. Para mantenerTo en estado reducido se

añadió CySH ó GSH.

3 a.- Determinación de Ia cantidad de Fe en Ta soTución de ferritina.

Se determinó 1a cantidad de Fe que contenía Ia ferritina de
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bazo de cabaiio por medio de eSpectrofotometria de absorción ató

mica utilizando un espectrofotómetro de absorción atómica Varian

Techtron modeio AA-5.

Se reaiizó primeramente, con dicho aparato una curva de calibra

ción con (504)2 Fe(NH4&6 H20 Merck.

Las soiuciones patrón contenian 200, 100, 40, 20 y 10 ppm de

Fe. Se graficaron ias lecturas promedios de 2 determinaciones dis

tintas en función de las ppmde Fe (Fig. 67).

Para determinar 1a cantidad de Fe de 1a ferritina hubo que

reaiizar previamente una destrucción de materia orgánica. Para ello

se pipeteó en distintos Kjeidhaii 0,3 m1de muestra de ferritina

y 0.3 m1 de agua bidestiiada. Este üitimo recibió e] mismotrata

miento que 1a muestra y sirvió como blanco. Se adicionó a1 Kjeidhall

una flauta para extraer vapores y se trabajó constantemente bajo

campana. Se agregó 4 m1 de SO4H2 y se caientó con mechero hasta

observar que 1a muestra se pusiera marrón oscuro. Se caientó 30 min

más y se agregó 2 m1 de N0 H, 10 cua] hizo que 1a muestra tomase

coior amariilo. Se voivió a calentar hasta humosdensos y pesados de

trioxido de azufre. La soiución quedó iimpida y amarilla. Se agregó

3 m1 de agua bidestiïada y se caientó hasta humosblancos de trioxi

do de azufre. Se agregó nuevamente agua destiiada y se caientó, hasta

observar deSprendimientos de vapor de agua. Luego se transfirió

a un matraz de 50 m1, e] cua] se enrasó con agua. Se ieyó 1a absor

bancia en e] espectrofotómetro de absorción atómica y mediante 1a

curva de calibración se detenninó que contenía 128 ppmde Fe.
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Fig.67 CURVA DE CALIBRAClON PARA DETERMINACION DE Fe

POR ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCION ATOMICA.
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3.b.- Efecto de ferritina, Fe inorgánico y hemina sobre 1a actividad de

ALA-S norma].

La actividad de ALA-Snorma] no se modifica ni por e] agrega

do de CySH6.7 mM, ni por ei agregado de ferritina 0.08 mMen Fe ni

por e] agregado de ambas sustancias a1 mismo tiempo (Fig. 68). Se

Probaron concentraciones de ferritina entre 0.02 y 0.12 mM.Estas con

centraciones fueron eiegidas en base a] trabajo de Kushner y c01.(150),

quienes estudiaron e] efecto de] Fe sobre 1a PBG-asa de higado de cer

do. Para e] rango de concentraciones aqui ensayadas se obtuvieron re

sultados semejantes a los de 1a Fig. 68. La cantidad de CySHensayada

fué 6.7 mMya que con esta concentración Kushner y coi.(15@ obtenían

máximaformación de porfirinas a partir de ALAen extracto crudo de

higado porcino.

Tampocose observan diferencias significativas en 1a actividad

de 1a enzima por e] agregado de Fe inorgánico en c0ncentraciones

0.3 mMen Fe y en concentraciones 6.7 mMen cisteina. E1 Fe inorgánico

se probó en concentraciones entre 0.03 y 0.3 mMen e] medio de incu

bación. Esta cantidad de Fe adicionado correspondería a] rango de

contenido total de Fe de higados de ratas normales e intoxicadas con

HCB(Estos cáicuios se reaiizaron de acuerdo a los resultados de 1a

Tabia XVIII de éste capituio). La hemina fué adicionada en concentra
4 5 6 7

ciones de 10' M, 10' M, 10' My 10' M; no habiendo diferencias signi

ficativas en 1a actividad en esta rango de concentraciones (Fig. 68).

La actividad de 1a enzima se midió como se indica en Métodos.
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3.c. Efecto de ferritina, Fe inorgánico y hemina sobre 1a actividad de

ALA-D normal.

Debido a que esta es una enzima suïfhidrilica se necesita de

1a presencia de CySHen e] medio de incubación para poder determinar

su actividad. Por 10 tanto no se pudo probar e] Fe en su estado oxi

dado sino soio en su estado reducido. No se observan cambios signi

ficativos en 1a actividad de esta enzima ni con 1a incorporación de

ferritina ni con 1a incorporación de Fe inorgánico (Fig. 69). Con

ei agregado de hemina en concentraciones de 10'4M hay un decremento

de actividad de un 50%pero con cantidades de 10'5M y menores 1a ac

tividad recupera sus vaïores normaies. Las condiciones de incubación

son 1as que se indican en Métodos.

3.d.-Efecto de ferritina, Fe inorgánico y hemina sobre 1a actividad de

PBG-asa norma].

E1 agregado de ferritina y hemina no provoca cambios signifi

cativos de 1a actividad de esta enzima (Fig. 70), E1 agregado de Fe

inorgánico en concentraciones 0.3 mMproduce un decremento de acti

vidad de un 14%mientras que e] agregado de Fe inorgánico conjunta

mente con CySHproduce un decremento de] 36% o sea que el Fe actua

ria más intensamente en su estado ferroso que en su estado férrico

(Fig. 70).

3.e.-Efecto del agregado de Fe inorgánico en distintas concentraciones

Sobre 1a actividad de ALA-S, ALA-Dy PBG-asa.

E1 agregado de Fe inorgánico en concentraciones de 0.003, 0.03,
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0.15 y 0.3 mM(Fig. 71 y 72) no provoca variación de actividad de

1a enzima ALA-S con o sin CySH. Hay una pequeña disminución de 1a

actividad de ALA-Dentre 0.3 y 0.03 mM.

En cuanto a PBG-asa se encuentra unainhibición dei 30%con

concentraciones de Fe de 0.3 mMy la adición de CySH. Esta inhibi

ción disminuye a medida que 1a concentración de Fe es menor hasta

iiegar a vaiores normales a concentraciones de 0.003mM.

Sin ei agregado de CySH1a inhibición es menor entre 0.3 y

0.03 mM.Con concentraciones menores que esta ya no se produce

inhibición.

3.f.- Efecto de ferritina, Fe inorgánicogv hemina sobre 1a actividad de

de Uro-D norma].

En Ias Figs. 73, 74 y 75 se graficaron ias 2 etapas de des

carboxiiación de 1a Uro-D. La 1a. etapa que es ei pasaje de U-+ F

y 1a 2a. que es 1a aparición de C.

La adición de ferritina no produce inhibición de la enzima

en ninguna de ias 2 etapas (Fig. 73). E1 Fe inorgánico en una con

centración 0.3 mMproduce una inhibición de un 13%para 1a primera

etapa y un 27%para 1a 2a. etapa; mientras que a concentraciones de

0.15 mMno produce inhibición (Fig. 74).

La hemina causa una inhibición de 1a enzima de un 21% para ia

la. etapa y de un 27%para 1a 2a. etapa cuando se adiciona en una

concentración de 10'4 Mmientras que cuando se añade en una concen

tración de 10'5M se produce una inhibición de sólo 10%para ambas

etapas (Fig. 75). La inhibición y determinación de actividad se rea
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Fig.7I ACTIVIDAD DE ALA-S Y ALA-D CON EL AGREGADO DE
DISTINTAS CONCENTRACKNES DE Fe INORGANICO AL MEDIO

DE INCUBACION.
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Fig. 72 ACTIVIDAD DE PBG-ASA CON EL AGREGADO DE DISTINTAS
CONCENTRACIONES DE Fe INORGANICO AL MEDIO DE INCUBACDN
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iizó como se deta11a en Métodos.

Conclusiones.

1.- E1 HCBproduce aumento de] contenido de hierro tota], aumento en ei no

hémico y disminución en ei hémico en higado de ratas, comparandole con ani

males normales.

2.- A1 pasar sobrenadantes de 11.000 xg 20 min de homogenatos de higado de

ratas normaies y porfiricas a través de coiumna de Sephadex G-25, se encon

traron 2 picos para Fe tota] y Fe no hémico.Uno coincide con e] pico de pro

teinas o sea seria Fe unido a proteinas; el otro saie con un voiumen de eiu

ción mayor y correspondería por 10 tanto a Fe iibre. E1 Fe hémico saie en

un soio pico que coincide con ei de proteinas (Fig. 61). Midiendo las áreas

correspondientes a1 Fe tota] (Fig. 59) se determina a1 igual que en a que

1a cantidad de Fe tota] es mayor para e] higado porfirico que para e] norma].

3.- Se caiculó 1a relación Fe/ proteina que se incorporaba en ios ensayos

de incubación para determinar 1a actividad de enzimas como PBG-asa y Uro-D

para ias cuales es necesario eiiminar las porfirinas endógenas. Se determinó

que 1a reiación Fe tota] y no hémico respecto a proteinas era mayor para ra

tas intoxicadas con HCBrespecto a normaies y 1a reiación Fe hémico respecto

a proteinas era menor para dichos animales. En las determinaciones de PBG-asa

y Uro-D aparentemente no se inciuye Fe iibre ya que este se eiimina con 1a

coiumna deSephadex G-25 (Figs. 59 y 60). Esto sugeriria que ios que podrian

estar invoiucrados en ei aumento de actividad de PBG-asa o en 1a disminución

de Uro-D podria ser e] aumento de Fe proteina o 1a disminución de Fe hemico

pero no e] aumento de Fe iibre.
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4.- La adición de queiantes "in vitro" no modifica ias actividades enzi

máticas de ALA-S, ALA-Dy Uro-D. Sólo disminuye 1a actividad de 1a enzi

ma porfirica PBG-asa en un 12% no modificando 1a de 1a norma].

5.- E1 agregado a1 medio de incubación de las distintas formas de Fe no

produce activación de ias actividades enzimáticas de ALA-S,ALA-Dy

PBG-asa, es decir no reproduce e] efecto "in vivo" de] HCB. Uro-D se ve

inhibida a ias concentraciones máximasensayadas, las cuales superan 1a

cantidad de Fe presente en un higado porfirico (aprox. 0.15 mM). Es de

destacar que aün asi esta inhibición es muchomenor que 1a correspondiente

a los ensayos "in vivo".

Teniendo en cuenta ios resuitados de los tópicos 4 y 5 se observa

que para ALA-Sy ALA-D1a situación es clara e indicaria que e] aumento

de Fe no juega un papel directo "in vitro" en e] aumento de ias activida

des de estas enzimas (las cuales están aumentadas en ratas porfiricas).

En cuanto a PBG-asay Uro-D ios resuitados referentes a quitar Fe y a

agregario en sus distintas formas no se armonizan automáticamente y re

quieren de una discusión más ampiia que se reaïiza en e] capituio corres

pondiente a Discusión.



DISCUSION

RESUMEN Y CONCLUSIONES.
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DISCUSION.

E1 HCB,como ha sido deta11ado en 1a introducción de este trabajo,

es un fungicida con propiedades porfirinogénicas que ha sido responsabie

de ios miies de casos de porfiria humanade tipo Cutánea Tarda que apare

cieron en Turquia en 1956 (107, 108) y que produce marcados disturbios en

e] metaboiismo de porfirinas en diversos mamíferos (ratas, ratones, coba

yos, conejos), pájaros siivestres y cultivo de céiulas hepáticas de embrión

de poiio (110-113).

E1 interés de 10s estudios con HCBen ratas radica en que 1a porfi

ria desarroïiada en estos animaies sirve de modelo experimentaï para e]

estudio de 1a PCT humana,

E1 objeto de esta investigación era eiucidar e] mecanismode acción

de esta droga en 1a producción de porfiria, Para eïlo se estudió e] efec

to de esta droga sobre diversas enzimas de] camino metabólico de] hemo,

y sobre ias excreciones urinarias de precursores y porfirinas.

Comoprimer paso se pusieron a punto los métodos para estas deter

minaciones tratando de hacer en 10 posibïe un único homogenato en C1K

0,134 Mpara detenninar simultáneamente ias actividades de las enzimas

estudiadas y otras aqui no detaïiadas.

Con respecto a esta parte de] estudio cabe señaiar que ALA-D

cuando se homogeneiza en este medio presenta buena actividad en concor

dancia con 105 resuitados de Gibson y co1. (36). La actividad determinada

en estas condiciones es de] mismo orden que 1a Iograda cuando se usa sa
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carosa comomedio de homogeneización, medio utiïizado por Ferramoia (177)

y Sancovich (178) para 1a determinación de actividad de ALA-D.La prein

cubación que se reaiiza, de 60 min. coincide con 1a efectuada por Gibson

y co] (36) y Sancovich (178).

En cuanto a PBG-asa se iogró obtener una buena actividad enzimática

homogeneizando con C1K 0,134 M e incubando con buffer P04HK2/PO4H2K, obte

niendose un pH óptimo de 8.1. Con respecto a1 medio de homogeneización

cabe mencionar que 1a actividad obtenida a1 homogeneizar con CIK 0.134 M

fué superior a 1a ïograda en sacarosa 0.25 Mo en Tris-CIH 0.05 M, medios

empieados comunmentepara 1a estimación de esta actividad como informan

Sancovich (178) y Liambias (179) entre otros.

En cuanto a1 pH es aigo superior a1 obtenido por Sancovich (178) para

1a enzima de higado bovino quien encuentra un pH óptimo de 7.4 para 1a en

zima purificada trabajando con buffer Tris-CIH 0.05M, También es superior

a1 obtenido por Liambias (179) en eritrocitos de pollo que obtiene un pH

óptimo de 7.4.

En 1as incubaciones no se adicionó ni Na+ ni Mg++debido a que es

tos no tenian efecto o disminuian 1a actividad de 1a PBG-asa (disminuian

1a actividad a concentraciones mayores de 120 mMpara Na+ y mayores de

150 mMpara Mg++). Estos resuitados difieren de ios encontrados para hi

gado bovino (178) donde determinan que e] Na+ Iiega a activar a esta enzi

ma y de ios haiiados para caïios de semiila de soja (179) donde se obtiene

que e] Na+ 3 mMy e] Mg++0.6 mMproducen un significativo aumento de ac

tividad.en eritrocitos de poiio (179) en cambio ei Na+no tiene efecto
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en un amplio rango de concentraciones, En higado bovino (178) e] Mg++pro

duce inhibición a concentraciones mayores que 10 mM10 cua] coincidiria

con los resultados obtenidos en esta investigación. Por 10 tanto, se puede

deducir que e] Mg++no tienen efecto o disminuye 1a actividad de PBG-asa en

higado de rata, en higado bovino (178) y en eritrocitos de poiio (179).

E1 Na+ produce una ieve activación solo en higado bovino (178) no teniendo

efecto, o ejerciendo un efecto inhibitorio, dependiendo de ia concentra

ción, en ios otros dos tejidos analizados. Ocurre 10 contrario en caiios

de semiiia de soya (179) donde ambos cationes producen activación.

Para poder determinar si e] HCBactuaba através de alguno de sus

metaboiitos (100-103) se reaiizarpn experimentos con FB (prototipo de

compuesto que estimuia e] metaboiismo microsomai de drogas (138)) HCBy

ambas drogas a1 mismo tiempo.

En los iotes de animaies intoxicados sóio con HCBse observa aumen

to en 1a excreción de ALA. PBGy porfirinas, 10 cua] concuerda con ios

trabajos de Ockner y Schmid (109).De Matteis y co]. (110), San Martin de

Viaie y co], (113) y Eider y co], (123).

En e] presente trabajo se anaiiza 1a excreción de ALA, PBGy por

firinas en función de ias semanas de tratamiento observándose ios picos

de excreción de ALAa 1a 7a. semana de tratamiento, ios de PBGentre 1a

7a. y 8a. y porfirinas comienza a eievarse entre 1a 4a. y 5a. semana de

tratamiento. Taijaard y co]. (153) también analiza la excreción de por

firinas en función de ias semanas de tratamiento/pero comienzan a de

tenninar e1evación de ias mismas a 1a 7a. semana. Estos últimos autores
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administran el HCBen la dieta en una concentración de 0.3%, o sea en

forma distinta a comose realizó en este trabajo que es pOr sonda gástri

ca.

En cuanto a la naturaleza de las porfirinas excretadas, se observa,

al igual que Taljaard y col. (153) que las ratas normales excretan. en

cuanto a oorfirinas se refiere, sólo Copro. A medida que los animales

ingieren HCBla cantidad de Copro en orina disminuye comenzando a ser

cada vez mayor la cantidad de porfirinas con mayor número de carboxilos

(Uro, Firia, Penta y Hexa).

Al analizar porfirinas en higado se observa, al igual que otros in

vestigadores (1-9, 110, 113-115) acumulación de las mismas en este órga

no. Se determina que los animales drogados con HCB C0mlen26n a acumular

porfirinas a la 5a. semanade tratamiento mientras que Taljaard y col.

(153) comienza a notar esta elevación recién a la 7a. semana de trata

miento.

La enzima ALA-Saumenta su actividad en el lote de animales intoxi.

cados con HCBlo cual concuerda con los trabajos de Rajamanickan y col.

(118), San Martin de Viale y col. (119), Taljaard y col. (153) y Nada y

col. (120). Este último trabajo fué realizado en ratones mientras que

los otros en ratas.

La actividad de la enzima ALA-Daumenta por tratamiento prolonga

do de las ratas con HCB.Estos resultados están de acuerdo con los ha

llados por San Martin de Viale y col. (119) pero no con los de Rajamanickam

y col. (118) los cuales determinan que esta enzima disminuye por trata
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miento con HCBadministrado en la dieta en una concentración de 0,2%.

La disminución la determinan entre la 2a. y 4a, semana de tratamiento

lo cual coincidiria en parte con los resultados experimentales de esta

investigación ya que en la 3er. semana de tratamiento se determina una

pequeña disminución en la actividad de esta enzima. Rajamanickamy col,

(118) miden la actividad de esta enzima hasta la 4a. semana de trata

miento, y por ello posiblemente no pueden visualizar el aumento que

luego ocurre,

Se determina que la enzima PBG-asa aumenta su actividad al intoxi

car ratas con HCB,coincidiendo con lo observado por San Martin de

Viale y col. (119). Se determina un drástico decremento de la enzima

Uro-D en ratas con severa intoxicación con HCB,tanto para la primera

como para la 2a. etapa. La enzima comienza a decrecer su actividad a la

3er. semana de tratamiento para llegar al máximode decremento a la 8a.

semana con un porcentaje de decremento del 85%. Este decremento de ace

tividad de la UroaDcuando los animales adquieren severa porfiria coin

cide con los trabajos de San Martin de Viale y col, (115) y con el de

Elder y col, (123). Este último utiliza Penta'gen III comosustrato.

Taljaard y col, (125), por el contrario utilizando Uro'gen III comoSUS!

trato no halla disminución de UroaDen ratas intoxicadas con HCB,Obsere

van disminución de la actividad de esta enzima sólo cuando los animales

son siderdticos, o sea cuando junto con HCBse les administra Fe.

Todas estas enzimas se midieron en función de las semanas de tra

tamiento observándose que la primera que se afecta es Uro-D a la 3er.
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semana de tratamiento, luego le sigue ALA-Sa 1a 5a. semana y 1uego ALA-D

después de 1a 5a. semana.

. A1mismotiempo que se analizaron precursores, porfirinas y enzi

mas para e] lote de animaïes intoxicados con HCB,también se determinaron

los mismos parámetros para e] Iote FB, FB + HCBy N. Los animaïes que

ingerian FBen e] agua de bebida (1 g/l) mostraron vaiores de excreción

de precursores y porfirinas en orina y acumuiación de porfirinas en higa

do que coincidian con las excreciones y acumuiación de] iote de animaïes

normaies.

E1 FB por si sólo tampoco aumenta 1a actividad de 1a enzima ALA-S,

10 cua] estaria en concordancia con ios resuitados de Kaufmany co].

(138) y de Nada y co], (120) quienes administran FB por inyección intra

peritoneai en dosis de 80 mg/kg. E1 primero trabaja con ratas e inyecta

FBcada 24 hs durante 5 dias mientras que e] segundo trabaja con ratones

y administra FBcada 12 hs (4 inyecciones), Los resuïtados de Tephiy y.

co], (142) y de Manchanahaiïi y co], (141) no concuerdan con los de esta

investigación ya que encuentran aumento de actividad de ALA-Sen ratas

después de inyectar intraperitoneaimente FB en dosis de 40 mg/kg y 80

mg/kg respectivamente, Tephiy y co], (142) administra e] FB cada 24 hs

dando 5 dosis. Encuentra máxima activación de 1a enzima después de 1a

primer dosis y de aiii comienza a bajar 1a actividad pero no 11ega a va

Iores normaies. Manchanahaiii y co] (141) administran 1a droga también

cada 24 hs pero dan 5610 2 dosis, observando por 10 tanto activación

pero no determinando ninguna disminución respecto a este pico de activi
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dad máxima ya que no siguen midiendo a t1empos más 1argos.

En 1a presente investigación 1a administración de FB se realiza

en forma distinta, ya que se inciuye en e] agua de bebida. Además1a

medición de actividad de ias enzimas se realiza después de ingerir FB

por periodos de tiempo muchomás 1argos que ios determinados por otros

investigadores, (120, 138, 141, 142) ya que ias primeras mediciones de

actividades enzimáticas se reaiizan después de 14 dias de administración

continua de FB.

La actividad de las enzimas ALA-Dy Uro-D disminuyen por 1a adminis

tración de FBcuando se utiliza comofuente enzimática sobrenadante de

11.000 gs Cuando se utiliza comofuente enzimática sobrenadante de

105,000 g ias actividades enzimáticas de ALA-Dy Uro-D, coincide con ios

vaiores correspondientes a ios controies normaies. Esta disminución de

actividad, no se debe por 10 tanto a un efecto inhibitorio de] FB sobre

dichas enzimas sino a una "diiución" de 1a enzima debido a un incremento

de proteinas microsomaies provocada por esta droga.

Todos ios disturbios provocados por e] HCBen e] camino metabólico

de] hemoque fueron ana1izados previamente se vieron incrementados y

anticipadas en e] tiempo cuando se administra Junto con HCB, FB o sea

las dos drogas a1 mismo tiempo, E1 adeianto en 1a excreción urinaria de

porfirinas en ios animaies intoxicados c0n FB + HCBcoincide con ios re—

suitados de Debets y col, (180) y de Kerkiaan y co]. (181), pero estos

autores obtienen aumento de porfirinas recién a 1a 8a. semanade trata

miento a] administrar HCBen e] aiimento en una proporción de 0.1% y FB
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en el agua de bebida en una proporción de 0,5 g/l y 1 g/l respectivamente.

Es de destacar que en la presente investigación los animales comienzan a

excretar porfirinas a la 4a. semana de tratamiento con FB + HCB(HCBpor

sonda gástrica y FB 1 g/l en el agua de bebida), debiéndose posiblemente

la diferencia a la distinta forma de administración del HCBy a una dis—

tinta susceptibilidad de los animales para adquirir porfiria pese a ser

ambos hembras cepa Nistar.

Del análisis de los resultados de estos experimentos surge que el

HCBse metaboliza, transformándose en ¡nelabohiojs activo, el cual pro

duciria los disturbios en el camino metabólico del hemomencionados ante

riormente y seria por lo tanto el responsable de la producción de porfiria

pOr HCB.

Para averiguar la acción de dicho metabolito "in vitro", se realiza

ron los ensayos cruzados y de calentamiento. Estos ensayos indicarian que

no existe un activador en la preparación porfirica que active la enzima

normal, en el caso de ALA-Sy ALA-D, por lo tanto el aumento de estas ac.

tividades observadas "in vivo" comoconsecuencia de la intoxicación por

HCBno podria explicarse por un fenómeno de activación. Habría que pensar

entonces en una acción del metabolito a nivel de sintesis proteica.

En el caso de la PBG-asa y de la Uro-D el incremento y descenso

respectivamente de las actividades enzimáticas de las mismas producidas

por el HCB "in vivo" podrian deberse en parte a un activador e inhibidor

respectivamente presentes en la preparación enzimática porfirica a juzgar

por los ensayos cruzados y de calentamiento. La diferencia entre el in
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cremento o disminución producida "in vivo" (50% para PBGeasa y 80% para

Uro-D (Fig. 43) y 1a activación o inhibición producida por e] agregado

de ias preparaciones porfiricas ca1entadas y sin caientar sobre las pre

paraciones normales (20% para PBG-asa (Tablas IX y XIII) y 50% para

Uro-D (Tabia X)) podria deberse a un fenómeno a nivei de sintesis protei

ca.

Dicho activador no seria ni HCBni PCF ya que e] HCBno tiene

ningún efecto y su metaboiito PCFno produce activación a ninguna de las

concentraciones ensayadas, para ALA«S,ALA-Dy PBG-asa.

Si bien e] PCFejerce una acción inhibitoria directa sobre 1a Uro

D, 10 realiza a concentraciones mayores que 10'5M, 10 cua] impiicaria

que 1a concentración originada en e] higado por 1a metabolización dei HCB

deberia ser mayor que lO’SM para que este compuesto pueda ejercer un

efecto inhibitorio directo sobre 1a UroeD. La cantidad de PCFencontra

da en higado de humanos (128) intoxicados con esta droga, correspondería

a 10'5M en e] medio de incubación de ios ensayos enzimáticos para deter

minar Uro—D.Por otra parte Debets y co]. (183) determinaron que 1a con

centración de PCFen eïhïgado de ratas intoxicadas con HCBdurante 4 a 8

semanas de tratamiento es de aproximadamente 20 pg/g de higado. Esta con

centración de PCFen e] higado representaría una concentración de 10'6M

de esta droga en e] medio de incubación para determinar actividad de

Uro-D. Considerando los resuïtados obtenidos en esta investigación y 105

datos obtenidos de bibiiografia acerca de 1a concentración de PCFen e]

higado de humanos y animaies intoxicados con HCBse deduciria que e] PCF
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no tendria un efecto directo sobre la Uro-Dya que produce inhibición

de esta enzima sólo a concentraciones mayores que 10'5M en el medio de

incubación para determinar Uro-D.

La disminución de la actividad de Uro-D por la acción del HCB

"in vivo" podria deberse por lo tanto a una acción de metabolitos a ni

vel de sintesis proteica; o al efecto inhibitorio directo sobre la enzi

ma, ejercido por la acción conjunta de varios metabolitos.

La administración de PCFtécnico a ratas produjo en estos anima

les un cuadro de porfiria similar al producto por administración de

HCB.Esto podria sugerir que el PCFpodria ser el metabolito responsa

ble de la porfiria por HCB.Pero cuando se administra PCFpurificado por

periodos de tiempo mayores que PCF técnico no se observa modificación en

los parámetros estudiados. Esto indicaria que la porfiria producida por

PCFtécnico en ratas se deberia posiblemente a la presencia de conta

minantes, en concordancia con el trabajo de Goldstein y col. (182) y

Debets y col, (183).

Por otro lado, el PCFpurificado eleva la acumulación de porfiri

nas y la actividad de ALA-Sen higado de embri0nes de pollo. Esta respues

ta diferente a la mismadroga en distintas especies de animales puede

deberse adiferencias en el sistema de metabolización de drogas (184).

Para investigar el rol del Fe en la porfiria experimental por

HCBen ratas se determinó primeramente el contenido de Fe en higado en

estos animales.
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Asi se observa que e] Fe totai esta aumentado, e] hémico dismi

nuido y e] no hémico aumentado. Saunders y coi. (185) encuentran

también aumento de Fe en higado en ratas intoxicadas con HCB.

E1 aumento de] Fe no hémico coincide con e] hecho de que Smith

y co]. (154) hayan demostrado que una cepa de ratas marcadamente suscep

tibie a 10s efectos dei HCBtenia un contenido de Fe no hémico hepático

superior a1 de otra cepa menos susceptible.

Elder y co]. (121) encuentran por ei contrario una ïeve disminu

ción en e] contenido de Fe np hémico cuando 10 miden en ug/g de higado

en ratas intoxicadas con HCB,pero ios higados de éstas aumentan también

de tamaño, conciuyendo por 10 tanto que no hay diferencias significativas

entre 1a cantidad tota] de Fe no hémico en ios higados de 10s 2 grupos

de animaïes, o sea entre los controïes y ios intoxicados con HCB.

Los resuitados obtenidos con queiantes indican que 1a adición

de estos "in vitro" no modifica las actividades enzimáticas de ALA-S,

ALA-Dy Uro-D. La PBG-asa de higado porfirico ve disminuida en un 12%

su actividad pero no hay.modificación de 1a enzima norma].

Cuando se agrega Fe en sus distintas formas a1 medio de incuba

ción no se produce activación de ALA-S, ALA-D y PBG-asa, es decir no

se reproduce e] efecto "in vivo”, de] HCB.Uro-D se ve inhibida sólo

a las concentraciones máximasensayadas.Estas concentraciones de Fe en

e] medio de incubación superan 1a cantidad de Fe presente en un higado porfirico,
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pero pese a eiio esta inhibición es muchomenor que la correspondiente a

los ensayos "in vivo".

Por tanto 10s resuitados obtenidos "in vitro" con ia adición de que

1antes y 1a adición de Fe en sus distintas formas indicarian que e] Fe no

es e] responsabie directo de] aumento de 1a ALA-Sy ALA-Dque se observa

en ratas intoxicadas con HCB.No se encontró inhibición de ALA-Spor he

mina, 10 cua] está de acuerdo con ios resultados observados por Meyer y

co]. (32) en homogenatos de higado entero.

La faita de inhibición de ALA-Spor hemina a 10‘5 y 10‘4M podria

indicar que no existe tai inhibición o bien que 1a concentración endógena

de hemode 1a preparación enzimática (10'5M, caicuiada a partir de 10s re

sultados de Fe hémico) provee una cantidad ta] como para inhibir 1a ALA-S.

Por tanto 1a actividad no disminuye por un agregado exógeno. Con respecto

a 1a acción de hemina sobre ALA-S,Sch01nick y co]. (24) y Whiting y co].

(22) entre otrosjinforman que hemina 10'4 y 10'5M produce inhibición por

feed back en preparaciones enzimáticas purificadas de higado de ratalmien

tras que WolfSOny col. (186) trabajando con mitocondrias intactas de

higado de rata,conciuyen que 1a inhibición por feed back no parecería ser

un mecanismo fisiológico importante en 1a regulación de este camino meta

bólico en higado, E1 mecanismo importante seria 1a represión por hemina

7 a 10'8M (33,que ha sido observada a concentraciones de hemina de 10'

187).

Es de destacar que PBG-asa es 1a única enzima de ias cuatro estudia
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das que modifica en parte su actividad a1 reaiizar los ensayos cruzados,

de calentamiento y por e] agregado de queiantes a1 medio de incubación}

pero no aumenta su actividad por e] agregado de Fe en sus distintas fore

mas en e] medio de incubación, Esto último no estaria de acuerdo con ios

resultados obtenidos por Kushner y co]. (150) ya que estos encuentran ac

tivación de 1a PBG-asa de higado de cerdo tanto a1 adicionar SO4Fe(NH4)_2

o ferritina a1 medio de incubación. E] descenso de actividad a1 adicionar

SO4Fe(NH4)2observado en este trabajo no se deberia a] ion NH: ya que

este no es inhibidOr de 1a PBG-asa a ias concentraciones aqui ensayadas

(188), descartándose por io tanto 1a posibie interferencia de éste. Por

10 tanto para esta enzima 10s resuitados obtenidos con queiantes parece

rian no armonizarse con ios de] agregado de Fe inorgánico, Para expiicar

estos resuitados cabrian 2 hipótesis:

1) Que Fe-metaboiito (Fe unido de algún modoa metaboiito) sea ei activa

dor de 1a PBG-asa en e] higado porfirico (Fe que ei quelante es capaz

de retirar bajando en un cierto porcentaje 1a activación de 1a enzima)

y que sea e] Fe sóio e] que produce inhibición en 1a PBG-asa de higado

norma], Comoaclaración a1 efecto de ios queiantes se podria decir que

1a activación en presencia de queiantes baja un poco pero sigue habiendo

activación, eso impïicaria:

a) Que e] queiante no es suficiente para remover todo e] Fe. A 10 mejor

1a contribución de] Fe en 1a activación de PBG-asa puede ser mayor

que e] 12% observado pero sin iiegar a1 100% o sea sin 11egar a ser

ei único responsabie,
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b) Que ei Fe además de ejercer su efecto a nivei de activar 1a PBGsasa,

mediante 1a acción metaboiito-Fe podria ser que modifique 1a cantin

dad de enzima formada, actúe a nive] de sintesis proteica.

2) Otra expiicación podria ser que cuando se está sintetizando 1a PBG

asa, e] Fe que está aumentadoen e] porfirico, se inserte en deter

minados 1ugares en e] interior de 1a estructura tridimensiona] de

1a proteina y actúe activando 1a enzima. A1 poner queiantes se retira

ese Fe y baja 1a actividad, En cambio a1 agregar Fe a una enzima nor

ma] ya sintetizada 1a ubicación de estos átomos de Fe podria ser dis,

tinta; podria ser que se unan de ta] forma que baje 1a actividad de

1a enzima,

Con estas consideraciones se concïuye que si e] Fe tiene algún efece

to a nive] de actividad enzimática en las primeras enzimas de] camino_de1

hemo, parece ejercerio a través de 1a PBGeasa, pero de todas maneras e]

efecto producido representaría aproximadamente.1/5 de] efecto producido

"in vivo" por e] HCB. Pareceria que e] efecto dei Fe sobre ALArSy ALA-D

invoiucraria sintesis proteica ya que no se pudo detectar ninguna activa

ción en ensayos cruzados, de caientamiento o por el agregado de Fe inorgá

nico, Fe-proteina (ferritina) o hemina, En concordancia con estos encuenv

tros cabe mencionar ios resuitados de Stein y co]. (149) quienes sugieren

que e] Fe aumenta 1a veïocidad de sintesis de 1a enzima ALA-Sdurante 1a

inducción por AIA o DDCmás que en 1a activación o estabiiización de 1a

misma.

En cuanto a 1a enzima Uro-D se encuentra inhibición en ios ensayos

por ca1entamiento pero no en los cruzados 10 cua] indicaria que e] inhis
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bidor estaria pegado a 1a enzima porfirica y no podria actuar de esta for

ma sobre 1a enzima normal o que se despegaria de 1a enzima porfirica y se

pegaria en cantidades equivaientes a 1a enzima norma] inhibiendo por 10

tanto a 1a norma] pero dejando de actuar sobre 1a porfirica,no variando

de esta forma e] porcentaje de decremento de 1a enzima perfirica respece

to a 1a norma]. La adición de que1antes no tiene efecto y e] Fe inorgánico

provoca inhibición adicionado a concentraciones mayores que las corres

pondientes a un higado porfirico (aproximadamente 0.15 mMen e] medio

de incubación, Por 10 tanto si bien a concentraciones mayores que 0.15mM

existe un efecto inhibitorio, no tendria significado fisioiógico, es decir

1a concentración de Fe en un higado porfirico no podria expiicar e] descen

so de actividad de Uro-D observada en e] mismo. La adición de hemina a1

medio de incubación provoca también inhibición a concentraciones mayores

que las correspondientes a] Fe hémico de un higado porfirico (ias concen

traciones de Fe hémico para un higado porfirico corresponderian a 10'5 M

en e] medio de incubación), Con todas estas consideraciones se concluye

que 1a disminución de Uro-D observada "in vivo" no puede expiicarse por

un efecto directo "in vitro" de] Fe sobre 1a enzima. Estos resultados no

concuerdan con los obtenidos por Kushner y co], (151) y por Biekkenhorst

y col. (189). Los primeros (151) obtenían inhibición de 1a enzima incuban

do con concentraciones de Fe entre 0,08 y 0.3 mMen e] medio de incubación,

reaiizando una preincubación con Fe y CySHy utiiizando como sustrato 3H

Uro'gen I, En 1a presente investigación, en cambio, no se obtiene inhibi
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ción de 1a enzima en e] rango de concentraciones entre 0,08 y 0,15 mM,

obteniendose una pequeña inhibición sóio a 0.3 mM,Los segundos (189)

obtienen activación de 1a enzima incubando directamente con Fe, generan

do Uro'gen I a partir de 14C-PBGy PBG-deaminasa. La inhibición de Uro-D

ha11ada por Kushner y co]. (151) y producida por Fe en concentraciones

menores que ias haiiadas en este trabajo podria deberse por un 1ado a 1a

preincubación reaïizada por eiios y por otro 1ado a un efecto combinado

de] Fe y de] NH: ya que Kushner y co]. (151) agregan Fe a1 medio de in

cubación en fonna de (504)2Fe(NH4)2. En 1a presente investigación no se

adiciona NH: ya que se trabaja con SO4Fe.

Los resuitados obtenidos "in vitro" respecto a que e] Fe divaïente

no tiene efecto sobre 1a Uro’D estarian de acuerdo con ios ensayos in

vivo (125, 190) acerca de que 1a siderosis hepática "per se" no afecta

1a actividad de Uro-D hepática en ratas.

Considerando que e] HCBse metaboliza lo podria reaiizar a través de]

citocromo P-450 y de] citocromo Pn448 (180, 191). A1 medir concentración

de citocromo P-450 en ratas intoxicadas con FB, HCBy FB + HCB(192) se

observó que en ios animaies intoxicados con HCB1a concentración de cito

cromo aumenta en ias primeras semanas de tratamiento para iuego 11egar a

vaiores normales. Cuando se agregan ias dos drogas a1 mismo tiempo estos

efectos se ven incrementados y anticipados en e] tiempo, a1 igual que io

hailado en e] presente trabajo para excreción de precursores y porfirinas.

acumuiación de porfirinas en higado y actividad de ALA-S, ALA—Dy Uro-D.

Resumiendo, 105 resuitados empleando FB, estimuiador de] metabolis
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mo microsoma] de drogas, avaiarian ia hipótesis de que HCBda metaboiito

activo (Fig. 76) e] cua] es e] responsabie de ios disturbios provocados en

e] camino de] hemo, 10 cua] concuerda con trabajos previos de nuestro 1a

boratorio (194, 195) y con ios de Kerkiaan y co]. (181). En esta figura

ias fiechas hacia arriba o hacia abajo a 1a derecha de cada enzima indi

can e] aumento o disminución de las mismas en ios animaies intoxicados

con HCB.

En 1a misma figura se observa que ei metabolito no actuaria en for

ma directa sobre ALA-Sni sobre ALA-Dya que no se observa activación de

1a enzima norma] por 1a enzima porfirica en ios ensayos cruzados y en ios

ensayos de calentamiento. E1 Fe tampoco actuaria en fonna directa sobre

estas enzimas, pues no se observa variación de actividad en ios ensayos

con queiantes y en ios de adición de Fe en sus distintas formas. E1 aumen

to de actividad de estas enzimas que se observa en ios animaies intoxica

dos con HCB,se deberia por io tanto a 1a acción de metaboiitos a nivel de

sintesis de proteinas. En cuanto a 1a PBG-asaexistiría un activador que

podria ser Fe unido a metaboiito e] cua] podria actuar en f0rma-directa

sobre 1a enzima, io cua] se visuaiiza en 1a fiecha que va de metaboiito

a PBG-asa en 1a Fig. 76. E1 metabolito y e] Fe contribuirian sólo a aumentar

un 20%de 1a actividad de 1a enzima, correspondiendo e] 30%restante de

aumento de actividad de 1a misma a 1a acción de metaboiitos a nive] de

sintesis proteica ya que esta enzima presenta un aumento de actividad de

un 50%. La acción directa de] metaboiito y de] Fe sobre dicha enzima se

deduce de 1a activación de 1a enzima norma] observado en ios ensayos cruza
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dos y de caientamiento y deï decremento de 1a activación de 1a enzima

porfirica en Ios ensayos con quelantes.

La acción directa de] metaboiito y de] Fe sobre la Uro-D, se indica

con 1a fïecha de 1inea ouebrada en 1a Fig. 76 ya que a través de Ios en

sayos cruzados no se observa inhibición de 1a enzima norma] por 1a enzima

porfirica. Tampocoaumenta 1a actividad de 1a enzima porfirica a1 añadir

que1antes, Tanto e] Fe y e] PCF inhiben 1a enzima norma] pero 5010 cuando

se adicionan en concentraciones superiores a ias correspondientes a un

higado porfirico. E1 ensayo que nos haria pensar en 1a acción directa dei

metaboïito y/o e] Fe sobre esta enzima seria e] de caïentamiento con e]

cua] se obtuvo un 50%de inhibición de la enzima norma] a1 añadir e] des

proteinizado porfirico. Si existe inhibición en forma directa de] meta

boiito sobre 1a Uro-D, de todos modos ésta no da cuenta de 1a inhibición

producida "in vivo" por e] HCBy por 10 tanto e] metabolito deberia actuar

también modificando 1a enzima a nivel de sintesis de proteinas.

Los resuitados obtenidos con citocromo P—450indicarian que HCB

induce a este citocromo e] cua] metabolizaria a1 HCBdando un metabolito

reactivo. Si bien e] PCF es e] metabolito de] HCBque se ha haïiado en

mayor cantidad parecería no ser e] responsabïe directo de 1a producción

de porfiria por HCBya que e] PCF puro sóïo, no es porfirinogénico. Sin

embargo podria jugar un pape] indirecto, incrementando ios efectos por

firinogénicos de] HCBcomo lo sugieren Debets y co]. (183). Estos inves

tigadores informan que 1a administración de HCBjunto con PCF causa un

aumento de varias enzimas de] sistema metabolizante de drogas y una acumu

lación de PCF en e] higado superior a 1a observada cuando Ios animaïes se
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tratan con HCBy PCF separadamente, Observan además, que el PCF acelera el

comienzo del estado de porfiria producido por HCB,o sea incrementa la excre

ción de porfirinas urinarias totales y causa un disturbio más temprano en

la naturaleza de las mismas.

Por lo tanto la acción porfirinogénica del HCBno podria deberse sólo

al PCF, que parecería jugar un papel indirecto sino a la acción combinada

de algún o algunos de los otros metabolitos del HCB.

Los resultados obtenidos con Fe indican que si bien éste, podria in

tervenir unido a un metabolito (Fig. 76) en fonna directa sobre la enzima

PBG-asa (es la única enzima de higado porfirico que disminuye su actividad

con el agregado de quelantes) no podria descartarse su efecto a nivel de

la sintesis de las proteinas enzimáticas ALA-S, ALA-D,PBGeasa y UroeD. El

Fe podria también estar involucrado en otra etapa de la producción de esta

porfiria, en la etapa HCB-olnetabolito comolo han propuesto Sinclair y

col. (148) y como se muestra en el esquema de la Fig. 76.
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RESUMEN Y CONCLUSIONES.

E1 presente trabajo tiene por objetivos:

Eiucidar si e] hexacïorobenceno (HCB)produce 1a porfiria "per se" o a

través de un metaboiito.

Investigar si ei HCBo e] metabolito ejercen su acción sobre ias activi

dades de ias enzimas de] hemo (ALA-sintetasa (ALA-S), ALAedehidrasa

(ALA-D),porfobilinogenasa (PBGeasa) y Uroporfirinógeno decarboxiiasa

(Uro-D) o si más bien afectarian 1a sintesis de dichas proteinas.

Eva1uar si e] pentaciorofeno] (PCF) es o no uno de los metaboiitos a

través de] cua] e] HCBejerce sus efectos porfirinogénicos.

Aportar datos tendientes a eiucidar e] pape] de] hierro en 1a producción

de esta porfiria.

Los resuitados y conciusiones obtenidas son ias siguientes:

.- Se detenninan ias condiciones óptimas de ensayo para medir ALA, PBGy

porfirinas en una única muestra de orina, comoasi también ias activi

dades de ias enzimas ALA-sintetasa (ALA-S), ALA-dehidrasa (ALAeD)y

porfobiiinogenasa (PBG-asa), en higados de ratas normaies e intoxica

das con hexaciorobenceno (HCB), utiiizando para ALA-Dy PBG-asa e]

mismo homogenato que para Uro-D.

.- Para investigar si 1a producción de porfiria por HCBen ratas, es de

bido a esta droga "per se" a alguno de sus metabolitos se reaiiza un
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estudio de pretratamiento de los animales con fenobarbital (FB), inductor

del metabolismo de drogas.

3.- En todos los casos se analiza el estado de porfiria en ratas en función

de las semanasde tratamiento midiendose distintos parámetros:

a) Se determina el peso del higado respecto al peso de rata en los cua

C

V

\_/

tro lotes de animalesjnormal (N), FB, HCBy FB + HCBy se observa

que dicha relación aumenta por el tratamiento con FB, con HCBy c0n

ambas drogas administradas al mismo tiempo. La relación del peso del

higado al peso del cuerpo del animal tienael siguiente Orden: FB + HCB

3> HCB :> FB => N.

Se mide ALA,PBGy porfirinas excretadas por orina en los cuatro lo

tes y se determina que en los animales drogados con FB + HCBlos pi

cos de excreción de ALAy PBGy la excreción de porfirinas antecede

en 2 semanas a las de los tratados sólo con HCB.Los picos de excre

ción de ALAy PBGson además mayores en los animales que reciben

ambas drogas al mismo tiempo¿ En los animales tratados sólo con FB

los valores de excreciones de precursores y porfirinas caen dentro

del rango de valores normales.

Las porfirinas urinarias excretadas están formadas sólo p0r Copro en

ratas normales mientras que en animales intoxicados con HCBse excre

ta sólo Copro hasta la 4a. semana de tratamiento; en la 5a. hay una

disminución de la preporción de Copro a expensas del aumento de la

pr0porción de Uro, Firia, Penta y Hexa.

En los animales que reciben ambas drogas, FB y HCBal mismo
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tiempo, se observa una disminución de Copro a expensas de las otras

porfirinas a 1a 3er. semana de tratamiento, o sea e] disturbio en

1a naturaieza de porfirinas urinarias excretadas comienza una se

mana antes. Durante ias siguientes semanas de tratamiento 1a can

tidad de Copro sigue disminuyendo a expensas de ias otras porfirinas

más carboxiiadas hasta adquirir una porfiria definida donde 1a canti

dad de Copro para e] iote HCB es de] 47% y para e] iote FB + HCB

34%,

Los animaies intoxicados sóio con FB excretan a1 igual que

ios normales unicamente Copro y acumuian porfirinas en cantidades

normaies.

Se mide acumuiación de porfirinas en higado en 10s cuatro lotes de

animaies y se detenmina que e] pretratamiento con FB causa una acu

muiación de porfirinas más temprana y mayor que cuando e] HCBse

administra sólo. Asi 1a acumuiación observada para e] iote FB + HCB

antecede en 2 semanas y supera a1 de] HCBsóio.

Se determina actividad de ALAsS, ALA-Dy Uro-D en los cuatro iotes

de animaies en función de ias semanas de tratamiento. Se observa que

1a actividad de ALA-Scomienza a eievarse a 1a 3er. semana de tra

tamiento para e] iote FB + HCBmientras que 10 reaiiza a 1a 5a. para

e] iote HCB5610. La actividad de ALA-Dse eleva a 1a Sa. semana

para e] iote de animaies que ingieren ambas drogas y después de 1a

5a. semana para e] iote de animaies que ingiere HCBsóio. Uro-D

desciende significativamente su actividad en 1a 3er. semana tanto
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para el lote FB + HCBcomo para HCBsólo pero el descenso es mayor

cuando se dan ambas drogas al mismo tiempo que cuando se administra

HCB sólo.

Se realizan ensayos para medir actividad de ALA-Dy Uro-D a 110009

y a 105.000 g y se comparan los resultados de ambas centrifugaciones.

Esto se realiza para determinar si el descenso de actividad de estas

enzimas para los animales del lote drogado sólo con FB es debido a

la acción de dicha droga sobre la enzima o a un aumento de las pro

teinas microsomales producida por este compuesto.

Se detennina que los valores de actividad especifica de estas

dos enzimas dan menores que los normales cuando se centrifugan los

homogenatos a 11.000 g, debido a un aumento de proteinas microsoma

les y no a la acción del FB sobre dichas enzimas.

Los experimentos de pretratamiento con FB, indican pues que los efec

tos provocados por el HCBse ven incrementados y anticipados en el

tiempo cuando se administra junto con HCB. FB o sea las dos drogas al

mismo tiempo.

Los resultados obtenidos de este estudio indicarian que los disturbios

producidos en el metabolismo de porfirinas por el HCB"in vivo" no se

deberian a la droga "per se" sino más bien a la acción de alguno de

sus metabolitos.

Para investigar si dicho metabolito actúa directamente sobre las enzi

mas ALA-S, ALA-D, PBG-asa y Uro-D, aumentando la actividad de las tres

primeras y disminuyendo la actividad de la última. se realizan:
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a) Ensayos cruzados entre ]a enzima norma] y 1a correspondiente enzi

ma porfirica.

CT V Ensayos con preparaciones ca]entadas, en ]os cua]es se adiciona un

homogenato o sobrenadante de homogenato de higado porfirico por HCB

y desproteinizado por ca]entamiento sobre una preparación de enzima

norma].

En estos casos se determinan ]os efectos sobre ]as actividades de

]as enzimas ALA-S, ALA-D, PBGeasa y Uro-D.

7.- Los ensayos cruzados y ]os de ca]entamiento indicariannnue no existe

un activador en 1a preparación porfirica que active ]a enzima norma]

para e] caso de ALA-Sy ALA-D.Aparentemente e] incremento de activi

dad de estas enzimas producida por 1a intoxicación por HCBse deberia

a una acción de ]os metabo]itos en ]a maquinaria de ]a sintesis de

estas proteinas enzimáticas.

En e] caso de PBGeasa, en cambio, estos ensayos sugeririan 1a pre

sencia de un activador para dicha enzima.

En cuanto a 1a Uro-D ]os ensayos de ca]entamiento muestran una

inhibición de 1a enzima norma] por ]a enzima perfirica ca]entada ]o

cua] indicaria ]a presencia de un inhibidor que no se pudo confirmar a

través de ]os ensayos cruzados ya que a] agregar una preparación por

fírica sin ca]entar no se observa inhibición de ]a enzima norma].

Los efectos observados sobre PBG—asay Uro-D n0rma]es son men

nores que ]os producidos por e] HCB"in vivo", pudiendo ser atribuida

1a diferencia a un fenómeno a nive] de sintesis proteica.
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Se realizan ensayos "in vitro" con HCBy PCF sobre 1as enzimas ALA-S,

ALA-D, PBG-asa y Uro-D. Con estas drogas no se pudo reproducir "in vitro"

e] efecto que produce e] HCBadministrado "in vivo". 0 sea ALA-S, ALA-D

y PBG-asa no incrementan su actividad por adición de HCBo de PCF "in

vitro". En cuanto a Uro-D, e] HCBno 1a afecta mientras que e] PCF

1a inhibe sóio cuando se adiciona en e] medio de incubación en con

centraciones mayores que lO'SM. Es de destacar que esta concentración

superaria a la concentración de PCFdetectada en e] higado de ratas in

toxicadas con HCB, que correspondería a lO'GMen e] medio de incubación

para determinar actividad de Uro-D.

Se administra PCFtécnico y purificado a ratas durante.16 y 26 semanas

respectivamente.

La droga técnica produce un disturbio en ei metaboiismo de porfi

rinas semejante a1 producido por HCB,determinándose:

a) Incremento en ios niveles de excreción de precursores y porfirinas

en e] siguiente orden: porfirinas;> PBG;>ALA,Los picos de excreción

se encuentran aproximadamente entre 1a 15a. y 16a. semana de trata

miento.

Se produce acumuiación de porfirinas en higado, riñón y bazo. siendo

e] que más acumula e] higado, obteniéndose un vaior promedio de

970 pg/g. ie sigue e] riñón y iuego e] bazo.

c) Incremento de ALA-S(2.5 veces) y drástico decremento (98%) de Uro-D.

10.- E1 PCFpurificado, en ratas, no modifica significativamente 10s pará

metros estudiados, mientras que en embriOnes de p0110 produce aumento
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en 1a acumuiación de porfirinas en higado y en 1a actividad de ALA-S

hepática.

Se miden ias concentraciones de Ios distintos tipos de Fe en higado

de ratas normaïes y en intoxicadas con HCB.Se determina que en los

animaies intoxicados, ei Fe tota] y ei Fe no hémico aumentan y e]

hémico disminuye.

Para determinar si e] aumento de 1a concentración de Fe en los híga

dos de animales intoxicados, es e] resp0nsab1e de ios disturbios pro

vocados en ias enzimas, se adicionan queiantes a1 medio de incubación

para retirar Fe de] mismo. Por otro 1ado se adiciona Fe en distintas

formas (Fe inorgánico, ferritina y hemina) a] medio de incubación de

preparaciones enzimáticas normales.

Se observa que e] aumento de Fe no juega un papel directo "in vitro"

en e] aumento de ias actividades de ias enzimas ALA-S, ALA-Dy Uro-D.

E1 Fe ejerceria un efecto directo "in vitro" sóio sobre 1a PBG-asa,

siendo su contribución sóio de 1/5 sobre e] aumento tota] de esta

enzima provocado por el HCB"in vivo",

Se conciuye que el HCBejerce su acción porfirinogénica a través de

un metabolito. E1 PCF, principa] metaboiito de] HCBparecería no ser

e] responsable directo de 1a producción de porfiria por HCBya que

cuando se administra sóio no produce porfiria. Sin embargo podria

jugar un pape] indirecto ya que incrementa ios efectos porfirinogé.

nicos de] HCBcuando se administran ambas drogas en conjunto.

Por 10 tanto Ia acción porfirinogénica de] HCBno podria deberse
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sólo a] PCFsino a la acción combinada de algún o aïgunos de Ios otros

metabolitos de] HCB.

E1 Fe podria intervenir en 1a producción de esta porfiria en 1a

etapa de metabolizacidn de] HCB)favoreciendo 1a producción de meta.

bolitos o incrementando 1a acción de estos üïtimos uniéndose a elïos.

/¿@
DRA. L. (.2.SAN anTlN DE V|ALE
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